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1. UvVOD

Mikotoksini u kukuruzu ¢e nastati kada neka od gljivica koje uzrokuju plijesni napadnu
Klip kukuruza. Plijesni proizvode mikotoksine u odredenim uvjetima temperature i vlage.
Ne uzrokuju svi uzro¢nici plijesni mikotoksine no oni ne mogu biti prisutni u kukuruzu bez

prisustva plijesni.

Mikotoksini koji najviSe zabrinjavaju su aflatoksin, deoksinivalenol (DON ili
vomitoksin), fumonizini, okratoksin, zeralenon i T-2 toksins. T-2 toksin je opasan i
zabrinjavajuci jer ima najsnaznije djelovanje, no manje je ucestao nego li neki drugi
mikotoksini ka na primjer DON. Postoje jedinstvene okolnosti kada su mikotoksini prisutni
u kukuruzu i bez vidljivih simptoma prisustva uzro¢nika plijesni. To pokazuje tretiranje s
propioni¢nom kiselinom koja uklanja plijesan, ali mikotoksini su i dalje prisutni jer su oni
vrlo stabilne kemijske tvari. No, bez ikakve dvojbe mikotoksini ne¢e postojati na kukuruzu,

ukoliko tu ve¢ ne raste ili je narasla gljiva koje uzro¢nik plijesni.

Nastanak plijesni uvijek uzrokuju mikroorganizmi pod nazivom gljivice, one se
pri¢vrscuju na tlo te uzrokuju truljenje organske tvari 1 biljaka poput kukuruza. Stotine tisu¢a
plijesni je indetificirano, no samo nekoliko njih uzrokuju zdravstvene probleme kod ljudi ili
stoke. Gljive su parazitske, S§to zna¢i da ovise o drugim Zivim bi¢ima, od kojih crpe

nutrijente. One su vrlo rasprostranjene, mogu biti pozeljni i nepozeljni organizmi.

Sve gore navedeno sluzi kao pozadina za mikotoksine te kao preporuka za prakti¢no
rukovodenje uzgajivaca kukuruza, proizvodaca svinjskog mesa, veterinara, nutricionista 1

sli¢no.

Plijesniprisutnena kukuruzu od posebne su vaznosti jer mogu umanjiti kvalitetu zrna
kukuruza time §to produciraju razli¢ite mikotoksine koji negativno utjec¢u na zdravlje i opée
stanje konzumenata medu kojima su i domace Zivotinje. Uzro¢nici plijesniparazitiraju i
stabljiku kukuruza no to nije od izravne vaznosti za prehranu svinja. Plijesan ¢e se vrlo
vjerojatno pronaci na kukuruzu gdje je minimalna obrada zemlje u usporedbi s onom gdje

imamo ukljuc¢enu svu agrotehniku.

Ne proizvode sve plijesni toksine, netoksi¢ne plijesni ne moraju biti Stetne za svinje, ali

one izazivaju slabiji smanjenje uroda, losiju kvalitetu zrna, prije svega umanjuju nutritivne



vrijednosti. Kukuruz koji plijesni nisu zarazileu polju moze biti zaraZen tijekom skladistenja
zrna te se rast plijesni. Rast uzro¢nika plijesni i produkcija mikotoksina prije svega su
povezani s povisSenomvlagom zrna te je suSenje zrna kljuan postupak u spre¢avanju rasta
uzro¢nika plijesni kod uskladiStenog zrna. Ipak, suhi kukuruz moze se zaraziti u skladistima
ukoliko uvjeti vlage i temperaturenisuadekvatni za skladistenje. U proljece, kada su
promjene temperature i vlage ceste moze se potaknuti razvoj uzro¢nika plijesni
osobitoukoliko dode do kondenzacije vlage u skladistima. Upravo iz tog razloga, spremnici
se redovito moraju Cistiti, uklanjati ostatci prethodnih kultura i pregledavati kako ne bi doslo

do zagrijavanja i u konacnici do nastanka plijesni.

Najznacajniji uzro¢ni plijesni klipa kukuruzaDiplodia zeae, Gibberella zeae,
Gibberella fujikuroi, Gibberella subglutinans, Aspergillus i Penicillium vrste.
Cilj ovoga rada bio je utvrditi kontaminacijuaflatoksinima zrna kukuruza i silaze iz

vegetacijske godine 2015.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Mikotoksini

Mikotoksini se nalaze u hrani biljnog i Zzivotinjskog podrijetla. To su sekundarni
metaboliti gljiva (slika 1). Primarna kontaminacija, odnosno kontaminacija mikotoksinima
u hrani biljnog podrijetla, posljedica je rasta uzro¢nika plijesni na vocu, povréu, zitaricama,
a s druge strane u hrani zivotinjskog podrijetla, mlijeku, mesu, jajima, nalaze se rezidue
mikotoksina zbog hranjenja zarazenom odnosno kontaminiranom hranom. Ne postoji
nikakva jedinstvena metoda da bi uklonili mikotoksine, a ve¢ i postoje¢e metode poskupljuju
proizvodnju hrane i krmiva te je s obzirom na takvu situaciju, najbolja prevencija od
nastanka mikotoksina. (Peraica i sur., 2002.). Razvoj plijesni i produkcija mikotoksina je
moguca u gotovo svim agroklimatskim podruc¢jima, osobito u tropskim, jer je takva klima
najpovoljnija za razvoj uzro¢nika plijensi. U povijesti ¢ovjecanstva, bolesti koje su bile
uzrokovane mikotoksinima nazvane su mikotoksikoze te su u povijesti imale utjecaj na
demografske promjene, ratovete izazivale seobe stanovniStva (Peraica i Rasi¢, 2012.). U
razvijenim zemljama mikotoksikoze su rijetke. A uzrok tome je napredak agrotehnickih
mjera te dobra kontrola namirnica biljnog i Zivotinjskog podrijetla koje dolaze na trziste.
Nikakvim se preventivhim mjerama ne moZe u potpunosti sprijeCiti zaraza hrane
mikotoksinima, pa su ljudi i zivotinje konstantno izlozene zarazi, odnosno njihovom
djelovanju. Osim toksi¢nog djelovanja mogu imati 1 genotoksi¢no, imunotoksicno i
kancerogeno djelovanje. (Domijan i Peraica, 2010.). Na pokusnim zivotinjama dokazano je
da se takvi ucinci mikotoksina mogu odraziti i nakon izlozenosti njihovim niskim
koncentracijama, znanstvenici i agencije su usmjerili paZnju na istraZivanje ucinka i

mehanizma toksi¢nog ucinka niskih koncentracija mikotoksina (Mili¢evi¢ i sur., 2010.).

Mikotoksini iligrupe mikotoksina koje daju proizvodac¢ima razlog za zabrinutost su:
aflatoksini, deoksinivalenol (DON ili vomitoksin), fumonizini, zeralenon, T-2 toksin i
okratoksin. Fusarium graminearum (Gibberella zeae) proizvodi dvadesetak vrsta
mikotoksina od kojih su najznacajniji deoksinivalenol, zeralenon i T-2 toksin. Najznacajniji
producenti fumonizina suFusarium verticillioides i Fusarium proliferatum. Uzorci
zarazenog kukuruza i drugih biljnih vrsta koje ove gljive parazitirajucesto sadrze vise od
jednog toksina. Razli¢iti mikotoksini u konacnici razlic¢ito djeluju na konzumente te je iz tog

razloga vazno identificirati prisutne mikotoksine.



Slika 1. Gljive producenti mikotoksina

Izvor: http://veterina.com.hr/?p=18652(02.05. 2016.)

2.1.1. Otkrivanje mikotoksina

Kod detekcije mikotoksina postoji mnogo prepreka, dio polja moze biti jako zarazen dok
je drugi dio polja Cist te ¢e pri uzimanju uzoraka iz ¢istog dijela polja rezultati pokazivati da
nema zaraze, a zapravo postoji prisutnost mikotoksina. Stoga je pravilno uzimanje uzoraka
od velike vaznosti te primijeniti najpouzdanije procedure koje ¢e pouzdano pokazati ima li
mikotoksina ili nema, pa ¢ak i kad je kontaminacija vrlo niska. Uzimanje uzoraka iz jednog
ispitivaéa je gubljenje vremena osim ako nije cijela masa kukuruza podjednako

kontaminirana.

Moguca su dva nacina uzimanja uzoraka.Prvi zahtijeva sondu za zrno pomocu koje se
uzima uzorak kukuruza s raznih mjesta iz cijele mase. Druga opcija za koju se ujedno smatra
da je i najbolja, podrazumijeva uzimanje uzoraka iz mase kukuruza prilikom samog istovara.
U ovom slucaju tokom cijelog istovara mora biti netko prisutan i nadgledatipostupak te se u
razli¢itim fazama istovarapostavlja mali spremnik i drzi se direktno na mlazu kukuruza koji

koji se istovara. (PatienceiEnsley, 2010.).


http://veterina.com.hr/?p=18652

2.2. Aflatoksini

.....

Aspergillus, a temperatura pogodna za njihov rast je od 26 do 38° C te sadrzaj vlage supstrata
veéi od 18%. Najbolji producenti aflatoksina su Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus
koji mikotoksine sintetiziraju tijekom zetve, skladiStenja, prerade zitarica, ali i tijekom
vegetacije u polju.Sintetiziranje mikotoksina se u polju odvija pri temperaturama od 24 do
35° C i vlaznosti supstrata na kojem se gljiva razvija iznad 7%, dok u ventiliranom prostoru
vlaga supstrata treba biti iznad 10% (Williams i sur., 2004.). Aspergillus flavus sintetizira
aflatoksine B1, B2, G1 i G2 kod uljarica koje se skladiSte (Diener i Davis, 1996., Valpotic¢ i
Serman, 2006.). Aflatoksini su vidljivi u UV- spektru pri duljini od 365 nm kao prirodni
fluorescirajuci spojevi. Imena aflatoksina B i G upravo to i objasnjavaju, odnosno na taj
nacin su dobili ime B za plavu (blue) i G za zelenu (green)fluorescenciju (Prasanna i sur.,
1975.). Termostabilni su i u prirodnom stanju vezu se uz proteine koji ih Stite od nepovoljnih
vanjskih utjecaja (Kiermeier i Hemmerich, 1974., Marth i Dole, 1979.). Topljivi su u
organskim otapalima, fotosenzibilni su u slobodnom stanju, osjetljivi su na kisele i alkalne

otopine, a u vodi se gotovo ne tope (Mann i sur., 1967.).

2.2.1. Aflatoksin B1

.....

(AFBL1) (Domijan i Peraica, 2010.). Organ na koji AFBI1 toksi¢no djeluje je jetra, a promjene
ovise 0 dozi, uzgoju, vrsti zivotinje i duZzini izloZenosti. Trovanja s visokim dozama
mogudovesti i do smrtnosti, a subletalne doze uzrokovat ¢e kroni¢no otrovanje.Kroni¢na
izloZenost niskim dozama dovodi do razvoja malignih bolesti i to najéesce karcinoma jetre.
Medunarodna agencija za istrazivanje karcinomaistice da ima puno dokaza da su aflatoksini

iz prirodnih izvora karcinogeni te ih je uvrstila u prvu skupinu karcinogena.

Nepovoljno djelovanje aflatoksina najvise je izrazeno kod peradi, a nakon toga kod svinja,
no osim njih na aflatoksine osjetljive su i ribekod kojih dolazi do slabog zgrusavanja Krvi,
slabe im $krge, opada tjelesna masa i slicno. AFB1 aktiviraju monooksigenaze koje ovise 0

citokromu P450 pri ¢emu nastaju hidroksilirani derivati te visoko reaktivni egzo-epoksid

5



koji veze DNA pri ¢emu uvijek nastaju AFB1-DNA-adukti (Guengerich, 2003.). Koli¢ina
AFB1-DNA-adukata najveca je u jetri za razliku od drugih organa te je u odnosu s dozom
kao i s osjetljivo$¢u pokusne ili domace Zivotinje na hepatokarcinogenezu (Hengstler i sur.,
1999.). Kod ljudi koji su koristili kontaminiranu hranu, akutna aflatoksikoza manifestira se
kao gubitak apetita, slabost i povracanje. Epidemija aflatoksikoze 1974. godine u ruralnim
podru¢jima Indije bila je uzrokovana kontaminacijom kukuruza, a kod ljudi su se javili
simptomi zutice, kratkih febrilnihrazdoblja, povra¢anja i anoreksije (Krishnamachari i sur.,
1975., Tandon i sur., 1977.). Ukoliko se radilo o blazim sluc¢ajevima oporavak je bio potpun,
dok sukod tezih slucajeva brzo nastali ascites i edemi donjih udova. Kod jakog krvarenja iz
probavnog sustava smrt je nastupala u vrlo kratkom vremenu, a smrtnost je prema razli¢itim
autorima bila izmedu 10 i 29% (Krishnamachari i sur., 1975., Tandon i sur., 1977., Bhat i
Krishnamachari 1977.). Velika su bila oSteCenja jetre, znacajan je zastoj zuci i difuzno
ostecenje parenhima. Ovakvi simptomi bili su prisutni kod 20 pacijenata u Keniji 1981.
godine od kojih je 12 umrlo (Ngindu i sur., 1982.). Godine 2004. na istom tom podrucju
tijekom epidemije oboljelo je 317 ljudi, a 125 njih umrlo (CDC 2004.). Najces¢i peti
karcinom na svijetu je primarni karcinom jetre, u 75-90% slucajeva se radi o
hepatocelularnom karcinomu ¢ija je skracenica HCC (McGlyn i London, 2005.). U Kini,
Africi 1 Aziji pronadena je povezanost incidencije HCC-a s izlozenos¢u aflatoksinom Bl

(Kensler i Groopman, 1997.).

Aflatoksini B1 i B2 metaboliziraju se u aflatoksine M1 i M2 kod sisavaca i to u mlije¢nim
7lijezdama (KneZevi¢, 2007; Diener i Davis, 1996; Valpoti¢ i Serman, 2006.). Bez obzira
Sto se tijekom pasterizacije i sterilizacije mlijeka smanji koli¢ina AFM1 ono moZe narusiti
zdravlje ljudi, ponajprije djece jer oni najviSe konzumiraju mlijeko te mlijecne proizvode

(Cavaliere i sur., 2006.).

2.2.2. Aflatoksikoze

Nakon sto se aflatoksin unese u organizam ljudi ili zivotinja dolazi do razvoja niza

bolesti, a posljedice ovise o unesenoj kolicini toksina kao i 0 starosti, imunoloskom sustavu



te zdravstvenom stanju onoga koji je koristio kontaminiranu hranu. Sve bolesti koje su
prouzrokovane aflatoksinima nazivaju se aflatoksikoze. Intoksikacija aflatoksinima se dijeli
u dvije grupe: kroni¢na intoksikacija te akutna intoksikacija koja dovodi do oStecenja jetre,

a nerijetko i do pojave tumora i smrti.

Najces¢i pocetni simptomi nakon unosa aflatoksina su slabost, pad imuniteta, poviSena
temperatura. Ukoliko se radi o unosu manjih koli¢ina aflatoksina, ali u duzem vremenskom
periodu moze do¢i do niza poremecaja imunoloskog sistema te do poremecaja u prometu
hranjivih stvari. Ako dode do unosa vecih koli¢ina, svi havedeni simptomi se pojacavaju te
se javljajujaki bolovi u predjelu abdomena, povracanje, zutica, hepatitis i sliéno. Bez obzira

na to o kojem se organizmu radi, jetra je najosjteljivija na aflatoksin (Williams i sur., 2004.).

2.3. Aspergilioza klipa

Aspergiliozu klipa (slika 2) uzrokuju dvije vrste gljivica: Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus. One uzrokuju truljenje klipa, ali njihova prisutnost ne zna¢i nuzno da su
kontaminirani aflatoksinom.A. flavus se pojavljuje kao Zuto-zelena plijesan, aA. parasiticus
kao sivo-zelena plijesan, a obje izgledaju na prvi pogled praskasto. Pojavljuju se u vrlo
vru¢im godinama. Najveca vjerojatnost da ¢e doc¢i do zaraze je kad se optimalni uvjeti za
zarazu pojave pri formiranju klipa i nastanku svile te ukoliko postoji steta koju su uzrokovali

insekti te Steta koja je nastala suSom ili ranim mrazom.

Aspergilioza klipa ¢esto ima za posljedicukontaminaciju aflatoksinima koji su Stetni za
ljude i zivotinje. UtjeCu na nepovoljan rast i razvoj stoke, peradi, svinja, ribe i drugih
zivotinja. Bolesti jetre te pojava odredenih tumora (karcinoma) povezani su s prehranom koji
sadrZe aflatoksin. Visoke doze aflatoksina mogu biti smrtonosne kod mladih svinja, skotnih
krmaca, teladi te mlade peradi. Aflatoksini se osim u kukuruzu pojavljuju i u kikirikiju,
sjemenkama pamuka i njihovim preradenim proizvodima, a rijetko Su prisutni u psenici,

zobi, rizi i SOji.

Americka agencija za hranu i lijekove (FDA) ustanovila je ,,razine aktivnosti“ izmjerene
u ppb (parts per bilion — milijarditi dio), za aflatoksin u zivotinjskoj hrani ili hrani za ljudske

potrebe. Ovo su izmjerene razine:



- 300 ppb za kukuruz namijenjen tovu goveda i za sto¢nu hranu (od sjemenki pamuka)
namijenjen peradi, svinjama ili govedu;

- 200 ppb za kukuruz namijenjen za tov svinja od 50 kg i vise;

- 100 ppb za kukuruz namijenjen uzgoju godeda, svinja ili odrasle peradi;

- 20 ppb za kukuruz namijenjen za hranu ljudima, nezrelim zivotinjama te zivotinjama
koje daju mlije¢ne proizvode i

- 20 ppb za zivotinjsku hranu osim kukuruza

Koli¢ina produciranog aflatoksina u kukuruzu ovisi o temperaturi i vlaznosti supstrata.
Visoke temperature oko 32° C ipoviseni udio vlaznosti zrna 15% (18% optimalno),
nedostatak dusika i Stete koje su uzrokovali insekti znacajno povecavaju mogucnost zaraze
Aspergillus vrstama. Susenjem kukuruza na 14% vlaznosti, pa ¢ak i manje, potaknut ¢e

daljni rast plijesni, ali i proizvodnju toksina.

Slika 2. Aspergilioza klipa

Izvor: http://www.telegraf.rs/vesti/555513-aflatoksin-od-kukuruza-do-trpeze-gde-je-

opasnost(02.05.2016.)

2.3.1. Zaraza kukuruza s Aspergillus sp.


http://www.telegraf.rs/vesti/555513-aflatoksin-od-kukuruza-do-trpeze-gde-je-opasnost
http://www.telegraf.rs/vesti/555513-aflatoksin-od-kukuruza-do-trpeze-gde-je-opasnost

Aspergillus vrste prezimljavaju na biljnim ostatcim, gnojivu i zemlji. Spore
Aspergillusvrstaprenose se zrakom te njihov broj ovisi o sezoni. Broj spora u velikom slu¢aju
raste tijekom berbe, obrade tla te se moze povecati kod kukuruza na susnom tlu. Zaraza
nastaje kroz kukuruznu svilu, gljivice koloniziraju klip od vrha prema bazi. Nakon §to svila

odumre, gljivice ubrzano rastu osobito pri visokim temperaturama.

Cimbenici koji utje¢u na zarazu s Aspergillusvrstama su insekti, stres, neadekvatna
agrotehnicka priprema. Ukoliko su postojali neadekvatni uvjeti, dolazi do razvoja i
razmnozavanja Aspergillus plijesni i sinteze aflatoksina, a to se moZe odvijati na polju, kod
zetve, skladiStenja, transporta i prerade kukuruza. (Bankole i Adebanjo, 2003.). Razvoj A.
flavus moze se podijeliti u dvije faze, prva faza obuhvaca kolonizaciju biljnih ostataka u
zemljistu, a druga infekciju dijelova sjemena i biljke u razvoju. U proljece, micelij se nalazi
na povrsini tla te se vrlo brzo formiraju nove konidije koje se vjetrom i insektima prenose
na posijani kukuruz. U periodu rasta kukuruza, zarazeni dijelovi su izvor sekundarnihzaraza
(Horn i Dorner, 1998.). Insekti pridonose jacoj zarazi Aspergillus vrstama, a time i
potencijalno jac¢oj kontaminaciji kukuruza aflatoksinima. Najcescese na kukuruzu nalazi
kukuruzni moljacOstrinia nubilalis (Widstrom, 1996.).Povisene temperature i smanjena
koli¢ina padalinauvjet su jace pojave plijesni i sinteze aflatoksina u kukuruzu (Payne, 1998).
U susnim podru¢jima biljka gubi vodu koja joj je neophodna za razne procese. Nedostatak
vode dovodi do stresa, ¢ime se smanjuje prirodna obrana odnosno otpornost biljke te se
povecava vjerojatnost pojave plijesni i sinteza aflatoksina (Gosal i sur., 2009; Guevara-
Gonzalez i sur 2001.). Ukoliko postoje povoljni uvjeti za dalji razvoj Aspergillusvrsta, do
daljnjeg razvitka plijesni moze do¢i i tokom Zetve te skladi$tenja kukuruza. Ponajprije treba
postovati dobru poljoprivrednu praksu koja se odnosi na koriStenje tolerantnih hibrida
kukuruza(Bhatnagar, 2010.). Pri skladistenju treba biti vrlo oprezan kako ne bi tijekom

skladistenja doslo do zaraze.

Pojava Aspergillus plijesni i aflatoksina u kukuruzu utjecu na smanjen prinos i kvalitetu

Sto dovodi do velikih ekonomskih gubitaka.

2.3.2. Prevencija ili smanjenje aflatoksina u kukuruzu



Realan plan, odnosno cilj je svesti na minimum infekciju Aspergillus vrstama prije berbe

te smanjiti rast gljivica poslije berbe opreznim rukovanjem i u konacnici skladistenjem.

Obzirom da gljivice vrSe zarazu na oSteCenim | slomljenim zrnima preporucuje se

smanjenje stresa 1 oSte¢enje zrna, a to podrazumijeva:

- raniju sadnju kako bi se izbjegao stres koji uzrokuje susa i izbjegla Steta koju
uzrokuju insekti. Kukuruz bi se trebao sijati kada je jutarnja temperatura tla oko 12,8
°C na dubini od 5 cm. Ponekad je moguce da se pojavi mraz nakon sadnje no kukuruz
ga prezivi uz vrlo mala ili gotovo nikakvaostecenja

- pravilno navodnjavanje kako bi se izbjegao stres uzrokovan susom, u svijetu postoje
kompjuterizirani programi planiranog navodnjavanja te ru¢ni program provjere za
planiranje navodnjavanja

- sijati hibride prilagodene podneblju

- kontrolirati populaciju kukaca koji se hrane stabljikom i klipovima

- birati povoljna polja, odnosno izbjegavati ,,iscrpljena“ tla, pogotovo ona koja su
izlozena susi

- mijesanje Cistog i pljesnivog zrna u istu prikolicu se ne preporucuje, najbolje odvojiti
¢isto zrno od onoga za koje se sumnja da je zarazeno

- brati kukuruz ¢ija je vlaga izmedu 14 i 19%.

Ukoliko se radi o kukuruzu s velikim postotkom vlage koji se moze brzo osusiti, berba
na rizinim poljima trebala bi se obavljati ranije, prije nego li bude 18% vlaznost. Ovako

dolazi do manjeg oStecenja zrna, a samim tim se smanjuju ,,otvorena‘“ mjesta za zarazu.
Smanjiti Stetu tijekom berbe i kombajniranja mozemo:

- Koristenjem mehanizacije za zetvuukoliko je dostupna

- zamijeniti istroSena svrdla za zrno

- podesiti protok zraka na kombajnu tako da se odstrane strani materijali iz mase
kukuruza. Ukoliko se odvajaju strani materijaliod zrna eliminira se jo$ jedan izvor
vlage

- postaviti dobro postavke kombajna, preporucene od strane proizvodaca kako bi se

dobio Cist uzorak.

Sitni otpad eliminira se sitom dok se zrno prazni iz teretnog prostora kamiona koji ga

odvozi s polja. Ako je sitni otpad zarazen Aspergillus vrstama treba ga zapaliti ili zakopati,
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a nikako se ne bi trebao koristiti kao sto¢na hrana. Detaljno treba ocistiti bera¢ (kombajn),

spremnike zrna, kamione te pokretne trake nakon uporabe.

2.4. Odredivanje aflatoksina

Za odredivanje aflatoksina potrebne su vrlo precizne i osjetljive tehnike, s obzirom na to
da se u proizvodima nalaze u vrlo niskim koncentracijama. Postoje razli¢ite tehnike u okviru
kojih su razvijene razne metode za utvrdivanje prisutnosti aflatoksina. Najcesée se
primjenjuje analiza na HPLC-u. Medutim, pored HPLC-a vrlo ¢esto koristi se i ELISA
test(imunoenzimatske metode) kao i kombinirana tehnika teku¢e kromatografije s masenom
spektrometrijom. Prije se upotrebljavala tankoslojna kromatografija odnosno TLC koja je
zbog losih rezultatapotpuno zanemarena. Osim ovih navedenih tehnika, za brzu analizu
aflatoksina, prije skladistenja u velike silose koriste se brzi testovi, koji se temelje na
imunokromatografskim principima (Reiter i sur.,2009.). ELISA tehnika se najvise Koristi
kod odredivanja AFMI1 u mlijeku i mlijenim proizvodima, no sada se sve vise
upotrebljavaju i HPLC-FLD, LC-MS/MS tehnike (Shephard i sur., 2012; Shephard i sur.,
2013.).

Prednosti TLC tehnike su da je jednostavna, jeftina, vrlo osjetljiva na aflatoksine, a
nedostatci su losija preciznost te adekvatno razdvajanje zahtijeva dvodimenzionalnu analizu.
Prednosti ELISA testa su da je oprema jeftina, dosta je dobra osjetljivost, ograni¢ena je
upotreba organskih otapala, vizualna ocjena, a nedostatci su moguci lazni pozitivni ili
negativni rezultat, polukvantitativna je, moguca je reakcija s vezanim mikotoksinima. Kod
HPLC metodeprednosti su vrlo dobra osjetljivost, selektivnost, ponovljivost, kratko vrijeme
analize, dostupne su op¢e prihvacene metode, a nedostatci su vrlo skupa oprema, a osoblje
koje radi na takvom stroju mora biti visoko obrazovano. Prednost LC/MS tehnike je dobra
osjetljivost, a nedostaci su joj isti kao kod HPLC tehnike. Kod brzih testova prednosti su da
su vrlo jeftini, jednostavni, brzi, mogu se upotrijebiti bilo gdje, a nedostatci su kvalitativnost,
moguc¢i lazni pozitivni ili negativni rezultati te moguca reakcija s vezanim mikotoksinima.
Faze koje treba provesti u toku analize za odredivanje aflatoksina su uzorkovanje,
ekstrakcija, prociS¢avanje, koncentriranje, razdvajanje, detekcija, konfirmacija,
kvantifikacija i validacija (Scudamore, 2005.). Kod suvremene detekcije aflatoksina

potreban je optimalan balans da se upotrebljavaju §to suvremenije tehnike i metode, ali uz
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minimalnu upotrebu $tetnih otapala, skupih kemikalija, $to kra¢i vremenski period analize
te da se dobije $to to¢niji i pouzdaniji rezultat (Kralj Cigi¢ i Prosen, 2009., Shephard i sur.,
2012.).

2.5. SkladiStenje

Vecina problema vezana za aflatoksine pojavljuje se tijekom skladistenja zrna, koje
pocinje u trenutku kada zrno ude u spremnik na kombajnu. U tom trenutku, kvaliteta zrna je
najbolja moguca. Prvi cilj, ukoliko Zelimo zadrzati kvalitetu zrna je odrediti vlaznost zrna,
koli¢inu necisto¢a U masi zrna, stupanj ostecenja te najbolji nacin iskoriStavanja postrojenja.
Zrno koje je napuknuto ili ima puno necisto¢a, podlozno je zarazi te ga je vrlo tesko osusiti
zbog smanjenog protoka zraka. Opna kukuruznog zrna pruza zastitu od napada raznih stetnih
organizama, insekata i plijesni te zbog toga sa zrnom treba pazljivo postupati kako se
mehanickim putem ne bi oStetila opna odnosno ljuska zrna. Trebalo bi izbjegavati
pregrijavanje ili previsSe brzo susenje jer ono dovodi do pucanja. Protok zraka kroz masu
zrna pomaze u izbjegavanju prirodnog procesa zagrijavanja koje se pojavljuje kod bilo kojeg
materijala visoke vlaznosti. Od velike je vaZznosti ne drZati zrno na polju u bilo kojem
vremenskom periodu kako bi se izbjeglo oSteCenje uzrokovano vru¢inom i nastajanje
plijesni. Ako je moguce transportirati zrno na podrucje suSenja 1 skladiStenja neposredno
nakon berbe 1 poceti s protokom zraka kroz zrno kako bi se zapoc€eo proces suSenja. Idealno
bi bilo zrno premjestiti i poéeti ga susiti Sest sati nakon berbe. Ako odgadamo 24 sata, moze
do¢i do problema, koji uklju¢uju pojacanu infekcijuAspergillus vrstama i proizvodnju
aflatoksina. Relativna vlaga zraka, vlaznost zrna i temperatura igraju znacajnu ulogu u
razvoju aflatoksina na kukuruzu, a to su temperature izmedu 27 i 37° C, relativna vlaga zraka
85 do 100% i vlaznost zrna 18%. Ako se relativna vlaga moze smanjiti kretanjem zraka,
odmabh se i vlaznost zrna smanjuje, a time i potencijalni nastanak plijesni. Razvoj gljivica se
zaustavlja kada je temperatura ispod 12° C i vlaznost zrna 12% ili manje, ali se znatno

smanjuje kod vlaznosti 15 % .

Odnos izmedu vlaznosti uskladiStenog zrna te relativne vlage zraka uvelike utjece na rast
plijesni 1 kvarenje zrna. Udio vlaznosti ve¢ uskladiStenog zrna odreduje relativnu vlagu zraka
u prostoru u kojem je uskladisteno. Visoka vlaznost zrna uzrokuje povecanje relativne vlage

zraka koja okruzuje zrno. Infekcija uzrocnicima plijesni vrlo brzo raste kada zrak ima visoku

12



relativnu vlagu, a znacajno sporije pri niskoj relativnoj vlazi. Kada se zrno uskladisti s

niskim udjelom vlaznosti, zrak zadrzan u ukupnoj koli¢ini zrna ima nisku relativnu vlagu.

Izolirani dzep vlaznog zrna potice nastanak plijesni, pojavu insekata koji se mogu dalje
Siriti i na suha zrna. Velike koli¢ine uskladiStenog vlaznog zrna zajedno sa suhim zrnom
ograni¢avaju vrijeme skladiStenja za kompletan tovar na vrijeme skladistenja koje je
potrebno za ono najvlaznije zrno. Mnoga su istrazivanja pokazala da i kad se pazljivo
mijesaju vlazna i suha zrna i vlaznost ima dovoljno prostora da se ujednaci, moze ipak ostati
oscilacija vlaznosti od 2 % medu zrnima. Ukoliko se zrno nedovoljno i nestru¢no izmijesa
dolazi do velikih razlika u vlaznosti. DZepovi odnosno nakupine zrna velike vlage mogu biti
rezultat dodavanja vlaznog tovara na suho zrno, pa ¢ak i kad je ve¢ izmijeSano. Velika
koli¢inaneorganskih primjesa nakuplja se jako ¢esto ispod vrece za punjenje, a zeleni otpad
¢esto se nakupi blizu zidova skladiSta. Bilo kakva pukotina na skladistu isto tako uzrokuje
dzepove velike vlaznosti zrna. Najce$¢i uzrok nastanka dzepova velike vlaznosti zrna u
skladiStenju je migracija vlage. U srediSnjem juznom dijelu gdje je obi¢no toplo prilikom
berbe odmabh je zrno i uskladisteno. Obzirom na to da je zrno dobar toplinski izolator, ono
ostaje toplo sve dok nije ohladeno aeracijom. Kod hladnijih sezona, zrak uz zidove skladista
se hladi te se stvaraju konvektivne struje unutar silosa. Topli zrak u srediStu zrnene mase se
dize i upija vlagu zbog svog velikog kapaciteta prijenosa vlage. Taj zrak dosegne hladnija
zrna u srediSnjem dijelu na povrSini zrnene mase, hladi se 1 ispusta svoju vlagu koju zatim
upija zrno. Migracija vlage uzrokuje dzep zrna s povis§enom vlazno$éu na povrSini zrnene
mase u srediSnjem djelu. U zimi ovaj proces moze uzrokavati dZep od 18 do 20 % vlage u
skladiStu u kojem je vlaga bila isprva 14% pa cak 1 manje. U prolje¢e kada temperature
porastu, vlazna zrna mogu proklijati te uzrokovati nastanak plijesni koja velikom brzinom
napada zrno. Migracija vlage moze se sprijeciti aeracijom. Aeracija tijekom suhih, svjezijih

dana ujednacava temperaturu unutar uskladiStenih zrna i sprjecava kovektivne struje.

Insekti koji napadaju uskladisteno zrno su jako osjetljivi na temperaturu. Njihov razvoj
i reprodukcija su smanjeni pri temperaturama nizim od 21°C, a potpuno im prestaje razvoj i
reprodukcija na temperaturi od 10°C. SkladiStenje zrna mora biti u spremnicima otpornim
na najezde glodavaca. Kontrola insekata i glodavaca se provodi odrzavanjem silosa i
spremnika Cistim od zrna, otpada i vegetacije. PremjeStanje zrna iz jednog skladiSta u drugi
je metoda koju Cesto koriste poljoprivrednici kako bi sprijecili ili zaustavili pregrijavanje i
kvarenje. Istrazivanjima se doslo do zakljucka da takvo premjestanje ne dovodi do znacajnog

smanjenja temperature ili udjela prosje¢ne vlage u spremniku sa zrnom. Premjestanje zrna
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bi se trebalo koristiti kao posljednju moguénost za spasavanje zrna od kvarenja, a aeracija je
puno ucinkovitija mjera za odrzavanje kvalitete zrna, a pretjerano rukovanje, premjestanje

samo povecava mogucénost za nastanak oste¢enja zrna.

., Toplo mjesto” kod uskladiStenog zrna ukazuje na rast i razvoj plijesni. Ovo je uzrok
nakupina odnosno dzepova vlaznosti ili nakupine sitnog materijala koje ogranicava protok
zraka i areaciju. Mjerenjem temperature kod uskladi§tenog zrna mogu se otkriti takva ,,topla
mjesta“ prije nego li dode do nekakve ozbiljnije Stete. Ocitavanje temperature moze se
provoditi s pomocu sonde koja sadrzi o¢itavaju¢e komponente, ru¢ke sonde i metra. Ukoliko
se utvrdi postojanje ,,toplog mjesta“ potrebno je napraviti nekoliko provjera kako bi se
utvrdila veli¢ina tog ,,toplog mjesta“ te isto ohladiti aeracijom $to je prije moguée. Ukoliko
je toplo mjesto nastalo radi sitnog materijala koji ograni¢ava aeraciju, potrebno je

,razlomiti“ to toplo mjesto uklanjanjem zrna s dna spremnika i vracanjem tog zrna na vrh.

Kako bi odredili prosje¢nu vlagu zrna, potrebno je uzeti tri uzorka, jedan na vrhu, jedan
u blizini srediSta i jedan u blizini dna, a za to su potrebni otvori na zidovima spremnika ili
sonda za ispitivanje. Uzorke koji se nece ispitivati treba zadrzati u hermeti¢kim posudama.
Za drzanje uzorka najbolje su metalne posude, staklenke s hermetickim poklopcima ili
plasti¢ne vrecice. Ne bi se smjelo ispitivati hladno zrno u toploj prostoriji, tanki sloj vlage
bi se mogao kondenzirati na zrnima i uzrokovati pogresno ocitavanje ili pustiti zrno da se
zagrije u zatvorenom spremniku ili koristiti ispitiva¢ u nezagrijanoj prostoriji. Neki od
elektricnih ispitivaca vlage zahtijevaju korekciju temperature pa u tom slucaju precizno

mjerenje temperature je zagarantirano.

Najcesce susenje se provodi na Cetiri na¢ina, a to su prirodni zrak ili niska temperatura.
Ukoliko je pocetna vlaznost zrna iznad 20% treba susiti usipnim koSem ili pri visokoj
temperaturi, ako je pocetna vlaznost zrna ispod 20% suSenje se odvija u slojevima u
posudama s toplinom kao suplementacijom kako bi se smanjila relativna vlaga nadolazeceg
zraka na 50 do 55% ili suSenje pri visokim temperaturama, a ako je pocetna vlaznost ispod
16% suSenje se odvija prirodnim zrakom kada to dopustaju klimatski uvjeti, a areacija po

potrebi.

Sto se tice opreme treba koristiti ventilatore odgovarajuce veli¢ine kako bi se omogucio
adekvatan protok zraka kroz zrno. Povecavanjem dubine zrna u spremniku, potreban je i
veci ventilator zbog dodatne snage koja je potrebna za tok zraka kroz zrnenu masu. Vece

razine vlage zahtijevaju vise zraka za postizanje zadovoljavajuce razine suSenja. Tijekom
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no¢i relativna vlaga se povecava i toplina je potrebna da se dalje nastavi suSenje, susenje u
slojevima je jako sporo bez obzira na 24-satno susenje. Potrebno je konstantno provjeravati
vlagu zraka. Ukoliko je poznata temperatura zraka i relativna vlaga, moze se odrediti
uravnotezenost razine vlage u zraku. Ako je veca vlaznost zrna od razine vlage
uravnotezenosti, suSenje pocinje kada zrak krene te¢i kroz zrno. Brzina suSenja odreduje se
prema razlici izmedu ovih razina vlage i koli¢ine proteklog zraka, ukoliko je zrak susi i
volumen proteklog zraka kroz zrno veéi to ¢e i proces susenja biti brzi. Spremnici zrna trebali
bi imati odgovarajucéi ispuh zraka na krovu kako bi se izbjeglo gusenje ventilatora. Potrebno
je raditi raslojavanje zrna prilikom punjenja spremnika, koristiti distributer zrna kao pomo¢
u raslojavanju zrna i jednako rasporediti sitni materijal po ¢itavoj povrsini svakog sloja, ne
smije se dopustiti sitnom materijalu iz jezgre da dospije u srediSte spremnika. Ako je
uravnotezenost razine vlage suSeceg zraka ispod razine vlaznosti zrna, proces susenja se
treba nastaviti sve dok povrSinski sloj se ne osusi do 13%, potrebno je ventilirati po potrebi
tijekom velikih promjena vlage kako bi bili sigurni da se donji sloj zrna ne¢e ponovno

navlaziti.

Ponekad dolazi do toga da kukuruz moze biti kontaminiran aflatoksinima u razini kada
ga potpuno eliminaraju iz normalnih prodavackih kanala. Ukoliko dode do toga da se cijeli
tovar odbije zbog jacine kontaminacije, poljoprivrednici i drugi korisnici imaju druge opcije.
Mijesanje zrna zarazenog aflatoksinima s nezarazenim je protuzakonito. Propionska
kiselina, izobutri¢na kiselina i ostale organske kiseline sprjecavaju rast Aspergillus vrsta, no
one nece smanjiti koli¢inu aflatoksina u zrnu koje je kontaminirano prije tretiranja. Ovi
materijali su vrlo korozivni te ih se ne bi trebalo koristitiu metalnim spremnicima osim ako
taj metal nije zaSticen. Fumigacija kukuruza moZze se obaviti 1 bezvodnim amonijakom, on
je takoder uc¢inkovit na¢in detoksikacije kukuruza koji se u protivnom ne bi mogao Koristiti
kao sto¢na hrana, ali taj proces oduzima mnogo vremena i opasan je za one koji rukuju s
amonijakom. Prilikom svakog koriStenja bezvodnog amonijaka kompletan sustav cijevi
treba biti u skladu sa standardima O.S.H.A (Agencija za sigurnost i zdravlje na radu) te je
obavezna zastita o¢iju. Aktivna glina, hidrirani kalcij ili aluminosilikat mogu se dodati hrani
za Zivotinje koja je prethodno zaraZena aflatoksinom kako bi se smanjili toksi¢ni ucinci
aflatoksina kod svinja, peradi i stoke. Smatra se da su ovi proizvodi troSkovno

najucinkovitija metoda koriStenja zarazenog zrna kao sto¢ne hrane.

Kada se pojave zrna kontaminirana plijesnima, postoje opcije koje ¢e smanjiti daljnji rast

uzro¢nika plijesni i proizvodnju mikotoksina. Polja treba pregledavati tijekom vegetacije te
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ponovo prije zetve. Ukoliko se otkrije da postoji zarazenost uzro¢nicima plijesni, uzorke
treba testirati, koriste¢i se brzim testnim kompletima na polju radi otkrivanja prisutnosti
mikotoksina. Neke od testova, temeljenih na imuno enzimskim testovima moze provesti sam
proizvodac na polju, no potrebna je edukacija. lako vecéina takvih testova zahtjeva posebni
¢ita¢ za rezultate neke tvrtke nude proceduru sa Stapicem za umakanje te se mogu vidjeti
odmah rezultati. Na zaraZenim poljima treba napraviti raniju berbu te Sto prije osusiti zrno,
kako bi se smanjilo nakupljanje aflatoksina. Cisti kukuruz moze se skladisti na 16 do 17%
vlaZznosti tijekom zime, no pljesnivi kukuruz mora se odmah osusiti na 15% kako bi se
sprijecio daljnji rast uzro¢nika plijesni. U prolje¢e kada dode toplije vrijeme kukuruz se mora

suSiti na maksimalno 13%.

Potrebno je ukloniti sitni materijal iz kukuruza jer oSteCena zrna su 3 do 4 puta vise

podlozZna rastu plijesni.

2.6. Zakonodavstvo u europskoj uniji

Nakon otkrica aflatoksina 60-tih godina u mnogim zemljama svijeta stupili su na snagu
propisi kojima se Zele zastititi potrosa¢i. Gospodarski ¢imbenici imaju utjecaj na definiranje
grani¢nih razina AFB1 propisani zakonom u svakoj drzavi (FAO/WHO, 2008.). Europska
unija za razliku od drugih dijelova svijeta ima najtemeljitije razradene propise koji definiraju
NDK za AFBI u hrani za ljude te hrani za zivotinje (tablica 1).

Tablica 1. Opcenito sigurne najvece dopustene koli¢ine AFB1 u hrani i1 hrani za Zivotinje

(Uredba Komisije 1881/2006 i 165/2010; Direktiva Komisije 2003/100/EC)

Izvor: file:///C:/Users/Martina/Downloads/Pleadin_i_sur%20(4).pdf (02.05. 2016.)

Hrana / hrana za Zivotinje AFBI1 (ng/kg)

Hrana namijenjena prehrani ljudi
Kukuruz i zitarice kao krmiva u proizvodnyji 20

hrane za zivotinje

Kukuruz i Zitarice za uzgoj rasplodne junadi 100
svinja i peradi
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Kukuruz i Zitarice za ishranu svinja 200

Kukuruz 1 Zzitarice za uzgoj tovne junadi,

o . 300
svinja i peradi

Time se osigurava ujednacenost kriterija koja nadlezna tijela diljem EU primjenjuju pri
uzorkovanju proizvoda te postivanje odredenih metodoloskih kriterija kao §to su iskoriStenje
1 preciznost analiticke metode koja se primjenjuje u njihovom odredivanju NDK za

aflatoksine u hrani, ukljucuju¢i posebno razinu AFB1 te ukupnu razinu aflatoksina.

3. MATERIJALI'I METODE

Istrazivanje je provedeno na uzorcima zrna kukuruza i silazi iz vegetacijske godine
2015., a analiza uzoraka obavljena je tijekom prosle i ove godine. Analiza je obavljena na
HPLC uredaju u BioTech laboratorijuu Slavonskom Brodu. Analiza je obavljena na
aflatoksinima B1, B2, G1, G2, od toga uzoraka kukuruza u zrnu bilo je 200, a silaznog

kukuruza 50 uzoraka.
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Prikaz analize uzoraka:

- Meljava uzorka (silaza ili kukuruz u zrnu)(slika 3)

Slika 3. Prikaz pripremljenog mljevenog kukuruza za odvagu
Izvor: Ninkovi¢ Martina (02.11.2015.)

- Odvaga 5 g uzorka te se dodaje 50 ml u kivetu(slika 4)

Slika4. Prikaz odvage uzorka

Izvor: Ninkovi¢ Martina (02.11.2015.)

- Dodavanje 25 ml u 80% MeOH
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5 min u vortexu da se dobro promijesa(slika 5)

Slika5. Prikaz promjesanog uzorka u MeOH
Izvor: Ninkovi¢ Martina (02.11.2015.)

Profiltrirati kroz filter papir(slika 6)

Slika 6. Prikaz propustanja uzorka kroz filter papir
Izvor: Ninkovi¢ Martina (02.11.2015.)

3,5 ml ekstrakta dodati u 21,5 ml PBS pufera (7,2 pH)
Profiltrirati 0,45 u sqrugl filter
10 ml ekstrakta propustiti kroz Alfa Clean select column (slika 7)
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Slika 7.Afla clean select column
Izvor: Ninkovi¢ Martina (02.11.2015.)

Ispiranje s 10 ml H.0O

Isprazniti svu vodu iz kolone

Eulirati s 2 ml MeOH

1 ml MeOH drzati 5 min pa ponovo 1 ml MeOH

Eulat staviti u vialu zatim u HPLC

20



4. REZULTATI

Moje istrazivanje vrSilo se na HPLC uredaju (slika 8.)sto je Cest nacin ispitivanja
uzoraka zrna kukuruza i kukuruzne silaze na prisutnost aflatoksina. Najc¢esce se prvo
jednostavnim metodama utvrdi prisutnost aflatoksina, a ukoliko je aflatoksin prisutan uzorci

idu u HPLC uredaj kojimse to¢no odredi u kojoj koli¢ini je uzorak kontaminiran

aflatoksinima.Princip rada uredaja prikazan je na slici 9.
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Slika 8. HPLC uredaj

lzvor:

https://hr.wikipedia.org/wiki/Teku%C4%87inska kromatografija visoke djelotvornosti

(02.05.2016.)

nfector {injocion

Column

: . H——.
signal Detector Recorder

Solvent
Resorver Waste

Slika 9. Prikaz rada HPLC uredaja

lzvor: http://shodexhplc.com/lessons/lesson-1-introduction-to-hplc/

(02.05.2016.)
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Provedenim istrazivanjima kontaminacije zrna kukuruza i silazeu niti jednom
uzorku nije utvrdena nedopustena koli¢ina aflatoksina. U uzorcima u kojima je utvrdena
prisutnost aflatoksinakoli¢ina je bilaispod maksimalno dozvoljene granice. Analiza je radena
na 200 uzoraka zrna kukuruza i 50 uzoraka silaznog kukuruza. Od ukupno 200 uzoraka zrna
kukuruza, u 35 jeutvrdeno prisustvo aflatoksina, no niti u jednom uzorku koli¢ina nije bila
iznad dopustenih granica. Ispis nalazagdje je utvrdeno prisustvo aflatoksina(slika 11)
pokazuje da je u uzorku utvrdeno Bl 5,23 ug/kg, B2 2,79 nug/kg, G1 1,36 pg/kg te G2
2,93ug/kg, $to je sve ukupno 12, 31ug /kg, a dopusteno je 20 ug/kg.Na slici 12 prikazan je
ispis nalaza za uzorak u kojem nije utvrdena prisutnost aflatoksina. U niti jednom uzorku

silaze nije utvdena prisutnost aflatoksina.
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Slika 10. Nalaz analize (HPLC) na aflatoksine

Izvor: Ninkovi¢ Martina (04.02.2016.)
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Slika 11. Nalaz analize (HPLC) na aflatoksine

Izvor: Ninkovi¢ Martina (07.03.2016.)
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5. RASPRAVA

Najvazniji i najcesc¢i mikotoksini koji kontaminiraju sto¢nu hranu, ukljucujuéi i zrno
kukuruza i kukurznu silazu,su aflatoksini, trihoteceni, fumonizini, zearalenon i ohratoksin
A, a njihovi producenti sugljive iz rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium(Huwig i sur.,
2001.). Sinteza svih mikotoksina, pa tako i aflatoksina, pod znacajnim je utjecajem
okolinskih ¢imbenika. Zaraza biljaka kao i rast i razvoj patogena u biljkamateprodukcija
mikotoksina ovise o temperaturi okoline, aktivitetu vode, relativnoj vlazi zraka i vlazi tla,
pH sredine, prisustvu ili odsustvu kisika, prisustvu ili odsustvu kompetitora, sposobnosti
izolata gljive za sintezu mikotoksina, koli¢ini zaraznog potencijala, ishrani biljaka, prisustvu
ili odsustvu Stetnika i primjeni fungicida te medusobnoj interakciji svih navedenih
¢imbenika.Za rast Aspergillus vrsta koje sintetiziraju aflatoksine pogodne su temperature
temperature izmedu 26 i 38 °C i sadrzaj vlage u supstratu veé¢i od 18 %.Optimalna vrijednost

aktiviteta vode za sintezu aflatoksina je izmedu 0,95 i 0,99 (Faraj i sur. 1991.).

Vegetacijska godina 2015. bila je ekstremno vruca i ve¢im dijelom su$na te smatramo
da je to jedan od razloga vrlo slabog razvoja Aspergillus vrsta, a time i kontaminacije
aflatoksinima.
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6. ZAKLJUCAK

Istrazivanje kontaminacije zrna kukuruza i kukuruzne silaze aflatoksinima je provedeno
2015. godine u laboratoriju Biotech u Slavonskom Brodu na HPLC uredaju. U niti jednom

uzorkunisu utvrdene nedopustene koli¢ine aflatoksina.

Kolié¢ina sintetiziranog aflatoksina ovisi 0 nizu ¢imbenika kao $to su temperatura zraka,
koli¢ine oborina i1 vlaga zraka, koli¢ina inokuluma 1 slicno. S obzirom da je vegetacijska
godina 2015. bila ekstremno vruca i ve¢im dijelom suSna zaklju¢ujemo da je to jedan od
razloga vrlo slabog razvoja Aspergillus vrsta na kukuruzu, a time i slabe kontaminacije

aflatoksinima.

.....

Aspergillus, a temperatura pogodna za njihov rast je od 26 do 38° C te sadrzaj vlage supstrata
vec¢i od 18 %. Aflatoksini vidljivi su UV- spektru pri duljini od 365 nm kao prirodni
fluorescirajuci spojevi, termostabilni su, topljivi su u organskim otapalima, vrlo su osjetljivi

su na kisele i alkalne otopine, a u vodi se gotovo ne tope.
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8. SAZETAK

Istrazivanje kontaminacije zrna kukuruza i kukuruzne silaze aflatoksinima je provedeno
2015. godine u laboratoriju Biotech u Slavonskom Brodu na HPLC uredaju. U niti jednom

uzorku nisu utvrdene nedopustene koli¢ine aflatoksina.

Koli¢ina sintetiziranog aflatoksina ovisi o nizu ¢imbenika kao $to su temperatura zraka,
koli¢ine oborina i1 vlaga zraka, koli¢ina inokuluma i slicno. S obzirom da je vegetacijska
godina 2015. bila ekstremno vruca i ve¢im dijelom suSna zaklju¢ujemo da je to jedan od
razloga vrlo slabog razvoja Aspergillus vrsta na kukuruzu, a time i slabe kontaminacije

aflatoksinima.

.....

Aspergillus, a temperatura pogodna za njihov rast je od 26 do 38°C te sadrzaj vlage supstrata
ve¢i od 18 %. Aflatoksini vidljivi su UV- spektru pri duljini od 365 nm kao prirodni
fluorescirajuci spojevi. Termostabilni su, topljivi su u organskim otapalima, vrlo su osjetljivi

su na kisele i alkalne otopine, a u vodi se gotovo ne tope.

Kljuéne rijeci: aflatoksini, mikotoksini, Aspergillus sp.
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9. SUMMARY

The research about contamination of maize grain and corn silage aflatoxin was
conducted in 2015. at biotech laboratory in Slavonski Brod, using the HPLC device. None

of the samples showed no undue amounts of aflatoxin.

The amount of synthesized aflatoxin depends on many factors such as air temperature,
the amount of rainfall and humidity, the amount of inoculum etc. Since the vegetation year
2015. was extremely hot and mostly dry I can conclude that this is one of the reasons of the
poor development of Aspergillus type on corn, and thereby low aflatoxin contamination.

Aflatoxins are one of the most toxic mycotoxins. Formed by mold strains of the genus
Aspergillus, a temperature suitable for their growth is from 26 to 38 ° C, and substrate
humidity greater than 18%. Aflatoxins are visible to UV spectrum at a length of 365 nm as
a natural fluorescent compounds. They are thermostable, soluble in organic solvents, very
sensitive to acidic and alkaline solutions, and in water they almost don’t melt.

Key words: Aflatoxins, mycotoxins, Aspergillus sp.
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