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Plijesni roda Fusarium jedni su od najčešćih kontaminanata žitarica u poljoprivrednoj 

proizvodnji u agroekološkim uvjetima Republike Hrvatske. Fusarium sp. metaboliziraju 

preko 100 sekundarnih toksičnih metabolita – mikotoksina koji mogu izazvati akutna i 

kronično toksična djelovanja na ljude i životinje. Kontaminacija usjeva Fusarium vrstama 

može nastati prije žetve (na polju), ali i poslije žetve (u skladištima i silosima). Kako bi se 

izbjegla štetna djelovanja patogenih gljiva i mikotoksina na zdravlje životinja, te 

konzumacijom proizvoda animalnog podrijetla, i zdravlje ljudi, neophodno je uskladištene 

materijale (stočnu hranu) zaštititi od kontaminacije plijesnima i mikotoksinima. Strategija 

nadzora fungalnog porasta i biosinteze mikotoksina, izmeñu ostaloga, obuhvaća i korištenje 

kemijskih i prirodnih konzervanasa u skladištima i silosima, pri čemu ova druga skupina 

prema nekolicini prethodnih i u ovom istraživanju uključuje: antioksidanse, eterična ulja i 

masne kiseline. Antioksidansi imaju sposobnost usporavanja ili sprječavanja oksidacije drugih 

molekula, te se i inače dodaju stočnoj hrani kako bi se spriječilo njeno kvarenje. Niz 

ispitivanja potvrñuje opću antimikrobnu, antifungalnu i antimikotoksikogenu djelotvornost 

različitih sintetskih i prirodnih antioksidanasa (Ahmand i sur., 1981; Lin i sur., 1983; Moleyar 

i sur., 1986; Paster i sur., 1990; Thompson, 1992; Elgayyar i sur., 2001; Etcheverry i sur., 

2002; Juglal i sur., 2002; Marin i sur., 2003; Nesci i sur., 2003; Velluti i sur., 2004; Torres i 

sur., 2003; Lopez i sur., 2004; Marin i sur., 2004). Eterična ulja i pojedini njihovi sastojci su 

antimikrobne tvari prirodnog podrijetla što bi moglo podrazumjevati veću sigurnost za ljude i 

okoliš (Dafarera i sur., 2003). Potvrñeno je takoñer kako pojedine masne kiseline posjeduju 

antifungalna svojstva (Bergsson i sur., 2001; Riháková i sur., 2002; Walters i sur., 2003), pri 

čemu izvori masnih kiselina mogu biti prirodnog podrijetla, kao npr. kokosovo ulje, ulje 

muškatnog oraščića, cimetovo ulje, ulje palminih koštica (Gunstone i sur., 1994; Ghosh i sur., 

1997; Spricigo i sur., 1999). Prema dostupnim literaturnim navodima antifungalna i 

antimikotoksikogena djelotvornost anitoksidanasa, eteričnih ulja i masnih kiselina nije 

ispitana na krmnim smjesama. Ovakva istraživanja su neophodna kako bi se definirali 

učinkoviti uvjeti primjene ovih tvari obzirom na različite uvjete okolišne vlage, temperature, 

pH te kemijski sastav stočne hrane i sličnih supstrata što je, izmeñu ostalog, i bio cilj ovog 

ispitivanja. 
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2.1. Značajni fitopatogeni predstavnici roda Fusarium  

 
Rod Fusarium ubrajamo u pododjel Deuteromycotina, razred Hyphomycetes, red 

Hyphales dok spolni stadiji, ako je poznat, pripada pododjelu Ascomycotina, razredu 

Pyrenomycetes, redu Hypocreales. Ovaj rod uzročnika biljnih bolesti karakterizira globalna 

rasprostranjenost, parazitiraju na velikom broju kultiviranih i korovnih vrsta biljaka (Ćosić i 

sur., 2004) i imaju kozmopolitsku distribuciju u tlu i na organskim supstratima (Ćosić i sur., 

2008). Najveće štete čine na najsijanijim, a time i najbitnijim usjevima Republike Hrvatske: 

pšenici i kukuruzu. Pšenica je naša najvažnija krušarica, ali je i bitna sirovina za prehrambenu 

industriju (brašno, kruh, pecivo tjestenina, keksi), dok je kukuruz takoñer bitna prehrambena 

namirnica (kruh, palenta, tortilje, corn-flakes) i sirovina za prehrambenu industriju (industrija 

škroba, alkoholnih pića i dr.). Osim toga, žitarice malog zrna (pšenica, ječam) kao i kukuruz 

predstavljaju bitan izvor energije i proteina za sve vrste domaćih životinja (Placinta i sur., 

1999). Kako su ove žitarice, ovisno o klimatskim prilikama, više ili manje receptivne na 

infekcije rodom Fusarium, potrebno je poznavati i razumijeti puteve poljske zaraze. Osim 

toga trebamo biti svjesni i kontaminacije s mikotoksinima koje ovaj rod metabolizira s ciljem 

što uspješnije antifungalne i antimikotoksikogene prevencije.  

Fusarium vrste identificirane u sedmogodišnjem praćenju (1996-2002 g.) ovog 

patogenog roda na području istočne Hrvatske, uključuju F. graminearum kao dominantnu 

vrstu izoliranu sa svih dijelova biljke pšenice, dok su se ostale vrste javile u znatno manjem 

postotku: F. verticillioides, F. subglutinans, F. avenaceum, F. culmorum, F. poae, F. 

oxysporium, F. solani, F. sporotrichoides, M. nivale (Ćosić i sur., 2004). Sličnim 

monitoringom utvrñeno je da na zrnima i stabljikama kukuruza prevladava F. verticillioides, 

dok je na ostacima korijena i stabljika kukuruza dominirao F. graminearum uz rjeñu 

prisutnost F. subglutinansa, F. culmoruma, F. oxysporiuma i F. sporotrichoidesa (Ćosić i 

sur., 1999; Ćosić i sur., 2004; Cvetnić i sur., 2005).  

Iz navedenog je vidljivo kako je u agroekološkim uvjetima Hrvatske najfrekventnija  

pojavnost Fusarium graminearuma Schw. i Fusarium verticillioidesa Sacc., koji mogu 

drastično umanjiti prinose i kvalitetu zrna i financijski ugroziti poljoprivredne proizvoñače, i 

izazvati poskupljenje sirovina i glavnih prehrambenih artikala (kruh, brašno). Osim 

financijskog rizika postoji, potencijalno značajniji, zdravstveni rizik. Navedeni patogeni imaju 

sposobnost akumulacije u zrnu otrovnih produkata svoga metabolizma – mikotoksina, koji 

mogu ugroziti zdravlje ljudi i životinja koju takvu hranu konzumiraju.  
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2.1.1. Fitopatogenost Fusarium graminearuma  

 

Fusarium graminearum Schwabe teleomorf: Gibberella zeae (Schweintz) Petch sin. F. 

roseum Lk. emend Snyd. and Hans.“Graminearum“ (Snyder and Hansen) je uzročnik truleži 

korijena, paleži klijanaca, paleži klasova pšenice i ječma (McMullen i sur., 1997; Ćosić, 1997; 

Wang i sur., 2006; Osborne i sur., 2007). Najveće ekonomske štete nastaju pojavom paleži 

klasova na pšenici. Najdominantnija identificirana vrsta u paleži klasova pšenice i drugih 

žitarica malog zrna u mediteranskoj regiji je F. graminearum, a slijede manje učestale 

izolirane vrste: F. poae, F. cerealis, F. equiseti, F. sporotrichioides i F. tricinctum. Ostale, 

sporadično izolirane vrste uključuju F. acuminatum, F. subglutinans, F. solani, F. oxysporum, 

F. semitectum, F. verticillioides i F. proliferatum (Logrieco i sur., 2003; Osborne i sur., 2007; 

Ćosić i sur., 2007).  

F. graminearum je glavni uzročnik truleži korijena i vlati te paleži klasova pšenice u 

Hrvatskoj (Ćosić, 1997). Desetogodišnjim praćenjem (1996-2005 g.) pojavnosti ovog 

patogena F. graminearum je izoliran iz 51% uzoraka zrna pšenice (F. verticillioides je 

izoliran iz 18% uzoraka, F. avenaceum u 14%, F. subglutinans u 12%) i iz 41% uzoraka zrna 

ječma (u 18% je nañen F. verticillioides, u 16% F. subglutinans i u 13% F. avenaceum) 

(Ćosić i sur., 2007). Pojavom paleži klasova prekida se zrioba i nalijevanje zrna pa su zrna 

mala, štura i smežurana, što za posljedicu ima drastično smanjenje kvalitete zrna i prinosa ove 

krušne žitarice. Osim toga dolazi i do nakupljanja mikotoksina u samom zrnu, što povećava 

rizik od mikotoksikoza. Palež klasova se posebice javlja u područjima s visokim 

temperaturama i visokom relativnom vlažnosti ili čestim oborinama tijekom klasanja ili 

cvjetanja (Logrieco i sur., 2003). Istraživanja u Hrvatskoj su pokazala češću pojavnost 

fuzarijske paleži klasova u godinama kada u vrijeme cvjetanja vladaju visoke temperature 

(iznad 25°C), uz relativnu vlažnost zraka iznad 85% (Tomasović i sur., 1991). Ova tema je 

predmet mnogih znanstvenih istraživanja posljednjih godina kojima se nastoji upoznati 

ekologija patogena i efikasno umanjiti putove inokuluma i infekcije kroz agrotehničke 

zahvate, sjetvu otpornijih sorti (hibrida), uporabu zaštitnih sredstava (fungicida, insekticida, 

herbicida) i anifungalnih agenasa (McMullen i sur., 1997; Logrieco i sur., 2003; Yuen i sur., 

2007; Osborne i sur., 2007).  

Nadalje, nekoliko Fusarium rodova, uključujući i Fusarium graminearum, predstavlja 

široko raširene patogene na kukuruzu u umjerenom i suptropskom području uključujući i 

europska područja uzgoja kukuruza (Logrieco i sur., 2002), uzrokujući palež klijanaca, trulež 

korijena, stabljike i klipa (Vigier i sur., 2001; Logrieco i sur., 2002; Ćosić i sur., 2004). 
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Dominantne vrste koje uzrokuju tzv. „crvenu trulež klipova“ su F. graminaeraum, F. 

culmorum, F. cerealis (sin. F. crookwellense) i F. avenaceum (teleomorf G. avenacea) 

(Logrieco i sur., 2002). Trulež klipova se javlja u godinama s puno oborina i nižim 

temperaturama tijekom ljeta i rane jeseni (Ellend i sur., 1997; Bottalico, 1998). Ovaj 

fitopatogen je takoñer veliki ekonomski štetnik koji umanjuje kvalitetu zrna, smanjuje prinos i 

dovodi do nagomilavanja mikotoksina u zrnu posebice deoksinivalenola i zearalenona.  

 

2.1.2. Fitopatogenost Fusarium verticillioidesa 

 

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg teleomorf: Gibberella fujikuroi (Sawada) 

Ito in Ito & K. Kimura) sin. F. moniliforme Sheld. (Gibberella fujikuroi (Sawada.) Wollenw.) 

je iz ekonomskih razloga bitan patogen na kukuruzu (Zea mays L.) i odgovoran je za značajne 

gubitke prinosa i kvalitete zrna (Warfield i sur., 1999). Ovaj fitopatogen je uzročnik truleži 

klipa i zrna kukuruza (Munkvold, 2003; Clements i sur., 2004). Osim spomenute „crvene 

truleži klipa kukuruza“ koju uzrokuje F. graminaerum, trulež klipa može nastati i infekcijom 

F. verticillioidesa i tada se naziva „ružičasta truleži klipa“. Ova trulež klipova se javlja u 

sušim i toplijim područjima (Bottalico, 1998; Munkvold, 2003) za razliku od tzv. „crvene 

truleži klipa“. Vrste koju su najčešće izolirane s kukuruza oboljelog od „ružičaste truleži 

klipa“ je uobičajeno G. fujikuroi i njegov anamorf F. verticillioides, F. proliferatum i F. 

subglutinans (Logrieco i sur., 2003). Prema ispitivanju Ćosić i Jurković (2001) i Ćosić i sur. 

(2004), dominantna vrsta na zrnu kukuruza u RH je F. verticillioides, zatim F. subglutinans i 

F. graminearum. F. verticillioides je izoliran iz 43%, F. subglutinans iz 32%, a F. 

graminearum iz 20% uzoraka zrna kukuruza tijekom deset godina praćenja ovog patogena 

(Ćosić i sur., 2007). Osim već spomenutih gubitaka kvalitete zrna i smanjenih prinosa 

kukuruza, dolazi i do nakupljanja mikotoksina fumonizina u zrnu.    

 

2.2. Mikotoksini  

 
Gljive u svom razvojnom ciklusu produciraju primarne metabolite koji su im 

neophodni za rast i razvoj, a neke od njih mogu sintetizirati i sekundarne metabolite –

mikotoksine. Biosinteza sekundarnih metabolita ovisna je o vrsti gljivica, o gljivičnom soju i 

njegovim genetskim osobinama (Kosalec i sur., 2004) a mogu je potaknuti i okolišni uvjeti, 

odnosno fizikalno-kemijski parametri poput količine slobodne vode (aw), temperature, 

količine kisika, sastava i pH supstrata, i dr. (Yiannikouris i sur., 2002). Do sada je izolirano 
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više od 300 različitih spojeva mikotoksina (Binder i sur., 2007). Mikotoksini su relativno 

stabilne molekule, uglavnom niske molekularne mase (Eskola, 2002). Nastanak mikotoksina 

može započeti predžetveno u inficiranoj biljci koja je još u polju i može biti nastavljena ili 

inicirana poslije žetve, a može nastati i u uskladištenim proizvodima (Logrieco i sur., 2003). 

Mikotoksini najčešće ingestijom, vrlo rijetko inhalacijom ili transdermalno, uzrokuju bolesti 

nazvane mikotoksikoze (Kosalec i sur., 2004). Simptomi mikotoksikoza ovise o nizu 

čimbenika: koncentraciji i dužini ekspozicije mikotoksinu, o vrsti i farmakodinamičkim 

osobinama mikotoksina (apsorpciji, hidrofilnosti/lipofilnosti, distribuciji u tkivima i 

organima, metabolizmu i poluvremenu raspada te eliminaciji), zatim o vrsti, spolu, starosti i 

zdravstvenom statusu životinje (Kosalec i sur., 2004). Uslijed akutne ili dugoročne izloženosti 

moguća su teratogena, kancerogena, estrogenska ili imunosupresivna djelovanja (Binder i 

sur., 2007). Toksični učinci se ne odnose samo na akutna trovanja ili akutne i kronične 

mikotoksikoze već i na ekonomičnost stočarske proizvodnje. Kod rasplodne stoke može doći 

do snižene stope začeća, pobačaja, smanjenog broja i vitalnosti mladunčadi te povećane 

smrtnosti, dok oslabljen imunitet dovodi do komplikacija zbog bakterijskih, gljivičnih i 

virusnih infekcija (Pepeljnjak i sur., 1999). Stoga je vrlo važno upoznati putove kontaminacije 

stočne hrane mikotoksinima i, što je još bitnije, spoznati načine učinkovite fungalne i 

mikotoksikogene prevencije.  

 Mikotoksini najbitniji za javno zdravlje, a koji su agroekonomski značajni, uključuju 

aflatoksine, ohratoksine, trihotecene, zearalenone, fumonizine, tremorgene toksine i ergot 

alkaloide koje sintetiziraju rodovi Aspergillus, Fusarim, Acremonium, Claviceps, Penicillium 

(Hussein i sur., 2001). Iako rod Fusarium pripada parazitima polja, a ne saprofitima skladišta, 

evidentna je globalna kontaminacija zrna žitarica i stočne hrane Fusarium mikotoksinima, 

posebice trihotecenima, zearalenonom i fumonizinima (Placinta i sur., 1999). Kako su 

patogeni F. graminearum i F. verticillioides vrlo frekventni na području istočne Hrvatske, 

naglasak će biti na mikotoksinima koje produciraju i posljedičnim mikotoksikozama. 

 

2.2.1. Trihoteceni tipa B 

 
Poznato je oko 180 trihotecena, ali samo njih nekoliko je značajno za ljudsko zdravlje 

(Murphy i sur., 2006). Trihoteceni su metaboliti seskviterpenoida koje produciraju mnogi 

rodovi gljiva uključujući Fusarium, Myrothecium, Phomopsis, Stachybortis, Trichoderma, 

Trichothecium i drugi (Hussein i sur., 2001; Bennett i sur., 2003). Oni posjeduju tetraciklički 

12,13 epoksitrihotecenski kostur (Slika 1; Tablica 1) (WHO, 1990).  
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Slika 1: Kemijska struktura trihotecena tipa A i B, supstituenti R1-R5 prikazani su u Tablici 1 
 
Tablica 1: Kemijska struktura supstituenata R1-R5 u trihotecena tipa A i B (Eriksen, 2003) 
 
Trihoteceni R1            R2 R3 R4 R5 

Tip A 
HT-2 toksin OH OH OAc H OCOCH2CH(CH3)2 
T-2 toksin OH OAc OAc H OCOCH2CH(CH3)2 
Diacetoksiscirpenol OH OAc OAc H H 

Tip B 
Deoksinivalenol OH H OH OH O 
3-acetil deoksinivalenol OAc H OH OH O 
15-acetil deoksinivalenol OH H OAc OH O 
Nivalenol OH OH OH OH O 
Fuzarenon-X OH OAc OH OH O 
 
 

Trihoteceni se klasificiraju kao makrociklički i nemakrociklički. Nemakrociklički 

trihoteceni su najčešći i dijele se na grupe: tip A, koji imaju vodik ili ester na C-8 poziciji (T2 

toksin, neozolaniol, diacetoksiscirpenol) dok tip grupe B sadrži keton i uključuje 

deoksinivalenol (DON), 3-acetil deoksinivalenol (3-AcDON), 15-acetil deoksinivalenol (15-

AcDON), nivalenol (NIV) i fuzarenon X (Bennett i sur., 2003). Sposobnost sinteze 

deoksinivalenola i njegovih acetiliranih derivata imaju Fusarium graminearum, F. culmorum 

i F. pseudgraminearum (Glenn, 2007). Treća kategorija (tip C) ima drugi epoksidni prsten na 

C-7,8 ili C-9,10 i toksini četvrte grupe (tip D) sadrže makrociklički prsten izmeñu C-4 i C-15 

s dvije ester-veze (Eriksen, 2004a). Trihotecene tipa C i D ne producira rod Fusarium 

(Eriksen, 2004). Većina trihotecena je topiva u otapalima kao što su aceton, kloroform i etil-

acetat, dok su visoko hidroksilirani trihoteceni DON i NIV topivi u polarnim otapalima kao 

što su acetonitril, metanol, etanol i voda (Eriksen, 2003). Trihoteceni su stabilni pri visokim 
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temperaturama, ne razgrañuju se normalnim procesiranjem hrane i ne hidroliziraju probavom 

nakon ingestije (Eriksen, 2003; Hazel i sur., 2004). 

 

2.2.1.1. Toksičnost 

 
Trihoteceni su potentni citotoksini (Agag, 2005). Uobičajen učinak trihotecena na 

životinjsku i biljnu stanicu uključuje inhibiciju proteina i sintezu DNA i RNA, inhibiciju 

funkcije mitohondrija, dijeljenja stanice i djelovanje membrane. U životinjskoj stanici 

trihoteceni induciraju apoptozu mitohondrijskim i nemitohondrijskim mehanizmima (Rocha i 

sur., 2005). Ovisnost svih staničnih metaboličkih procesa o sintezi proteina sugerira da mnogi 

drugi učinci trihotecena mogu biti sekundarni inhibiciji sinteze proteina (Rocha i sur., 2005).  

Iako manje toksičan od drugih trihotecena, deoksinivalenol je mikotoksin koji se 

najčešće pronalazi u zrnju žitarica, uključujući kukuruz, pšenicu, ječam, zob i druge žitarice, 

kao i u stočnoj hrani (Visconti, 2001; Bennett i sur., 2003; Morgavi i sur., 2007). 

Deoksinivalenol može imati štetne učinke na zdravlje nakon kratkoročne ili dugoročne 

izloženosti. Nakon akutne izloženosti deoksinivalenol izaziva dva karakteristična toksična 

učinka: smanjen unos hrane (anoreksija) i povraćanje (Creppy, 2002). Akutni simptomi 

trovanja uključuju gubitak težine, odbijanje hrane, povraćanje, krvavu dijareju i teške 

hemoragijske dermatitise (Eriksen, 2003). Povraćanje i anoreksija su posredovani 

serotonergičkim sustavom centralnog živčanog sistema ili perifernim djelovanjem na 

serotoninske receptore (Schlatter, 2004). DON inhibira sintezu DNA, RNA i proteina na 

ribosomskoj razini i ima hemolitični učinak na eritrocite (Schlatter, 2004). Leukociti su 

centralna meta deoksinivalenola i drugih trihotecena, a ovisno o dozi i učestalosti izloženosti, 

učinak DON-a može biti imunostimulatoran ili imunosupresivan (Pestka i sur., 2004). U 

životinja glavni učinak niske koncentracije DON-a u hrani (>2 mg g-1 u krmi za svinje) čini se 

dovodi do smanjenog unosa hrane (anoreksija), a time i smanjenog porasta težine, dok veće 

doze (>20 mg g-1) induciraju odbijanje hrane, dijareju i povraćanje (Visconti, 2001). Meñu 

životinjama, svinje su najosjetljivije na DON, dok su perad i preživači manje osjetljivi 

(Čonková i sur., 2003; Avantaggiato i sur., 2004). Preživači i perad toleriraju do 20 ppm 

DON-a u krmi, dok 1-2 ppm uzrokuje toksikoze u svinja (Pestka, 2007). Klinički znakovi 

intoksikacije DON-om u svinja uključuju i blagu bubrežnu nefrozu, reduciranu veličinu 

štitnjače, želučanu mukozalnu hiperplaziju, povećan omjer albumin/alfa globulin i ponekad 

blage promjene u drugim hematološkim parametrima (JECFA, 2001). Ishrana pilića s 
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pšenicom koja je prirodno kontaminirana F. graminearumom za posljedicu ima smanjeni unos 

krme, a time i manji prirast mesa pilića (Mannon i sur., 1988).  

U Aziji su se pojavili mnogi slučajevi akutne humane izloženosti DON-u 

konzumiranjem zaraženog zrna, a simptomi uključuju mučninu, povraćanje, gastrointestinalne 

probleme, vrtoglavicu, dijareju i glavobolju (Hussein i sur., 2001; Creppy, 2002). Potencijalan 

izvor izloženosti ljudi DON-u mogla bi biti jaja, ali razine nisu signifikantne u usporedbi s 

drugim izvorima (Sypecka i sur., 2004). 

Acetilirani derivati DON-a, 3-acetil deoksinivalenol i 15-acetil deoksinivalenol se 

ponekad pojavljuju u manjoj količini uz DON na zrnju žitarica. Imaju istu ili manju toksičnost 

od DON-a, i smatra se kako ne predstavljaju dodatni rizik (Pestka, 2007). Acetilirani derivati 

su prisutni u razini od 10-20% količine DON-a (Schlatter, 2004), a odnos izmeñu DON-a i 

acetiliranih formi varira. Acetilirani toksini se brzo deacetiliraju in vivo (fuzarenon-X u NIV, 

3-acetilDON u DON) (Eriksen i sur., 2004a).  

Fusarium cerealis i F. poae su glavni producenti nivalenola, a mogu ga sintetizirati i  

F. culmorum i F. graminearum (Eriksen, 2003). Nivalenol se obično pojavljuje u žitaricama 

uz DON, ali je pojavnost DON-a učestalija i u većim koncentracijama (Bottalico, 1998). 

Nivalenol se češće pojavljuje u Europi, Australiji i Aziji negoli u Americi, gdje je pojavnost 

nivalenola malog opsega (Eriksen, 2003). Toksikološki profil nivalenola je sličan 

deoksinivalenolu te nema naznaka da bi NIV mogao imati kancerogena svojstva (Schlatter, 

2004). 

Meñunarodna agencija za istraživanje raka 1993. godine je svrstala deoksinivalenol u 

grupu 3, jer se zbog nedovoljno eksperimenata i podataka na pokusnim životinjama ne može 

klasificirati kao kancerogen za ljude. Maksimalna prihvatljiva razina kontaminacije DON-om 

u žitaricama i hrani na bazi kukuruza u Europi propisana je preporukom Europske komisije od 

lipnja 2005 (EC No 856/2005), a revidirana je u srpnju 2007 (EC No 1126/2007) (Boutigny i 

sur., 2008). Europska komisija je utvrdila i vrijednosti za deoksinivalenol u proizvodima 

namijenjenima za animalnu prehranu (Official Journal of the European Union, No 576/2006). 

Dozvoljene vrijednosti za žitarice i proizvode od žitarica (sa sadržajem od 12% vlage) su 8 

ppm, a za kukuruz 12 ppm. Gotove krmne smjese smiju sadržavati do 5 ppm DON-a. Izuzetak 

su krmiva za svinje koja smiju sadržavati 0,9 ppm te krmiva za telad i janjad: 2 ppm. 

Hrvatsko zakonodavstvo odreñuje razine DON-a Pravilnikom o nepoželjnim i zabranjenim 

tvarima u hrani za životinje objavljenim u Narodnim novinama Republike Hrvatske br. 

118/2007, koji propisuje najveće dopuštene količine u krmivima od žitarica i proizvoda od 

žitarica: 5 ppm, nusproizvodima kukuruza: 5 ppm, dopunskim i potpunim krmnim smjesama: 
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2 ppm. Dopuštena količina dopunskih i potpunih krmnih smjesa za svinje iznosi 0,5 ppm i 

dopunskih i potpunih krmnih smjesa za telad od 4 mjeseca, janjad i jarad: 1 ppm, uz udio 

vode u hrani za životinje od 12%. 

 

2.2.2. Fumonizini (B)  

 
Fumonizini su vodotopivi mikotoksini koje producira nekoliko vrsta roda Fusarium, 

ali prvenstveno Fusarium verticillioides i Fusarium proliferatum (Krska i sur., 2007). 

Identificirane su četiri grupe fumonizina na temelju strukturalne sličnosti: A, B, C i P serija, 

unutar kojih je opisano 28 analoga fumonizina (Abbas i sur., 1998; Rheeder i sur., 2002; 

Krska i sur., 2007). Fumonizin B (FB) analozi, koje čine toksikološki bitni FB1, FB2 i FB3, 

su najrašireniji fumonizini u prirodi, dok FB1 dominira i obično se nalazi u najvišoj 

koncentraciji (Rheedee i sur., 2002). FB1 obično čini 70 do 80% ukupnih fumonizina, dok 

FB2 čini 15-25% i FB3 3-8% kada se uzgajaju na zrnju žitarica (Marin i sur., 1995; Marin i 

sur., 1995b; Abbas i sur., 1998; Krska i sur., 2007). Uz pretpostavku da je biosintetski put 

fumonizina sličan biosintezi drugih fungalnih sekundarnih metabolita (aflatoksini i 

trihoteceni), tada manje oksigenirani homolozi, kao što su FB4, FB3, FB2 predstavljaju 

biosintetske prekursore najjače oksigeniranog homologa FB1 (Desjardins i sur., 1996). 

 

2.2.1.1. Toksičnost  

 
Prema kemijskoj grañi (Slika 2), FB1 je diester propan-1,2,3-trikarboksilne kiseline 

(Creppy, 2002). Fumonizini su grañom slični sfingolipidnim prekursorima (sfinganinu ili 

drugim sfingoidnim bazama) i uzrokuju inhibiciju ključnog enzima ceramid sintetaze u 

biosintezi sfingolipida (Ciacci-Zanella i sur., 1999), pa njihova toksičnost može biti 

uzrokovana povećanjem intracelularne razine sfingolipidnih prekursora (sfinganina i 

sfingozina) i opadanjem sadržaja sfingolipida (Turner i sur., 1999).  



 20 

 

 
Slika 2: Struktura FB1 

 
Sfingolipidi su vrsta membranskih lipida koji igraju bitnu ulogu u regulaciji stanice 

kontrolirajući odreñene funkcije membranskih proteina, pa tako fumonizinsko ometanje 

normalnog sfingolipidnog metabolizma utječe na veliki broj procesa (Turner i sur., 1999). 

Druga hipoteza toksičnosti fumonizina uključuje ometanje metabolizma masnih kiselina i 

glicerofosfolipida (Creppy, 2002). Izazivaju i druge promjene u stanici, poput oksidativnog 

stresa, koje su, najvjerojatnije, neovisne o učinku na metabolizam lipida.  

FB1 je pronañen u biološki značajnoj razini u kukuruzu i raznim proizvodima od 

kukuruza namijenjenim za prehranu ljudi i životinja (Shephard i sur., 1996). Ingestija 

kukuruza kontaminiranog fumonizinima povezana je s pojavom leukoencefalomalacije u 

konja, neurološkim sindromom karakteriziranom s centralnom, često prostranom, 

likvefakcijskom nekrozom bijele tvari mozga i s akutnim plućnim edemom u svinja s brzim 

oticanjem pluća u prsnoj šupljini (Marasas, 1995). FB1 je hepatotoksičan i nefrotoksičan na 

svim ispitivanim pokusnim (štakori, miševi) i domaćim životinjama (konji, svinje, preživači, 

ovce, janjad, perad, ribe, zečevi, kune) uzrokujući apoptozu kojoj slijedi mitoza u oštećenom 

tkivu (Voss i sur., 2007). FB1 je u svinja i konja toksičan i za kardiovaskularni sustav (Voss i 

sur., 2007). Svinjski plućni edem se razvija kod koncentracija FB1 od preko 100 ppm, dok su 

oštećenja jetre vidljiva i u koncentracijama od 23 ppm (Čonková i sur., 2003). Takoñer je 

utvrñeno kako u završnom tovu svinja već i 1 ppm FB1 toksina može imati negativan učinak 

na kakvoću mesa (povećan  udio  masti  i  smanjen postotak  mesa)  i  uzrokovati ekonomske 

gubitke proizvoñačima (Rotter  i  sur., 1996b). Perad je nešto otpornija na fumonizine, pa je 
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ustanovljena redukcija tjelesne težine kod purana hranjenih sa 75 mg FB1 po kilogramu hrane 

tijekom 18 tjedana (Čonková i sur., 2003).  

Fumonizini su povezani s karcinomom jednjaka u ljudi koji su konzumirali kukuruz u 

Transkei području južne Afrike (Sydenham i sur., 1990), u sjevernoj Italiji, (Franceschi i sur., 

1990) i Iranu (Shepard i sur., 2000). Nadalje, povezani su s promocijom primarnog raka jetre 

u odreñenim područjima Kine (Chu i sur., 1994; Ueno i sur., 1997). Otkrivena je i povezanost 

s oštećenjima neuralne cijevi u graničnom području Teksasa i Meksika (Missmer i sur., 2006) 

u populacijama koje konzumiraju relativno velike količine hrane na bazi kukuruza (Voss i 

sur., 2007). Postoji rizik izlaganja ljudi fumonizinima kroz rezidue u mesu, mlijeku i jajima 

(Turner i sur., 1999).  

Kliničko-toksikološki odgovor FB2 (Slika 3), prema životinjskim studijama je sličan 

FB1 (Bondy i sur., 2000). Meñutim, neka su istraživanja pokazala kako je FB2 citotoksičniji 

od FB1 u in vitro pokusu na staničnim linijama hepatoma štakora (Shier i sur., 1991) i 

primarnih hepatocita u štakora (Gelderblom i sur., 1993). 

 

 

 
Slika 3: Struktura FB2 

 
IARC je svrstao fumonizine u grupu 2B, tj. moguće kancerogene za ljude, temeljem 

dovoljnih dokaza o kancerogenosti na pokusnim životinjama. Europska komisija je utvrdila i 

dozvoljene vrijednosti za fumonizine (FB1+FB2) u proizvodima namijenjenima za animalnu 

prehranu (Official Journal of the European Union, No 576/2006). Maksimalna dozvoljena 

vrijednost za kukuruz i proizvode od kukuruza (od 12% vlage) je 60 ppm. Gotove krmne 

smjese za svinje, konje, zečeve i kućne ljubimce smiju sadržavati 5 ppm FB1+FB2, za ribe: 

10 ppm FB1+FB2, za perad i janjad (mlañu od 4 mjeseca): 20 ppm FB1+FB2, dok smjese za 
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odrasle preživače starije od 4 mjeseca ne smiju sadržavati više od 50 ppm FB1+FB2. 

Hrvatsko zakonodavstvo odreñuje razine fumonizina FB1+FB2 Pravilnikom o nepoželjnim i 

zabranjenim tvarima u hrani za životinje objavljenim u Narodnim novinama Republike 

Hrvatske br. 118/2007, koji propisuje najveće dopuštene količine u krmivima od kukuruza i 

proizvoda od kukuruza, u dopunskim i potpunim krmnim smjesama za svinje, konje 

(Equidae), kuniće i kućne ljubimce: 5 ppm; ribe: 10 ppm; perad, telad (< 4 mjeseca), janjad i 

jarad: 20 ppm; goveda (> 4 mjeseca) i krznaše: 50 ppm kada je udio vode u hrani za životinje, 

preračunat na 12%. 

 

2.2.3. Strategije prevencije nastanka i dekontaminacije mikotoksina 

 
Razvoj preventivnih strategija nastanka mikotoksina bazira se na HACCP  pristupu tj. 

identificiranju ključnih kritičnih kontrolnih točaka prije i poslije žetve tj. berbe u lancu od 

polja do stola.  

Predžetvena strategija prevencije nastanka mikotoksina u žitaricama obuhvaća sjetvu 

otpornijih sorti (hibrida) i izbjegavanje sjetve mekog zrna. Pravilno gospodarenje zemljištem 

što podrazumijeva poštivanje plodoreda. Zatim kultivacija tla uz preporuku oranja i unošenja 

žetvenih ostataka u tlo, jer se u reduciranoj i u gospodarenju bez obrade značajno povećava 

opasnost od kolonizacije usjeva plijesnima i mikotoksinima u usporedbi s oranjem. 

Navodnjavanje takoñer ima bitnu ulogu u smanjenju stresa biljke u vrijeme njenog rasta. 

Bitna je i izbalansirana gnojidba jer dokazano je kako povećana gnojidba dušikom povećava 

rizik kontaminacije zrna rodom Fusarium. Prevencija može uključivati korištenje bioloških i 

kemijskih agenasa jer je poznato da se pojavnost toksikogenih plijesni povećava s 

povećanjem oštećenja od insekata, ptica ili glodavaca (Kabak i sur., 2006; Magan i sur., 

2007).  

Žetvena strategija podrazumijeva odabir pravog vremena za žetvu koje se utvrñuje 

odreñivanjem vlažnosti zrna, izbjegavanje mehaničkog oštećenja zrna koje otvara put infekciji 

i izbjegavanje kontakata s tlom (Kabak i sur., 2006).  

Posliježetvena strategija uključuje smanjenje vremena od žetve (berbe) do sušenja, 

zatim efikasno sušenje zrna na ≤14% vlage, učinkovitu higijenu skladišta, odsustvo štetočina 

u skladištu koji mogu osigurati vodu od vlastitog metabolizma i inicijalno zagrijavanje 

(Magan i sur., 2007), korištenje prikladnih konzervansa u prevenciji nastanka mikotoksina 

(Kabak i sur., 2006), i dr. Višegodišnjim ispitivanjima modificirane atmosfere ili alternativnih 

plinova za srednje i dugo skladištenje žitarica namijenjenih za hranu ili stočnu hranu, 
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utvrñeno je da je potrebno povećati razinu CO2 na >75% kako se ne bi pojavile 

mikotoksikogene plijesni u djelomično osušenom zrnu (Magan i sur., 2007). Pokušava se 

ustanoviti i učinak fumigacije sa SO2 u cilju kontrole fungalnog kvarenja u skladištu (Magan i 

sur., 2007; Pateraki i sur., 2007). Primjena fungicida i herbicida takoñer se iskorištava u cilju 

prevencije rasta plijesni i bosinteze mikotoksina (Kabak i sur., 2006). Neka su istraživanja 

pokazala kako uporaba niskih doza fungicida može smanjiti porast Fusariuma, ali ujedno i 

stimulirati produkciju DON-a i do 20 puta više u usporedbi s kontrolom (Magan i sur., 2002). 

Iskorištavaju se i antimikrobna svojstva sorbinske i benzojeve kiseline u skladištima. Ispituje 

se i korištenje konzervansa na bazi propionata na akumulaciju FB1 u uskladištenom zrnu, ali  

se nisu pokazali efikasnim (Marin i sur., 2000). Kako su konzervansi na bazi alifatskih 

kiseline fungistatici (za razliku od mogućeg fungicidnog i fungilitičkog djelovanja) ispituje se 

učinkovitost alternativnih komponenti kao što su eterična ulja i antioksidansi u spriječavanju 

rasta i akumulacije mikotoksina u djelomično osušenom zrnu (Magan i sur., 2007). Osim 

toga, postoji i pritisak smanjenja uporabe kemijskih aditiva općenito u industriji hrane i 

okretanje alternativnim pristupima kao što su već spomenuti antioksidansi, eterična ulja 

biljaka, ali i uporaba proizvoda bakterija i gljiva (Aldred i sur., 2004). 

U slučaju pojave mikotoksina u uskladištenom materijalu provodi se postupak 

dekontaminacije koja se može podijeliti na fizikalnu, kemijsku i biološku.  

Fizikalna dekontaminacija obuhvaća sortiranje zrna tj. otklanjanje oštećenog zrna i 

sortiranje po gustoći, pranje zrna tekućom vodom ili otopinom natrijevog-karbonata, kao i 

termalne tretmane. Meljava zrna takoñer spada u fizikalne metode, iako nema direktan učinak 

na smanjenje mikotoksina već na preraspodjelu u različite frakcije. Npr., meljava zrna s 

površinskom kontaminacijom rezultirat će s manje mikotoksina u brašnu, a više u klici i 

mekinjama (Jouany, 2007). Moguće je i korištenje adsorbenata (aktivnog ugljena, bentonita, 

celita, itd.) koji imaju kapacitet vezanja i imobilizacije mikotoksina u probavnom traktu. 

Ozračivanje gama zrakama, UV i X zrakama reducira kontaminaciju fungalnim sporama i 

degradira već proizvedene mikotoksine (Aziz i sur., 2002; Yiannikouris i sur., 2002; Soriano i 

sur., 2004; Kabak i sur., 2006; Jouany, 2007).  

Kemijske metode obuhvaćaju korištenje kiselina (kloridna kiselina, limunska kiselina), 

baza (amonij-hidroksida, kalcij-hidroksida, natrij-hidroksida), oksidirajućih agenasa (vodik-

peroksida), reducirajućih agenasa (natrij-bisulfita), klorirajućih agenasa (natrij-hipoklorita), 

itd. (Soriano i sur., 2004; Kabak i sur., 2006; Jouany, 2007). Ove metode se ne upotrebljavaju 

često zbog visoke cijene i rezidua koji zaostaju u hrani (Yiannikouris i sur., 2002). 
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Biološke metode obuhvaćaju korištenje bakterija kao npr. ruminalne i intestinalne 

flore koja omogućava otpornost preživača na intoksikacije mikotoksinima, i to Eubacterium 

vrste te rodovi Lactobacillus, Streptococcus i Bifidobacterium koji smanjuju apsorpciju 

aflatoksina i ohratoksina iz probavnog trakta. Osim bakterija koriste se i kvasci i gljive: 

kvasac Trichosporon deaktivira zearalenon, Exophiala spinifer hidrolizira FB1, a gljive poput 

Trichoderme sp., Phome sp. i Rhizopusa sp. razgrañuju aflatoksin B1 (Bata i sur., 1999; 

Yiannikouris i sur., 2002; Soriano i sur., 2004; Jouany, 2007).  

 

2.2.3.1. Mogućnosti nastanka mikotoksina u uskladištenom 

materijalu 

 
Iako se Fusariume često klasificira u plijesni polja zbog njihove potrebe za većom 

vlažnosti supstrata, postoji realna opasnost od kontaminacije uskladištenih žitarica ovim 

rodom. Nakon žetve, zrnje žitarica, koje je oboljelo u poljskim uvjetima (i koje može ali i ne 

mora imati vidljive simptome zaraze) dospijeva u skladišta i silose te kontaminira uskladišteni 

materijal. Uz povoljne uvjete okolišne vlažnosti i temperature ono će nastaviti svoj rast i 

razvoj kao i produkciju mikotoksina. Ključni uvjeti skladištenja su temperatura, pristupačnost 

vode i sastav plinova koji utječu na stupanj fungalnog kvarenja i produkciju mikotoksina 

(Magan i sur., 2003). Mikotoksikogene plijesni koje se pojavljuju u djelomično osušenom 

zrnu čine Penicillium verrucosum (ohratoksin) u hladnijim predjelima sjeverne Europe i 

Aspergillus flavus (aflatoksini), A. ochraceus (ohratoksin) i neke Fusarium vrste (fumonizini, 

trihoteceni, zearalenoni) u umjerenim i tropskim žitaricama (Magan i sur., 2007; Kabak i sur., 

2006). Berba kukuruza često se vrši pri sadržaju vlage od >14-15% što zahtijeva sušenje kako 

bi se smanjila pristupačna voda na aw < 0,70 (14%), što je sigurno za skladištenje. Često se 

ipak kukuruz ostavlja na čekanju tijekom kritičnog perioda ako su sušare u punom kapacitetu, 

što omogućava rast i kontaminaciju posebice rodom Fusarium sekcijom Liseola: F. 

verticillioides, F. proliferatum (fumonizini), F. graminearum (trihoteceni, zearalenoni) i 

Aspergillus flavus (aflatoksini) (Magan i sur., 2007) te tako manipulativno-tehnološki 

postupci od žetve (berbe) do skladištenja pogoduju daljnjem širenju plijesni (Pepeljnjak i sur., 

1999). Osim toga, mikotoksikogene plijesni se mogu pojaviti u skladištima kao rezultat 

izmjenjive vlažnosti u samom zrnu ili kao rezultat migracije vlage koja dolazi od zrna koje se 

hladi, a koje je smješteno blizu zidova skladišnih kontejnera/silosa što omogućava stvaranje 

mokrih točaka s povoljnim mikroklimatskim uvjetima za fungalni rast (Kabak i sur., 2006; 
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Magan i sur., 2007). Nedovoljno aerirana skladišta i neravnomjerna raspodjela vlage takoñer 

stvaraju povoljne uvjete za razvoj plijesni. Nadalje, intenzivnim disanjem zrna povećava se 

relativna vlaga i povisuje se temperatura uskladištene mase što dovodi do samozagrijavanja 

zrna što stvara idealne uvjete za razvoj toksikogenih plijesni. Ne smije se zanemariti ni uloga 

skladišnih insektnih štetočina koji mogu biti uključeni u dominaciju mikotoksikogenih vrsta u 

skladištu pomažući im u raspršivanju, kao vektori i nosači toksina kroz uskladišteni materijal 

(Magan i sur., 2003). Općenito loša posliježetvena strategija može dovesti do brzog kvarenja 

nutritivne kvalitete zrna, dok mikrobna aktivnost može uzrokovati nepoželjne učinke na zrnu 

uključujući promjenu boje, gubitke u suhoj tvari korištenjem ugljikohidrata kao izvora 

energije, razgradnju lipida i proteina, nastanak lako hlapljivih metabolita koji utječu na 

neugodan miris, gubitak germinacije, pekarske i sladne kvalitete što predstavlja značajnu 

opasnost u lancu prehrane (Magan i sur., 2007).  

U Hrvatskoj je praćena prosječna desetogodišnja kontaminacija kukuruza 

uskladištenog u koševima i hambarima individualnih domaćinstava na području sjeverne i 

srednje Posavine od 1985-1995 g. (Pepeljnjak i sur., 1999). Udio uzoraka kontaminiranih 

plijesnima bio je kako slijedi: Penicillium (63,9%), Rhizopus (49,4%), Fusarium (47,7%) i 

Absidia (35,7%), dok su ostale vrste: Aspergillus (19,2%), Trichoderma (13,2%), Botrytis 

(12,6%) i druge „plijesni polja“ bile relativno slabo zastupljene. Mikološka kontaminacija 

žitarica u vezi je s klimatskim uvjetima pred sabiranje usjeva što se odražava na učestalost 

kontaminacije žitarica u dvadesetčetverogodišnjem praćenju (1974-1998. god.) i to: Fusarium 

sp. (15,9-24,9%), Alternaria sp. (7,9-9,5%), Cladosporium sp. (2,4-6,6%), Absidia sp. (9,3-

12,8%), Trichoderma sp. (2,4-6,6%) (Pepeljnjak i sur., 1999). Fusarium vrste su podjednako 

učestale na kukuruzu i žitaricama kako u polju, koševima, hambarima individualnih 

proizvoñača, tako i u silosima i uskladištenim krmnim smjesama (Pepeljnjak i sur., 1999). 

Dvadesetogodišnjim pregledom nalaza mikotoksina u kukuruzu u razdoblju od 1975-

1995. g. u domaćinstvima Hrvatske, učestalost mikotoksina je relativno visoka i u širokom 

rasponu koncentracija: ohratoksin A 0,0-68,9 ppm, zearalenon 0,1-275,8 ppm, T-2 0,001-

20,52 ppm, HT-2 3,2-31,2 ppm, deoksinivalenol 0,02-85,3 ppm, diacetoksiscirpenol 25-25,6 

ppm, nivalenol 0,08-4,04 ppm (Pepeljnjak i sur., 1999). Učestalost mikotoksina u 

uskladištenim žitaricama individualnih proizvoñača od 1975-1988. na području sjeverne i 

srednje Hrvatske bila je: ohratoksin A 0,01-68 ppm, zearalenon 0,001-275,8 ppm, T-2 0,01-

20,5 ppm, HT-2 3,2-31,2 ppm, deoksinivalenol 0,02-85,3 ppm, diacetoksiscirpenol 0,6-40 

ppm, nivalenol 0,08-4 ppm, aflatoksin 0,005-0,05 ppm (Pepeljnjak i sur., 1999).  
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2.2.3.1.1. Optimalni abiotski uvjeti rasta Fusarium sp.  

 
Okolišni uvjeti igraju bitnu ulogu u rastu plijesni i proizvodnji mikotoksina. Ključan je 

utjecaj abiotskih uvjeta kao što su temperatura i aktivitet vode (aw) na vegetativan rast i 

proizvodnju Fusarium mikotoksina. Aktivitet vode se definira kao odnos parcijalnog tlaka 

vodene pare na površini proizvoda i parcijalnog tlaka vodene pare iznad čiste vode pri istoj 

temperaturi i predstavlja onaj sadržaja vlage koji može biti izmijenjen izmeñu proizvoda i 

njegovog okruženja. Sadržaj vlage predstavlja ukupnu vodu u proizvodu uključujući i 

molekularno vezanu vodu, ali slobodna „aktivna“ voda je pristupačna mikroorganizmima za 

rast i označava se kao aktivitet vode (aw). Aktivitet vode ima veći učinak na fungalni rast 

nego temperatura (Samapundo i sur., 2005). Fusarium sp. mogu rasti pri različitim 

vrijednostima pristupačne vode, od 0,90-0,995 i temperature 20-35ºC (Marin i sur., 1996). 

Optimalni uvjeti temperature se kreću oko 25ºC, uz pristupačnost vode oko aw 0,98 što su 

potvrdala znanstvena istraživanja (Velluti i sur., 2000a). Prema istraživanju Ramirez i sur. 

(2006), optimalni uvjeti za rast Fusarium graminearuma na ozračenom zrnu pšenice su 25ºC i 

aw 0,995 dok je razina DON-a bila najveća pri aw 0,995 i 30ºC. Pokazalo se kako F. 

verticillioides ne germinira pri aw 0,92 i 20ºC na zrnu kukuruza, dok je maksimalan porast 

zamijećen pri aw 0,98 i 30ºC (Torres MR i sur., 2003). Maksimalna produkcija FB1 i FB2 

odvija se pri aw 0,956 i 0,968 na 25ºC i 30ºC (Marin i sur., 1995).  

Abiotski uvjeti imaju bitnu ulogu u fungalnoj kolonizaciji u periodu prije i poslije 

žetve. Izmeñu svilanja i žetve zrno kukuruza sadrži oko 40-50% vode (aw=1), a sazrijevanjem 

zrna taj sadržaj se smanjuje na 20-25% (aw=0,90-0,95). Tijekom perioda sazrijevanja i 

nalijevanja zrna sadržaj vode favorizira kolonizaciju s Fusarium sp. (Marin i sur., 1998a) 

kako u kukuruzu tako i u svim žitaricama malog zrna. Osim abiotskih uvjeta koji su optimalni 

za rast Fusarium sp., ne smije se zanemariti ni biotska interakcija u uskladištenom zrnu 

uslijed različitih okolišnih parametara (Marin i sur., 1998b).  

 

2.2.3.2. Antioksidansi 

 
Antioksidansi imaju sposobnost usporavanja ili sprječavanja oksidacije drugih 

molekula te se dodaju hrani i stočnoj hrani kako bi se spriječilo njeno kvarenje. Dodaci stočne 

hrane u obliku antioksidanasa nisu korisni samo u zaštiti samih životinja već takoñer 

potpomažu i očuvanju nutritivnih vrijednosti i okusa njihovih proizvoda (Salobir i sur., 2007).  
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2.2.3.2.1. Sintetski antioksidansi i mehanizam djelovanja 

 
Sintetski antioksidansi kao što su butilirani hidroksianisol, butilirani hidroksitoluen i 

tert-butilhidrokinon su u širokoj upotrebi kao antioksidansi hrane (Balasundram i sur., 2006) i 

stočne hrane u cilju zaštite nezasićenih lipida i drugih tvari od kvarenja oksidativnom 

degradacijom (Giridhar i sur., 2001).  

                             

butilirani hidroksianisol  butilirani hidroksitoluen               tert-butilhidrokinon                     

               

 

                                       propil galat           propil paraben                       

 

Slika 4: Strukturne formule fenolnih sintetskih antioksidanasa 

 

Osim antioksidativnih osobina intenzivno se proučava i fungitoksičan učinak fenolnih 

antioksidanata i to već spomenutih BHA, BHT, TBHQ kao i propil galata, 

trihidroksibutirfenona, propil parabena (Slika 4), i dr. na micelijski rast Aspergillusa i 

Pencilliuma i proizvodnju aflatoksina na umjetnim podlogama, ali i u namirnicama (Ahmand 

i sur., 1981; Lin i sur., 1983; Nesci i sur., 2003). Ispitivanja minimalne inhibitorne 

koncentracije fenolnih sintetskih antioksidanasa BHA, BHT, PG, PP, TBHQ i THBP na 

mikotoksikogene Aspergillus, Penicillium i Fusarium vrste na tekućim i krutim podlogama 
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ispitao je i Thompson (1992). U ovoj studiji najučinkovitijim su se pokazali BHA i PP u 

koncentraciji od 250 ppm za F. gramineraum na obje vrste podloga, tj. BHA u koncentraciji 

od 250 ppm za F. verticillioides i 500 ppm PP i TBHQ na krutoj podlozi i po 500 ppm BHA, 

PP i TBHQ za isti soj u bujonu. Ispitivanja Thompsona i sur. (1993) su uzela u obzir i učinak 

pH na fungitoksičnu aktivnost fenolnih antioksidanasa. Utvrñena je veća učinkovitost PP u 

odnosu na BHA u inhibiciji konidijalne germinacije ispitivanih Pencillium i Fusarium vrsta.  

Ispitana je i minimalna inhibitorna koncentracija estera p-hidroksibenzojeve kiseline 

(butil parabena, etil parabena, metil parabena i propil parabena) protiv toksikogenih gljiva 

rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium (Thompson, 1994). Autor je zaključio kako su 

najučinkovitiji inhibitori micelijskog rasta ispitivanih plijesni parabeni s najdužim lancem 

estera: propil i butil paraben, a najmanje učinkovit je metil paraben s najkraćim lancem estera.  

Fenolni antioksidansi BHA, BHT i PG su ispitivani u kontroli toksikogenih vrsta 

Aspergillusa, Penicilliuma i Stachybotrysa na umjetnim podlogama, gdje se BHA pokazao 

visoko učinkovitim u usporedbi s BHT i PG u inhibiciji vegetativnog rasta sedam od osam 

ispitivanih sojeva (Giridhar i sur., 2001). U ovoj studiji je utvrñena inhibicija sekalonične 

kiseline i satrotoksina Penicillium purpurogenuma i Stachybotrys atra pri 100 ppm BHA. 

Proizvodnja aflatoksina B1, patulina, ohratoksina i penitrema B kompletno je inhibirana s 250 

ppm BHA. BHT je kompletno inhibirao rast S. atra pri 250 ppm dok je bilo potrebno čak 

1000 ppm BHT za inhibiciju A. flavusa, P. citrinuma i P. purpurogenuma. S druge strane, 

propil galat se pokazao kao blagi inhibitor rasta plijesni i proizvodnje toksina (Giridhar i sur., 

2001). 

Istraživanja Reynoso i sur. (2002) pokazala su da niže koncentracije (0,5 i 1 mM) dva 

antioksidansa (PP-BHA, PP-BHT, PP-THBP) mogu biti učinkovitije zajedno nego 

pojedinačno. Pokazalo se kako PP-BHA ima dobar potencijal kontrole rasta F. verticillioidesa 

i F. proliferatuma kod aw 0,995 i 0,98 na umjetnim podlogama s kukuruzom. Takoñer,  

pojedini tretmani (1 mM PP-BHT i PP-THBP pri aw 0,995) su pokazali stimulaciju 

proizvodnje fumonizina što bi značilo da kao odgovor na vodeni stres i antioksidanse, 

Fusariumi kao mehanizam opstanka produciraju više mikotoksina.  

Antioksidansi butilirani hidroksianisol i propil paraben su se pokazali učinkoviti protiv 

rasta roda Fusarium sekcije Liseola (Etcheverry i sur., 2002; Aldred i sur., 2008.). Etcheverry 

i sur. (2002) su ispitali učinak BHA, PP, BHT i THBP na rast F. verticillioidesa i F. 

proliferatuma i proizvodnju fumonizina pri različitim temperaturama i aw, te su dokazali da 

BHA i PP u koncentracijama ≥10 mM inhibiraju rast i produkciju fumonizina pri aw 0,995 i 

0,95.  
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Učinak dva najbolja antioksidansa u hrani, BHA i PP, na micelijski rast dvije vrste 

roda Fusarium i akumulaciju fumonizina, uz tri razine aktiviteta vode, na sterilnom zrnu 

kukuruza, ispitali su Torres AM i sur. (2003). U ovoj studiji su bile potrebne puno veće 

koncentracije ispitivanih tvari u inhibiciji rasta nego u istraživanjima Etcheverryja i sur. 

(2002) i to 500 ppm BHA i 500 ppm PP koje su dovele do redukcije micelijskog porasta 

Fusariuma, posebice na aw 0,95. Nadalje, 100 i 200 ppm na aw 0,995 i 0,95 je bilo 

neučinkovito za obje vrste roda Fusarium. Takoñer je dokazano da oba antioksidansa 

značajno reduciraju razinu fumonizina, posebice pri aw 0,98 i 0,95, pa 500 ppm BHA pri aw 

0,98 rezultira najmanjom razinom fumonizina, dok je pri aw 0,995 kada je voda pristupačna, 

redukcija fumonizina bila samo 20-30% (Torres AM i sur., 2003). 

Farnochi i sur. (2005) su ispitivali učinak BHA i PP na rast F. verticillioidesa i F. 

proliferatuma i proizvodnju fumonizina, ali na prirodnom zrnu kukuruza na kojem je prisutna 

i kompetitivna mikoflora i to na dvije razine aktiviteta vode: 0,98 i 0,95. BHA (500 ppm i aw 

0,95) reducira razinu fumonizina oko 82% u 7-om i 14-om danu, ali na kraju pokusa (28 dan) 

redukcija iznosi samo 32%. Veća kontrola produkcije fumonizina pokazala se s 1000 ppm 

BHA. PP pri aw 0,95 i koncentracijama od 500 ppm i 1000 ppm reducira razinu fumonizina 

od 56-76%. Uz aw 0,98 i BHA i PP kontroliraju proizvodnju fumonizina, ali samo nakon 7 i 

14 dana, dok nakon 21 i 28 dana nema značajne razlike u količini fumonizina u usporedbi s 

kontrolom (Farnochi i sur., 2005). Autori su zaključili kako redukcija razine fumonizina može 

nastati zbog učinka antioksidanasa i zbog kompetitivne mikoflore posebice Aspergillus i 

Penicillium rodova.  

Antioksidans etoksikvin (Slika 5) je takoñer prepoznat kao jaki antiaflatoksikogeni 

agens (Hussein i sur., 2001) koji je široko raširen aditiv u stočnoj hrani gdje štiti 

autooksidacijske tvari bogate nezasićenim ugljikovodicima kao što su lipidi, karoteni, 

vitamini A i E (Berdikova Bohne i sur., 2007). 

 

 

Slika 5: Strukturna formula etoksikvina 

 

Mehanizam djelovanja antioksidanasa koji inhibiraju micelijski rast toksikogenih 

gljiva nije jasan (Aldred i sur., 2008). Thompson (1996) je utvrdio oštećenja stanične 
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micelijske membrane što dovodi do pojačanog istjecanja šećera, aminokiselina i proteina iz 

fungalne stanice Fusariuma sp. tretirane s BHA. Smatra se da BHA i PP remete transport 

protona preko mitohondrijske i stanične membrane te time i proizvodnju energije i transport 

supstrata (Etcheverry i sur., 2002; Aldred i sur., 2008). Simonetti i sur. (2003) pretpostavili su 

kako je BHA membranski disruptor koji dovodi do promjena u permeabilnosti stanice, a 

samim tim do pojačanog istjecanja celularnih enzima.  

Osim oštećenja stanične membrane fenolnim spojevima, visoke koncentracije 

antioksidanasa mogu dovesti do oksidativnog stresa stanice, nastanka slobodnih radikala što 

može dovesti do morfoloških promjena i fragmentacije DNA (Thompson i Moldéus, 1987; 

Kahl i sur., 1989; Iverson, 1999; Stammati i sur., 1999; Atsumi i sur. 2005; Slamenova i sur. 

2009). 

Korištenje sintetskih antioksidanata je u nekim zemljama zabranjeno zbog nepoželjnih 

efekata na ljudsko zdravlje (Miguel i sur., 2005) te je potrebno smanjiti koncentracije ovih 

antioksidanasa u stočnoj hrani ili ih kombinirati s prirodnim antioksidansima i tvarima.  

Prema Pravilniku o kakvoći stočne hrane (Narodne novine Republike Hrvatske br. 

26/1998), da bi se spriječila oksidacija sirove masti i drugih nestalnih sastojaka, krmnim se 

smjesama mogu dodavati slijedeći antioksidansi: E320 (butilirani hidroksianisol) najviše 150 

ppm pojedinačno ili u smjesi, E321 (butilirani hidroksitoluen), E324 (etoksikvin) te E310 

(propil galat), najviše 100 ppm pojedinačno ili u smjesi.  

 

2.2.3.2.2.  Prirodni  antioksidansi i mehanizam djelovanja 

 
Eterična ulja su aromatske uljaste hlapive tekućine, sekundarni metaboliti, dobiveni iz 

biljnog materijala: cvijeća, pupa, sjemena, lišća, grana, kore, stabljike, drveta, plodova i 

korijena (Burt, 2004). Antimikrobna svojstva eteričnih ulja su prepoznata još od 50-ih godina 

prošloga stoljeća. Osim antibakterijskih osobina (Paster i sur., 1990; Hammer i sur., 1999; 

Elgayyar i sur., 2001; Mourey i sur., 2002; Al-Bayati, 2008), eterična ulja ili njihove frakcije 

posjeduju i antiviralna (Duschatzky i sur., 2005), antifungalna (Moleyar i sur., 1986; Akgül i 

sur., 1988; Arras i sur., 2001; Elgayyar i sur., 2001; Daferera i sur., 2003), antitoksikogena 

(Juglal i sur., 2002; Marin i sur., 2002; Selvi i sur., 2003; Velluti i sur., 2003), antiparazitna 

(Pandey i sur., 2000) i insekticidna svojstva (Konstantopoulou i sur., 1992). Eterična ulja kao 

antimikrobne agense označavaju dvije glavne karakteristike: prva je njihovo prirodno 

podrijetlo što bi moglo podrazumijevati veću sigurnost za ljude i okoliš. Takoñer, smatra se 

da je riječ o tvarima s malom mogućnošću razvoja otpornosti od strane patogenih 



 31 

mikroorganizama (Daferera i sur., 2003). Naime, vjeruje se da je patogenima teško razviti 

otpornost mješavini uljnih komponenti s različitim mehanizmima antimikrobne aktivnosti 

(Daferera i sur., 2003). Antifungalna i antimikotoksikogena svojstva pojedinih sastojaka 

eteričnih ulja prikazana su u Tablici 2. 

 

Tablica 2: Glavne komponente odabranih eteričnih ulja koja pokazuju antimikrobna svojstva 

(Marin i sur., 2003; Burt, 2004) 

Uobičajen naziv 

eteričnog ulja 
Latinski naziv biljke Glavne frakcije ulja Približan sastav (%)a 

Cilantro Coriandrum sativum 

(mladi listovi) 

Linalol 

E-2-decenal 

26 

20 

Korijander Coriandrum sativum 

(sjeme) 

Linalol 

E-2-decenal 

70 

- 

Cimet Cinnamomum zeylandicum Trans cimetni aldehid 65 

Cimet 

(Marin i sur., 2003) 

 Eugenol 

Kariofilen 

Eugenil-acetat 

Linalol 

Cimetni aldehid 

2-propenil benzodioksol 

Cimetni alkoholni acetat 

ά-cubeben 

82 

5 

2 

2 

1 

1 

1 

< 1 

Origano  Origanum vulgare Karvakrol 

Timol 

γ- terpinen 

p-cimen 

U tragovima-80 

U tragovima-64 

2-52 

U tragovima-52 

Klinčić (pupoljak) Syzygium aromaticum Eugenol 

Eugenil-acetat 

75-85 

8-15 

Majčina dušica Thymus vulgaris Timol 

Karvakrol 

γ- terpinen 

p-cimen 

10-64 

2-11 

2-31 

10-56 

Limunska trava  Geranial 

Neral 

Limonen 

Geranil-acetat 

Geraniol 

Metil-heptanon 

52 

28 

5 

4 

2 

1 

Palmarosa  Geraniol 

3-karen 

Geranil-acetat 

88 

2 

1 

a postotak ukupnih hlapljivih tvari zaokružen na prvi cijeli broj 
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Moleyar i sur. (1986) su ispitivali antifungalnu učinkovitost nekih komponenta 

eteričnih ulja u pokusu in vitro u bujonu i na agaru. U tekućoj kulturi u inhibiciji Aspergillus 

nigera, Fusarium oxysporiuma i Penicillium digitatuma najboljim su se pokazali nezasićeni 

aldehidi (citral, cimetni aldehid i citronelal), zatim geraniol i nezasićeni alkoholi, pri 

minimalnoj inhibitornoj koncentraciji od 100 ppm. Drukčiji rezultati dobiveni su u pokusu na 

krutoj podlozi kada su gore navedene komponente bile neuspješne u inhibiciji istih plijesni, 

ali su bile aktivne u inhibiciji Rhizopus stolonifera i Mucor sp.  

Turski istraživači Akgül i sur. (1988) ispitali su učinak deset turskih začina (sjeme 

crnog kumina, plod korijandra, plod kumina, plod kopra, list lovora, list origana, list peršina, 

list metvice, list slatkog bosiljka, sjeme bijele gorušice), eteričnog ulja origana, timola i 

karvakrola u sprječavanju rasta plijesni zagañivača hrane: rodova Aspergillus, Mucor, 

Penicillium i Geotrichum. Rezultati su pokazali kako niti jedan od začina osim origana nema 

inhibitorni učinak na fungalni rast, dok su eterična ulja origana (timol i karvakrol) i to u 

koncentraciji od 0,025% (w/v) i 0,05 % (w/v) pokazali kompletnu inhibiciju rasta testiranih 

plijesni. Slične rezultate su dobili i Paster i sur. (1990) koji su uspjeli s eteričnim uljem 

origana i timijana inhibirati rast Aspergillusa pri 400, 600 i 700 ppm. Elgayyar i sur. (2001), 

ispitujući antimkrobnu aktivnost eteričnih ulja na patogene bakterije i saprofitne plijesni, 

zaključuju da je eterično ulje origana, najučinkovitije i kompletno inhibira rast ispitivanih 

fungi imperfecti (Aspergillus niger, Geotrichum i Rhodotorul). Juglal i sur. (2002) su ispitali 

učinak začinskih ulja na proizvodnju mikotoksina. Ulje klinčića (eugenol) je bilo 

najinhibitornije na fungalni rast Aspergillus parasiticusa i Fusarium verticillioidesa, a slijede 

ga cimet (cimetni aldehid), origano (timol i karvakrol) i ulje muškatnog oraščića (miristin), 

dok ulja nima (Azadirachta indica) i eukaliptusa (cineol) nisu pokazala učinak na fungalni 

rast. Ulje klinčića suprimira proizvodnju AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 pri 0,5 ppm, dok 2 ppm 

ovog ulja reducira FB1 za 78% (Juglal i sur., 2002). Ista skupina autora je takoñer zaključila 

kako antifungalna aktivnost ispitivanih aromatskih organskih tvari može biti vezana uz 

njihove aktivne komponente. Naime, sve ispitivane komponente imaju cikličku strukturu s 

postranim lancima osim eukaliptusa i nima koji su se pokazali antifungalno neučinkovitima. 

Poznato je da hidroksilna grupa može stvarati vodikove veze s aktivnim enzimima što 

rezultira deaktivacijom i utječe na učinak biosinteze toksina (Velluti i sur., 2004a).  

Marin i sur. (2003) ispitivali su kontrolu fumonizina B1 u prirodno kontaminiranom 

zrnu kukuruza s F. verticillioidesom i F. proliferatumom uz eterična ulja cimeta (82,3% 

eugenola), klinčića (88,2% eugenola), limunske trave (52% geranola, 28% nerala), origana 
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(70% karvakrola, 16,7% p-cimen) i palmarose (87,6% geraniola), pri dva aktiviteta vode 

(0,995 i 0,950) i dvije temperature (20 i 30ºC), u koncentraciji od 500 ppm. Najbolji učinak su 

pokazali cimet, limunska trava i palmarosa na većem aktivitetu pri 20 i 30ºC za F. 

verticillioides. F. proliferatum reducira sintezu FB1 uporabom cimeta, limunske trave i 

palmarose pri 20ºC, ali redukcija nije statistički značajna. Autori su zaključili kako 

kompetitivna mikoflora igra bitnu ulogu u nastanku FB1, a djelotvornost eteričnih ulja u 

supstratu kao što su žitarice je manja u usporedbi sa sintetičkim medijima. 

Velluti i sur. (2003) su ispitivali inhibitorni učinak eteričnih ulja cimeta, klinčića, 

limunske trave, origana i palmarose na rast F. proliferatuma i prozvodnju FB1 na ozračenom 

zrnu kukuruza. Zaključili su kako aw, temperatura i koncentracija eteričnih ulja ima značajan 

učinak na rast F. proliferatuma. Istraživači nisu ustanovili značajne razlike izmeñu učinka 

cimeta, origana, palmarose i limunske trave na tri različita izolata iste vrste. Različiti izolati su 

imali drugačiji odgovor na aw, temperaturu i koncentraciju eteričnih ulja. Svih pet ispitivanih 

eteričnih ulja je pokazalo inhibitorni učinak na rast F. proliferatuma na 20 i 30ºC i pri aw 

0,995, dok su na aw 0,950 samo cimet, klinčić i origano bili učinkoviti u inhibiciji rasta F. 

proliferatuma na 20ºC i nijedan od njih na 30ºC. Na smanjenu produkciju FB1 imali su 

učinak cimet, origano i palmarosa pri aw 0,995 i obje temperature, dok su klinčić i limunska 

trava imali dobar učinak na 30ºC. Korištene su dvije koncentracije od 500 i 1000 ppm 

eteričnog ulja, ali pokazalo se da nema značajne razlike u njihovoj djelotvornosti. Autori su 

zaključili kako cimet i origano mogu biti učinkoviti u kontroli rasta i produkciji FB1 na 

kukuruzu u predžetvenim uvjetima.  

Velluti i sur. (2004a) su u istraživanja obuhvatili i F. verticillioides i ispitali su učinak 

eteričnih ulja cimeta, klinčića, limunske trave, origana i palmarose na rast i FB1 produkciju 

pri dva aktiviteta vode (0,995 i 0,95), dvije temperature (20 i 30ºC) i dvije koncentracije od 

500 i 1000 ppm na ozračenom zrna kukuruza. Sva ispitivana eterična ulja su pokazala 

inhibitorni učinak koji je ovisio o aw, a učinak im je bio bolji pri nižem aw i nižoj 

temperaturi. Origano i limunska trava su bili najučinkovitiji u inhibiciji rasta F. 

verticillioidesa pri aw 0,995, dok su pri aw 0,95 origano i klinčić bili učinkoviti samo pri 

većoj koncentraciji eteričnog ulja. FB1 produkcija je bila inhibirana samo pri 30ºC i aw 0,995 

i to od strane svih ispitivanih eteričnih ulja podjednako u koncentraciji od 1000 ppm. U ovom 

istraživanju autori su primijetili i pojačanu produkciju toksina pri odreñenim okolišnim 

uvjetima: pri 20ºC, aw 0,95 i aw 0,995 kod tretiranja kukuruza s eteričnim ulja origana te kod 

tretiranja kukuruza cimetom, klinčićem, palmarosom na 30ºC i aw 0,95.  
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Slične rezultate dobili su i Lopez i sur. (2004) koji su ispitivali antifungalni i 

antimikotoksikogeni učinak četiri lokalne aromatske biljke: Origanum vulgare, Aloysia 

triphylla, Aloysia polystachya i Mentha piperita na rast Fusarium verticilliodesa i 

proizvodnju FB1 na zrnu kukuruza. Origanum vulgare (origano) pokazao se najučinkovitijim 

u inhibiciji micelijskog rasta kao i u inhibiciji sinteze FB1. Ova aromatična biljka ima visok 

sadržaj alkoholnih i fenolnih sastojaka (terpineol i timol 42,3% od ukupnog sadržaja ulja), a 

smatra se da eterična ulja sa sastojcima koji su oksigenirani imaju veću antifungalnu aktivnost 

u usporedbi s ugljikovodičnima (Lopez i sur., 2004).  

Učinak eteričnih ulja cimeta, klinčića, origana, palmarose i limunske trave na rast F. 

graminearum i proizvodnju ZEA i DON-a pri dva aktiviteta vode (0,995 i 0,95), dvije 

temperature (20 i 30ºC) i koncentraciji od 500 ppm na nesteriliziranom zrnu kukuruza ispitali 

su Marin i sur. (2004). Pri nižoj temperaturi nije utvrñena značajna inhibicija sinteze DON-a. 

Viša temeperatura i aw 0,95 uz eterična ulja cimeta, klinčića i limunske trave inhibiraju 

akumulaciju DON-a, dok je origano i palmarosa stimuliraju. Potpuna inhibicija DON-a je 

utvrñena pri 30ºC i aw 0,995. Općenito, učinak eteričnih ulja bio je slab što se može pripisati 

utjecaju kompetitivne mikoflore. Najboljim se pokazalo eterično ulje klinčića u simultanoj 

inhibiciji ZEA i DON-a (Marin i sur., 2004).  

Eterična ulja klinčića, origana i cimeta sadrže aromatske komponente poput eugenola 

koji je glavna komponenta ulja klinčića i cimeta, i karvakrola koji je glavni sastojak ulja 

origana. Antimikrobna aktivnost ovih ulja najvjerojatnije se temelji na prisutnosti aromatske 

jezgre i fenolne OH grupe, koja je reaktivna i formira vodikove veze na aktivnim mjestima 

enzima (Velluti i sur., 2004a). Glavna komponenta palmarosa ulja je geraniol (alifatski 

alkohol), a limunske trave geranial i neral (alifatski aldehidi) koji takoñer posjeduju 

antifungalna svojstva (Velluti i sur., 2004a) i odreñene antioksidativne osobine (Ruberto i 

sur., 2000).  

 
 

                               

 

timol                                           karvakrol                                            eugenol 
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Slika 6: Struktura sastojaka eteričnih ulja 

Općenito, fenoli posjeduju najveću antioksidativnu aktivnost (Ruberto i sur., 2000), 

pri čemu se potencijal antifungalne aktivnosti kreće kako slijedi: fenoli> alkoholi> aldehidi 

>ketoni >esteri >ugljikovodici (Kurita i sur., 1983). Antifungalnu aktivnost pokazuju eterična 

ulja koja sadrže fenolnu komponentu (Slika 6), a to su oksigenirani monoterpeni (timol, 

karvakrol, citral) te fenolni benzenski derivati (eugenol), dok alilni alkoholi posjeduju nešto 

slabiju antioksidativnu aktivnost (nerol, geraniol) (Ruberto i sur., 2000). Prisutnost 

pristupačnog vodikovog atoma fenola i/ili alilne skupine predstavlja dobru barijeru protiv 

oksidativnih procesa (Ruberto i sur., 2000).  

Inhibitorni učinak aromatičnih tvari najčešće je povezana s hidrofobnošću, koja je 

direktno korelirana s logP (particijski koeficijent tj. raspodjela lipofilne komponente izmeñu 

oktanola i vode) i njihovom raspodjelom u citoplazmatsku membranu (Lanciotti i sur., 2003). 

Najhidrofobnije komponente su općenito najtoksičnije i stanična membrana je često glavno 

mjesto toksične djelatnosti (Sikkema i sur., 1995). Umetanje lipofilnih spojeva u membranu 

inducira promjene u njenim fizikalno-kemijskim osobinama, narušava integritet membrane i 

povećava pasivni protok protona kroz membranu (Ben Arfa i sur., 2005). Ovaj učinak je 

posebice dokazan s tvarima koje imaju logP veći od 3 (karvakrol 3,52; timol 3,30; eugenol 

2,73) (Ben Arfa i sur., 2005; Nostro i sur., 2007). Utvrñen je i fungicidan učinak timola i 

karvakrola na fungalnu stanicu stvaranjem lezija na citoplazmatskoj membrani (Pina-Vaz i 

sur., 2004; Pinto i sur., 2006). Transmisijskom elektronskom mikrografijom utvrñeno je kako 

niže koncentracije timola (1 µg L-1) uzrokuju dezorganizaciju staničnih organela fungalnih 

konidija i hifa, dok veće koncentracije (8 µg L-1) dovode do gubitka stanične strukture i 

organizacije (Svircev i sur., 2007). Karvakrol, zahvaljujući svojoj hidrofobnosti, se može 

akumulirati u staničnoj membrani. Njegova sposobnost stvaranja vodikovih veza kao i 

sposobnost otpuštanja protona može inducirati konformacijske modifikacije membrane što 

dovodi do stanične smrti (Ben Arfa i sur., 2005). 

Eugenol dovodi do oštećenja stanične stijenke i opsežne lize stanica (Thoroski i sur., 

1989). Učinak eugenola na fungalnu stanicu je inhibicija germinacije konidija, oštećenje 

konidijalnih membrana, inhibicija formiranja apresorija i otjecanje citoplazmatskog sadržaja 

(Herath i sur., 2008). 

Citral (Slika 7) je prirodna mješavina geraniala i nerala, geometrijskih izomera, koji 

posjeduje snažno fungistatsko i fungicidno djelovanje. Općenito, inhibitorni učinak citrala i 

sličnih komponenti kao što su citronelal i α-pinen na stanicu plijesni uključuje granulaciju 
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citoplazme, puknuće citoplazmatske membrane i inaktivaciju i/ili inhibiciju sinteze 

intracelularnih i ekstracelularnih enzima (Garcia i sur., 2008).  

       geranial 

   neral 
 

Slika 7: Strukturna formula citrala 

 

Nezasićeni aldehidi strukturno slični citralu: heksenal, decenal, pentenal (Slika 8) 

takoñer posjeduju antifungalnu aktivnost (Moleyar i sur., 1986). Autori smatraju da CHO 

grupa nezasićenih aldehida (heksenal, decenal, pentenal) konjugirana s dvostrukom vezom 

lanca može biti mjesto antifungalne aktivnosti. Ovakve molekule su snažni elektrofili, što bi 

moglo značiti da povećanje elektrofilnosti povećava i antifungalnu aktivnost (Moleyar i sur., 

1986). 

 

                             

        pentenal        heksenal               decenal 

 

Slika 8: Strukturne formule pentenala, heksenala i decenala 

 

Europska komisija je registrirala brojne sastojke eteričnih ulja (timol, eugenol, 

karvakrol, citral, heksenal, pentanal, decenal) kao poboljšivače okusa u hrani (Official Journal 

of the European Communities No 217/1999; 32/2002). 

 

2.2.3.3. Masne kiseline i mehanizam djelovanja 

 
Masne kiseline i njihovi monogliceridi posjeduju antibakterijska svojstva (Kabara i 

sur., 1972; Ouattara i sur., 1997; Skřivanová i sur., 2005) te antiviralne (Thormar i sur., 1987) 

i antifungalne osobine (Bergsson i sur., 2001; Riháková i sur., 2002; Walters i sur., 2003; 
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Altieri i sur., 2009). Ova svojstva su naročito uočena kod masnih kiselina srednjeg lanca 

(Slika 9) i njihovih monoglicerida (Bergsson i sur., 2001). 

 

 

 
                      

                                   

 

       oktanska (kaprilna) kiselina               dekanska (kaprinska) kiselina 
 
 
         

 

                            

       dodekanska (laurinska) kiselina                           tetradekanska (miristinska) kiselina 
 

Slika 9: Strukturne formule masnih kiselina srednjeg lanca 

 

Izvori masnih kiselina mogu biti prirodnog podrijetla: kokosovo ulje sadrži 4,9% 

oktanske i 6,2% dekanske kiseline (Ghosh i sur., 1997), dok ulje muškatnog oraščića sadrži 

46% tetradekanske, 11% oktanske i 5% dekanske kiseline (Spricigo i sur., 1999). Dodekanska 

kiselina je široko rasprostranjena u mastima sjemenki porodice Lauraceae (Walters i sur., 

2003). To je dominantna masna kiselina u cimetovom ulju (80–90%), kokosovom ulju (41–

56%) i ulju palminih koštica (41-55%) (Gunstone i sur., 1994). Novi potencijalni izvor 

dodekanske kiseline je uljana repica (Brassica napus L.) koja može biti genetski modificirana 

da producira velike količine ulja s ovom kiselinom (Walters i sur., 2003).  

Istraživanja su dokazala kako je dodekanska kiselina i njezini derivati, najinhibitornija 

zasićena masna kiselina protiv gram-pozitivnih organizama (Kabara i sur., 1972), a 

karakterizira je i snažno antifungalno djelovanje (Riháková i sur., 2002; Walters i sur., 2003; 
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Altieri i sur., 2009). Bergson i sur. (2001) su utvrdili kako oktanska i dodekanska kiselina 

aktivno ubijaju stanice Candide albicans.  

Riháková i sur. (2002) u svom istraživanju su ispitali učinkovitost monoacilglicerola 

(monolaurin) iz kokosovog ulja na germinaciju spora i micelijski rast Aspergillus nigera. 

Obzirom da kokosovo ulje sadrži 90% zasićenih masnih kiselina (45-48% dodekanske te 30-

36% oktanske, dekanske i tetradekanske kiseline), a zbog visoke cijene pripreme čistih 

supstancija, autori su pripremili acil-glicerol iz kokosovog ulja i dokazali da se monolaurin iz 

kokosovog ulja može koristiti kao antifungalni agens umjesto lauroil-glicerola.   

Walters i sur. (2003) su ispitivali učinak dodekanske kiseline na biljne patogene 

Rhizoctonia solani, Pythium ultimum i Blumeria graminis f. sp. hordei. Najveću inhibiciju 

rasta je pokazao tretman s 500 µM dodekanske kiseline koja je reducirala micelijski rast 

Rhizoctonia solanie i Pythium ultimuma za 90%. Dodekanska kiselina na klijancima ječma u 

koncentraciji od 250 µM i većim dovela je do značajne redukcije Blumeria graminis f. sp 

hordei.  

Učinkovitost masnih kiselina i njihovih monoglicerida na Fusarium sp. in vitro 

isipitivali su Altieri i sur. (2009). U njihovim istraživanjima dodekanska kiselina je reducirala 

rast F. oxysporiuma u koncentraciji od 50 ppm, dok je učinak monolaurina bio neznatan. Isti 

učinak je primijećen i kod F. avenaceuma. Tetradekanska kiselina i monomiristin su pokazali 

najveću antifungalnu učinkovitost pri najvišoj koncentraciji (40 ppm) i nešto bolji učinak je 

primijećen kod F. oxysporiuma nego kod F. avenaceuma (Altieri i sur., 2009).  

Poznato je da odreñene masne kiseline posjeduju fungistatske i fungicidne osobine 

(Chadeganipour i sur., 2001). Istraživanja su pokazala kako su dugački lanci nezasićenih 

masnih kiselina imaju bolje antifungalno djelovanje od zasićenih ili razgranatih lanaca 

(Chadeganipour i sur., 2001). Hidrofobne grupe zasićenih masnih kiselina igraju bitnu ulogu 

u njihovoj bioaktivnosti (Brannen i sur., 1980). Duži lanci masnih kiselina povećavaju 

hidrofobnost i tako smanjuju njihovu topivost u vodenim sistemima (Ouattara i sur., 1997), a 

najbolji balans hidrofobnih i hidrofilnih grupa ima dodekanska kiselina (Branen i sur., 1980). 

Antimikrobna aktivnost masnih kiselina ovisna je o pH vrijednosti. Pretpostavlja se da 

nedisocirane masne kiseline lako penetriraju u lipidnu membranu bakterijske stanice gdje 

disociraju u alkalnom okruženju (Skřivanová i sur., 2005).  

Mehanizam djelovanja na gljive nije u potpunosti jasan, ali moguće je da masne 

kiseline oštećuju plazma membranu gljiva (Walters i sur., 2003). Istraživanja su pokazala 

kako različite vrste gljiva imaju različitu osjetljivost na masne kiseline s različitim brojem 

ugljikovih atoma (Chadeganipour i sur., 2001). Avis i sur. (2001) su utvrdili kako je glavno 



 39 

mjesto napada cis-9-hepta dekanske kiseline lipidni sloj fungalnih membrana. Veće doze ove 

kiseline uzrokovale su promjene u permeabilnosti membrane, što uzrokuje oslobañanje 

intracelularnih elektrolita i proteina i na kraju dovodi do dezintegracije citoplazme micelija i 

spora. Spore i miceliji gljiva imaju različiti kemijski sastav i tvrdoću stanične stijenke kao i 

različite enzime koji iniciraju germinaciju (Chadeganipour i sur., 2001). Transmisijska 

elektronska mikroskopija u studiji Bergsson i sur. (2001), u kojoj je ispitivan učinak 

dodekanske kiseline na C. albicans, pokazuje dezorganiziranost citoplazme koja je 

najvjerojatnije nastala promjenama u hidrostatskim turgoru stanice zbog oštećenja ili 

dezintegracije plazme membrane, a to se možda dešava i u gljivama biljnim patogenim 

(Walters, 2003).  

Europska komisija registrirala je masne kiseline (npr. oktanska, dekanska, 

dodekanska, tetradekanska kiselina, i dr.) kao poboljšivače okusa u hrani i smatra se kako ne 

predstavljaju opasnost za javno zdravlje (Official Journal of the European Communities No 

217/1999; 32/2002). 
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 Dosadašnja istraživanja inhibitornog učinka sintetskih i prirodnih antioksidanasa te 

masnih kiselina obuhvatila su istraživanja na umjetnim hranjivim podlogama ili je kao 

supstrat korišteno zrnje žitarica. Nedostaju istraživanja inhibitornog djelovanja navedenih 

tvari na rast F. graminearuma i F. verticillioidesa i sintezu njihovih toksina u gotovim 

krmnim smjesama što će biti obuhvaćeno ovim radom. 

Prilikom uskladištenja krmnih smjesa u silosima i skladištima može doći do povećanja 

vlažnosti i temperature u mikroregijama uskladištenog materijala. Ovaj pokus je simulirao 

takvu situaciju tako što su sterilne krmne smjese hidratizirane do dvije razine aktiviteta vode: 

0,95 i 0,98. Ispitan je učinak smjesa tvari antioksidanasa (sintetskih i prirodnih) i masnih 

kiselina, različitih koncentracija, koje su umiješane u krmne smjese, nakon čega je provedena 

umjetna inokulacija istih odabranim vrstama roda Fusarium. Tijekom porasta plijesni na 

krmnim smjesama svakodnevno je praćen rast kolonija. U kombinacijama antifungalnih tvari, 

najučinkovitijim u inhibiciji porasta Fusarium sp., odreñen je sadržaj mikotoksina na kraju 

perioda inkubacije.  

 

3.1. Čiste kulture rodova Fusarium 

 
U pokusima su korištene čiste kulture rodova Fusarium, koji su se pokazali kao dobri 

producenti trihotecena tipa B: Fusarium graminearum Schwabe 110250 (Centraalbureau voor 

Schimmelcultures, Nizozemska) i fumonizina B: Fusarium verticilloides M-1325 (Fusarium 

Research Center, Department of Plant Pathology, Penn State University, SAD). Čiste kulture 

Fusarium graminearuma i Fusarium verticillioidesa uzgojene su u petri pločama na krumpir-

dekstroznom agaru (potato dextrose agara, BioLife) (Marin i sur., 1998b) na temperaturi od 

25°C ± 1°C tijekom pet dana. 

 

3.2. Krmne smjese  

 
Krmne smjese lokalnog proizvoñača stočne hrane, SK-D-N (za krmače dojilje i 

neraste) i PPT- 2 (za tov pilića u porastu) su sterilizirane gama zrakama od 12 kGreya (Lee i 

sur., 2000; Ramirez i sur., 2006) na Institutu Ruñer Bošković, Zagreb. Sastav ovih krmnih 

smjesa prikazan je u Tablicama 3 i 4. Početni sadržaj vlage u stočnoj hrani PPT-2 bio je 

11,06% (aw=0,632), a u stočnoj hrani SK-D-N 12,09% (aw=0,619). Željeni aktivitet krmnih 

smjesa (0,95 i 0,98) odreñen je prema krivulji adsorpcije vlage za svako krmivo (Marin i sur., 
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1995a). Aktivitet vode u smjesi je provjeravan s ureñajem za mjerenje aktiviteta vode 

(HygroPalm AW1, Rotronic).  

 

Tablica 3: Sastav krmne smjese PPT-2  

PPT-2 % smjese 

kukuruz 51,125 
soja – tostirana 19 
soja – sačma 20 
kvasac 1,875 
mast 2,5 
metionin 0,15 
lizin 0,15 
vezač 1,25 
sol 0,125 
stočna kreda 1,7 
fosfonal forte 1,125 
premiks vitamina 1 

 

Tablica 4: Sastav krmne smjese SK-D-N 

SK-D-N % smjese 

kukuruz 45,7 
ječam 15 
stočno brašno 15 
dehidrirana lucerna 2,5 
soja – sačma 15 
kvasac 2,5 
lizin 0,1 
sol 0,5 
kalcitno brašno 2 
fosfonal forte 1,2 
premiks vitamina  0,5 

 
 

3.3. Antioksidansi i masne kiseline 

 
U istraživanjima su ispitani:  

1. Sintetski antioksidansi: butilirani hidroksianisol – BHA (p.a., 98%), propil paraben 

– PP (p.a., 99%), butilirani hidroksitoluen – BHT (p.a., 99%), propil galat – PG (p.a., 98%), 

tert-butilhidrokinon –TBHQ (p.a., 98%), etoksikvin – E (p.a., 75%), selenit (p.a., 98%).  
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2. Prirodni antioksidansi tj. sastojci eteričnih ulja: timol – T (p.a., 99,5%), karvakrol – 

K (p.a., 97%), eugenol – EUG (p.a., 99%), citral – C (p.a., 98%), heksenal – H (p.a., 97%), 

decenal – D (p.a., 95%), pentenal – P (p.a., 95%).  

3. Masne kiseline: oktanska – C8 (p.a., 98%), dekanska – C10 (p.a., 98%), dodekanska 

– C12 (p.a., 98%), tetradekanska – C14 (p.a., 98%), natrij-oktanoat – NaC8 (p.a., 98%).  

Navedene tvari su pribavljene od Sigma-Aldrich Chemie i Fluka Chemie. 

 

3.4. Priprema smjese antioksidanasa i masnih kiselina 

 
Antioksidansi, sastojci eteričnih ulja i masne kiseline su odvagane na analitičkoj vagi 

(Mettler Toledo AB 204-S, preciznosti 0,1 mg) u sterilnim uvjetima u plastične sterilne 

posude s hermetičkim poklopcem i otopljene/dispergirane u 95% alkoholu, deioniziranoj vodi 

i 10% Tweenu 80 (polioksietilen-20-sorbitan monoleat, Sigma-Aldrich) (9:2:2, v/v/v) koji su 

prethodno sterilizirani na 121°C, 15 minuta. Mješavine antifungalnih tvari su sadržavale 

različite koncentracije pojedinačnih sastojaka, od 100 do 300 ppm antioksidanasa i sastojaka 

eteričnih ulja, te od 300 do 1000 ppm masnih  kiselina. 

 

3.5. Umješavanje antifungalnih smjesa tvari u krmne smjese 

 
Krmne smjese su razvagane aseptički u sterilne laboratorijske staklene boce od 1000 

ml, i u biozaštitnom kabinetu umiješane su antifungalne mješavine u krmne smjese. Nakon 

dobre homogenizacije krmnih smjesa provedena je hidratizacija sterilnom deioniziranom 

vodom do željenog aktiviteta vode (0,95 i 0,98) prema krivulji adsorpcije vlage za odreñeno 

krmivo (Marin i sur., 1998c), nakon čega su smjese dodatno homogenizirane. Kontrolne 

probe su sadržavale samo krmne smjese i vodu. Aktivitet vode u smjesi je provjeren aw-

metrom (HygroPalm AW1, Rotronic). Boce su zatim pohranjene sljedećih 48 h na 4°C zbog 

uravnoteženja vlage i antifungalnih mješavina tvari, uz povremeno protresivanje (Torres AM i 

sur., 2003). 

 

3.6. Inokulacija krmnih smjesa 

 
Nakon uravnoteženja, krmne smjese su u sterilnim uvjetima razvagane (20 g) u 

petrijeve zdjelice (Torres AM i sur., 2003; Ramirez i sur., 2006). Inokulacija je provedena s 

pet dana starom čistom kulturom poraslom na krumpir-dekstroznom agaru, micelijskim 
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diskom promjera 7 mm (Marin i sur., 1995a; Torres AM i sur., 2003). Petrijeve zdjelice su 

stavljene u plastične vrećice koje su sadržavale otopinu NaCl istog aktiviteta vode kao i 

krmna smjesa kako bi se u okruženju unutar vrećice osigurala konstantno ista relativna 

vlažnost (Torres AM i sur., 2003; Velluti i sur., 2004a). Kontrolna krmiva i krmiva s 

odreñenom kombinacijom tvari su nacijepljena u tri ponavljanja. 

 

3.7. Inkubacija krmnih smjesa 

 
Petri ploče su inkubirane na 25ºC ± 0,2°C u termostatskom kabinetu (AL 500-8, 

Aqualytic). Svakodnevno je praćen porast plijesni na krmnoj smjesi izmjeravanjem dva 

promjera kolonije pod pravim kutom (Marin i sur., 1995a; Ramirez i sur., 2006), dok kolonija 

nije dosegla rub petrijeve zdjelice. Fungalni porast je korišten za računanje stope rasta.  

 

3.8. Odreñivanje mikotoksina 

 
Nakon što je kolonija dosegla rub petrijeve zdjelice, uzorci su osušeni na 50ºC 

(Ramirez i sur., 2006) tijekom 48 h te usitnjeni u laboratorijskom mlinu (M 20, Ika) do 

veličine čestica od 20 µm. Uzorci su čuvani na -20°C do konačne analize mikotoksina.  

Postupak ekstrakcije uzoraka za analizu mikotoksina rañen je prema standardnom 

postupku  Vicam i Romer Labs. 

 

3.8.1. Analiza trihotecena tipa B 

 
Odreñivanje trihotecena tipa B uključilo je ekstrakciju iz uzorka, prečišćavanje SPE 

(solid–phase extraction-ekstrakcija na čvrstoj fazi) kolonama i odreñivanje na HPLC (high 

performance liquid chromatography) ureñaju. 

Napravljena je kalibracija primjenom standarda poznatih koncentracija (od 0,337 do 

10,11 ppm DON-a, od 0,338 do 10,13 ppm NIV-a, od 0,339 do 10,17 ppm 3-AcDON-a i 15-

AcDON-a) uz r=0,999908. Odreñeno je iskorištenje (recovery) propuštanjem otopine poznate 

koncentracije (0,675 ppm nivalenola, 0,674 ppm deoksinivalenola, 0,678 ppm 3-AcDON-a i 

0,678 ppm 15-AcDON-a-) kroz SPE kolone i iznosio je 66,5% za NIV, 89,6% za DON, 

88,6% za 3-AcDON i 101,3 % za 15-AcDON. Sva mjerenja su uključivala minimalno dva 

ponavljanja. 
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3.8.1.1. Prečišćavanje SPE kolonama 

 
MultiSep 227 Trich+ (Romer Labs) kolone sadrže kombinaciju adsorbensa koji 

zadržavaju nečistoće, dok trihoteceni tipa A i B prolaze. 

Uzorak za analizu je samljeven da 95% uzorka prolazi kroz sito od 20 µm. Zatim je 

odvagano 6 g uzorka, u odvagu je dodano 100 ml smjese acetonitrila i vode (84+16, v+v), 

smjesa je prenijeta u mikser i miješana je velikom brzinom tri minute. Ekstrakt je profiltriran 

u čašu. Na vakuum manifold postavljene su SPE kolone i propušteno je 10 ml filtrata kroz 

kolonu. Zatim je 3,5 ml eluata preneseno u  kivetu koje su postavljene u suhi otparivač pri 

temperaturi od oko 70°C. Otpareni uzorci su rekonstituirani s 300 µL mobilne faze 

acetonitril:voda (1:9, v/v). Injektirano je 50 µL rekonstituiranog uzorka u HPLC.  

 

3.8.1.2. HPLC uvjeti 

 
Korišten je sustav ProStar 330 s PDA detektorom i ProStar 230 ternarna pumpa 

(Varian). 

HPLC uvjeti: kolone: reverzno-fazna: 4,6 x 75 mm (3 µm) i 3 x 250 (5 µm); mobilna 

faza: acetonitril:voda (10:90); protok: 0,6 ml/min; injektirani volumen: 50 µl; lampa: 

deuterijska; detekcija: 218 nm; uzorkovna petlja: 200 µl; opseg: 0,005; atenuacija: 8. 

Kromatogrami su snimani na valnoj duljini 218 nm, a spektri na valnoj duljini 200-400 nm. 

 

3.8.2. Analiza fumonizina 

 
Napravljena je kalibracija primjenom standarda poznatih koncentracija (od 0,200 do 

5,00 ppm FB1 i FB2) uz r=0,9999 za oba mikotoksina. Odreñeno je iskorištenje propuštanjem 

otopine poznate koncentracije (za FB1 5,914 ppm, 3,062 ppm i 1,219 ppm; za FB2 5,808 

ppm, 2,946 ppm i 1,200 ppm) kroz imunoafinitetne kolone i iznosio je za FB1 od 86,74-

103,63% a za FB2 83,67-101,50%. Sva mjerenja su uključivala minimalno dva ponavljanja. 

 

3.8.2.1. Prečišćavanje imunoafinitetnim kolonama 

 
FumoniTestTM imunoafinitetne kolone (Vicam) sadrže specifična antitijela za 

fumonizine za koje se oni prolaskom kroz kolonu vežu. Zaostale nečistoće se zatim ispiru s 
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kolone. Propuštanjem metanola fumonizini se odstranjuju s antitijela kolone i prelaze u 

otapalo.  

Uzorak za analizu je samljeven da 95% uzorka prolazi kroz sito od 20 µm. Potrebnoj 

odvagi uzorka (oko 1 g) je dodano 5 g NaCl. Odvage su prenijete u mikser, dodano je 100 ml 

metanol:voda (80:20, v/v) i miješano je velikom brzinom 5 minuta. Ekstrakt je filtriran kroz 

nabrani filter papir. Prenešeno je 10 ml fitrata u čašu i razrijeñeno s 40 ml otopine PBS. 

Otopina PBS sadrži 8,0 g NaCl, 1,2 g Na2HPO4, 0,2 g KH2PO4, 0,2 g KCl, što je otopljeno u 

otprilike 990 ml deionizirane vode, pH otopine je podešen na 7,0 s koncentriranom HCl i 

nadopunjeno do 1000 ml deioniziranom vodom. Ekstrakt je profiltriran kroz filter od 

mikrovlakana (r = 11 cm, 1,5 µm).  

Imunoafinitetna kolona je pripremljena na taj način da je odstranjen poklopac kolone i 

odsječeno oko 3 mm s vrha te je poklopac vraćen na kolonu na koju je umetnuta staklena 

kolona (tzv. rezervoar otapala). Kolona je namještena na vakuum manifold i uključena je 

vakuum pumpa pomoću koje je podešena brzina protjecanja tekućine (broj kapi u sekundi).  

Propuštano je 10 ml zadnjeg filtrata kroz kolonu brzinom od 1-2 kapi u sekundi dok 

zrak nije prošao kroz kolonu. Nakon toga je propušteno 10 ml PBS otopine brzinom od 1-2 

kapi u sekundi dok zrak nije prošao kroz kolonu. Odbačen je otpad koji je prošao kroz kolonu 

i postavljene su kivete u vakuum manifold. Propuštanje 1,5 ml metanola provedeno je 

brzinom od jedne kapi u sekundi ili gravitacijski. Eluat je na suhom otparivaču otparen do 

suha pri temperaturi od oko 68°C. Otpareni uzorak je resuspendiran s 200 µL smjese 

metanol:voda (50:50, v/v).  

 

3.8.2.2. Derivatizacijska reakcija i HPLC uvjeti 

 
Resuspendiranoj otopini uzorka (25 µl) dodano je 225 µl derivatizacijskog reagensa te 

je nakon točno jedne minute injektirano 20 µL u HPLC. Derivatizacijski reagens čine dvije 

otopine, otopina A sadržava 0,1 M Na2B4O7; otopina B tj. OPA reagens se dobije otapanjem 

40 ml o-ftaldialdehida u 1 ml metanola što se razrijedi s 5 ml otopine A i doda se 50 µl 2-

merkaptoetanola, dobro promiješa i skladišti u mraku do tjedan dana na sobnoj temperaturi. 

Korišten je sustav ProStar 330 s fluorescentnim detektorom i ProStar 230 ternarnom 

pumpom (Varian). 

HPLC uvjeti: kolona: reverzno-fazna 3,9 x 15 mm (4 µm); mobilna faza: metanol : 0,1 

M NaH2PO4 (77:23, v/v) namještena na pH 3,3 uz H3PO4; protok: 0,8 ml/min; injektirani 

volumen: 20 µL; fluorescencijski detektor: ekscitacija na 335 nm, emisija na 440 nm. 
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3.9. Statistička obrada podataka 

 
Porast micelijskog rasta bilježen je svakodnevno kroz inkubacijski period. Nakon 

perioda inkubacije, primjenom linearne regresije, odreñena je stopa rasta, koja predstavlja 

nagib pravca, tako što se promjer fungalne kolonije uvrstio nasuprot vremenu rasta 

(Etcheverry i sur., 2002; Torres AM i sur., 2003; Velluti i sur., 2004a; Ramirez i sur., 2006). 

Regresijski koeficijent (b) koji predstavlja stopu rasta (mm po danu) odreñen je pomoću 

jednadžbe pravca: 

Y = a + bX 

Y = zavisna varijabla (promjer kolonije) 

a, b = koeficijenti 

X = nezavisna varijabla (vrijeme inkubacije) 

Lag faza je utvrñena ekstrapolacijom pravca na x osi za svako ponavljanje u svakom 

tretmanu (Etcheverry i sur., 2002; Torres AM i sur., 2003) te predstavlja vrijeme potrebno da 

promjer kolonije preraste 10 mm. U slučaju stagnirajućeg rasta kolonije korištena su samo 

prva tri dana stagnacije u izračunu stope rasta.  

Razlike izmeñu stope rasta u ispitivanim antifungalnim kombinacijama i kontrole kao 

i razlike izmeñu koncentracija mikotoksina u tretiranom i netretiranom krmivu testirane su 

Studentovim t-testom. Za statističku analizu podataka korišteni su programski sustavi Excel 

2003 (Microsoft) i Statistica 7 (StatSoft). 
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4.1. Rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s 

različitim kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,95  
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + eugenol 250 ppm 

butilirani hidroksianisol 100 ppm + eugenol 250 ppm + heksenal 100 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + heksenal 250 ppm 

 
 
Slika 10: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 5: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium graminearuma 

na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  4 4,4 
kombinacija 1   
butilirani hidroksianisol + eugenol 

250+250 8 4,1 

kombinacija 2 
butilirani hidroksianisol + 
eugenol + heksenal 

100+250+100 8 3,8 

kombinacija 3 
butilirani hidroksianisol + heksenal 

250+250 9 3,7 
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kontrola
butilirani hidroksianisol 250 ppm + propil paraben 250 ppm
butilirani hidroksianisol 250 ppm + propil paraben 150 ppm + heksenal 100 ppm
butilirani hidroksianisol 250 ppm + karvakrol 250 ppm 
butilirani hidroksianisol 250 ppm + etoksikvin 200 ppm 

 
 
Slika 11: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 6: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium graminearuma 

na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  2 6,8 
kombinacija 4 
butilirani hidroksianisol +  
propil paraben 

250+250 6 4,8 

kombinacija 5 
butilirani hidroksianisol +  
propil paraben + heksenal 

250+150+100 5 5,5 

kombinacija 6 
butilirani hidroksianisol + 
karvakrol 

250+250 4 5,7 

kombinacija 7 
butilirani hidroksianisol + 
etoksikvin 

250+200 5 5,5 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + pentenal 250 ppm 

butilirani hdroksianisol 150 ppm + heksenal 200 ppm + decenal 150 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + citral 250 ppm 

 
 
Slika 12: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 7: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium graminearuma 

na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  2 6,8 
kombinacija 8 
butilirani hidroksianisol + timol 

250+250 10 3,8 

kombinacija 9 
butilirani hidroksianisol + pentenal 

250+250 4 6,1 

kombinacija 10 
butilirani hidroksianisol +  
heksenal + decenal 

150+200+150 5 5,6 

kombinacija 11  
butilirani hidroksianisol + citral 

250+250 5 5,2 
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kontrola
butilirani hidroksianisol 300 ppm + timol 300 ppm

butilirani hidroksianisol 300 ppm + propil paraben 300 ppm 
butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 200 ppm 

 
 
Slika 13: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 8: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium graminearuma 

na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  3 6,2 
kombinacija 12   
butilirani hidroksianisol  + timol 

300+300 14 3,0 

kombinacija 13   
butilirani hidroksianisol +  
propil paraben  

300+300 13 2,6 

kombinacija 14   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben  

250+250+200 13 1,4**a 

 
** stopa rasta značajno niža od kontrole, p<0,01  
a stagnacija rasta nakon 51 mm 
 



 53 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Vrijeme (dani)

Pr
om

je
r 

k
ol

on
ij

e 
(m

m
)

kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm + selenit 0,5 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil galat 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + butilirani hidroksitoluen 200 ppm

 
 
Slika 14: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 9: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium graminearuma 

na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  3 6,2 
kombinacija  15 
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + selenit 

250+200+200+0,5 14 2,7 

kombinacija 16 
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil galat 

250+250+200 13 2,8 

kombinacija 17 
butilirani hidroksianisol + timol + 
butilirani hidroksitoluen  

250+250+200 14 3,0 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + tert-butilhidrokinon 200 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 100 ppm + butilirani hidroksitoluen 100 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 100 ppm + tert-butilhidrokinon 100 ppm

 
 
Slika 15: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 10: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

graminearuma na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  3 6,2 
kombinacija 18   
butilirani hidroksianisol + timol + 
tert-butilhidrokinon  

250+250+200 14 3,1 

kombinacija 19  
butilirani hidroksianisol  + timol + 
propil paraben + butilirani 
hidroksitoluen  

250+250+100+100 12 3,1 

kombinacija 20   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + tert-butilhidrokinon  

250+250+100+100 14 2,7 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 250 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + heksenal 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm 

 
 
Slika 16: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 11: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

graminearuma na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

  1 7,1 
kombinacija 21   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben  

250+250+250 14 1,4*a 

kombinacija 22   
butilirani hidroksianisol + timol + 
heksenal  

250+250+200 15 2,1b 

kombinacija 23   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben  

200+200+200 14 2,4 

 
*stopa rasta značajno niža od kontrole, p <0,05  
a stagnacija rasta nakon 52 mm; b stagnacija rasta nakon 81 mm 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 200 ppm + tert-butilhidrokinon 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 200 ppm + karvakrol 250 ppm 

 
 
Slika 17: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 12: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

graminearuma na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 7,1 
kombinacija 24  
butilirani hidroksianisol + 
timol + tert-butilhidrokinon 

250+200+200 12 3,4 

kombinacija 25   
butilirani hidroksianisol + 
timol + karvakrol 

250+200+250 9 3,8 
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 kontrola

butilirani hidroksianisol 100 ppm + timol 100 ppm + propil paraben 100 ppm + oktanska kis. 300 ppm + dekanska kis. 300 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

 
 
Slika 18: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 13: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

graminearuma na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  0 9,9 
kombinacija 26  
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis. 

100+100+100+300+300 9 3,4 

kombinacija 27   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 

150+150+150+400+400 10 2,2 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 600 ppm + dekanska kis. 600 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 800 ppm + dekanska kis. 800 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

 
 
Slika 19: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 14: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

graminearuma na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 6,4 
kombinacija 28   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 

150+150+150+600+600 54 0 

kombinacija 29   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+800+800 54 0 

kombinacija 30   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 

150+150+150+1000+1000 54 0 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 250 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

 
 
Slika 20: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i  25°C 

 

 

 

Tablica 15: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

graminearuma na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i  25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 7,3 
kombinacija 31   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis  

200+200+200+400+400 56 0,0 

kombinacija 32   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis.+ 
dekanska kis.  

250+250+250+400+400 56 0,0 
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4.2. Rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s 

različitim kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,98 
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 kontrola

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm

butilirani hidroksianisol 100 ppm + timol 100 ppm + propil paraben 100 ppm + oktanska kis. 300 ppm + dekanska kis. 300 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

 
 
Slika 21: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 16: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  0 8,3 
kommbinacija 1   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben   

200+200+200 1 5,0a 

kombinacija 2   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis. 

100+100+100+300+300 1 4,7 

kombinacija 3   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

150+150+150+400+400 1 3,1 

 

a stagnacija rasta nakon 79 mm 
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 kontrola

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 600 ppm + dekanska kis. 600 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 800 ppm + dekanska kis. 800 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

 
 
Slika 22: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 17: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  0 7,3 
kombinacija 4   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis. 

150+150+150+600+600 3 1,9a 

kombinacija 5   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+800+800 4 5,3 

kombinacija 6  
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+1000+1000 2 2,8b 

 

a stagnacija rasta nakon 79 mm; b stagnacija rasta nakon 80 mm 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + natrij oktanoat  1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + dodekanska kis. 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + natrij-oktanoat  200 ppm 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + dodekanska kis. 400 ppm 

 

 
Slika 23: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 
Tablica 18: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola   0 5,0 
kombinacija 7   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + natrij oktanoat + 
dekanska kis.  

150+150+150+ 
1000+1000 

4 3,9a 

kombinacija 8   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis.+ 
dekanska kis. + dodekanska kis.         

150+150+150+ 
1000+1000+200 

2 2,7b 

kombinacija 9   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis.+ 
dekanska kis. + natrij oktanoat  

150+150+150+ 
1000+1000+200 

3 3,0c 

kombinacija 10   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis.+ 
dekanska kis. + dodekanska kis.      

150+150+150+ 
1000+1000+400 

4 3,2*d 

 
* stopa rasta značajno niža od kontrole,  p<0,05  
a stagnacija rasta nakon 84 mm; b stagnacija rasta nakon 76 mm; c stagnacija rasta nakon 81 mm;  
d stagnacija rasta nakon 74 mm 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + natrij-oktanoat  400 ppm 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + tetradekanska kis. 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + tetradekanska kis. 400 ppm 

 

 
Slika 24: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 19: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  0 5,0 
kombinacija 11   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis. + natrij oktanoat  

150+150+150+ 
1000+1000+400 

1 2,5*a 

kombinacija 12   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis. + tetradekanska kis.  

150+150+150+ 
1000+1000+200 

4 1,9*b 

kombinacija 13   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis.+ 
dekanska kis.+ tetradekanska kis.    

150+150+150+ 
1000+1000+400 

4 3,1c 

 
* stopa rasta značajno niža od kontrole,  p<0,05  
a stagnacija rasta nakon 67 mm; b stagnacija rasta nakon 71 mm; c stagnacija rasta nakon 77 mm 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 250 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

butilirani hidroksianisol 300 ppm + timol 300 ppm + propil paraben 300 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

 
 
Slika 25: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 20: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 13,5 
kombinacija 14   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis. 

200+200+200+400+400 4 4,2 

kombinacija 15   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

250+250+250+400+400 4 4,6 

kombinacija 16   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

300+300+300+400+400 4 3,2 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 250 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 300 ppm + timol 300 ppm + propil paraben 300 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

 
 
Slika 26: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 21: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 13,5 
kombinacija 17   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

200+200+200+1000+1000 3 2,9 

kombinacija 18   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis.+ 
dekanska kis.  

250+250+250+1000+1000 4 3,0 

kombinacija 19   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

300+300+300+1000+1000 5 3,0 
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4.3. Rast Fusarium graminearuma na krmivu SK-D-N tretiranom s 

različitim kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,95 

 
Kombinacije antifungalnih tvari koje su bile učinkovite na krmnoj smjesi PPT-2 

korištene su i u pokusu s krmnom smjesom SK-D-N. 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 250 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

 
 
Slika 27: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu SK-D-N tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri  aw 0,95 i 25°C 

 
 
Tablica 22: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

graminearuma na krmivu SK-D-N pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 7,0 
kombinacija 1   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis. 

200+200+200+400+400 75 0,0 

kombinacija 2  
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis . 

250+250+250+400+400 75 0,0 
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4.4. Rast Fusarium graminearuma na krmivu SK-D-N tretiranom s 

različitim kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,98 
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kontrola
butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm
butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 250 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm
butilirani hidroksianisol 300 ppm + timol 300 ppm + propil paraben 300 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

 
 
Slika 28: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu SK-D-N tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 23: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 8,9 
kombinacija 1   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis. 

200+200+200+400+400 4 5,0 

kombinacija 2   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

250+250+250+400+400 5 2,5 

kombinacija 3   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

300+300+300+400+400 7 2,9 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 250 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 300 ppm + timol 300 ppm + propil paraben 300 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

 
 
Slika 29: Dnevni rast Fusarium graminearuma na krmivu SK-D-N tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 24: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 8,9 
kombinacija 4   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis.+ 
dekanska kis.  

200+200+200+1000+1000 5 3,8a 

kombinacija 5   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

250+250+250+1000+1000 6 2,1 

kombinacija 6   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

300+300+300+1000+1000 7 1,5b 

 

a stagnacija rasta nakon 88 mm; b stagnacija rasta nakon 79 mm  
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4.5. Rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s 

različitim kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,95 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + eugenol 250 ppm 

butilirani hidroksianisol 100 ppm + eugenol 250 ppm + heksenal 100 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + heksenal 250 ppm 

 
 
Slika 30: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 25: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  4 3,3 
kombinacija 1 
butilirani hidroksianisol + eugenol 

250+250 9 2,5 

kombinacija 2    
butilirani hidroksianisol + eugenol + 
heksenal 

100+250+100 7 2,5 

kombinacija 3   
butilirani hidroksianisol + heksenal 

250+250 7 2,5 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + propil paraben 250 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + propil paraben 150 ppm + heksenal 100 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + karvakrol 250 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + etoksikvin 200 ppm 

 
 

Slika 31: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 26: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  2 4,5 
kombinacija 4   
butilirani hidroksianisol + 
propil paraben 

250+250 4 3,7 

kombinacija 5   
butilirani hidroksianisol + 
propil paraben + heksenal 

250+150+100 2 4,4 

kombinacija 6   
butilirani hidroksianisol + karvakrol 

250+250 3 4,6 

kombinacija 7   
butilirani hidroksianisol + etoksikvin 

250+200 3 4,3 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + pentenal 250 ppm 

butilirani hdroksianisol 150 ppm + heksenal 200 ppm + decenal 150 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + citral 250 ppm 

 
 
Slika 32: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 27: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  2 4,5 
kombinacija 8   
butilirani hidroksianisol + timol 

250+250 7 3,5 

kombinacija 9 
butilirani hidroksianisol + pentenal 

250+250 3 4,2 

kombinacija 10 
butilirani hidroksianisol + heksenal 
+ decenal 

150+200+150 3 4,3 

kombinacija 11   
butilirani hidroksianisol + citral 

250+250 3 4,3 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 300 ppm + timol 300 ppm

butilirani hidroksianisol 300 ppm + propil paraben 300 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 200 ppm 

 
 
Slika 33: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 28: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  2 4,7 
kombinacija 12   
butilirani hidroksianisol + timol 

300+300 11 3,1 

kombinacija 13   
butilirani hidroksianisol +  
propil paraben  

300+300 11 3,0 

kombinacija 14   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben  

250+250+200 9 1,6**a 

 
** stopa rasta značajno niža od kontrole, p<0,01  
a stagnacija rasta nakon 42 mm 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm + selenit 0,5 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil galat 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + butilirani hidroksitoluen 200 ppm

 
 
Slika 34: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 29: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih  tvari 
koncentracija 

(ppm) 

lag 
faza 

(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  3 4,7 
kombinacija 15   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + selenit 

250+200+200+0,5 12 2,7a 

kombinacija 16   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil galat 

250+250+200 11 3,2 

kombinacija 17   
butilirani hidroksianisol + 
timol + butilirani hidroksitoluen  

250+250+200 11 3,1 

 

a stagnacija rasta nakon 73 mm 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + tert-butilhidrokinon 200 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 100 ppm + butilirani hidroksitoluen 100 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 100 ppm + tert-butilhidrokinon 100 ppm

 
 
Slika 35: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 30: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  3 4,7 
kombinacija 18   
butilirani hidroksianisol + 
timol + tert-butilhidrokinon  

250+250+200 10 3,3 

kombinacija 19   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
butilirani hidroksitoluen  

250+250+100+100 11 3,4 

kombinacija 20   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
tert-butilhidrokinon  

250+250+100+100 11 2,9 
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Kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + propil paraben 250 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + heksenal 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm 

 
 
Slika 36: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 31: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 4,1 
kombinacija 21   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben  

250+250+250 14 1,7*a 

kombinacija 22   
butilirani hidroksianisol + 
timol + heksenal  

250+250+200 13 1,7b 

kombinacija 23   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben  

200+200+200 13 1,4**c 

 
* stopa rasta značajno niža od kontrole, p<0,05  
** stopa rasta značajno niža od kontrole, p<0,01  
a stagnacija rasta nakon 65 mm; b stagnacija rasta nakon 70 mm; c stagnacija rasta nakon 51 mm  
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kontrola

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 200 ppm + tert-butilhidrokinon 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 200 ppm + karvakrol 250 ppm 

 
 
Slika 37: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 
Tablica 32: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 4,1 
kombinacija 24   
butilirani hidroksianisol + 
timol + tert-butilhidrokinon 

250+200+200 12 2,0a 

kombinacija 25   
butilirani hidroksianisol + 
timol + karvakrol 

250+200+250 12 1,7b 

 

a stagnacija rasta nakon 70 mm; b stagnacija rasta nakon 66 mm 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 100 ppm + timol 100 ppm + propil paraben 100 ppm + oktanska kis. 300 ppm + dekanska kis. 300 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

 
 
Slika 38: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 33: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 4,4 
kombinacija 26   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis. 

100+100+100+300+300 8 3,1 

kombinacija 27   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis.+ dekanska kis. 

150+150+150+400+400 8 2,8 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 600 ppm + dekanska kis. 600 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 800 ppm + dekanska kis. 800 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

 

 
Slika 39: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 34: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  2 4,0 
kombinacija 28   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 

150+150+150+600+600 54 0,0 

kombinacija 29   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+800+800 54 0,0  

kombinacija 30   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis. 

150+150+150+1000+1000 54 0,7 a 

 

a stagnacija rasta nakon 35 mm 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 100 ppm + timol 100 ppm + probil paraben 100 ppm + oktanska kis. 600 ppm + dekanska kis. 600 ppm

oktanska kis. 800 ppm + dekanska kis. 800 ppm

 
 
Slika 40: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 35: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  2 3,6 
kombinacija 31   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

100+100+100+600+600 63 0,0 

kombinacija 32   
oktanska kis. + dekanska kis. 

800+800 12 2,4 
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4.6. Rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s 

različitim kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,98 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + propil paraben 200 ppm

butilirani hidroksianisol 100 ppm + timol 100 ppm + propil paraben 100 ppm + oktanska kis. 300 ppm + dekanska kis. 300 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 400 ppm + dekanska kis. 400 ppm

 
 
Slika 41: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 36: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 5,2 
kombinacija 1   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben   

200+200+200 1 4,5 

kombinacija 2  
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 

100+100+100+300+300 1 4,8 

kombinacija 3   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+400+400 1 3,0 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 600 ppm + dekanska kis. 600 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 800 ppm + dekanska kis. 800 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

 
 
Slika 42: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 37: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 5,2 
kombinacija 4   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis. 

150+150+150+600+600 3 3,5 

kombinacija 5   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis  

150+150+150+800+800 4 5,0a 

kombinacija 6  
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis  

150+150+150+1000+1000 2 3,2b 

 

a stagnacija rasta nakon 81 mm; b stagnacija rasta nakon 87 mm 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + natrij oktanoat  1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + dodekanska kis. 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + natrij-oktanoat  200 ppm 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + dodekanska kis. 400 ppm 

 
 
Slika 43: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

Tablica 38: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  0 6,0 
kombinacija 7   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
natrij oktanoat + dekanska kis. 

150+150+150+ 
1000+1000 

2 5,0 

kombinacija 8   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis.+ dekanska kis. + 
dodekanska kis.        

150+150+150+ 
1000+1000+200 

2 4,1 

kombinacija 9   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis. + natrij oktanoat 

150+150+150+ 
1000+1000+200 

2 4,1 

kombinacija 10   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + oktanska 
kis. + dekanska kis. + dodekanska 
kis.  

150+150+150+ 
1000+1000+400 

2 3,5 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + natrij-oktanoat  400 ppm 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + tetradekanska kis. 200 ppm 

butilirani hidroksianisol 150 ppm + timol 150 ppm + propil paraben 150 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm + tetradekanska kis. 400 ppm 

 
 
Slika 44: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri 0,98 i 25°C 

 

 

Tablica 39: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 5,4 
kombinacija 11   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis. +  
natrij oktanoat  

150+150+150+ 
1000+1000+400 

2 3,0 

kombinacija 12   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben +  
oktanska kis. + dekanska kis. + 
tetradekanska kis.   

150+150+150+ 
1000+1000+200 

2 2,9 

kombinacija 13   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis.+ 
dekanska kis.+ tetradekanska kis.    

150+150+150+ 
1000+1000+400 

1 3,9a 

 

a stagnacija rasta nakon 85 mm 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + probil paraben 200 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + probil paraben 250 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 300 ppm + timol 300 ppm + probil paraben 300 ppm 

 
 
Slika 45: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu PPT-2 tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 40: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 5,4 
kombinacija 14   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis 

200+200+200+1000+1000 2 2,1a 

kombinacija15  
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben + oktanska 
kis. + dekanska kis.  

250+250+250+1000+1000 2 2,0 

kombinacija 16   
oktanska kis. + dekanska kis.  

1000+1000 1 2,4 

kombinacija 17   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben  

300+300+300 3 3,1 

 

a stagnacija rasta nakon 86 mm 
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4.7. Rast Fusarium verticillioidesa na krmivu SK-D-N tretiranom s 

različitim kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,95 
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kontrola 

butilirani hidroksianisol 100 ppm + timol 100 ppm + probil paraben 100 ppm + oktanska kis. 600 ppm + dekanska kis. 600 ppm

oktanska kis. 800 ppm + dekanska kis. 800 ppm

 
 
Slika 46: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu SK-D-N tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,95 i 25°C 

 

 

 

Tablica 41: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

verticillioidesa na krmivu SK-D-N pri aw 0,95 i 25°C 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  2 3,4 
kombinacija 1   
butilirani hidroksianisol + timol+ 
propil paraben + oktanska kis. 
+ dekanska kis.  

100+100+100+600+600 94 0,0 

kombinacija 2  
oktanska kis. + dekanska kis.  

800+800 94 0,0 
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4.8. Rast Fusarium verticillioidesa na krmivu SK-D-N tretiranom s 

različitim kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,98 
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kontrola

butilirani hidroksianisol 200 ppm + timol 200 ppm + probil paraben 200 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 250 ppm + timol 250 ppm + probil paraben 250 ppm + oktanska kis. 1000 ppm + dekanska kis. 1000 ppm

oktanska kis. 1000  ppm + dekanska kis. 1000 ppm

butilirani hidroksianisol 300 ppm + timol 300 ppm + probil paraben 300 ppm 

 
 
Slika 47: Dnevni rast Fusarium verticillioidesa na krmivu SK-D-N tretiranom s različitim 

kombinacijama tvari pri aw 0,98 i 25°C 

 

 

 

Tablica 42: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast Fusarium 

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

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
lag faza 
(dani) 

stopa rasta 
(mm/dan) 

kontrola  1 5,0 
kombinacija 1  
butilirani hidroksianisol + timol+ 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis. 

200+200+200+1000+1000 3 2,4 

kombinacija 2   
butilirani hidroksianisol + timol + 
propil paraben + oktanska kis. + 
dekanska kis.  

250+250+250+1000+1000 3 1,9 

kombinacija 3   
oktanska kis. + dekanska kis.  

1000+1000 2 3,9 

kombinacija 4   
butilirani hidroksianisol + 
timol + propil paraben  

300+300+300 3 3,3 
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4.9. Odabrane kombinacije antifungalnih tvari za odreñivanje 

trihotecena tipa B u krmnim smjesama  

 
Sadržaj trihotecena tipa B odreñen je u različitim kombinacijama i koncentracijama 

antioksidanasa i masnih kiselina u krmnim smjesama. 

 
Tablica 43: Kombinacije antifungalnih tvari za odreñivanje trihotecena tipa B u krmnoj smjesi 

PPT-2 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
kombinacija 1  
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

100+100+100 

kombinacija 2 
aw 0,95  
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

150+150+150 

kombinacija 3 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol +propil paraben  

200+200+200 

kombinacija 4 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+400+400 

kombinacija 5 
aw 0,95  
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

200+200+200+400+400 

kombinacija 6 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis.+ dekanska kis.  

250+250+250+400+400 

kombinacija 1 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

100+100+100 

kombinacija 2 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben 

150+150+150 

kombinacija 3 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

200+200+200 

kombinacija 4 
aw 0,98  
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+400+400 

kombinacija 5 
aw 0,98   

150+150+150+600+600 
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butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 
kombinacija 6 
aw 0,98  
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+800+800 

kombinacija 7 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+1000+1000 

kombinacija 8 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

200+200+200+400+400 

kombinacija 9 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

250+250+250+400+400 

kombinacija 10 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

300+300+300+400+400 

kombinacija 11 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol +timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

200+200+200+1000+1000 

kombinacija 12 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis  

250+250+250+1000+1000 

kombinacija 13 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

300+300+300+1000+1000 
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Tablica 44: Kombinacije antifungalnih tvari za odreñivanje trihotecena tipa B u krmnoj smjesi 

SK-D-N 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
kombinacija 1 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

200+200+200+400+400 

kombinacija 2 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

250+250+250+400+400 

kombinacija 1 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 

200+200+200+400+400 

kombinacija 2 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

250+250+250+400+400 

kombinacija 3 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

300+300+300+400+400 

kombinacija 4 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

200+200+200+1000+1000 

kombinacija 5 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

250+250+250+1000+1000 

kombinacija 6 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

300+300+300+1000+1000 
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4.9.1. Trihoteceni tipa B u krmnoj smjesi PPT-2 
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DON NIV 3Ac-DON 15-AcDON

   kombinacija 1: BHA 100 ppm + T 100 ppm + PP 100 ppm
   kombinacija 2: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm
   kombinacija 3: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm 
   kombinacija 4: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

 
 
Slika 48: Koncentracije trihotecena tipa B u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane 

kombinacije tvari pri aw 0,95 
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   kombinacija 5: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm
   kombinacija 6: BHA 250 ppm + T 250 ppm + PP 250 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

 
 
Slika 49: Koncentracije trihotecena tipa B u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane 

kombinacije tvari pri aw 0,95 
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   kombinacija 1: BHA 100 ppm + T 100 pm + PP 100 ppm
   kombinacija 2: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm
   kombinacija 3: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm 
   kombinacija 4: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

   kombinacija 5: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 600 ppm + C10 600 ppm
   kombinacija 6: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 800 ppm + C10 800 ppm
   kombinacija 7: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm

*

*

*

*

* **

   * koncentracija DON-a viša u odnosu na kontrolu, p<0,05 
* * koncentracija DON-a viša u odnosu na kontrolu, p<0,01

 
 
Slika 50: Koncentracije trihotecena tipa B u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane 

kombinacije tvari pri aw 0,98 
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  kombinacija 8: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 400 ppm+ C10 400 ppm
  kombinacija 9: BHA 250 ppm + T 250 ppm + PP 250 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm
  kombinacija 10: BHA 300 ppm + T 300 ppm + PP 300 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

  kombinacija 11: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
  kombinacija 12: BHA 250 ppm + T 250 ppm + PP 250 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
  kombinacija 13: BHA 300 ppm + T 300 ppm + PP 300 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm

*

*

*

*

   * koncentracije DON-a i 15-AcDON-a više u odnosu na kontrolu, p<0,05 

 
 
Slika 51: Koncentracije trihotecena tipa B u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane 

kombinacije tvari pri aw 0,98 
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4.9.2. Trihoteceni tipa B u krmnoj smjesi SK-D-N 
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  kombinacija 1: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm
  kombinacija 2: BHA 250 ppm + T 250 ppm + PP 250 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

 
 
Slika 52: Koncentracije trihotecena tipa B u suhoj tvari krmiva SK-D-N uz odabrane 

kombinacije tvari pri aw 0,95 
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  kombinacija 1: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm
  kombinacija 2: BHA 250 ppm + T 250 ppm + PP 250 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm
  kombinacija 3: BHA 300 ppm + T 300 ppm + PP 300 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

  kombinacija 4: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
  kombinacija 5: BHA 250 ppm + T 250 ppm + PP 250 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
  kombinacija 6: BHA 300 ppm + T 300 ppm + PP 300 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm

**

*

*

**

**

**

   * koncentracija DON-a viša u odnosu na kontrolu, p<0,05 
* * koncentracije DON-a  i NIV-a  više u odnosu na kontrolu, p<0,01

 
 
Slika 53: Koncentracije trihotecena tipa B u suhoj tvari krmiva SK-D-N uz odabrane 

kombinacije tvari pri aw 0,98 
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4.10. Odabrane kombinacije antifungalnih tvari za odreñivanje FB1 i 

FB2 u krmnim smjesama 

 
Sadržaj FB1 i FB2 odreñen je u različitim kombinacijama i koncentracijama 

antioksidanasa i masnih kiselina u krmnim smjesama.  

 
Tablica 45: Kombinacije antifungalnih tvari za odreñivanje FB1 i FB2 u krmnoj smjesi  

PPT-2 

kombinacije antifungalnih  tvari 
koncentracija 

(ppm) 
kombinacija 1 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

100+100+100 

kombinacija 2 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

150+150+150 

kombinacija 3 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

200+200+200 

kombinacija 4 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+400+400 

kombinacija 5 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

100+100+100+600+600 

kombinacija 6 
aw 0,95   
oktanska kis. + dekanska kis.  

800+800 

kombinacija 1 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

100+100+100 

kombinacija 2 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben 

150+150+150 

kombinacija 3 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

200+200+200 

kombinacija 4 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+400+400 

kombinacija 5 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 

150+150+150+600+600 
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oktanska kis. + dekanska kis.  

kombinacija 6 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

150+150+150+800+800 

kombinacija 7 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 

150+150+150+1000+1000 

kombinacija 8 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
tetradekanska kis. 

150+150+150+200 

kombinancija 9 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis. 

200+200+200+1000+1000 

kombinacija 10 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

250+250+250+1000+1000 

kombinacija 11 
aw 0,98   
oktanska kis. + dekanska kis.  

1000+1000 

kombinacija 12 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

300+300+300 
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Tablica 46: Kombinacije antifungalnih tvari za odreñivanje FB1 i FB2 u krmnoj smjesi  

SK-D-N 

kombinacije antifungalnih tvari 
koncentracija 

(ppm) 
kombinacija 1 
aw 0,95   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis  

100+100+100+600+600 

kombinacija 2 
aw 0,95   
oktanska kis. + dekanska kis.  

800+800 

kombinacija 1 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis 

200+200+200+1000+1000 

kombinacija 2 
aw 0,98  
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben + 
oktanska kis. + dekanska kis.  

250+250+250+1000+1000 

kombinacija 3 
aw 0,98   
oktanska kis. + dekanska kis.  

1000+1000 

kombinacija 4 
aw 0,98   
butilirani hidroksianisol + timol + propil paraben  

300+300+300 
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4.10.1. FB1 i FB2 u krmnoj smjesi PPT-2 
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   kombinacija 1: BHA 100 ppm + T 100 ppm + PP 100 ppm
   kombinacija 2: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm
   kombinacija 3: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm 

**

*

   * koncentracije FB1 i FB2 više u odnosu na kontrolu, p<0,05 
* * koncentracije FB1 i FB2 više u odnosu na kontrolu, p<0,01

 
 
Slika 54: Koncentracije fumonizina B1 i B2 u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane 

kombinacije tvari kod aktiviteta vode 0,95 

 

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

14,00

16,00

18,00

20,00

kontrola kombinacija 4 kombinacija 5 kombinacija 6

F
B

1 
i F

B
2 

u 
su

ho
j t

va
ri

 k
rm

iv
a 

(p
pm

) 
±

 S
D

FB1 FB2

   kombinacija 4: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 400 ppm+ C10 400 ppm 
   kombinacija 5: BHA 100 ppm + T 100 ppm + PP 100 ppm + C8 600 ppm+ C10 600 ppm
   kombinacija 6: C8 800 ppm + C10 800 ppm

*

   * koncentracija FB2 niža u odnosu na kontrolu, p<0,05 

 
 
Slika 55: Koncentracije fumonizina B1 i B2 u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane 

kombinacije tvari kod aktiviteta vode 0,95 
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   kombinacija 1: BHA 100 ppm + T 100 ppm + PP 100 ppm
   kombinacija 2: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm
   kombinacija 3: BHA 200 ppm + T  200 ppm + PP 200 ppm 
   kombinacija 4: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

 
   kombinacija 5: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 600 ppm + C10 600 ppm
   kombinacija 6: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 800 ppm + C10 800 ppm
   kombinacija 7: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
   kombinacija 8: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C14 200 ppm 

**

*

**

**

**

** **
**

**

*
** **

x

x

   * koncentracije FB1 i FB2 niže u odnosu na kontrolu, p<0,05 
* * koncentracija FB1 i FB2 niže u odnosu na kontrolu, p<0,01 x  koncentracije FB1 i FB2 više u odnosu na kontrolu, p<0,05 

 
 
Slika 56: Koncentracije fumonizina B1 i B2 u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane 

kombinacije tvari kod aktiviteta vode 0,98 
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   kombinacija 9: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
   kombinacija 10: BHA 250 ppm + T 250 ppm + PP 250 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
  

    kombinacija 11: C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
    kombinacija 12: BHA 300 ppm + T 300 ppm + PP 300 ppm
   

* * koncentracije FB1 i FB2 niže u odnosu na kontrolu, p<0,01

** **

**
**

** ** ** **

 
 
Slika 57: Koncentracije fumonizina B1 i B2 u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane 

kombinacije tvari kod aktiviteta vode 0,98 
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4.10.2. FB1 i FB2 u krmnoj smjesi SK-D-N 
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   kombinacija 1: BHA 100 ppm + T 100 ppm + PP 100 ppm + C8 600 ppm + C10 600 ppm 
   kombinacija 2: C8 800 ppm + C10 800 ppm

 
 
Slika 58: Koncentracije fumonizina B1 i B2 u suhoj tvari krmiva SK-D-N uz odabrane 

kombinacije tvari kod aktiviteta vode 0,95 
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   kombinacija 1: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
   kombinacija 2: BHA 250 ppm + T 250 ppm + PP 250 ppm + C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
 
  

   kombinacija 3: C8 1000 ppm + C10 1000 ppm
   kombinacija 4: BHA 300 ppm + T 300 ppm + PP 300 ppm
   

**

x

x

 * * koncentracija FB1 niža u odnosu na kontrolu, p<0,0    x   koncentracije FB1 i FB2 više u odnosu na kontrolu, p<0,05 

 
 
Slika 59: Koncentracije fumonizina B1 i B2 u suhoj tvari krmiva SK-D-N uz odabrane 

kombinacije tvari kod aktiviteta vode 0,98 
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Stočna hrana bez prisustva gljiva i njihovih otrovnih sekundarnih metabolita zadržava 

hranjivu vrijednost, a samim tim je poboljšana produktivnost stoke smanjenjem gubitaka 

uslijed trovanja mikotoksinima. Osim toga, povećana je sigurnost, hranjiva vrijednost, 

kakvoća i održivost proizvoda životinjskog podrijetla u ljudskoj prehrani. Kvalitetna stočna 

hrana bez prisustva kontaminanata je cilj svakog proizvoñača stočne hrane. Ovim 

istraživanjem se pokušava utvrditi učinkovita kombinacija antioksidanasa, sastojaka eteričnih 

ulja i masnih kiselina koja će djelovati suprimirajuće na rast plijesni i biosintezu mikotoksina. 

 
5.1. Učinkovitost kombinacija i koncentracija antifungalnih tvari na rast 

Fusarium graminearuma  

 
Prve ispitane smjese tvari na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 prikazane su u Tablici 5. Sve 

ispitane kombinacije imale su produženu lag fazu od 4-5 dana u odnosu na kontrolu (Slika 

10). Kombinacije i koncentracije ispitanih tvari nisu bile dovoljno učinkovite u inhibiciji rasta 

F. graminearuma. Lag faza (faza suzdržanog rasta) je razdoblje u kojemu se stanica priprema 

na rast u okolišu u kojem se nalazi te sintetizira RNA, enzime i druge molekule. Tijekom 

ovog razdoblja ne povećava se broj stanica i one su izrazito propusne prema tvarima iz 

okoliša te osjetljive na toksične agense. Uočeno produženje lag faze nastaje najvjerojatnije 

zbog poremećaja koje primijenjene antifungalne tvari izazivaju. Prvenstveno bi mogao biti 

značajan oksidativni stres koji bi za posljedicu imao pojačanu sintezu antioksidantnih enzima 

u stanicama. Ispitane smjese tvari nisu učinkovite najvjerojatnije zbog nedovoljne 

primijenjene koncentracije koja su iznosile 450 do 500 ppm ukupne koncentracije. Velluti i 

sur. (2004a) su utvrdili inhibiciju radijalnog rasta F. proliferatuma pri 1000 ppm ulja klinčića 

na sterilnom zrnu kukuruza. Eterično ulje klinčića se najvećim dijelom sastoji od eugenola 

koji je ispitan u kombinaciji 1. Limunska trava (citral) pri 1000 ppm, u istom istraživanju, ne 

pokazuje značajniju inhibiciju rasta F. proliferatuma. Heksenal, ispitan u kombinaciji 1 i 2 je 

strukturalno sličan citralu, pa je vjerojatno da ispitane koncentracije nisu dostatne u 

učinkovitoj inhibiciji rasta plijesni.   

Tablice 6 i 7 prikazuju ispitane smjese koje su uz BHA obuhvatile i druge sintetske i 

prirodne antioksidanse. Sve kombinacije imaju odreñeno inhibitorno djelovanje u odnosu na 

kontrolu (Slike 11 i 12), ali je redukcija rasta i dalje nedovoljno učinkovita. Temeljem 

preliminarnih ispitivanja BHA je odabran kao stalni sastojak antifungalnih kombinacija zbog 

inhibitornog učinka na rast Fusariuma sp. koji su primijetili i drugi istraživači. Thompson 

(1992) je zabilježio inhibiciju rasta F. graminearuma na umjetnoj hranjivoj podlozi pri 250 
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ppm BHA. Kontrola micelijskog rasta Fusariuma sp. pri aw 0,95 ustanovljena je s 500 ppm 

BHA, na sterilnom zrnu kukuruza (Torres AM i sur., 2003), a značajna inhibicija rasta 

Fusariuma, Aspergillusa i Penicilliuma zabilježena je tretmanom s 1000 ppm BHA pri aw 

0,95 na nesteriliziranom zrnu kukuruza (Farnochi i sur., 2005). Ovdje su se najboljim 

pokazale kombinacije BHA s PP i BHA s T, koje najvjerojatnije imaju antifungalni 

sinergistički učinak. Očekivano, veća učinkovitost ovih tvari u kombinaciji primijećena je kod 

viših koncentracija. Torres AM i sur. (2003) su s 500 ppm PP reducirali micelijski rast 

Fusariuma, dok T u potpunosti sprječava rast F. verticillioidesa pri istoj koncentraciji, ali na 

umjetnoj hranjivoj podlozi (Dambolena i sur., 2008). Daljnje ispitane antifungalne tvari 

uključivale su kombinaciju ova tri sastojka: BHA, T i PP. Istraživanja o sigurnosti upotrebe 

sintetskih antioksidanasa poput BHA i BHT pokazala su da njihova primjena u dopuštenim 

koncentracijama ne predstavlja opasnost za zdravlje, štoviše, ove tvari u koncentracijama od 

100 ppm pokazuju antikancerogene osobine (Williams i sur., 1999). 

Smjesa antifungalnih tvari u kombinaciji 14 (Tablica 8; Slika 13) je najučinkovitija i 

utvrñena je statistički vrlo značajna razlika u inhibiciji rasta F. graminearuma u usporedbi s 

kontrolom (p<0,01). Ova kombinacija je reducirala rast F. graminearuma pri aw 95 za 78% 

uz izazivanje stagnacije rasta. Stagnacija rasta je nastupila kada su plijesni u dva od tri 

ponavljana pokusa prestale rasti, najvjerojatnije zbog izazivanja oksidativnog stresa i 

posljedičnih teških oštećenja stanica, uključivo nasljednog materijala, koja su spriječila diobu. 

Prethodna istraživanja su utvrdila da istodobna primjena više antifungalnih tvari često 

pokazuje veću učinkovitost nego primjena samo jedne tvari. Istraživanja Reynoso i sur. 

(2002) pokazala su da dva antioksidansa (PP-BHA, PP-BHT, PP-THBP) mogu biti 

učinkovitija zajedno nego pojedinačno. Slično istraživanje su proveli Passone i sur. (2007) 

koji su utvrdili da mješavine dva antioksidansa BHA–PP (1802+3604 ppm; 3604+1802 ppm; 

3604+3604 ppm) i tri antioksidansa BHA–PP–BHT (1802+1802+2204 ppm; 

1802+3604+2204 ppm; 3604+1802+2204 ppm; 3604+3604+2204 ppm) su učinkoviti u 

kontroli fungalnog rasta roda Aspergillus i prevencije kontaminacije aflatoksinima. Istraživači 

su istaknuli prednost primjene mješavine antioksidanasa zbog njihovih različitih svojstava. 

Smjesa antifungalnih tvari u kombinaciji 14: BHA, T i PP su fenoli koji imaju sličan učinak 

na fungalnu stanicu. BHA i T kao lipofili umeću se u membranu plijesni i induciraju 

promjene u njenim fizikalno-kemijskim osobinama, narušavaju integritet membrane i 

povećavaju pasivni protok protona kroz membranu (Ben Arfa i sur., 2005). Parabeni imaju 

različite mehanizme djelovanja: inhibiraju funkcije različitih enzima, otapaju membranske 

lipide, utječu na transport nutrijenata, sintezu proteina, RNA i DNA i uništavaju membranski 
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potencijal (Eklund i sur., 1989). S kombinacijom 14 je postignuta zadovoljavajuća inhibicija 

rasta F. graminearuma uz 700 ppm ukupne koncentracije ispitanih tvari. Antifungalne tvari u 

ovoj kombinaciji bile su temelj daljnjih formuliranja smjesa tvari.  

Ostale ispitane kombinacije (Tablice 9 i 10) podrazumijevale su primjenu BHA, T i PP 

uz zamjenu pojedinih sastojaka s drugim antifungalnim tvarima, ali uz održavanje minimalne 

ukupne koncentracije od 600 ppm. Kombinacija 16 (Slika 14) je imala četiri puta dužu lag 

fazu od kontrole uz 55% redukcije rasta pri 700 ppm ukupne koncentracije. PG, koji je 

izmeñu ostalih tvari sastojak ove kombinacije, pri koncentraciji od 4240 ppm nije bio 

učinkovit u inhibiciji radijalnog rasta Aspergillus sp. pri aw 0,937 (Nesci i sur., 2003). 

Giridhar i sur. (2001) su takoñer zaključili kako je PG galat blagi inhibitor rasta plijesni 

Aspergillusa, Penicilliuma, Stachybotrysa i proizvodnje toksina (Giridhar i sur., 2001). 

Mješavine PP-BHT su značajno usporile rast Fusarium sp. pri 90 i 180 ppm na kukuruznom 

agaru (Reynoso i sur., 2002), dok je bilo potrebno čak 1000 ppm BHT za inhibiciju A. 

flavusa, P. citrinuma i P. purpurogenuma na umjetnoj podlozi (Giridhar i sur., 2001). Iste 

tvari (PP-BHT) uz dodatak BHA i T (kombinacije 17 i 19) reduciraju rast plijesni za 50-52% 

što ne predstavlja značajno umanjenje rasta F. graminearuma. Najvjerojatniji uzrok tome je 

činjenica da prirodni supstrati zahtijevaju veće koncentracije u inhibiciji rasta plijesni u 

usporedbi s umjetnim hranjivim podlogama, što su zaključili i Torres AM i sur. (2003). 

Kombinacije 18 i 20 (700 ppm ukupne koncentracije) (Slika 15) reduciraju rast za 51-57% uz 

pet puta dužu lag fazu u usporedbi s kontrolom. Za uspješnu inhibiciju rasta F. verticillioidesa 

bilo je učinkovito 500 ppm TBHQ na umjetnom supstratu (Thompson, 1992) koji je jedan od 

sastojaka ovih kombinacija. 

Kombinacija 22 (Tablica 11; Slika 16) reducira rast F. graminearuma za 70%. 

Heksenal, jedan od sastojaka ove kombinacije, je antifungalni agens koji inhibira micelijski 

rast fungalnih patogena Alternaria alternata i Colletotrichum gloeosporioides kod 450 ppm tj. 

900 ppm za Sclerotiniu sclerotiorum. Antifungalni učinak heksenala ovisan je o koncentraciji, 

vremenu izloženosti i osjetljivosti patogena (Song i sur., 2007). Niže koncentracije 

BHA+T+PP u kombinaciji 23 rezultirale su slabijom učinkovitošću u usporedbi s 

kombinacijom 14 i 21. 

Kombinacije prikazane u Tablici 12. nisu djelotvorne u inhibiciji rasta F. 

graminearuma.  Kombinacija 24, ukupne koncentracije 650 ppm, jednako je učinkovita kao i 

kombinacija 18 (Tablica 10) s istim antifungalnim tvarima (ukupne koncentracije 700 ppm). 

Kombinacija 25 (BHA+T+K) reducira rast F. graminearuma za 46%. Drugi istraživači su sa 

smjesom K i T utvrdili blagu redukciju antimikrobne aktivnosti koja nije pokazala efekat 
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parcijalnog sinergizma ili sinergizma (Iten i sur., 2009). Thompson (1996) je, pak, opisao 

sinergisitički učinak BHA i K na rast Fusariuma sp. uz koncentraciju od 50 ppm svakog 

antioksidansa u krumpir-dekstroznom bujonu. Kombinacija ove tri tvari (BHA+T+K) ne 

pokazuje sinergistički učinak i ukupna primijenjena koncentracija od 700 ppm nije dovoljna u 

redukciji rasta plijesni na prirodnom supstratu kao što je krmna smjesa. F. graminearum se 

prilagoñava uvjetima okoline, sintetizira potrebne enzime i nastavlja svoj rast i razvoj (Slika 

17).  

Kako se pri aw 0,95 kombinacija BHA+T+PP pokazala učinkovitom, ispitana je i pri 

nižim koncentracijama uz dodatak masnih kiselina (Tablica 13; Slika 18). Utvrñen je trend 

povećanja inhibitornog djelovanja povišenjem koncentracije svih sastojaka te je nadalje 

povećavan udio masnih kiselina ili udio antioksidanasa (Tablice 14 i 15). Strategija je 

uspješno inhibirala rast F. graminearuma (Slike 19 i 20). Pored djelovanja antioksidanasa na 

fungalnu stanicu, masne kiseline dodatno dovode do promjena u staničnoj propusnosti (Avis i 

sur., 2001). Istraživači sugeriraju više mehanizama djelovanja masnih kiselina: moguće je  da 

izazivaju promjene u fluidnosti membrane koje ovise o sadržaju sterola, a gljive bez sterola ili 

s njihovim malim sadržajem ne mogu puferirati promjene izazvane djelovanjem masnih 

kiselina na fluidnosti membrane (kao što mogu gljive s visokim sadržajem sterola) što dovodi 

do promjena u propusnosti membrane, oslobañanja intracelularnih elektrolita i proteina te 

citoplazmatsku dezintegraciju micelija i spora (Benyagoub  i sur., 1996). Zatim, Avis i sur. 

(2001) su predložili mehanizam po kojem se masne kiseline umeću u hidrofobne regije 

fosfolipidnih membrana uzrokujući dezorganizaciju kiselinskih lanaca, što dovodi do 

konformacijskih promjena u membranskim proteinima i povećanja membranske propusnosti. 

Antifungalna aktivnost masnih kiselina možda je i rezultat inhibicije aktivnosti membranskih 

proteina (Benyagoub  i sur., 1996).   

Učinkovite smjese inhibitornih tvari na nižem aktivitetu (BHA+T+PP) ispitane su i 

kod višeg aktiviteta vode u krmnim smjesama (Tablica 16; Slika 21), meñutim redukcija rasta 

iznosi samo 40%. Ispitani su i antifungalni učinci smjesa antioksidanasa (BHA+T+PP) i 

masnih kiselina srednjeg lanca uz trend povećanja koncentracije masnih kiselina. Povećanjem 

udjela masnih kiselina u smjesama (Tablice 17-19; Slike 22-24) uočljiva je stagnacije rasta F. 

graminearuma koja najvjerojatnije nastaje umetanjem masnih kiselina u lipidni dvosloj 

membrana što dovodi do promjena u staničnoj propusnosti i dezintegracije citoplazme. 

Statistički značajna (p<0,05) inhibicija rasta plijesni u odnosu na kontrolni rast uočena je u 

kombinacijama 10, 11 i 12 uz 2650 do 2850 ppm ukupne koncentracije tvari. Ove smjese 

tvari uz BHA, T i PP čine C8, C10, C12 i C14. Veći udio vode u krmnoj smjesi omogućuje F. 
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graminearumu da brže metabolizira antioksidanse dok se masne kiseline mogu esterificirati 

do glicerida i/ili se oksidacijom degradirati u manje fragmente (Kabara i Marshall, 2005). 

Hajjaj i sur. (2000) sugeriraju da se masne kiseline s lancima dužim od 14 C atoma oksidiraju 

ß-oksidacijom u mitohondrijima dok se masne kiseline srednjeg lanca oksidiraju u 

peroksisomima ili se prvo prevode u metilketone kako bi se umanjila njihova toksičnost 

(Hatton i sur., 1991).  

Povećanje udjela antioksidanasa uz smanjenje udjela masnih kiselina (Tablica 20; 

Slika 25) nije začajno umanjilo stopu rasta ispitivane plijesni, a redukcija se kretala od 66 do 

76%.  Povećanjem udjela masnih kiselina za 600 ppm (Tablica 21; Slika 26) stopa rasta je 

smanjena uz 78% redukciju rasta F. graminearuma. Ove smjese tvari uz antioksidanse sadrže 

C8 i C10, a kako nije zabilježena stagnacija rasta, vjerojatno su plijesni uspjele metabolizirati 

masne kiseline u manje toksične metilketone. 

Učinkovitost smjesa nije se poboljšala niti dodatkom 0,1% octene kiseline u smjesi s 

250 ppm BHA, T i PP pri aw 0,98 u preliminarnom pokusu. F. graminearum je rastao 3,8 mm 

dnevno uz 26 dana inkubacije (kontrola: stopa rasta 13,5 mm dnevno, inkubacija 7 dana) i uz 

4 dana lag faze. pH krmiva se dodatkom ove količine octene kiseline nije promijenio. 

Prilagodbom pH krmiva na 5,5 pri aw 0,95 i 0,98 spriječen je rast F. graminearuma pri 

najnižim primijenjenim koncentracijama smjesa tvari (po 100 ppm BHA, T i PP). Primjena 

krmiva s kiselim pH je u ishrani stoke poželjna jer niske pH vrijednosti nepovoljno djeluju na 

patogene kao što je Escherichia coli, a kao primjer se može navesti silaža kod koje se 

optimalan pH  kreće od 3,5-4,2. 

Pokušanim podešavanjem pH krmiva na 9 takoñer nije poboljšana učinkovitost 

ispitanih tvari. Najučinkovitija smjesa bila je uz 200 ppm BHA, T i PP pri aw 0,98 uz stopu 

rasta od 3 mm dnevno, 30 dana inkubacije i 1 dan lag faze (kontrola: 10 mm dnevno uz 10 

dana inkubacije).  

Kao i na krmivu PPT-2 i na krmivu SK-D-N pri aw 0,95 kombinacije 1 i 2 (Tablica 

22; Slika 27) u potpunosti inhibiraju rast F. graminearuma tijekom 75 dana inkubacije. Veća 

vlažnost supstrata (Tablice 23 i 24) i na krmivu SK-D-N omogućuje bolje preživljavanje 

ispitivane plijesni (Slike 28 i 29). Kombinacija 6 je najuspješnija uz 83%-tnu redukciju rasta 

gljive uz 900 ppm ukupne koncentracije antioksidanasa (BHA+T+PP) i 2000 ppm C8 i C10.  

Učinkovitost smjesa na rast plijesni kod aw 0,98 na krmnoj smjesi SK-D-N može se 

poboljšati i primjenom octene kiseline. Preliminarni pokus uz smjesu koja je sadržavala po 

250 ppm BHA, T i PP, uz dodatak 0,1% octene kiseline, spriječio je porast plijesni. Sama 

kiselost krmiva je neznatno pala s 5,93 na 5,79. Pojedine plijesni su osjetljivije na prirodne 
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antimikrobne agense pri kiselom pH, tako su López-Malo i sur. (2002) ustanovili kako je 

Aspergillus flavus osjetljiviji na timol, eugenol i kravakrol pri pH 3,5. Takoñer su ustanovili 

da se antifungalna učinkovitost timola ne mijenja znatno varijacijama pH u kiselom području 

(López-Malo i sur., 2005). Parabeni su kemijski stabilni u kiselom mediju (Soni i sur., 2005) 

kao što se i učinkovitost BHA ne mijenja promjenama pH (Jay i sur., 2005). 

Usporeñujući antifungalne kombinacije na krmnoj smjesi PPT-2 (Tablica 15) sa 

smjesom SK-D-N (Tablica 22) pri aw 0,95, učinak im je identičan jer je rast plijesni na oba 

krmiva u potpunosti inhibiran. Pri višem aktivitetu vode uočljivo je kako su antifungalne tvari 

blago učinkovitije na krmivu SK-D-N (Tablice 23 i 24) u usporedbi s PPT-2 (Tablice 20 i 21). 

Na krmivu PPT-2 lag faza je tri do pet puta duža od kontrole uz redukciju rasta od 66 do 78%, 

a na krmivu SK-D-N lag faza je četiri do sedam puta duža od kontrole a redukcija se kreće od 

44-83%. Krmna smjesa PPT-2 po svom sastavu je masnija (21% bjelančevina, 6% masti) za 

razliku od krmiva SK-D-N koji po sastavu sadrži 15% bjelančevina i 3% masti. Moguće je da 

u krmivu s manje masti više liposolubilnih tvari ostaje u vodenastoj frakciji krmiva odakle se 

koncentriraju u mebranama plijesni, za razliku od supstrata s više masti u kojima su 

antifungalne tvari koncentrirane u kapljicama masti i zapravo su odvojene od stanica plijesni. 

Sličan učinak je primijećen u hrani s visokim sadržajem masnoća i/ili proteina gdje su 

eterična ulja otopljena u lipidnoj fazi i samim time su manje pristupačna u djelovanju na 

bakterije koje se nalaze u vodenoj fazi (Burt, 2004). 

 
5.2. Učinkovitost kombinacija i koncentracija antifungalnih tvari na rast 

Fusarium verticillioidesa  

 

Na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 smjese antifungalnih tvari u kombinaciji 1, 2 i 3 

uzrokovale su duplo dužu lag fazu (Tablica 25; Slika 30), ali inhibicija rasta F. verticillioidesa 

pri ovim koncentracijama primijenjenih tvari nije bila dovoljno učinkovita. BHA je odabran 

kao stalni sastojak ispitivanih smjesa tvari zbog svojih antifungalnih osobina (Jay i sur., 

2005), dok se drugi ispitivani antioksidansi u antifungalnim kombinacijama mijenjaju. 

Eugenol inhibira lipidnu peroksidaciju i biosintezu aflatoksina (Jayashree i Subramanyam, 

1999), ali nije inhibitoran u rastu F. verticillioidesa (kombinacija 1 i 2). Heksenal u 

koncentraciji od 40-270 ppm reducira u potpunosti rast Botrytis cinerea (Utto i sur., 2008), ali 

500 ppm ukupne koncentracije antifungalnih tvari nije dovoljno u supresiji rasta ispitivane 

plijesni (kombinacija 3). 
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Smjese prikazane u Tablici 26 i na Slici 31 su najmanje učinkovite u inhibiciji rasta F. 

verticillioidesa. Ukupna koncentracija ispitanih tvari ne prelazi 500 ppm od čega 250 ppm 

BHA. Najučinkovitija je kombinacija 4 (BHA+PP) uz duplo dužu lag fazu od kontrolne, ali 

ipak nedovoljno snažna u inhibiciji rasta plijesni. Tretmanom s 200 ppm BHA i PP utvrñena 

je inhibicija konidijalne germinacije Fusariuma sp. na umjetnom supstratu, s tim da je 

učinkovitost PP bila veća (Thompson, 1993). Kombinacija 6 je najmanje učinkovita i njena 

stopa rasta je identična kontrolnoj. Inhibitoran učinak K, koji je sastojak ove kombinacije, 

zabilježen je u koncentraciji od 1000 ppm, na sterilnom zrnu kukuruza u redukciji rasta F. 

verticillioidesa (Velluti i sur., 2004a). Etoksikvin ima sposobnost detoksifikacije aflatoksina 

(Hayes i sur., 1998), ali ne pokazuje antifungalna svojstva u kombinaciji 7 pri 350 ppm 

ukupne koncentracije. Primijenjene koncentracije nisu dovoljne u inhibiciji rasta F. 

verticillioidesa na supstratu krmne smjese. Slična zapažanja primijetili su i drugi istraživači 

(Gill i sur., 2002; Burt, 2004) koji su zaključili kako je moguće nakupljanje antioksidanasa i 

eteričnih ulja u hidrofobnom okruženju masnih ili proteinskih čestica hrane što smanjuje 

mogućnost njihovog djelovanja na stanice bakterija koje se nalaze u hidrofilnom okruženju. 

Isti autori pretpostavljaju kako veća pristupačnost nutrijenata u hrani u usporedbi s umjetnim 

hranjivim podlogama, omogućuje bakterijama i brži oporavak stanica.  

Smjese tvari BHA s C i nezasićenim aldehidima (Tablica 27; Slika 32) reducirale su 

rast plijesni za 4 do 6%. Eterično ulje limunske trava čiji je glavni sastojak C takoñer nije 

značajno inhibirao rast na sterilnom zrnu kukuruza tri ispitivana soja F. verticillioidesa 

(Velluti i sur., 2004a). 

Osim u kombinaciji 4, BHA+PP je ispitan i u većoj koncentraciji u kombinaciji 13 

(Tablica 28; Slika 33). U ovoj koncentraciji antifungalni učinak je bio djelotvorniji uz skoro 

šest puta dužu lag fazu i redukcija rasta F. verticillioidesa za 37%. Sukladno ovome, 

istraživanja Reynoso i sur. (2002) su utvrdila inhibitoran učinak kombinacije BHA i PP na 

rast F. verticillioidesa, ali uz manje koncentracije od 90 i 180 ppm, na umjetnoj hranjivoj 

podlozi. Očigledno je da su antioksidansi u prirodnom supstratu, kao što je krmna smjesa, 

djelotvorni samo uz veće primijenjene koncentracije. Slično je utvrñeno za kombinaciju BHA 

i T (Tablice 27 i 28; Slike 32 i 33). Kombinacija 14, BHA+T+PP u ukupnoj koncentraciji od 

700 ppm, reducira rast F. verticillioidesa za 65% uz četiri puta dužu lag fazu u odnosu na 

kontrolu što je statistički vrlo značajna razlika (p<0,01) u usporedbi s kontrolom. 

Ostale ispitane kombinacije sadržavaju BHA, T i PP uz zamjenu pojedinog sastojka s 

drugim antifungalnim tvarima, ali uz minimalno 600 ppm ukupne koncentracije. Kombinacije 

prikazane u Tablicama 29 i 30 su slabo učinkovite, reduciraju rast od 29 do 43 % uz pet puta 
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dužu lag fazu u odnosu na kontrolu (Slike 34 i 35). U ovim smjesama uz BHA, T i PP, 

ispitana je i učinkovitost: PG, BHT, TBHQ i selenita. Ove tvari su blagi inhibitori rasta 

plijesni, a što su zaključili i drugi istraživači utvrdivši inhibiciju rasta pri 500 do 1000 ppm na 

umjetnim supstratima (Thompson, 1992; Giridhar i sur., 2001). 

Najbolji učinci inhibicije rasta F. verticillioidesa kod aw 0,95, osim u kombinaciji 14, 

su primijećeni i u kombinacijama tvari 21 i 23. U kombinaciji 21 (p<0,05) rast je reduciran za 

58%, a u kombinaciji 23 (p<0,01) za 67% (Tablica 31; Slika 36). Osim toga, ove antifungalne 

tvari su izazvale i stagnaciju u rastu plijesni što znači da su nakon odreñenog perioda rasta 

onemogućile daljnju diobu stanica Fusariuma. Stagnacija rasta je najvjerojatnije nastala kao 

posljedica oksidativnog stresa izazvanog visokim dozama fenola, pri čemu su reaktivni oblici 

kisika uzrokovali oštećenja lipida, proteina i DNA (Atsumi i sur., 2005). Kombinacija tvari 

BHA, T i PP bila je nešto uspješnija u supresiji rasta F. graminearuma (78% redukcije) uz 

utvrñenu statistički značajnu razliku (p<0,01) u inhibiciji rasta u usporedbi s kontrolom, 

takoñer uz izazivanje stagnacije rasta. Sve tri tvari oštećuju staničnu membranu. BHA je 

membranski disruptor koji dovodi do promjena u permeabilnosti stanice, a samim tim do 

pojačanog istjecanja celularnih enzima, šećera, aminokiselina i proteina (Thompson, 1996; 

Simonetti i sur., 2003). Timol se veže vodikovim vezama za membranske proteine lipidnog 

dvosloja (Juven i sur., 1994) što narušava integritet membrane i dovodi do istjecanja 

citoplazmatskog sadržaja, dezorganizacije staničnih organela fungalnih konidija i gubitka 

stanične strukture i organizacije (Svircev i sur., 2007). Propil paraben remeti transport protona 

preko mitohondrijske i stanične membrane te time i proizvodnju energije i transport supstrata 

(Etcheverry i sur., 2002; Aldred i sur., 2008). 

Dobar učinak inhibicije rasta primijećen je s antifungalnim tvarima prikazanima u 

Tablici 32 (Slika 37). Smjese čine BHA+T uz dodatak TBHQ ili K, koji imaju snažan 

antitibakterijski i antifungalni učinak (Paster i sur., 1990; Thompson, 1992; Elgayyar i sur., 

2001). 

Kombinacije uspješnih inhibitora rasta, BHA, T i PP, s masnim kiselinama (Tablice 

33-35; Slike 38-40) pokazuju produljenu lag fazu i manju stopu rasta u usporedbi s 

kontrolom, ali ipak nedovoljno uspješno u usporedbi s kombinacijom BHA+T+PP (Tablica 

31, Slika 36). Tek je dodatak od najmanje 600 ppm C8 i C10 uz po minimalno 100 ppm 

BHA+T+PP u potpunosti inhibirao porast plijesni kod aw 0,95 ili izazvao brzu stagnaciju 

kulture (Tablice 34-35; Slike 39-40). Ovo inhibitorno djelovanje moglo je nastati i zbog 

potencijalnog sinergističkog učinka primijenjenih antifungalnih tvari. Iten i sur. (2009) su 

utvrdili da kombinacije pojedinih sastojaka eteričnih ulja pokazuju antimikrobnu aktivnost 
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koja je rezultat zbroja njihova djelovanja, a naziva se i parcijalni sinergizam. Učinak samih 

masnih kiselina (Tablica 35; Slika 40) kod aw 0,95 očituje se kroz produženu lag fazu i 66% 

nižu stopu rasta F. verticillioidesa u usporedbi s kontrolnom. Walters i sur. (2003) su utvrdili 

kako dodekanska kiselina u koncentraciji od 100 ppm reducira rast za više od 90% 

fitopatogena Rhizoctonia solanie i Pythium ultimuma. Tetradekanska i heksadekanska kiselina 

utječu na produženje lag faze F. oxysporiuma i F. avenaceuma pri koncentracijama od 20-40 

ppm na umjetnoj hranjivoj podlozi (Altier i sur., 2009). 

Smjese tvari koje su se pokazale učinkovitima kod niže vlažnosti krmiva, trebale bi 

biti učinkovite i pri aw 0,98. Stoga su prve ispitane smjese tvari obuhvatile učinkovitu 

kombinaciju BHA+T+PP i BHA+T+PP uz dodatak C8 i C10. Ispitane kombinacije (Tablica 

36; Slika 41) pri većem sadržaju vode u krmivu PPT-2 nisu pokazale značajniju inhibiciju 

rasta F. verticillioidesa. Slično rezultatima s F. graminearumom te drugih autora (Marin i 

sur., 1996; Etcheverry i sur., 2002), veća raspoloživost vode uvjetuje i skraćivanje trajanja lag 

faze. 

Povećavanjem udjela masnih kiselina uz istu koncentraciju antioksidanasa (Tablice 

37-39; Slike 42-44) primjećuje se blago poboljšanje učinkovitosti u inhibiciji rasta plijesni. 

Kombinacija 11 i 12 pokazuju najbolju djelotvornost uz 44 do 47% redukcije rasta plijesni. 

Ove kombinacije sadržavaju od 2650 do 2850 ppm ukupne koncentracije antifungalnih tvari, 

ali veći udio vode omogućava ispitivanoj plijesni da brže metabolizira antifungalne tvari, i 

one ne izazivaju teža oštećenja stanica. 

Povećanjem udjela antioksidanasa uz isti udio masnih kiselina (Tablica 40; Slika 45) 

postignuta je redukcija rasta od 63%. Ukupne koncentracije tvari su iznosile 2600 do 2750 

ppm. Usporeñujući Tablicu 39 i Tablicu 40, očigledno je kako na inhibiciju rasta utječe 

povećanje koncentracije BHA, T i PP koji su odgovorni za oštećenja koja nastaju na 

staničnim membranama uzrokujući inhibiciju rasta. Same masne kiseline (kombinacija 16) 

reducirale su rast gljive za 56%, dok je redukcija rasta gljive uz kombinaciju 17 koja je 

uključivala samo antioksidanse iznosila 43%.  

Učinak smjesa tvari nije se poboljšao niti dodatkom 0,1% octene kiseline u smjesu 

tvari koju čine po 200 ppm BHA, T i PP pri aw 0,98 u preliminarnom pokusu. Rast F. 

verticillioidesa reduciran je za 62% uz 28 dana dužu inkubaciju u usporedbi s kontrolom. 

Nesci i sur. (2003) takoñer nisu primijetili korelaciju izmeñu ispitane pH vrijednosti u 

rasponu od 6-8 i stope rasta roda Aspergillus na hranjivoj podlozi tretiranoj s BHA, PP, PG i 

BHT. pH krmne smjese iznosi 6,08 pa je i nedovoljna učinkovitost rezultat i nedovoljne 

disocijacije molekula octene kiseline. Najbolja antimikrobna učinkovitost octene kiseline 
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nastaje kada je 50% molekula disocirano što se naziva disocijacijskom konstantom (Nesci i 

sur., 2003), a koja iznosi za octenu kiselinu 4,8. Autori su uočili bolji učinak BHA u 

usporedbi s PP kod svih vrijednosti pH. 

Podešavanjem pH krmiva na 9 uz različite smjese tvari BHA+T+PP (po 100 i 200 

ppm) te uz kombinaciju oktanske i dekanske kiseline (400 ppm), u preliminarnom pokusu, 

nisu pokazale značajnu inhibiciju rasta F. verticillioidesa. Kultura na krmivima s ovim 

kombinacijama su pokazale 68 do 76% kontrolnog rasta. F. verticillioides dobro podnosi viši 

pH zbog prisustva PAC1 gena. PacC je protein, transkripcijski aktivator gena odgovornih za 

rast u alkalnim uvjetima dok istovremeno ograničava ekspresiju gena odgovornih za rast u 

kiselom okolišu (Flaherty i sur., 2003). 

Učinkovite smjese tvari na krmivu PPT-2 ispitane su i na krmivu SK-D-N kod aw 

0,95. Kombinacija 1 i kombinacija 2 (Tablica 41; Slika 46) inhibiraju u potpunosti rast F. 

verticilliodesa. Ova plijesan pri aw 0,98 i na krmivu SK-D-N, uz različite kombinacije i 

koncentracije (Tablica 42; Slika 47) uspješno nastavlja svoj rast. Najbolji učinak ostvaren je u 

kombinaciji 1 i 2 sa smjesama BHA, T, PP i masnih kiselina uz redukciju rasta od 53 do 61%. 

Fenolne komponente ove antifungalne kombinacije tvari izazivaju oštećenja membrane 

plijesni što reducira njen rast. 

Dodatak 0,1% octene kiseline u smjesu tvari koju čine po 200 ppm BHA, T i PP pri 

aw 0,98 u krmnu smjesu SK-D-N nije povećao učinkovitost ispitanih tvari. Ova smjesa je 

imala fazu suzdržanog rasta plijesni od devet dana, ali je redukcija iznosila samo 37% uz 14 

dana dužu inkubaciju od kontrolne. 

Usporeñujući antifungalne tvari na krmnoj smjesi PPT-2 (Tablica 35) i SK-D-N 

(Tablica 41) pri aw 0,95 djelotvornost samih masnih kiselina je bolja na krmivu SK-D-N gdje 

je rast plijesni bio u potpunosti inhibiran. Pri većoj vlažnosti supstrata u smjesama tvari 

antioksidanasa i masnih kiselina primjećuje se redukcija od 62 do 63% na krmivu PPT-2 

(Tablica 40) a na krmivu SK-D-N 53 do 61% (Tablica 42). Masne kiseline bolje djeluju na 

krmivu PPT-2 uz redukcija rasta od 56%, dok je na krmivu SK-D-N ona iznosila 21%. 

Antioksidansi pokazuju nešto bolji učinak na krmivu PPT-2 uz redukciju od 43% dok je na 

krmivu SK-D-N redukcija rasta 33%. Kao što je veće i rečeno, sastav supstrata utječe na 

djelotvornost primijenjenih antifungalnih tvari.  

Kombinacije antifungalnih antioksidanasa i masnih kiselina ispitane su na sterilnim 

krmnim smjesama, meñutim prirodne supstrate karakterizira mješavina mikroorganizama koja 

ga kolonizira prije i poslije žetve, a dominacija pojedinih vrsta je ovisna o abiotskim i 

biotskim faktorima (Marin i sur., 1998d). Isti autori u svom istraživanju su zabilježili 
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reduciranu prisutnost Aspergillus flavusa, A. nigera i A. ochraceusa u prisutnosti F. 

verticillioidesa i F. proliferatuma posebice pri 15°C i aw 0,95 – 0,98 na zrnu kukuruza. 

Meñutim, pri nižem aktivitetu vode od 0,93 – 0,95 u rastu dominiraju Aspergillus sp. i 

Penicillium sp. nasuprot Fusarium sp. Iz toga razloga daljnja istraživanja bi trebala obuhvatiti 

interakcije izmeñu vrsta na nesteriliziranim krmnim smjesama i ispitati njihov utjecaj na 

učinkovitost antioksidanasa i masnih kiselina. Nadalje, vjerojatnost pojave visoke vlažnosti u 

skladištima i silosima je relativna mala zbog postupka prozračivanja uskladištenog materijala. 

Naravno, moguće je stvaranje mokrih točaka s povoljnim uvjetima za fungalni rast jer se 

intenzivnim disanjem zrna povećava relativna vlaga i povisuje se temperatura uskladištene 

mase što dovodi do samozagrijavanja zrna, stvarajući idealne uvjete za razvoj toksigenih 

plijesni (Kabak i sur., 2006; Magan i sur., 2007).  

Rast mikotoksikogenih plijesni u uskladištenom materijalu ovisan je o nizu 

parametara:  o abiotskim faktorima, prvenstveno o količini prisutne vode i temperaturi, 

biotskim interakcijama s drugim vrstama plijesni, sastavu supstrata. Stoga će učinkovitost 

antifungalnih i antimikotoksikogenih tvari u skladištima i silosima biti ovisna o njihovim 

interakcijama.   

 
5.3. Trihoteceni tipa B u krmnim smjesama PPT-2 i SK-D-N 

 
Pri aw 0,95 (Slika 48) ispitane kombinacije nisu bile uspješne u inhibiciji biosinteze 

trihotecena. Velluti i sur. (2004c) su zabilježili da pri aw 0,95 izostaje antifungalno 

inhibitorno djelovanja eteričnih ulja na sintezu DON-a. Povećanjem aktiviteta vode od 0,94 

do 0,99 povećava se i sinteza deoksinivalenola, zaključili su Ramirez i sur. (2006). 

Kombinacije 5 i 6 (Slika 49) u potpunosti su inhibirale rast F. graminearuma što je 

uzrokovalo i nemogućnost biosinteze trihotecena tipa B na krmivu PPT-2.  

Pri aktivitetu vode od 0,98 nijedna kombinacija antifungalnih tvari nije učinkovito 

inhibirala sintezu trihotecena tipa B (Slike 50 i 51). Ove antifungalne tvari nisu bile dovoljno 

inhibitorne ni u redukciji radijalnog rasta F. graminearuma (Tablice 16 i 17; Slike 21 i 22). 

Veća vlažnost supstrata i primijenjene koncentracije omogućuju F. graminearumu da 

metabolizira antioksidanse i masne kiseline te nastavlja rast i sintezu trihotecena tipa B. 

Ispitane smjese očigledno vrlo stresno utječu na F. graminearum te je utvrñena stimulacija 

sinteze DON-a uz statistički značajnu razliku izmeñu ispitanih kombinacija i kontrole (Slike 

50 i 51). Stimuliranu proizvodnju deoksinivalenola zabilježili su i drugi autori (Magan i sur., 

2002; Ramirez i sur., 2004) pri primjeni suboptimalnih koncentracija fungicida na zrnu 
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pšenice. Nisu jasni mehanizmi po kojemu fungicidi stimuliraju proizvodnju toksina u 

Fusarium sp. Može se pretpostaviti kako visoke koncentracije odreñenih fungicida rezultiraju 

povećanom proizvodnjom sekundarnih metabolita uključujući mikotoksine kao odgovor 

gljive na stresne uvjete (Ramirez i sur., 2004). Uočljiva je i pojava nivalenola i acetiliranih 

formi DON-a kada se u antifungalne kombinacije uključene masne kiseline. Acetilirane forme 

imaju manju toksičnost u ljudi i životinja (Eriksen i sur., 2004b), a acetilacija i deepoksidacija 

su dva moguća mehanizma smanjenja toksičnosti trihotecena tipa B (Kimura i sur., 2006). 

Acetilacija trihotecena je detoksifikacijski proces koje koriste vrste roda Fusarium kako bi se 

zaštitile od svojih vlastitih toksina (Boutigny i sur., 2008). Daljnjim istraživanjima bi se 

trebalo detaljnije utvrditi koje tvari i u kojim koncentracijama potiču izazivanje acetilacije, jer 

bi se na taj način postigla i uspješna detoksifikacija krmiva.  

Pravilnik o nepoželjnim i zabranjenim tvarima u hrani za životinje objavljenim u 

Narodnim novinama Republike Hrvatske br. 118/2007, propisuje najveće dopuštene količine 

DON-a u dopunskim i potpunim krmnim smjesama do 2 ppm, dok je dopuštena količina u 

dopunskih i potpunih krmnih smjesa za svinje iznosi 0,5 ppm, uz udio vode u hrani za 

životinje od 12%. Koncentracije trihotecena tipa B u rezultatima ovog istraživanja izražene su 

na suhu tvar, a koncentracije u vlažnom uzorku pri aw 0,95 se kreću se od 4,4 do 10,9 ppm 

DON-a tj. preračunato na 12% vlage: od 1,8 do 4,7 ppm DON-a. Pri aw 0,98 koncentracije u 

vlažnom uzorku su od 20 do 78% manje od koncentracije u suhom uzorku i kreću se od 7,6 

do 21,3 ppm DON-a tj. preračunato na 12% vlage od 2,2 do 6,3 ppm. Dakle, koncentracije u 

ispitanim uzorcima prelaze granice dozvoljenih količina DON-a u krmivima. 

Preliminarnim ispitivanjem dodatka 0,1% octene kiseline u krmnu smjesu PPT-2 koja 

sadrži 250 ppm BHA, T i PP pri aw 0,98, nije postignuta učinkovita inhibicija biosinteze 

trihotecena tipa B. Zabilježeni pH krmiva je bio 6,08. Nedostatan učinak octene kiseline 

najvjerojatnije je nastao zbog nedovoljne disocijacije molekula octene kiseline (Nesci i sur., 

2003).    

Podešavanjem krmiva na pH 9 takoñer nije inhibirana biosinteza mikotoksina. 

Meñutim, istraživanja Roinestada i sur. (1994) su pokazala kako NaHCO3 reducira 

proizvodnju trihotecena kod F. tricinctuma, a koji nastaje zbog inhibicije mevalonat kinaze 

uslijed visokog pH (8,7) i nemogućnosti stvaranja daljnjih prekursora bitnih za sintezu 

trihotecena. 

Na krmnoj smjesi SK-D-N pri aw 0,95 kombinacije 1 i 2 (Slika 52) su u potpunosti 

inhibirale rast F. graminearuma i sintezu trihotecena tipa B. 
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Na krmivu SK-D-N pri aw 0,98 sve ispitane kombinacije, osim kombinacije 6, su 

stimulirale sintezu DON-a, pri čemu su utvrñene statistički značajne razlike izmeñu ispitanih 

kombinacija i kontrole (Slika 53). Kombinacija 6 je blago inhibirala biosintezu trihotecena 

tipa B, što je dobar temelj za daljnja istraživanja. Ove kombinacije tvari nisu bile ni dovoljno 

inhibitorne u redukciji radijalnog rast F. graminearuma (Tablice 23 i 24; Slike 28 i 29) iako je 

uočljiv trend smanjenja stope rasta povećanjem koncentracije antioksidanasa i masnih 

kiselina, biosinteza trihotecena tipa B ne prati isti uzorak.  

Koncentracije trihotecena tipa B u krmnoj smjesi SK-D-N preračunate na vlažni 

uzorak i 12% vlage se kreću od 0,73 do 8,8 ppm, što ne zadovoljava Pravilnik o nepoželjnim i 

zabranjenim tvarima u hrani za životinje. 

F. graminearum podjednako dobro raste na oba ispitivana krmiva. Koncentracije 

trihotecena tipa B pri istim primijenjenim smjesama tvari su niže na krmivu PPT-2 nego na 

krmivu SK-D-N, što bi se moglo pripisati boljoj dispergiranosti lipofilnih sastojaka 

antifungalnih smjesa BHA i T u masnijem krmivu (PPT-2). Ovo krmivo po sastavu ima veći 

udio masnoća u odnosu na krmnu smjesu SK-D-N. U obje krmne smjese sinteza trihotecena 

tipa B je bila u velikoj većini slučajeva stimulirana dodacima. Pored mogućnosti jačeg 

antifungalnog djelovanja uslijed učinkovitije raspršenosti sastojaka, zamislivo je i da više 

masti samo podrazumijeva koncentriranje lipofilnih antioksidanasa u frakcijama krmiva koje 

plijesni slabije koloniziraju. Posljedica ovoga bi mogla biti slabija stimulacija sinteze 

mikotoksina. 

 
5.4. Fumonizini B1 i B2 u krmnoj smjesi PPT-2 i SK-D-N 

 
Analizom podataka utvrñena je statistički značajna razlika izmeñu kombinacije 1 i 

kontrole u proizvodnju fumonizina B1 i B2 u krmivu PPT-2 pri aw 0,95 (Slika 54). Velluti i 

sur. (2004a) su takoñer utvrdili signifikantnu stimulaciju proizvodnje FB1 pri aw 0,95 na 

ozračenom zrnu kukuruza tretiranom s eteričnim uljima cimeta i klinčića, koja nastaje pod 

odreñenim stresnim okolišnim abiotskim uvjetima. Kombinacija 2 ima slab inhibitoran učinak 

na biosintezu FB1 i FB2 u usporedbi s kontrolom.  

Kombinacija 5 (Slika 55) inhibirala je u potpunosti rast F. verticillioidesa pa je i 

sinteza fumonizina B1 i B2 onemogućena. Ovu kombinaciju čini smjesa tvari antioksidanasa i 

masnih kiselina koji zajedno oštećuju membrane stanica F. verticillioidesa te onemogućavaju 

njegov rast. Kombinacija 6 je bila uspješna u inhibiciji fungalnog rasta uz 56%-tnu redukciju, 

dok je količina sintetiziranog FB1 bila reducirana za 48%, a FB2 za 44% uz utvrñenu 
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statistički značajnu razliku u usporedbi s kontrolom (p<0,05). Uz djelovanje antioksidanasa 

na stanice plijesni, masne kiseline izazivaju citoplazmatsku dezintegraciju micelija F. 

verticillioidesa kao što su utvrdili i Avis i sur. (2001).  

Sve ispitane kombinacije (Slike 56 i 57) osim kombinacija 1 i 8 su značajno smanjile 

razinu FB1 i FB2 u usporedbi s kontrolom na krmnoj smjesi PPT-2 pri aw 0,98. Kombinacije 

7 i 11 su najučinkovitije uz 98%-tnu redukciju nakupljanja fumonizina B1 i 90-92%-tnu 

redukciju FB2. Navedene kombinacije tvari nisu značajno reducirale radijalni rast gljive 

(Tablice 37 i 40; Slike 42 i 45). Drugi autori su takoñer zaključili kako smanjeno nakupljanje 

fumonizina ne podrazumijeva ujedno i inhibiciju micelijskog rasta F. verticillioidesa (Velluti 

i sur. 2004a). Hajjaj i sur. (2000) su utvrdili da masne kiseline s dužim ugljikovim lancima 

jače inhibiraju proizvodnju citrinina. Ustanovili su i da je citrinin, kao i drugi mikotoksini, 

osjetljivi na vodik peroksid, koji nastaje oksidacijom masnih kiselina u peroksisomima. 

Nasuprot svim ostalim ispitanim kombinacijama, dodatak po 150 ppm BHA, T i PP te 200 

ppm C14 stimulira sintezu mikotoksina. Moguće je da nedovoljan udio C14 onemogućava 

stvaranje vodik peroksida koji razgrañuje fumonizine.   

Dodatak 0,1% octene kiseline u smjesu tvari koja sadrži po 200 ppm BHA, T i PP u 

krmnoj smjesi PPT-2 pri aw 0,98 takoñer ima inhibitoran učinak na sintezu fumonizina. Ova 

smjesa reducira sintezu FB1 za 97% i sintezu FB2 za 95% što je statistički vrlo značajna 

razlika izmeñu ispitivanih uzoraka i kontrole. Fenolne komponente i organske kiseline 

povećavaju antifungalnu aktivnost povećavanjem hidrofobnosti (Kurita i Koike, 1983) što 

dodatno povećava antifungalni učinak tvari.  

Preliminarno, ispitan je i utjecaj lužnatog pH na sintezu i/ili nakupljanje fumonizina. Krmiva 

su uz pH 9 dovele do gotovo potpune inhibicije sinteze FB1, pri čemu je najviša koncentracija 

FB1 u kontrolnom uzorku iznosila 0,59±0,33 ppm, dok su najviše vrijednosti FB2 bile 

6,47±2,89 ppm suhe tvari krmiva. U smjesama tvari, od 100 i 200 ppm BHA, T i PP, te 

smjese od 150 ppm BHA, T, PP uz C8 i C10 (po 400 ppm) ili 600 ppm C14, uz prilagodbu 

pH, potpuno je inhibirana sinteza FB1 i FB2. Redukciju sinteze trihotecena kod F. 

tricinctuma uslijed inhibicije biosintetskih enzima, zbog visokog pH, utvrñen je i prije 

Roinestad i sur. (1993) i Roinestad i sur. (1994), a vjerojatan je i sličan odgovor F. 

verticillioidesa na visoke vrijednosti pH. Prisusutvo pH regulatornog gena, Pac1, može imati 

ulogu u supresiji biosinteze fumonizina u alkalnim uvjetima zaključili su Flaherty i sur. 

(2003). Potrebna su dodatna istraživanja o učinku alkalnih pH vrijednosti krme na zdravlje 

životinja i kvalitetu mesa.  
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Kombinacije 1 i 2 (Slika 58) na krmnoj smjesi SK-D-N pri aw 0,95 u potpunosti su 

inhibirale rast F. verticillioidesa pa nije došlo ni do sinteze FB1 i FB2. Kombinacija 

prethodno dokazanih antifungalnih tvari (BHA+T+PP) s masnim kiselinama uspješno se 

nadopunjuju u svom djelovanju na F. verticillioides. Niži sadržaj vlage supstrata 

onemogućava plijesan da uspješno metabolizira antifungalne tvari a posljedica je potpuni 

izostanak rasta plijesni.   

Pri aw 0,98 kombinacija 2 (Slika 59) reducira sintezu FB1 za 57% (p<0,05) i FB2 za 

32% u krmnoj smjesi SK-D-N pri aw 0,98. Reducirana sinteza fumonizina mogla je nastati i 

zbog potencijalnog sinergističkog djelovanja primijenjenih antifungalnih tvari. U kombinaciji 

1 je zabilježen povećan sadržaj fumonizina B1 za 38% (p<0,05) i FB2 za 86% (p<0,05) u 

odnosu na kontrolni uzorak. Inhibitoran učinak tvari s kombinacijom 2 je nedovoljan u 

zadovoljavanju zakonskih propisa o razini fumonizina FB1+FB2 u stočnoj hrani za životinje. 

Količina FB1 i FB2 iznosi 9,2, odnosno 5,2 ppm preračunato na 12% vlage. Ova kombinacija 

nije učinkovita kao na krmnoj smjesi PPT-2 gdje je razlika u redukciji razine fumonizina 

izmeñu kombinacije i kontrole bila statistički vrlo značajna (Slika 57). U krmnoj smjesi PPT-

2 sve kombinacije koje imaju statistički značajnu manju količinu fumonizina u usporedbi s 

kontrolom zadovoljavaju količine fumonizina propisane Pravilnikom (FB1: 0,2 do 5,9 ppm, 

FB2: 0,2 do 2,4 ppm). Prema Pravilniku o nepoželjnim i zabranjenim tvarima u hrani za 

životinje (Narodne novine RH br. 118/2007) propisuju se najveće dopuštene količine u 

dopunskim i potpunim krmnim smjesama i to za svinje 5 ppm, a za perad 20 ppm.  

Dakle, sastav krmiva očigledno utječe na učinkovitost smjesa tvari. Krmna smjesa  

SK-D-N u svome sastavu ima više ugljikohidrata od krmiva PPT-2. Devlieghere i sur. (2004) 

primjećuju kako visoke koncentracije škroba (30%) inhibiraju antimikrobnu aktivnost  

hitozana, dok su Gutierrez i sur. (2008) primijetili manji antimikrobni učinak eteričnih ulja pri 

visokim koncentracijama škroba.  

Učinkovitost ispitanih smjesa se nije poboljšala niti dodatkom 0,1% octene kiseline 

(po 200 ppm BHA, T i PP) u krmnu smjesu SK-D-N pri aw 0,98. Ova smjesa pokazuje 

statistički značajno višu razinu fumonizina: koncentracija fumonizina B1 je dosegla 131%, a 

fumonizina B2 161% kontrolnog uzorka. 

F. verticillioides podjednako dobro raste na oba ispitana krmiva. Koncentracije 

fumonizina B1 i B2 pri istim primijenjenim kombinacijama tvari manje su na krmivu PPT-2 

što se može pripisati boljoj otopljenosti aktivnih tvari primijenjenih antioksidanasa i masnih 

kiselina u masnijem krmivu što utječe na veću djelotvornost antifungalnih smjesa tvari i 

posljedičnu snažniju inhibiciju sinteze fumonizina B1 i B2. 
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Daljnja istraživanja učinkovitosti antifungalnih kombinacija tvari bi trebala obuhvatiti 

i druge abiotske faktore (temperatura, pH) koji uz pristupačnost vode utječu na pojavu 

mikotoksikogenih plijesni u skladištima i silosima. Zatim, bitan je i utjecaj biotskih 

interakcija na učinkovitost antioksidanasa i masnih kiselina. Istraživanja Marin i sur. (1998d) 

su pokazala kako prisutnost Aspergillus nigera, A. ochraceusa i A. flavusa stimulira sintezu 

fumonizina, dok je u prisutnosti Penicillium implicatuma zabilježeno smanjenje njegove 

sinteze. Inhibicija sinteze fumonizina primijećena je i u prisutnosti F. graminerauma pri 15ºC, 

dok je pri 25ºC ona bila stimulirana (Velluti i sur., 2000b). Nadalje, treba uzeti u obzir i sastav 

supstrata s obzirom na lipofilnost antifungalnih sastojaka i udio masnoća u krmivima. Daljnja 

istraživanje bi trebala detaljno utvrditi i koje tvari potiču izazivanje acetilacije trihotecena, jer 

bi se na taj način postigla i uspješna detoksifikacija krmiva. 
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6. ZAKLJUČCI 
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Na osnovi provedenih istraživanja o utjecaju smjesa tvari antioksidanasa i masnih 

kiselina na inhibiciju rasta F. graminearuma i F. verticillioidesa i na inhibiciju sinteze 

trihotecena tipa B te fumonizina B1 i B2 na odabranim krmnim smjesama, može se zaključiti 

sljedeće: 

� Smjese tvari BHA, T i PP (200 do 250 ppm) su najučinkovitije u supresiji rasta F. 

graminearuma pri aw 0,95 na krmnoj smjesi PPT-2. Ove kombinacije reducirale 

su rast od 78 do 81%.  

� Dodatak C8 i C10 (400 do 600 ppm) u smjese tvari koje sadrže BHA+T+PP (150 

do 250 ppm)  sprječavaju porast F. graminearuma na krmivima  PPT-2 i SK-D-N 

pri aw 0,95.  

� Rast F. graminearuma na krmivu PPT-2 pri aw 0,98 je značajno inhibiran uz 

kombinacije BHA+T+PP (po 150 ppm) i dodatak masnih kiselina (minimalno po 

1000 ppm C8, C10, C12 ili C14). Česta je stagnacija rasta.  

� Prilagodbom krmiva PPT-2 na pH 5,5 u potpunosti je inhibiran rast F. 

graminearuma pri najnižim primjenjenim koncentracijama smjesa tvari (po 100 

ppm BHA, T i PP) pri aw 0,95 i 0,98. 

� Dodatak 0,1% octene kiseline u krmnoj smjesi SK-D-N uz 250 ppm BHA, T i PP 

pri aw 0,98 inhibira u potpunosti rast F. graminearuma.  

• Najbolji inhibitorni učinak na rast F. verticillioidesa imaju smjese tvari 

BHA+T+PP (200 do 250 ppm) na krmivu PPT-2 pri aw 0,95 uz 65 do 67% 

redukcije rasta.  

• Masne kiseline srednjeg lanca (minimalno 600 ppm) dodane gornjoj kombinaciji 

inhibiraju u potpunosti rast ove plijesni na oba krmiva, pri čemu i same C8 i C10 

(po 800 ppm) sprječavaju porast na krmivu SK-D-N pri aw 0,95. 

• Rast F. verticillioidesa pri aw 0,98 na krmnoj smjesi PPT-2 nije bio značajno 

reduciran niti u jednoj od kombinacija antifungalnih tvari, osim izazivanja 

stagnacije rasta uz minimalno 150 ppm BHA, T, PP i 800 ppm C8, C10 i C14.  

• Potrebno je minimalno 700 ppm ukupne koncentracija pri aw 0,95 i 2650 ppm pri 

aw 0,98 za uspješnu inhibiciju rasta F. graminearuma. Rast F. verticillioidesa pri 

aw 0,95 je uspješno inhibiran s minimalno 600 ppm ukupne koncentracije, dok ni 

najveća primijenjena koncentracija od 2850 ppm pri aw 0,98 nije inhibirala rast.  

� Kombinacije BHA, T i PP (po 150 i 200 ppm) te ove smjese (po 250 i 300 ppm) 

uz C8 i C10 (i do 1000 ppm) na obje krmne smjese pri aw 0,98, uzrokuju 
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statistički značajno višu produkciju trihotecena tipa B (uglavnom 

deoksinivalenola) u usporedbi s kontrolom. 

� Smjese tvari BHA, T i PP (po 100 ppm) potiču proizvodnju fumonizina pri aw 

0,95 na PPT-2, dok same masne kiseline (800 ppm C8 i C10) reduciraju 

nakupljanje ovih mikotoksina. Slično, smjese za koje se pretpostavlja da izazivaju 

najjači oksidativni stres u stanicama plijesni (minimalno po 150 ppm BHA, T i PP 

i po 400 ppm C8 i C10), bile su najuspješnije u supresiji nakupljanja fumonizina 

pri aw 0,98. 

� Iste smjese tvari imaju bolji antimikotoksikogeni učinak na krmivu PPT-2 nego na 

krmivu SK-D-N. Najučinkovitija na potonjem krmivu bila je kombinacija koja je 

sadržavala po 250 ppm BHA, T i PP i po 1000 ppm C8 i C10. Krmna smjesa PPT-

2 ima veći udio masnoća što je možda pridonijelo boljoj dispergiranosti lipofilnih 

sastojaka antifungalnih smjesa.  

� Dodatak 0,1% octene kiseline u smjesu tvari koja sadrži po 200 ppm BHA, T i PP 

reducira sintezu FB1 za 97% i sintezu FB2 za 95%. U smjesama tvari od 

minimalno 100 ppm BHA, T i PP uz dodatak masnih kiselina i prilagodbu krmiva 

na pH 9, potpuno je inhibirana sinteza FB1 i FB2. 

� Navedeni rezultati predstavljaju prve podatke o antifungalnom i 

antimikotoksikogenom učinku antioksidanasa, satojaka eteričnih ulja i masnih 

kiselina na krmnim smjesama. 

� Pri formuliranju antifungalnih i antimikotoksikogenih kombinacija tvari treba uzeti 

u obzir abiotske i biotske interakcije ispitivanih plijesni, što bi trebao biti i temelj 

daljnih istraživanja. Isto tako daljnja ispitivanja bi trebala obuhvatiti i utjecaj 

antioksidanasa i masnih kiselina na kvalitetu proizvoda animalnog podrijetla i 

prihvatljivost takvih krmiva domaćim životinjama. 

� Kvalitativni i kvantitativni sastav krmnih smjesa, naročito obzirom na lipofilnost 

antifungalnih sastojaka i udio masnoća u krmivima, takoñer treba uzeti u obzir pri 

formuliranju antifungalnih kombinacija tvari. 

• BHA i PP dozvoljeni su aditivi prema EU Pravilniku o aditivima u krmivima. 

Prema Pravilniku o kakvoći stočne hrane RH krmnim se smjesama mogu dodavati 

mirisna sredstva i sredstva za poboljšanje okusa prirodnog podrijetla, a u ovu 

kategoriju bi se mogao svrstati i T, kao frakcija eteričnog ulja majčine dušice ili 

origana. Europska komisija registrirala je masne kiseline kao poboljšivače okusa u 

hrani i smatra se kako ne predstavljaju opasnost za javno zdravlje. Osim toga 
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izvori masnih kiselina mogu biti i prirodnog podrijetla kao što su kokosovo ulje ili 

ulje muškatnog oraščića. Ispitane smjese antifungalnih i antimikotoksikogenih 

tvari manje su toksične, financijski su povoljnije, a posjeduju i antioksidativno 

djelovanje te ujedno štite stočnu hranu od kvarenja. 
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Popis kratica 

 

3-AcDON 3-acetildeoksinivalenol 
15-AcDON 15-acetildeoksinivalenol 
aw aktivitet vode 
BHA  butilirani hidroksianisol 
BHT butilirani hidroksitoluen 
C citral 
C8 oktanska kiselina 
C8Na natrij-oktanoat 
C10 dekanska kiselina 
C12 dodekanska kiselina 
C14 tetradekanska kiselina 
D decenal 
DON deoksinivalenol 
E etoksikvin 
EUG eugenol 
FB1 fumonizin B1 
FB2 fumonizin B2 
H heksenal 
HACCP hazard analysis and critical control point system 
HPLC high performance liquid chromatography 
IARC International Agency for Research on Cancer 
JECFA Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives 

and Contaminants 
K karvakrol 
P pentenal 
PDA potato dextrose agar 
PG propil galat 
PP propil paraben 
PPT-2 krmna smjesa PPT-2 
SK-D-N krmna smjesa SK-D-N 
SPE solid phase extraction 
T timol 
TBHQ tert-butilhidrokinon 
THBP trihidroksibutirofenon 
NIV nivalenol 
ZEN zearalenon 
WHO World Health Organisation 
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