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Sazetak

Diplomskog rada studentice Marijana Dezi¢, naslova

HRANIDBENI NACINI UBLAZAVANJA DJELOVANJA AFLATOKSINA
KUKURUZA NA MLIJECNE KRAVE

Aflatoksini su jedna od najvecih prijetnji u proizvodnji hrane za Zivotinje zbog sve vece
rasprostranjenosti i nemogucnosti potpunog uklanjanja ve¢ samo ublazavanja njihove pojave
u kukuruzu i negativnog djelovanja na mlije¢ne krave. U ovom revijalnom radu prikazana su
svojstva toksikogenih Aspergillus plijesni koje proizvode aflatoksine na kukuruzu, uvjeti koji
pogoduju razvoju toksinogenih plijesni, svojstva plijesni, metode ublazavanja s naglaskom na
hranidbena uklanjanja aflatoksina.U literaturnom pregledu prikazani su znastveni rezultati
djelovanja organskih vezaca (glina), anorganskih vezaca (aktivni ugljen), organskih kiselina
(propionska) te bioloski nacini (enzimatska razgradnja aflatoksina).

UblaZavanje pojave i djelovanja aflatoksina na mlijecne krave upotrebom aditiva daje
promjenljive rezulate te su potrebna daljnja istazivanja kako bi se utvrdilo to¢no djelovanje.

Kljucne rijeci: aflatoksini, kukuruz, nacini ublazavanja, mlije¢ne krave



Summary

Of the master’s thesis — student Marijana Dezi¢, entitled

THE FEED WAYS TO DECREASE EFFECTS OF CORN AFLATOXINS IN DAIRY COWS

Aflatoxins are one of the biggest threats in the feed production because of the increasing
prevalence and the impossibility of completely removing but only reducing their occurrence
in corn and negative effect on dairy cows. In this review toxigenic properties of Aspergillus
molds that produce aflatoxins in corn are shown, conditions that officiate development of
toxinogenic mold, molds properties, methods of reducing with emphasis on nutritional
removal aflatoxins. The literature review presents the scientific results of the action of
organic binders (clay), inorganic binders (activated carbon), organic acids (propionic) and
biological methods (enzymatic degradation of aflatoxin).

Mitigating the occurrence and effect of aflatoxins on dairy cows by using additives shows
variable results and will need further research to determine the exact effect.

Keywords: aflatoxins, corn, mitigating ways, dairy cows



1. Uvod

Hranidba moZze Ciniti od 50 do 70% od ukupnih troSkova na farmama i zbog toga je
jedna od najvaznijih grana u stocarstu i kao takva predstavlja temelj svakog stocarstva. Cilj
hranidbe je osigurati dovoljan unos hranjivih tvari na dnevnoj razini kako bi se zadovoljile
potrebe Zivotinja (uzdrine i/ili proizvodne). Skoro svako krmivo pored hranjivih sadrzi i
nepozeljne tvari koje narusavaju proizvodnju i mogu sadrzavati Stetne tvari koje narusavaju
ne samo proizvodnju vec¢ i zdravlje domadih Zivotinja. Medu Stetnim tvarima na
najzastupljenijim krmivima u obroku, energetskim i proteinskim, javljaju se sekundarni
proizvodi gljiva - mikotoksini i to sve ceSée zbog klimatskih promjena. Danas je poznato
preko 500 mikotoksina i sa njima je zarazeno 25% svjetske proizvodnje Zitarica, a medu
njima su najtoksic¢niji aflatoksini.

Aflatoksini su sekundarni metaboliti Aspergillus plijesni i nekih drugih vrsta gljivica, ali
i jedni od glavnih uzro¢nika pojave negativnih ucinaka ili bolesti kod Zivotinja i ljudi. Razlog
tome lezi u njihovoj Sirokoj rasprostranjenosti i zastupljenosti skoro na svim kontinentima
svijeta. Poznato je da aflatoksini imaju niz negativnih djelovanja poput kancerogenosti,
mutagenosti, teratogenosti, narusavanje imuniteta i sl. Veliki problem predstavlja i njihova
velika otpornost, ali i moguénost pojave u bilo kojem segmentu lanca ,,od polja do krmnog
stola“.

U nasem klimatskom podneblju aflatoksini se, medu Zitaricama, najéesce javljaju u
proizvodnji kukuruza posebno za vrijeme visokih temperatura i susnih razdoblja tijekom
polinacije kukuruza. Naime, kako je kukuruz najvaznija Zitarica u hranidbi mlije¢nih krava,
bitno je preventivno djelovati na razvoj plijesni u polju i skladistu te smanjiti ucinke
aflatoksina preko njihovog razaranja ili odstranjivanja iz probavnog sustava mlije¢nih krava.
Kukuruzna krma mozZe se naci u obliku silaZe cijele biljke ili siliranog klipa ili zrna, te u obliku
suhog zrna na krmnom stolu mlije¢nih krava. Najvecu opasnost predstavlja aflatoksin B;
(AFB1), zbog toga Sto posjeduje izrazito kancerogena svojstva te vrlo Stetno djeluje na jetru.

Bududi da su plijesni Siroko rasprostranjene, kontaminacija krmiva njihovim toksinima
ne moze se potpuno izbjedi, a ne postoji u€inkovit nacin za potpunu eliminaciju aflatoksina
B1 iz kukuruzne krme i metabolizma krave, zbog cega se on u obliku aflatoksina M1 (AFM1)
izluCuje u mlijeko (Peraica i sur., 2014). I1zlu¢eni AFM; predstavlja veliki problem u proizvodniji
mlijeka i mlije¢nih proizvoda, jer te proizvode konzumiraju ljudi.

Medu metodama ublazavanja pojave aflatoksina u mlijeku su i hranidbene metode
koje na jeftin i u€inkovit nacin odstranjivaju aflatoksin Bl iz probavnog sustava mlijecnih
krava. Nekoliko je hranidbenih metoda, jedna grupa je dodavanje odredenih enzima,
kompetitivnih istovrsnih sojeva plijesni koji smanjuju koncentraciju aflatoksina u obroku, a
druga grupa su vezali (adsobensi), kao Sto su odredene gline, kojima se odstranjuju
aflatoksini putem fecesa te se smanjuje njegov ulazak u metabolizam krave i izlu¢ivanje u
mlijeku.



1.1. Ciljrada

Cilj rada bio je na osnovu pregleda dosadasnjih literatura utvrditi koji su hranidbeni
nacini i koji su njihovi ucinci u ublazavanju negativnog djelovanje aflatoksina kukuruznih
krmiva na mlije¢ne krave, odnosno njihovu proizvodnju, zdravlje i reprodukciju te svesti
koncentraciju u mlijeku u zakonom dopustene koncentracije.



2. Aflatoksini kukuruza

Zdravstvena ispravnost hrane za ljude i Zivotinje (krme) je preduvjet njihovog
koriStenja u Europskoj uniji (EU). Medu javnozdravstvenim opasnostima znacajno mjesto
zauzimaju mikotoksini koji su sekundarni proizvodi metabolizma nekoliko vrsta plijesni.
Istrazivanja su pokazala da se mikotoksini javljaju u prehrambenim proizvodima pod
djelovanjem odredenih uvjeta, te je procijenjeno da vise od 50% proizvoda moiZe biti
kontaminirano mikotoksinima (Turner i sur., 2009). Medu njima najistaknutiji su aflatoksini
zbog globalne rasprostranjenosti, ali i pojave u bilo kojem dijelu proizvodnje, prerade,
transporta, skladistenja te konzumacije proizvoda. Proizvodi koji su najées¢e kontaminirani
sa aflatoksinima su odredene Zitarice i njihovi nusproizvodi, uljarice i nusproizvodi te kikiriki,
sjeme pamukaisl.

2.1. Opce znacajke aflatoksina

Rijec , Aflatoksin“ se sastoji od triju rijeci: ,,A“ — rod Aspergillus, ,fla“ — flavus i, toksin“ —
otrov. Aflatoksini stvaraju velike gubitke u proizvodnji i skladistenju kukuruza jer se
kontaminiranim kukuruzom u koncentracijama iznad dopustenih ne smiju hraniti Zivotinje.
Krmivima, pa tako i kukuruzom, koji sadrze manje od dopustenih koncentracija aflatoksina
smiju se hraniti Zivotinje, ali i uz dodavanje tvari koje u konacnici onemogucuju ili smanjuju
na zakonski prihvatljivu koncentraciju aflatoksina u mlijeku krava. Brojni su problemi u
ublazavanju pojave aflatoksina u krmi i izbacivanju iz probavnog sustava mlije¢ne krave.
Primjera radi, jedna od teskoca u otklanjanju aflatoksina je njegova tockasta i neravnhomjerna
raspodjela u zrnju kukuruza (Slika 2.1.1.) koja otezava njegovo otkrivanje u kukuruzu pa se u
praksi ¢esto dogada da ,,nema“ aflatoksina u kukuruzu, ali ga ima u mlijeku. Naime, u mlijeku
se aflatoksin ravnomjerno izluéuje pa ga je lako otkriti.

Slika 2.1.1. Aspergillus plijesni na klipovima kukuruza
Izvor: Gary Munkvold, lowa State University Plant Pathology


http://u.osu.edu/mastercorn/files/2014/08/clip_image001_003-1ufmu39.jpg

2.2. Vrste Aspergillus plijesni i aflatoksina

Aspergillus spp. su kserofitne plijesni koje broje oko 250 priznatih vrsta Cetiri su glavne
koje imaju veliku proizvodnju toksina. Aflatoksine najéesé¢e i u najveéoj mjeri proizvode
toksikogeni sojevi Aspergillus flavus te sojevi Aspergillus parasiticus koji su poznati po tome
Sto proizvode najtoksi¢niju vrstu aflatoksina. Aspergillus flavus ima izrazito kancerogena
svojstva, dok Aspergillus parasiticus spada u najtoksi¢niju vrstu aflatoksina. Rjede se
spominju jos i Aspergillus nomius i Aspergillus bombycis. A. flavus je vrsta koju karakteriziraju
brzo rastuée Zuto-zelene kolonije. Kako navode Abbas i sur. (2005), vrste poput A. flavus i A.
parasiticus mogu se pronaci u tlu skoro u cijelome svijetu.

Aflatoksini se dijele u dvije skupine ,B“ i ,G“, koje predstavljaju obojenje aflatoksina
pod ultraljubi¢astim svjetlom. Brojevi oznacavaju njihovu relativnu migracijsku udaljenost na
tankoslojnoj kromatografskoj ploci. Ukoliko alfatoksini daju plavo obojenje (,,Blue”) tada
spadaju u skupine B, i B,. Nadalje, ako daju zeleno ( ,,Green”) obojenje spadaju u skupine Gy,
dok zeleno-plavo obojenje spada u G, skupinu. Zatim, aflatoksin M, daje plavo-ljubicasto
obojenje. Uz ove aflatoksine postoje i mnogi drugi, no, nisu toliko uobicajeni.

2.2.1. Nacini djelovanja na mlije¢ne krave

Metabolizam aflatoksina kod preZivaéa zbiva se u jetri i izluCuje se putem Zuci. Poznato
je da aflatoksin By poveéava ukupne potrebe za proteinima kod goveda. Nakon sto Zivotinja
konzumira hranu koja je kontaminirana aflatoksinom B u jetri dode do njegove bioloske
razgradnje u aflatoksin M; (Hussein i Brasel, 2001.). Aflatoksin M, se izlu¢uje kroz mlije¢nu
Zlijezdu te se nalazi u mlijeku, ali i mlije¢nim proizvodima. Takoder, zbog izlucivanja kroz
mlije¢nu Zlijezdu opasan je i za sisaju¢u mladuncad.

U istraZivanima je utvrdeno da aflatoksini imaju negativan ucinak i na bubrege te mogu
djelovati na pojavu bolesti bubrega. Medutim, najopasniju prijetnju predstavlja
kancerogenost aflatoksina i to posebno aflatoksina By, jer je to najpotencijalnija kancerogena
tvar u prirodi. Spol i dob Zivotinja igraju bitnu ulogu kod osjetljivosti na aflatoksin By, jer su

Gubitak apetita, smanjena konverzija i pad prirasta su glavni simptomi kroni¢nog
trovanja aflatoksinima. Pri kroni¢énom izlaganju aflatoksinima dolazi i do smanjene
proizvodnje i reprodukcijske ucinkovitosti, loSe razgradnje hrane te apsorbcije, anemije i
Zutice. Anemija je popra¢ena modricama na koZi koje nastaju kao rezultat potkoznih
krvarenja. U popratne znakove trovanja spadaju: gubitak sluha, gubitak teZine, gruba dlaka
te blagi proljev. Uslijed negativnog utjecaja na reprodukcijski sustav najceSée dolazi do
abnormalnog trajanja ciklusa i tu se radi o izrazito kratkom ili dugom trajanju ciklusa. Od
ostalih simptoma javljaja se slabljenje imunosustava, loSe opce zdravstveno stanje jedinke,
anoreksija, teturanje, drhtavica, probavne smetnje, a u nerijetkim situacijama moze do¢i do
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prolapsa rektuma. Treba napomenuti da uz brojne negativne zdravstvene ucinke, aflatoksini
mogu doveti i do pobacaja te smrti.

Kancerogenost se ocituje i kada se kroz dulje vrijeme konzumiraju manje koli¢ine
hrane koja je kontaminirana sa aflatoksinima. Samim time tu su jo$ i rezultati iz prijasnjih
istrazivanja koja dokazuju da toksi¢no djelovanje uzrokuje dugogodisnje probleme s jetrom,
nekrozu te karcinom jetre (hepatocelularni karcinom) i u nekim dijelovima svijeta
sinergisticki djeluje s hepatitisom B (Van Egmond, 1989). Postoje i istrazivanja koja opisuju
proces vezivanja aflatoksina s DNA $to se smatra pocetnim korakom u stvaranju karcinoma
jetre. Aflatoksini se mogu skladistiti i u miSiénom tkivu Zivotinja.

2.2.2. Pogodni uvjeti za razvoj Aspergillus plijesni

Neke plijesni mogu proizvesti aflatoksine jo§ na samom polju za vrijeme nepovoljnih
uvjeta, ali i za vrijeme skladistenja uslijed poviSene temperature i vlage koje povoljno djeluju
na njihov rast i razvoj (Schuster i sur., 1993). Povecanje kontaminacije hrane mikotoksinima
u posljednje vrijeme, ali i ono u skoroj buduénosti znatno se pripisuje globalom zatopljenju,
odnosno povecanju temperatura za 2-4°C (Garrett i sur., 2006) u razdoblju vegetacije biljaka,
sve ucestalijoj izmjeni vremenskih ekstrema, to jest susnih i vrucih razdoblja sa izrazito
kiSnim razdobljima, pa i poplavama. Bebber i sur. (2013) su izvijestili da se biljni patogeni
organizmi i ostale stetocine kreé¢u prema polovina brzinom od 2,7km/ godisnje, sto je usko
povezano s klimatskim promjenama. Naime, Zivotni ciklus svih mikroorganizama, ukljucujudi
i mikotoksigene plijesni, ovise o dva glavna ¢imbenika: dostupnost vode i temperatura.
Glavni ¢imbenici uz joS neke od sporednih (vlaga, klima, kukci i ostale Stetocine, fungicidi)
utjecu na sporulaciju, klijanje spora, rast i razvoj plijesni i proizvodnju toksina. Kao sto je veé
ranije spomenuto, globalno zatopljenje i susa uzrokuju sve ¢eséu zarazu kukuruza kserofitima
koji rastu i u uvjetima pomanjkanja vlage i visokih temperatura, a medu njih se ubrajaju
Aspergillus flavus i parasiticus plijesni. Ove plijesni u razdoblju suSe i sa njom povezanih
visokih temperatura u vrijeme cvatnje i nalijevanja zrna proizvode aflatoksin B1 (Schmidt-
Heydt i sur., 2008 i 2009). Kserofitne gljivice su one koje bujaju u predjelima s viSim
temperaturama i manjim oborinama. Kukuruz, kikiriki i pistacije su posebno podlozni
kontaminaciji plijesnima u razdoblju visokih vruéina i suse, jer ti uvjeti dovode do pucanja ili
cijepanja zastitnog omotaca. Visoka koncentracija mikotoksina u Zitaricama ovisi i o broju
kiSnih dana i dana kada je vlainost zraka iznad 75%, ali postoji i mogucnost sniZavanja
koncentracije mikotoksina kada su temperature nize od 12°C ili vise od 32°C (Schaafsma i
sur., 2007). Optimalni raspon vanjskih temperatura za rast A. flavus se krece izmedu 19 i
35°C, dok je optimalna temperatura za proizvodnju aflatoksina 28-30°C. Aspergillus plijesni
rastu na niskoj vlazi ¢ak kada je aktivitet vode (aw) manji od 0.73, a pogodan ay za
proizvodnju aflatoksina je od 0.83 (Sanchis i Magan, 2004). Dodatno, porast koncetracije
ugljik dioksida u zraku pogoduje rastu Aspergillus plijesni.



Minimalni udio relativne vlage za razvoj aflatoksina u hrani je oko 5%, a temperatura
se kreée izmedu 25 i 30°C. Zitarice s povisenim udjelom $kroba, kao $to su kukuruz, riza,
je€am i sirak, imaju nesto visu vlagu (18 do 18,5%) od dozvoljene te su podloZni
kontaminiranju aflatoksinima. Medutim, do kontaminacije A.flavus plijesnima dolazi i zbog
nepravilnog poslijeZzetvenog postupanja sa zrnjem, odnosno nedovoljnim procesom skidanja
vlage suSenjem. Smatra se kako je 13% vlaznosti zrna kukuruza optimalno za dugotrajnije
skladi$tenje u silosima. Cesta pogre$ka je spremanje kukuruza sa 15% vlage, u svrhu
postizanja usStede zanemaruje se dosusivanje na 13% vlage. Spremanje kukuruza sa 15%
vlage povecava opasnost od pojave tzv. dZzepova u uskladistenoj masi u kojima se razvijaju
plijesni odnosno proizvode mikotoksini. Utjecaj vlage na rast i razvoj plijesni je manji od
utjecaja temperature. Kukuruzu, kao jaroj Zitarici, vegetativni rast traje kroz najsusnije doba
u godini Sto dodatno pogoduje razvoju aflatoksina. Stres suSe na biljke djeluje kroz
smanjenje prirodne obrane od infekcija, smanjuje se aktivnost vode tla Sto posljedi¢no
smanjuje rast i aktivnost bakterija, ameba i kompetitivnih gljiva dok djeluje poticajno na rast
kserofilnih plijesni poput Aspergillus flavus i A. parasiticus (Pitt i Hocking, 2009). Takoder,
stres uzrokovan susom povedava proizvodnju prolina u biljkama (Barnett i Naylor, 1966), a
prolin djeluje na poveéanu proizvodnju aflatoksina (Payne i Hagler, 1983.).

Aflatoksini se nalaze i na Zetvenim ostacima pa se u monokulturi kukuruza prenose sa
jedne generacije na druge. Rast gljivica i proizvodnja toksina u prirodnim supstratima ovise o
mnogim cimbenicima poput: vrste gljivica, vrste supstrata, sadrzaju vlage, temperaturi,
sadrzaju minerala i dr. (Molina i Giannuzzi, 2002; Ribeiro i sur., 2006; Schmidt-Heydt i
Geisen, 2007).

Zbog klimatskih promjena ocekuje se povecanje biomase usjeva, odnosno, biljaka
domacdina na kojima ¢e se dodatno povedati inokulacija plijesni. Pokazalo se i da ekstremni
susni periodi, dezertifikacija te varijacije suhih i mokrih razdoblja znatno utje¢u na rast
mikotoksigenih gljivica. Utvrdeno je i da razvoj novih sojeva mikotoksina koji formiraju
neocekivane toksine mogu biti pod utjecajem promjena u okolisu.

Povecanim brojem kukaca na usjevima povecava se i broj ptica koje se njima hrane te
bi se time joS viSe oStetilii usjevi. Tijekom istraZivanja utvrdeno je da ¢e povisena
temperatura i susa smanjiti dostupnost vode, a samim time i produktivnost usjeva na jugu
Europe. Prema IPCC-u (2014) u sjevernoj Europi se ocekuje porast koli¢ine dnevnih padalina.

2.2.3. Ublazavanje pojave aflatoksina na polju, skladistu i smjesi

Agrotehnicke mjere u polju kao Sto su plodosmjena, navodnjavanje, gnojidba,
suzbijanje korova, odabir primjerenog hibrida i druge smanjuju zaraZzenost kukuruza
toksinogenim sojevima Aspergillus plijesni (Grbesa i sur., 2014). Druge plijesni koje proizvode
aflatoksine kao Sto su Aspergillus nomius, Aspergillus bombycis, Aspergillus niger i drugi
javljaju se rjede u kukuruzu.



Kao Sto je prikazano u Tablici 2.2.3.1. postoji nekoliko metoda za ublazavanje rasta
aflatoksina i razvoja njihovih plijesni, a metode se mogu podijeliti na fizikalne, kemijske i
bioloske .

Tablica 2.2.3.1. Metode za uklanjanje aflatoksina iz hrane

FIZIKALNE METODE KEMIJSKE METODE BIOLOSKE METODE
Cis¢enje Djelovanje kemijskih spojeva | KoriStenje bakterija
Toplinska obrada Ozonizacija KoriStenje kvasaca
ZraCenje Netoksicni Aspergillus sojevi
Adsorpcija

Izvor: M. Jalili (2015)

Koncetracija aflatoksina je nekoliko desetaka puta vec¢a u prasini i ostatcima biljke
kukuruza pa Cis¢enja propuhivanjem ukljanjaju prasinu, ljuskice i proizvode na kojima su se
razvile plijesni i aflatoksini. Isto tako izlomljena te oStec¢ena i Stura zrna sadrzZe vise toksina od
cjelovitih zrna pa centrfugiranje ili druga vrsta sortiranja na temelju gusto¢e zrna smanjuje
koncentraciju aflatoksina u uskladistenom kukuruzu. Druge metode odstranjivanja su skupe
za primjenu na kukuruzu i koriste se u odstranjivanju toksina iz hrane za ljude. Tako se za
odstranjivanje aflatoksina iz orasca koristi ispiranje i ljuStenje vanjskog omotaca zrnja. Neki
mikotoksini, ali ne i aflatoksin, se mogu djelomi¢no inaktivirati toplinskom obradom u koju
spadaju kuhanje, prienje, tostiranje i parenje. Danas se za odstranjivanje brojnih
mikotoksina i osobito aflatoksina najcesée koriste adsorbensi koji na sebe vezu aflatoksine u
probavnom sustavu krava i izbacju ih balegom. Kemijske metode su vrlo ucinkovite, ali njihov
nedostatak je izazivanje reakcija pri kojima se mogu osloboditi jo$ toksi¢niji spojevi ili se
upotrebljeni kemijski spojevi mogu nadi kao rezidue u hrani. Sve se viSe okrece bioloskim
metodama i njihovim upotrebama u prevenciji od rasta plijesni i proizvodnje aflatoksina.

2.2.4. Prevencija pojave toksicnih djelovanja aflatoksina

Kako navode Grbesa i sur. (2014) mikroorganizmi buraga mogu razoriti 98-99%
aflatoksina unesenih hranom. Problem se javlja ukoliko dode do acidoze, kao jednog od
metaboli¢kih poremeéaja kod mlijecnih krava, pri éemu dolazi do pada pH buraga ispod 5.8
te taj proces povisuje apsorpciju aflatoksina sa 1.7% na 6-10%. Naime, kako velike koli¢ine
aflatoksina negativno djeluju na sintezu proteina, ali i na djelovanje vitamina preporuduje se
dodavati vece koli¢ine proteina i vitamina u hranu za Zivotinje. Naj¢eS¢e dodavani vitamini u
smjesama su vitamin A i vitamin E. Dok je kod proteina bitan udio metabolizirajuceg proteina
te on treba biti veci od 12% u suhoj tvari, a pri tome treba joS voditi ra¢una o udjelu
limitiraju¢ih aminokiselina kao $to su metionin i lizin (Grbesa i sur., 2014). Dobra praksa




menadZmenta farme temelji se na izbjegavanju stresa kod Zivotinja, jer je to ¢imbenik koji
utjece na pojavu sekundarnih infekcija koje djejuju na pojavu i razvoj aflatoksikoza.

2.3. Svojstva aflatoksina

Molekulske formule aflatoksina se sastoje od atoma ugljika, vodika i kisika. lako su
sliénih molekulskih formula ipak se razlikuju po broju odredenih atoma u spoju. Na osnovu
kemijske strukture karakteristicna je osjetljivost laktonskog prstena u alkalnoj hidrolizi.
Aflatoksini su razgradljivi u reakcijama s amonijakom ili natrij hipokloritom. Bitno je
napomenuti kako su aflatoksini slabo topljivi u vodi, a netopljivi su u nepolarnim otapalima.
Umjereno topljivi su u polarnim organskim otapalima kao sto su kloroform i metanol dok su
potpuno topljivi u dimetilsulfoksidu. Aflatoksini su nestabilni spojevi pod ultraljubicastim
svjetlom, u prisutnosti kisika ili sredstava za oksidaciju. Takoder, nestabilni su ukoliko se
nalaze u pH sredini koja je niza od 3 ili visa od 10.

2.3.1. Aflatoksin By

Aflatoksin B, klasificiran je u grupu 1 kao jedna od najkancerogenijih tvari od strane
Medunarodne agencije za istrazivanje karcinoma (IARC). Skup bolesti koje uzrokuju
aflatoksini nazivaju se aflatoksikoze te se javljaju i kod Zivotinja i kod ljudi. Toksiéni ucinci
AFB; mogu se razlikovati u razini izloZzenosti te samom trajanju izloZzenosti (Diaz i Murcia,
2011). Shim i suradnici (2007) navode kako je AFB; jedno od najvaznijih pitanja koji se
postavljaju u sigurnosti hrane u svijetu. Prema kemijskoj strukturi (Slika 2.3.1.1.)
karakteristicna je osjetljivost laktonskog prstena u alkalnoj hidrolizi te su razgradljivi u
reakcijama s amonijakom ili natrij hipokloritom.

L

B1

Slika 2.3.1.1. Kemijska struktura aflatoksina B1
Izvor: prilagodeno iz Feddern i sur. (2013)



2.3.2. Aflatoksin M1

Kao sto je prethodno spomenuto, nakon sto mlije¢ne krave konzumiraju obrok koji je
kontaminiran sa AFB; u jetri dode do njegove bioloSke razgradnje u aflatoksin skupine M,
(AFM4). AFM; je Cetiri-hidroksi derivat (Slika 2.3.2.1.) AFB; te se izluuje kroz mlijecnu
Zlijezdu. Javlja se i kod ljudi zbog toga Sto se nalazi i u proizvodima poput mlijeka, mlijeka u
prahu, jogurta, sireva i sl. Predstavlja veliku opasnost za zdravlje ljudi posebno, jer mlijecne
negativne utjecaje AFM, (Sadia i sur., 2012).

Aflatoksine ne razaraju ni visoke temperature (< 160°C) pa toplinska obrada kako
krme (tostiranje, ekspandiranje, peletiranje itd.) tako i mlijeka i mlije¢nih proizvoda
(pasterizacija) ne smanjuju njegovu koncentraciju u mlijeku (Raters i Matissek, 2009).

Kolicine AFM; mogu se razlikovati od Zivotinje do Zivotinje, od dana do dana kao i od
jedne muznje do druge (Martins i Martins, 2000).

H O OCHs

Slika 2.3.2.1. Kemijska struktura aflatoksina M;

lzvor:
https://www.google.com/search?q=aflatoxin+mil&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEw|9ioW4tKPkAhVv
00sKHW8nC-MQ_AUIESgB&biw=1517&bih=675#imgrc=gFNagxMwNc7VLM:, pristupljeno: 27.08.2019.

2.4. Zakonska regulativa

Vise od tristo mikotoksina je identificirano, ali oko njih dvadeset mozZe biti prirodno
prisutno u hrani. Veliki problem s mikotoksinima je njihovama nehomogena raspodjela u
proizvodima i hrani. Zbog toga je Europska komisija uspostavila metode uzorkovanja za
sluzbenu kontrolu razine mikotoksina u hrani (No 519/2014, No 401/2006). Tijekom
2008.god. doslo je do povecanja razine aflatoksna za oko 28% te opcenito mikotoksina za
oko 23%. Kako bi se zastitilo zdravlje ljudi i Zivotinja viSe od 100 nacija utvrdilo je maksimalne


https://www.google.com/search?q=aflatoxin+m1&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwj9ioW4tKPkAhVvoosKHW8nC-MQ_AUIESgB&biw=1517&bih=675#imgrc=qFNagxMwNc7VLM:
https://www.google.com/search?q=aflatoxin+m1&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwj9ioW4tKPkAhVvoosKHW8nC-MQ_AUIESgB&biw=1517&bih=675#imgrc=qFNagxMwNc7VLM:

dozvoljene vrijednosti aflatoksina u prehrambenim proizvodima (Wu i Guchu, 2012). Poznato
je da u prirodi postoji preko 400 vrsta mikotoksina, a jedino su za njih pet zakonom
odredene najvise dopustene koli¢ine u hrani za ljude i Zivotinje (NN 118/07 i 80/2010). Rizik
od pojave aflatoksikoza kod ljudi posebno je visok u zemljama gdje ne postoje propisi za
maksimalne dopustene razine aflatoksina i gdje se ne provode kontrole na poljoprivrednim
usjevima (Shephard, 2003).

Zbog toga je Europska unija (EU) zakonskim propisima odredila gornju dozvoljenu
granicu AFB1 i AFM1 u hrani. Time bi se sprjecili Stetni utjecaji i posljedi¢no veliki gospodarski
problemi, stalna kontrola u hrani i hrani za Zivotinje te sprjeCavanje kontaminacije toksinima
od velikog su znacaja Sirom svijeta (Peraica i sur., 2014; Pleadin i sur., 2014).

Europski parlament (2003) je zakonski odredio maksimalno dozvoljene razine
aflatoksina u hrani za Zivotinje zbog izrazite hepatotoksi¢nosti aflatoksina. Maksimalno
dopustena gornja grani¢na vrijednost aflaktoksina u krmivima, dopunskim i kompletnim
krmnim smjesama za junad, ovce, koze, perad i svinje iznosi 20 ppb-a, odnosno 0.02 mg/kg,
u kompletnim smjesama za mlije¢ne krave 5 ppb-a, odnosno 0.005 mg/kg i u smjesama za
telad i janjad do 10 ppb-a, odnosno 0.01 mg/kg (Europska komisija, 2003). Najvisa dopustena
koncentracija aflatoksina M1 u mlijeku i mlije¢nim proizvodima je relativno niska u EU (20
ppt) za razliku od drugih zemalja gdje moze biti i do deset puta veca.
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3. Kukuruz u hranidbi mlijecnih krava

Kukuruz spada u Zitarice te se uzgaja na najveéim povrSinama u svijetu, odnosno na
preko 197 milijuna ha te se proizvodi u kolicinama od preko 1 milijarde i 134 milijuna tona
(FAOSTAT, 2017). Iste godine u Europi na nesto vise od 17 i pol milijuna ha proizvelo se oko
110 milijuna tona kukuruza (FAOSTAT, 2017). Republika Hrvatska proizvodi oko 2 milijuna
tona godisnje te zauzima 10. mjesto na listi 28 zemalja ¢lanica EU po ukupnoj godisnjoj
proizvodnji kukuruza (Grbesa, 2016). Smatra se da od ukupne svjetske proizvodnje kukuruza
oko 67% se koristi u animalnoj proizvodnji, odnosno kao hrana za Zivotinje Cime se
podmiruje oko 33% energetskih i 13% proteinskih potreba sveukupne animalne proizvodnje
(Grbesa, 2016).

Povec¢ana otpornost na fizicka osStecenja hibrida sa veéim udjelom caklavog
endosperma pozitivno se oc€ituje u smanjenju loma zrna tijekom njegove manipulacije ¢ime
se smanjuje opasnost od razvoja plijesni (Butron i sur., 2009). Valja napomenuti kako su
oStedena zrna u procesu manipulacije nakon Zetve, odnosno ona oSteé¢ena djelovanjem
insekata na polju ili u skladistu (Pitt, 2004: Teller i sur., 2012), kao i Stura zrna, najpogodniji
supstrat za razvoj plijesni i posljediéno proizvodnju mikotoksina tijekom skladistenja.
Selekcijom kukuruza na poveéani udio caklavog endosperma i deblji perikarp, povecava se
otpornost na zarazu mikotoksinima (Hoenisch i Davis, 1994), dok su McMillian i sur. (1987)
uodili pozitivnu korelaciju izmedu varijeteta kukuruza sa zatvorenom komusinom i povedéane
otpornosti na kontaminaciju aflatoksinom u dvije od tri godine istraZivanja.

3.1. Zrno kukuruza u hranidbi mlijecnih krava

Zrno kukuruza energijom je najbogatija Zitarica koja se uzgaja u Europi. Odlikuju ga
najbolja konzumacija, zatim najvisi sadrzaj energije u formi Skroba i ulja, linolne kiseline,
karotenoida i fenola medu Zitaricama. Endosperm u gradi zrna kukuruza zauzima oko 83%, a
sastoji se prvenstveno od $kroba (86-89%) (Grbesa, 2016). Skrob kukuruza najvazniji je (50-
75%) sastojak hrane i glavni izvor energije visoko proizvodnih krava u Hrvatskoj. Skrob je
bitan i kao glavni i najbogatiji izvor energije za mikrobe buraga, jer mlijeéne krave energiju
dobivaju iz hlapljivih masnih kiselina (HMK) stvorenih fermentacijom Skroba u predzelucima.
Skrob u hrani visoko mlije¢nih krava nalaz se u udjelu od 25-30% i najzastupljeniji je sastojak
obroka. Optimalna koncentracija fermentiraju¢eg Skroba je izmedu najvisSih 22% i najmanjih
16% u visoko mlije¢nih krava (Grbesa, 2016).

Kukuruz u odnosu na potrebe Zivotinja sadrzava malo proteina (8-9%) loSega
aminokiselinskog sastava, jer se sastoji od vise nebitnih (54%) nego bitnih (46%)
aminokiselina (Grbesa, 2016). Najvedi dio (70%) proteina kukuruza Cini zein koji je siromasan
bitnim aminokiselinama, osobito lizinom i triptofanom.

Kukuruz sadrzZi dosta ulja (3,6%) za razliku od ostalih Zitarica poput pSenice, je¢ma i
tritikale. U zrnu kukuruza najvise je ulja smjesteno u klici (82,6%), pa endospermu (15,4%) i
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najmanje u omotacu (2%) (Grbesa, 2016). Pored toga zrnje kukuruza sadrZi u prosjeku oko
1,5% Secera.

Zrno kukuruza je karakteristicno po tome $to sadrzava najmanje vlakana medu
Zitaricama te je to jedan od razloga njegove visoke probavljivosti, konzumacije i energetske
vrijednosti. Kada se gledaju frakcije vlakana, zrno sadrzava najvise (9,07%) NDF koji se sastoji
od 6,2% hemiceluloze i 2,78% ADF (celuloza + lignin). Vlakna kukuruznog zrna sadrzavaju
dvostruko vise hemiceluloze (%NDF - %ADF) od celuloze (%ADF - %ADL) (Grbesa, 2016).
Sadrzaj lignina u zrnu je vrlo mali (0,34%), a njime je najbogatiji vrh kukuruza.

ProsjeCna neto energetska vrijednost (NEL) standardnog zrna kukuruza (12% vlage) za
proizvodnju mlijeka je 7.52 MJ/kg Sto znaci da se po sadriaju neto energije iz jednog
kilograma kukuruza moze proizvesti 2.32 kg mlijeka kada krave dobiju sve ostale hranjive
tvari u potrebnoj koli¢ini (Grbesa, 2016)

Glavni nedostaci kukuruza su nizak sadrzaj proteina, esencijalnih aminokiselina lizina i
triptofana, minerala te sklonost infestaciama mikotoksigenim plijesnima. Pljesniva i
insektima oSteéena zrna imaju smanjen udio energije kao i ostalih hranjivih tvari.

3.2. Silaza kukuruza u hranidbi mlijecnih krava

Voluminozna krmiva su glavna komponenta obroka mlije¢nih krava. Silaza cijele biljke
kukuruza je najzastupljenije voluminozno krmivo u hrani mlije¢nih krava u RH. U prosjeku,
silaza kukuruza cini oko polovine suhe tvari voluminoznog dijela obroka visokomlije¢nih
krava i sluzim im kao izvor energije (Skrob i vlakna) te ucinkovitih (efektivnih) vlakana
(vlakna). Silaza kukuruza u prosjeku sadrzi 25-35% Skroba, 45-55% vlakana (neutralnih
detergent vlakana) i 6,5 MJ NEL u kg suhe tvari te je komplementarna nadopuna silaze trava i
mahunarki. Dodatno, cijela biljka kukuruza sadrzi malo proteina (6-8%) i pepela, ali dosta
Secera (5-10%) te se lako silira i daje silazu dobrih fermentacijskih svojstava (Grbesa, 2016).

Glavni problem siliranja cijele biljke kukuruza je istiskivanje zraka pa se smatra da je
optimalna suha tvar za siliranje cijele biljke kukuruza je 32-35%, duZina sjecke 1-2 cm (Slika
3.1.2.1.), dobro gazenje i pokrivanje te primjereno izuzimanje silaze. Ukoliko masa za siliranje
sadrzi viSe suhe tvari od 40 -45% i duzu sjecku od 2 cm, tesko se istiskuje iz nje zrak i nakon
otvaranja u nju brzo prodire zrak (kisik) Sto pogoduje razvoju gljivica koje ,jedu” mlije¢nu
kiselinu Sto pogoduje razvoju Aspergillus i Pencillium plijesni i produkciju njihovih toksina
(Grbesa i sur., 2016).

Silaza kukuruza energijom je najbogatije silirano voluminozno krmivo naseg podneblja.
Skrob je glavni izvor energije i zrna (77,5%) i silaze kukuruza (45,0%) pa sve $to utjee na
njegov sadrzaj i iskoristivost odreduje energetsku vrijednost kukuruza.
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Slika 3.1.2.1. Primjerena sjecka zelene mase cijele biljke kukuruza
lzvor:

https://www.google.com/search?g=corn+silage&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjozcqtt6 PKAhW
sxlskHbhaAM4Q_AUIESgB&biw=1517&bih=675#imgrc=VB_r8aEEGsYFLM:, pristupljeno: 27.08.2019.
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https://www.google.com/search?q=corn+silage&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjozcqtt6PkAhWsxIsKHbhaAM4Q_AUIESgB&biw=1517&bih=675#imgrc=VB_r8aEEGsYFLM:
https://www.google.com/search?q=corn+silage&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjozcqtt6PkAhWsxIsKHbhaAM4Q_AUIESgB&biw=1517&bih=675#imgrc=VB_r8aEEGsYFLM:

Ve

4. Hranidbeni nacini ublazavanja djelovanja aflatoksina

Dosada su proucavane brojne metode i nacini kako bi se smanjio utjecaj djelovanja
aflatoksina u probavnom sustavu Zivotinja. Takoder, ispitivana je i njihova efikasnost u
procesima inaktivacije ili smanjenja djelovanja aflatoksina. Galvano i sur. (2001) navode kako
se prilikom ublaZzavanja ulaska mikotoskina u metabolizam Zivotinje najcesce koriste aditivi u
vidu vezaca (adsorbenata). Odredenim aditivima u hrani smatraju se tvari koje imaju
sposobnost vezivanja na povrsinu drugih tvari pri ¢emu ne dolazi do kemijskih reakcija i kao
takve koriste se u svrhu smanjenja apsorbcije aflatoksina iz gastrointestinalnog trakta (Diaz i
(Ramos i sur., 1996).

Skoro pa je nemogude sprijecCiti kontaminaciju krmiva s aflatoksinima. Postoje tri
moguénosti kojima bi se izbjegli Stetni ucinci aflatoksina (1) prevencija proizvodnje
aflatoksina u predzZetvenoj fazi, (2) detoksikacija aflatoksina iz kontaminirane hrane i
poljoprivrednih proizvoda te (3) inhibicija apsorbcije aflatoksina u probavnom traktu nakon
konzumacije kontaminirane hrane. Medutim, prve dvije metode su tesko izvedive i sve se
vise pokusava djelovati na osnovu inhibicije.

Zbog toga, sve se visSe koriste hranidbene metode koje dodavanjem vezaca i sli¢nih tvari
djeluju u rjeSavanju tog problema. UmjeSavanje aditiva koji vezu na sebe mikotoksine u
krmnim smjesama ili obrocima prije hranjenja i/ili ih veZzu u probavnom traktu su najcesca i
najrasirenija metoda odstranjivanja mikotoksina, odnosno sprecavanja njihovog ulaska u
metabolizam i preko njega u proizvode Zivotinja (Avantaggiato i sur., 2007., Phillips i sur.,
2008). Aditivi bi trebali:

1. vezati mikotoksine na sebe iliih

2. razoriti u optimalnim uvjetima kiselosti, vlaznosti, temperature u probavnom

sustavu te

3. odstraniti putem brze probave i pasaZze hrane (bentonit).

Kao Sto je ve¢ spomenuto nema metode niti aditiva koji bi bio jednako ucinkovit u
odstranjivanju svih prirodno prisutnim mikotoksina na jednom krmivu pa se uvijek mora
naglasiti uspjeSnost aditiva u odstranjivanju pojedine vrste i koli¢ine mikotoksina.

4.1. Anogranski vezaci

Kod anorganskih vezaca specifi€no je to Sto najéeSce vezu samo jedan toksicni spoj,
jer kako navode Ramos i Hernandez (1997) anorganski vezaci najceS¢e vezu aflatoksine, ali
ne i ve¢inu mikotoksina.

4.1.1. Gline

Gline su silikatni minerali koji se dijele na prirodne (klinoptiloliti) i sintetske zeolite
(zeolit A), bentonite i sintetske hidratizirane natrij, kalcij - aluminosilikate (HSCAS) i druge.
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Procis¢ene gline imaju elektri¢ni naboj koji odgovara elektricnom naboju aflatoksina te na taj
nacin vezu 80-90% aflatoksina. Sto je vi$a razina aflatoksina tada potrebna razina proc¢is¢ene
gline raste sa 0,5 na 2,5 kg/t hrane. Generalno se moze reéi da su gline specificne za
aflatoksine, ali ne i za Fusarium toksine. Unos gline oralnim putem kod mlije¢nih krava
smanjuje toksi¢nost aflatoksina iz kontaminiranih obroka. Utvrdeno je i da suplementi na
bazi gline koji se dodaju u hranu mlije¢nih krava daju mlijeko koje ima manje od 3,5%
mlije¢ne masti.

Kaoliniti, smektiti i kloriti su skupine silikata ili materijali na bazi gline. Smektiti imaju
Siroku komercijalnu upotrebu, jer je u dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno kako apsorbiraju
teSke metale, bakterije i toksi¢ne antinutritivne tvari, kao Sto su aflatoksini (Trckova i sur.,
2004). Montmoriloniti su klasa smektitne skupine gline koji imaju troslojnu struktura koja
omogucava unutarnju apsorbciju monovalentnih i dvovalentnih iona.

Maki i sur. (2016a) objavili su sli¢no istaZivanje s tim da su oni koristili poboljSanu
verziju, odnosno, kalcij montmorilonit. Rezultati su pokazali da kalcij montmorilonit smanjuje
koncentraciju AFM1 u mlijeku od 1,07% na 0,52%. Sulzberger i sur. (2017) proveli su
istrazivanje u kojem su koristili glinu. Dosli su do saznanja da je koncentracija AFM; bila niza
(P<0,0001) kod krava koje su hranjene obrocima koji su sadrzavali odredene koncentracije
gline u obrocima kako je prikazano u Tablici 4.3.1.1. Rezultati su dobiveni nakon dodavanja
aflatoksina u koli¢ini od 100g/kg dnevnog unosa suhe tvari (ST). Dnevni unos ST izraunat je
na osnovu dnevnih unosa tijekom tri dana prije pocetka pokusa.

Tablica 4.3.1.1. Koncentracije aflatoksina u mlijeku, urinu, fecesu i buraznom soku

POS 0,5% 1% 2% C
AFM1(ug/kg)

Mlijeko 0.43 0,35 0,30 0,25 0,00
Mlijeko (18d) 0,80 0,58 0,58 0,47 0,00
Urin 0,50 8,60 4,38 5,51 0,01
AFB1 (ug/kg)

Feces 2,78 1,79 1,52 1,48 0,16
Burazni sok 0,10 0,05 0,02 0,02 0,003

Izvor: prilagodeno iz Sulzberger i sur., 2017.

*PQOS — obroci koji nisu sadrzavali glinu, ali su sadrzavali aflatoksine
*C — obroci koji nisu sadrzavali niti glinu niti aflatoksine

* mlijeko 18 dana (18 d), uzorci koji su analizirani nakon sakupljenih uzoraka mlijeka tijekom
osamnaest dana za svaki period hranidbe
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Kroz pokus utvrdeno je da se poveéavanjem udjela gline u obrocima smanjuje
koncentracija AFM1. Kod krava u C pokusnoj grupi uoceno je kako je koncentracija AFM1 u
urinu niZza nego kod krava iz POS grupe. Uzorci fecesa i buraznog soka kod krava koje su
konzumirale obroke koji su sadrzavali glinu imali su niZzu koncentraciju AFB;1 nego kod krava
koje ¢ija hranidba nije sadrzavala glinu.

4.1.2. Aluminosilikat

Aluminosilikati spadaju u grupu negativno nabijenih spojeva ¢ija mreZasto-kavezna
struktura privlaci katione (pozitivho nabijene Cestice) aflatoksina, aminokiselina, vitamina i
minerala. Phillips (1999) navodi da su aluminosilkati visokoselektivni vezaci aflatoksina te
slabo vezu druge mikotoksine. Problem predstavlja Cinjenica da su efektivni u velikim
koli¢inama (1-5%), a Cesto sadrzavaju otrovne dioksine te teSke metale.

4.1.3. Bentoniti

Bentoniti su spojevi koji se uglavnhom sastoje od montmorilonita koji imaju svojstvo
bubrenja. Natrij bentonit, kalcij bentonit, kalij bentonit, magnezij bentonit, organofilni
(modificirani) bentonit i dr. su jedni od najkvalitetnijih vezaca aflatoksina i dodaju se u hranu
za Zivotinje. Bentoniti imaju izmjenjive katione u svojim strukturama te neka istaZivanja
upuduju na dobro vezivanje aflatoksina, a neka na loSe. Dodavanje u hranu oko 1,2% natrij
bentonita smanjuje koncentraciju aflatoksina M1 u mlijeku za oko 50-65%, dok je isti udjel
kalcij bentonita loSiji veza¢ te smanjuje koncentraciju aflatoksina tek za oko 31%. Bentonit
smanjuje apsorpciju aflatoksina sa 3% na 2,2%. Preporucuje se, ovisno od udjela aflatoksina
u obroku i trajanja hranjenja krava sa njime da obrok umjerene kontaminacije < 5
mikrograma/kg sadrzi 20-50 g bentonita po kravi dnevno (Grbesa i sur., 2014). Neki od
bentonita proucavani su i kod drugih vrsta Zivotinja te je u istrazivanju kojeg je proveo Doll
sa sur. (2005) zaklju¢eno da organofilni modificirani montmoriloniti ne vezu zearalenol i
deoksinivalenol u probavilu peradi i svinja.

Kisseli i sur. (2012) su u svom istazivanju koristili proizvod Astra-Ben 20 (AB-20)
(Prince Agri Products, Inc.,Quincy, IL,USA) koji je natrijev bentonit. Natrijev bentonit je
filosilikat koji ima kristalnu mikrostrukturu koja omogucava apsorbciju aflatoksina. U tom
istazivanju utvrdeno je da AB-20 veze 98% AFB1 u in vitro pokusima. Nadalje, utvrdili su da
smanjuje i koncentraciju AFM1 za 60,4% in vivo za vrijeme kada su krave u laktaciju bile
hranjene s 227g AB-20/d po kravi. Kasnije su izvijestila da je proizvodnja AFM1 bila smanjena
za 48,9% kada je kravama davan bilo koji eksperimentalni hranidbeni dodatak u koncentraciji
od 100g/d po kravi. Rezultati koje su dobili potvrdili su dotadasnje rezultate iz istraZivanja
koje je proveo Diaz sa svojim suradnicima (2004) te Stroud (2006) koji su dosli do zakljucka
da ovaj dodatak hrani za Zivotinje sniZava koncentraciju AFM1 kod Holstein krava u laktaciji.
Razlike u udinkovitosti ispitivanih hranidbenih aditiva koji su koriSteni da bi se smanjila
koncentracija AFM1 mogu biti povezane sa sastavom aditiva te njihovom ucinkovitos¢u.
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4.1.4. Zeoliti

Zeoliti su vulkanski negativno nabijeni aluminosilikati (SiO4* i AlO4>") koji mogu biti
prirodnog ili sintetskogu porijekla. Utvrdeno je da postoji 45 vrsta i 120 varijanti Sto
prirodnih Sto umjetnih zeolita koji se jako razlikuju po bioloskim svojstvima. No, poznato je
kako imaju otvorenu trodimenzionalnu kristalnu Suplju strukturu koja je sastavljena od
aluminijevih, silicijevih i kisikovih atoma u ¢ijim Supljinama (porama) se nalaze molekule
vode. MreZasta struktura sastoji im se od pozitivno nabijenih ¢estica Na*, K*, Ca?*, Mg?* koje
se zamjenjuju sa pozitivno nabijenim aflatoksinima. Teoretski, zeoliti veZu na sebe Stetne
spojeve koji se nalaze u hrani, zatim, vezu i Stetne produkte koji nastaju tijekom probave te
ih fecesom izlu¢uju u okolinu. Utvrdeno je da jako promjenljivo veZu aflatoksine pa treba biti
oprezan sa njihovim dodavanjem u obrok krava. Tomasevi¢-Canevié i sur. (2003) navode
kako zeoliti, u pravilu slabo veZzu manje polarne spojeve kao $to su Fusarium toksini.
Takoder, utvrdili su da modificirani zeoliti in vitro vezu aflatoksine, zearalenon, ohratoksin,
deoksinivalenol.

4.1.5. Hidriratizirani natrij, kalcij-aluminosilikati

Hidriratizirani natrij, kalcij-aluminosilikati (HSCAS) dobivaju se iz prirodnih zeolita i
najvise su koriSteni adsorbensi aflatoksina. HSCAS imaju negativno nabijena mjesta na koja
se vezu aflatoksini. Ramos i Hernandez (1997) su naveli da HSCAS slabo ili nikako vezu
zearalenol, ohratoksin i trihitocene. Zbog toga Sto ih je potrebno staviti u hranu u visokim
koncentracijama od 0,5-2%, mora se smanjiti udjel energetskih krmiva u smjesama. Phillips
(1999) navodi da je koriStenje HSCAS-a u obrocima jednostavan i vrlo efikasan proces pri
¢emu on djeluje kao enterosorbent te cvrsto i selektivno veZe na sebe aflatoksine u
probavnom sustavu zivotinja. Pored toga, smanjuje njihovu biodostupnost i povezana
toksi¢na djelovanja. Kroz istaZivanja doSlo se do zakljucka da je dikarbonilni sustav
aflatoksina esencijalan da bi se na njega ¢vrsto vezao HSCAS. Rezultati su uputili i na to da
aflatoksin mozZe reagirati s Cesticama gline na vise mjesta. Postoje odredeni rizici prilikom
primjene u hranidbi te se treba jo$ testirati.

4.1.6. Daijtomejska (kremena) zemlja

Daijtomejska (kremena) zemlja prirodna je silikatna sedimentna stijena. Nastaje
talozenjem skeletnih ostataka (frustula) dijatomeja, zatim, mikroskopskih jednostani¢nih
vodenih biljaka kao $to su alge kremenjasice. Utvrdeno je tokom istrazivanja na peradi da je
uspjesna u vezivanju aflatoksina.
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4.2. Organski vezaci

U metodama gdje se koriste organski vezaci toksina najéescée se koriste proizvodi na
bazi kvasca. Kako bi se dobili sto bolji rezultati bitna je primjena tvari koje prirodno
poboljSavaju zdravlje i fiziologiju Zivotinja. Prema Europskoj uniji (2009) vezaci se smatraju
vrstom aditiva te su na osnovu toga struc¢njaci iz Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA)
proucavali djelotvornost i bioloSke ucinke koje mogu izazvati vezaci kod Zivotinja. Pored
anorganskih vezaca i organskih veza¢a na bazi kvasca (mananooligosaharidi) koriste se jos:
aktivni ugljen, polivinilpolipirolidin, klorofilin, kolestiramin, brasno lucerne, mikronizirana
neprobavljiva vlakna i dr. Organski vezaci, u odnosu na anorganske, ucinkovito vezu vise
mikotoksina te se razgraduju u gnoju i ne sadrze teSke metale i dioksine kao Sto je to slucaj
sa aluminosilikatnim adsorbensima.

4.2.1. Polimeri glukomanana stanic¢ne stijenke kvasca

Polimeri glukomanana stanic¢ne stijenke kvasca (GMA) su organski vezaci mikotoksina
koji potjeCu iz sojeva Saccharomyces cerevisiae. Predlozeni mehanizam djelovanja, u ovoj
kategoriji hranidbenih aditiva, je interakcija izmedu glukanskog dijela stani¢ne stjenke i
mikotoksina (Yiannikouris i sur. 2003; 2004). Pretpostavlja se da su D-glukani (sdrze ih
glukomanani) sastojak stjenke kvasca koji veze Fusarium mikotoksine, aflatoksin, ohratoksin
te ,silazne” mikotoksine (Dawson i sur., 2001; Chowdhury i Smith, 2004; Jouney, 2007) i da
djeluju kod svih vrsta domacdih Zivotinja (Devegowda i sur., 1994). Devegowda i sur. (1996)
navode kako se Cini da su GMA ucinkoviti i pri visokim koncentracijama alfatoksina, jer vezu
preko 60%, a Cesto i 95% prisutnog aflatoksina. Za razliku od anorganskih veziva koja se
ukljuuju u obrok 1-3%, GMA se daju u malim kolicinama (0,05%). Pa se tako
mananooligosaharidi tvrtke Alltech daju u prvih tjedan dana 30, nakon toga 20, a zatim koji
se 20 g/d po kravi. Za razliku od anorganskih vezaca polimeri glukana ne sadrze teSke metale
i dioksine, jer ih ne smiju sadrzavati kao niti jedan od ostalih aditiva.

U istazZivanju koje je proveo Kissell sa sur. (2012) koristen je modificirani proizvod
glukomanana pod nazivom MTB-100® (Alltech, Inc., Nicholasville, KY, USA) koji je u drugim
zemljama poznat i kao Integral® ili Mycosorb®. Kroz 2004. i 2006. godinu komercijalno su bile
dostupne dvije formulacije, a to su MTB100®-2004 i MTB100®-2006. Diaz i sur. (2004) dosli
su do zakljucka da MTB-100 veZe 96,6% AFB; u in vitro pokusima te da smanjuje
koncentraciju AFM, za 59% in vivo i to u slucajevima kada su Holstein krave u laktaciji bile
hranjene sa 10g MTB-100 /d po kravi. Naknadno su izvijestili da MTB-100 ne sniZava
koncentraciju AFM; u in vivo istaZivanjima. Tokom prijasnjih istrazivanja koristen je i
Lallemand® (Milwaukee, WI, USA) proizvod okarakteriziran kao spoj ekstrakta stanicne
stjenke kvasca i aluminoslikata.

Dok su u vecini slu¢ajeva anorganski aditivi specificni za jedan mikotoksin i to
uglavnom aflatoksin, organski aditivi, osobito GMA, veZu viSe toksina. Jedna od dodatnih
prednosti je to Sto se dodaju u malim koli¢inama te ne veZu hranjive tvari. Visoka cijena GMA
je njihov glavni nedostatak. Poznato je kako se danas sve vise koriste razli¢ite kombinacije
mjesSavina tvari kao Sto je mjeSavine GMA sa jednim anorganskim adsorbensom (bentonit) uz
to se dodaju mikotoksin razaraju¢im enzimimi i/ili mikroorganizmi.
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Provedeno je i nekoliko istraZzivanja kod svinja i peradi u kojima se doslo do zakljucka
kako je i kod ovih vrsta doSlo do ucinkovitog sprecavanja toksi¢nosti iz hrane koja je
sadrzavala aflatoksine. Naime, i u tim istraZivanjima koristili su se proizvodi na bazi
neprobavljivih oligosaharida koji su derivati dobiveni iz stani¢ne stjenke kvasaca.

4.2.2. Aktivni ugljen

Aktivni ugljen je koriSten za ublaZzavanje intoksikacije kod Zivotinja ukljuéujudi i one
koje uzrokuju mikotoksikoze. Aktivni ugljen je visoko adsorptivni prah koji se upotrebljava u
lije¢enju ozbiljnih intoksikacija. Dobiva se pirolizom organske tvari $to daje veliku povrsinu
maloj masi. Veéina aktivnog ugljena na trziStu ima milijune otvorenih pora izmedu atoma
ugljena pa gram ima povrsinu od 500 do 3500 m? (Huwing i sur., 2001). Isto tako pokazao se
uspjeSan u uklanjanju visokih doza aflatoksina (Edrington i sur., 1997). Ucinak dvije vrste
aktivnog ugljena pri udjelu od 2% u suhoj tvari obroka mlije¢nih krava pokazao je suprotne
ucinke. Jedan se pokazao visoko, a drugi potpuno neucinkovit u smanjenju koli¢ine
aflatoksina M1 u mlijeku. Smith i Girish (2012) navode da se aktivni ugljen malo koristi kao
vezac u hranidbi Zivotinja zbog izrazito razli¢itog vezanja aflatoksina, potencijalnog vezanja
hranjivih tvari (sitetskih vitamina i aminokiselina) i stvaranja zacrnjenih smjesa.

4.2.3. Polivinilpolipirolidin

Kemijski inertan spoj bogat unakrsno povezanim polivinilpirolidonima (PVP) naziva se
polivilinpolipirolidin (PVPP). PVPP je lagan prasak koji veze atmosfersku vodu u koli¢ini koja
odgovara postotku od 40% od njegove teZine. Poznato je kako visoki adsorpcijski kapacitet
formira hidrirani omotac oko éestica PVPP koje privlace polarne Cestice aflatoksina B1, ali ne
i deoksinivalenola. Thalib (1995) navodi kako udjel od 0,5 g/kg hrane veZe na sebe 50 pg
aflatoksina B1.

4.2.4. Klorofilin

Klorofilin je vodotopljivi pripravak klorofila zelenih biljaka i dobro veze aflatosin.
Dashwood i sur. (1998) navode da smjesa klorofilina i kitosana (poliglukozamin) stvara
netopljivi, solima slican materijal koji dobro veZe policikli¢ke tvari kao sto je aflatoksin Bj.

4.2.5. Mikronizirana neprobavljiva vlakna

Mikronizirana neprobavljiva vlakna dobivena su od neprobavljivih vlakana. Najcesce
se dobivaju iz ljuske i perikarpa pSenice, je¢ma, zobi, graska ili iz ligninom bogatih vlakna
lucerne. Tu se joS mogu pronaci i vlakna iz pulpe jabuke i drugih sirovina. Mikronizirana
neprobavljiva vlakna su vrlo mala i dolaze u praskastom obliku. Veli¢ina njihovih Cestica je
oko 100 mikrona. Sastoje se od celuloze, hemiceluloze i lignina. Vlakna imaju sposobnost
vezanja mikotoksina i tako sprecavaju njihovu apsorpciju. lzgleda da mikronizirana vlakna
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lucerne mogu vezati T-2 toksin, zearalenon i ohratoksin, ali ne mogu aflatoksin B1. Audia i
sur. (2009) izvijestili su da vlakna pSenice u koli¢ini od 1% u hrani znacajno smanjuju
nepovoljne ucinke ohratoksina u svinja. U¢inkovitost mikroniziranih neprobavljivih vlakana
ovisi o0 njihovoj koncentraciji u hrani, ali i o afinitetu prema mikotoksinima. U vecini slu¢ajeva
moraju se dodavati u vec¢im koli¢inama u hranu i to u koncentacijama koje su vece od 1%.

4.2.6. Kolestiramin

Kolestiramin je, kao i PVPP, polimer koji uCinkovito veze na sebe nekoliko vrsta
mikotoksina. Tokom dosadasnjih istrazivanja, utvrdeno je da veze zearalenon, fumonisine i
ohratoksin, medutim, zbog njegove visoke cijene upitno je njegovo koristenje u hranidbi
Zivotinja (Bauer, 1994; Avantaggiato i sur., 2003).

4.3. Organske kiseline

Organske kiseline su spojevi koji nose osobine kiselina te se mogu dobiti iz prirodnih
izvora kao S$to su groide, rajCica, naranca, limun i sl. lako su slabijeg djelovanja od
anorganskih kiselina, svoju ulogu pronalaze i u smanjivanju negativhog djelovanja
aflatoksina. Organske kiseline, kao Sto cu octena, propionska i maslaéna mogu nastati i u
procesima fermentacije biljne mase tijekom siliranja (konzerviranja). lzgleda da su sorbinska,
propionska i benzojeva organska kiselina uz sorbinske soli najucinkovitije u ovoj kategoriji u
sprjecavanju rata plijesni i posljedicno smanjenoj koncetraciji mikotoksina u obroku. Zbog
topljivosti, okusa i niske toksi¢nosti, organske kiseline kratkog lanca, koriste se kao
konzervansi protiv plijesni. Razli¢ite kiseline imaju i razli¢it stupanj djelovanja koji je u vecini
slu¢ajeva uvjetovan s pH vrijednoséu. Organske kiseline koje nastaju iz pravilno silirane biljne
mase (mlije¢na, mravlja, octena, propionska, masla¢na) imaju antifungalno djelovanje
(Schmidt i Kung, 2010; Crowley i sur., 2013).

4.3.1. Sorbinska kiselina

U posljednih nekoliko godina upotreba sorbinske kiseline i sorbata je vrlo opseZna.
Sorbinska kiselina je nezasi¢ena kiselina koja je dozvoljena u upotrebi kao konzervans u
hrani. Prirodno se javlja u bobicama jarebike, no, mogu se dobiti i sinteticki. Najveci ucinak
pokazala je kada je pH vrijednost ispod 5. Nedostatak sorbinske kiseline je u ogranicenoj
topljivost u vodi te se zbog toga koristi kalijeva sol koja ima vecu topljivost. Poznato je da
kalijev sorbat ucinkovito smanjuje proizvodnju plijesni za oko 0,10 do 0,15%. Kroz
dosadasnja istrazivanja utvrdeno je da sorbinska kiselina i kalijev sorbat djeluju na
povecavanje stabilnosti niza proizvoda (Zitarice, maslac, mlijeko, meso i sl.) prilikom
skladistenja.
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4.3.2. Propionska kiselina

Propionska kiselina i njeni derivati (propionati) su vrlo upotrebljive tvari koje se
koriste kao preventiva za rast plijesni. Ona je uljasta tekucina koja ima neugodan miris.
Mijesa se s vodom te je topljiva u eteru, alkoholu i kloroformu. U prehrambenoj industriji
Cesto se koristi u obliku kalcijevih ili natrijevih soli. Poznato je da su propionati vrlo efikasni u
inhibiranju rasta plijesni te je to jedan od razloga zasto se najviSe koristi u pekarskoj
industriji. Kroz nekoliko prijasnjih istrazivanja utvrdeno je da propionska kiselina ima ucinke i
u oCuvanju Zitarica. Sauer i Burroughs (1974) su izvijestili kako su natrijev propionat i
propionska kiselina ucinkovitiji u o€uvanju kukuruza od kalcijevog propionata. Paster (1979)
je, takoder, izvijestio da propionska kiselina moze biti ucinkovitija od kalcijevog propionata
prilikom kontrole razine gustoce gljivica u hrani u kojoj je rod Aspergillus bio dominantan.

Bandelin (1958) je utvrdio kako je potrebno oko 0,06 do 0,08% propionske kiseline pri
pH 5,0 da bi se inhibiralo nekoliko vrsta plijesni, ukljucujuci i A. niger. Nadalje, Herting i Drury
(1974) su proucavali relativne antifungalne aktivnosti hlapljivih masnih kiselina (HMK) i dosli
su do zakljucka da je propionska kiselina ucinkovito sredstvo u borbi protiv gljivica. Kasnije su
izvijestili da su HMK fungicidno sredstvo koje se moZe koristiti na kukuruzu koji je bio
cijepljen s A.flavus, Penicillum i Fusariom sporotrichides. Vandergraft i sur. (1975) Inkubirali
su kukuruz i A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus i P. vridicatum te zakljucili da 1%
propionske kiseline preventira rast gljivica u istoj mjeri koliko i aflatoksin i ohratoksin iz
plijesni nakon dvadesetdevet tjedana skladistenja.

Masimango i sur. (1979) proucavali su ucinak propionske kiseline i kalcijevog
propionata prilikom proizvodnje aflatoksina A. flavus i uocili su inhibiciju od 52,3 % i 49,2%
koristec¢i 1% i 0,5% propionske kiseline. Kako prikazuje Tablica 4.2.2.1., kalcijev propionat je
manje ucinkovit te pokazuje inhibitorno djelovanje od 33.1% ukoliko mu je koncentracija bila
1%, a pri koncentracijama 0,5 i 0,1% ne pokazuje ucinak. lako je propionska kiselina vrlo
povoljna, njeno djelovanje je ograni¢eno samo na hranu koja je kiselog karaktera, jer u
neutralnom ili mediju blizu neutralnog ona ne pokazuje nikakvu ucinkovitost. Najveca
negativna strana propionske kiselina je neukusnost koju daje hrani.

Tablica 4.2.2.1. Utjecaj nekoliko inhibitora na proizvodnju aflatoksina A. flavus koje rast na
kukuruznoj krupici

Koncentracije
1% | 0,5% 0,1%
% inhibicije

Kalijev sorbat 96,5 58,5 6,5
Sorbenska kiselina 97,1 57,8 10,2
Kalcijev propionat 33,1 - -
Propionska kiselina 52,3 49,2 -
Natrijev benzoat 23,2 - -
Benzenska kiselina 23,6 - -

Izvor: Ray i Bullerman (1982)
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4.3.3. Benzenska kiselina

Benzenska kiselina se, takoder, koristi u prehramneboj industriji. Ona je kristalna tvar
bijele boje te je slabo topljiva u hladnoj vodi, dok se u toploj vodi njena topljivost poveéava.
Njezina sol, natrijev benzoat, je vrlo dobro topljiva u vodi te se u prirodi moze javiti u
slobodnom obliku ili kombiniranim formama, no, najces$ée kao derivati benzojeve kiseline
(natrijev benzoat). Ucinkovitost benzenske kiseline i natrij benzoata ovisi o mediju u kojem
se nalaze te su najdjelotvorniji u neutralnom pH (pH 7,0). Najvise se koriste kao antimikotici

u hrani, ali upotreba im ne smije prelaziti viSe od 1% u hrani.

Uraih i sur. (1977) proucavali su djelovanje benzenske kiseline i natrij benzoata na
biosintezu aflatoksina te su otkrili da se proizvodnja aflatoksina zna¢ajno smanjila. Oni su
utvrdili je redukcija proizvodnje aflatokisna proporcionalna povecanju koli¢ine benzojeve
kiseline ili natrijevog benzoata, jer na razini od 8mg/ml (0,8%) nije uocena nikakva razina

aflatoksina. Masimango i sur. (1979) izvijestili su da u koncentraciji od 1% benzojeva kiselina

i natrijev benzoat uzrokuju inhibiciju od 23,6% ii 23,2% u proizvodnji A. flavus-a.

4.3.4. Limunska kiselina

Limunska kiselina (CsHgO7) je trobazi¢na organska kiselina koja se nalazi u mnogim
vrstama voca. Bijele je boje i ima kristalnu strukturu te se vrlo lako otapa u vodi. Naj¢esce
se dobiva industrijski iz limuna ili fermentacijom Seéera pomodu plijesni A. niger. |z
prethodnih istraZivanja utvrdeno je da dodavanjem otopine limunske kiseline u krmne
smjese moze se djelovati na detoksikaciju aflatoksina. U rezultatima iz istaZivanja kojeg
su proveli Mendez-Albores i sur. (2006) zaklju¢eno je da dodavanje 1N vodene otopine
limunske kiseline u krmne smjese za paci¢e smanjuje negativne ucinke na jetri. Rezultati,
koji su se radili na osnovi aktivnosti transaminaza u serumu, su pokazali da kiselina
znacajno sprjecava negativno djelovanje aflatoksina na dnevni prirast. Takoder, znacajno
je bila smanjena i teZina histoloskih ozlijeda koje su izazvane toksinima. Test mutagenosti
je pokazao kako zakiseljenja smjesa koja sadrzi AFB1 ne pokazuje mutagenu aktivnost u
onolikoj mjeri koliko pokazuje smjesa koja je kontaminirana s AFB3, ali u koju nije dodana
limunska kiselina.

Zaklju¢eno je da otopina limunske kiseline znacajno smanjuje pojavu negativnih
posljedica koje su uzrokovane toksiénos$éu, kancerogenos$c¢u ili mutagenoséu. Razlog
tome mozZe biti povezan s promjenama u strukturi molekule aflatoksina tijekom
djelovanja kiseline, kao Sto su istaknuli Mendez-Albores i sur. (2005). Utvrdeno je da
limunska kiselina, unato¢ pozitivhim djelovanjima na smanjenje negativnih utjecaja
aflatoksina, treba biti jos dodatno ispitana i na drugim Zivotinjama.
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4.3.5. Humicne kiseline

Humicne kiseline su kiseline koje nastaju tijekom razgradnje organske tvari. Tijekom
nekih istaZivanja utvrdeno je da imaju sposobnost vezivanja drugih molekula. Kako navodi
Van Rensburg i sur. (2006) derivat humicne kiseline poznatiji kao oksihumat pokazuje visoki
afinitet vezanja aflatoksina u in vitro otopinama. Takoder, poznato je da oksihumat u tovu
pilica ublazava utjecaj visokih doza aflatoksina te pozitivno djeluje na zdravlje i rast pilica.
No, kao i kod nekih drugih tvari koje se mogu koristiti u smanjenju djelovanja aflatoksina
potrebno je dodatno istraziti kolika je sposobnost vezanja toksina. Naime, treba utvrditi
kolika je ucinkovitost i kod drugih vrsta domadih Zivotinja u ublaZzavanju nepovoljnih ucinaka.

4.4. Bioloske metode

Bioloske metode koriste bioloSke vazne mikroorganizme, kao Sto su kvasci, bakterije
mlijeCne kiseline, bifidobakterije i dr. kako bi se inhibirao rast plijesni i/ili smanijila
proizvodnja aflatoksina. Mikroorganizmi koji se upotrebljavaju u bioloskim metodama su svi
oni koji veZu na sebe ili razaraju pojedine mikotoksine, a uz njih mogu se dodati netoksi¢ne
plijesni te mikotoksin razarajuéi enzimi. Neki od inhibitora aflatoksina mogu inhibirati rast
plijesni za oko 70%.

4.4.1. Enzimatska razgradnja aflatoksina

Ciegler i sur. (1966) izvijestili su da oko 1000 mikroorganizama ima sposobnost
razgradnje ili transformiraja AFB: i aflatoksina Gi. U smanjenju proizvodnje aflatoksina i
njihovih Stetnih ucinaka koriste se mikroorganizmi kao sto su: bakterije, aktinomicete, kvasci,
plijesni i alge. Bakterije mlije€ne kiseline, propiobakterije, bifidobakterije te kvasci vezu na
sebe ili posjeduju enzime koji razgraduju aflatoksine i neke Fusarium plijesni (Yoon i Baeck,
1999; EIl-Nezami i sur., 2002). Poznato je da aflatoksine razaraju sljedeée bakterije:
Flavobacterium aurantiacum B-184, Nocardia corynebacteroides, Nocardia asteroides IFM 8,
Mycobacterium fluoranthenivorans sp. nov. Rhodococcus erythropolis. Tejada-Castaneda i
sur. (2008) navode kako se mogu dodavati sojevi plijesni iz roda Aspergillus, ali samo oni koji
ne proizvode aflatoksine (npr. Aspergillus niger) i druge filamentozne gljive (npr. Eurotium
herbariorum, Rhizopus sp.) koje tada vrse biotransformaciju aflatoksina. Poznato je da neke
bakterije na sebe fizicki vezu zeralenon, deoksinivalenol i diacetoksiscirpenol.

Bakterije mlijecne kiseline (BMK) koriste se u proizvodnji fermentacijskih mlije¢nih
proizvoda. Njihova glavna uloga je u proizvodnji organskih kiselina kao sto je mlije¢na s
kojom se produljuje trajanje proizvoda pri ¢emu dolazi i do promjene organoleptickih
svojstava. Na osnovu dosadasnjih istaZivanja poznato je kako BMK inhibiraju rast plijesni te
da se do neke mjere mogu vezati za molekulu aflatoksina.
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Odabrani sojevi koji se koriste u prehrambenoj industriji sadrze dvanaest sojeva
Lactobacillus-a, pet Bifidobacteria i tri soja Lactococcus-a. Pomoc¢u ovih sojeva iz otopina
moze se vezati izmedu 5,6 i 59,7% AFB;. Peltonen i sur. (2001) izvijestili su da su
Lactobacillus sojevi vezali izmedu 17,3 i 59,7% AFBs, zatim, Bifidobacterium vezali su izmedu
18,01 48,7% AFB1, a Lactococcus veze izmedu 5,6 do 41,1%. Tijekom istazivanja odabrana su
dva soja L. amylovorus-a ( CSCC 5160 | CSCC 5197) i jedan L. rhamnosus (Lc %) za daljna
istazivanja, jer su uklonili vise od 50% AFB1 (59,7%, 57,8%, 54,6%). Bakterijsko vezivanje
AFB1, od ovih sojeva, bilo je brzo te je vise od 50% vezano unutar 72 sata inkubacije koja je
prethodno trajala 24h s temperaturom od 37°C, $to je prikazano u Tablici 4.4.1.1. Problem je
u tome Sto su ovakva vezivanja reverzibilna te se AFB1 moZe otpustiti nakon vodenog
ispiranja.

Tablica 4.4.1.1. Utjecaj perioda inkubacije na vezivanje AFB1 sojevima Lactobacillus-a

% vezanog? Period inkubacije (h)

AFB;1 po 0 24 48 72
sojevima

Lb. amylovorus 52.6 (1.6) 59.7 (3.2) 68.6 (0.9)* 73.2 (1.1)*
CSCC 5160

Lb. amylovorus 66.5 (1.5) 57.8 (2.5)* 72.4(3.9) 63.7 (3.1)
CSCC 5197

Lb. rhamnosus 76.9 (1.7) 54.6 (2.5)* 57.9 (1.4)* 56.6 (0.1)*
Lc 1/3

Izvor: Peltonen i sur. (2001).

1. svaka vrijednost znacila je + (standardna devijacija) iz trostrukog testa
*- upuduju na znacajniju razliku (P<0,05) u vezivanju izmedu sojeva usporedno sa Oh

Karunarate (1990) je izvijestio da se Lacktobacillus acidophilus, L. bulgaricus i L.
planatarum mogu koristiti u prevenciji rasta plijesni i/ili u njihovoj razgradnji. Od plijesni
dodaju se: Aspergillus niger, Eurotium herbariorum, Rhizopus sp., te plijesni poput A. flavus i
A. parasiticus koje su znacajne po tome Sto ne proizvode aflatoksine. Smith i Girish (2012)
navode kako se pored netoksi¢nih plijesni danas koristite enzimi izolirani iz Rhizopus
stolonifer i Aspergillus fumigatus koji sprecavaju stvaranje mikotoksina u skladistima.
UspjeSnost u razaranju zearalenona i ohratoksina pokazali su deaktivirani kvasci
Trichosporon mycotoxinivorans MTV 115 koji su izolirani iz crijeva termita.

Za proces enzimatske razgradnje aflatoksina potrebno je izolirati enzime ili cijele
enzimatske sustave koji mogu degradirati aflatoksine u netoksiéni ili manje toksi¢ni spoj.
Koristenje mikroorganizama u razgradnji aflatoksina u hrani ili hrani za Zivotinje se sve vise
upotrebljava. Uklanjanje aflatoksina ukljucuje fizicko vezivanje toksina, vjerojatno, na
stani¢nu stijenku bakterija ili neku od komponenti stani¢ne stijenke (EI-Nezami i sur., 1998;
Haskaed i sur., 2001). Ovakav nacin razgradnje moZe imati odredene nedostatke npr.
organizam ne bi dovoljno iskoristio hranu za prirast, ali moze do¢i i do otpustanja
nepoZzeljnih spojeva.
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Disovza i Brackett (1998) ispitivali su ulogu metalnih iona (Cu?*, Mn?*, Zn?*,Co?*) kako
bi se utvrdilo da li imaju ikaku ulogu u enzimatskom sustavu koji su ukljuéeni u razgradnju
AFB1 pomodu Flavobacterium auratiacum. Kroz prijasnja istazivanja utvrdeno je da i
laktoperoksidaza moze biti koriStena u enzimatskoj razgradnji aflatoksina.

4.4.2. Antifungalni antibiotik Natamicin

U prevenciji rasta plijesni i proizvodnje aflatoksina koriSteni su i neki drugi proizvodi
poput antifungalnog antibiotika Natamicina (Pimaracin). Natamicin je prirodno sredstvo za
konzerviranje s fungicidnim djelovanjem i vrlo je djelotvoran u sprecavanju rasta plijesni i
proizvodnje aflatoksina ¢ak i pri niskim koncentracijama. Djeluje protiv mnogih poznatih
gljivica koje uzrokuju kvarenje hrane. Poznato je da natamicin inhibira vise sojeva roda
Penicillium. Posebno je pogodan za povrsinsku primjenu na proizvodima kao $to su sirevi i
kobasice.

4.4.3. Biljke i/ili zacinsko bilje

Biljke ili njihovi derivati, kao $to su neke komponente eteri¢nih ulja ili zainsko bilje
mogu se koristiti u sniZzavanju razine ili djelovanja toksina. KoriStena su i prirodna ulja
timjana (Kumar i sur., 2008) te limunske trave (Bankole i Joda, 2004). Proucavanjem nekih
drugih biljka kroz istazivanja utvrdeno je da mogu smanijiti djelovanje aflatoksina u nekim
kulturama u Aziji. Nadalje, koriste se i biljni ekstrakti koji Stite jetru od mikotoksina, posebno
od aflatoksina. Neke od (zacinskih) biljaka poput: klinci¢a, cimeta, senfa i origana inhibiraju
proizvodnju mikotoksina. Ekstrakti luka i ¢eSnjaka, takoder, su djelovali na smanjenje rasta
raznih gljivica tokom istaZzivanja. Bachmann (1961) navodi da je cimet bio ucinkovit kod
inhibicije rasta rodova Alternaria, Penicillium i Aspergillus. Uz to otkio je da klin¢i¢ i piment
imaju neka antifungalna svojstva, ali ne u koli¢ini koju ima cimet. Nadalje, prema Bullermanu
i sur. (1977) ulja cimeta i klinc¢ica potiskuju rast plijesni A. parasiticus, a samim time i
proizvodnju afatoksina.

Hitokoto i sur. (1978) proucavali su ucinke trinaest biljnih lijekova i sedam
komercijalnih suhih zacina u rastu i proizvodnji toksina na nekoliko toksi¢nih Aspergillus
sojeva. Dosli su do zakljucka da je cimet u prahu bio najdjelotvorniji inhibitor. Nadalje,
otkriveno je kako klinci¢, sjemenke anisa i piment u potpunosti smanjuju rast gljivica, dok
veéina ostalih inhibira samo proizvodnju toksina. Ukoliko se dodaje menta u koncentraciji
visoj od 5% te kumin u koncentraciji visoj od 10% dolazi do inhibiranja proizvodnje
aflatoksina. Azzouz (1981) je proucavao kako nekolicina zacdina djeluju na toksi¢ne sojeve
Aspergillus-a i Penicillium-a te je utvrdio da koncentracija klinci¢a, senfa, cimeta, pimenta,
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¢eSnjaka i origana od 2% u ,,YES“ agaru u potpunosti inhibira rast. Poznato je da i agar, koji se
dobiva kuhanjem biljaka, djeluje protiv proizvodnje toksina.

Muskatni oras¢i¢ ima malu ucinkovitost kao konzervans ¢ak u velikim koli¢inama.
Kumarin, prirodni sastojak hrane, nudi kemijsku zastitu od AFB; (Goeger i sur., 1998).
Kumarin je kemijski spoj intenzivnog mirisa i okusa te se ¢esto nalazi u hrani ili se nalazi u
cimetu kao njegova prirodna komponenta. Neke vrste povréa su pokazale zanimljiv ucinak.

4.4.4. Etericna ulja

Etericna ulja narance i limuna, imaju odredena antifungalna svojstva. Subba i sur.
(1967) izvijestili su da je narancino ulje u koncentraciji od 2000 ppm (0,2%) bilo dovoljno da
se potpuno inhibira rast A. flavus i A. niger. Zatim, Alderman i Marth (1976) su ispitali kako
ulje limuna i narance djeluje na A. flavus i otkrili su da citrusna ulja koja su dodavana u
ekstraktne medije (sok grejpa, glukozni-kvasac) u koncentraciji od 3000 do 3500 ppm (0,3 do
0,35%) uspjesno potisnuli proizvodnju aflatoksina. Narancino ulje u koncentraciji od 7000
ppm (0,7%) uveliko snizava rast plijesni i proizvodnju aflatoksina, no, ovaj postupak nije
dovolljno istrazen.

Sarbhoy i sur. (1978) su utvrdili da eteri¢na ulja mente (Menta arvenis i Menta piperita)
fungicidno djeluju na A. flavus i A. fumigatus u koncenraciji od 11000 ppm (1,1%).

4.4.5. Metilksantini

Metilksantini su spojevi koji se pojaviuju u prirodi (kofein, teofilin) te inhibiraju rast i
proizvodnju A. parasiticus-a u koncentraciji od oko 0,1% i viSe. Ostrow i Lynch (1976)
izvijestili su da kofein u koncentraciji od 1% moze inhibirati odredene gljivice ukljucujudi
Rhizopus i Penicillum. Takoder, Buchanan i Fletcher (1987) utvrdili su da spoj teofilin inhibira
proizvodnju aflatoksina kod A. parasiticus u koncentraciji od 8mg za 54%.

4.5. Ostali nacini

Od ostalih na¢ina mogu se koristiti fenolni antioksidansi, jer je kroz nekoliko
istrazivanja utvrdeno da imaju antimikrobno djelovanje. Ucinkovito djelovanje
antioksidanata u sprjecavanju razvoja plijesni dokazano je u nekoliko istrazivanja (Jayashree i
Subramanyam, 2000). Fenolni antioksidansi, posebno (BHA), inhibiraju toksi¢ne plijesni u
koncentraciji od oko 0,025% i vise. Nadalje, topljivi fenoli koji se nalaze u zrnu kukuruza
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poput ferulicne, kafeicne, salicilne kiseline i drugih, inhibiraju razvoj Fusarium graminearum
plijesni i tvorbu trihotecena (Bakan i sur., 2003), te kontroliraju rast i razvoj A. flavus i
parasiticus plijesni na kukuruzu (Grbesa i sur., 2014).

Chang i Branen (1975) prvi su opisali antifungalna svojstva butilhidroksianisola (BRA),
koji je sintetski dobijen antioksidans. Otkrili su kako je BRA u mediju glukoznih soli u
koncentraciji od 1000 ppm (0,1%) inhibirao razvoj spora A. Parasiticus-a i te je u
koncentraciji od 2250 ppm (0,025) inhibirao rast micela A. Parasiticus-a. Naime, izvijestili su
da BRA moze ucinkovito djelovati samo u velikim dozama u borbi protiv gljivica dok u malim
dozama moze stimulirati proizvodnju aflatoksina. U Europskoj uniji je zabranjena upotreba
BRA, ali se koristi u Sjedinjenim Americkim Drzavama.

U ostale nacCine moZe se dodati i upotreba klora ciji au antimikrobni utjecaji dobro
poznati. Kurtzman i Hesseltine (1970) su utvrdili da ve¢na mikrooranizama koji se uobicajno
nalaze na p3enici nisu bili u moguénosti izdrzati izloZenost kloru u konncentraciji od 5 ppm/ 1
minutu. Medutim, jedna polovica spora P. eyelopium, P. urticae i P. citrium su prezivjeli
tokom te izloZenosti, ali nije bilo preZivjelih organizama nakon izlaganja na 25 ppm/ 1 min.

Ver Kuilen i Marth (1960) proucavali su sporicidalno djelovanje hipoklorita na konidije
(spore) A. Parasiticus-a te su otkrili da su konidije osjetljivije na hipoklorit kada je pH
vrijednost 5,6 ili 7 nego kada je pH 8. Oni su, takoder, utvrdili da inaktivacija ovisi i o
temperaturi, jer su naveli da nije bilo nikakvog otpora kada je temperatura bila 40°C na pH 8.
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5. Zakljucak

Aflatoksini, sekundarni metaboliti Aspergillus plijesni i nekih drugih vrsta gljivica su
jedni od uzroénika smanjenje proizvodnje, smanjene otpornosti te pojave aflatoksikoza kod
mlije€nih krava i ljudi. Problem predstavlja njihova Siroka rasprostranjenost i zastupljenost
skoro na svim kontinentima svijeta. Utvrdeno je da aflatoksini imaju niz negativnih
djelovanja poput kancerogenosti, mutagenosti, narusavanje imuniteta i sl. Veliki problem
predstavlja i njihova velika otpornost, ali i skoro nemoguée sprjecavanje kontaminacije
proizvoda. Aflatoksine najcesée i u najveéoj mjeri proizvode toksikogeni sojevi Aspergillus
flavus te sojevi Aspergillus parasiticus koji su poznati po tome Sto proizvode najtoksicniju
vrstu aflatoksina.

Medu zZitaricama na pojavu aflatoksina najosjetljviji je kukuruz. Najkoncentriranije
enrgetsko krmivo je zrno kukurza medu koncetratnim i silaza kukuruza medu voluminoznim
krmivama tipicnim za mlije¢ne krave. Uz visok i stabilan prinos zrno i silaza kukuruza su
najzastupljenija krmiva obroka visokomlije¢nih krava te njihova kontaminacija aflatoksinom
ima veliki utjecaj na proizvodnju i zdravlje mlije¢nih krava te pojavu i koncentraciju
aflatoksina M1 u mlijeku.

U metodama ublaZavanja pojave aflatoksina u mlijeku su i hranidbene metode koje

predstavljaju jeftiniji i ucinkovitiji nacin odstranjivanja aflatoksina iz probavnog sustava
mlije¢nih krava. Nekoliko je hranidbenih metoda u kojima se koriste: organski vezaci (aktivni
ugljen, mikronizirana neprobavljiva vlakna, polimeri glukomanana stanic¢ne stijenke kvasca),
anorganski vezaCi (bentoniti, zeoliti, aluminosilikati), organske kiseline (limunska,
propionska, sorbinska, humicne) te neke od bioloskih metoda. BioloSke metode se uglavnhom
zasnivaju na enzimatskoj razgradnji aflatoksina dodavanjem odredenih enzima, ali i
dodavanjam kompetitivnih istovrsnih sojeva plijesni koji smanjuju koncentraciju aflatoksina.

Kao potpora organizmu u ublaZavanju nepovoljnih ucinaka aflatoksina koriste se
dobra hranidbena praksa, dodaju se antioksidansi te tvari koje potpomazu metabolizam
jetre. Isto tako, istrazuje se i mogucénost cijepljenja domadih zivotinja.
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Zivotopis

Marijana Dezi¢ je rodena u Tuzli, Bosna i Hercegovina, 18.07.1995. Zavrsila je Opéu gimnaziju
u JU KSC,,Sv. Franjo“ u Tuzli. Govori dva strana jezika Engleski (razina C1) te Njemacki (razina
B1). lzvrsno poznaje rad na racunalu, posebno u MS Office sustavu. Tijekom osnovne i
srednje Skole isla je na literaturne i likovne sekcije. Izuzetna je ljubiteljica umjenosti te i sama
slika. Voli rad s djecom. Odrasla je na obiteljskoj farmi te oboZava Zivotinje i od malih nogu se
brine za njih.
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