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SAZETAK

Krmne smjese pohranjene u skladiSta potrebno je zastititi od kontaminacije
gljivama i njihovim otrovnim sekundarnim metabolitima. Znacajni fitopatogeni, koji
na zrnju zitarica dospijevaju u skladista i silose, ubrajaju se Fusarium verticillioides
i Fusarium graminearum producenti fumonizina i trihotecena. U ovom je istrazivanju
ispitana ucinkovitost viSe razli¢itih smjesa tvari antifungalnih i antimikotoksikogenih
osobina u supresiji rasta i biosintezi mikotoksina navedenih gljiva u sto¢noj hrani.
Najbolji u¢inak u inhibiciji rasta ostvaren je s kombinacijom butiliranog hidroksi-
anisola, propil parabena i timola u ukupnoj koncentraciji od 700 ug g'. Medutim
primjenom navedenih tvari, u dvostruko manjoj koncentraciji, zabiljeZzena je stimuli-
rana biosinteza fumonizina B, i B,. Kod formuliranja kombinacija optimalnog supre-
sivnog ucinka u uvjetima skladiStenja treba uzeti u obzir niz Cinitelja od abiotskih
faktora do biotskih interakcija.

Klju€ne rijeCi: Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum, krmna smjesa,
deoksinivalenol, B fumonizini, antifungalne tvari

uvoD

Fusarium vrste su podjednako ucestale na ku-
kuruzu i Zitaricama kako u polju, koSevima, hamba-
rima individualnih proizvodaca, tako i u silosima i
uskladiStenim krmnim smjesama (Pepeljnjak i sur.,
1999; éegvié i Pepeljnjak 2003; Ivi¢ i sur., 2009,
Segvi¢ Klari¢ i sur. 2009). Fusarium verticillioides
(Sacc.) je odgovoran za znac¢ajne gubitke prinosa i
kvalitete zrna kukuruza (Warfield i sur., 1999). Ovaj
fitopatogen je uzroCnik trulezi klipa i zrna kukuruza
(Munkvold, 2003; Clements i sur., 2004). F. verticilli-
oides sintetizira, uz najceSc¢e prisutne fumonizine, i
fuzari¢nu kiselinu, fuzarine, moniliformin i beauveri-
cin (Nelson, 1992; Bottalico i sur., 1995; Logrieco i
sur. 2002; Glenn, 2007). Identificirane su Cetiri grupe
fumonizina na temelju strukturalne sliCnosti: A, B, C
i P serija (Abbas i sur., 1998; Rheeder i sur., 2002;
Krska i sur., 2007). B fumonizini, koje Cine toksiko-

loski bitni FB,, FB, i FB,, su najrasireniji fumonizini u
prirodi, dok FB, dominira i obi¢no se nalazi u najvi-
80j koncentraciji (Rheedee i sur., 2002). Ingestija ku-
kuruza kontaminiranog fumonizinima, povezana je s
pojavom leukoencefalomalacije kopitara (Marasas,
1995), Stakora i zeCeva (Domijan, 2013), pluénog
edema i hidrotoraksa svinja (Marasas, 1995).

Nadalje fumonizini su hepatotoksi¢ni i nefrotok-
siéni na svim ispitivanim pokusnim (Stakori, miSe-
vi) i domaéim zivotinjama (koniji, svinje, prezivaci,
ovce, janjad, perad, ribe, ze€evi, kune) (Vossisur.),
a u svinja i konja toksi¢ni su i za kardiovaskularni
sustav (Voss i sur., 2007). Fumonizini su povezani
s razvojem karcinoma jednjaka (Sydenham i sur.,
1990; Franceschi i sur., 1990; Shepard i sur., 2000),
karcinoma jetre (Chu i sur., 1994; Ueno i sur., 1997)
i oSte¢enjem neuralne cijevi u ljudi (Missmer i sur.,
2006) u dijelovima svijeta gdje je je osnovna, ili ba-
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rem vrlo ¢esta, namirnica kukuruz i proizvodi od ku-
kuruza (Voss i sur., 2007; Peraica i RaSi¢, 2012).

U znacajne fitopatogone ubraja se i Fusarium
graminearum (Schw.) koji je glavni uzrocnik trulezi
korijena i vlati te palezi klasova pSenice u Hrvat-
skoj (Cosi¢, 1997). Pojavom palezi klasova prekida
se zrioba i nalijevanje zrna pa su zrna mala, Stura i
smezurana, $to za posljedicu ima drasti¢no smanje-
nje kvalitete zrna i prinosa ove kru$ne Zitarice. Osim
toga dolazi i do nakupljanja deoksinivalenola (DON)
i njegovih acetiliranih formi te nivalenola, zearaleno-
na, fuzarenona, diacaetoksiscirpenola i neosolanio-
la (Logrieco i sur., 2003; Geraldo i sur., 2006; Glenn,
2007) u samom zrnu, Sto povecéava rizik od mikotok-
sikoza. lako manje toksi¢an od drugih trihotecena,
deoksinivalenol je mikotoksin koji se najce$c¢e pro-
nalazi u zrnju zitarica, uklju€ujuéi kukuruz, pSenicu,
je¢am, zob i druge zitarice, kao i u sto¢noj hrani
(Visconti, 2001; Bennett i sur., 2003; Morgavi i sur.,
2007). Akutni simptomi trovanja deoksinivalenolom
ukljuCuju gubitak tezine, odbijanje hrane, povrac¢a-
nje, krvavu dijareju i teSke hemoragijske dermatitise
(Eriksen, 2003). Simptomi akutne humane izloZzeno-
sti DON-u ukljuéuju muéninu, povraéanje, gastroin-
testinalne probleme, vrtoglavicu, dijareju i glavobo-
lju (Hussein i sur., 2001; Creppy, 2002). S obzirom
da je DON c¢esto izoliran iz hrane i sto¢ne hrane na
bazi zitarica postoji znacajan rizik izlozenosti ljudi i
Zivotinja ovom mikotoksinu (Pestka, 2010).

AnalitiCka studija koju je provela Hrvatska agen-
cija za hranu 2012. godine s ciljem prikazivanja sta-
nja zarazenosti dominantnih krmiva (satme soje i
kukuruz) koja koli€inski €ine najveci udio u svih kr-
mnih smjesa utvrdena je prisutnost deoksinivalenola
u 26% uzoraka kukuruza (n=181, granica detekcije
55 ug kg') i u 30% uzoraka sojine satme (n=119,
granica detekcije 55 ug kg'), fumonizin je otkriven
u 56% uzoraka kukuruza (n=181, granica detek-
cije 220 ug kg'), a u sojinoj sa¢mi fumonizini nisu
detektirani (n=119, granica detekcije 220 ugkg”)
(HAH 2012). Uzorci su analizirani metodom ELISA.

U cilju kontrole razvoja plijesni i sinteze miko-
toksina potrebno ih je prevenirati kroz identificira-
nje kljunih kriti¢nih kontrolnih to¢aka koje uklju€uju
proces proizvodnje, prerade i skladiStenja sto¢ne
hrane. Primjenom prikladnih kemijskih i bioloskih
tvari na polju i u skladistima i silosima nastoji se pre-
venirati rast plijesni i biosinteza mikotoksina (Kabak
i sur., 2006). Ispituje se ucinkovitost alternativnih

komponenti kao $to su antioksidansi i eteri¢na ulja u
sprjeCavanju rasta plijesni i akumulacije mikotoksi-
na u djelomi¢no osusenom zrnu (Aldred i sur., 2004;
Magan i sur., 2007). Fenolni antioksidanti poput buti-
liranog hidroksianisola su u Sirokoj upotrebi kao an-
tioksidansi hrane (Balasundram i sur., 2006) i sto¢ne
hrane u cilju zastite nezasi¢enih lipida i drugih tvari
od kvarenja oksidativnom degradacijom (Giridhar i
sur., 2001). Medutim intenzivno se proucava i njihov
fungitoksiCan ucinak na micelijski rast vrsta Asper-
gillus, Pencillium i Fusarium i proizvodnju mikotoksi-
na (Ahmand i sur., 1981; Lin i sur., 1983; Etcheverry i
sur., 2002; Nesci i sur., 2003; Torres i sur., 2003). Ra-
zli¢ita istrazivanja su utvrdila antifungalna i antimi-
kotoksikogena svojstva butiliranog hidroksianisola.
Prema istrazivanjima Torres i sur. (2003) primjenom
500 ug g butiliranog hidroksanisola pri a, 0,95 na
sterilnom zrnu kukuruza utvrdena je redukcija mice-
lijskog rasta F. verticillioides i Fusarium proliferatum.
Takoder je utvrdena smanjena sinteza fumonizina
primjenom 500 ug g' butiliranog hidroksanisola
pria,6 0,98 u istom istrazivanju (Torres i sur., 2003).
Farnochi i sur. (2005) su utvrdili kako primjena
1000 ug g butiliranog hidroksanisola ima najbolji
ucinak u redukciji sinteze fumonizina.

EteriCna ulja i njihove komponente posjeduju
antifungalna (Moleyar i sur., 1986; Akgul i sur., 1988;
Arras i sur., 2001; Elgayyar i sur., 2001; Daferera i
sur., 2003) i antitoksikogena svojstva (Juglal i sur.,
2002; Marin i sur., 2003; Selvi i sur., 2003; Velluti i
sur., 2003). Osim toga, ona djeluju antibakterijski
(Paster i sur., 1990; Hammer i sur., 1999; Elgayyar i
sur., 2001; Al-Bayati, 2008), antiviralno (Duschatzky
i sur., 2005), antiparazitno (Pandey i sur., 2000) i in-
sekticidno (Konstantopoulou i sur., 1992).

Antifungalnu aktivnost pokazuju eteri¢na ulja
koja sadrze fenolnu komponentu, a to su oksigeni-
rani monoterpeni (timol, karvakrol, citral) te fenolni
benzenski derivati (eugenol) (Ruberto i sur., 2000).
Nadalje, nezasic¢eni aldehidi strukturno sli¢ni citralu:
heksenal, decenal, pentenal takoder posjeduju anti-
fungalna svojstva (Moleyar i sur., 1986).

Mehanizam djelovanja antioksidanasa koiji in-
hibiraju micelijski rast toksikogenih gljiva nije jasan
(Aldred i sur., 2008). Thompson (1996) je utvrdio
oStec¢enja stani¢ne micelijske membrane koja do-
vodi do poja¢anog istjecanja Secera, aminokiselina
i proteina iz fungalne stanice Fusariuma sp. tretira-
ne s butiliranim hidroksianisolom. Inhibitorni u¢inak
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aromaticnih tvari najcesée je povezan s hidrofobno-
§Cu, ove tvari se ume¢u u membranu plijesni i indu-
ciraju promjene u njenim fizikalno-kemijskim osobi-
nama, naru$avaju integritet membrane i povecavaju
pasivni protok protona kroz membranu (Ben Arfa i
sur., 2005). Parabeni imaju razli¢ite mehanizme dje-
lovanja: inhibiraju funkcije razli¢itih enzima, otapaju
membranske lipide, utjeCu na transport nutrijenata,
sintezu proteina, RNK i DNK i uniStavaju membran-
ski potencijal (Eklund i sur., 1989).

S obzirom da nedostaju istrazivanja djelotvor-
nosti sintetskih antioksidanasa i eteri¢nih ulja u kr-
mnim smjesama cilj ovog istraZivanja bio je utvrdi-
ti njihovu ucinkovitost u inhibiciji micelijskog rasta
F. verticillioides i F. graminerum te na sintezu fumoni-
zina B, i B, i deoksinivalenola.

MATERIJAL | METODE RADA

Fungalni izolati koriSteni u istrazivanju obuhva-
tili su Ciste kulture Fusarium graminearum 110250
(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Nizozem-
ska) i Fusarium verticililoides M-1325 (Fusarium
Research Center, Penn State University, SAD). Na-
vedeni sojevi su izolirani iz uzoraka kukuruza s pod-
rucja juzne Afrike a utvrdeno ja kako posjeduju do-
bru sposobnost biosinteze trihotecena i fumonizina
(Alberts i sur., 1990; O’Donnell i sur. 2000; Rheeder
i sur., 2002). Prema O’Donnell i sur. (2000) navedeni
soj F. graminearum sintetizira deoksinivalenol i ze-
aralenon u granicama od 151 do 3 000 mg kg dok
su Alberts i sur. (1990) zabiljeZili proizvodnju FB, u
koli¢ini od 17,9 g kg na zrnu kukuruza inokulira-
nim s F. verticillioides sojem M-1325. Inokulacija i
inkubacija navedenih sojeva je provedena na krum-
pir-dekstroznom agaru (BioLife) kroz 5 dana na
25°C=0,2.

Kao supstrat je odabrana gotova krmna smjesa
za pilice PPT-2 (Belje, R. Hrvatska) koju Cini kukuruz
(51%), tostirana soja (20%) i sojina sacma (20%). Kr-
mna smjesa je sterilizirana gama zrakama od 12 kGy
(panoramski izvor °Co) u trajanju od deset sati dok
je Zeljeni aktivitet krmne smjese (a, 0,95) odreden
prema krivulji adsorpcije vlage krmiva (Marin i sur.,
1998) i provjeren a -metrom (Rotronic, Bassersdorf,
Svicarska). Nakon sterilizacije u krmnim smjesama
nije zabiljezeno prisustvo mikroorganizama (HRN
ISO postupci) kao niti prisustvo deoksinivalenola i
fumonizina (ekstrakcija iz uzorka, preciséavanje ko-

lonama i analiza na HPLC uredaju).

Ispitane su sljede¢e antifungalne tvari: propil
paraben, butilirani hidroksanisol, eugenol, pente-
nal, heksenal, decenal, timol, eugenol karvakrol,
etoksikvin i citral (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
u razlicitim kombinacijama i koncentracijama koje
su odabrane na osnovu preliminarnih istrazivanja.
Navedene tvari su odvagane (Mettler Toledo AB
204-S, preciznosti 0,1 mg) u sterilnim uvjetima i oto-
pliene u 95 % alkoholu, deioniziranoj vodi (sustav
Millipore Simplicity) i 10 % Tweenu 80 (9:2:2) nakon
¢ega su umijesane u sto¢nu hranu uz hidratizaciju
deioniziranom vodom do 0,95 aktiviteta vode. Kon-
centracije antifungalnih tvari iznosile su od 450 do
700 ug g' ukupne koncentracije. Kontrolna skupi-
na je sadrzavala sterilnu vodu umije$anu u krmnu
smjesu. Nakon 48 sati uravnotezenja vlage (Torres
i sur., 2003) krmne smjese su u sterilnim uvjetima
razvagane (20 g) u sterilne petrijeve zdjelice (pro-
mjera 90 mm) (Torres AM i sur., 2003; Ramirez i
sur., 2006). Inokulacija krmnih smjesa je provede-
na centralno s micelijem promjera 7 mm koji je uzet
s rubova kolonija ¢istih kultura (Marin i sur., 1995;
Torres i sur., 2003). Petrijeve zdjelice su pohranje-
ne u plasti¢ne vreéice koje su sadrzavale otopinu
NaCl istog aktiviteta vode kao i krmna smjesa kako
bi se u okruzenju unutar vrecice osigurala konstan-
tno ista relativna vlaznost (Torres AM i sur., 2003;
Velluti i sur., 2004a) i inkubirane su na 25 °C *
0,2 °C u termostatskom kabinetu (AL 500-8, Aqu-
alytic). Sve ispitane skupine su sadrzavale tri ponav-
ljanja. Svakodnevno je pracen porast gljiva izmje-
ravanjem dva promjera kolonije pod pravim kutom
dok kolonija nije dosegla rub petrijeve zdjelice.

Uzorci su Cuvani (oko 3. mjeseca) pri -20 °C do
analize mikotoksina. Odredivanje deoksinivaleno-
la obuhvatilo je ekstrakciju iz uzorka i preci§¢ava-
nje kolonama na ¢vrstoj fazi (MultiSep 227 Trich+,
RomerLabs) (Pettersson i sur., 2011). Odredivanje
fumonizina obuhvatilo je ektrakciju i preciS¢avanje
imunoafinitetnim kolonama prema uputama pro-
izvodaca (FumoniTest™, Vicam 2004) (Silva i sur.,
2009). Obje skupine mikotoksina detektirane su po-
moc¢u HPLC sustava (Varian ProStar, SAD).

Primjenom linearne regresije odredena je stopa
rasta. Normalnost raspodijele promatranih nume-
riCkih varijabli testirana je Kolmogorov-Smirnov te-
stom. Skupovi podataka testirani su Studentovim t-
testom. Za statisti¢ku analizu podataka koriSteni su
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programski sustav Excel 2003 (Microsoft) i Statistica
(StatSoft 8).

REZULTATI | RASPRAVA

Na osnovu preliminarnih istrazivanja butilirani
hidroksianisol je odabran kao stalni sastojak ispiti-
vanih smjesa tvari zbog svojih antifungalnih osobina
(Thompson 1992; Torres i sur., 2003; Farnochi i sur.,
2005; Jay i sur., 2005), dok se druge ispitivane an-
tifungalne tvari u kombinacijama mijenjaju (Tablica
1). U kombinaciji jedan i dva, koje sadrzavaju euge-
nol, nije zabiljezen inhibitoran ucinak primijenjenih
tvari. Drugi autori su zabiljezili fungicidalan ucinak
eugenola, tako su Morcia i sur. (2012) utvrdili da eu-
genol u koncentraciji od 0,014 % inhibira micelijski
rast Fusarium culmorum na umijetnoj hranjivoj pod-
lozi (Morcia i sur., 2012) dok su Velluti i sur. (2004)
primjenom 1000 ug g ulja klin¢i¢a, koje sadrzi eu-
ju micelijskog rasta F. verticillioides. U kombinaciji tri
i pet, koje sadrze heksenal, primijenjeno je 500 do
600 ug g' ukupne koncentracije koja nije dovoljna
u supresiji rasta ispitivane plijesni. Drugacije rezu-
late su zabiljezili Menniti i sur. (2010) koji su uspjeli
reducirati rast £ verticillioides primjenom 246 ul I
heksenala na zrnu kukuruza medutim ova doza nije
bila dovoljna u redukciji sinteze fumonizina u istom
istrazivanju. Kombinacija Cetiri (butilirani hidroksia-
nisol + propil paraben) uzrokuje dvostruko duzu lag
fazu od kontrolne, ali je ova kombinacija tvari i dalje
nedovoljna u inhibiciji rasta F. verticillioides. Suprot-
no je utvrdio Thompson (1993) koji je tretmanom s
200 ug g butiliranog hidroksianisola i 200 ug g
propil parabena utvrdio inhibiciju konidijalne germi-
nacije Fusarium sp. na umjetnom supstratu, s tim da
je ucinkovitost propil parabena bila vec¢a. Djelovanje
karvakrola (kombinacija Sest) nema zadovoljavajuéi
ucinak u kontroli rasta ispitivane plijesni. Medutim
inhibitoran ucinak karvakrola su zabiljezili Velluti i
sur. (2004a) u koncentraciji od 1000 ug g na steril-
nom zrnu kukuruza u redukciji rasta F. verticillioides.
Takoder niti etoksikvin, sastojak kombinacije sedam
ne pokazuje antifungalna svojstva pri 450 ug g
ukupne koncentracije. Nadalje, smjese tvari butili-
ranog hidroksianisola s citralom (kombinacije devet
do 11) i nezasi¢enim aldehidima reducirale su rast
plijesni za 4 do 6%. Velluti i sur. (2004a) su zabilje-
zili slicne rezultate u ¢ijem je istrazivanju primjenom
etericnog ulje limunske trave, Ciji je glavni sasto-

jak citral, nije zabiljezena znacajna inhibicija rasta
F. verticillioides na sterilnom zrnu kukuruza. Osim u
kombinaciji Cetiri, butilirani hidroksianaisol i propil
paraben je ispitan i u veéoj koncentraciji u kombi-
naciji 13. U ovoj koncentraciji primijenjenih tvari za-
biljeZzena je Sest puta duza lag faza i redukcija rasta
F. verticillioides za 37%. Sukladno ovome, istraziva-
nja Reynoso i sur. (2002) su utvrdila inhibitoran uci-
nak kombinacije butiliranog hidroksianisola i propil
parabena na rast F. verticillioides, ali uz manje kon-
centracije od 90i 180 ug g, ali na umjetnoj hranjivoj
podlozi. Ocigledno je da su antioksidansi u prirod-
nom supstratu, kao $to je krmna smjesa, djelotvorni
samo uz vece primijenjene koncentracije. Sli¢no je
utvrdeno za kombinaciju butiliranog hidroksianisola
s timolom (kombinacije osam i 12). Najdjelotvornija
smijesa tvari utvrdena je u kombinaciji 14, u ukupnoj
koncentraciji od 700 ug g, pri Cemu je utvrdena re-
dukcija rasta F. verticillioides za 65% uz Cetiri puta
duzu lag fazu u odnosu na kontrolu, $to je statistiCki
vrlo znacajna razlika (p < 0,01).

Utjecaj ispitanih antifungalnih kombinacija na
micelijski rast F. graminearum rezultirao je produ-
Zzenom lag fazom od jedan do 11 dana u odnosu
na kontrolu (Tablica 2). Kombinacije i koncentracije
antifungalnih tvari, osim kombinacije 14, nisu bile
dovoljno udinkovite u inhibiciji rasta F. graminearum
najvjerojatnije zbog nedovoljne primijenjene kon-
centracije koje su iznosile 450 do 600 ug g”'. Kom-
binacije butiliranog hidroksianisola s propil parabe-
nom i butiliranog hidroksianisola s timolom ukupne
koncentracije 600 ug g' (kombinacija 12 i 13) re-
duciraju micelijski rast F. graminearum od 48 do
55 % medutim bez statistiCke zna¢ajnosti. Ove smje-
se tvari imaju najvjerojatnije antifungalni sinergisticki
uCinak. | drugi istrazivaci su zabiljezili antifungalna
svojstva butiliranog hidroksianisola, propil parabena
i timola. Torres i sur. (2003) su primjenom 500 ug g
propil parabena reducirali micelijski rast Fusarium
na sterilnom zrnu kukuruza dok timol u potpunosti
sprjecava rast F. verticillioides pri istoj koncentraciji,
ali na umjetnoj hranjivoj podlozi (Dambolena i sur.,
2008). Smjesa antifungalnih tvari u kombinaciji 14 je
najucinkovitija i utvrdena je statisticki vrlo znacajna
razlika u inhibiciji rasta F. graminearum u usporedbi
s kontrolom (p < 0,01). Ova kombinacija je reduci-
rala rast F. graminearum za 78% uz izazivanje sta-
gnacije rasta. Stagnacija rasta je nastupila kada su
plijesni u dva od tri ponavljana pokusa prestale rasti,
najvjerojatnije zbog izazivanja oksidativhog stresa
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Tablica 1. Utjecaj antifungalnih tvari na lag fazu i stopu rasta Fusarium verticillioides u krmnoj smjesi pri a, 0,95 i

25°C

Table 1. Effect of antifungal mixtures on the lag phase and growth rate of Fusarium verticillioides in animal feed at

a, 0,95 and 25 °C

14: butylated hydroxyanisol+thymol +propyl paraben

koncentraciia lag faza stopa rasta
kombinacije antifungalnih tvari g ") ! (dani) (mm/dan)
antifungal mixtures 99’) lag phase growth rate
concentration
(days) (mm/day)
kontrola - control 3 4,2
1. butilirani hidroksianisol+eugenol mixture
1: butylated hydroxyanisol+eugenol 250+250 ° 25
2. butilirani hidroksianisol+eugenol+heksenal mixture
2: butylated hydroxyanisol+eugenol+hexenal 100+250+100 7 2.5
3. butilirani hidroksianisol+heksenal mixture
3: butylated hydroxyanisol+hexenal 250+250 7 25
4. butilirani hidroksianisol+propil paraben mixture
4: butylated hydroxyanisol+propyl paraben 250+250 4 3.7
5. butilirani hidroksianisol+propil paraben+heksenal mixture
5: butylated hydroxyanisol+propyl paraben+hexenal 250+150+100 2 4.4
6. butilirani hidroksianisol+karvakrol mixture
6: butylated hyhydroxyanisol+carvacrol 250+250 3 4.6
7. butilirani hidroksianisol+etoksikvin mixture
7: butylated hydroxyanisol+etoxyquin 250+200 3 4.3
8. butilirani hidroksianisol+timol mixture
8: butylated hydroxyanisol+ thymol 250+250 7 3.5
9. butilirani hidroksianisol+pentenal mixture
9: butylated hydroxyanisol+pentenal 250+250 3 4.2
10. butilirani hidroksianisol+heksenal+decenal mixture
10: butylated hydroxyanisol+hexenal+decenal 150+200+150 3 4.3
11. butilirani hidroksianisol+citral mixture
11: butylated hydroxyanisol+citral 250+250 3 4.3
12. butilirani hidroksianisol+timol mixture
12: butylated hydroxyanisol+thymol 300+300 " 3.1
13. butilirani hidroksianisol+propil paraben mixture
13: butylated hydroxyanisol+propyl paraben 300+300 " 3.0
14. butilirani hidroksianisol+timol+propil paraben mixture 25042504200 9 1,6%%

** stopa rasta znac¢ajno niza od kontrole, p < 0,01
astagnacija rasta nakon 42 mm

Krmiva 55 (2013), Zagreb 2: 77-88

81




Gabriella Kanizai Sari¢ i sur.: INHIBICIJA RASTA ZNACAJINIH MIKOTOKSIKOGENIH GLJIVA DJELOVANJEM ANTIFUNGALNIH TVARI U STOCNOJ HRANI
- INHIBITION OF GROWTH OF SIGNIFICANT MYCOTOXIGENIC FUNGI BY ANTIFUNGAL AGENTS IN ANIMAL FEED

koji je uzrokovao teska oStecenja stanice, a koja su
sprijecila daljnju diobu i rast micelija.

Prema Pravilniku o dodacima hrani za Zivotinje

(Narodne novine Republike Hrvatske br. 86/2011), a
koji preuzima uredbe br. 1831/2003 Europskog parla-

menta o dodacima hrani za zivotinje, butilirani hidrok-
sianisol i etoksikvin su dozvoljeni antioksidansi u hra-
ni za Zivotinje. Takoder, krmnim se smjesama mogu
dodavati sredstva za poboljSanje okusa prirodnog
podrijetla, a u ovu kategoriju se uvrstava timol, citral,
karvakrol, eugenol, pentenal, decenal i heksenal.

Tablica 2. Utjecaj antifungalnih tvari na lag fazu i stopu rasta Fusarium graminearum u krmnoj smjesi pri a, 0,95 i

25°C

Table 2. Effect of antifungal mixtures on the lag phase and growth rate of Fusarium graminearum in animal feed at

a, 0,95 and 25 °C

lag faza
kombinacije antifungalnih tvari antifungal mixtures kg?{)]gg:::r:gij;ti(cl)lr? Iag(]d:rr:zia)se Ztr%airﬁzttae ((r:]nm//gzgg

(days)
kontrola - control 3 5,8
bt st eugerc e :
to0szs0s100 | s
3 e ool eera woen | s
& Bt i hsiislropl paraber e e
S bt ncroksanisclpropl parsbenhelsenal e | ggois0s100 |5
o o e o w0z |
7 bt Hchsrisol st e s
5 b hersniel o e s |0
3 bl roksanisc s perteral i :
1o par e e s | om0 | s
1 e il ova e mo | s
13 ol ol e woom |
15ttt orsiiel o preben i w000 | 1
14 bl koo ol propioaraben rhwe | pagasia00 | s

** stopa rasta znacajno niza od kontrole, p < 0,01
astagnacija rasta nakon 51 mm
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Slika 1: Koncentracija fumonizina B1 i B2 u suhoj tvari krmiva uz odabrane kombinacije tvari

Figure 1. Fumonisin level in chicken concentrate mixture treated with antifungal mixtures
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0,00
kontrola-control

BHA 100 pg/g + T 100 pg/e + PP 100 pe/z

BHA 150 ug/g + T 150 pg/e + PP 150 pg/e

BHA: butilirani hidroksianisol-butylated hydroxyanisol; T: timol-thymol; PP: propil paraben-propyl paraben
Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razliCite (p < 0,05)

Slika 2. Koncentracija deoksinivalenola u suhoj tvari krmiva uz odabrane kombinacije tvari

Figure 2. Deoxynivalenol level in chicken concentrate mixture treated with antifungal mixtures
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BHA 150 pg/g + T 150 ug/g + PP 150 pg/e

BHA: butilirani hidroksianisol-butylated hydroxyanisol; T: timol-thymol; PP: propil paraben-propyl paraben
Vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisti¢ki znac¢ajno razli¢ite (p < 0,05)

Djelotvornost kombinacije tvari butiliranog hi-
droksianisola, timola i propil parabena na biosintezu
fumonizina i deoksinivalenola ispitana je u ukupnoj
koncentraciji od 300 i 450 ug g'. Analizom podata-
ka utvrdena je statistiCki znaCajno veéa proizvodniji
fumonizina B, i B, izmedu kombinacije jedan i kon-

trole (Slika 1). Torres i sur. (2003) su takoder utvr-
dili stimulaciju proizvodnje fumonizina pri a, 0,95
na ozraenom zrnu kukuruza tretiranom s 100 i
500 ug g butiliranog hidroksianisola, koja nastaje
pod odredenim stresnim okoli$nim abiotskim uvjeti-
ma kao $to su pristupacnost vode, temperatura kao i
njihove interakcije.
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Pri a, 0,95 (Slika 2) ispitane kombinacije nisu
bile uspjeSne u inhibiciji biosinteze deoksinivaleno-
la. Sli¢ne rezultate zabiljezili su i Velluti i sur. (2004b)
u Cijem je istrazivanju nije utvrdeno znacajna inhibi-
cija sinteze DON-a djelovanjem eteri¢nih ulja cime-
ta, klinci¢a i limunske trave na sterilnom zrnu kuku-
ruza pria, 0,95.

ZAKLJUCCI

Kombinacija butiliranog hidroksianisola, pro-
pil parabena i timola u ukupnoj koncentraciji od
700 ug g' reducira micelijski rast fitopatogena
F. verticillioides i F. graminearum na krmnoj smjesi za
pilice PPT-2. Medutim, primjenom navedenih tvari u
ukupnoj koncentraciji od 300 ug g’ zabiljezena je
Cetiri puta veca koncentracija fumonizina B, u uspo-
redbi s kontrolom. Neophodna su daljnja istraziva-
nja, a koja bi trebala detaljnije razjasniti uvjete pod
kojima dolazi do pojacane stimulacije proizvodnje
fumonizina. Takoder su potrebna istrazivanja koja
bi obuhvatila i druge abiotske (temperatura, pH) i
biotske faktore koji utjeCu na rast mikotoksikogenih
gljiva i sintezu mikotoksina u skladistima i silosima.
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SUMMARY

Concentrate mixtures stored in storages need to be protected from contamina-
tion by fungi and their toxic secondary metabolites. Significant phythopathogenic
fungi in Croatia are Fusarium verticillioides and Fusarium graminearum producers of
trichothecenes and may occur in storages on the grain cereals. In this research, in-
fluence of different antifungal and antimycotoxigenic mixtures on growth and myco-
toxins synthesis of these fungi was investigated in concentrate mixtures. The most
effective inhibition of growth was achieved with a mixture of butylated hydroxyanisol,
propyl paraben and thymol in the total concentration of 700 ug g'. However it was
recorded that application of these substances in half the concentration stimulated
biosynthesis of fumonisins B, and B,. Results indicate variety of factors from abiotic
conditions to biotic interactions that should be taken into account when formulating
combinations with optimal suppressive effect in storage conditions.

Key words: Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum, concentrate mixtu-
res, deoxynivalenol, fumonisins B, antifungal mixtures
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