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1. UVOD

Porast broja stanovnika na planeti, uz istovremenu industrijalizaciju i
degradaciju obradivih povrsina, doveo je do velikih promena u zivotnoj sredini.
Kao posledica antropogenog delovanja veliki procenat obradivih povrsina je
kontaminiran nekom vrstom zagadivaca. To mogu biti razli¢ita organska i
neogranska jedinjenja, poput jona razli¢itih metala, pesticida, hlorovanih bifenola i
dr. Ti kontaminanti deluju na biohemijske i fizioloske procese koji se odvijaju u
biljkama dovode¢i do njenog slabijeg rasta, manjeg prinosa, pa ¢ak i uvenuca.
Pojedine biljne vrste mogu da usvoje te Stetne materije iz zemljiSta i da je
translociraju u razli¢ite organe. Na ovaj nacin ti Stetni agensi ulaze u dalji lanac
ishrane. Savremeni covek se suocava sa problemom kako proizvesti dovoljne
koli¢ine zdravstveno-bezbedne hrane koja je higijenski i toksikoloski ispravna, a
bez dodatnog remecenja ekositema. Ta hrana mora i da zadovoljava osnovne
nutritivne kriterijume. Da bi se povecala nutritivna vrednost hrane i/ili da bi se
sprecilo delovanje potencijalno Stetnih i opasnih supstanci koje su prisutne u hrani
biljnog porekla, u hranu i hraniva se dodaju razliciti aditivi. Mnogobrojni aditivi
koji su danas u upotrebi su sintetickog porekla i predstavljaju sami po sebi
zagadivace Zivotne sredine, a mogu ostaviti i nepozeljne rezidue u tkivu Zivotinja.

Preparati na bazi prirodnih i sintetickih aluminosilikata (zeoliti i gline) su,
zbog svojih fizickih i hemijskih karakteristika, u dosta Sirokoj upotrebi kao dodaci

hranivima za zivotinje. Aluminosilikati poseduju veliku mo¢ adsorpcije prema



odredenim molekulima, imaju jonoizmenjivacke osobine, a deluju i kao
“molekulska sita”.

Cilj ovog rada je bio da se ispita bezbednost primene antitoksi¢nog nutritiva
(ATN), preparata na bazi prirodnih aluminosilikata, u ishrani pili¢a i njegov uticaj
na zdravstveno stanje i performanse. Drugi cilj je bio da se ustanovi zastitna uloga
ATN-a od razli¢itih toksina u in wvivo uslovima. Ispitivanja su obuhvatala
hematoloske analize, biohemijske analize krvi i mnogih unutrasnjih organa,

parametre prirasta, kao i tehnoloske karakteristike mesa.



2. OPSTI DEO

2.1. Osnovni principi ishrane zivotinja

Pravilna ishrana zivotinja je jedan od najbitnijih preduslova za pravilan
rast, razvoj i zdravstveno stanje zZivotinja i mora biti prilagodena zivotinjskoj vrsti
i trenutnim metabolickim potrebama. Zbog toga ishrana treba zivotinji da
obezbedi sve neophodne hranjive materije shodno njenom fizioloSkom stanju, sto
u najvecoj meri zavisi od kategorije, starosti Zivotinje i faze Zzivotnog ciklusa.
Adekvatnom ishranom se poboljSava zdravlje Zivotinja, povecava konzumiranje i
efikasnost koriS¢enja hrane, menjaju se odredeni fizioloski procesi u organizmu
zivotinja i tako stimuliSe njihov rast i poboljSava kvalitet dobijenih proizvoda.

Potrebe za proteinima i energijom su najvece, ali deficit samo jednog
vitamina ili minerala u obroku izaziva specificne poremecaje i tako dolazi do
pogorsanja opsteg stanja Zzivotinje i smanjene proizvodnje. U obrocima
namenjenim zivotinjama je neophodno obezbediti preko 30 razli¢itih hranjivih
supstanci u odgovarajucoj koli¢ini i odnosu. Da bi se postigao optimum u hraniva
se Cesto dodaju razlic¢iti dodaci-premiksi ili aditivi. NajceS¢e se dodaju vitamini,
minerali, esecncijalne aminokiseline, masne kiseline, razli¢iti pro-i prebiotici
(Kov¢in, 1993; National Research Council, 1994). Razliciti aluminosilikati su nasli

svoju Siroku primenu u ishrani Zivotinja.



2.2. Aluminosilikati

2.2.1. Grada aluminosilikata

Aluminosilikati (ili alumosilikati) su supstance koje u svom sastavu
obavezno sadrZe aluminijum u obliku ALOs i silicijum u obliku SiO.. U prirodi
postoji veliki broj minerala koji bi se, prema ovom kriterijumu, mogli svrstati u
aluminosilikate. Oko 97% zemljine kore je izgradeno od silicijum (IV) oksida,
silikata i aluminosilikata. Osnova svega su metasilicijumska kiselina H:S5iOs i
ortosilicijumska kiselina HiSiOs iz kojih daljom polimerizacijom nastaju
polisilicijumske kiseline. Aluminijum je sa silicijumom u silikatima tesno vezan i
gradi aluminosilicijumske kiseline, odnosno njene soli-aluminoslikate. Opsta

formula aluminosilikata po Vernadskom je:

nMO x nALOs x pSiO2 ~ M-jedno- ili dvovalentni metal

Minerali slobodne silicijumske kiseline, odnosno SiO:, u prirodi grade
silikate koji mogu na razlicite nacine kristalisati. Aluminijum u aluminosilikatima
se moze zameniti atomima drugih elementa, poput hroma, gvozda ili bora, pa
stoga, analogno aluminoslikatima, nastaju hromsilikati, ferisilikati ili borsilikati.
(Ili¢ i Milovanovi¢, 1950).

Pored aluminosilikata koji se javljaju u prirodi oni takode mogu biti i
laboratorijski i industrijski sintetisani. Polazne sirovine za sintezu mogu biti
veoma raznovrsne (Barrer, 1985).

Najtipicniji, a istovremeno i najzastupljeniji u prirodi, predstavnici
aluminosilikata su zeoliti i gline. Pored toga $to su najveé¢im delom izgradeni od
aluminijuma i silicijuma, i zeoliti i gline mogu da sadrze i primese drugih metala,

narocito alkalnih i zemnoalkalnih metala, kao i vec¢u koli¢inu vode (Taylor, 1999).



2.2.1.1. Zeoliti

Zeoliti su kristalni, hidratisani aluminosilikati alkalnih i zemnoalkalnih
katjona i poseduju beskrajnu trodimenzionalnu kristalnu strukturu. Imaju
sposobnost da reverzibilno primaju i otpustaju vodu i da izmenjuju neke od
katjona bez veéih promena u svojoj strukturi. Vecina zeoilta u vulkanogenim
sedimentnim stenama su nastali rastvaranjem vulkanskog pepela i njegovom
kasnijom precipitacijom u vidu mikrometarskih kristala koji imitiraju oblik i
morfologiju njihovih bazaltnih srodnika. Sedimentne zeolitske naslage su
generalno meke, male teZine i najcesce sadrze 50-95% zeolita jedne vrste. Ipak,
nekoliko zeolita mogu koegzistirati zajedno sa nereaktivnim vulkanskim staklom,
kvarcom, K-feldsparom, monmorilonitom, kalcitom, gipsom i
kristobalitom/tridimitom (Flanigen, 1984).

Zeoliti su kristalni, hidratisani aluminosilikati alkalnih i zemnoalkalnih
katjona, koja sadrzi trodimenzionalnu mrezu od SiOs*+ i AlOs* tetraedara
povezanih preko zajednickih atoma kiseonika (Papaioannou i sar. 2005). Ipak, u
gradi zeolita neki katjoni c¢etvorovalentnog silicijuma bivaju zamenjeni katjonima
trovalentnog aluminijuma sto dovodi do deficita u pozitivnom neto naboju u mrzi.
To se balansira uvodenjem u strukturi jedno- i dvovalentnih katjona poput Na,
K+, Ca? i Mg?. Empirijska formula zeolitnih materija u tom slucaju iznosi:

M2ixO * Al20s * x5iOz2 » yH20 M - katjon alkalnog ili zemnoalkalnog metala
n — valenca tog katjona
x — broj 2-10
y — broj 2-8

Empirijska formula klinoptilolita bi u tom slucaju iznosila:

(Na,K)20 * AL2Os + 10510z « 8H20



odnosno zbirno:

(NasKs)(AleSiz072) - 24H-0

Joni unutar prve zagrade se nazivaju izmenjivi katjoni. Oni unutar druge
su strukturni katjoni jer zajedno sa kiseonikom grade tetraedarsku strukturnu
mrezu. Treba napomenuti da je odnos (Al + Si) : O uvek 1 : 2. Nije poznato da bilo
koji zeolit sadrzi viSe atoma aluminijuma od silicijuma tako da je molski odnos

Si0:2: ALOs uvek isti ili veéiod 2 : 1.
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Slika 1. UmreZena struktura klinoptilolita

Katjoni se slobodno zamenjuju jedni drugima u izmenjivim katjonskim
mestima u zeolitima i jedina restrikcija tim zamenama je ukupan naboj molekula.
U praksi se u izmenjivackim mestima prirodnih zeolita retko srecu tro- i
cetvorovalentni katjoni iako je moguce sinteticki pripremiti takve proizvode koji bi
sadrzavali znacajnu koli¢inu takvih jona. Labavo vezani molekuli vode koji
okruzuju izmenjive katjone u Supljinama velikih pora srecu se u strukturi svih
zeolita bez obzira da li je u pitanju prirodni proizvod ili vestacki sintetisan. Voda
¢ini 10% mase jedinjenja i moZe biti reverzibilno uklonjena zagrevanjem do 350°C.
Kada se zagrevanjem hidratna voda ukloni izmenjivi katjoni se vracaju priblizno

na svoja mesta u unutrasnjosti kanala i pora blizu mesta suprotnog naboja u



strukturi tetraedra. Na svim temperaturama sadrzaj vode u zeolitima je u
korelaciji sa parcijalnim pritiskom vodene pare u okolnoj atmosferi. Nasuprot
trodimenzionalnoj strukturi feldspara i kvarca koja je dosta gusto “upakovana” i
zbijena (d=2,6-2,7 g/cm?), struktura zeolita je znatno poroznija i rastresitija (d=2,1-
2,2 g/cm?®). Svaki tip zeolita ima svoju sopstvenu specifi¢nu kristalnu strukturu i
samim tim karakteristi¢ne fizicke i hemijske osobine (Mumpton, 1984b, 1999).

Intrakristalne Supljine mogu ¢initi 20-50% ukupne zapremine kristala
mnogih zeolita. Supljine sinteti¢kih zeolita A, X i Y ¢ine blizu 50% zapremine, kod
habazita i erionita je to oko 30%, a kod klinoptilolita, mordenita i ferierita 20%.
Diametri pora se kre¢u od 3 do 10 x 10" m. Mesta svih adsorptivnih, katalitickih i
jonoizmenjivackih reakcija i kod sintetickih i kod prirodnih zeolita su unutar
kristalne strukture. Celokupna unutrasnja struktura ove mreZze je izrazito
hidrofilna i pokazuje velik afinitet prema molekulima vode.

Strukture  zeolita sadrze nekoliko tipova gradivnih jedinica.
Najjednostavnija je primarna gradivna jedinica: tetraedar (TOs) u kojem cetiri jona
kiseonika okruZuju centralni jon (T) Si** ili Al*. Primarne gradivne jedinice su
trodimenzionalno povezane sa susednim tetraedrima preko kiseoni¢nih jona koji
su im zajednicki (TOs)n. U strukturi zeolita postoji i sekundarna gradivna jedinica
koja se sastoji od jednostrukih ili dvostrukih prstenova sa 4, 6 ili 8 stranica. Zeoliti
sadrze i vece simetricne poliedre poput oktaedra, 11-edra ili 14-edra. Svi zeoliti se
mogu posmatrati kao umrezena struktura sekundarnih gradivnih jedinica i
poliedara u prostoru (Flanigen, 1984). Izmena jona natrijuma u NaX zeolitu
dvovalentnim katjonima poput jona Co, Ni, Zn ili Cd, znacajno menja adsorpcione

karakteristike NaX zeolita. (Hercigonja i sar. 2005.)

2.2.1.2. Filosilikatne gline



Filosilikatne gline su izgradene od slojevitih (laminarnih) ili lancastih
silikata u kojima se naizmeni¢no smenjuju dvovalentni ili trovalentni katjoni,
poput aluminijuma, koji su oktaedarski koordinisani sa atomima kiseonika ili
hidroksilnim grupama i silicijum koji je tetraedarski koordinisan sa atomima
kiseonika ili hidroksilnim grupama. Kondenzacija slojeva u odnosu 1:1 daje
dimorfne filosilikatne gline sa opStom formulom M235i205(OH)s. Trimorfni
filosilikati su kondenzovani u odnosu 2:1 sa oktaedarski koordinisanim
aluminijumom izmedu dva sloja tetraedarski koordinisanih atoma silicijuma opSte
formule M235isO10(OH)2. Lancasti filosilikati su izgradeni od trimorfnih slojeva

grupisanih u lance ili grupe koji su medusobno povezani jonima kiseonika.
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Slika 2. Primeri struktura razlicitih filosilikatnih glina

Pored morfo-strukturnih karakteristika te gline mogu biti podeljene i na
osnovu drugih vaznih funkcionalnih osobina kao $to je pH, gustina povrsinskih
slojeva, sposobnost bubrenja, dominantni izmenjivi katjoni, jonoizmenjivacki

kapacitet, dimenzija i zapremina pora, vezani ligandi i sl. (Phillips i sar. 1991).



Slika 3. Kristalna struktura monmorilonita

2.2.2. Primena aluminosilikata

Prirodni zeoliti su u upotrebi zbog jedne ili vise njihovih osobina:
¢ jonoizmenjivacke osobine,
® sposobnost adsorpcije i prosejavanja molekula,
e katalizatorske osobine,
¢ dehidratacija i rehidratacija i

e Dbioloska reaktivnost.

Na bazi ovih osobina iskustvom se doslo do pojave geofagije, konzumiranje
zemlje. Geofagija medu ljudima i zZivotinjama je odavno poznat fenomen, sa
pozitivnim i negativnim efetkima. Pojedini tipovi zemljiSta mogu menjati pH
sredinu digestivnog trakta. Unosom manjih koli¢ina pojedinih zemljista se moze

uneti dovoljna koli¢ina minerala koji su neophodni organizmu, ali isto izazvati i



disbalans. Preteranom konzumacijom moze do¢i do trovanja, narocito ako su u
zemljiStu prisutni joni teskih metala. Na taj nac¢ine se u organizam mogu uneti i
larve pojedinih parazita. Kod ljudi koji su se otrovali usled preterane konzumacije
zemlje se uocavaju karakteristi‘ne promene i naslage na samim crevima
(Abrahams 2001).

Uticaj zeolita na performanse Zivotinja zavisi od vrste zeolita, stepena
Cistoce, fizikohemijskih osobina, kao i od koli¢ine dodate hranivu. Pored toga i
veli¢ina granula zeolita, veli¢ina kristala, stepen agregacije, kao i poroznost svake
pojedinacne granule odreduje u kojoj meri ce tecnosti gastrointestinalnog trakta
imati pristup povrsini zeolita tokom njegovog prolaska kroz digestivni trakt, Sto
itekako uti¢e na jonoizmenjivacke, adsorpcione i kataliticke osobine samog
zeolita.

Prirodni zeoliti uti¢u na ucestalost pojave dijareje, kao i na njen intenzitet i
duzinu trajanja. Tacan mehanizam jo$ uvek nije sasvim poznat iako postoji
dovoljno dokaza na osnovu kojih se moze zakljuditi da se upotrebom zeolita mogu
eliminisati razliciti faktori koji su povezani sa poremecajima rada creva. Zeoliti
imaju usporavajuci efekat na brzinu prolaska hranjivih materija kroz crevo a
sposobnost da apsorbuju vodu, vodi do znatno suvljeg i kompaktnijeg fecesa.
Smatra se da je znacajno i to Sto zeoliti uticu na metabolicku acidozu i osmotski
pritisak u lumenu digestivnog trakta. Pojedini autori smatraju da cestice zeolita u
digestivnom traktu mogu da vezu i inaktiviraju bakteriju Esherichia coli iako to jo$
nije sasvim nauc¢no potvrdeno. Pojedini autori smatraju da je osnova povoljnog
delovanja klinoptilolita u sposobnosti zeolita da vezuje za sebe ili Zu¢ne kiseline
(koje su cesto endogeni uzrocnik dijareje), ili aflatoksine ili mozda glukozu cija
visoka koncentracija u intestinalnoj te¢nosti moze biti znacajan iritirajuci faktor.
Dodatak zeolita u hranivo krava znacdajno umanjuje pojavu mlecne groznice i

ketoze kod krava (Papaioannou i sar., 2005). I u humanoj medicini se zeoliti



koriste kao sredstvo protiv diareje, spoljni tretman povreda, a pokazali su i
povoljne efekte kod razli¢itih bolesti, ukljucujudi i tumore (Martin-Kleiner i sar.,
2001). Klinoptilolit u velikoj meri smanjuje broj nematoda u digestivhom traktu
jaganjaca i moze biti iskoriSten da se spreci prekomerna upotreba antihelmintika
kod zivotinja (Deligiannis i sar., 2005). Kod teladi koja su napajana kolostrumom
visokog kvaliteta, u koji je dodat mineralni adsorbent na bazi klinoptilolita, dolazi
do maksimalne adsorpcije kolostralnih imunoglobulina (Fratri¢ i sar., 2007). Ako
se klinoptilolit doda hranivu u vecoj koli¢ini moze da dovede do smanjenja broja
jedinki razlicitih parazita, prvenstveno nematoda, u lumenu crevnog trakta i na
taj nacin spreci prekomerna upotreba antihelmintika (Papaioannou i sar., 2005).
Prirodni zeoliti se koriste kao efikasno sredstvo za precis¢avanje otpadnih
voda (Vujakovi¢ i sar., 2003). Imaju znacajnu ulogu i u akvakulturi: iz ribnjaka i
akvarijuma uklanjaju amonijak koji nastaje ili razgradnjom ekskreta Zivotinja ili od
neiskoristenog hraniva, a istovremeno vrsi i aeraciju samog sistema. Mnogo su
efikasniji u slatkim nego u slanim vodama. Uoceno je da se dodatkom zeolita u
vodu povecdava i produkcija biomase do 10% bez ikakvih negativnih efekata po
ribe (Mumpton, 1984, 1999). Amonijac¢ni joni predstavljaju 40-60% ukupnog azota
u svezem stajnjaku. U toku nekoliko sati azot moze biti preveden u oblik
slobodnog amonijaka i kao takav ispariti i biti izgubljen (Dwairi 1998). U stajama
amonijak je rizican po zdravlje Zivotinja i ljudi jer dugotrajno izlaganje amonijaku,
kombinovanom sa prasinom, moze izazvati ozbiljna oSte¢enja pluca. Pored toga,
visoka koncentracija amonijaka u prostorijama moze smanjiti i prirast zivotinja
(Portejoie i sar., 2003). Klinoptilolit i filipsit efikasno hvataju amonijum jone u
prostirci i na taj na¢in smanjuju emisiju amonijaka u atmosferu. Cak i ako se zeoliti
daju u vidu aditiva hranivu mogu da dovedu do smanjenja koncentracije
amonijaka u vazduhu Stala, uklone neprijatne mirise i polutante, stvarajuci

zdraviju zivotnu sredinu za Zzivotinje i kontroliSu¢i viskoznost i zadrzavanje



nutrijenata u samoj prostirci (Dwairi, 1998; Portejoie i sar., 2003; Papaioannou i
sar., 2005).

Zeoliti, a pre svega klinoptilolit, poseduju veliku mo¢ adsorpcije amonijum
jona koji nastaje razlaganjem neproteinskih azotnih jedinjenja (ureja, biuret ili
amonijum-karbonat) u digestivnom traktu preZivara, svinja i pacova. Na taj nacin
se sprecava negativno delovanje viska amonijaka kod Zivotinja. To sve moze biti
praceno povecanim izbacivanjem azota iz organizma putem fecesa i smanjenom
koncentracijom ureje u serumu, $to za posledicu ima bolji rast i razvice zivotinja
(Pond i Lee 1984, Mumpton 1999, Papaioannou i sar. 2005). Dobitak na masi se
objasnjava time da zeolit sluzi kao rezervoar amonijaka omogucavajudi zivotinji
da uneti azot iskoristi mnogo efikasnije. Zeolit sa amonijakom bi mogao posluZiti
kao supstrat za rast i razvice azotofiksirajucih bakterija koje pozitivno uti¢u na
zdravlje Zivotinja ili jednostavno reguliSu pH u crevnom sistemu Sto rezultira
redom pojavom stomacnih problema i njihovim manjim obimom (Mumptom
1999).

Primenom prirodnih ili izmenjenih zeolita kao nosaca aktivnih supstanci
(lekova i pesticida) se produzava njihov rok trajanja. Davanjem razlicitih
antihelmintika nanetih na zeolit kao nosa¢ svinjama i pacovima uoceno je duze
delovanje aktivnih supstanci i njihova veéa efektivnost. Cesto je potrebno
primeniti samo polovinu doze koja se koristi da bi se postigao optimalni efekat.
Lekovi ostaju nepromenjeni i aktivni i nakon cetiri meseca skladistenja (Mumpton,
1984; Dyer i sar., 2000; Kelly i sar., 2004; Cerri i sar., 2004; Papaioannou i sar.,
2005). Klinoptilolit se pokazao kao vrlo pogodan nosa¢ i punioc za pojedina
mineralna dubriva, poput NPK, jer sporo oslobada u zemljiSte mineralne materije
(Cuvanovd i sar., 2006).

Bentonit i klinoptilolit u smesi su se pokazali uspesnim u uklanjanju teskih

metala, posebno olova, arsena, bakra i cinka, a delimi¢no i hroma i nikla iz



otpadnih voda koje bi mogle kontaminirati poljoprivredno zemljiste. Efikasnost im
je narocito bila izraZzena na pocetku primene dok kasnije dolazi do efekta zasic¢enja
i potrebna je njihova regeneracija (Kayabali i Kezer, 1998). Aluminosilikati su se
pokazali i vrlo uspeSni u zastiti zivotinja od trovanja jonima teSkih metala,
prevenstveno jona olova i kadmijuma (Papaioannou i sar., 2005; El-Kady i sar.,
2009). Dodatkom klinoptilolita u hraniva sa visokom koncentracijom olova u
odnosu 10:1 klinoptilolit:Pb obezbeduje delimicnu zastitu od toksi¢nosti olova kod
svinja i pacova u razvoju. Habazit nije koriS¢en u in vivo testovima ali se
pretpostavlja da bi se i on mogao primenjivati jer ima vedi afinitet prema olovu
nego prema drugim katjonima vodenih rastvora (Pb* > Na* > Ca? > Mg?*) (Pond,
1995). Kadmijum i gvozde interferiraju u digestivhom traktu sto dovodi do pojave
anemije usled nedostatka gvozda koja se manifestuje smanjenim nivoom
hemoglobina u krvi kao i smanjenom ukupnom zapreminom celijskih elemenata
krvi. Povecava se nivo kadmijuma u jetri uz istovremeno smanjenje nivoa cinka u
jetri i cinka i bakra u bubrezima. Dodatkom klinoptilolita u hranivo se sprecava
anemija i povecan nivoa kadmijuma u jetri, ali optimalna koli¢ina dodatog
klinoptilolita jo$ uvek nije utvrdena. I sinteticki zeolit NaA se pokazao efikasnim
sredstvom protiv anemije izazvane kadmijum mada je nivo kadmijuma u jetri
ostao isti. Zeolit NaA povecava biodostupnost cinka bez obzira na prisustvo
kadmijuma u hranivu i na taj nacin stiti organizam od njegovog deficita (Pond i

Lee, 1984, Pond i Yen 1984, Pond 1995).

Filosilikati tj. gline pokazuju zadovoljavajuce rezultate u vezivanju jona
bakra u in vivo uslovima, i na taj nacin Stite Zivotinje od trovanja jonima ovog
metala, Sto nije utvrdjeno kod klinoptilolita i drugih zeolita (Papaioannou i sar.,
2005). Odnos izmedu Kklinoptilolita i visokih koncentracija bakra je wvrlo

kompleksan. Ocekivalo bi se da ¢e klinoptilolit u lumenu intestinuma ovaca, koje



su kao vrsta posebno osetljive na povisene koncentracije bakra u hranivu, vezati
za sebeuneti bakar i smanjiti njegovu toksicnost. Ipak, dodatkom 2% klinoptilolita
u hranivo sa 20 ppm bakra dovelo je do povedane smrtnosti medu jaganjcima.
Usled vezivanja amonijaka za klinoptilolit u lumenu intestinuma dolazi do
povecane aktivnosti ureaze. Povedana toksi¢nost bakra kod ovaca moze biti
posledica pomeranja relativnog jonoizmenjivackog kapaciteta za amonijak i bakar
ili neke druge josS kompleksnije interakcije koja za posledicu ima povecanu
apsorpciju bakra u intestinumu. Zato je potrebno odrediti ta¢nu koli¢inu dodatog
klinoptilolita da bi se to sprecilo (Pond, 1995).

Klinoptilolit pokazuje veliku adsorptivhu mo¢ prema jonima cinka u
vodenim sistemima (Markovska i sar., 2006).Pored toga Sto vezuju teske metale
zeoliti takode mogu da adsorbuju i radioaktivne elemente u in vitro i u in vivo
uslovima. Do jonske izmene radionuklida na zeolitu dolazi unutar digestivnog
trakta pa se oni izbacuju iz organizma putem fecesa. Na taj nacdin se sprecava
njihovo usvjanje u organizam. Pozitivne rezultate su dali klinoptilolit, habazit i
mordenit i to za vrlo razlic¢ite radionuklide poput *Sr, ¥Cs, ®Co, #Ca i *Cr
(Chelishchev, 1995; Papaioannou i sar., 2005). Iako poseduju izvesnu adsorptivnu
mo¢ prema jonima urana prirodni zeoliti su mnogo efikasniji u adsorbciji ovih
jona ako se povrsinski izmene i prevedu u organozeolite (MatijaSevic i sar., 2006).
Klinoptilolit pokazuje visok stepen zastite fazana od radiokontaminanata. To se
prvenstveno odnosi u sludaju istovremene aplikacije klinoptilolita sa
radiokontaminantom '¥Cs i to oralnim putem (preko 80% efikasonosti). Vrlo je
bitno da se radioprotektor nade istovremeno sa radioaktivnim kontaminantom
kako bi njegova efikasnost bila najizrazenija, a efekat zastite najveci (Vicentijevic i
sar., 2006).

Dodatak zeolita u hranivo znacajno, umanjuje pojavu rahiti¢nih promena i

sprecava tibijalnu dishondroplaziju, a analizom je utvrdjen povecan sadrzaj



pepela u kostima (Pond, 1995; Leach i sar., 1990; Papaioannou i sar., 2005).
Medutim, efekat zeolita je pre svega uslovljen sadrzajem jona kalcijuma i fosfata u
hranivu kao i njihovim medusobnim odnosom (Papaioannou i sar., 2005). Dodatak
sintetickog zeolita NaA u hraniva koka nosilja pozitivno utice na debljinu ljuske
jajeta, a samim tim se smanjuju i ekonomski gubici zbog loma. Ovaj efekat se
postize zahvaljujuéi visokom jonoizmenjivackom kapacitetu zeolita za katjon
kalcijuma Sto dovodi do njegovog boljeg usvajanja i iskoriStavanja (Pond, 1995;
Leach i sar., 1990). Ipak, pojedini autori nisu zabelezili takve pozitivne efekte
zeolita. Na-zeolit A nije uticao na ucestalost pojave niti na intenzitet tibijalne
dishondroplazije kod pili¢a (Yalcin i sar., 1995.), a Oztiirk i sar. (1998) u svom
radu su zakljucili da prirodni klinoptilolit dodat u hranivo koka nosilja nema
nikakvog uticaja na broj ili kvalitet jaja. Jedini efekat koji je klinoptilolit pokazao je
smanjenje sadrzaja vode u fecesu. Kod krava hranjenih kukuruznom silazom sa
dodatim klinoptilolitom uocen je povecan sadrzaj mlecne masti, proteina i
kalcijuma u mleku (Pond, 1995).

Klinoptilolit unet oralno moze da zastiti Zzivotinje od trovanja
organofosfatnim jedinjenjima. Klinoptilolit sprecava inhibiciju holinesteraze pod
dejstvom organofosfata, a isto tako Stiti i mikrofloru rumena (Papaioannou i sar.,
2005). Dodatak 5% prirodnog zeolita u hraniva bogata liS¢em drvenastih biljaka
povecava digestibilnost samog hraniva i bolje iskoristavanje hranjivih materija iz
nje. Najveca prednost je bolje iskoriStavanje azotnih supstanci (Ly i sar., 2007).
Bentonit je u in vitro uslovima uklonio iz sistema toksicnu materiju biljke
locoweed, medutim, izostao je in vivo efekat na jaganjcima. Bentonit nije pruzio
nikakvu zastitu zivotinjama od alkaloida koji ova biljka sintetiSe (Pulsipher i sar.,
1994).

Uradeno je mnostvo ogleda da se ispita mogucnost inaktivacije mikotoksina

u samom digestivnom traktu Zzivotinja i aluminosilikati (gline i zeoliti) su se



pokazali posebno podesnim za to jer su sposobni da adsorbuju pojedine
mikotoksine in vivo. Najbolje rezultate su ipak pokazali za aflatoksine (Huff i sar.,
1992; Ibrahim i sar., 2000; Pimpukdee i sar., 2004; Juan-juan i sar. 2010; Hassan i
sar., 2010). U in vitro studijama hidratisani natrijum-kalcijum aluminosilikat (glina)
uspesno adsorbuje aflatoksin Bi. Na pH 3 je adsorbovao 100% ovog mikotoksina i
to u svim primenjenim koncentracijama. Isti rezultati su postignuti i pri drugim
pH vrednostima (pH 5,7 i 9) (Ledoux i sar., 1999). I razli¢ite izmenjene forme (sa
jonima kalcijuma, bakra, cinka i nikla) klinoptilolita i monmorilonita su visoko
efikasni u vezivanju aflatoksina B: in vitro. Hemisorpcijski indeksi su bili veoma
visoki za oba aluminosilikata, iako je klinoptilolit pokazao vecu adsorptivhu mo¢
od monmorilonita (Tomasevié¢-Canovié i sar. 2001).

Postavlja se pitanje da li ¢e dodatak zeolita u hranu proizvesti neki
negativni efekat na pojedine medikamente ako se primenjuju simultano.
Nespecificne adsorpcione osobine i jonoizmenjivacki kapacitet zeolita mogu biti
potencijalno riziéni za primenu lekova. Cak i ako je veli¢ina pora zeolita znatno
manja od veli¢ine molekula leka to ne znaci da ne moze do¢i do interakcije izmedu
aktivne supstance i spoljne povrsine Cestice zeolita. Nekoliko studija je pokazalo
da zeoliti delimi¢no adsorbuju medikamente i na taj nac¢in umanjuju njihov efekat
(Nesi¢ i sar., 2003). Medutim, stepen adsorpcije zavisi kako od vrste i stepena
Cistoc¢e primenjenog zeolita tako i od temperature i pH vrednosti sredine tokom
digestije. . U nekim drugim eksperimentima je dokazano da nikakva interakcija
izmedu zeolita ne postoji (Papaioannou i sar. 2005). U naucnoj i stru¢noj javnosti
se vodi rasprava i da li u lumenu digestivnog trakta aluminosilikati vezuju za sebe
vitamine i neke druge korisne supstance. Kod krava koje su u duzem vremenskom
periodu dobijale klinoptilolit putem hrane i to ¢ak u koli¢ini do 2,5% nije primecen
nikakav disbalans u koncentraciji liposolubilnih vitamina seruma. Koncentracije 3-

karotena, vitamina A i E su sve vreme bile u granicama referentnih vrednosti i



priblizne vrednostima dobijenih kod krava kontrolne grupe (Katsoulos i sar.,

2005).

2.3. Pesticidi

Naglo povecanje svetske populacije je povezano sa problemima nedostatka

hrane. Prema izvestaju FAO UN 40% svetske populacije ne dobija dovoljne
koli¢ine hrane, dok 20 miliona ljudi umire godiSnje zbog gladi. ReSenje za ovaj
problem je da se obezbedi veci prinos boljeg kvaliteta sa svake poljoprivredne
povrsine uz upotrebu savremene poljoprivredne tehnike.
Pesticidi su jedan od najéesce koriS¢enih metoda da bi se obezbedio veci prinos i
bolji kvalitet (Dere i Polat 2001). U pesticide se ubraja veliki broj hemikalija koje se
koriste kao insekticidi, fungicidi, herbicidi i rodenticidi (Eddleston i Bateman
2007).

Najces¢i vid trovanja domacih Zivotinja u Evropi je upravo pesticidima. U
Francuskoj je 2003. godine od svih zabaleZenih trovanja stoke 33% otpadalo na
trovanje pesticidima. Veliki broj trovanja je zabeleZen i u Grékoj i u Spaniji.
Pesticidima su bili izloZeni kako preZivari tako i Zivina. Cesto se desava da se
biljke koje su tretirane fungicidima ili drugim pesticidima daju Zivotinjama kao
hranivo i na taj nacin se zivotinja izlozi dejstvu ovih supstanci (Guitart i sar. 2010).
Pesticidi su isto tako opasni i po zdravlje i zivote ljudi, narocito onih koji rukuju sa
njima. Na srecu, vecina pesticida je relativno neskodljiva u malim koli¢inama..
Ipak, svake godine u svetu umire oko 300.000 ljudi zbog trovanja ovim

hemikalijama (Eddleston i Bateman 2007).

2.3.1. Parakvat




Parakvat (PK) je kvatenerni azotni herbicid koji se primenjuje za suzbijanje
Sirokolisnih korova. Po svojoj hemijskoj strukturi PK je 1,1’-dimetil-4,4'-

bipiridilijum dihlorid (Huh i sar. 2006).
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Slika 4. Struktura parakvata

On je neselektivno jedinjenje koje brzo deluje i ostecuje tkiva zelenih biljaka
dvojako: kontaktnim putem i translokacijom unutar same biljke (Soar i sar. 2003).
PK ispoljava svoje herbicidno dejstvo tako sto dovodi do poremecaja u elektron-
transportnom lancu biljaka i inhibira redukciju NADP u NADPH tokom
fotosinteze. Posledica ovog poremecaja je formiranje superoksid anjona, singlet
kiseonika, kao i hidroksil- i peroksil-radikala (Turcsdnyi i sar. 1998, Dere i sar.
2001). Ove reaktivne kiseonicne cestice reaguju sa nezasi¢enim membranskim
lipidima dovode¢i do destrukcije biljnih organela Sto rezultira celijskom smrti (Bus
i sar. 1976).

Parakvat poseduje velik afinitet prema cesticama zemljisSta i organskoj
materiji, Sto mu daje prednost pri njegovoj herbicidnoj primeni, jer se na taj nacin
limitira njegova biodostupnost za biljke i mikroorganizme. PK nije mnogo
mobilan u vedini zemljista, i deo koji se ne veze za cestice zemljisSta brzo biva
razloZen do netoksi¢nih proizvoda od strane zemljiSnih mikroorganizama. Pored
mikroorganizama, na razgradnju PK utice i sunceva svetlost i UV zracenje. Zbog
tih svojih osobina PK ne dovodi do zagadenja podzemnih voda (Suntres 2002).

Parakvat se pokazao kao izuzetno toksicno jedinjenje za coveka i Zivotinje i

mnogi slucajevi trovanja sa smrtnim ishodom su zabeleZeni u poslednjih nekoliko



decenija. Najces¢i put izlaganja coveka ili Zivotinje PK je njegov unos oralnim
putem ili preko koze. PK izaziva osecaj pecenja u ustima i grlu, praceno iritacijom
gastrointestinalnog trakta, sto dovodi do bolova u stomaku, gubitka apetita,
povracanja i dijareje (Suntres 2002, Eddleston i Bateman 2007). Direktan kontakt sa
rastvorom PK ili aerosolom moZe izazvati opekotine na kozi ili dermatitis (Dere i
sar. 2001). Prskanje PK u o¢i dovodi do iritacije, opekotina i izaziva oStecenje
roznjace i ostavlja oZiljke na oc¢ima. Udisanjem aerosola PK je povezano sa
fatalnim bolestima pluca.

Parakvat se i dalje cesto koristi u borbi protiv korova.Ipak, veliki broj
smrtnih slucajeva, nakon slucajnog ili namernog unosa PK, je zabelezen u
poslednjih nekoliko decenija (Huh i sar. 2006). Najveci broj slucajeva je zabelezen
na azijskom kontinentu i to u Indiji (Sandhu i sar. 2003, Agarwal i sar. 2006),
Juznoj Koreji (Hong i sar. 2000, Huh i sar. 2006), Tajvanu (Sun i sar. 2006) i
Tajlandu (Chomchai i Tiawilai 2007). Japanska vlada je jos 1986. godine zabranila
upotrebu PK jer je, do tada u ovoj zemlji, svake godine umiralo 500-1200 ljudi
zbog posledica trovanja ovim herbicidom, (Dere i Polat 2001).

Nezavisno od nacina unosa, PK se brzo distribuira do vedine tkiva kod
kiémenjaka, a najveca koncentracija je pronadena u plué¢ima i bubrezima.
Akumulacija PK u pluéima tece sporo preko jednog energetski zavisnog procesa.
Ekskrecija PK u njegovom neizmenjenom obliku je dvofazna i zavisi od
akumulacije u plu¢ima. Najveci deo se izlucuje preko urina i u manjoj meri,
putem Zzuci. Biotransformacija PK je vrlo slaba kod svih ispitivanih vrsta i ovo
jedinjenje se u najvecoj meri izlucuje neizmenjeno (Suntres 2002).

Glavna ostecenja kod ki¢menjaka prouzrokovana PK se javljaju na plu¢ima
gde se PK i akumulira. OStecenja pluca izazvano PK se morfoloski karakterisSe
jednom ranom destruktivnom fazom u toku koje se alveolarne epitelijalne celije tip

Ii tip II oStecuju i jednom sekundarnom proliferativnom fazom koja se karakterise



zapaljenjem alveola, pluénim edemom, infiltracijom inflamatornih Ccelija,
hemoragijom, proliferacijom fibroblasta i povecanom sintezom kolagena
(Mohammadi-Karakani i sar. 2006).

Pokazalo se da unos PK ostecuje pored pluca i druge organske sisteme, ali u
nesto manjoj meri. Patoloske promene su uocene i na jetri, bubrezima i srcu pri
unosu velikih doza, ali je smrt najceS¢e posledica respiratorne insuficijencije. PK
moze prouzrokovati Fankoni (?) sindrom kod Jjudi i dovesti do veoma izrazene
hipofosfatemije (Gil i sar. 2005).

Tokom poslednjih nekoliko decenija istrazivanja toksi¢nosti PK su ukazala
na nekoliko klju¢nih tacaka:

e generisanje superoksid anjona koji dovodi do formiranja jos toksic¢nijih
reaktivnih kiseoni¢nih cestica, poput vodonik peroksida i hidroksil-
radikala. Znacaj oksidativnog stresa kao mehanizma toksicnosti PK je
dokazana u brojnim ogledima na biljkama, bakterijama, Zivotinjama i
razli¢itim in vitro sistemima. Pojedini sojevi bakterije i neki drugi bioloski
sistemi koji imaju povisenu koncentraciju SOD-1, enzima koji je odgovoran
za uklanjanje superoksid anjona, su se pokazali otporni na toksi¢no
delovanje PK (Suntres 2002);

e oksidaciju celijskog NADPH, glavnog izvora redukujucih ekvivalenata za
intracelijsku redukciju PK, sto dovodi do prekida vaznih NADPH-zavisnih
hemijskih procesa u organizmu (Huh i sar. 2006);

e lipidnu peroksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina celijske membrane,
sto utice na njenu strukturu i funkciju (Bus i sar. 1976, Suntres 2002).

Do sada je ispitan veliki broj supstanci koje bi mogle imati potpuno ili
delimi¢no protektivno dejstvo od PK. Neke od njih su pokazale dosta dobre
efekte, dok su neke druge, kao metod zastite, dozivele neuspeh. Dobre rezultate su

pokazali ekstrakti ili proizvodi razli¢itih biljaka poput vodenog rastvora



polifenola (Sousa i sar. 2009) ili acilovanih antocijanina (Igarashi i sar. 2000)
kupusa, proteina soje (Aoki i sar. 2002), ekstrakta lista krotona (Tieppo i sar. 2006)
ili gumarabike (Gamal el-Din i sar. 2005a). I pojedini vitamini, provitamini,
antioksidanti i hvataci slobodnih radikala se mogu uspesno koristiti, poput
tokotrienola i a-tokoferola (Asmadi i sar. 2005), vitamina C (Wershana 2001),
jedinjenja sa selenom (Attia i Nasr 2009) ili 3-metil-2-fenil-2-pirazolin-5-ona,
hvataca slobodnih radikala (Saibara i sar. 2003, Zhi i sar. 2011). Kaptopril, lek
protiv hipertenzije (Candan i Alagozlii 2001, Ghazi-Khansari i Mohammadi-
Bardbori 2007) i ambroksol (trans-4(2-amino-3,5-dibrombenzil-amino)-cikloheksan
dihlorid), mukoliticki lek (Piotrowski i sar. 1996, Anguelov i Chichovska 2004) su
ispoljili dobre rezultate u zastiti organizama od toksi¢nog delovanja PK. Sa druge
strane, pojedini lekovi od kojih se ocekivalo da deluju protektivno, poput
enalaprila i lizinoprila, lekova protiv hipertenzije, nisu pokazali Zeljene efekte
(Mohammadi-Bardbori 2007). I pojedina druga neorganska i organska jedinjenja
mogu ispoljiti dobre zastitne efekte u in vivo uslovima. Tu se mogu ubrojati
natrijum-salicilat (Dinis-Oliveira i sar. 2007), hlorogena kiselina (Tsuchiya i sar.
1996) , aminoguanidin (Mustafa i sar. 2002) i epigalokatehin i epigalokatehin galat
(Igarashi i sar. 1998). Radioterapija kojoj su bili podvrgnuti pojedini pacijenti, se
pokazala kao neodgovarajuca i neuspesna (Franzen i sar. 1991).

Posto je ve¢ od ranije poznato da se PK lako vezuje za cestice zemljista,
uraden je vedi broj ogleda da se utvrdi da li silikati, a pre svega aluminosilikati,
mogu u laboratorijskim uslovima da uklone rezidue PK iz vodene sredine tako Sto
¢e apsorbovati ili adsorbovati molekule ovog pesticida. Dobri rezultati su dobijeni
i kada je primenjen sepiolit (Rytwo i sar. 2002), povrSinski izmenjene gline
(Gonzalez-Pradas i sar. 2000, Tsai i Lai 2006) ili razliciti zeoliti (Walcarius i
Mouchotte 2004, Nur i sar. 2005). Ivanovi¢ i sar. (2007) su ispitivali moguénost

adsorpcije PK na prirodnom i sintetickom bentonitu u in vivo uslovima. Rezultate



koje su dobili na pacovima su pokazali da aluminosilikati dodati hranivu mogu

posluziti i kao efikasna zastita od toksi¢nog delovanja ovog pesicida u organizmu.

2.4. Teski metali

U teske metale se ubrajaju oni metali ¢ija je gustina veca od 5g/cm?, koji nisu
biogeni i koji na zive organizme deluju iskljucivo toksi¢no poput olova,
kadmijuma, Zive, arsena ili talijuma. Oni se medusobno znacajno razlikuju po
fizickim i hemijskim osobinama, ali i po svom fizioloSkom delovanju na zive
organizme. Teski metali predstavljaju ozbiljne zagadivace Zivotne sredine, a izvori
zagadenja mogu biti litogeni i pedogeni ili antropoloski. Najznacajniji antropogeni
izvori zagadenja su saobracaj i prevozna sredstva, rudnici, topionice metala,
metalska industrija, ali isto tako i organska i mineralna dubriva i komunalni
otpad. Atmosfera je veoma vazan cinilac za zagadenje Zivotne sredine teSkim
metalima jer se cCesto moze desiti da budu zagadena ona zemljista koja su
stotinama kilometara daleko od mesta emisije. Najveci problem predstavlja to sto
biljke lako mogu da usvajaju teske metale i na taj nac¢in ga unose u lanac ishrane.
Biljke najveéim delom usvajaju teSke metale preko korenovog sistema, ali je
moguce da ih u manjoj meri, usvajaju i preko nadzemnih delova. Koliko ¢e koja
biljka usvojiti teskih metala zavisi od brojnih endogenih i egzogenih faktora
(Kastori 1993, Ubavic i sar. 1993, ).

U severnoj Grckoj je, posle pesticida, trovanje stoke jonima metala na
drugom mestu po broju zabeleZenih slucajeva trovanja. Trovanje olovom je
relativno cesto u evropskim zemljama i slucajevi su zabelezeni u Belgiji,
Francuskoj i Spaniji. Najveéi problem je $to olovo ima dug poluZivot u organizmu
zivotinje i na taj na¢in moze udi u dalji lanac iskrane i ugroziti zdravlje ljudi

(Guitart i sar. 2010).



2.4.1. Olovo

Olovo je najsire zastupljen kontaminant Zivotne sredine upravo zbog svoje
znacajne uloge u modernoj industriji. To je najzastupljeniji neesencijalni element u
ljudskom organizmu, jer je sveprisutan u vozduhu, u hrani, vodi za pice, kao i u
prasini. Njegova toksi¢nost je blisko povezana sa njegovom akumulacijom u
pojedinim organima i sa njegovom interferencijom sa bioelementima cija je uloga
nezamenjiva u pojedinim fizioloskim procesima. To dovodi do mnogobrojnih
nezeljenih efekata, uljucuju¢i neuroloske, imunoloske, renalne, hepati¢ne i
hematoloske disfunkcije, kao i promene u ponasanju (Berrahal i sar. 2007). Olovo
dovodi do niza fizioloskih i biohemijskih poremecaja, kao i do promena u
ponasanju i kod laboratorijskih Zivotinja, tako i kod coveka. Za sve te poremecaje
postoje brojni mehanizmi delovanja koji su ukljuceni. Pretpostavlja se da je jedan
od glavnih mehanizama remecenje prooksidantne/antioksidantne ravnoteze Sto
indukuje oksidativni stres i stvaranje visokoreaktivnih kiseonic¢nih cestica poput
hidroksil radikala, vodonik peroksida, superoksid anjon radikala i lipidnih
peroksida (Abdollahi i sar. 2003). Olovo je snazan neurotoksi¢ni agens koji
posebno utice na razvoj centralnog nervnog sistema. Izlaganje niskim
koncentracijama olova kod ljudi i eksperimentalnih zivotinja dovodi do
poremecaja u ponasanju i problema sa pamcenjem i ucenjem (Adonaylo i Oteiza
1999). Neurotoksic¢nost koju izaziva izlaganje organizma malim dozama olova se
karakteriSe neurofizioloskim poremecajima poput hiperaktivnosti ili poremecaja
koncentracije. Narocito je osetljiv centralni nervni sistem kod organizama u
razvoju (Antonio i sar. 1996). Jedinke pre ulaze u pubertet i mnogo su agresivnije
u toku celog trajanja puberteta, pa i posle toga (Cervantes i sar. 2005). Correa i sar.
(2003, 2005) su utvrdili da unos olova pojacava motorne poremecaje izazvane

etanolom.



Biohemijski i molekularni mehanizmi delovanja olova jo$ uvek nisu sasvim
razjasnjeni. Olovo je toksi¢no na celijskom nivou jer inhibira mnoge enzimske
reakcije i remeti metabolizam, permeabilnost membrana i stvaranje energije.
Fundamentalni molekularni mehanizmi toksi¢nog delovanja olova ukljucuju uticaj
na sintezu DNK, transkripciju i translaciju, interakciju sa proteinima i sa jonima
kalcijuma (Antonio i sar. 1996). Unos Pb?* oralnim putem u organizam kod riba
dovodi do ostecenja genetickog materijala u perifernim krvnim celijama (Dai i sar.
2010). PredloZeni su razli¢iti mehanizmi: inhibicija kalcijumove pumpre (4.
transportnog proteina), poremecaj u metabolizmu minerala, inaktivacija pojedinih
enzima, demijelinizacija nervnog tkiva itd. Oksidativni stres je predloZen kao jos
jedan od mogucih mehanizama uljucenih u toksicno delovanje olova. OStecenja
koja izaziva olovo mogu dovesti do poremecaja u prooksidantnoj i antioksidantnoj
ravnotezi u celiji i do formiranja visokoreaktivnih kiseoni¢nih cestica poput
hidroksil radikala, vodonik peroksida, superoksid anjona i lipidnih peroksida.(
Berrahal i sar. 2007.) Delovanje slobodnih radikala u intoksikaciji olovom se moze
objasniti na dva nacina: ili inhibicijom 5-aminolevulinska kisleina dehidrataze
pomocu Pb* §to dovodi do akumulacije 5-aminolevulinske kiseline (ALA),
potencijalnog endogenog izvora slobodnih radikala, ili Pb* sam po sebi poseduje
kapacitet da stimuliSe lipidnu peroksidaciju u prisustvu Fe* jona. (Adonaylo i
Oteiza 1999.)

Aluminosilikati poseduju veliku mo¢ adsorpcije jona olova u Zzivotnoj
sredini. Pored velike adsorptivne moc¢i aluminosilikati pokazuju i veliku brzinu tih
procesa tako da ve¢ u toku prvog sata kontakta aluminosilikata i jona olova
najveca koli¢ina jona olova biva izmenjena, pa se stoga i primenjuju u sistemima
za preciScavanje otpadnih voda. Najvecu adsorptivnu moé¢ pokazuju gline, i to
znatno vecu nego zeoliti i kvarcni pesak (Matek i sar., 2004; Jablonovska i

Styriakova, 2006). Dodatkom zeolita u vodenu sredinu kontaminiranu jonima



kadmijuma se znacajno smanjuje koncentracija jona ovog teSkog metala u vodi i
uti¢e na njegov transfer u ribe, i to proporcionalno sa koli¢cinom dodatog zeolita

(James i Sampath 1999).

2.5. Mikotoksini

Svi mikotoksini su prirodni proizvodi male molekulske mase, a sintetiSu ih
filamentozne gljive. Ti metaboliti su toksigenetski i hemijski veoma heterogena
grupa jedinjenja, a zajedno su grupisani samo zato $to njeni c¢lanovi mogu da
dovedu do bolesti i smrti kod ljudi i drugih ki¢menjaka (Bennett i Klich 2003).
Mnogi mikotoksini ispoljavaju svoj toksicni efekat i na bezki¢menjake, biljke i
mikroorganizme. Iako su svi mikotoksini metaboliti razlicitih gljiva, ne spadaju
sve toksi¢ne supstance koje gljive sintetiSu u mikotoksine. Ciljani organizam i
koncentracija primenjenog mikotoksina je takode veoma bitna. Proizvodi gljiva
koji su najcesce toksicni samo za bakterije se nazivaju antibiotici. Metaboliti gljiva
koji su toksicni za biljke se najcesce nazivaju fitotoksinima. Mikotoksini moraju
biti sintetisani u gljivama i biti toksi¢ni za ki¢cmenjake i druge grupe Zivotinja u
malim koncentracijama. Pojedini drugi metaboliti male molekulske mase, poput
etanola, koje takode sintetiSu gljive, a koji su toksi¢ni samo u velikim koli¢inama
takode ne spadaju u mikotoksine. Ne poseduju sve plesni sposobnost da sintetiSu
mikotoksine niti su svi sekundarni biomolekuli koje sintetisu plesni toksi¢ne (Zain
2011). Mikotoksini se javljaju u prirodi kao zagadivaci poljoprivrednih proizvoda,
koji pokazuju toksi¢no dejstvo ako se unesu u organizam, najcesce oralno. Ova
definicija pokriva mnoge toksikante rodova Aspergillus i Penicillium, vedinu
trihotecena roda Fusarium koji se javljaju u prirodi, kao i jedan toksin roda
Alternaria. 1z ove definicije su iskljuceni sekundarni metaboliti koji su dobijeni
isklju¢ivo u toku fermentacije u laboratorijskim uslovima, kao i oni metaboliti ¢ije

toksicno dejstvo pri unosu oralnim putem nije dokazano. lako je prisustvo



zearalenona i njegovih metabolita zabeleZeno Sirom sveta i utvrdena njegova
estrogena aktivnost, toksicnost pri oralnom unosu je diskutabilna i prikladniji
naziv za njih bi bio ,estrogeni gljiva” (Abramson 1998). Do sada je otkriveno
preko 300 jedinjenja koja bi se mogla svrstati medu mikotoksine (Zain 2011).
Njihova toksi¢nost zavisi od mnogobrojnih faktora poput vrste i koncentracije
mikotoksina u hrani, naé¢ina unoSenja u organizam i duZzine ekspozicije, do
genetskih (pol, vrsta, rasa i soj zivotinje), fizioloskih (starost, zdravstveno stanje)
ili spoljasnjih faktora (klimatski uslovi, nacin gajenja zivotinja), kao i od prisustva
drugih mikotoksina ili drugih mikroorganizama.

Oboljenja koja izazivaju kod ljudi i zivotinja se zajednic¢kim nazivom zovu
mikotoksikoze. Ova oboljenja se znatno razlikuju izmedu sebe, Sto zavisi od vrste
toksina ali i od mnogih drugih faktora.

Konzumacijom hrane kontaminirane mikotoksinima oni prelaze u
drugim tkivima ili se izlu¢uju putem mleka i urina kao Sto je slucaj kod preZzivara
(Skrinjar i sar. 2008). Unos hrane kontaminirane mikotoksinima moze da dovede
do akutnih i hroni¢nih efekata koji imaju teratogene, kancerogene ili
imunosupresivne posledice, kako za zivotinje, tako i za ljude. Pored ociglednih
toksicnih efekata hrana kontaminirana mikotoksinima moze da dovede i do
drugih posledica poput odbijanja hrane i slabe konverzije sto dovodi do slabijeg
prirasta ili gubitka mase (Huwig i sar. 2001).

U zastiti od mikotoksina treba voditi racuna: :
¢ Da se ocuva zdravlje zivotinja,
¢ Da se smanje ekonomski gubici koje mikotoksini prouzrokuju i
e Da se zastiti zdravlje ljudi, potencijalnih korisnika hrane Zzivotinjskog

porekla (Marquardt i sar. 1996).



Strategija sprecavanja razvoja plesni na uskladiStenim Zzitaricama obuhvata
nekoliko znacajnih tacki kontrole. Posto je za razvoj plesni neophodan izvor azota
i energije, potrebno je da zrna budu neostecena, kako ne bi predstavljala pogodan
supstrat NeosStec¢ena zrna fizicki Stite azotna jedinjenja i energetske izvore semena
putem celuloznog ili poliestarskog omotaca, koji stiti seme spolja. Treba spreciti
moguca oste¢enja zrna tokom tehnoloskih postupaka i isto tako zastititi ih od
napada insekata i drugih Stetodina. Za razvoj plesni je neophodna i pogodna
ambijentalna temperatura koja je razli¢ita za svaku vrstu plesni. Posto su plesni
obligatni aerobni organizmi, za njihov rast i razvice je neophodna odgovarajuca
koli¢ina kiseonika. Ipak, pojedine vrste se mogu razvijati ¢ak i kada je
koncentracija kiseonika u okruZenju samo 4%. Za razvoj plesni je potreban i
pristup vodi, i to kako slobodnoj vodi, tako je i vlaZnost vazduha vazan cinilac.
Takode znacajan ¢inilac su i inhibitori rasta plesni koji se mogu dodavati (Nelson,
1993).

Za sprecavanje rasta gljiva, a samim tim i biosintezu mikotoksina
primenjuju se razlicite strategije koje se mogu podeliti na tehnoloske postupke pre
i posle zetve, a koje ukljucuju razli¢ite bioloske, hemijske i fizicke metode. Najbolji
naéin da se spreci efekat mikotoksina je da se njihova biosinteza dovede na
najmanju mogucu meru, sto ukljucuje Zetvu pri optimalnim uslovima. Rast gljiva
se moze ograniCiti koriS¢enjem propionske kiseline ili amonijum-izobutirata.
Aditivi poput antioksidanata, aminokiselina sa sumporom, vitamina i
mikroelemenata, mogu biti korisni kao detoksikanti.

BioloSke metode se joS ne koriste u praksi. Te metode ukljucuju
fermentacione procese. Jedan od nacdina je konverzija aflatoksina B:i do
degradacionih proizvoda koji nisu Stetni. Na Zalost, konverzija tece dosta sporo i

nije uvek potpuna.



Pojedini mikotoksini se mogu razloziti hemijskim putem pomocu kalcijum
hidroksid monoetilamina, ozona ili amonijaka. Amonizacija se najcesce koristi ali
je taj metod dosta skup, pogodan samo za pojedine mikotoksine (narocito za
aflatoksine) i uvek postoji mogucnost negativnog efekta na zdravlje zivotinja zbog
zadrzavanja rezidua amonijaka u hranivu.

Fizicke metode su fokusirane na uklanjanje mikotoksina pomocu razlic¢itih
adsorbenasa koji se dodaju hranivu, prvenstveno u profilakticke a ne u
terapeutske svrhe. Adsorbenti koji se najées¢e koriste su aktivni ugljevi,
aluminosilikati (zeoliti, gline ali i mnogi drugi silikati), polimeri (holestiramin,??
polivinilpirolidon i drugi) kao i celije kvasca i njihovi proizvodi (Huwig i sar.,
2001).

Mikotoksini od najveceg uticaja na zdravlje i od agroekonomskog znacaja

su: aflatoksini, ohratoksini, trihoteceni, zearalenon i fumonizini (Zain, 2011).

2.5.1. Aflatoksini

Aflatoksini (AFT) su klasa mikotoksina koje proizvode gljive iz roda
Aspergillus (A. flavus i A. parasiticus) i Cesti su kontaminanti hraniva za Zzivinu i
druge Zzivotinjske vrste. Glavni oblici AFT su By, B2, Gi i Gy, s tim da je AFTB:
najzastupljeniji, a istovremeno i bioloski najaktivnija komponenta (Harvey i sar.

1993; Ledoux i sar. 1999).
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Slika 5. Strukture aflatoksina

Aflatoksini mogu nastati pre Zetve, ali takode i tokom skladiStenja u
postzetvenom periodu, pri odredenim uslovima vlage i temperature (Parlat i sar.
1999).

Na razlicite Zivotinjske vrste AFT deluju toksi¢no, imunosupresivno,
mutageno, teratogeno i karcinogeno. Posto su pili¢i izuzetno osetljivi na delovanje
AF to moze itekako uticati na zivinarsku proizvodnju i industriju (Harvey i sar.
1993). Aflatoksikoza kod Zivine se karakteriSe mlitavos¢u zivotinja, anoreksijom sa
smanjenim prirastom, slabijom konverzijom hrane, smanjenom produkcijom jaja,
povedanom osetljivos¢u na stresove izazvane mikroorganizmima ili faktorima
zivotne sredine, kao i poveéanom smrtnosc¢u. Simptomi aflatoksikoza ukljucuju
anemiju, inhibiciju imunog sistema, hepatotoksikozu, mutagenezu, teratogenezu,

karcinogenezu i hemoragiju. Iz ovih razloga AFT su potencijalni rizik za zdravlje



zivine (Parlat i sar. 1999). Unos AFT kod koka nosilja dovodi do smanjene
produkcije jaja i povecane smrtnosti embriona iz takvih jaja (Stanley i sar. 2004).
Jedan od prvih koraka u biosintetskom putu AFT je stvaranje norsolorinske
kiseline, prekursora antrakinona pomocu poliketid sintaze tipa II. Nakon ovog
prvog koraka sledi joS najmanje 15 reakcija koje dovode do sinteze razlic¢itih
metabolita od kojih je svaki naredni sve vece toksicnosti. Citohrom P450 enzimi
prevode AFT u reaktivni 8,9-epoksidni oblik (poznat jos i kao aflatoksin-2,3
epoksid), koji je sposoban da se veze i za DNK i za proteine. Poznato je da se
reaktivni aflatoksin epoksid vezuje za N’ poziciju guanina. AFTBi-DNK adukti
dalje mogu da dovedu do prevodenja GC para baza u TA. Reaktivni sistem
glutation S-transferaza (GST) prisutan u citosolu i mikroorganizmima kataliSe
konjugaciju aktiviranih AF sa redukovanim glutationom dovodeci do lakse
ekskrecije AFT. Smatra se da razlike u nivoima GST i citohrom P450 sistema medu
zivotinjskim vrstama i uzrokuje njihovu razli¢itu osetljivost prema AFT. Nacin na
koji ¢e neki organizam reagovati na AFT zavisi od starosti, pola, tezZine, ishrane i
izloZenosti drugim mikotoksinima i farmakoloski aktivnim supstancama (Bennett
i Klich 2003). Ovce su jedne od najotpornijuh Zivotinjskih vrsta prema delovanju
Od strane Medunarodne organizacije za istrazivanje raka AFTB: je svrstan
u prvu grupu karcinogena isto kao i AFTM: (Polovinski i sar. 2008). AF kod riba
dovodi do znacajnih promena na genetskom materijalu. Uocavaju se delecije,
aberacije i fragmentacije hromozoma u znacajno vecoj meri (Smela i sar. 2001;
Hassan i sar. 2010). Iako je najce$¢i nacin unosa aflatoksina oralnim putem i
udisanjem prasine bogate sporama i molekulima aflatoksina, opasnost pretstavlja i
rukovanje bez odgovarajuce zastitne opreme sa plesnivom stocnom hranom. Ciljni

organi su tada pre svega pluca i slezina (Nuntharatanapong i sar. 2001).



Mere koje se primenjuju da bi se stoka zastitila od negativnog delovanja
AFT ukljuCuju: analizu stocne hrane, koriS¢enje inhibitora rasta plesni,
fermentaciju, mikrobiolosku inaktivaciju, fizicko razdvajanje, termalnu
inaktivaciju, radijaciju, amonizaciju, degradaciju pomocu ozona i koriSc¢enje
razli¢itih adsorbenasa. Na zalost veéina ovih mera su skupe, dugotrajne i najcesce
samo delimicno uspesne (Ledoux i sar. 1999). Pored toga, AFT, kao i vec¢ina drugih
mikotoksina, se odlukuju visokom termostabilnos¢u. Tokom termicke obrade
njihova struktura se ne razara, te se stoga njihove rezidue mogu pronaci i u
konzumnim proizvodima (Skrinjar i sar. 2008).

Uspesan proces dekontaminacije mora biti ekonomski isplativ, sposoban da
ukloni sve tragove AFT i da ne ostavi neZeljene rezidue, a takode ne sme da
poremeti nutritivhu vrednost hraniva. Jedan od prilaza tom problemu je da se
koriste nenutritivni i inertni adsorbensi kao dodaci hrani, koji ¢e vezati AFT i
smanjiti njihovu apsorpciju iz gastrointestinalnog trakta (Parlat i sar. 1999).
Pojedini adsorbensi dodati hranivima kontaminiranim AFT mogu vezati ovaj
mikotoksin tokom digestivnih procesa, omogucavajudi na taj naé¢in da mikotoksin
bezbedno prode kroz digestivni trakt zivotinje. Glavne prednosti ovih
adsobrenasa su cena, bezbednost i laka primena. Ipak, nisu svi aditivi ovog tipa i
podjednako uspesni u zastiti Zivotinja od toksicnih efekata AFT, a utvrdeno je i da
pojedini adsorbensi nepovoljno uti¢u na usvajanje hranjivih materija (Ledoux i sar.
1999). Gline i zeoliti mogu da se koriste u ove svrhe. Oni su najcesce inertni i
netoksicni za Zivotinje i imaju sposobnost da vezuju AFT (Parlat i sar. 1999). Na-
bentoniti i Ca-bentoniti uspesno adsorbuju vise od 95% AFTB: u in vitro uslovima,
na razlic¢itim, odgovarajuc¢im pH vrednostima. Gline se izmedu sebe jako razlikuju
pre svega po svojim sekundarnim fizickim karakteristikama. Gline sa razli¢itih
nalazi$ta cesto pokazuju razlicite karakteristike, a ponekad su uocene razlike u

karakteristikama cak i u okviru gline iz istog nalaziSta. Stepen ¢istoce i hemijske



modifikacije gline znacajno menjaju njene fizicke karakteristike (Diaz i sar. 2002).
Uradena su razlicita ispitivanja na koji to nacin gline vezuju AFT. Utvrdeno je da
se AFT moze vezati kako u intralaminarnim regionima cestica gline, tako i na
ivicama ali i na samoj povrsini Cestice (Grant i Phillips 1998). Smektit poseduje
veliku mo¢ adsorbcije AFT u in vitro uslovima. Sposoban je da u vodenoj sredini sa
AFT gradi veoma postojane smektit-AFT komplekse nakon zagrevanja.
Pretpostavlja se da se AFT vezuje intrerlaminarno za smektit i da vodonic¢ne veze
ili izmenjivi katjoni ne uti¢u na postojanost ovog kompleksa (Deng i sar. 2010).

Od pH sredine, kao i od vrste primenjenog aluminosilikata zavisi u kom ¢e
procentu aluminosilikat vezati AFT, bilo da su u pitanju gline, zeoliti ili neki drugi
silikati, poput sepiolita (Chansiripornchai i Fink-Gremmels 2004; Desheng i sar.
2005; Spotti i sar. 2005). U in vitro studiji je dokazano da gline poseduje veliku
sposobnost adsorbcije AFT narodito u baznoj sredini. Bolji adsorpcioni rezultati su
postignuti u soku intestinuma gde je pH bazno nego u kiselom Zeluda¢nom soku
(Juan-juan i sar. 2010). AFT se bolje adsorbuje na monmorilonit pri pH 7,0 i 10,0
nego pri pH 2,0. Vezivanje ide jako brzo, ve¢ nakon 5 minuta, a ekvilibrijum se
postize nakon 2 sata. AFT se bolje adsorbuje na temepraturi od 15 i 25°C, dok je na
37°C adsorbcija nesto slabija (Pimpukdee i sar. 2004). Uspesnim uklanjanjem AFT
iz digestivnog trakta zivotinja smanjuje se i koncentracija AFTM: u mleku (Smith i
sar. 1994; Masoero i sar. 2009).

Zastupljenost AFTBi, a samim tim i AFTM;, u Evropi je relativno mala.
Veruje se da uvezena sto¢na hrana iz tropskih i subtropskih regiona uglavnom

predstavlja opasnost (Polovinski i sar. 2008).

2.5.2. Ohratoksini




Postojanje toksicnog metabolita plesni Aspergillus ochraceus Wilh. je prvi put
opisano 1965. godine i ta supstanca je nazvana ohratoksin A (OTA, 7-karboksil-5-
hloro-8-hidroksil-3,4-dihidro-3R-metil-izokumarin-7-L-p-fenilalanin). Iste godine
su utvrdene i pojedine fizickohemijske osobine OTA, kao i njegovih analoga
ohratoksina B i C. OTA se satoji od dihidroizokumarinskog ostatka povezanog sa
jednim molekulom L-fenilalanina pomocu peptidne veze. Hidrolizom ove veze
nastaju ohratoksin D- i L-fenilalanin. OTA je slaba organska kiselina sa pKa
vrednosti priblizno 7,1. Nedisocirani oblik molekula je lipofilan i najverovatnije

dobro membranski permeabilan, dok je disocirana forma hidrofilna (Gekle i sar.

2005).
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Slika 6. Strukture ohratoksina
A. ochraceus je Siroko rasprostranjen i moze biti pronaden svugde, i u

zemljistu i u nepropisno uskladiStenim zitaricama. Otkriveno je da A. ochraceus

nije jedini izvor OTA nego da i druge vrste, poput Penicillium viridicatum, takode



mogu sintetisati ovu supstancu (Gekle i sar. 2005). OTA je mikotoksin koji je cest u
nasim klimatskim uslovima (gkrinjar i sar. 2008).

Kada se u organizam unese oralnim putem OTA biva brzo apsorbovan u
jejunumu i to sa stepenom biodostupnosti od 97%. Poluzivot OTA u serumu
varira od 120 sati kod pacova do 840 sati kod majmuna. Razlog za ovako dug
poluzivot i zadrzavanje u serumu je velik afinitet vezivanja za proteine seruma,
narocito albumine. PoSto se samo manje, oko 0,2% OTA nalazi u slobodnom
stanju, samo taj deo moZe da se odstrani glomerularnom filtracijom. U
gastrointestinalnom traktu OTA se delimi¢no hidrolizuje do ohratoksina a. Kod
prezivara 80% OTA podlegne hidrolizi, dok je kod pacova to manje od 50%.
Toksi¢nost ohratoksina a je mnogo manja u poredenju sa OTA. Ekskrecija i OTA i
ohratoksin a se vrsi putem fecesa i urina (Gekle i sar. 2005). Drugi autori smatraju
da je hepatobilijarni put ekskrecije OTA glavni put njegovog odstranjivanja iz
organizma, iako se delimi¢no odstranjuje i putem urina i mleka (Skrinjar i sar.
2008). OTA moze biti detektovan u serumu i u seminalnoj tecnosti svinja nekoliko
dana nakon intoksikacije. OTA moze uticati na produkciju i kvalitet sperme svinja,
bilo da oStecuje direktno germinalni epitel ili remeti maturaciju celija sperme u
epididimisu (Solti i sar. 1999).

Znacaj OTA za zdravlje ljudi potice od toga Sto je OTA veoma
rasprostranjen u prirodi i moZe biti pronaden u velikom broju namirnica, pa je
stoga rizik njegovom izlaganju izuzetno velik.

Iako je dokazano da OTA deluje na jetru, imuni sistem i mozdane Ccelije,
glavni ciljani organ delovanja OTA su bubrezi. Velika osetljivost bubrega prema
OTA je delimi¢no rezultat toksikokinetike OTA. OTA se luci u proksimalne tubule
i tamo jednim delom ponovo resorbuje $to dovodi do akumulacije OTA u
bubreznim tkivima (Gekle i sar. 2005). OTA indukuje oksidativna oSte¢enja DNK

u jetri i bubrezima cak i kad se unese oralnim putem i to u jako malim koli¢inama.



Selektivna indukcija tumora bubrega pacova pod dejstvom OTA se mozZze prepisati
oksidativnom oste¢enju DNK u kombinaciji sa citotoksi¢nim efektima koje ovaj
mikotoksin izaziva, stimulacijom proliferacije i stimulacijom razli¢itih signalnih
puteva (Kamp i sar. 2005).

OTA se moze detektovati u krvi, Zuci i urinu ljudi i Zivotinja nakon
konzumacije kontaminirane hrane. OTA je imunosupresivna, genotoksi¢na,
teratogena i karcinogena supstanca. Sumnja se da je OTA glavni etioloski agens
odgovoran za endemsku balkansku nefropatiju i da je povezan sa pojavom tumora
urinarnog trakta kod ljudi. OTA dovodi do razlicitih efekata in vivo, ukljuéujudi
inhibiciju sinteze proteina, indukciju lipidne peroksidacije i inhibiciju stvaranja
mitohondrijalnog ATP-a (Meki i Hussein, 2001; Skrinjar i sar. 2008). I kod mladih i
kod starijih pacova se uocava da su bubrezi, i najverovatnije mozak, glavni ciljani
organi delovanja OTA. Starije jedinke su mnogo osetljivije na delovanje OTA od
mladih (Dorant i sar. 2001).

Do sada su ispitane mnogobrojne supstance i njihovi mogucdi efekti u zastiti
zivotinja od ohratoksikoza. Melatonin ima profilakticko dejstvo u zastiti
bubreznog, srcanog i plu¢nog tkiva od mogucih ostec¢enja izazvanih OTA, pre
svega u pospesivanju antioksidativnog odbrambenog sistema (Okutan i sar. 2004;

Ozcelik i sar. 2004).

2.6. Mikrocistini

Masovno bujanje cijanobakterija predstavlja problem Sirom sveta zbog
eutrofizacije  vodenih ekosistema. Veliki problem predstavlja pojava
cijanobakterija u vodenim sredinama koje se koriste za komunalno
vodosnabdevanje (Ito i sar. 1997; Nidhi Gupta i sar. 2003). Cvetanje cijanotoksicnih
bakterija je zabeleZeno u razli¢itim vodenim ekosistemima poput slatkovodnih

ribnjaka, jezera i rezervoara (Pinho i sar. 2003). Najozbiljnija posledica bujanja je



trovanje sekundarnim metabolitima cijanobakterija-cijanotoksinima koji se mogu
podeliti u 5 grupa na osnovu organa na koji primarno deluju:

¢ hepatotoksini (mikrocistini i nodularini),

¢ neurotoksini (anatoksini, saksitoksin),

e citotoksini (cilindropspermospin),

¢ dermatotoksini (aplisiatoksin i lingbiatoksin) i

e iritantni toksini (lipopolisaharidi) (Skocovska i sar. 2007).

Mikrocistini (MC) koje sintetiSu cijanobakterije ostaju unutar njihovih celija
i dospevaju u okolnu vodenu sredinu tek nakon lize delija koja se deSava pri
cijanobakterijskom cvetanju (Nidhi Gupta i sar. 2003).

Veliki broj vodenih organizama, ukljucujuc¢i beski¢cmenjake, ribe, sisare i
ptice, moze biti izloZeno cijanotoksinima oralnim ili dermalnim putem. Vodeni
organizmi, poput riba, puZeva i zooplanktona, mogu da bioakumuliraju vece
koli¢ine MC, §to predstavlja ozbiljan problem jer na taj na¢in MC mogu u¢i u dalji
lanac ishrane (Nidhi Gupta i sar. 2003; Pinho i sar. 2003; Lakshmana Rao i sar.
2005). Toksi¢ni efekti delovanja proizvoda cijanobakterija su potvrdeni i kod
razli¢itih vrsta ptica. Zabelezena su uginuca divljih ptica koja se pripisana
toksikogenim cijanobakterijama (Skocovska i sar. 2007). Kod odgovor na uticaj koji
mogu imati po zdravlje ljudi, svetska zdravstvena organizacija (WHO) je dala
preporuku da voda za pice ne sme sadrzavati viSe od 1,0 ug MC-LR/I (Jos i sar.
2005).

U prirodi postoji preko 50 molekularnih formi MC koji su generalno
izgradeni od D-alanina na poziciji 1, dve promenjive L-aminokiseline na
pozicijama 2 i 4, i y-vezane D-glutaminske kiselinena poziciji 6. Na pozicijama 3, 5
i 7 se nalaze tri neuobicajene aminokiseline i to: na poziciji 3 je 3-vezana D-eritro-
-metilasparaginska kiselina, na poziciji 5 je (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoksi-

2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-dienska kiselina i na poziciji 7 je smesSten N-metil-



dehidroalanin (Pinho i sar. 2003). Adda je odgovorna za ispoljavanje bioloske
aktivnosti MC. U zavisnosti koju aminokiselinu sadrze: leucin (L), arginin (R) ili
tirozin (Y), MC se i razli¢ito ponasaju. Najpoznatiji MC su MC-LR, MC-RR i MC-
YR (Nidhi Gupta i sar. 2003).

X Y
MC-RR Arginin Arginin
MC-YR Tryptophan Arginin
MC-LR Leucin Arginin
MC-LA Leucin Alanin

Slika 7. Struktura mikrocistina

MC su moc¢ni ihnibitori protein fosfataze 1 (PP1) i 2A (PP2A). Inhibirajuci
aktivnost ova dva enzima MC deluju na razli¢ite regulatorne sisteme dovodeci do
hiperfosforilacije klju¢nih proteina koji reguliSu apoptozu. Ranija istrazivanja su
pokazala da razliciti tipovi Celija mogu da podlegnu apoptozi izazvanoj dejstvom
MC (Li i sar. 2005; Dewes i sar. 2006; Ding i sar. 2006).

Hepatotoksicnost MC-LR unetog oralnim putem zavisi od starosti zivotinje
i od stanja tankog creva, a narocito od permeabilnosti kapilara crevnih resica.
Najvaznija barijera koja sprecava prodor MC u organizam su upravo kapilari

crevnih resica koji sa staros¢u postaju manje permeabilni (Ito i sar. 1997).



Kod ki¢émenjaka MC bivaju usvojeni od strane hepatocita preko multispecificnih
zucnokiselinskih transportera, dovode¢i do produkcije reaktivnih kiseonicnih
Cestica, lipidne peroksidacije, oSte¢enja DNK i povecanja aktivnosti
antioksidantnih enzima. Poznato je da se detoksifikacija MC u jetri odvija preko
konjugacije sa glutationom uz pomo¢ GST (Dewes i sar. 2006) Do oksidativnog
stresa moze dovesti ili hiperprodukcija reaktivnih kiseoni¢nih céestica u sistemu, ili
smanjenje koncentracija odbrambenih celijskih antioksidanata. Slododni radikali i
druge reaktivne kiseonicne cestice koje se formiraju u subcelularnim delovima
bivaju efikasno uklonjeni iz sistema uz pomo¢ celijskog antioksidativnog sistema,
koji, kod Zivotinja, u najvecoj meri ¢ine antioksidativni enzimi poput katalaze,
superoksid dismutaze, raznih peroksidaza i glutation-reduktaze (Yayaray i sar.
2006).

Epidemioloska istraZivanja su otkrila da MC izazivaju stomacne i
intestinalne upale, rak jetre i oStecenje slezine kod ljudi koji su pili vodu
kontaminiraju sa MC (Nidhi Gupta i sar. 2003; Lakshmana Rao i sar. 2005). Ti
efekti delimicno koreliraju sa relativhim znacajem tih organa (jetra, bubrezi i
pluca) u akumulaciji MC u samom organizmu. Neke studije su pokazale da se MC
mogu akumulirati i u gonadama i da su one takode pogodeni organi delovanjem

MC (Ding i sar. 2006).



3. CILJ RADA

Cilj ovog rada je bio da se u ogledu uzgoja pili¢a uz primenu preparata na
bazi prirodnih aluminosilikata, pod nazivom antitoksi¢ni nutritiv (ATN) utvrdi:
* njegova bezbedna primena
¢ efekti primene u toksikoloSkom eksperimentu
Za procenu zdravstvenog stanja i proizvodnih karakteristika brojlera
ogledne i kontrolne grupe planirane su sledece analize: :

hematoloske,

biohemijske analize seruma (koncentracije pojedinih metabolita i elektrolita
i aktivnost enzima biomarkera funkcije pojedinih organa)

- aktivnost glutation S-transferaze, kao parametra toksicnosti,

- parametri uzgoja (prirast i konverzija hrane),

- mase unutrasnjih organa i

- tehnoloski pokazatelji kvaliteta belog i crvenog mesa,

U eksperimentu toksi¢nosti, cilj je bio da se utvrdi protektivnho delovanje

ATN u hrani uz prisustvo sledecih toksikanata: mikotoksina - aflatoksina i
ohratoksina; herbicida — parakvat; jona teskih metala - olova i cijanotoksina-
mikrocistina. Toksi¢nost Stetnih supstanci i protektivno delovanje ATN-a je
odredeno na osnovu sledecih analiza:

- hematoloskih i biohemijskih analiza seruma i jetre pilica,

- aktivnosti antioksidativnih enzima i intenziteta lipidne peroksidacije,



- parametara uzgoja i mase unutrasnjih organa.

4. MATERIJAL | METODE

4.1. Atitoksi¢ni nutritiv (ATN)

Antitoksi¢ni nutritiv (ATN) je sitni prah ¢iju mineralnu osnovu ¢ini smesa
zeolita (sa preko 90% klinoptilolita), filosilikatne gline bentonita (sa vise od 83%
monmorilonita) i manja koli¢ina aktivnog uglja. Ove tri komponente su pomesane
u odnosu 60:20:1 (zeolit:bentonit:aktivni ugalj). ATN supstrat je dobijen sloZenim
viSefaznim postupukom mesSanja komponenti tacno definisanog porekla i
kvaliteta (Ministarstvo za unutrasnje ekonomske odnose, Zavod za intelektualnu

svojinu, patenti broj: 49073 i 49078).

4.2. Ogled 1.

4.2.1. Uzqgoj pilica

Tri stotine jednodnevnih nevakcinisanih brojlerskih pili¢a oba pola je bilo
podeljeno u dve jednake grupe sa po tri ponavljanja od po 50 pili¢a u okviru svake
grupe. Pili¢i su gajeni u boksovima sa optimalnom temperaturom i stalnim
rezimom svetlosti na oglednoj farmi Poljoprivrednog fakulteta u Temerinu. Uslovi
za drzanje su zadovoljavali sve kriterijume u pogledu prostora i higijene. Voda za

pice i hrana su im bili dostupni ad libitum. Obe grupe pilica su dobijale



komercijalne starter i grover smese iste formulacije i istog kvaliteta. Hranivo je
sadrzavalo propisane neophodne koli¢ine nutrijenata. Kontrolna grupa je tokom
celog ogleda dobijala samo starter, odnosno grover smesu, dok je ogledna gupa
preko hrane dobijala ATN u kolicini od 0,5%. Telesna teZina pilica i utrosak hrane

su mereni jednom nedeljno.

4.2.2. Hematoloske i biohemijske analize krvi

Kada su pili¢i dostigli 6 nedelja starosti metodom slucajnog izbora je
odabrano 36 pili¢a iz svake grupe (12 pili¢a po ponavljanju) i izvadena im je krv za
hematoloske i biohemijske analize.

Za hematoloske analize je uzeto po 3 ml krvi u epruvete sa po 0,2 ml
heparina kao antikoagulansa. Za dobijanje hemolizata, eritrociti krvi uzete sa
antikoagulansom su tri puta ispirani fizioloskim rastvorom (0,15 mol/l NaCl),
nakon cega su svaki put centrifugirani po 15 minuta na 1000xg. Hemolizat
eritrocita je dobijen dodavanjem destilovane vode na isprane eritrocite, blagim
muckanjem i ponovnim centrifugiranjem (1000xg 15 minuta).

Od hematoloskih analiza je odredena vrednost hematokrita, koncentracija
hemoglobina (Hb) i ukupan broj leukocita. Hematokrit je odreden nakon
centrifugiranja cevcica sa punom krvi u hematokritskoj centrifugi, a Hb je odreden
u hemolizatu hemoglobin-cijanidnom metodom sa Drapkinovim reagensom
(Wintrobe, 1965). Broj leukocita je odreden mikroskopiranjem uzoraka krvi uzete
u melanZer, razredene Turkovim reagensom (1:20) i brojanjem u komorici za
brojanje leukocita.

Krv uzeta bez dodatka antikoagulansa je koriS¢ena za biohemijske analize.
Nakon izdvajanja seruma, krv je centrifugirana 15 minuta na 1000xg, a dobijeni

serum je podeljen na manje alikvote i cuvan na -20°C do izrade analiza.



Pomocu komercijalnog kita firme Alfapanon (Novi Sad, Srbija) je odredena
koncentracija serumske glukoze. Koncentracije serumskog ukupnog holesterola,
triacilglicerola, jona kalcijuma, neorganskog fosfora, hlorida, kreatinina, ureje,
rastvorljivih proteina i albumina, kao i aktivnosti alkalne fosfataze (ALP), alanin
aminotransferaze (ALT), aspartat aminotransferaze (AST),y-glutamiltransferaze
(GGT), kreatin kinaze (CK), L-laktat dehidrogenaze (LDH) i a-amilaze (AMY) u
serumu je odredena pomocu klinickog hemijskog analizatora Microlab 200
(Merck) prema priloZenim uputstvima predloZenim od strane samog proizvodaca.
Koncentracija elektrolita u serumu (Ca?, PO+*, CI') je odredena kompletima firme

RANDOX.

4.2.3. Mase unutrasnjih organa i biohemijska analiza jetre

Dvadesetcetiri pileta (po 12 iz svake grupe) je zrtvovano, izdvojeni jetra,
pankreas, slezina, miSi¢ni Zeludac, Zlezdani Zeludac, Fabricijeva burza, jednjak,
duodenum i slepo crevo su isprani u fizioloSkom rastvoru, prosuseni na filter
papiru i izmereni na vagi.

Jedan gram tkiva jetre je homogenizovan u 5 ml hladnog fosfatnog pufera i
centrifugiran (15 minuta na 1000xg). U dobijenom supernatantu je odreden sadrzaj
rastvorljivih proteina (Bradford, 1976). Govedi serumski albumin je koriSten za
konstruisanje standardne krive. U homogenatu jetre je spektrofotometrijski
(Jenway 6505 UV/Vis.,, UK) izmerena aktivnost glutation S-tansferaze (GST)

pomocu 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) kao supstrata (Habig i sar., 1974).

4.2.4. Hemijska analiza kvaliteta mesa

Za odredivanje parametara kvaliteta mesa odabrano je po 6 pilica iz svake

grupe (po 2 pileta po ponavljanju) i za anlizu su uzeti: grudni misi¢ (belo meso) i



desni batak (crveno meso). pHz je odredena 24 sata nakon Zrtvovanja. Hemijska
analiza mesa je obuhvatala odredivanje sadrzaja proteina, masti, vode, pepela,

jona natrijuma i jona kalijuma (AOAC 2002).

4.3. Ogled 2.

4.3.1. Uzqgoj pilica

Stotinu Sezdeset i osam jednodnevnih, nevakcinisanih brojlerskih pili¢a oba
pola je podeljeno u 8 eksperimentalnih grupa. U okviru svake eksperimentalne
grupe (21 pile) je bilo 7 ponavljanja, sa po 3 pileta po ponavljanju. Pili¢i su gajeni u
odgovaraju¢im kavezima pod optimalnom temperaturom, stalnim rezimom
svetlosti i mehani¢kim provetravanjem prostorije. Voda za pice i hrana su im bili
dostupni ad libitum. Obe grupe pili¢a su dobijale komercijalne starter smese iste
formulacije i istog kvaliteta (Superprotein, Zrenjanin). Smesa je sadrzavala sve

neophodne mikro- i makronutrijente (tabela 1).



Tabela 1. Hemijski sastav smese za tov pilica I

Proteini [%] min
Masti [%] min

Vlaga [%] max
Celuloza [%] max
Pepeo [%] max
Kalcijum [%]

Fosfor [%]

Fosfor iskoristivi [%] min
Natrijum [%]

Mangan [mg/kg] min
Cink [mg/kg] min
Gvozde [mg/kg] min
Bakar [mg/kg] min
Jod [mg/kg] min
Selen [mg/kg] min
Vitamin A [IJ/kg] min
Vitamin D [IJ/kg] min
Vitamin E [IJ/kg] min
Vitamin B2[IJ/kg] min
Metabolicka energija [M]/kg] min
Lizin [%] minn

Maetioni + cistin [%] min

22

13,5

5

8

09-1,1
0,65-0,85
0,40
0,15-0,20
80

50

40

8

08

15

12000
2000

30

Podela na osam eksperimentalnih grupa je bila prema slede¢im kriterijumima:

Kontrola: Sve vreme trajanja eksperimenta pili¢i su dobijali iskljuc¢ivo

komercijalnu starter smesu.

ATN: Putem hrane su dobijali komercijalnu starter smesu u koju je bio

umesan ATN preparat u

koli¢ini od 0,5% (5 g/kg hraniva)

sve vreme trajanja eksperimenta.



MC:

MC-ATN:

Pb:

Pb-ATN:

AFTB::

Kao hranivo su dobijali komercijalnu starter smesu, a u vecernjim
satima, nakon merenja, su intubacijom dobijali 8 ml preparata
liziranih celija cijanobakterija po kilogramu telesne mase.

Putem hrane su dobijali komercijalnu starter smeSu sa ATN
preparatom u koli¢ini od 0,5% sve vreme trajanja eksperimenta, a u
veCernjim satima, intubacijom i 8 ml preparata liziranih Ccelija
cijanobakterija po kilogramu telesne mase.

Putem hrane su unosili jone olova koji su bili dodati u hranivo
(komercijalnu starter smesu) u obliku olovo-acetata (Zorka, Sabac) u
koli¢ini od 500 mg/kg hraniva.

U komercijalnu starter smesu koju su unosili tokom citavog uzgoja je
bio dodat ATN u koli¢ini od 0,5%, kao i joni olova u obliku olovo-
acetata u kolicini od 500 mg po kilogramu hraniva.

Sve vreme trajanja eksperimenta su dobijali komercijalnu starter
smesu. Dvanaest ¢asova pred Zrtvovanje su intubacijom uneli jednu
dozu ¢cistog aflatoksina Bi (Sigma) u kolicini od 1 mg po kilogramu
telesne mase. Aflatoksin B1iz Aspergillus flavus (Sigma, Nemacka) je
rastvoren u destilovanoj vodi, a svaka zivotinja je primila priblizno 1

ml] rastvora.

AFTB:1-ATN:Pili¢i su putem hrane dobijali i ATN u koli¢ini od 5 grama po

kilogramu hraniva. Dvanaest ¢asova pre Zrtvovanja su intubacijom
dobili i jednu dozu aflatoksina B: u kolic¢ini od 1 mg po kilogramu

telesne mase.

Toksi¢na kultura cijanobakterije Microcystis PCC 7806 je dobijena iz

Laboratorije za mikrobiologiju Departmana za biologiju i ekologiju Prirodno-

matematickog fakulteta u Novom Sadu. Tokom stacionarne faze rasta produkcija



mikrocistina kod datog soja iznosila je 9,16 pg/mg suve materije (Simeunovic,
2009).
Za izracunavanje prirasta pilica i konverziju hrane, svakodnevno je merana

telesna masa pilic¢a i utrosak hraniva,

4.3.2. Biohemijska analiza krvi

Dvadeset prvog dana od pocetka eksperimenta pili¢ima je uzeta krv za
hematoloske i biohemijske analize. Kao antikoagulans je koristen rastvor EDTA. Iz
nekoagulisane krvi su izdvojeni eritrociti i napravljen hemolizat na prethodno
opisan nacin (ogled 1). U hemolizatu je odredena koncentracija Hb, a ostatak
hemolizata je ostavljen za dalja biohemijska ispitivanja. Iz koagulisane krvi je
izdvojen serum i u njemu odredena koncentracija proteina, glukoze, kreatinina,

jona kalcijuma i aktivnost AMY na prethodno opisane nacine.

4.3.3. Mase unutrasnjih organa i delova trupa

Pili¢i su Zrtvovani, izvadeni unutrasnji organi, isprani u fizioloSkom
rastvoru i svakom piletu izmerene mase: jetre, pankreasa, slezine, srca, zlezdanog
zeluca, miSi¢nog zeluca, pluca, bubrega, Fabricijeve burze, duodenuma i slepog
creva. Unutrasnji organi su drzani na hladnom za dalju analizu. Od trupa su
odvojene glava, grudi, krila, noge, batak i karabatak i izmereni.

Iz svake ekperimentalne grupe je odabrano po jedno pile po kavezu
(ponavljanju) kojem su uzeti sledeci organi za biohemijske analize: jetra, bubrezi,
pankreas, slezina, srce, duodenum, pluca, mozak, grudi i batak. Izuzetak je bila

slezina koje su uzete po dve iz svakog ponavljanja zbog mase manje od 1 grama.

4.3.4. Biohemijske analize tkiva i organa pilica




Od svakog uzorka je uzet po 1 gram tkiva i homogenizovan sa 5 ml
hladnog fosfatnog pufera pH7,6. Nakon centrifugiranja 15 minuta na 1000xg
supernatan je podeljen na manje alikvote i ¢uvan na -20°C za dalju biohemijsku
analizu.

U homogenatu jetre je odredena aktivnost ALP, ALT, GGT i AMY pomocu
klinickog hemijskog analizatora Microlab 200. Aktivnost GST je izmerena
metodom po Habig i sar. (1974) u hemolizatu eritrocita i homogenatu jetre.

Homogenati svih odabranih organa i hemolizat eritrocita su koristeni da bi
se u njima spektrofotometrijski odredila koncentracija proteina, aktivnost enzima
antioksidativne zastite: superoksid dismutaze (SOD-1), katalaze (CAT), gvajakol
peroksidaze (GPx), pirogalol peroksidaze (PPx) kao i intenzitet lipidne
peroksidacije u njima. Sadrzaj proteina je odreden metodom po Bradford (1976).
Aktivnost SOD-1 je izmerena metodom po Misra i Fridovich (1972), a prema radu
Pajovic i sar. (2006). Metoda se zasniva na inhibiciji adrenalina u adrenohrom u
prisustvu SOD-1. Prema metodi Aebi (1984) je odredena aktivnost CAT.

Aktivnost GPx je odredena metodom po Agrawal i Laloraya (1977), a PPx
prema metodi Chance i Maehly (1955). Nivo malonildialdehida (MDA), krajnjeg
proizvoda lipidne peroksidacije u tkivima, odredivan je reakcijom sa

tiobarbiturnom kiselinom (TBA) po metodi Ohkawa i sar. (1979).



4.4. Ogled 3.

4.4.1. Uzqgoj pilica i analize tkiva i organa

Za ovaj ogled je odabrano 126 jednodnevnih, nevakcinisanih brojlerskih pili¢a oba

pola. Pili¢i su podeljeni u Sest eksperimentalnih grupa sa po sedam ponavljanja i

po tri pileta u okviru svakog ponavljanja. Uslovi gajenja su bili identi¢ni sa onima

u ogledu 2. Pili¢i su bili podeljeni na sledece grupe: kontrola, ATN, OTA, OTA-

ATN, PK i PK-ATN. Podela na ovih Sest eksperimentalnih grupa je bila prema

slede¢im kriterijumima:

Kontrola:

ATN:

PK:

PK-ATN:

OTA:

Sve vreme trajanja eksperimenta pili¢i su dobijali iskljucivo
komercijalnu starter smesu.

Putem hrane su dobijali komercijalnu starter smesu u koju je bio
umesan ATN preparat u kolicini od 0,5% (5 g/kg hraniva) sve vreme
trajanja eksperimenta.

Putem hrane su unosili parakvat koji su bili dodati u hranivo
(komercijalnu starter smesu) u cistom obliku (metil-viologen, Serva)
u kolicini od 70 mg/kg hraniva.

U komercijalnu starter smesu koju su unosili tokom ¢itavog uzgoja je
bio dodat ATN u koliéini od 0,5%, kao i parakvat u ¢istom obliku u
koli¢ini od 70 mg/kg hraniva.

Sve vreme trajanja eksperimenta su dobijali komercijalnu starter
smesu. Dvanaest ¢asova pred Zrtvovanje su intubacijom uneli jednu
dozu ¢istog ohratoksina A iz Aspergillus ochraceus (Sigma) u koli¢ini
od 1,5 mg/kg telesne mase. OTA je prvo bio rastvoren u maloj
koli¢ini metanola, zatim razblaZen viSestruko sa vodom tako da je na

kraju svaka zivotinja primila priblizno 1 ml ovog rastvora.



OTA-ATN: Pili¢i su putem hrane dobijali i ATN u koli¢ini od 5 grama po
kilogramu hraniva. Dvanaest ¢asova pre Zrtvovanja su intubacijom
dobili i jednu dozu d¢istog ohratoksina A u kolic¢ini od 1,5 mg/kg

telesne mase.

Nakon tri nedelje uzgoja pili¢ima je uzeta krv za biohemijske analize nakon
¢ega su zrtvovani, a celokupna dalja procedura je bila identi¢na onoj opisanoj u

prethodnom ogledu (ogled 2).

4.5, Statisticka analiza

Statisticka analiza rezultata je uradena pomocu kompjuterskog softverskog
paketa StatSoft Statistica 6.0., a statisticki znacajnom razlikom se smatralo ako je
P<0,05. Svi rezultati u tabelama su prikazani kao suma srednje vrednosti
ponavljanja za datu grupu # standardna greska. Rezultati dati za prirast Zivotinja

su izraZeni u procentima u odnosu na kontrolne grupe pilica.



5. REZULTATI

5.1. Ogled 1.

Hematoloski pokazatelji pilica iz ogleda 1 (Hb, hematokrit i broj eritrocita)
su prikazani u tabeli 2. Dobijene vrednosti merenih parametara su bile ujednacene

izmedu grupa i nisu uocene nikakve statisticki znacajne razlike (P>0,05).

Tabela 2. Hematoloski pokazatelji pilica hranjenih bez (kontrola) ili sa (ATN) dodatkom 0,5% ATN u hranivo

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN
Hemoglobin (Hb) [¢/l] 82,44 +5,05 85,00 + 3,66
Hematokrit [%] 33,10+1,13 33,55+ 0,55
Broj eritrocita [10¢/mm?] 4,65 +0,13 4,70 £0,07

e srednja vrednost + srednja greska

U tabeli 3 su prikazane koncentracije odabranih metabolita izmereneih u
krvnom serumu pili¢a ogleda 1. Sve dobijene vrednosti su se kretale u granicama
referentnih vrednosti za pilice i nisu se statisticki znacajno razlikovali medu

grupama (P>0,05).

Tabela 3. Koncentracija pojedinih metabolita seruma pili¢a hranjenih bez (kontrola) ili sa (ATN) dodatkom
0,5% ATN u hranivo

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN
Proteini [g/I] 29,00+ 1,30 30,30 +0,80
Albumini [g/I] 13,90 + 0,53 15,00 + 0,33
Glukoza [umol/l] 14,18 + 0,27 14,78 + 0,29
Triacilgliceroli [mmol/I] 0,62 + 0,05 0,59 + 0,02
Holesterol [mmol/l] 2,85+0,11 3,08 + 0,08
Urea [mmol/l] 0,49 + 0,03 0,55+ 0,03
Kreatinin [mmol/l] 26,30 + 0,84 28,60 +0,73

e srednja vrednost + srednja greska



Dodatak ATN-a u koli¢ini od 0,5% u hranivo pilica nije doveo do
poremecaja koncentracije jona kalcijuma, neorganskih fosfata i hlorida u krvnom
serumu pilica (tabela 4). Vrednosti dobijene iz obe eksperimentalne grupe su bile

ujednacene i bez statisticki znacajnih razlika.

Tabela 4. Koncentracije pojedinih elektrolita seruma pilica hranjenih bez (kontrola) ili sa (ATN) dodatkom
0,5% ATN u hranivo

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN
Joni kalcijuma [mmol/l] 1,92 + 0,06 1,96 + 0,04
Neorganski fosfati [mmol/l] 1,74 + 0,04 1,80 +0,03
Hloridi [mmol/l] 117,50 £2,20 117,50 + 1,46

* srednja vrednost + srednja greska

Merenjem aktivnosti enzima biomarkera funkcije pojedinih organa nisu
uocene vece razlike izmedu grupa za enzime ALP, ALT, AST, GGT i CK koje su
bile ujednacene i u granicama referentnih vrednosti za pilice (tabela 5). Izuzetak su
enzimi AMY i LDH c¢ija aktivnost u serumu pilica ATN grupe je bila statisticki

znacajno veca u odnosu na pili¢e kontrolne grupe (P<0,05).

Tabela 5. Aktivnost pojedinih enzima krvnog seruma pilica hranjenih bez (kontrola) ili sa (ATN) dodatkom
0,5% ATN u hranivo

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN

Alkalna fosfataza (ALP) [IU/I] 3469,202 + 143,15 3215,412 + 248,57
Alanin aminotransferaza (ALT) [IU/I] 6,462+ 0,78 5,972+ 0,67
Aspartat aminotransferaza (AST) [IU/I] 283,822+ 12,30 320,892+ 17,34
v-glutamil transferaza (GGT) [IU/I] 13,742+ 2,90 16,742+ 1,55
a-amilaza (AMY) [IU/1] 502,092 + 54,86 738,430 + 39,01
Kreatin kinaza (CK) [IU/I] 940,252 + 58,63 1190,58* + 114,32
L-laktat dehidrogenaza (LDH) [IU/I] 2095,222 + 59,89 2338,400 + 54,21

¢ srednja vrednost + srednja greska

® "P<0,05 izmedu srednjih vrednosti eksperimentalnih grupa

Merenjem mase unutrasnjih organa pilica uoceno je statisticki znacajno
(P<0,05) povecanje relativne mase zlezdanog i miSicnog zeluca, slepog creva i
slezine kod pilica ATN grupe u odnosu na kontrolnu grupu (tabela 6). Relativne
mase ostalih merenih unutrasnjih organa (jednjaka, duodenuma, jetre, pankreasa i

Fabricijeve burze) su bile ujednacene izmedu eksperimentalnih grupa.



Tabela 6. Relativne mase unutrasnjih organa pilica hranjenih bez (kontrola) ili sa (ATN) dodatkom 0,5% ATN

u hranivo
Eksperimentalna grupa
Kontrola ATN

Jednjak [g/100g t.m.] 0,142+ 0,01 0,162+ 0,01
Zlezdani zeludac [ g/100g t.m.] 0,422+ 0,01 0,48+ 0,02
Misicni Zeludac [g/100g t.m.] 1,302+ 0,04 1,58+ 0,05
Duodenum [g/100g t.m.] 0,482+ 0,02 0,442+ 0,04
Slepo crevo [g/100g t.m.] 0,242+ 0,02 0,32>+ 0,02
Jetra [g/100g t.m.] 2,742+ 0,19 2,482+0,13
Pankreas [g/100g t.m.] 0,222+ 0,01 0,242+ 0,02
Slezina [g/100g t.m.] 0,142+ 0,01 0,224+ 0,01
Fabricijeva burza [¢/100g t.m.] 0,202+ 0,02 0,222+0,01

¢ srednja vrednost + srednja greska
* t.m.-telesna masa

® "P<0,05 izmedu srednjih vrednosti eksperimentalnih grupa

U tabeli 7 su prikazane vrednosti za nivo proteina i aktivnost glutation S-
transferaze jetre pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN-a u hranivo.
Izmerene vrednosti za ova dva parametra su bile ujednacene i nisu uocene
nikakve statisticki znacajne razlike izmedu ove dve eksperimentalne grupe
(P>0,05).

Tabela 7. Sadrzaj proteina i aktivnost glutation S-transferaze jetre pilica hranjenih bez (kontrola) ili sa (ATN)
dodatkom 0,5% ATN u hranivo

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN
Proteini [g/100g tkival 6,94 +0,64 7,15+0,61
Glutation S-transferaza (GST) [IU/mg proteina] 473,48 +72,71 440,73 + 36,12

¢ srednja vrednost + srednja greska

Izmerena telesna masa pili¢a na kraju uzgoja je bila ujednacena bez obzira
da li su pili¢i putem hrane dobijali ATN u koli¢ini od 0,5% ili ne (tabela 8). Ipak,
najveca razlika u prirastu je uocena u toku trece nedelje uzgoja kada su pili¢i ATN
grupe imali prirast za 31,36% veci u odnosu na kontrolnu grupu, dok su pilici
kontrolne grupe u toke poslednje nedelje uzgoja zabelezlili vedi prirast od pilica
ATN grupe za 9,80%. Podaci dobijeni za konverziju hrane se nisu razlikovali
izmedu eksperimentalnih grupa i iznosili su 1,91 za pilice kontrolne grupe,

odnosno 1,93 za pilice ATN grupe.



Tabela 8. Prirast i konverzija hrane u toku Sestonedeljnog uzgoja pili¢a hranjenih bez (kontrola) ili sa (ATN)
dodatkom 0,5% ATN u hranivo

Prirast [g/dan] Konverzija
[kg/kgl
1. nedelja | 2.nedelja | 3.nedelja | 4.nedelja | 5.nedelja | 6.nedelja
Kontrola 12,42 29,84 45,84 62,02 77,70 76,96 1,91
ATN 13,07 28,91 55,63 62,34 79,38 69,42 1,93
% +5,23 -3,12 +31,36 40,52 +2,16 -9,80 +1,58

® %-razlika u odnosu na kontrolu

¢ srednja vrednost 3 ponavljanja od po 50 pilica unutar svake ogledne grupe

Analizom hemijskog sastava miSi¢nog tkiva grudi i bataka pili¢a (belo i
crveno meso) utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu pili¢a hranjenih sa i
bez dodatka 0,5% ATN-a u hranivo (tabela 9). Pili¢i hranjeni sa dodatkom ATN-a
su imali vedi sadrzaj proteina i manji sadrzaj masti u belom mesu (misi¢no tkivo
grudi), kao i statisticki znacajno veci sadrzaj pepela i u belom i u crvenom mesu.
Ostali mereni parametri, poput pH, udela vode i sadrzaja natrijuma i kalijuma je

bio ujednacen kod obe eksperimentalne grupe u oba ispitivana misi¢na tkiva.

Tabela 9. Hemijski sastav misi¢nog tkiva grudi i bataka pili¢a hranjenih bez (kontrola) ili sa (ATN) dodatkom
0,5% ATN u hranivo

Grupa
Kontrola ATN
Proteini [%] Grudi 21,902 + 0,22 22,690+ 0,12
Batak 18,12+ 0,18 18,37 +0,13
Masti [%] Grudi 1,142+ 0,10 0,62°+ 0,08
Batak 6,96 + 0,76 7,01 £ 0,40
Voda [%] Grudi 75,73 +0,22 75,14 +0,17
Batak 73,76 £ 0,61 73,26 0,34
Pepeo [%] Grudi 1,032 + 0,02 1,27 + 0,06
Batak 0,882+ 0,01 1,05 + 0,05
pH Grudi 5,91 +0,02 5,76 +0,10
Batak 6,12 + 0,06 6,06 + 0,04
Natrijum [mg/kg] Grudi 57,12+ 6,22 50,06 + 4,67
Batak 75,03 + 6,06 74,44 + 3,15
Kalijum [mg/kg] Grudi 308,78 £5,72 301,47 + 13,20
Batak 233,39 + 32,44 263,73 + 6,94

¢ srednja vrednost + srednja greska



5.2. Ogled 2

Analizom biohemijskih parametara krvnog seruma se moze saznati kakvo
je zdravstveno stanje samog organizma i kako funkcionisu pojedini unutrasnji
organi. Pored toga se moze izvesti i zakljucak na koji nacin deluju pojedine
supstance kada se unesu u organizam. U tabeli 10 su prikazani rezultati merenja
pojedinih serumskih pokazatelja tronedeljnih pili¢a koji su bili izloZeni delovanju
MC, Pb* jona i AFTB: i u kombinaciji preparatom ATN. Uocava se da sam ATN,
kao ni jedna primenjena doza AFTB: ne remete normalnu biohemijsku
homeostazu. Unos MC u organizam dovodi do statisticki znacajnog pada
koncentracije proteina i kreatinina u serumu, kao i do povecanja aktivnosti AMY.
Hronican unos jona olova oralnim putem isto dovodi do pada koncentracija
rastvorljivih serumskih proteina i kreatinina, ali uzrokuje inhibiciju aktivnosti
AMY. Istovremeni unos ATN-a u koli¢ini od 0,5% putem hrane u organizam
uspeva da delimic¢no, ili potpuno, ponisti negativne efekte ova dva toksina na

merene parametre seruma.

Tabela 10. Sadrzaj pojedinih parametara krvnog seruma pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u
hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN MC MC- Pb Pb- AFTB:1 | AFTB:-
ATN ATN ATN
Proteini 29,673 28,672+ | 2560+ | 30,332+ | 20,00+ | 28402+ | 27,000+ | 30,252+
[g/1] 0,333 1,667 0,928 1,054 2,041 1,166 2,082 2,86
Glukoza 13,172+ 14,102+ | 12,522+ | 12,58+ | 10,35+ | 12,98+ | 1243*+ | 13,432+
[umol/l] 0,517 0,100 0,527 0,771 1,121 0,343 0,731 0,319
Kreatinin 26,50° = 25,002+ | 20,60+ | 23,602>+ | 1500+ | 22202+ | 21,332+ | 22,002+
[mmol/l] 0,645 1,080 1,326 1,691 2,677 1,157 2,028 2,517
Joni kalcijuma 1,862 + 2,102+ 2,152+ 2,202+ 1,962 + 2,223+ 2,202+ 223P &
[mmol/l] 0,084 0,202 0,101 0,083 0,199 0,154 0,083 0,082
a-amilaza (AMY) | 819,63*+ | 808,002+ | 978,25> | 1012,33 | 532,02<+ | 931,76*® | 933,03*> | 879,88>
[IU/ml seruma] 40,84 145,96 +32,08 + 98,45 38,20 +94,70 | +143,87 | +73,90

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

Aktivnosti pojedinih enzima krvnog seruma pili¢a ogleda 2. su prikazani u

tabeli 11. Uocava se da je oralni unos MC i Pb* jona u ovom ogledu doveo do



statisticki znacajnog pada (P<0,05) aktivnosti ALP, dok jedna doza primenjenog

AFTB: nije dovela do promene u aktivnosti ovog enzima. Unos ATN-a je

delimi¢no ublazio posledice ovakvog delovanja ova dva toksina. Nijedan od

primenjenih toksina, kao ni sam ATN nisu doveli do premena u aktivnosti

serumske ALT.

Tabela 11. Aktivnost ALP, ALT, GGT i AMY jetre pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i

izlozenih delovanju mikrocistina, jona olova ili aflatoksina

Kontrola
Alkalna fosfataza 56,102 +
(ALP) [1U/mg proteina] 5,967
Alanin aminotransferaza 35,722 +
(ALT) [1U/ mg proteinal 4,849
v-glutamil transferaza 4,697 +
(GGT) [IU/ mg proteina] 0,070
a-amilaza 9,372+
(AMY) [1U/ mg proteinal 2,503

e srednja vrednost + srednja greska

ATN

51,142
+ 6,347
37,262
+3,771
3,732k
+ 0,426
8,272 £
1,321

Eksperimentalna grupa

MC MC- Pb Pb-
ATN ATN
31,25 | 40,94c+ | 34,18 | 42,08+
+1,613 4,462 +2,020 4,110
31,342+ | 30,672+ | 36,14*+ | 33,572+
0,989 1,513 1,111 1,088
4542+ | 336P+ | 3,04+ | 38620+
0,429 0,358 0,276 0,389
9,942+ | 9,562+ | 11,85 11,44
1,378 0,950 +1,309 | £1,557

AFTB:

51,88a¢
+9,771
33,172+
5,459
1,99+
0,111
10,160
+0,781

AFTB:-
ATN
54,692 +
3,420
33,712
0,525
2,89bc +
0,409
9,96 +
1,638

e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju

(P<0,05)



U tabeli 12 su prikazani rezultati merenja koncentracije Hb, aktivnosti
odabranih enzima antioksidativne zastite i intenzitet lipidne peroksidacije u
krvnom hemolizatu (eritrocitima) tronedeljnih pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka
ATN-a u koli¢ini od 0,5% i izlozenih delovanju odabranih toksina. ATN, MC i
AFTB: nisu remetili biohemijske procese u eritrocitima. Oralni unos jona olova
dovodi do statisticki znacajnih poremecaja. Pb* joni uzrokuju smanjenje
koncentracije Hb, inhibiciju aktivnosti SOD-1 i povecanu aktivnost drugih
antioksidativnih enzima (CAT, GPx, PPx i GST) Sto rezultira pojavom
oksidativnog stresa i povecanim intenzitetom lipidne peroksidacije. Rezultati ovih
parametara u grupi sa ATN ukazuju na uspesSnu zastitu eritrocita od Stetnog

delovanja jona olova.

Tabela 12. Koncentracija hemoglobina, aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx, PPx i
GST) i intenzitet lipidne peroksidacije u hemolizatu krvi pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u
hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola | ATN MC MC- Pb Pb- AFTB:1 | AFTB:-
ATN ATN ATN
Hemoglobin 146,422+ | 146,100 | 130,14> | 135,912 | 105,22 | 127,952b | 145,44> | 147,232
(Hb) [g/l] 3,92 +3,11 +1,87 +2,98 +5,54 + 6,65 +4,32 +5,11
Superoskid dismutaza 466,08*+ | 489,752 | 461,87> | 473,332 | 354,88> | 485,45 | 470,16* | 482,382
(SOD-1) [1U/mg Hb] 12,33 +1545 | £18,65 | £1426 | 12,76 | 12,34 | +14,22 | +11,87
Katalaza 8,262 + 8,122 + 7,132+ 7,182+ 10,09» 7,502 + 7,312 + 7,042 £
(CAT) [1U/mg Hb] 0,48 0,59 0,63 0,66 +0,29 0,45 0,56 0,62
Gvajakol peroksidaza 6,412 + 6,832 + 6,502 + 6,382+ | 8,44+ 6,782 + 6,502 + 6,822 +
(GPx) [IU/mg Hb] 0,24 0,17 0,22 0,31 0,09 0,19 0,20 0,32
Pirogalol peroksidaza 14,402+ | 15,002+ | 14,732+ | 14,452+ | 18,95 14,802+ | 14,352+ | 14,202+
(PPx) [IU/mg Hb] 0,50 0,48 0,66 0,57 +0,57 0,44 0,43 0,55
Glutation S-transferaza 120,052+ | 133,212 | 129,08 | 119,11> | 162,44° | 132,972 116,122 | 114,302
(GST) [1U/mg Hb] 3,22 + 3,46 +2,81 +2,95 +3,08 + 3,00 +2,71 +2,66
Lipidna peroksidacija 1,192+ 1,412+ 1,262 + 1,382+ | 2,86+ 1,452 + 1,072+ 1,292 +
(LP) 0,089 0,125 0,075 0,094 0,088 0,103 0,120 0,114

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

Jetra je vrlo osetljiva na delovanje razlicitih toksina (tabela 13). ATN dodat
hranivu u koli¢ini od 5 grama po kilogramu ne dovodi ni do kakvih promena u

aktivnosti enzima antioksidativne zastite, niti dovodi do povecanja intenziteta



lipidne peroksidacije. Oralni unost MC uzrokuje statisticki znacajnu (P<0,05)
inhibiciju aktivnosti svih merenih enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT,
PPx i GPx) pili¢a izuzev GST ¢ija aktivnost je znacajno povecana usled delovanja
ovog toksina. Ovakav odgovor organizma rezultira i statisticki znacdajnim
povecanjem intenziteta lipidne peroksidacije u tkivu jetre. Joni olova dovode do
smanjenja aktivnosti SOD-1 i povecanja aktivnosti GST. Posledica oksidativnog
stresa koji se javlja je statisticki znacajno povecanje intenziteta lipidne
peroksidacije. Jedna doza AFTB: je dovoljna da dovede do inhibicije aktivnosti
GST u jetri i do povecanja lipidne peroksidacije. Unos ATN-a zajedno sa ova tri

toksina ublazava i ponistava nezeljene posledice koje oni izazivaju.

Tabela 13. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx, PPx i GST) i intenzitet lipidne
peroksidacije u jetri pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina,
jona olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN MC MC- Pb Pb- AFTB:1 | AFTBs-
ATN ATN ATN
Superoskid dismutaza 18,462+ | 19,562+ | 14,26°+ | 16,9720 | 15,14b+ | 18,982+ | 18,052+ | 19,112+
(SOD-1) [IU/mg proteina] 0,63 0,86 0,52 +0,87 0,69 0,54 0,55 0,74
Katalaza 22,202+ | 24,052+ | 17,18+ | 20,752> | 25,032+ | 22,632+ | 22,002+ | 25,072+
(CAT) [IU/mg proteina] 1,75 2,24 0,58 +0,59 0,94 0,84 0,80 0,57
Gvajakol peroksidaza 2,082 + 2,142 + 1,726+ | 1,962b+ | 2,182+ 2,022+ | 1,952k + | 1,962b +
(GPx) [IU/mg proteina] 0,066 0,062 0,058 0,060 0,071 0,070 0,064 0,063
Pirogalol peroksidaza 64,32a+ | 58,192+ | 52,74b+ | 56,812 | 62,022+ | 60,012+ | 57,18 | 56,92ab
(PPx) [IU/mg proteinal 3,22 1,75 1,58 +2,25 2,20 1,98 +1,87 +2,07
Glutation S-transferaza | 390,08°+ | 376,212 | 487,11> | 416,24> | 388,26* | 367,142 | 298,17¢ | 354,682
(GST) [1U/mg proteina] 10,24 +12,38 | +13,47 | £987 | +11,63 | £15,20 +7,32 +9,98
Lipidna peroksidacija 2,052 + 1,922 + 2,990 + 1,952 + 2,670+ 2,072 + 2,580 + 1,772 +
(LP) 0,135 0,086 0,368 0,100 0,039 0,072 0,051 0,054

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

U tabeli 14. su prikazani rezultati dobijeni merenjem aktivnosti
antioksidativnih enzima i intenziteta lipidne peroksidacije u bubrezima pili¢a
hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju MC, Pb?* i
AFTBi1. Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da sam ATN ne utice
negativno na biohemijske procese koji se odvijaju u bubrezima, dok oralni unos
bilo kojeg od ova tri toksina izaziva statisticki znacajne promene (P<0,05). MC
dovodi do inhibicije aktivnosti skoro svih merenih enzima, izuzev CAT, ali

primenjena doza ipak ne izaziva oksidativni stres u ovom organu jer intenzitet



lipidne peroksidacije ostaje nepromenjen. Unos jona olova hronicno oralnim
putem dovodi do najintenzivnijih promena u bubrezima. Iako se aktivnost
merenih peroksidaza (GPx i PPx) ne menja, aktivnosti SOD-1 i CAT su statisticki
znacajno povecane, a kao posledica se javlja povecan intenzitet lipidne
peroksidacije i stanje oksidativnog stresa u ovom organu. Cak i samo jedna doza
unetog AFTB: je dovoljna da dovede do inhibicije SOD-1, GPx i PPx i do povecanja
intenziteta lipidne peroksidacije u bubrezima pilica. ATN se pokazao kao vrlo
uspeSan preparat jer je uspeo da delimi¢no ili potpuno ponisti ove negativne
efekte delovanja sva tri primenjena kontaminanta i da spreci pojavu oksidativnog

stresa.

Tabela 14. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u bubrezima pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona
olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola | ATN MC MC- Pb Pb- AFTB: | AFTBi-
ATN ATN ATN
Superoskid dismutaza | 10,562+ 10,982+ | 6,220+ 9,54a + 19,71¢+ | 11,872+ | 6,89+ 9,892 +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,33 0,42 0,36 0,41 0,37 0,29 0,45 0,31
Katalaza 62,172+ | 62,082+ | 62,41+ | 65972+ | 89,55+ | 66,822+ | 69,25+ | 77,962+
(CAT) [1U/mg proteina] 3,05 2,63 3,53 1,76 5,94 3,19 6,92 6,05
Gvajakol peroksidaza 15,012 + 16,852+ | 7,600+ | 14922+ | 12,752+ | 14,722+ | 764>+ | 15,102+
(GPx) [1U/mg proteina] 1,18 1,26 0,83 0,93 0,85 1,81 1,66 1,76
Pirogalol peroksidaza 49,382+ | 46,852+ | 32,97°+ | 35,02bc 43,512c | 42942+ | 38,09>c | 37,18bc
(PPx) [IU/mg proteinal 2,41 2,44 0,92 +0,65 +1,23 2,69 +2,81 +2,02
Lipidna peroksidacija 2,302+ 2,612+ 2,452 + 2,622 + 3,800 + 2,692 + 3,33bc+ | 2 95ac+
(LP) 0,091 0,087 0,083 0,080 0,069 0,099 0,056 0,161

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)



Oralni unos MC, Pb?* ili AFTB:;, kao ni ATN-a, ne dovodi do nekih

znacajnijih promena u aktivnosti enzima antioksidativne zastite pankreasa pilica,

Sto ukazuje ne cinjenicu da pankreas nije ciljani organ ovih toksina (tabela 15).

Jedina statisticki znacajna razlika (P<0,05) je zabeleZena u aktivnosti CAT nakon

hroni¢nog unosa rastvora MC. Rezultati pokazuju da unos MC dovodi do

povecanja aktivnosti CAT, ali i da prisustvo ATN-a ponisStava ovakvo nezeljeno

delovanje MC.

Tabela 15. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije

u pankreasu pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona

olova ili aflatoksina

Superoskid dismutaza
(SOD-1) [IU/mg prot.]
Katalaza

(CAT) [1U/mg proteina]
Gvajakol peroksidaza
(GPx) [IU/mg proteina]
Pirogalol peroksidaza
(PPx) [IU/mg proteinal
Lipidna peroksidacija
(LP)

e srednja vrednost + srednja greska

Kontrola

4,142+
0,12
7,55 +
0.40
0,362 +
0,011
2,667 +
0,26
3,262 +
0,34

ATN

4,292 +
0,21
7,392 +
0,21
0,392 +
0,020
2,152+
0,13
2,982 +
0,06

Eksperimentalna grupa

MC

4,272 +
0,17
10,95° +
0.79
0,372 +
0,009
2,562 +
0,14
2,512+
0,22

MC-
ATN
4,282+
0,20
8,422 +
0.48
0,392 +
0,022
2,242 +
0,11
2,662 +
0,11

Pb

4,402 +
0,22
8,422 +
0.49
0,35 +
0,017
2,952 +
0,22
2,842 +
0,16

Pb-
ATN
4,312+
0,11
8,562 +
0,25
0,402 +
0,010
2,322+
0,14
2,562 +
0,34

AFTB1

4,022 +
0,09
8,712
0.34
0,362 +
0,008
2,132+
0,27
2,882 +
0,11

AFTB:-
ATN
4,26% +
0,10
7,807 +
0.32
0,362 +
0,010
2,462 +
0,15
2,782 +
0,11

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)



U tabeli 16. su prikazani rezultati merenja aktivnosti enzima
antioksidativne zastite i lipidne peroksidacije u slezini pili¢a hranjenih sa ili bez
dodatka ATN-a u koli¢ini od 0,5% u kombinaciji sa odabranim toksinima.
Dobijene vrednosti svih izmerenih parametara slezine pili¢a koji su bili izlozeni
delovanju toksina su bile u granicama vrednosti dobijenih za kontrolnu i ATN
grupu pilica. Statisticki znacajno (P<0,05) su se razlikovale jedino povecane
vrednosti aktivnosti CAT u slezini pili¢a izloZenih delovanju jedne doze AFTB: i
smanjena aktivnost PPx kod pili¢a koji su hroni¢no unosili u organizam povecane

doze jona olova.

Tabela 16. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u slezini pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona olova
ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola | ATN MC MC- Pb Pb- AFTB:1 | AFTB:-
ATN ATN ATN
Superoskid dismutaza | 3,88+ 3,672+ | 3,80°+ | 3,8l | 3,662+ | 3,75°+ | 3,85+ | 4,002+
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,10 0,14 0,11 0,12 0,14 0,13 0,15 0,15
Katalaza 5,722 + 5,125 + 5,275 5,875 + 5,635 + 4,855 + 6,85+ | 6,522b +
(CAT) [1U/mg proteina] 0,12 0,17 0,20 0,20 0,17 0,10 0,21 0,31

Gvajakol peroksidaza 0,592 + 0,632 + 0,512 + 0,592 + 0,642 + 0,602 + 0,592 + 0,612 +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,025 0,032 0,034 0,017 0,015 0,019 0,028 0,022
Pirogalol peroksidaza 16,452 + 14,252+ | 16,512+ 13,862 11,61b+ | 13,312b 14,752+ | 16,392+

(PPx) [IU/mg proteinal 1,13 0,63 0,72 + 0,86 0,83 +0,82 0,97 2,35
Lipidna peroksidacija 2,582 + 2,602 £ 2,442+ 2,822+ 2,373+ 2,242+ 2,753+ 2,31+
(LP) 0,051 0,076 0,116 0,167 0,173 0,173 0,122 0,147

e srednja vrednost + srednja greska

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)



Izlaganje pilia u toku prve tri nedelje Zivota delovanju MC, jona Pb?* i
AFTB:1 u kombinaciji sa ATN-om, kao ni sam ATN u kolicini od 0,5%, ne dovode
do poremecaja antioksidativnih enzima u plu¢nom tkivu, a ni ne uzrokuju
povecanje lipidne peroksidacije u ovom organu, $to se jasno vidi u tabeli 17.
Najosetljiviji mereni biohemijski parametar pluca je GPx. Intoksikacija jonima
olova u ovom organu dovodi do inhibije aktivnosti GPx, a unos jedne doze AFTB:
oralnim putem uzrokuje statisticki znacajno vecu (P<0,05) aktivnost ovog enzima

pluca.

Tabela 17. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u pluc¢ima pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona
olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN MC MC- Pb Pb- AFTB1 | AFTBs-
ATN ATN ATN
Superoskid dismutaza 3,562 + 3,422 + 3,452 + 3,672 + 3,522 + 3,572+ 3,442 + 3,572 +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,11 0,09 0,08 0,07 0,11 0,06 0,10 0,11
Katalaza 6,15 + 5,352 + 5,292 + 5,18+ 5,50° + 5,412 + 6,102 + 6,002 +
(CAT) [1U/mg proteina] 0,30 0,29 0,19 0,24 0,16 0,21 0,21 0,21
Gvajakol peroksidaza | 53,66+ | 60,61>¢ | 60,18 | 5728 | 39,38+ | 50,53+ | 66,19+ | 57,512¢
(GPx) [IU/mg proteina] 6,36 +3,39 +4,93 +1,24 3,00 3,11 2,15 +2,47
Pirogalol peroksidaza 29,492 + 34552+ | 32412+ | 33,022+ | 31,342+ | 29,542+ | 35922+ | 33,242+
(PPx) [IU/mg proteinal 1,71 2,36 2,14 1,70 0,54 0,84 1,39 1,39
Lipidna peroksidacija 3,672+ 3,472 + 3,842 + 875 4 3,28+ 3,382+ 3,232+ 3,902 +
(LP) 0,16 0,04 0,18 0,10 0,08 0,15 0,08 0,17

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)



Unos ATN-a putem hrane u kolicini od 0,5%, kao ni unos MC i AFTB1, ne
izaziva nikakve statisticki znacajne promene u aktivnosti antioksidativnih enzima
u mozgu pilica. Hroni¢ni unos Pb?* jona kod pili¢a starosti 3 nedelje dovodi do
poremecaja normalne biohemijske homeostaze u mozgu (tabela 18). Uocava se
statisticki znacajno veca aktivnost CAT u ovom organu (P<0,05), inhibicija
peroksidazne aktivnosti, dok aktivnost SOD-1 ostaje nepromenjena i u nivou
kontrolne grupe. Ovakvo delovanje jona ovog teskog metala dovodi mozak u
stanje oksidativnog stresa, Sto rezultira i povecanim intenzitetom lipidne

peroksidacije.

Tabela 18. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u mozgu pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izlozenih delovanju mikrocistina, jona olova
ili aflatoksina
Eksperimentalna grupa
Kontrola | ATN MC MC- Pb Pb- AFTB:1 | AFTB:-
ATN ATN ATN
Superoskid dismutaza 1,132+ 1,212+ 1,202 + 1,142 + 1,132+ 1,222+ 1,202 + 1,223 +
(SOD-1) [1U/mg proteina] 0,030 0,027 0,025 0,032 0,022 0,030 0,026 0,028

Katalaza 2,254+ | 245°+ | 1,992+ | 2,06%°+ | 2,93*+ | 2,502P+ | 1,75+ | 1,66+
(CAT) [IU/mg proteina] 0,08 0,11 0,09 0,14 0,12 0,22 0,06 0,08
Gvajakol peroksidaza 4,002b + 3,282 + 3,692 + 4,72b + 1,98+ | 428+ | 3,152+ 3,062 +
(GPx) [IU/mg proteina] 0,32 0,37 0,47 0,48 0,12 0,33 0,50 0,24
Pirogalol peroksidaza 12,852+ | 12,422+ | 10,892 | 12,142+ | 896>+ | 12,682+ | 12,572+ | 11,032+
(PPx) [IU/mg proteinal 0,55 0,46 +0,91 0,26 0,16 0,68 0,98 0,58
Lipidna peroksidacija 6,972 + 7,65+ | 7,38+ | 723+ | 1068+ | 6372+ | 734+ | 6,312+
(LP) 0,29 0,37 0,71 0,26 0,54 0,27 0,39 0,36

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)



Duodenum se pokazao kao vrlo osetljivo tkivo na delovanje razli¢itih
toksina kod piliéa (tabela 19). ATN dodat hranivu u koli¢ini od 5 grama po
kilogramu ne dovodi ni do kakvih promena u aktivnosti enzima antioksidativne
zaStite, niti dovodi do povecanja intenziteta lipidne peroksidacije. Oralni unost
MC uzrokuje blago povecanje aktivnosti CAT i statisticki znacajnu (P<0,05)
inhibiciju PPx u dudodenumu pilica, Sto rezultira i statisticki znacajnim
povecanjem intenziteta lipidne peroksidacije u ovom tkivu. Jos izraZenije efekte po
duodenum tronedeljnih pili¢a izazivaju joni olova koji dovode do povecane
aktivnosti SOD-1, CAT i GPX i inhibicije aktivnosti PPx. Ovakav odgovor
organizma je posledica oksidativnog stresa koji se ogleda u statisticki znacajno
povecanom intenzitetu lipidne peroksidacije. Unos ATN-a istovremeno sa nekim
od ova dva toksina ublaZava i poniStava neZeljene posledice koje oni izazivaju.
Oralnim unosom jedne doze AFTB: se ne remeti bitnije normalna biohemijska

homeostaza ovog tkiva.

Tabela 19. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u duodenumu pilic¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona
olova ili aflatoksina
Eksperimentalna grupa
Kontrola | ATN MC MC- Pb Pb- AFTB: | AFTBi-
ATN ATN ATN
Superoskid dismutaza 2,45 + 2,672+ | 3,072+ | 2,822+ | 391°+ | 2,78+ | 248+ | 2,60*+
(SOD-1) [1U/mg proteina] 0,054 0,050 0,055 0,045 0,050 0,058 0,051 0,049

Katalaza 13,83+ | 12,142+ | 15,01°+ | 12,812+ | 16,68+ | 13,012+ | 14,11>b | 14,322b
(CAT) [IU/mg proteina] 0,26 0,98 0,45 1,26 0,98 0,29 +0,36 +0,29
Gvajakol peroksidaza 0,632 + 0,652 + 0,682 + 0,612 + 1,04b+ | 0,792+ | 0,802>+ | 0,802b +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,055 0,065 0,065 0,071 0,165 0,122 0,090 0,091
Pirogalol peroksidaza 4262+ 4,712 + 2,570 + 3,922 + 2,58 + 4172+ | 3,582b+ | 3,602+
(PPx) [IU/mg proteinal 0,38 1,14 0,19 0,32 0,32 0,15 0,37 0,30
Lipidna peroksidacija 1,182+ 1,162 + 1,71+ | 1,41ab+ | 1,980+ 1,272+ 1,32a+ | 1,402b+
(LP) 0,301 0,297 0,316 0,307 0,404 0,241 0,361 0,262

e srednja vrednost + srednja greska

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)

Hronican oralni unos jona olova u vidu olovo-acetata dovodi do
poremecaja biohemijske homeostaze u sréanom miSi¢u tronedeljnih pili¢a Sto
rezultira statisticki znacajno (P<0,05) manjom aktivnoséu SOD-1 u ovom tkivu i

pojavom oksidativnog stresa, $to se ogleda u povecanom intenzitetu lipidne



peroksidacije (tabela 20). Dodatak ATN-a u koli¢ini od 5 g/kg u hraniva

kontaminirana jonima Pb?" poniStavaju se negativni efekti delovanja ovog teskog

metala. Sam ATN, kao ni oralni unos MC ili AFTB: ne dovode do znacajnijih

promena u aktivnosti antioksidativnih enzima sréanog misica pilica.

Tabela 20. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije

u sréanom misi¢u pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina,

jona olova ili aflatoksina

Superoskid dismutaza
(SOD-1) [IU/mg prot.]
Katalaza

(CAT) [1U/mg proteina]
Gvajakol peroksidaza
(GPx) [1U/mg proteina]
Pirogalol peroksidaza
(PPx) [IU/mg proteinal
Lipidna peroksidacija
(LP)

Kontrola

1,272+
0022
5,042 +
0,53
1,212+
0,021
10,032 +
0,25
5112+
0,20

e srednja vrednost + srednja greska

ATN

1,332 +
0,025
5,092 +
0,27
1,332+
0,020
11,272+
0,28
5,082 +
0,10

Eksperimentalna grupa

MC

1,282+
0,021
5,172+
0,16
1,222+
0,026
11,242 +
0,33
5,012 +
0,03

MC-
ATN
1,312+
0,024
4,660 +
0,17
1,242 +
0,025
10,962 +
0,32
4,932 +
0,11

Pb

0,56 +
0,022
4,52ab +
0,15
1,352 +
0,020
9,852 +
0,27
8,250 +
0,48

Pb-
ATN
1,222+
0,021
4,772 +
0,14
1,302 +
0,022
10,347 =
0,29
7,460 +
0,67

AFTB1

1,282+
0,023
3,950 +
0,09
1,222+
0,027
10,902 +
0,29
5,472 +
0,20

AFTB:-
ATN
1,332 +
0,024
4,180 +
0,32
1,262 +
0,023
11,242 +
0,37
5,442 +
0,25

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)



U tabeli 21. su prikazani rezultati merenja aktivnosti enzima
antioksidativne zastite i lipidne peroksidacije u miSi¢émom tkivu grudi (belog
mesa) pilica hranjenih sa ili bez dodatka ATN-a u kolicini od 0,5% u kombinaciji
sa odabranim toksinima. Dobijene vrednosti svih izmerenih parametara slezine
pilica koji su bili izloZeni delovanju toksina su bile granicama vrednosti dobijenih
za kontrolnu i ATN grupu pilica. Statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na druge
eksperimentalne grupe su se razlikovale jedino povecane vrednosti aktivnosti
CAT pilica izloZenih delovanju MC i smanjena aktivnost CAT kod pili¢a koji su

hroni¢no unosili u organizam povecane doze Pb* jona.

Tabela 21. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u misi¢nom tkivu grudi (belo meso) pilia hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izlozenih
delovanju mikrocistina, jona olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola | ATN MC MC- Pb Pb- AFTB:1 | AFTB:-
ATN ATN ATN

Superoskid dismutaza 0,462 + 0422+ | 043*+ | 043*+ | 044*+ | 0402+ | 045*+ | 044+
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,012 0,009 0,008 0,010 0,011 0,007 0,009 0,012

Katalaza 0,912+ 0952+ | 1,37°+ | 1,13*b+ | 0,68+ | 0922+ | 0,872+ | 0,78+
(CAT) [IU/mg proteina] 0,079 0,068 0,215 0,089 0,072 0,060 0,059 0,046

Gvajakol peroksidaza 1,052 + 1,162 + 0,962 + 1,082 + 0,982 + 0,992 + 1,152+ 1,032 +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,065 0,078 0,080 0,079 0,056 0,073 0,093 0,022

Pirogalol peroksidaza 4,15 + 3,462 + 4,332+ 3,412+ 3,112+ 3,322+ 2,902 + 2,862 +
(PPx) [IU/mg proteinal 0,10 0,06 0,19 0,11 0,15 0,15 0,11 0,13

Lipidna peroksidacija 1,372+ 1,642+ 1,412+ 1,752 + 1,402 + 1,402 + 1,492 + 1,452+
(LP) 0,039 0,033 0,035 0,070 0,019 0,054 0,048 0,068

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)



Aktivnost antioksidativnih enzima i intenzitet lipidne peroksidacije je
odreden u misi¢nom tkivu bataka (crveno meso) pilica koji su putem hrane unosili
ATN u koli¢ini od 0,5% i bili izlozeni delovanju MC, Pb* jona ili AFTB: (tabela 22).
Iz dobijenih rezultata se uocava da toksini nisu znacajnije remetili normalnu
biohemijsku homeostazu u ovom tkivu. U pojedinim slucajevima je doslo do
povecanja aktivnosti odredenih enzima u odnosu na aktivnost tih enzima kod
pili¢ca kontrolne grupe, ali ne i ATN grupe pilica. Nijedan od primenjenih toksina

nije doveo do povecanja intenziteta lipidne peroksidacije u crvenom mesu pilica.

Tabela 22. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u miSi¢cnom tkivu bataka (crveno meso) pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih
delovanju mikrocistina, jona olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN MC MC- Pb Pb- AFTB:1 | AFTBs1-
ATN ATN ATN

Superoskid dismutaza 0,842 + 0,952 + 0,842 + 0,892 + 0,942 + 0,952 + 0,872+ 0,882 +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,026 0,038 0,027 0,035 0,020 0,008 0,021 0,033

Katalaza 1,65**+ | 1532+ | 1,65°+ | 1,99+ | 1,502+ | 1,68>+ | 1,83+ | 1,632+
(CAT) [1U/mg proteina] 0,12 0,09 0,10 0,08 0,13 0,16 0,14 0,18

Gvajakol peroksidaza 1,58ab+ | 1,80ac+ | 1,45+ 2,11+ 2,03¢+ | 1,8lac+ | 1,41ab+ | 2,17+
(GPx) [1U/mg proteina] 0,09 0,01 0,05 0,01 0,15 0,14 0,10 0,18

Pirogalol peroksidaza 6,212> + | 4,942+ | 5632+ 5,562 + 6,560 + 5,002 + 4,03+ 427+
(PPx) [IU/mg proteinal 0,39 0,37 0,27 0,21 0,47 0,21 0,13 0,33

Lipidna peroksidacija 2,402 + 2,722 + 2,682 + 2,512+ 2,302+ 2,382+ 2,902 + 2,332+
(LP) 0,09 0,12 0,21 0,18 0,08 0,10 0,17 0,12

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

U tabeli 23. su prikazani rezultati konverzije hrane i prirasta pilica u toku
prve tri nedelje Zivota tokom kojih su hronicno ili akutno unosili MC, jone olova u
vidu olovo-acetata i mikotoksin AFTBi, kao i preparat ATN. Nisu uocene

statisticke znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa.
Tabela 23. Prirast i konverzija hrane u toku tronedeljnog uzgoja pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN
u hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Prirast [g/dan] Kontrola ATN MC MC-ATN Pb Pb-ATN

1. nedelja 13,73 +1,14 | 14,02+0,92 | 1357+1,03 | 1520+1,11 | 14,22+0,57 | 13,64+1,08
2. nedelja 27,87+0,87 | 29,02+1,16 | 30,14+0,98 | 26,77+223 | 2545+1,65 | 29,74+0,78
3. nedelja 4926+1,65 | 50,20+2,00 | 51,26+1,54 | 48,87+2,19 | 50,24+1,36 | 47,83+2,16

Konverzija [kg/kg] 1,60 1,58 1,62 1,60 1,60 1,57



Relativne mase unutrasnjih organa pilica izlozenih delovanju MC, Pb* i
AFTB: hranjenih sa ili bez dodatka ATN-a u kolicini od 0,5% su prikazani u tabeli

24. Mase unutrasnjih organa su bile ujednacene izmedu eksperimentalnih grupa.

Tabela 24. Relativne mase unutrasnjih organa pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i
izlozenih delovanju mikrocistina, jona olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN MC MC- Pb Pb- AFTB:1 AFTB:-
ATN ATN ATN
Jetra 2,40 + 2,72 + 2,81+ 2,88 + 2,55 + 2,82 + 2,45 + 2,49 +
[g/100g t.m.] 0,25 0,22 0,43 0,50 0,22 0,30 0,27 0,13
Bubrezi 0,54 + 0,56 + 0,57 + 0,55 + 0,57 0,55 + 0,54 + 0,57 +
[g/100g t.m.] 0,011 0,009 0,012 0,010 0,010 0,011 0,009 0,012
Zlezdani zeludac 0,52 + 0,56 + 0,59 + 0,51 + 0,52 + 0,58 + 0,53 + 0,52 +
[g/100g t.m.] 0,09 0,07 0,07 0,12 0,06 0,04 0,07 0,11
Misi¢éni zeludac 2,08 + 2,24 + 2,41 + 2,08 + 2,34 + 2,36 + 2,17 + 2,18 +
[g/100g t.m.] 0,16 0,21 0,32 0,29 0,23 0,19 0,22 0,22
Duodenum 0,38 + 0,40 + 0,37 + 0,38 + 0,41+ 0,39 + 0,40 + 0,37 +
[g/100g t.m.] 0,03 0,03 0,04 0,02 0,03 0,04 0,03 0,02
Slepo crevo 0,31+ 0,33 + 0,34 + 0,31 + 0,35+ 0,31 + 0,35+ 0,36 +
[g/100g t.m.] 0,03 0,02 0,07 0,08 0,08 0,13 0,05 0,08
Pluca 0,65 + 0,68 + 0,63 + 0,65 + 0,66 + 0,67 + 0,65 + 0,63 +
[g/100g t.m.] 0,06 0,05 0,04 0,06 0,05 0,04 0,05 0,04
Pankreas 0,33 + 0,37 + 0,41+ 0,42 + 0,34 + 0,40 + 0,38 + 0,38 +
[g/100g t.m.] 0,04 0,04 0,09 0,15 0,04 0,07 0,07 0,08
Slezina 0,073 + 0,100 + 0,093 + 0,102 + 0,079 + 0,092 + 0,071 + 0,090 +
[g/100g t.m.] 0,019 0,026 0,030 0,027 0,020 0,021 0,015 0,020
Fabricijeva burza 0,25 + 0,26 + 0,24 + 0,16 + 0,22 + 0,29 + 0,29 + 0,28 +
[g/100g t.m.] 0,09 0,02 0,07 0,07 0,05 0,05 0,11 0,11
Srce 0,65 + 0,68 + 0,72 + 0,68 + 0,68 + 0,70 + 0,61+ 0,61 +
[g/100g t.m.] 0,10 0,06 0,10 0,16 0,08 0,10 0,10 0,07

e srednja vrednost + srednja greska



U tabeli 25 su prikazani rezultati merenja odabranih delova trupa pilic¢a koji
su bili izloZeni delovanju MC, jona olova AFTB: i ATN-a. Nisu uocene statisticki

znacajne razlike u relativnim masama delova trupa izmedu eksperimentalnih

grupa.

Tabela 25. Relativne mase pojedinih delova trupa pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u
hranivo i izloZenih delovanju mikrocistina, jona olova ili aflatoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN MC MC- Pb Pb-ATN AFT AFT-
ATN ATN
Grudi 20,31+ 18,63 + 20,33 = 18,34 + 19,40 + 19,24 + 18,62 + 18,67 +
[g/100g t.m.] 1,41 2,64 2,76 1,47 1,53 0,84 1,33 0,95
Batak 9,76 = 9,46 = 10,26 + 8,97 = 9,49 + 9,30 = 9,52 + 9,37 +
[g/100g t.m.] 0,64 0,49 1,25 0,91 0,53 0,67 0,43 0,52
Karabatak 10,93 £ 10,83 + 11,15+ 10,25 = 10,17 + 9,54 + 10,41 10,70 +
[g/100g t.m.] 0,59 0,64 1,63 0,65 0,60 0,47 0,45 0,42
Krila 10,14 + 10,12 + 11,28 + 9,91 + 10,27 + 10,03 + 10,64 + 10,40 +
[g/100g t.m.] 0,71 0,60 1,33 0,49 0,61 0,41 0,44 0,38
Glava 3,60 = 3,82+ 4,03 £ 6,97 + 3,83 4,05 £ 3,79 + 3,73 £
[g/100g t.m.] 0,43 0,27 0,33 0,44 0,31 0,25 0,23 0,24
Noge 4,64 + 4,58 + 4,97 + 4,34 + 4,82 + 4,50 + 4,43 + 4,48 +
[g/100g t.m.] 0,44 0,34 0,47 0,42 0,36 0,37 0,23 0,34

e srednja vrednost + srednja greska
5.3. Ogled 3

Uticaj delovanja PK i OTA na odabrane serumske parametre tronedeljnih
pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN-a u hranivu prikazan je u tabeli 26.
Unos ATN-a nije doveo ni do kakvih promena u nivou merenih pokazatelja u
odnosu na kontrolnu grupu pilica. PK i OTA nisu prouzrokovali promenu
koncentracije proteina, glukoze, jona kalcijuma i aktivnost AMY u serumu, ali su
doveli do statisticki znacajnog (P<0,05) porasta koncentracije kreatinina seruma.

ATN je uspesno ponistio takav efekat delovanja ova dva toksina.



Tabela 26. Sadrzaj pojedinih parametara krvog seruma pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u

hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili ohratoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN
Proteini 24,572 + 24,802 + 25,712+ 23,862 + 24,75 + 24.502 +
[g/l] 0,751 0,735 0,421 1,056 1,250 0,865
Glukoza 13,88+ 13,902 + 12,442 + 13,292 + 13,65 + 13,882+
[umol/l] 0,206 0,169 0,392 0,641 0,526 0,566
Kreatinin 20,672 21,802 £ 23,80° + 20,432 + 25,250 + 21,002 +
[mmol/l] 0,494 0,860 0,374 1,307 1,652 1,732
Joni kalcijuma 2,242 + 2,362 + 2,442 + 2,422 + 2,312+ 2,322 +
[mmol/l] 0,084 0,202 0,049 0,072 0,089 0,039
a-amilaza (AMY) 888,25 + 1044,78 + 919,562 + 927,602 + 972,48 + 963,452 +
[IU/ml seruma] 40,07 50,12 62,49 119,87 142,10 109,56

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

U tabeli 27 su prikazani rezultati aktivnosti odabranih enzima jetre pili¢a
koji su bili hranjeni sa ili bez dodatka ATN-om u koli¢ini od 5 g/kg hraniva i bili
izloZeni delovanju PK i OTA. Uocava se da je oralni unos PK i OTA doveo do
statisticki znacajnog (P<0,05) pada aktivnosti ALP jetre. U prisustvu ATN
negativno delovanje PK nije ispoljeno, , ali ne i za OTA. Odabrani toksini nisu
doveli do poremecaja aktivnosti ALT. Hronican oralni unos PK i jedna primenjena
doza OTA su doveli do odredenih blaZih variranja aktivnosti GGT i AMY ali bez

znacajnijih razlika u odnosu na kontrolnu ili ATN grupu pilica.

Tabela 27. Aktivnost ALP, ALT, GGT i AMY jetre pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i
izlozenih delovanju parakvata PK) ili ohratoksina(OTA)

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN
Alkalna fosfataza 37,682 + 37,792 + 29,870 + 38,75 + 22,73¢+ 17,87 +
(ALP) [1U/ mg proteina] 3,350 5,487 1,063 3,157 1,976 2,412
Alanin aminotransferaza 34,06° + 34,612+ 31,682 + 28,702 + 34,752 + 33,542 +
(ALT) [IU/ mg proteinal 4,440 3,231 2,248 2,044 3,503 4,534
Y-glutamil transferaza 3,21ac + 2,55ab + 2,260 + 2,450 + 3,54¢ + 3,41a¢ +
(GGT) [IU/ mg proteina] 0,778 0,266 0,278 0,469 0,194 0,633
a-amilaza 7,632 + 9,372b + 7,532 + 9,580 + 12,460 + 8,052 +
(AMY) [1U/ mg proteinal 0,252 1,889 0,461 1,819 1,994 0,995

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)



U tabeli 28 su prikazani rezultati delovanja PK i OTA na koncentraciju Hb,
aktivnost enzima antioksidativne zastite i intenzitet lipidne peroksidacije u
eritrocitima (hemolizatu) pilica starih 3 nedelje. 1z rezultata se jasno vidi da
hroni¢an unos PK u organizam ne dovodi do promena u koncentraciji Hb ili
aktivnosti PPx u odnosu na pili¢e kontrolne i ATN grupe, ali izaziva statisticki
znacajno (P<0,05) povecdanje aktivnosti svih ostalih antioksidativnih enzima (SOD-
1, CAT, GPx i GST) Sto rezultira oksidativnim stresom i povecanjem intenziteta
lipidne peroksidacije u ovim celijama. Oralni unos ATN-a zajedno sa PK ponisStava
u potpunosti negativne efekte koje ovaj herbicid ispoljava. Primena jedne doze

OTA ne remeti normalnu biohemijsku homeostazu eritrocita.

Tabela 28. Koncentracija hemoglobina, aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx, PPx i
GST) i intenzitet lipidne peroksidacije u krvnom hemolizatu pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u
hranivo i izlozenih delovanju parakvata (PK) ili ohratoksina (OTA)

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN

Hemoglobin 86,292 + 87,612+ 94,692 + 89,132+ 82,012+ 93,492 +
(Hb) [g/l] 3,17 3,02 6,88 3,96 4,14 2,53
Superoskid dismutaza 489,342 + 520,872 + 620,540 + 508,752 + 490,982 + 487,662 +
(SOD-1) [1U/mg Hb] 15,16 10,55 14,38 12,36 10,03 9,56
Katalaza 4,70° + 4,867 + 6,28 + 5,262 + 5,602 + 4,012 +
(CAT) [1U/mg Hb] 0,42 0,67 0,32 0,35 0,44 0,29
Gvajakol peroksidaza 8,142 + 8,962 + 9,52b + 8,772 + 8,092+ 0,16 8,042 +
(GPx) [IU/mg Hb] 0,27 0,25 0,17 0,20 0,34
Pirogalol peroksidaza 18,262 + 19,472 + 20,132+ 19,012+ 18,422 + 18,332 +
(PPx) [IU/mg Hb] 0,52 0,61 0,44 0,68 0,69 0,78
Glutation S-transferaza 111,192 + 107,442 + 132,170 + 113,882 + 105,282 + 112,782 +
(GST) [1U/mg Hb] 342 4,11 3,89 2,52 4,20 2,88
Lipidna peroksidacija 2,532 + 2,672 + 3,880 + 2,442 + 2,832+ 2,762 +
(LP) 0,108 0,089 0,115 0,082 0,133 0,142

e srednja vrednost + srednja greska

e 2bRezultati unutar istg reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)

Uticaj herbicida PK na oksidativne procese u tkivu jetre se ogleda u
statisticki znacajnom (P<0,05) povecanju aktivnosti CAT i GST, dok aktivnost
SOD-1 i peroksidaza ostaje nepromenjena (tabela 29). Enzimi zastite od reaktivnih
kisoni¢nih cestica nisu dovoljno efikasni u zastiti od Stetnog delovanja ovog
toksina na jetru, Sto se vidi iz povedanog intenziteta lipidne peroksidacije. Unos

ATN-a u koli¢ini od 5 g/kg hraniva zajedno sa PK ima protektivno delovanje.



Primena jedne doze OTA je dovela do statisticki znacajne inhibicije SOD-1 i
povecanja intenziteta lipidne peroskidacije u tkivu ovog organa. I u prisustvu

ATN posledice negativnog delovanja ovog mikotoksina su utvrdene.

Tabela 29. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx, PPx i GST) i intenzitet lipidne
peroksidacije u jetri pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili

ohratoksina
Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN
Superoskid dismutaza 17,342 + 19,252 + 31,520 + 20,222 + 10,36¢ + 10,75¢ +
(SOD-1) [IU/mg proteina] 0,65 0,71 0,45 0,75 0,56 0,79
Katalaza 17,002 + 19,152 + 28,27 + 16,86 + 16,932 + 19,68 +
(CAT) [1U/mg proteina] 1,17 0,70 0,84 0,63 1,42 0,62
Gvajakol peroksidaza 2,312+ 2,452 + 2,372+ 2,384+ 2,142 + 2,422 +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,070 0,062 0,064 0,073 0,071 0,085
Pirogalol peroksidaza 60,112+ 66,842 + 61,732 + 68,142 + 59,622 + 59,982 +
(PPx) [IU/mg proteinal 2,13 2,67 3,11 1,78 2,87 2,33
Glutation S-transferaza 341,722 320,162 + 452,680 + 360,232 + 318,032 + 344,922 +
(GST) [IU/mg proteina] 7,87 8,33 9,14 7,55 7,59 8,76
Lipidna peroksidacija 1,902 + 1,862 + 1,672+ 1,872+ 2,052 + 2,032+
(LP) 0,112 0,089 0,024 0,037 0,123 0,182

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

U tabeli 30 su prikazani rezultati odredivanja aktivnosti enzima
antioksidativne zastite i intenziteta lipidne peroksidacije u bubrezima pili¢a koji
su bili izlozeni delovanju herbicida PK i mikotoksina OTA u kombinaciji sa
preparatom ATN. Uocava se da su oba toksina dovela do statisticki znacajne
(P<0,05) promene aktivnosti skoro svih merenih enzima i doveli ovaj organ u
stanje oksidativnog stresa. PK je doveo do povecanja aktivnosti SOD-1 i GPX,
smanjenja aktivnosti CAT, dok na aktivnost PPx nije uticao. ATN je u potpunosti
ponistio ovakve efekte delovanja PK. Primena jedne doze OTA je dovela do
inhibicije aktivnosti sva Cetiri merena enzima (SOD-1, CAT, GPx i PPx) koje unos

ATN-a nije uspeo da ublazi ili ponisti.



Tabela 30. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije

u bubrezima pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili

ohratoksina
Eksperimentalna grupa
Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN

Superoskid dismutaza (SOD-1) 10,632 + 11,142 + 17,85 + 10,212 + 5,02¢ + 4,96 +
[IU/mg prot.] 0,26 0,30 0,44 0,33 0,28 0,30
Katalaza 71,152 + 79,46% + 58,56° + 66,652b + 51,83+ 62,590 +
(CAT) [1U/mg proteina] 2,75 3,82 2,76 4,21 2,93 3,87
Gvajakol peroksidaza (GPx) 16,762 + 17,252 + 8,41 + 17,372 + 10,7120 + 15,772 +
[IU/mg proteina] 1,30 1,30 0,49 3,14 1,68 2,41
Pirogalol peroksidaza (PPx) 29,01ab + 32,762 + 27,880 + 33,802 + 23,720 + 23,170 +
[IU/mg proteina] 1,39 2,46 1,78 3,02 2,83 3,35
Lipidna peroksidacija (LP) 2,672+ 2,622 + 3,132 + 2,222 + 4,57¢+ 2,642 +

0,059 0,107 0,050 0,132 0,472 0,069

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

Pankreas nije ciljani organ delovanja PK ili OTA (tabela 31). Unos ova dva
toksina, sa ili bez istovremenog unosa ATN-a pute hrane, nije doveo do znacajnijih
promena biohemijske homeostaze u ovom organu, niti ga doveo u stanje
oksidativnog stresa. Uocava se da su oba toksina dovela do statisticki znacajnog
(P<0,05) povecanja aktivnosti CAT. ATN je uspeo da ponisti taj efekat kada je u
pitanju PK, ali ne i OTA.

Tabela 31. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije

u pankreasu pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili

ohratoksina
Eksperimentalna grupa
Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN

Superoskid dismutaza 4,022+ 4,262+ 4,222+ 4,092 + 4,182+ 4,200+
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,12 0,14 0,14 0,11 0,15 0,16
Katalaza 6,092 + 6,022 + 7,35 + 5,592 + 9,52¢ + 7,63 +
(CAT) [1U/mg proteina] 0,23 0,22 0,57 0,32 0.29 0.39
Gvajakol peroksidaza 0,282 + 0,322 + 0,352 + 0,312+ 0,292 + 0,302 +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,005 0,006 0,010 0,008 0,008 0,009
Pirogalol peroksidaza 2,122 + 2,172+ 2,452 + 2,342 + 2,112+ 2,612 +
(PPx) [IU/mg proteinal 0,16 0,15 0,22 0,19 0,16 0,04
Lipidna peroksidacija 1,912+ 2,202+ 2,082 + 1,752 + 1,912+ 1,692 +
(LP) 0,16 0,17 0,13 0,04 0,04 0,08

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)



U tabeli 32 su prikazani rezultati merenja aktivnosti SOD-1, CAT, PPx, GPx
i intenziteta lipidne peroksidacije u slezini pili¢a izlozenih delovanju PK i OTA i
hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN-a u hranivo. Iz rezultata se vidi da PK ne
remeti aktivnost ovih enzima u odnosu na pili¢e kontrolne grupe, dok OTA
izaziva statisticki znacajne (P<0,05) poremecaje. Primena jedne doze OTA dovodi
do inhibicije aktivnosti slezinske SOD-1 i do povecanja aktivnosti ostalih merenih
enzima, $to dovodi i do povecanog intenziteta lipidne peroksidacije. Unos ATN-a

nema nikakvog efekta na ovakvo delovanje OTA u slezini.

Tabela 32. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u slezini pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izlozenih delovanju parakvata ili

ohratoksina
Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN
Superoskid dismutaza 3,602 + 3,822+ 3,65+ 3,682 + 5,14 + 5,01> +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,10 0,09 0,10 0,08 0,09 0,13
Katalaza 4,272+ 4,142+ 4,442 + 4,032 + 5,32b + 5,18 +
(CAT) [1U/mg proteina] 0,18 0,11 0,22 0,14 0,15 0,12
Gvajakol peroksidaza 0,682 + 0,722 + 0,692 + 0,692 + 0,85 + 0,88P +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,014 0,033 0,022 0,027 0,026 0,037
Pirogalol peroksidaza 13,502 + 13,712 + 14,292 + 13,502 + 16,660 + 17,400 +
(PPx) [IU/mg proteinal 0,63 0,60 1,03 0,68 0,18 0,81
Lipidna peroksidacija 2,252 + 2,072 + 2,242 + 2,302 + 2,730+ 2,212+
(LP) 0,172 0,057 0,055 0,074 0,109 0,048

* srednja vrednost + srednja greska
* b Rezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

Aktivnost enzima antioksidativne zastite i intenzitet lipidne peroksidacije u
pluc¢ima pilic¢a izloZenih delovanju PK ili OTA i hranjenih sa ili bez dodatka 0,5%
ATN-a u hranivo je prikazana u tabeli 33. Iz rezultata se jasno vidi da su pluca
jedan od ciljanih organa delovanja PK. Hroni¢nim unosom ovog herbicida u
organizam dovodi do statisticki znacajnog (P<0,05) povecanja aktivnosti SOD-1 i
CAT, dok aktivnosti peroksidaza ostaju u nivou pilic¢a kontrolne grupe. PK izaziva
i povecan intenzitet lipidne peroksidacije u plu¢nom tkivu. Zajedni¢kim unosom
ATN-a sa PK se sprecava poremecaj biohemijske ravnoteze u plu¢ima. OTA i ATN
sami i u kombinaciji OTA-ATN ne dovode do poremecaja merenih parametara u

ovom organu.



Tabela 33. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije

u plu¢ima pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili

ohratoksina
Eksperimentalna grupa
Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN

Superoskid dismutaza 3,422+ 3,562 + 6,870 + 3,802 + 3,282+ 3,352+
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,08 0,08 0,10 0,11 0,10 0,09
Katalaza 5,692¢ + 5,232 + 8,14 + 6,34+ 5,022 + 5,552 +
(CAT) [1U/mg proteina] 0,12 0,14 0,19 0,19 0,11 0,27
Gvajakol peroksidaza 1,162+ 1,242 + 1,202+ 1,212+ 1,152+ 1,172+
(GPx) [1U/mg proteina] 0,032 0,029 0,030 0,030 0,033 0,030
Pirogalol peroksidaza 29,842 + 33,362 + 33,302+ 30,442 + 31,722 + 30,972 +
(PPx) [IU/mg proteinal 0,98 1,28 0,85 1,16 0,41 0,83
Lipidna peroksidacija 3,202+ 3,052 + 3,97 + 3,282+ 2,872+ 2,902 +
(LP) 0,12 0,16 0,09 0,13 0,21 0,24

e srednja vrednost + srednja greska

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)

Rezultati delovanja PK, OTA i ATN-a na oksidativni status mozga su
prikazani u tabeli 34. Nijedna od primenjenih supstanci nije dovela do povecane
produkcije reaktivnih kiseoniénih cestica i do pojave oksidativnog stresa u ovom
organu. Svi mereni parametri su bili u nivou rezultata dobijenih u mozgu pili¢a

kontrolne grupe.

Tabela 34. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije

u mozgu pilica hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili

ohratoksina
Eksperimentalna grupa
Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN

Superoskid dismutaza 1,26 + 1,35+ 1,28 + 1,28 + 1,36 + 1,30 +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,028 0,025 0,031 0,024 0,030 0,026
Katalaza 1,95+ 1,68 + 2,02+ 2,26 + 2,12 + 2,10 +
(CAT) [1U/mg proteina] 0,14 0,04 0,09 0,09 0,15 0,08
Gvajakol peroksidaza 3,01 + 2,94 + 3,06 + 3,45 + 2,73 + 3,41 +
(GPx) [IU/mg proteina] 0,20 0,21 0,27 0,24 0,22 0,59
Pirogalol peroksidaza 11,34 + 12,48 + 9,70 + 12,28 + 9,97 + 10,28 +
(PPx) [IU/mg proteinal 0,41 0,41 0,57 0,47 0,40 0,80
Lipidna peroksidacija 6,21+ 6,29 + 593 + 591+ 6,75 + 6,31 +
(LP) 0,23 0,11 0,21 0,22 0,15 0,19

e srednja vrednost + srednja greska

U tabeli 35 su prikazani rezultati delovanja PK, OTA i ATN-a na aktivnosti

antioksidativnih enzima i intenzitet lipidne peroksidacije u duodenumu



tronedeljnih pilica. Iz rezultata se vidi da ATN i PK ne remete oksidativni status u
ovom organu pilica. Jedini izuzetak je povecana aktivnost GPx kod pili¢a izlozenih
delovanju PK, ali oralni unos ATN-a uspesno otklanja ovake posledice delovanja
ovog herbicida. Jedna primenjena doza OTA je dovela do statisticki znacajnih
promena u aktivnosti enzima antioksidativne zastite pilica. Uocava se inhibicija
aktivnosti CAT, povecanje aktivnosti peroksidaza i blago (ne statisticki znacajno)
povecdanje intenziteta lipidne peroksidacije. Kod pilica OTA-ATN grupe nisu

uocene nikakve promene aktivnosti enzima u odnosu na pilice kontrolne i ATN

grupe.

Tabela 35. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u duodenumu pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili

ohratoksina
Eksperimentalna grupa
Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN

Superoskid dismutaza 2,64+ 2,522 + 2,682 + 2,602 + 2,512+ 2,542 +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,065 0,058 0,054 0,060 0,051 0,055
Katalaza 13,73+ 13,562 + 13,352 13,532+ 10,24° + 13,892 +
(CAT) [IU/mg proteina] 0,12 0,20 0,29 0,54 0,13 0,72
Gvajakol peroksidaza 0,932 + 0,772 + 1,850 + 0,722 + 1,570 + 0,89 +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,132 0,184 0,228 0,114 0,105 0,123
Pirogalol peroksidaza 2,763¢ + 2,392 + 2,332+ 2,602 + 3,200 + 3,10b< +
(PPx) [IU/mg proteinal 0,41 0,29 0,29 0,26 0,17 0,38
Lipidna peroksidacija 1,442+ 1,462 + 1,382+ 1,442 + 1,702+ 1,422+
(LP) 0,377 0,324 0,286 0,289 0,464 0,284

e srednja vrednost + srednja greska
e abcRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju
(P<0,05)

Hronican unos PK u organizam pilica oralnim putem tokom 3 nedelje
dovodi do inhibicije aktivnosti CAT sréanog miSic¢a, Sto rezultira povecanim
intenzitetom lipidne peroksidacije u ovom organu (tabela 36). Istovremeni unos
ATN-a putem hrane, u koli¢ini od 0,5% sprecava negativne posledice delovanja

PK. Jedna doza OTA ne remeti normalnu aktivnost enzima antioksidativne zastite.



Tabela 36. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u srcu pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili ohratoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN
Superoskid dismutaza 1,46° + 1,532+ 1,48+ 1,532+ 1,522+ 1,422 +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,046 0,042 0,038 0,057 0,041 0,046
Katalaza 4,032+ 4,362 + 3,122+ 3,912+ 4,03+ 3,922+
(CAT) [IU/mg proteina] 0,10 0,08 0,17 0,08 0,13 0,16
Gvajakol peroksidaza 1,842+ 2,062 + 1,922 + 1,952+ 1,802 + 2,002 +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,061 0,072 0,069 0,078 0,064 0,075
Pirogalol peroksidaza 13,362 + 14,122 + 13,842 + 13,302 + 14,242 + 14,002 +
(PPx) [IU/mg proteinal 0.28 0.29 0.34 0.22 0.25 0.31
Lipidna peroksidacija 5,442 + 5,412+ 6,04b + 4,872+ 5,92b + 5,61ab +
(LP) 0,20 0,17 0,13 0,16 0,40 0,19

e srednja vrednost + srednja greska

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)

Merenjem aktivnosti enzima antioksidativne zastite i intenziteta lipidne
peroksidacije je utvrdeno da oralni unos ATN-a, PK i OTA ne dovode do
poremecaja normalne biohemijske homeostaze u miSicnom tkivu grudi

tronedeljnih pili¢a (belom mesu) (tabela 37).

Tabela 37. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u miSi¢nom tkivu grudi (belom mesu) pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izlozenih
delovanju parakvata ili ohratoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN
Superoskid dismutaza 0,322 + 0,302 + 0,272 + 0,312+ 0,322 + 0,332 +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,008 0,006 0,008 0,010 0,005 0,011
Katalaza 0,8762 + 0,777+ 0,737 + 0,8272 + 0,8152 + 0,838+
(CAT) [IU/mg proteina] 0,094 0,049 0,064 0,090 0,076 0,062
Gvajakol peroksidaza 1,05 + 1,042 + 1,092 + 1,132+ 0,992 + 1,242 +
(GPx) [IU/mg proteina] 0,054 0,044 0,077 0,065 0,053 0,095
Pirogalol peroksidaza 3,442 + 3,432 + 4,17 + 3,522+ 3,232+ 3,89ab +
(PPx) [IU/mg proteinal 0,14 0,07 0,09 0,17 0,12 0,18
Lipidna peroksidacija 1,502 + 1,612+ 1,342 + 1,312+ 1,762 1,522+
(LP) 0,056 0,047 0.059 0,038 0,120 0,049

e srednja vrednost + srednja greska

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)



Rezultati analize antioksidativnih enzima seruma i intenziteta lipidne
peroksidacije miSi¢nog tkiva bataka (crveno meso) su u saglasnosti sa onima
dobijenim za miSi¢no tkivo grudi. ATN, PK i OTA ne dovode do promena u
aktivnosti odabranih enzima i ine izazivaju oksidativni stres u ovom tkivu (tabela
38).

Tabela 38. Aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) i intenzitet lipidne peroksidacije
u misi¢nom tkivu bataka (crvenom mesu) pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i izloZenih
delovanju parakvata ili ohratoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN
Superoskid dismutaza 0,75 + 0,81 + 0,79 = 0,80 + 0,76 = 0,75 +
(SOD-1) [1U/mg prot.] 0,014 0,016 0,014 0,015 0,011 0,011
Katalaza 1,77 + 1,88 + 2,27 + 1,82 + 2,62 + 2,04 +
(CAT) [1U/mg proteina] 0,10 0,14 0,22 0,14 0,20 0,16
Gvajakol peroksidaza 2,56 + 1,91 + 2,47 + 2,31 + 2,23 + 2,06 +
(GPx) [1U/mg proteina] 0,14 0,13 0,19 0,09 0,15 0,13
Pirogalol peroksidaza 5,42 + 4,46 + 6,27 + 5,77 5,73 + 5,27 +
(PPx) [IU/mg proteinal 0,21 0,17 0,31 0,39 0,31 0,19
Lipidna peroksidacija 3,33 + 3,71 + 3,44 + 3,60 + 3,62 + 3,74 +
(LP) 0,11 0,14 0,09 0,22 0,21 0,09

e srednja vrednost + srednja greska

U tabeli 39 su prikazani rezultati merenja telesne mase i potrosnje hrane
pilica koji su u toku tri nedelje primali PK oralnim putem, sa ili bez ATN-a
dodatog hranivu u kolicini od 0,5%. ATN nije uticao na prirast pilica. Hroni¢ni
oralni unos PK je doveo do satatisticki znacajno (P<0,05) manjeg prirasta pilica u
toku tre¢e nedelje eksperimenta. U prisustvu ATN ove negativne posledice
delovanja PK su otklonjene. Konverzija hrane je bila ujednacena za sve cetiri

eksperimentalne grupe.

Tabela 39. Prirast i konverzija hrane u toku tronedeljnog uzgoja pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN
u hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili ohratoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN
1. nedelja 14,372+ 0,97 15,167 + 1,44 14,672+ 1,23 15,242+ 0,87
2. nedelja 29,782+ 1,27 30,062 + 1,25 29,412+ 1,18 27,77+ 1,87
3. nedelja 51,622+ 1,56 49,802+ 2,14 45,62° + 1,45 51,782+ 1,91
Konverzija 1,632 1,632 1,622 1,592

e srednja vrednost + srednja greska

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)



Relativne mase unutrasnjih organa pili¢a izloZzenih delovanju PK i OTA i

hranjenih sa ili bez dodatka ATN-a u kolicini od 5 g/kg hraniva, su prikazani u

tabeli 40. Relativhe mase svih unutrasnjih organa su bile ujednacene sa

rezultatima kontrolne grupe pilica. Statisticki znacajne (P<0,05) razlike se uocavaju

jedino u povecanoj relativnoj masi pluca i bubrega pilica koji su hroni¢no unosili

PK u organizam oralnim putem u toku 3 nedelje. Oralni unos ATN-a je uspeo da

otkloni negativno delovanje ovog herbicida.

Tabela 40. Relativne mase unutrasnjih organa pilia hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u hranivo i

izlozenih delovanju parakvata ili ohratoksina

Jetra

[g/100g t.m.]
Bubrezi

[¢/100g t.m.]
Zlezdani zeludac
[¢/100g t.m.]
Misicni zeludac
[g/100g t.m.]
Duodenum
[g/100g t.m.]
Slepo crevo
[¢/100g t.m.]
Pluca

[¢/100g t.m.]
Pankreas
[g/100g t.m.]
Slezina

[¢/100g t.m.]
Fabricijeva burza
[g/100g t.m.]
Srce

[g/100g t.m.]

e srednja vrednost + srednja greska

Kontrola

3,042 £
0,32
0,55 +
0,02
0,59 +
0,06
2,292 +
0,07
0,402 +
0,008
0,38 +
0,08
0,68 +
0,012
0,442 +
0,06
0,0992 £
0,018
0,262+
0,03
0,632 +
0,10

ATN
2,792 +
0,24
0,542 +
0,03
0,592 +
0,06
2,167 +
0,15
0,442 +
0,009
0,402 +
0,06
0,712+
0,011
0,442 +
0,09
0,0922 +
0,020
0,272 +
0,04
0,592 +
0,06

Eksperimentalna grupa

PK-ATN

PK
2,932 +
0,02
0,62 +
0,02
0,592 +
0,07
2,222+
0,20
0,412+
0,011
0,412+
0,06
0,832+
0,009
0,432 +
0,06
0,1122+
0,025
0,312+
0,09
0,612+
0,04

2,942 +
0,29
0,552 +
0,01
0,66 +
0,09
2,272+
0,25
0,412+
0,007
0,412+
0,06
0,692 +
0,009
0,43 +
0,05
0,1042 +
0,036
0,282 +
0,05
0,612+
0,07

OTA
2,94 +
0,21
0,562 +
0,03
0,572 +
0,06
2,352+
0,17
0,44a +
0,010
0,402 +
0,06
0,712+
0,010
0,452 +
0,09
0,0992 +
0,031
0,342 +
0,09
0,602 +
0,03

OTA-ATN
2,952 +
0,22
0,542 +
0,02
0,582 +
0,06
2,152+
0,14
0,402 +
0,009
0,392 +
0,04
0,692 +
0,014
0,432 +
0,07
0,0982 +
0,031
0,282 +
0,10
0,572 +
0,08

e 2bRezultati unutar istog reda sa razlicitim eksponentom se statisticki medusobno znacajno razlikuju (P<0,05)



Tabela 41 prikazuje rezultate relativnih masa odabranih delova trupa pili¢a
koji su oralnim putem unosili ATN, PK ili OTA. Nisu uocene nikakve statisticki

znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa.

Tabela 41. Relativne mase pojedinih delova trupa pili¢a hranjenih sa ili bez dodatka 0,5% ATN u
hranivo i izloZenih delovanju parakvata ili ohratoksina

Eksperimentalna grupa

Kontrola ATN PK PK-ATN OTA OTA-ATN
Grudi 17,46 + 18,09 + 18,13 £ 17,72 + 17,24 + 17,84 +
[g/100g t.m.] 1,05 1,49 1,11 1,75 0,91 0,67
Batak 9,21+ 9,51 + 9,40 + 9,23 + 9,09 + 9,01 +
[g/100g t.m.] 0,27 0,46 0,52 0,54 0,32 0,42
Karabatak 10,29 + 10,18 + 9,98 + 10,07 = 9,67 + 9,01 +
[g/100g t.m.] 0,60 0,55 0,46 0,49 0,44 0,42
Krila 10,59 + 10,68 + 10,66 = 10,50 = 10,33 + 10,54 +
[g/100g t.m.] 0,32 0,46 0,39 0,67 0,37 0,62
Glava 4,03 + 391+ 3,92+ 3,88 + 3,82+ 3,87 +
[g/100g t.m.] 0,31 0,33 0,24 0,31 0,21 0,18
Noge 4,35 + 445 + 443 + 4,38 + 4,15+ 4,45 +
[g/100g t.m.] 0,28 0,35 0,24 0,36 0,30 0,28

e srednja vrednost + srednja greska



6.1. DISKUSIJA

6.1. Ogled 1

6.1.1. Hematoloske analize

Kod Zivotinja, izmenjena krvna slika i/ili promene u koncentraciji pojedinih
konstitueanata krvi, ukazuju na promene u fizioloskoj ili biohemijskoj homeostazi
organizma-. Analizom tih parametara se relativno lako moze utvrditi zdravstveno
stanje zivotinja. Hematoloski pokazatelji krvi su veoma vazan faktor u dijagnostici
i u laboratorijskim analizama se najceS¢e meri koncentracija hemoglobina,
vrednost hematokrita, broj i vrsta belih ili crvenih krvnih zrana, faktori koagulacije
idr.

Hemoglobin je sloZeni hemoprotein, kvatenerne strukture, izgraden od
Cetiri subjedinice, svaka sa molekulom hema i polipeptidnim lancem. Do
poremecaja u koncentraciji hemoglobina mogu da dovedu mnogobrojni faktori,
kao gubitkom putem hemolize ili hemoragije, poremecene hematopoeze,
nedovoljnog unosa ili poremecenog usvajanja jona gvozda u digestivnom traktu,
nepravilnosti pri razmeni gasova u pluc¢ima, unos pojedinih mikotoksina ili jona
teskih metala, pojedinih oboljenja i dr. (Hsu 1981, Sivaprasad i sar. 2003, Toplan i
sar. 2004, Janaczyk i sar., 2006; Sakhare i sar., 2007; Zhang i sar., 2007, Sawale i sar.,
2009). Sam dodatak razlicitih vrsta aluminosilikata (bentonita, klinoptilolita ili

zeolita NaA) ne uti¢e na promenu koncentracije hemoglobina kod pili¢a (Kegeci i



sar., 1998, Oguz i sar.,, 2000; Shi i sar.,, 2006), ali ni kod drugih ispitivanih
zivotinjskih vrsta poput svinja (Pond i Yen, 1983; Harvey i sar., 1994; Jiang i sar.,
2010), pacova (Grosicki i sar., 2004) ili miseva (Martin-Kleiner i sar., 2001).
Hematokrit ili zapremina istaloZenih krvnih celija je znacajan pokazatelj preko
koga se mogu izracunati mnogi drugi parametri, poput veliine eritrocita ili
prosecne koncentracije hemoglobina u njima (Swenson, 1975). Razliciti faktori
dovode do pada vrednosti hematokrita. To mogu biti intoksikacije jonima teskih
metala ili pojedinim mikotoksinima (Pond i Yen, 1983; Kubena i sar., 1990; Kecgeci i
sar., 1998; Morris i sar., 1999).

Analizom hematoloskih pokazatelja (tabela 2) nisu uocene statisticki
znacajne razlike izmedu vrednosti dobijenih za kontrolnu i ATN grupu pilica, Sto
je u saglasnosti sa podacima koje su dobili drugi autori. Svi izmereni parametri su
bili u granicama referentnih vrednosti za Zivinu Sto ukazuje na to da dodatak
ATN-a u hranivo ne remeti usvajanje jona gvozda u lumenu digestivnog trakta i
njegovo ugradivanje u molekule hemoglobina, da se hematopoeza normalno
odvija i da u organizmu ne deluju ¢inioci koji bi doveli do promene broja i

veli¢ine eritrocita.

6.1.2. Biohemijske analize seruma pili¢a

6.1.2.1. Analiza metabolita

Odredivanje proteina i metabolita prisutnih u serumu dalo je uvid u
zdravstveno stanje pilica tokom eksperimenta.

Proteini nisu samo vazne strukturne komponente nego imaju nezamenjivu
ulogu u nizu katabolickih i regulatornih procesa, transportu metabolita i u
odbrambenom sistemu. Endokrini status jedinke utie na brzinu sinteze mnogih

proteina i njegov poremecaj moze uticati i na koncentraciju odredenih proteina u



serumu. Pojedina patoloska stanja, disbalans u prometu vode, neadekvatan unos
hrane, osSte¢enje bubrega ili razliciti poremecaji u biosintezi takode mogu dovesti
do hipo- ili hiperproteinemije (Grant i sar. 1997). Dodaci preparata na bazi
aluminosilikata u hranivo ne dovode do poremecaja nivoa serumskih proteina
zivine (D6ll i sar., 2005; Bailey i sar., 2006; Pappas i sar., 2010), svinja (Malagutti i
sar., 2002; Prvulovi¢ i sar., 2007) i pacova (El-Kady i sar., 2009). Zaklju¢uje se da
preparati na bazi aluminosilikata ne remete normalnu biosintezu proteina niti
dovode do disbalansa vode u organizmu (tabela 3).

Ureja - ureja je glavni metabolicki proizvod katabolizma proteina i
predstavlja viSe od 75% neproteinskog azota koji se eliminiSe iz organizma . Do
povecanja koncentracije ureje u krvi (uremije) mogu dovesti razlicita oboljenja ili
oStecenja bubrega, dehidratacija, visokoproteinska ishrana ili smanjen katabolizam
proteina, kao i mnogi drugi faktori (Rock i sar. 1997). Rezultati ovog ogleda (tabela
2?) su u skladu sa rezultatima koje su dobili drugi autori za razlidite vrste
aluminosilikata (Kubena i sar., 1990; Lindemann i sar., 1993; Prvulovi¢ i sar., 2009;
Zhao i sar., 2010). Aditivi ovog tipa ne dovode do poremecaja u sintezi i ekskreciji
ureje. Ipak, pojedini autori su registrovali blago (ali ipak ne i signifikantno)
povecanje ovog metabolita u serumu pacova, nakog primene bentonita, (Abdel-
Wahhab i sar., 1998) i prasic¢a, nakon upotrebe monmorilonita (Jiang i sar., 2010).

Kreatinin - kreatin se sintetiSe u jetri, bubrezima i pankreasu, a zatim se
putem krvi prenosi do ostalih organa kao Sto su misici i mozak gde se u povratnoj
reakciji sa ATP fosforiliSe u visokoenergetsko jedinjenje fosfokreatin i predstavlja
rezervu ATP u celiji, posebno za misi¢ni rad. Jedan deo slobodnog kreatina se
pretvara u anhidrid kreatinin koji se iz krvi putem bubrega eliminiSe iz
organizma. Na osnovu oslobadanja kreatinina se prati stopa filtriranja bubreznih
glomerula. Mala koli¢ina kreatinina se reasorbuje u tubulama bubrega, a koli¢ina

kreatinina koja se javlja u urinu potice upravo od sekrecije u tubulama (Rock i sar.,



1997). Ispitivanja su pokazala da preparati na bazi klinoptilolita (Martin-Kleiner i
sar., 2001; Malagutti i sar., 2002; Prvulovi¢ i sar., 2007) i glina (Kubena i sar., 1990;
Harvey i sar., 1994; Ledoux i sar., 1999) u hranivo ne dovodi do poremecaja nivoa
serumskog kreatinina Sto su potvrdili i rezultati ovog eksperimenta (tabela 3).

Glukoza - osnovni procesi metabolizma ugljenih hidrata obuhvataju
glikogenezu, glikogenolizu, glukoneogenezu i glikolizu. Normalno se u krvi
koncentracija glukoze odrzava u relativno uskom opsegu. To se postize
delovanjem hormona, pre svega insulina, koji snizava koncentraciju glukoze u
krvi i dejstvom citavog niza kontraregulatornih hormona poput glukagona,
adrenalina, kortizola i somatotropina. Poremecaji u sintezi ili delovanju hormona i
enzima koji udestvuju u metabolizmu glukoze i reguliSu njen nivo, moze za
posledicu imati znacajne promene u koncentraciji glukoze u serumu (Carway i
Watts, 1997). U ovom ogledu (tabela 2) je koncentracija glukoze bila ujednacena
izmedu grupa i nije uocena statisticki znacajna razlika, Sto je u skladu sa
rezultatima koje su dobili Kubena i sar. (1990), Bailey i sar. (2006), Prvulovic i sar.
(2007) i Zhao i sar. (2010). Ovakvi rezultati pre svega ukazuju na to da se
dodatkom aluminosilikata, pa i ATN-a (tabela 3), u hranivo ne remeti normalna
funkcija i biosinteza hormona regulatora metabolizma glukoze i da se odrzava
normalna homeostaza glukoze.

Holesterol - holesterol je sekundarni steroidni alkohol i moze se nadi u svim
¢elijama i telesnim tec¢nostima. Oko 90% holesterola u organizmu se sintetiSe u
jetri i crevima, a sintezu u jetri moze da inhibira holesterol apsorbovan iz hrane,
koji preko lipoproteina u jetru (Stein, 1997). Iako su pojedini autori (Dol i sar.,
2005; Prvulovi¢ i sar., 2007) konstatovali da dodatak aditiva na bazi
aluminosilikata u manjoj ili ve¢oj meri smanjuje koncentraciju holesterola u

serumu svinja, veéina autora koja je radila oglede na pili¢cima nije registrovala



ovakve promene (Huff i sar., 1992, Oguz, 2000, 2002; Gowda i sar., 2008), sto je u
saglasnosti sa rezultatima prikazanim u tabeli 3.

Triacilgliceroli - lipidi su prisutni u svim tkivima i imaju znacajnu ulogu u
procesima koji se odvijaju u ceijama. Oni sluZze kao metabolicko gorivo,
obezbeduju ocuvanje energije, imaju ulogu hormona ili prekursora hormona,
pomazu digestiju, predstavljaju strukturne i funkcionalne komponente bioloskih
membrana, a kao izolatori omogucavaju nervnu provodljivosti i o¢uvanje telesne
toplote. Triacilgliceroli (trigliceridi) su najzastupljeniji estri glicerola u hrani i
plazmi, a takode predstavljaju i 95% svih lipida tkiva. Poremecaji u koncentraciji
lipida se dele na primarne i sekundarne. Primarni mogu biti genetski (u sintezi
lipoproteina, receptora ili enzima) ili negenetski, dok su sekundarni poremedaji
mnogo c¢eS¢i i nastaju usled loSe ili neadekvatne ishrane, upotrebe pojedininh
lekova ili kod metaboli¢kih, infektivnih, hormonalnih ili malignih oboljenja (Stein,
1997). Dodatak preparata na bazi aluminosilikata, glina ili zeolita, u hraniva pili¢a
u vedini slucajeva ne dovodi do poremecaja nivoa triacilglicerola u serumu
(Harvey i sar., 1993; Kubena i sar. 1993; Ledoux i sar., 1999), sto je u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim u ovom ogledu (tabela 3). Kubena i sar. (1990) su uo¢ili da
je usled upotrebe gline u ishrani pili¢a doslo do blagog povecanja ovog metabolita
u serumu. Do sli¢nih rezultata su dosli i Prvulovié i sar. (2007) pri ishrani svinja sa
dodatkom klinoptilolita, i Abdel-Wahhab i sar. (2001) kod pacova hranjenih sa
dodatkom razli¢itih glina.

Dobijeni rezultati biohemijske analize metabolita seruma jasno ukazuju na
to da ATN ne dovodi do poremecaja u normalnom funkcionisanju metabolic¢kih
puteva, da je endokrini sistem koji reguliSe sintezu i razgradnju pojedinih
komponenti oc¢uvan i da je njihova biosinteza i distribucija u granicama
referentnih vrednosti za datu vrstu. Takode se moze zapaziti da su funkcija jetre,

bubrega i nekih drugih organa ocuvane.



6.1.2.2. Analiza elektrolita

Pracenjem koncentracija elektrolita seruma se moze mnogo toga saznati o
funkcionisanju crevnog trakta, balansu vode u organizmu i funkciji bubrega, a
mogu se uociti i poremecaji u funkciji pojedinih drugih organa i sistema.

Hiloridi - hlorid je glavni ekstracelularni anjon i predstavlja najvecu frakciju
u plazmi od svih neorganskih anjona. Uloga hlorida je u distribuciji vode,
odrzavanju jonske ravnoteze i osmotskog pritiska u ekstracelularnom prostoru.
Hloridi Zeludacnog soka poti¢u od hlorida krvi i najcesée se resorbuju tokom
kasnijih faza varenja u niZim delovima digestivnog trakta. Kod razlic¢itih oboljenja
bubrega, koja imaju za posledicu gubitak soli iz organizma, javlja se
hipohloremija. Prekomerno odavanje jona hlora preko Zzeludacnog soka ili
nedovoljan unos putem hrane mogu da dovedu do pojave alkaloze posto se
nedovoljne koli¢ine hlorida delimicno zamenjuju ili kompenzuju jonima
bikarbonata (Tietz i Siggard-Andersen, 1997). Koncentracija anjona hlorida u
krvnom serumu je bila ujednacena izmedu grupa (tabela 4), Sto potvrduje
rezultate i drugih autora u primeni aluminosilikata kod pili¢a (Ledoux i sar., 1999;
Eraslan i sar., 2005; Zhao i sar., 2010) ili svinja (Prvulovi¢ i sar., 2007, 2009).

Kalcijum i neorganski fosfat - kalcijum i neorganski fosfat se nalazi u tvrdim
tkivima, kostima, zubnoj kosti i gledi koegzistiraju u relativno fiksnim
proporcijama. Njihova koncentracija u plazmi zavisi od citavog niza faktora, a
prvenstveno od ravnoteze izmedu brzine razgradnje i izgradnje koStanog
matriksa. Koncentracija svakog od ovih elemenata je u direktnoj vezi sa procesom
mineralizacije kostiju. Fizioloski aktivan oblik kalcijuma je njegov jonizovani oblik
i na njegovu koncentraciju direktno uti¢u i pH i koncentracija proteina plazme.
Intracelijski joni kalcijuma su jedni od glavnih neorganskih glasnika odgovornih

za regulisanje mnogih funkcija celije. Oni uticu na aktivnost mnogih enzima,



aktiviraju kontrakcije miozinskih vlakana u misSi¢ima, a reguliSu i propustljivost
membrane. Celokupna koli¢ina fosfora u organizmu se nalazi u obliku fosfata koji
se gotovo ravnomerno rasporeduje izmedu vancelijskih i unutarcelijskih odeljaka.
Intracelijski fosfati su sastavni delovi pojedinih makromolekula poput fosfolipida i
fosfoproteina. Ova frakcija se zato i naziva organski fosfati. Mala, ali izuzetno
vazna frakcija, su neorganski fosfati i oni uéestvuju u reakcijama razmene energije
i homeostaze pH. Koncentracija fosfata u plazmi i vancelijskim tecnostima je
vazan pokazatelj stanja kostanog matriksa. Koncentracije jona kalcijuma i fosfata
su uslovljene ravnotezom izmedu apsorpcije i luéenja u bubrezima, crevima i, u
manjoj meri, koZze, kao i razmenom ovih jona izmedu plazme, vancelijskih te¢nosti
i tkiva, ukljucujudi i kosti. Razli¢iti faktori mogu da dovedu do poremecaja u
koncentracijama ova dva jona u serumu. To su pre svega poremecaji u
funkcionisanju paratireoidne zlezde, bubrega i creva, kao i nedovoljan unos ili
poremecaj u resorbciji provitamina vitamina D (Fraser i sar., 1997). Koncentracije
jona kalcijuma i fosfata u serumu pilica su se kod obe eksperimentalne grupe
kretale u granicama referentnih vrednosti (tabela 4), ukazuju¢i na postojanje
uravnotezenog sistema izmedu ova dva jona. Sliéni rezultati su dobijeni i u
drugim ogledima primene aluminosilikata i to na pili¢ima (Bailey i sar., 199§;
Oguz i sar., 2000; Gowda i sar., 2008; Zhao i sar., 2010), svinjama (Harvey i sar.,
1993, 1994; Prvulovic i sar., 2007, 2009) i kravama (Bosi i sar., 2002). Za razliku od
njih, pojedini drugi autori su pronasli da aluminosilikati primenjeni oralnim
putem, u manjoj ili vecoj meri, smanjuju koncentraciju ova dva jona u serumu, sto
je mnajverovatnije posledica smanjene apsorpcije jona kalcijuma u lumenu
digestivnog trakta (Eraslan i sar., 2005; Bailey i sar., 2006).

Pracenjem koncentracija elektrolita seruma se uocava da dodatak ATN-a
(koji poseduje velike jonoizmenjivacke sposobnosti) ne utice na apsorpciju

naeophodnih minerala iz hrane, da ne remeti njihov balans i da ne remeti



normalnu apsorpciju vitamina D i balans vode. Moze se zakljuciti da je pH
vrednost seruma ostala u granicama referentnih vrednosti, a da su funkcije

bubrega, muskulature, pankreasa, paratireoidne zlezde, jetre i kostiju o¢uvana.

6.1.2.3.. Aktivnosti enzima

Alkalna fosfataza - Alkalna fosfataza (ALP) je prisutna u svim tkivima
organizma. U posebno visokim koncentracijama se nalazi u epitelijalnim celijama
tankog creva, tubulama bubrega, osteoblastima kostiju, jetri i placenti. Ukljucena
je u procese kalcifikacije kostiju. Oblici prisutni u serumu zdravih jedinki
uglavnom poticu iz jetre ili iz bilijarnog trakta, a gotovo polovina od ukupne
aktivnosti je poreklom iz kostanog sistema. Pojedini dvovalentni katjoni, poput
Mg?, Mn?* i Co?, deluju kao aktivatori ovog enzima, dok je cink kofaktor ovog
enzima. Odgovaraju¢i odnos jona cinka i magnezijuma je neophodan za
optimalnu aktivnost ovog enzima. Razliciti anjoni, poput borata, oksalata, fosfata
ili cijanida, mogu da inhibiraju aktivnost enzima. Vece koli¢ine jona kalcijuma
povecavaju aktivnost ALP, dok je aktivhost enzima u obrnutoj sazmeri sa
koncentracijom neorganskih fosfata, Sto je viSe fosfata dostupno, aktivnost je
manja. Do povecanja aktivnosti ALP mogu dovesti razlicita oboljenja povezana sa
hepatobilijarnim ili koStanim sistemom (Watkins i Southern, 1991; Moss i sar.
1997). Dodatak glina (Kubena i sar., 1990; Abdel-Wahhab i sar., 1998, 1999, 2001),
preparata na bazi prirodnih zeolita (Harvey i sar. 1993; Schell i sar., 1993b) ili
monmorilonita (Shi i sar., 2006; Jiang i sar., 2010) ne dovodi do promene aktivnosti
serumske ALP Zivotinja, Sto potvrduje rezultate dobijene i u ovom ogledu (tabela
5). Medutim, literaturni podaci ukazuju da u pojedinim slucajevima moze do¢i do
odstupanja. Dugotrajan unos zeolita A kod svinja dovodi do povecane aktivnost
ALP u serumu (Ward i sar., 1991), a kod pili¢a do pada aktivnosti ovog enzima

(Watkins i Southern, 1991).



Aminotransferaze - aminotransferaze su grupa enzima koji katalisSu
interkonverziju aminokiselina i a-okso kiselina putem prenosa aminogrupa.
Aminotransferaze su Siroko rasprostranjene u organizmu i normalno su prisutne u
hepatocitima, miocitima, krvnoj plazmi, Zu¢i, cerebrospinalnoj tecnosti i pljuvadci,
ali su u urinu prisutne jedino u slucaju ostecenja bubrega. Aktivnost alanin
aminotransferaze (ALT) i aspartat aminotransferaze (AST) se povecava u serumu
pri svakom patoloskom procesu koji narusava integritet celija jetre, ali je dokazano
da je ALT specifi¢nija za tkivo jetre od AST i povecanje njene aktivnosti se retko
srece pri drugim patoloskim stanjima. Oboljenja srca, miSic¢a, pluc¢a i pankreasa
dovode do povedanja aktivnosti serumske AST, a samo ponekad i ALT (Moss i
sar.,, 1997). Dodatak aluminosilikata, poput hidratisanog natrijum kalcium
aluminosilikata (glina) u hranivo pilica (Kubena i sar., 1990; Bailey i sar., 1998) ili
pacova (Abdel-Wahhab i sar., 2001), klinoptilolita u hranivo svinja (Vrzgula i
Bartko, 1984) ili goveda (Bachman i sar., 1992) ili monmorilonita u hranivo pacova
(Abdel-Wahhab i sar., 2001; El-Kady i sar., 2009) ili prasica (Jiang i sar., 2010) ne
dovodi do premena u aktivnostima serumskih aminotransferaza. ATN takode ne
remeti normalnu aktivnost ovih enzima (tabela 5). Ti rezultati ukazuju da
aluminosilikati ne dovode do promena na jetri, kostima ili nekim drugim
organima.

Gama glutamil transferaza - y-glutamil transferaza (GGT) spada u grupu
peptidaza i uloga joj je da prenosi y-glutamil grupe sa peptida, ili drugih
jedinjenja koja sadrze ovu grupu, na odgovarajuce primaoce. Akceptor glutamil
grupa moze biti i sam supstrat na koga enzim deluje, pojedine aminokiseline ili
peptidi, pa cak i voda ?. GGT je prisutna u serumu i ¢elijama svih organa izuzev
miSicnih  celija. Aktivnost serumske GGT primarno vodi poreklo iz
hepatobilijarnog sistema i njena aktivnost je blisko povezana sa funkcijama jetre.

Pojedina hepati¢na oboljenja poput maligniteta, bilijarne opstrukcije, hepatitisa ili



masne degeneracije jetre, ali i pankreasa dovode do povecanja aktivnosti ovog
enzima u serumu (Cornelius, 1989). U serumu pili¢a hranjenih sa dodatkom ATN-
a je uocen blago visi nivo aktivnosti ovog enzima, ali ne i statisticki znacajno
(tabela 5). Do sli¢nog rezultata su dosli i Doll i sar., (2005) kod prasica hranjenih
sa dodatkom monmorilonita. Vecina autora nije zabelezila nikakvu promenu u
aktivnosti ovog enzima kod Zivotinja hranjenih sa dodatkom nekog
aluminosilikata (Lindermann i sar., 1993; Eraslan i sar., 2004a; Shi i sar., 2006;
Prvulovi¢ i sar., 2007) sto ukazuje na o¢uvanu funkciju jetre.

Laktat dehidrogenaza - laktat dehidrogenaza (LDH) je enzim prenosa
vodonika i spada u grupu oksidoreduktaza. Katalizuje povratnu reakciju redukcije
piruvata u laktat sa koenzimom NADH/NAD* . Ovaj enzim moze biti inhibiran i
supstratom i proizvodom, a njegovu aktivnost mogu inhibirati i razna druga
jedinjenja, poput jona zive, oksalata, borata, p-hloromerkuribenzoata. LDH postoji
u svim celijama organizma i nalazi se isklju¢ivo u citoplazmi. Nivo enzima u
tkivima je za oko 500 puta veci nego Sto se normalno nalazi u serumu tako da
izlazak enzima cak i iz vrlo malo oStecenog tkiva moze da povecda aktivnost
serumske LDH i nekoliko puta. U mladim eritrocitima je aktivnost LDH visoka, a
sa starenjem eritrocita se smanjuje njihova metabolicka aktivnost pa samim tim i
aktivnost LDH opada (Kramer, 1989; Moss i sar., 1997). Do povecanja aktivnosti
LDH u serumu mogu da dovedu razlicita oboljenja, a narocito oboljenja jetre, srca,
miSica, anemija, malignitet, kao i intoksikacija CCls (Cornelius, 1989; Moss i sar.,
1997). U serumu pilica ATN grupe je zabeleZena statisticki signifikantno veca
aktivnost LDH nego u serumu pili¢a kontrolne grupe (tabela 5). Razlog ovakvog
skoka aktivnosti LDH nije jasan i nije u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili
drugi autori primenom preparata na bazi aluminosilikata kod razlic¢itih

zivotinjskih vrsta (Kubena i sar., 1990; Bailey i sar., 1998; El-Kady i sar., 2009).



Moguce je da unos ATN-a dovodi do oStecenja nekog od organa, ali to nije
praceno i promenama u koncentraciji drugih biomarkera .

Kreatin kinaza - kreatin kinaza (CK) kataliSe povratnu fosforilaciju kreatina
koriste¢ci ATP/ADP. Za aktivnost CK je neophodno prisustvo Mg? jona kao
aktivatora koji sluzi za kompleksiranje ADP-a i ATP-a. Aktivnost CK je najveca u
funkcionalnoj zavisnosti od ukupne miSi¢ne mase organizma. Povecana aktivnost
CK u serumu moze biti posledica oboljenja skeletnih misSica, srca, centralnog
nervnog sistema ili tireoidne Zlezde (Moss i sar., 1997). Rezultati ovog ogleda
(tabela 5) ukazuju na to da dodatak glina u hranivo Zivotinja ne remeti normalnu
tiziolosku homeostazu i aktivnosti ovog enzima.

Amilaza - amilaze (AMY) predstavljaju grupu hidrolaza koje raskidaju o 1,4
— glikozidnu vezu ugljenih hidrata. «-Amilaza je kalcijum-metaloenzim i za
funkcionalni integritet ovog enzima su neophodni joni kalcijuma. AMY svoju
punu aktivnost ispoljavaju samo u prisustvu anjona hlorida, bromida, nitrata,
holata ili hdrogenfosfata jer ovi anjoni deluju kao aktivatori. Amilaza je prisutna u
velikom broju organa i tkiva. Najveca koncentracija AMY je u pankreasu, gde se
ovaj enzim i stvara u acinusnim celijama, a zatim i izlucuje u digestivni trakt
putem konikularnog sistema ductus pancreaticus-a. I pljuvacne zlezde lu¢e AMY u
velikoj meri. AMY seruma potice prevashodno iz pankreasa (P-tip) ili iz pljuvacke
(S-tip). Serumska AMY je usko povezana sa finkcijom pankreasa. Do povecanja
aktivnosti ovog enzima u serumu dolazi kod pankreatitisa (narocito akutnog) i
drugih poremecaja u funkciji pankreasa, ali povecanje njene aktivnosti mogu da
dovedu i oboljenja drugih organa: renalana insuficijencija, lezija pljuvac¢nih zlezda,
pojedina intraabdominalna oboljenja, kao i oStec¢enja bilijarnog trakta (Moss i sar.,
1997). Merenjem aktivnosti AMY u serumu obe eksperimentalne grupe je

zabelezeno da je aktivnost ovog enzima u granicama referentnih vrednosti, ali da



je aktivnost kod pilica ATN grupe statisticki znacajno vec¢a u odnosu na aktivnost
pilica kontrolne grupe. Takav rezultat nije u saglasnosti sa rezultatima koje su
publikovali Prvulovié i sar. (2007) u eksperimentu na svinjama.

Dodatak ATN-a u hranivo u koli¢ini od 0,5% je uticao na statisticki
znacajno povecanje aktivnosti serumskih LDH i AMY. Visoka aktivnost serumske
LDH i AMY ukazuje na promene u metabolizmu ugljenih hidrata ili bi mogao biti
znak oStecenja pojedinih tkiva u organizmu (narocito jetre i pankreasa) uz
istovremeno povecanje aktivnosti i drugih serumskih enzima biomarkera funkcije
jetre, narocito aminotransferaza. Medutim, dodatak ATN-a u hranivo pili¢a nije
uticao na promenu aktivnosti drugih enzima seruma poput: ALP, AST, ALT, CK i
GGT sto bi ukazivalo e na osteéenje jetre, bubrega, pankreasa ili drugih organa i

izlaska tih enzima iz osteéenih tkiva u krvotok.

6.1.3. Odredivanje glutation S-transferaze u jetri pilica

Veliki broj fizickih i hemijskih c¢inioca moZe da dovede do pojave
oksidativnog stresa kod zivih bi¢a. Glavni nacin delovanja je indukovanje
stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih cestica, narocito slobodnoradikalskih vrsta, poput
vodonik peroksida (H202), hidroksil radikala (-OH) ili superoksid anjona (O:z").
Ove reaktivne kiseoni¢ne vrste naruSavju strukturu i funkciju proteina, izazivaju
lipidnu peroksidaciju membranskih lipida dovodeci do ozbiljnih oStecenja samih
¢elija. Antioksidativni enzimi i neenzimski sistemi su sposobni da hvataju i
transformiSu ove slobodnoradikalske cestice u netoksi¢ne oblike. Na osnovu
aktivnosti ovih enzima u krvi i drugim tkivima se moZe utvrditi da li je neki
organizam ili sistem pod oksidativnim stresom. Do prekomernog formiranja
slobodnih radikala u tkivima Zivotinja mogu da dovedu mnogobrojni faktori, kao i
velik broj supstanci kada se u organizam unesu oralnim putem poput lekova

(Abdel-Wahhab i sar., 2003), pesticida (Seth i sar., 2001), mikotoksina (Meki i



Hussein, 2001) i dr. Isto tako vecina bolesti, infektivnih ili autoimunih, dovode
organizam u stanje oksidativnog stresa (Muruganandan i sar., 2002). Pri takvim
stanjima dolazi i do poremecaja aktivnosti antioksidativnih enzima. Generalno ce
aktivnost enzima antioksidativne zastite biti poviSena, ukoliko sam toksikant ili
izaziva¢ ovog poremecaja ne deluje inhibitorno na sam enzim ili na adsorpciju
neke od komponenti potreban za normalan rad enzima (poput jona selena, bakra
ili mangana) ili pak transformise glutation i/ili tiolne grupe u molekulima proteina
u neke neaktivne forme. Ukoliko stepen oksidacije prelazi kapacitete delovanja
ovih enzima onda se javlja i poviSen nivo lipidne peroksidacije.

Glutation S-transferaze (GST) su multigena grupa izoenzima koji katalisu
konjugaciju tripeptida glutationa sa brojnim hidrofobnim i elektrofilnim
jedinjenjima. GST ucestvuje u procesima detoksifikacije, a ima ulogu i u transportu
i sintezi manje toksi¢nih jedinjenja. GST metaboliSe kancerogene materije,
zagadivace Zivotne sredine, lekove i Sirok spektar drugih ksenobiotika, prevodeci
ih u manje toksi¢na (najceS¢e rastvorljivija) jedinjenja koja se mnogo lakse
eliminiSu iz organizma. GST su deo antioksidativne zastite jer ucestvuju u
detoksifikaciji egzogenih, prooksidativnih supstanci i endogeno Stetnih jedinjenja,
nastalih u procesu lipidne peroksidacije (Chubben i sar., 2001; Nordberg i Arnér,
2001).

Merenjem aktivnosti GST, enzima detoksifikacije, kod pilica hranjenih sa
dodatkom ATN-a u hranivo nisu uocene znacajnije promene koje bi ukazivale da
se Zivotinje nalaze u stanju intoksikacije (tabela 7). Aktivnost GST je ¢ak bila nesto
niza (iako ne statisticki znacajno) kod piliéa ATN grupe, sto ukazuje na mogucu
adsorpciju pojedinih Stetnih materija od strane ATN-a ve¢ u lumenu creva i
sprecavanje njihovog ulaska u krvotok. Isto tako, dodatak ATN-a u koli¢ini od

0,5% nije poremetio ni sadrzaj rastvorljivih proteina jetre pilica (tabela 7).

6.1.4. Mase unutrasnjih organa




Razliciti agensi i kontaminanti koji su prisutni u spoljasnjoj sredini, paiu
hrani, mogu da dovedu do ozbiljnih poremecaja u organizmu. Ti poremecaji se
pre svega ogledaju u promenama koje izazivaju na pojedinim vitalnim organima.
Merenjem mase i analizom histopatoloske strukture samih organa i/ili metabolita
tih organa moze se zakljuciti da li neki faktor remeti homeostazu organizma i koji
je nac¢in delovanja tih Stetnih agenasa. Najosetljivija tkiva su ona koja su
odgovorna za detoksikaciju samog organizma i njihovom analizom se najpre moze
utvrditi toksi¢nost pojedinih supstanci po organizam. U zavisnosti koji je
kontaminant u pitanju i kakav je njegov nacina delovanja, promene se mogu
detektovati na skoro svim tkivima i organima.

Efekti ATN u hranivu - dodatak ATN-a u hranivo pili¢a nije uticao na
relativnu masu jetre-glavnog organa detoksifikacije organizma (tabela 6). Takode
nije uocena ni promena relativne mase jednjaka, pankreasa, duodenuma i
Fabricijeve burze. Statisticki signifikantno povecanje (P<0,05) je uoceno kod
relativnih masa slezine, Zlezdanog i misi¢nog Zeluca i tankog creva pri dodatku
ATN-a u hranivo u koli¢ini od 0,5%. Drugi autori nisu zabelezili nikakvo
znacajnije povecanje relativnih masa unutrasnjih organa pri dodatku aditiva na
bazi aluminosilikata u hranivo. Relativne mase jetre (Huff i sar., 1992; Miazzo i
sar., 2000, 2005; Rosa i sar., 2001), zeluca (Kubena i sar., 1990; Miazzo i sar., 2005),
pankreasa (Ledoux i sar., 1999; Shi i sar., 2006), slezine (Grosicki i sar., 2004;
Ortatatli i sar., 2005), Fabricijeve burze (Kubena i sar., 1990; Shi i sar., 2006) i
duodenuma (Ddll i sar., 2005) su ostale nepromenjene nakon dodatka nekog od
aluminosilikata u hranivo. Uocena veca relativna masa zZeluca, slezine i tankog
creva moze biti povezana sa sporijim prolaskom himusa kroz digestivni trakt ili

moze biti posledica iritacije ovih organa usled dodatka ATN-a.

6.1.5. Prirast i konverzija hrane




Rezultati dosadasnjih istrazivanja su najcesce ukazivala na to da primena
aluminosilikata u ishrani svinja ne dovodi do premene u prirastu ili konverziji
hrane (Ward i sar., 1991; Matthews i sar., 1999; Malagutti i sar., 2002; Doll i sar.,
2005; Prvulovi¢ i sar., 2007, 2009). I u ishrani pilica su dobijeni isti rezultati bez
obzira koji tip aluminosilikata je primenjen: paligorskit (Pappas i sar., 2010), zeolit
A (Yalcin i sar.,, 1995), bentonit (Rosa i sar., 2001, Miazzo i sar., 2005),
monmorilonit (Desheng i sar., 2005; Shi i sar., 2006), klinoptilolit (Harvey i sar.,
1993; Parlat i sar., 1999), mordenit (Harvey i sar., 1993) ili hidratisani natrijum,
kalcijum aluminosilikat (glina) (Huff i sar., 1992; Gowda i sar., 2008; Zhao i sar.,
2010). Ipak, pojedini autori su zabelezili u manoj ili vec¢oj meri, vedi prirast
zivotinja i bolju konverziju hrane pri upotrebi aluminosilikata u ishrani jaganjaca
(Deligiannis i sar., 2005), pacova (Grosicki i sar., 2004), pa i pilica (Kubena i sar.,
1990; Miazzo i sar., 2000; Xia i sar., 2004), Sto se pripisuje duzem zadrzavanju
hrane u digestivhom traktu i boljem iskoristavanju hranjivih materija. Da li ¢e neki
preparat na bazi aluminosilikata uticati na prirast i konverziju hrane najvise zavisi
od vrste primenjenog aluminosilikata, njegovih fizickih i hemijskih osobina,
primenjene doze, zivotinjske vrste i starosti, kao i od uslova gajenja Zivotinja, jer
Sto su uslovi gajenja losiji, vece su Sanse da preparat ispolji pozitivan efekat.
Dodatak ATN-a u koli¢ini od 0,5% u hranivo pilica nije ispoljio jasan efekat (tabela
8). ATN je pokazao pozitivne efekte u toku prve i trece nedelje uzgoja, ali je u
zavr$noj fazi, tokom poslednje nedelje uzgoja, doveo do manjeg prirasta pilica
ATN grupe u ondosu na kontrolnu. Ipak, ako se u obzir uzme celokupan period

uzoja, nije bilo razlike u prirastu i konverziji hrane izmedu eksperimentalnih

grupa.

6.1.6. Hemijski sastav mesa




U proizvodnji hrane najvazniji ciljevi su bezbednost i zadovoljavanje
trziSnog kvaliteta. U eri intenzivne stocarske proizvodnje, koja je zasnovana na
koriS¢enju savremenih bioloskih, hemijskih i fizickih agenasa, nastojanja su
usmerena na proizvodnju kvalitetnog i bezbednog mesa, koje, ni u kom slucaju, ne
sme da izazove negativne posledice po zdravlje ljudi (Savkovi¢ i sar., 2008).
Hemijski sastav mesa zavisi od vrste zivotinje, rase, pola, starosti, na¢ina gajenja i
ishrane, uhranjenosti i regije trupa. Promenama su narocito podlozne kolic¢ina
masti i vode, dok je sadrzaj azotnih i mineralnih materija u mesu relativno stalan
(Vukovi¢, 1998). Ako su svi ostali parametri ujednaceni, ishrana ima veoma vaznu
ulogu na hemijski sastav i kvalitet mesa (Ristic i sar., 2007).

U literaturi nisu pronadeni podaci da je neko ispitivao hemijski sastav mesa
nakon primene aluminosilikata u ishrani zivotinja. ATN pozitivho utice na
tehnoloSke parameter kvaliteta belog mesa pili¢a, snizavajuc¢i koli¢inu masti u
njemu i povecavajudi sadrzaj proteina (tabela 9). Takav efekat nije uocen kada je
crveno meso (batak) u pitanju. Uocen je povisen sadrzaj pepela u oba ispitivana
mesa kod pili¢a hranjenih dodatkom ATN-a ali u granicama referentnih vrednosti.
Svi ostali mereni parametri belog i crvenog mesa su bili ujednaceni izmedu pilica

kontrolne i ATN grupe.



6.2. Ogled 2

6.2.1. Mikrocistini (MC)

U literaturi nema mnogo dostupnih podataka o tome na koji nacin MC
deluju na serumske parametre kicmenjaka, a narocito toplokrvnih Zzivotinja. Kod
pacova koji su primili jednu dozu MC intraperitonealnim putem Nidhi Gupta et al
(2003) i Billam i sar. (2008) nisu zabelezili nikakvu promenu u ukupnoj
koncentraciji serumskih proteina, ali dolazi do smanjenja albuminske frakcije
(Billam i sar., 2008). Ako se MC u organizam miSeva unese inhalatornim putem za
posledicu ima smanjenje nivoa proteina seruma (Benson i sar., 2005). I kod riba
MC mogu da dovedu do promena u koncentraciji ovog metabolita, ali to zavisi od
vrste ribe. Qiu i sar., (2009) su istrazivali da li unos MC dovodi do promena u
nivou proteina kod dve vrste Sarana i ustanovili da je kod jedne vrste doslo do
smanjenja koncentracije, a kod druge ne. Rezultati dobijeni u ovom ogledu
ukazuju da MC dovode do poremecaja u biosintezi serumskih proteina kod pilica
(tabela 10). Posledica toga je pad koncentracije proteina u serumu, $to je u
saglasnosti sa rezultatima drugih autora. Nakon primene MC dolazi do pada
koncentracije serumske glukoze i kod pacova (Billam i sar., 2008) i kod Sarana (Qiu
isar., 2009). U ovom ogledu je utvrdeno da oralni unos MC ne dovodi do promene
nivoa glukoze u serumu brojlera (tabela 10), Sto nije u saglasnosti sa rezultatima
koje su dobili drugi autori. Billam i sar. (2008) su ustanovili da samo jedna uneta
doza MC kod pacova moze da dovede do promena i drugih serumskih
parametara. MC dovodi do statisticki znacajnog skoka koncentracije kreatinina u
serumu i do pada aktivnosti AMY, ali ne utice na koncentraciju jona kalcijuma u
serumu. I Al-Jassabi i Azirun (2010) su registrovali povecanje nivoa kreatinina u

serumu miSeva nakon unosa MC. Izuzev koncentracije jona Ca*, koja se nije



statisticki znacajno razlikovala izmedu eksperimentalnih grupa, i Sto je u
saglasnosti sa rezultatima Billam i sar. (2008), rezultati dobijeni za nivo kreatinina i
aktivnost AMY nisu u korelaciji sa nalazima drugih autora (tabela 10). Uzrok tome
je najverovatnije Sto ptice drugacije reaguju na ove toksine od ki¢menjaka. Moguce
je da je statisticki znacajno nizi nivo kreatinina posledica inhibicije sinteze kreatina
u jetri jer su MC prevashodno hepatotoksini. Sa druge strane, nepromenjena
aktivnost serumske AMY ukazuje da MC ne uti¢u na normalno funkcionisanje
pankreasa. Uoceno je i protektivno delovanje ATN-a. Istovremenim oralnim
unosom i MC i ATN-a negativni efekti delovanja MC se nisu ispoljili (tabela 10).
Kod Sarana se koncentracija Hb znacajno smanjuje nakon unosa MC (Zhang i sar.,
2007) ali takvi rezulati nisu dobijeni u ovom radu (tabela 12). Kod brojlera unos
MC oralnim putem ne dovodi do promena u koncentraciji Hb u eritrocitima.
Detoksikacija MC u organizmu je sli¢na detoksikaciji drugih ksenobiotika.
Ksenobiotici, poput pojedinih lekova i droga, se eliminiSu iz organizma na
razlic¢ite nacine, od kojih je najznacajnja mikrozomalna aktivnost enzima jetre, cija
se aktivnost znacajno smanjuje sa staros¢u samog organizma (Lakshmana Rao i
sar., 2005). Postoje literaturni podaci o delovanju MC i na druge enzime. Tako, nije
sasvim razjasnjeno na koji nac¢in MC utice na aktivnost ALP. Merenjem aktivnosti
ovog enzima u serumu Sarana su dobijene oprecni rezultati. Li i sar. (2004) su
utvrdili da dolazi do blagog, ali ne i statisticki znacajnog, povecanja aktivnosti
ovog enzima, a Qiu i sar. (2009) su ustanovili da to zavisi od vrste Sarana. Kod
jedne vrste ovih riba je doSlo do povecanja aktivnosti ALP, dok kod druge ova
toksi¢na supstanca dovodi do njegove inhibicije. Oralni unos MC je kod pilic¢a
doveo do inhibicije aktivnosti ALP (tabela 11), Sto je, bez obzira na literaturne
navode, i bio ocekivani rezultat. Mikrocistini, inhibirajuci protein fosfatazu 1 i 2A
dovode do hiperfosforilacije proteina. Sa druge strane je poznato da povisena

koncentracija fosfata dovodi do smanjenja aktivosti ALP. NajviSe proucavani



enzimi biomarkeri funkcije jetre su aminotransferaze. Aktivnosti ALT u ¢elijama
jetre miSeva se povecava pod uticajem MC (Gehringer i sar., 2003). I u serumu
razlic¢itih Zivotinjskih vrsta MC najces¢e dovodi do povecanja aktivnosti ovih
enzima. Sli¢ni rezultati su dobijeni bez obzira na nacin unosa MC u organizam
kod miSeva (Lakshmana Rao i sar., 2005; Al-Jassabi i Saif-Ali, 2010), pacova (Nidhi
Gupta i sar., 2003) i riba (Malbrouck i sar., 2003; Li i sar., 2004). Kod nekih drugih
zivotinjskih vrsta, poput kraba (Dewes i sar., 2006) i prepelica (Skocovska i sar.,
2007) se ne uocavaju promene u aktivnosti aminotransferaza. Na osnovu ovih
literaturnih podataka je bilo za ocekivati da kod pili¢a, kao i kod drugih ptica
(prepelice), nece doc¢i do promene u aktivnosti aminotransferaza. To je i potvrdeno
u ovom ogledu (tabela 11) jer nikakve statisticki znacajne razlike nisu uocene
izmedu eksperimentalnih grupa u aktivosti ALT. Povecanje aktivnosti ALT kao
klinickog indikatora je veoma znacajno jer je ALT citosolni enzim koji se oslobada
u krvotok jedino u slucaju ostecenja tkiva jetre ili njene nekroze (Lakshmana Rao i
sar., 2005).

Kod miseva i pacova unos MC dovodi do povecdanja aktivnosti serumske
GGT (Nidhi Gupta i sar., 2003; Lakshmana Rao i sar., 2005; Al-Jassabi i Azirun,
2010; Al-Jassabi i Saif-Ali, 2010), dok se kod Sarana ne uocavaju neke znacajnije
promene (Li i sar., 2004; Qiu i sar., 2009). Ne postoje literaturni podaci da li MC
deluju na aktivnost AMY kod Zivotinja. Dewes i sar. (2006) su zakljucili da se
standardni biohemijski pokazatelji nisu pokazali kao uspesni markeri osStecenja
hepatopankreasa kod beski¢menjaka.

Kakav ce biti odgovor organizma, i da li ¢e unos MC dovesti do aktivacije
ili inhibicije enzima antioksidativne zastite, pa i do oksidativnog stresa, zavisi od
zivotinjske vrste. MC dovodi do poremecaja aktivnosti SOD-1 i CAT jetre tako Sto
kod miSeva dovodi do njihove inhibicije (Jayaraj i sar., 2006; Al-Jassabi i Azirun,

2010; Al-Jassabi i Saif-Ali, 2010; Sedan i sar., 2010), a kod riba do aktivacije (Li i



sar., 2003; Jos i sar., 2005; Li i sar., 2005; Al-Kahtani i Fathi, 2008). Literaturni
podaci dobijeni za aktivnost peroksidaza i GST nisu ujednaceni. Merenjem
aktivnosti glutation-peroksidaze (GSH-Px) jetre nakon unosa MC u organizam
riba su pokazali da MC mozZe da poveca (Jos i sar., 2005), smanji (Li i sar., 2007) ili
da uopste ne utice (Li i sar.,, 2003; Li i sar., 2005) na aktivnost ovog enzima.
Ustanovljeno je da kod miSeva MC izazivaju pad aktivnosti GSH-Px (Jos i sar.,
2005; Jayaraj i sar., 2006; Al-Jassabi i Azirun, 2010). Sto se aktivnosti GST jetre tice,
literaturni podaci o delovanju MC na aktivnost i ovog enzima kod kraba i riba su
razliciti.. Ustanovljeno je da MC moze da dovede kako do povecdanja aktivnosti
GST (Pinho i sar., 2003; Li i sar., 2007), kao i inhibicije (Malbrouck i sar., 2003), a u
pojedinim radovima nije zabeleZena nikakva promena u aktivnosti ovog enzima
nakon unosa MC u organizam (Li i sar., 2003; Pinho i sar., 2005). I kod miSeva MC
moze da izazove suprotne efekte, da dovede do pada (Jayaraj i sar., 2006) ili
povecanja aktivnosti (Gehringer i sar., 2003; Sedan i sar., 2010). Kod japanskih
prepelica akutna intoksikacija MC ne dovodi do promena u aktivnosti GST. Ako
se ptice izloze subhronicnom delovanju ovog toksina onda se aktivnost GST
statisticki znacajno povecava (Paskova i sar., 2008). Iako u vecini slucajeva MC u
zivotinjskom organizmu dovode do poremedaja aktivnosti antioksidativnih
enzima, to ne mora uvek da doved i do oksidativnog stresa koji se manifestuje
povecanim intenzitetom lipidne peroksidacije. Aktiviranjem enzimskih i
neenzimskih sistema antioksidativne zastite zZivotinje razlicitih vrsta mogu da se
izbore sa toksi¢no$c¢u ovog toksina (Pinho i sar., 2003; Li i sar., 2005; Paskova i sar.,
2008). Ipak, u ve¢em broju slucajeva dolazi do oksidativnog stresa u celijama jetre
(Gehringer i sar., 2003; Jos i sar., 2005; Lakshmana Rao i sar., 2005; Dewes i sar.,
2006; Jayaraj i sar., 2006; Al-Jassabi i Saif-Ali, 2010). Oralni unos MC je kod brojlera
doveo do statisticki znacajnih promena u aktivnosti enzima antioksidativne zastite

u jetri (tabela 13). MC je doveo do manje ili vece inhibicije aktivnosti svih merenih



enzima (SOD, CAT, GPx i PPx), izuzev GST, ¢ija je aktivnost bila statisticki
znacajno veca (P<0,05). Ovakav poremecaj dovodi do povecanog intenziteta
lipidne peroksidacije u tkivu jetre (tabela 13). Istovremeni unos MC i ATN-a
ublazava, a u pojedinim slucajevima i potpuno ponistava, nepovoljno delovanje
MC na homeostazu jetre pilica (tabela 13).

Poput jetre i bubrezi su osetljivi na dejstvo MC i efekat je slican. Pod
dejstvom MC u bubrezima miseva dolazi do pada aktivnosti SOD i CAT (Al-
Jassabi i Saif-Ali, 2010; Sedan i sar., 2010). Kod riba MC nema uticaja na aktivnost
SOD, ali dovodi do povecanja aktivnosti CAT (Jos i sar., 2006; Li i sar., 2007; Al-
Kahtani i Fathi, 2008). Slican odgovor na dejstvo MC daje i GSH-Px bubrega. Kod
miSeva dolazi do inhibicije aktivnosti ovog enzima (Sedan i sar., 2010), a kod riba
do njegovog povecanja (Jos i sar., 2006). Zajednicki imenitelj i za ribe i za miSeve je
da unos MC u organizam dovodi do povecanja intenziteta lipidne peroksidacije u
bubrezima (Jos i sar., 2006; Al-Jassabi i Azirun, 2010; Al-Jassabi i Saif-Ali, 2010).
Rezultati dobijeni merenjem aktivnosti antioksidativnih enzima i intenziteta
lipidne peroksidacije bubrega u ovom ogledu su delimicno u saglasnosti sa
rezultatima koje su dobili drugi autori (tabela 14). Uocava se znacajan pad
aktivnosti SOD i peroksidaza pod dejstvom MC, dok aktivnost katalaze ostaje
nepromenjena. lako se jasno uocava da su bubrezi jedan od ciljanih organa
delovanja MC, kod brojlera on ipak ne dovodi do izrazenog oksidativnog stresa jer
intenzitet lipidne peroksidacije ostaje nepromenjen u odnosu na kontrolnu grupu
pilica. Dodatak ATN-a u hranivo u kolic¢ini od 5 g/ kg hraniva, delimi¢no se
ublazavaju posledice delovanja MC na aktivnost SOD-1 il peroksidazu bubrega
(tabela 14).

Delovanje MC na druge organe bilo koje Zivotinjske vrste nije mnogo
istrazivano. Paskova i sar. (2008) su ustanovili da, pod odredenim uslovima, MC

moze da dovede do povecanja intenziteta lipidne peroksidacije i u sréanom tkivu i



mozgu. Nasuprot tome, kod brojlera nisu uocene nikakve promene homeostaze
ova dva organa, kao ni eritrocita, pankreasa, slezine, pluca i misi¢nog tkiva (tabele
12, 15-18 i 20-22). Istovremeni unos ATN-a ne remeti normalne biohemijske
funkcije ovih organa.

Posto je  MC unoSen u organizam pili¢a oralnim putem, jedan od prvih
organa izlozenih delovanju MC je duodenum. Na ovom organu se jasno uocavaju
znaci toksi¢nog delovanja MC (tabela 19). Pod uticajem ovog toksina dolazi do
povecanja aktivnosti CAT i do inhibicije aktivnosti PPx, §to rezultira i pove¢anim
intenzitetom lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolnu grupu. Aktivnosti SOD-
1 i GPx ostaju nepromenjene. I kod ovog organa ATN uspeva delimi¢no da ublazi
toksicne efekte delovanja MC.

Nisu pronadeni dostupni literaturni podaci koji bi ukazali da li unos MC
dovodi do promena u prirastu Zivotinja, masi unutrasnjih organa ili odredenih
delova trupa. U ovom eksperimentu nisu uocene nikakve statisticki znacajnije
razlike u prirastu, masi organa ili delova trupa izmedu eksperimentalnih grupa
(tabele 23-25). Relativna masa jetre brojlera koji su unosili MC u organizam
oralnim putem je jedini parameter koji se donekle razlikuje od rezultata ostalih
eksperimentalnih grupa, ali ni ovde ta razlika nije bila statisticki znacajna (tabela
24). Postoji moguc¢nost da unos MC u organizam oralnim putem ne dovodi do
promena ovih parametara kod pilica, ali je veca verovatnoda da je period uzgoja
od tri nedelje previse kratak da bi MC uticao na ove parameter i da bi se razlike
ispoljile.

Iz rezultata ovog ogleda se zakljucuje da su brojleri osetljivi na delovanje
MC ako se ovi unesu oralnim putem u organizam. NajugroZeniji organi su jetra,
bubrezi i creva, gde se i uocavaju najizrazenije promene izazvane delovanjem
ovog toksina. ATN dodat u hranivu u kolicini od 0,5% uspeva da delimi¢no, a u

pojedinim slucajevima cak i potpuno, ublazi ove negativne efekte. Pretpostavlja se



da su preparati na bazi aluminosilikata sposobni da u lumenu digestivnog trakta,
tokom varenja, vezu za sebe MC i na taj nacin sprece njihov dalji prodor u

organizam.

6.2.2. Olovo

Merenjem koncentracije ili aktivnosti pojedinih biohemijskih parametara se
moze doci do zakljucaka koji od unutrasnjih organa je najvise ugrozen. Serumski
proteini su dosta stabilan parametar tako da je i bilo ocekivano da joni olova ne
dovode do promene u njihovoj koncentraciji u serumu pacova (Shalan i sar. 2005) i
pilica (Erdogan i sar. 2005). Unos jona olova u organizam kod ptica i pacova
dovodi do povecanja koncentracije serumske glukoze (Hoffman i sar. 1981, Shalan
i sar. 2005) i kreatinina (Hoffman i sar. 1981, Shakoor i sar. 2000). Zbog
interferencije jona olova i jona kalcijuma u lumenu digestivnog trakta moze doci
do smanjenja koncentracije jona kalcijuma u serumu (Hsu i sar. 1975). Rezultati
dobijeni u ovom ogledu su donekle drugaciji (tabela 10). Utvrdeno je da joni Pb*
dovode do poremecaja biosinteze kreatinina i do pada njegove koncentracije u
serumu. Interesantan podatak je da je aktivnost AMY u serumu statisticki
znacajno manja u odnosu na pilice kontrolne grupe. To bi moglo da ukazuje na
poremecenu homeostazu u pankreasu pod dejstvom jona Pb%*. Dodatak ATN-a u
hranivo sa poviSenim sadrzajem olova deluje protektivno. Istovremenim unosom
jona olova i ATN-a se obezbeduje zastita organizma od Stetnog delovanja jona
ovog teSkog metala (tabela 10).

Bez obzira koja vrsta toksina ili ksenobiotika je u pitanju, jetra kao glavni
organ detoksifikacije organizma je najvise izlozena delovanju ovih supstanci.
Hroniéni unos olovo acetata u organizam u toku duzeg vremenskog perioda
dovodi do promena u aktivnosti enzima biomarkera funkcije jetre. Kod miseva je

uocen skok aktivnosti ALT (El-Ashmawy i sar. 2005, El-Sayed i sar. 2006), kao i



povecanje aktivnosti ALP (El-Ashmawy i sar. 2005) kao posledica hroni¢nog
unosa jona olova. uovom radu je uoceno da oralni unos vecih koli¢ina jona olova
deluje inhibitorno na aktivnost ALP i GGT u samoj jetri. Dodatkom ATN-a
hranivu se ublazavaju negativne posledice delovanja jona olova (tabela 11).
Interesantno je da joni Pb* nisu doveli do promene aktivnosti AMY u jetri. Iz toga
se moze zakljuciti da je uzrok statisticki znacajno niZe aktivnosti ovog enzima u
serumu upravo delovanje jona olova na pankreas gde je glavno mesto njegove
sinteze, a ne na jetru.

Jedan od najkarakteristi¢nijih pokazatelja delovanja jona olova je smanjenje
koncentracije hemoglobina. Sinteza porfobilinogena, jednog od intermedijera u
sintezi hema je inhibisana olovom, Sto vodi do akumulacije aminolevulinske
kiseline (ALA), koja je neurotoksin. Poznato je da olovo i interferira sa hemom, te
utice na morfologiju eritrocita i na njihov Zivotni vek. To sve dovodi do anemije.
Olovo utice na iskoristavanje gvozda i na njegovo ugradivanje u hem. Olovo samo
se ugraduje u molekule hema umesto gvozda ali sam mehanizam nije jos uvek
sasvim razjasnjen (Berrahal i sar. 2007). Kod pacova je doslo do pada nivoa
hemoglobina bez obzira na nacin na koji su joni olova uneti u organizam: oralnim
putem (Hsu 1981, McMurry i sar. 1995, Sivaprasad i sar. 2003, Flora i sar. 2004,
Toplan i sar. 2004), intraperitonealno (Berrahal i sar. 2007) ili intramuskularno
(Othman i sar. 2004). Isti efekat delovanja jona olova je registrovan i kod ptica
(Hoffman i sar. 1981). I u ovom radu je uocen pad koncentracije Hb u eritrocitima
pod dejstvom jona olova (tabela 12). To je praceno i oksidativnim stresom ovih
¢elija Sto se ogleda u inhibiciji aktivnosti SOD-1, stimulaciji aktivnosti CAT,
peroksidaza i GST, kao i pove¢anim intenzitetom lipidne peroksidacije. ATN se
pokazao kao vrlo uspeSan preparat u uklanjanju nepozeljnih posledica delovanja

jona Pb* na eritrocite (tabela 12).



Intoksikacija olovom dovodi do (Celijskih oSte¢enja koja prouzrokovana
delovanjem slobodnih radikala. Delovanje slobodnih radikala pri unosu Pb* se
moZe objasniti na dva nacina: ili inhibicijom 5-aminolevulinska kiselina
dehidrataze pomocu Pb* $to dovodi do akumulacije 5-aminolevulinske kiseline
(ALA), potencijalnog endogenog izvora slobodnih radikala, ili Pb* sam po sebi
poseduje kapacitet da stimuliSe lipidnu peroksidaciju u prisustvu Fe* jona
(Adonaylo i Oteiza 1999).

Unos jona olova u organizam dovodi do oksidativnog stresa u jetri Sto se,
izmedu ostalog ogleda i u padu aktivnosti SOD-1 kod eksperimentalnih Zivotinja
poput misSeva (El-Sayed i sar. 2006) ili pacova (Upasani i Balaraman 2003, Patra i
sar. 2004). Oksidativni stres izazvan jonima pojedinih metala dovodi do povecane
produkcije superoksid anjona. Tokom oksidativnog stresa SOD-1 se moze
ponasati na dva nacina: u pocetku, i kad je sres umeren, celije uticu na povecanje
aktivnosti SOD-1, ali ako se stres produzi i dovede do sve vece produkcije
reaktivnih kiseoni¢nih cestica, oni deluju inhibitorno i dolazi do pada njihove
aktivnosti. Smatra se da do pada aktivnosti SOD-1 moze doci i zato Sto olovo
dovodi do poremecaja u usvajanju jona bakra, kofaktora ovog enzima. Moguce je
da je niska aktivnost SOD-1 posledica i oste¢enja na samoj DNK (Berrahal i sar.
2007). I u jetri brojlera oralni unos jona Pb* dovodi do inhibicije aktivnosti ovog
enzima (tabela 13). Kada je u pitanju aktivnost katalaze jetre u toku intoksikacije
jonima olova, literaturni podaci su veoma kontradiktorni c¢ak i kada je u pitanju
ista vrsta ili srodne vrste poput miSeva i pacova. Pojedini autori su otkrili da Pb?*
joni deluju stimulativno na aktivnost katalaze i da povecavaju njenu aktivnost
(Patra i sar. 2001, Flora i sar. 2004, Correa i sar. 2005). Drugi autori su dosli do
rezultata gde Pb* deluje inhibitorno na aktivnost ovog enzima i smanjuje njegovu
aktivnost (Flora i sar. 2003, Upasani i Balaraman 2003, El-Sayed i sar. 2006). Gurer i

sar. (1999) nisu registrovali nikakvu promenu u aktivnosti katalaze u toku



intoksikacije pacova jonima olova. Sli¢ni rezultati su dobijeni i kada je u pitanju
aktivnost GSH-Px jetre kod pacova. Flora i sar. (2003) su detektovali znacajno visu
aktivnost ove peroksidaze, dok su isti autori (Flora i sar. 2004) u drugom
eksperimentu registrovali znacajno manju aktivnost ovog enzima u jetri pacova.
Nauprot tome, Hsu (1981) nije zabeleZio nikakvu promenu u aktivnosti ovog
enzima jetre pod dejstvom jona olova. Unos olova nije imao nikakav efekat na
aktivnost hepati¢ne GST (El-Sayed i sar. 2006). Aktivnost CAT, GST i peroksidaza
jetre brojlera ostaje nepromenjena u odnosu na kontrolnu grupu pri oralnom
unosu jona olova (tabela 13). I pored neusaglasenih rezultata sto se tice aktivnosti
pojedinih enzima antioksidativne zastite, svi autori se slazu da joni olova uneti u
organizam dovode do povedanog intenziteta lipidne peroksidacije u jetri bez
obzira na nacin unosa olova. Rezultati dobijeni u ovom ogledu su u saglasnosti sa
onima koje su dobili drugi autori (tabela 13). Sli¢ni rezultati su dobijeni kod
miSeva i pacova koji su jone olova primali putem hrane ili vode (Gurer i sar. 1999,
Flora i sar. 2003, 2004, Upasani i Balaraman 2003, El-Sayed i sar. 2006),
intraperitonealnim putem (Patra i sar. 2004, Berrahal i sar. 2007) ili inhalatorno
(Valverde i sar. 2002). Iako se u literaturi uvek naglasava da joni Pb* deluju
hepatotoksi¢no, u ovom radu taj efekat nije bio toliko izraZen (tabela 13). Uocava
se da je organ u stanju oksidativnog stresa ali se iz rezultata ne vidi jasno na koji
nacin je taj stres prouzrokovan jer je aktivnost vecine enzima antioksidativne
zaStite nepromenjana. Evidentno je da aluminosilikatna osnova ATN-a uspeva da
adsorbuje jone Pb? u samom digestivnom traktu i da ponisti Stetno delovanje jona
ovog teSkog metala na jetru (tabela 13).

Bubrezi su jedan od osetljivijih organa na toksicno dejstvo jona olova.
Medutim, kao i u slucaju jetre, literaturni podaci za aktivnost antioksidativnih
enzima ovog organa pri toksikozi izazvanoj jonima olova su priliéno neusaglaseni

i ¢esto kontradiktorni. Intoksikacija pacova jonima olova moze da dovede do pada



aktivnosti bubrezne SOD-1 (Upasani i Balaraman 2003) ili se moze desiti da joni
olova uopste ne uticu na aktivnost ovog enzima (Patra i sar. 2004). Conterato i sar.
(2007) su ustanovili da je aktivnost SOD-1 bubrega zavisna od primenjene doze
olovo-acetata. Sa primenom manjih doza dolazi do povecanja aktivnost ovog
enzima, a sa primenom vecih doza se ne uocavaju nikakve statisticki znacajne
promene. Slicno SOD-1 i katalaza i glutation-peroksidaza su dale slicne odgovore
na stimulaciju jonima olova. Dok je Conterato i sar. (2007) kod pacova zabeleZio
porast aktivnosti katalaze bubrega, neki drugi autori su registrovali inhibiciju
aktivnosti ovog enzima (Flora i sar. 2003, Upasani i Balaraman 2003, Patra i sar.
2004), a Gurer i sar. (1999) nije zabelezio nikakvu promenu aktivnosti. Kada je
aktivnost GSH-Px u pitanju Flora i sar. (2003) su ustanovili povecanje aktivnosti
ovog enzima. Isti autori su u svom drugom radu (Flora i sar. 2004) zabelezili pad
aktivnosti GSH-Px bubrega. Hsu (1981) i Conterato i sar. (2007) nisu zabelezili
nikakvu statisticki znacajnu promenu ovog enzima pod uticajem jona olova. U
skoro svim radovima je publikovan podatak da joni olova dovode do manjeg ili
veceg povecanja intenziteta lipidne peroksidacije u bubrezima nakon intoksikacije
jonima olova (Gurer i sar. 1999, Upasani i Balaraman 2003, Flora i sar. 2003, 2004,
Patra i sar. 2004). Jedini izuzetak je ako se joni olova unesu u organizam
inhalatornim putem jer tada svoje prooksidativno dejstvo ispoljavaju pre svega na
plud¢ima (Valverde i sar. 2002). Za razliku od jetre gde su joni Pb* doveli samo do
blagog oksidativnog stresa, u bubrezima je taj stres bio intenzivan (tabela 14) sto
ukazuje na to da su i bubrezi jedan od glavnih ciljanih organa delovanja jona ovog
teSkog metala. Iako nisu uocene promene u izmerenoj aktivnosti peroksidaza u
odnosu na kontrolnu grupu, aktivnosti SOD-1 i CAT su bile statisticki znacajno
uvecane, sto je rezultiralo i povecanim intenzitetom lipidne peroksidacije u ovom

organu. Unos ATN-a puten hrane je delovao protektivno na bubrege (tabela 14).



Kada su u pitanju oksidativne promene koje u organizmu joni olova
izazivaju na eritrocitima, i ovde su, kao i kod drugih organa, efekti koje ti joni
izazivaju na aktivnost enzima antioksidativne zastite razliciti . Aktivnost SOD-1 u
nekim istrazivanjima je statisticki znacajno povecana (Soltaninejad i sar. 2003), a
u drugim snizena (Flora i sar. 2004, Sivaprasad i sar. 2003, Berrahal i sar. 2007).
Mousa et al (2002) su ustanovili da nakon primene olova kod koza u pocetku
dolazi do skoka aktivnosti ovog enzima, dok dugotrajni unos dovodi do njegove
inhibicije. Kod pacova su Gurer i sar. (1999) i Soltaninejad i sar. (2003) registrovali
povecanje aktivnosti katalaze, a Sivaprasad i sar. (2003) snizenje. Kada je u pitanju
aktivnost GSH-Px tokom intoksikacije jonima olova Mousa et al (2002) su
registrovali slican odgovor kakvu je dala i SOD-1, na pocetku primene skok
aktivnosti, a nakon toga njen pad. Sivaprasad i sar. (2003) su zabelezili samo pad
aktivnosti ovog enzima usled delovanja jona olova. Zajednicki zakljucak svih
autora je da, bez obzira na nacin delovanja olova na aktivnost antioksidativnih
enzima, joni ovog teSkog metala dovode do povecanja intenziteta lipidne
peroksidacije kod pacova (Gurer i sar. 1999, Villeda-Hernandez i sar. 2001,
Soltaninejad i sar. 2003, Flora i sar. 2004), koza (Mousa et al 2002), pa i kod ljudi
(Kasperczyk i sar. 2005).

Za razliku od drugih ispitivanih organa, dostupni literaturni podaci su
usaglaseni kada je u pitanju nacin delovanja jona olova na aktivnost enzima
oksidativne zastite u mozgu. Barijera izmedu krvotoka i centralnog nervnog
sistema ne predstavlja prepreku za prodor jona olova, tako da se delovanje olova
na mozak moze pripisati njegovim direktnim delovanjem na neurone ili gliju.
Olovo ima uticaja na funkciju neurotransmitera jer joni olova mogu inhibirati ili
zamaskirati delovanje jona kalcijuma koji imaju vaznu ulogu u ovim procesima.
Olovo se moze vezati za specificne proteine poput proteina membranskih kanala,

kalmodulina ili za protein kinaze (Antonio i sar. 1996). Autori se slazu da joni



olova dovode do inhibicije aktivnosti SOD-1 mozga (Upasani i Balaraman 2003,
Flora i sar. 2004, Wang i sar. 2006), kao i do stimulacije aktivnosti katalaze (Correa
i sar. 2000, 2004, 2005, Patra i sar. 2001, Flora i sar. 2003, 2004) i GSH-Px (Adonaylo
i Oteiza 1999, Flora i sar. 2004). Ovakvo delovanje jona olova na aktivnost enzima
antioksidativne zastite dovodi do povecanja intenziteta lipidne peroksidacije u
ovom organu kod pacova (Adonaylo i Oteiza 1999, Gurer i sar. 1999, Patra i sar.
2001, Villeda-Herndndez i sar. 2001, Soltaninejad i sar. 2003). Rezultati dobijeni u
ovom ogledu ukazuju da se u mozgu brojlera desavaju isti procesi kao i u mozgu
pacova (tabela 18). Joni Pb? izazivaju inhibiciju aktivnosti SOD-1 i statisticki
znacajnu aktivaciju CAT, Sto dovodi do oksidativhog stresa i povedanog
intenziteta lipidne peroksidacije. Interesantno je da joni olova u mozgu dovode do
inhibicije aktivnosti i gvajakol- i pirogalol-peroksidaze. Ovakvi rezultati ukazuju
na masovnu produkciju slobodnoradikalskih cestica u mozgu. Dodatak ATN-a u
hranivo u koli¢ini od 5 g po kilogramu hraniva u potpunosti sprec¢ava pojavu
oksidativnog stresa u ovom organu i deluje protektivno (tabela 18).

Joni olova dovode do inhibicije aktivnosti SOD-1 i katalaze u sr¢anom
misic¢u pacova (Upasani i Balaraman 2003), uz istovremeno povecanje intenziteta
lipidne peroksidacije u ovom organu (Upasani i Balaraman 2003, Patra i sar. 2004).
Do povecanja intenziteta lipidne peroksidacije dolazi i kada se joni olova primene
na kulturu endotelijalnih src¢anih ¢elija (Ding i sar. 2000). Kod brojlera se uocava
da unos jona Pb* oralnim putem dovodi do povedanja intenziteta lipidne
peroksidacije u sréanom tkivu, Sto je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora, ali
nije zabeleZena nikakva promena u aktivnosti merenih enzima antioksidativne
zastite (tabela 20). ATN dodat hranivu donekle ublazava delovanje jona olova na
ovaj organ, ali ga u potpunosti ne ponistava.

Upasani i Balaraman (2003) su registrovali isti odgovor na oralni unos jona

olova kod pacova i kada je u pitanju plu¢no tkivo. Zabelezen je pad aktivnosti



SOD-1 i katalaze, uz istovremeno povecanje intenziteta lipidne peroksidacije. Da
joni olova direktno uticu na lipidnu peroksidaciju pluca su potvrdili i Valverde i
sar. (2002) na miSevima koji su jone olova uneli u organizam upravo inhalatornim
putem. Za razliku od miSeva i pacova, kod brojlera nije uocena pojava
oksidativnog stresa u plu¢ima jer su aktivnosti svih merenih antioksidativnih
enzima, kao i intenzitet lipidne peroksidacije bili izjednaceni sa onima dobijenim
za kontrolnu grupu pilic¢a (tabela 17).

Kao i pri hronicnom unosu MC, i hroni¢an unos Pb* jona dovodi do

oksidativnog stresa u duodenumu brojlera (tabela 19) Sto se ogleda u statisticki
znacajnom povecanju aktivnosti SOD-1, CAT i GPx, smanjenoj aktivnosti PPx i
povecanom intenzitetu lipidne peroksidacije. Posto su creva u direktnom kontaktu
sa himusom bogatim jonima olova, i posto celokupan transport ide tim putem,
ovakakv odgovor organizma je bio i ocekivan. ATN je u potpunosti ponistio ove
negativne posledice delovanja jona Pb?* na creva (tabela 19).
Nikakve promene u aktivnosti, u odnosu na kontrolnu grupu pili¢a, enzima
antioksidativne zastite i intenzitetu lipidne peroksidacije nisu uoc¢ene na drugim
ispitivanim organima: pankreasu (tabela 15), slezini (tabela 16) i miSi¢cnom tkivu
(tabela 21 i 22).

Unosom jona olova (najcesce u obliku olovo-acetata) u organizam dolazi do
smanjenog prirasta zivotinja ili do gubitka na masi kod ve¢ odraslih jedinki. Takav
odgovor na unos olova su pokazali i pacovi koji su jone olova uneli oralnim putem
(Wapnir i sar. 1980, Hsu 1981, Shakoor i sar. 2000, Conterato i sar. 2007) ili
intraperitonealno (Wright i sar. 1998, Berrahal i sar. 2007), kao i misevi kod kojih
su joni olova aplicirani per os (Wang i sar. 2006) ili intraperitonealno (Correa i sar.
1999, 2000, 2004). I na pli¢cima su vrSeni brojni eksperimenti ovog tipa i pokazalo
se da su i oni, kao Zzivotinjska vrsta, veoma osetljivi na unos jona olova putem

hrane jer je u svim slucajevima zabelezen pad prirasta (Mykkanen i Wasserman



1981, Leeming i Donaldson 1984, Cupo i Donaldson 1988, Erdogan i sar. 2005).
Medjutim, u ovom radu nije uocena nikakva razlika u prirastu pilica izmedu
eksperimentalnih grupa (tabela 23). Najverovatnije da period prve tri nedelje
zivota nije dovoljno dug da bi subhroni¢ne doze jona Pb* u potpunosti ispoljile
svoj efekat na rast i razvoj brojlera.

Velik broj toksikanata ostavlja i posledice po relativnu masu pojedinih
unutrasnjih organa. Kod pacova unos jona olova u organizam dovodi do
povecanja relativne mase bubrega (Hsu 1981, Shakoor i sar. 2000) i slezine
(McMurry i sar. 1995, Shakoor i sar. 2000). Sto se tice relativne mase jetre, dostupni
literaturni podaci nisu ujednaceni. Dok je Hsu (1981) ustanovio da pod dejstvom
jona olova kod pacova dolazi do uvecanja relativne mase ovog organa, McMurry i
sar. (1995) su konstatovali smanjenje njene relativne mase. Kod nekih drugih
organizama, poput zaba (Vogiatzis i Loumbourdis 1999) nisu detektovane nikakve
promene relativnih masa pojedinih unutrasnjih organa. Ni u ovom radu nisu
detektovane nikakve promene u relativnim masama unutrasnjih organa (tabela 24)
ili relativnhim masama odabranih delova trupa (tabela 25).

Na osnovu dobijenih rezultata se zakljucuje da su glavni ciljni organi
delovanja jona olova u organizmu brojlera bubrezi i mozak, kao i creva, ako se
Pb? unese u organizam oralnim putem. Pored ova tri organa, jetra i srce su takode
pod uticajem negativnog delovanja Pb* jona. Unosom preparata na bazi prirodnih
aluminosilikata, ATN-a, dolazi do potpune adsorbcije jona ovog teskog metala na
aluminosilikate i njegovog izbacivanja iz organizam putem fecesa. ATN se

pokazao kao veoma efikasan preparat u zastiti pilica od jona Pb?".



6.2.3. Aflatoksin B4

Nezavisno od Zzivotinjske vrste i nacina unosa AFT u organizam i da li je u
pitanju akutna intoksikacija ili hroni¢no delovanje, odgovor organizma na
delovanje AFT je prilicno uniforman. Unosom AFT kod skoro svih Zivotinjskih
vrsta dovodi do signifikantnog pada koncentracije proteina seruma, a najvise
albuminske frakcije. Ovakav odgovor je zabelezen kod pilia (Quezada i sar.,
2000; Valdivia i sar., 2001; Modirsanei i sar., 2008; Tejada-Castafieda i sar., 2008;
Yarru i sar., 2009) i koka nosilja (Stanley i sar., 2004), ali i kod drugih Zivotinjskih
vrsta poput riba (Hassan i sar., 2010), ¢uri¢a (Edrington i sar., 1996) i pacova
(Abdel-Wahhab i Aly, 2005). Smanjene koncentracije albumina, globulina i
ukupnih proteina ukazuje na poremecaje u biosintezi proteina i karakteristican je
za aflatoksikoze (Ledoux i sar., 1999). I ovim ogledom je potvrdeno da akutno
izlaganje pilica delovanju AFTB1 dovodi do statisticki znacajnog pada
koncentracije rastvorljivih proteina u serumu (tabela 10). To je potvrda da je
AFTB1 mocan inhibitor biosinteze proteina.

Kod pojedinih drugih zivotinjskih vrsta, kao Sto su svinje (Lindemann i sar.,
1993; Schell i sar., 1993b; Harvey i sar., 1994) i jaganjci (Fernandez i sar., 1996)
ovakakv odgovor organizma je mnogo blazi, ili ¢ak i u potpunosti izostaje.
Dodatak preparata na bazi glina ublazuje, a veoma cesto i u potpunosti ponistava
ovaj efekat delovanja AFT kod pili¢a (Kubena i sar., 1990; Huff i sar., 1992; Ledoux
i sar., 1999). Medutim, preparati na bazi zeolita su se pokazali mnogo manje
uspesni. Oni najceSc¢e ne sprecavaju smanjenje koncenracije serumskih proteina
pod uticajem AF (Harvey i sar., 1993; Kegeci i sar., 1998). ATN, sli¢no kao i veéina
aluminosilikatnih preparata, uspesno eliminiSe efekte delovanja aflatoksina B:

(tabela 10).



Poremecaj koncentracije serumske glukoze nije karakteristican za
aflatoksikozu kod pili¢a (Bailey i sar., 1998; Oguz i sar., 2000; Allameh i sar., 2005;
Modirsanei i sar., 2008). I u ovom radu je to potvrdeno jer unos AFTB1 nije doveo
do promena u koncentraciji glukoze u serumu (tabela 10). Ipak, u nekoliko radova
(Ledoux i sar., 1999; Zhao i sar., 2010) je publikovano da je pod dejstvom AFT
doslo do pada koncentracije serumske glukoze kod pili¢a. Preparati na bazi glina
su se i u tim slucajevima pokazali efikasnim i sprecili negativno dejstvo AFT.

AFT ne dovodi do poremecaja u sintezi i koncentraciji kreatinina kod pili¢a
Sto je potvrdeno brojnim radovima (Harvey i sar., 1993, 1994; Edrington i sar.,
1997; Ledoux i sar., 1999). Rezultati ove disertacije potvrduju takvo stanoviste
(tabela 10). Kod aflatoksikoze pacova ipak dolazi do povecanja koncentracije ovog
metabolita (Abdel-Wahhab i sar.,, 1998) ali je dodatak preparata na bazi gline
ublaZio taj negativni efekat delovanja AF.

U ovom radu je ustanovljeno da AFTB: ne dovodi do promene
koncentracije jona kalcijuma (tabela 10) Sto su pojedini autori u svojim radovima
ve¢ objavila (Edrington i sar., 1997; Bailey i sar., 1998; Kegeci i sar., 1998). Ipak,
preovladujuce je misljenje da AF snizava nivo ovog elektrolita u serumu pili¢a
(Harvey i sar., 1993; Allameh i sar., 2005; Yarru i sar., 2009), kokoski (Stanley i sar.,
2004), ¢urica (Edrington i sar., 1996) i jaganjaca (Ramos i sar., 1996). Smanjena
koncentracija jona kalcijuma moZe biti posledica njihove smanjene apsorpcije
unutar digestivnog trakta ili njihovog povedanog izlucivanja preko bubrega ili
kombinacija ova dva (Kegeci i sar., 1998). Dodatak glina u hranivo je spredcilo
Stetno delovanje AFT (Ledoux i sar., 1999; Gowda i sar., 2008; Zhao i sar., 2010),
ali ne i dodatak preparata na bazi zeolita (Harvey i sar., 1993).

U literaturi nisu pronadeni podaci da je neko ispitivao uticaj AFT na
aktivnost serumske AMY. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da akutna

intoksikacija AFTB1 ne dovodi do promene aktivnosti serumske AMY (tabela 10)



Sto je bio i ocekivan rezultat s obzirom da je glavni ciljni organ delovanja AFTB:

jetra a ne pankreas.

Za poredenje rezultata o uticaju AFT na same enzime u jetri, nije bilo
dostupne literature, pa smo , rezultate ovog ogleda poredili sa aktivnosti enzima
u serumu.

Na koji nacin AFT deluje na aktivnost ALP nije potpuno jasno, jer su
podaci koji se mogu naci u literaturi veoma kontradiktorni. Dok neki autori
smatraju da unos AF u organizam dovodi do povecanja aktivnosti serumske ALP
kod pili¢ca (Harvey i sar., 1994; Shi i sar., 2006), pacova (Abdel-Eahhab i sar., 1998,
1999) i prasica (Schell i sar., 1993), druga grupa autora smatra da ovaj mikotoksin
ustvari dovodi do inhibicije aktivnosti ALP kod pilica (Bailey i sar., 1998; Allameh
i sar., 2005; Zhao i sar., 2010) i jaganjaca (Fernandez i sar., 1996). Pojedini autori su
pak pronasli da uopste ne dolazi do promene aktivnosti ovog enzima kod
aflatoksikoze peradi (Kubena i sar., 1990; Edrington i sar., 1997; Cheng i sar., 2001;
Denli i sar.,, 2003). Dodatak aluminosilikata u hranivo je uspeo da ublaZi
poremecaj koji AFT ispoljava na aktivnost ALP (Schell i sar., 1993; Abdel-Wahhab
isar., 1998, 1999; Shi i sar., 2006, Zhao i sar., 2010).

U eksperimentima u kojima je merena aktivnost ALP u homogenatu jetre
nakon primene AFT, su pokazali da aplikacija AFT deluje inhibitorno na aktivnost
ovog enzima u samim jetrenim celijama (Preetha i sar., 2006; Sharmila Banu i sar.,
2009).

I literaturni podaci koji se odnose na aktivnost aminotransferaza tokom
aflatoksikoze su isto tako neusaglaseni. Dok pojedini autori konstatuju da AF
nema uticaja na aktivnost serumske AST i ALT Zzivine (Kubena i sar., 1990;
Edrington i sar., 1996;,Denli i sar., 2003; Jansen van Rensburg i sar., 2006;

Modirsanei i sar., 2008), drugi autori beleZze porast aktivnosti ovih enzima u



takvim stanjima kod razli¢itih vrsta Zivotinja (Abdel-Wahhab i sar., 1998, 1999;
Cheng i sar.,, 2001; Tejada-Castafieda i sar., 2008). U nekim radovima je
ustanovljeno da dolazi samo do indukcije aktivnosti AST, a li ne i ALT kod pilica
(Adav i Govindwar, 1997; Allameh i sar., 2005), ili ¢ak da dolazi do inhibicije AST
kod pili¢a usled delovanja ovog mikotoksina (Huff i sar., 1992). Valdavia i sar.
(2001) su ustanovili da je u serumu pili¢a odnos aktivnosti AST:ALT priblizno 3:1 i
da se unosom AFT u organizam taj odnos menja. Utvrdeno je da dolazi do
povecanja aktivnosti AST uz istovremenu inhibiciju aktivnosti ALT tako da je
novonastali odnos aktivnosti AST:ALT sada 14:1. Poremecaji u aktivnostima
transaminaza su povezani sa razlikama medu polovima, kao i sa vrstom i sortom
zivotinja. Dodatkom preparata na bazi aluminosilikata se ublazava poremecaj koji
izaziva AF (Huff i sar., 1992; Schell i sar., 1993; Abdel-Wahhab i sar., 1998, 1999). U
pojedinim slucajevima (Oguz i sar., 2002) dodatak klinoptilolita u hranivo pili¢a
kontaminirano sa AFT, samo pogorSava negativni efekat AFT na aktivnost
aminotransferaza.

I literaturni podaci za aktivnost aminotransferaza u samim celijama jetre
pacova su dosta kontradiktorni. Dok su Preetha i sar.(2006) i Sharmila Banu et al
(2009) registrovali pad aktivnosti ovih enzima pod dejstvom AFT, El-Agamy
(2010) je zabelezila povecdanje njihove aktivnosti.

GGT je osetljivi indikator oStecenja jetre. Povecana aktivnost ovog enzima
moze ukazivati kako na zapaljenske procese ovog organa, tako i na lezije unutar
tkiva ili na bilijarnu opstrukciju (Kubena i sar., 1990). Intoksikacija AFT kod pilica
moze da dovede do povecanja aktivnosti GGT u serumu (Quezada i sar., 2000; Shi
i sar., 2006; Tejada-Castafieda i sar., 2008) ili da ne dovede ni do kakve promene u
njenoj aktivnosti (Gowda i sar., 2008; Denli i sar., 2009; Zhao i sar., 2010) u
zavisnosti koja je doza primenjena, koliko duga je bila ekspozicija organizma

ovom toksinu i jos od mnogih drugih faktora. Preparati na bazi aluminosilikata



uspesno sprecavaju negativan uticaj AFT na aktivnost ove peptidaze kod pilica
(Kubena i sar., 1990) i svinja (Schell i sar., 1993; Harvey i sar., 1994).

Nisu pronadeni podaci o tome na koji na¢in AFT deluje na aktivhost AMY
u jetri ili serumu. Analizom aktivnosti enzima jetre nakon primene jedne oralne
doze AFTBi1 nisu uocene statisticki znacajne promene u aktivnosti ALP, ALT i
AMY (tabela 11). Doslo je samo do inhibicije aktivnosti GGT u samoj jetri. Razlog
ovakvog delovanja AFTBi, pri ovoj primenjenoj dozi, nije sasvim jasan i nije u
saglasnosti sa rezultatima koje su dobili drugi autori. Dodatak ATN-a je uspeo da
delimi¢no ublazi ovakav nacin delovanja AFTB1 na jetru (tabela 11).

Poznato je da AFT moze da dovede do oksidativnog stresa u animalnim
tkivima, da poveca intenzitet lipidne peroksidacije u njima i da dovede do pada
¢elijskog antioksidativnog sistema. Do oksidativnog stresa u tkivu ili celiji dolazi
onda kada koncentracija nastalih reaktivnih kiseoni¢nih cestica (superoksid
radikala, hidroksil radikala i vodonik peroksida) veéa od antioksidativnog
kapaciteta celije ili kada je antioksidativni kapacitet celije iz nekog razloga
smanjen (Choudhary i Verma, 2005). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da AF
dovodi do znacajnih promena u antioksidativnom sistemu u eritrocitima ljudi i
zivotinja. Unos AFT u organizam dovodi do inhibicije aktivnosti svih merenih
enzima antioksidativne zastite (SOD-1, GSH-Px i CAT) i do znacajnog povecanja
intenziteta lipidne peroksidacije u eritrocitima pili¢a (Eraslan i sar., 2005c), pacova
(Abdel-Wahhab i Aly, 2005; Yener i sar., 2009), pa i ljudi (Turkez i Geyikoglu,
2010). Jedino u aktivnosti GST pacova nije uocena nikakva promena u eritrocitima
pacova pod dejstvom AFT (Yener i sar., 2009). Isti odgovor na dejstvo AFT je
dobijen i u drugim organima.

Najvise je proucavan odgovor antioksidativnog sistema u jetri, jer je jetra
najvazniji organ u detoksifikaciji AFT, a i AFT je klasifikovan kao hepatotoksin jer

svojim delovanjem pogada najviSse ovaj organ. Pad aktivnosti svih enzima



antioksidativne zastite je uocen i u jetri. Aktivnost SOD-1 je pod dejstvom AFT
bila znacajno manja u jetri pilica (Shi i sar., 2006), miSeva (Choudhary i Verma,
2005; Naaz i sar., 2007; Choi i sar., 2010) i pacova (Preetha i sar., 2006; El-Agamy,
2010). Isti odgovor organizma je dobijen i kada je u pitanju aktivnost katalaze jetre
pilica (Gowda i sar., 2008), miSeva (Choudhary i Verma, 2005) i pacova (Abdel-
Wahhab i Aly, 2005; Jodynis-Liebert i sar., 2006; Sharmila Banu i sar., 2009).
Peroksidazna aktivnost je merena preko GSH-Px i to je utvrdeno da AFT deluje
inhibitorno na aktivnost ovog enzima jetre (Preetha i sar., 2006; Shi i sar., 2006;
Naaz i sar., 2007; El-Agamy, 2010), kao i na aktivnost GST (Preetha i sar., 2006;
2006; Naaz i sar., 2007; Sharmila Banu i sar., 2009). Padom aktivnosti enzimskog
sistema antioksidativne zastite jetra dospeva u stanje oksidativnhog stresa.
Posledica toga je povecan intenzitet lipidne peroksidacije i oSte¢enje samog
organa. Povedan intenzitet lipidne peroksidacije pod dejstvom AFT je detaljno
prouden i zableZen je kod svih ispitivanih Zivotinjskih vrsta: pilica (Ozen i sar.,
2009), miSeva (Ankrah i sar., 1995; Choi i sar., 2010), pacova (Jodynis-Liebert i sar.,
2006; Preetha i sar., 2006), pa i riba (Madhusudhanan i sar., 2004). Dodatkom gline
u hranivo pilica smanjeni su negativni efekti delovanja AFT na jetru i sprecena
pojava oksidativnog stresa (Shi i sar., 2006; Gowda i sar., 2008). Jedna primenjena
doza AFTB: uneta oralnim putem nije dovela do izrazitih karakteristika
oksidativnog stresa u jetri brojlera (tabela 13). Uoc¢ava se pad aktivnosti samo GST,
Sto je u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili drugi autori, dok je aktivnost
ostalih enzima antioksidativne zastite ostala nepromenjena u odnosu na kontrolnu
grupu brojlera. Da je jetra uopste u stanju oksidativnog stresa nakon unosa AFTB:
uocava se samo na osnovu povecanog intenziteta lipidne peroksidacije koji je
utvrden u ovom organu. Prema ocekivanjima, oralni unos ATN-a ima zastitnu

ulogu u delovanju AFTB1 na jetru (tabela 13).



Bubrezi su isto osetljiv organ kada je delovanje AFT u pitanju. Utvrdeno je
da kod svih ispitivanih Zzivotinjskih vrsta unos AFT u organizam dovodi do
intenziviranja lipidne peroksidacije u ovom organu, sto dovodi do oksidativnog
stresa (Rastogi i sar., 2001, Madhusudhanan i sar., 2004; Sivanesan i Hazeena
Begum, 2007; Ozen i sar., 2009; Ameen Abdulmajeed, 2010). Istovremeno je
zabeleZena i inhibicija aktivnosti svih merenih enzima antioksidativne zastite
(Rastogi i sar., 2001; Sivanesan i Hazeena Begum, 2007; Ameen Abdulmajeed,
2010). Iako je jetra primarni organ delovanja AFT, te je stoga ovaj mikotoksin i
svrstan u hepatotoksine, u ovom ogledu njegovo dejstvo je bilo mnogo izrazenije
na biohemijske procese u bubrezima nego u jetri. Unos jedne doze AFTB:1 doveo je
do inhibicije aktivnosti SOD-1 i peroksidaza kod brojlera, Sto je i dovelo do
povecanog intenziteta lipidne peroksidacije u ovom organu (tabela 14). Oralni
unos preparata na bazi aluminosilikata, ATN-a, je uspeo da delimic¢no, ali ne i
potpuno, ublazi negativne efekte delovanja AFTBina ovaj organ.

Dejstvo AF na antioksidativne enzime u drugim organima je ispitivano u
mnogo manjoj meri tako da se u literaturi moZe pronaci samo da AFT dovodi do
oksidativnog stresa u mozgu pacova (Yener i sar., 2009) i riba (Madhusudhanan i
sar., 2004), ali bez promena u aktivnosti CAT i SOD-1 (Yener i sar., 2009). Theumer
i sar. (2010) su zabelezili povecéan intenzitet lipidne peroksidacije u slezini pacova,
uz istovremeno povecanje aktivnosti SOD-1 i CAT. Oralni unos jedne doze AFTB1
nije doveo do znacajnijih promena u aktivnosti enzima antioksidativne zastite i
intenziteta lipidne peroksidacije u drugim organima brojlera (tabele 15-22). Jedini
izuzetak je blago povecana aktivnost CAT pod dejstvom AFTB: u pankreasu
(tabela 15) i slezini (tabelalé6).

Unos AFT u organizam pili¢a dovodi do histopatoloskih promena na vecini
organa. Najkarakteristicnije su promene koje se odigravaju na jetri gde i male

koli¢ine unetog AFT mogu da prouzrokuju brojne mikroskopske promene koje



ukljucuju hepaticnu nekrozu, bilijarnu hiperplaziju i degenerativhe masne
promene (Ledoux i sar., 1999). AF kod pilica dovodi do povecanja relativhe mase
jetre (Ortatatli i Oguz, 2001; Rosa i sar., 2001; Jansen van Rensburg i sar., 2006;
Denli i sar., 2009), ali i bubrega (Kubena i sar., 1990; Pimpukdee i sar., 2004; Shi i
sar., 2006) i srca (Huff i sar., 1992; Bailey i sar., 1998; Jansen van Rensburg i sar.,
2006). Kada je u pitanju dejstvo AFT na relativnhu masu Zeluca, uoceno je da AF
najces¢e dovodi do povecanja njegovog Zzlezdanog dela, a mnogo rede i do
povecdanja misi¢nog dela ovog organa (Harvey i sar., 1993; Ledoux i sar., 1999).
Pankreas i slezina takode mogu da budu meta delovanja AFT, ali ne dolazi uvek
do povecanja njihove relativne mase pod dejstvom AFT (Kubena i sar., 1990;
Edrington i sar.,, 1997; Bailey i sar., 1998; Ledoux i sar., 1999; Shi i sar., 2006;
Modirsanei i sar., 2008). Aflatoksikoza ne utice na relativhu masu Fabricijeve
burze pilica (Ortatatli i Oguz, 2001; Ortatatli i sar., 2005, Modirsanei i sar., 2008).
Zbog primene samo jedne doze AFTB: neposredno pred Zzrtvovanje, nikakve
razlike u relativnim masama unutrasnjih organa (tabela 24) ili relativnim masama
odabranih delova trupa (tabela 25) se nisu ni ocekivale zbog male primenjene doze
i kratkog vremenskog perioda da AFTB: ispolji svoj puni efekat.

Akutni unos manje doze AFTB: (1 mg/kg telesne mase) ne dovodi do
znacajnijih poremecaja koji remete biohemijsku homeostazu pilica. Odgovor
organizma na delovanja AFTBi se pre svega uocava u promeni aktivnosti enzima
antioksidativne zastite i povecanju lipidne peroksidacije u jetri i bubrezima, ali ne
i u drugim organima. Drugi enzimi jetre su mnogo stabilniji i mnogo manje
osetljiv pokazatelj delovanja AFT, te manje doze i/ili akutna primena AFTB1 nece
dovesti do promene njihove aktivnosti. Isti slucaj je i sa enzimima, metabolitima i
elektrolitima seruma do c¢ijeg poremecaja mogu da dovedu samo vece primenjene
doze ili hronican unos AFT. ATN je, sli¢no kao i drugi preparati ovog tipa, dao

ocekivane rezultate i ublazio Stetno delovanje ovog mikotoksina na jetru i bubrege



jer je adsorbovao AFTB: ve¢ u samim crevima i na taj nacin sprecio njegov dalji

prodor u organizam.

6.3. Ogled 3

6.3.1. Parakvat

Analizom pojedinih parametara krvog seruma se mnogo toga moze otkriti
o stanju samog organizma, funkcijama pojedinih organa i o delovanju pojedinih
supstanci na njihovu homeostazu. Posto unos PK u organizam dovodi do
poremecaja funkcije veceg broja organa, za ocekivati je da se takvo delovanje ovog
pesticida odrazava i na koncentracije pojedinih konstituenata krvnog seruma i
hemolizata. Jedan od glavnih pokazatelja delovanja PK u serumu je povecanje
koncentracije kreatinina, $to je potvrdeno u brojnim radovima, kod ljudi (Fairshter
i sar. 1976, Franzen i sar. 1991, Hong i sar. 2000, Huh i sar. 2006), miSeva (Nagano i
sar. 1992) i pacova (Attia i Nasr 2009), a i u ovom radu (tabela 26). ATN se
pokazao kao efikasnim u ponistavanju Stetnog delovanja PK na nivo ovog
metabolita u serumu (tabela 26). Ovo povecanje koncentracije kreatinina cesto je
praceno i snizavanjem koncentracije ukupnih proteina seruma (Wershana 2001,
Attia i Nasr 2009) i glukoze (Wershana 2001) kod zivotinja. Takve promene u
koncentraciji rastvorljivih proteina i glukoze nisu uocene u ovom eksperimentu
(tabela 26).

Nije pronaden nijedan literaturni podatak koji bi ukazivao na koji nac¢in PK
utice na koncentraciju jona kalcijuma u serumu ili na aktivnost serumske amilaze.
Na osnovu rezultata dobijenih u ovom ogledu moze se zakljuciti da oralni unos
PK ne dovodi do poremecaja homeostaze ova dva parametra (tabela 26).

Iako jetra nije glavni ciljani organ delovanja PK i na njoj se ¢esto uocavaju

patoloske promene usled delovanja ovog pesticida i to kako na biohemijskom,



tako i na fizioloskom i histoloSkom nivou (Dere i sar. 2001, Kori-Siakpere i sar.
2007).

Jedan od glavnih biomarkera funkcije jetre su aminotransferaze i svaka
promena njihove aktivnosti ukazuje na neke poremecaje koji se odigravaju u ovom
organu (Gorgens i sar. 1988, Yakubu i sar. 2005). Povecanje aktivnosti ALT pod
dejstvom PK koji je uoen u ovom ogledu (tabela 27) je u saglasnosti sa
rezultatima eksperimenata drugih autora. Do sli¢nih rezultata su dosli i Dere i sar.
(2001) u eksperimentu sa pili¢ima koji su primili PK i.p. putem, a i Kori-Siakpere i
sar. (2007) u ogledu sa ribama.

ALP je takode vazan pokazatelj funkcije jetre (Kaplan i Righetti 1970, Yorio
i sar. 2000, Yakubu i sar. 2005) i u ovom radu je uocen pad aktivnosti ovog enzima
pod dejstvom PK (tabela 27). Drugi autori, poput Raja i sar. (1992) u eksperimentu
sa zeCevima, nisu uocili promenu aktivnosti ovog enzima.

Za razliku od Dere i sar. (2001) koji su u jetri pilica koji su dobili dozu PK
i.p. putem ustanovili znacajno vecu aktivnost GGT, u ovom ogledu nije
zabeleZena promena aktivnosti ovog enzima kod pilica koji su primali PK oralnim
putem (tabela 27). Ni aktivnost amilaze se nije znacajno razlikovala izmedu
eksperimentalnih grupa (tabela 27), $to ukazuje na to da PK ne utice znacajno na
aktivnost ovog enzima u jetri.

Dere i sar. (2001) su publikovali rezultate koji ukazuju na to da PK moze da
utice i na druge biomarkere funkcije jetre, dovodeci do inhibicije aktivnosti CK ili
do znacajnog povecanja aktivnosti LDH. ATN je ispoljio protektivno dejstvo u
delovanju ovog herbicida na aktivnost enzima jetre (tabela 27).

Poznato je da PK podstice hiperprodukciju reaktivnih kiseoni¢nih cestica,
Sto dovodi do oksidativnih oStecenja makromolekula tkiva, ukljucujudi i DNK,
proteine i lipide (Dere i sar. 2001, Dafre i sar. 2004, Huh i sar. 2006). To neminovno

dovodi do aktiviranja sistema antioksidativne zastite u tkivima i organima.



Dosadasnji rezultati istrazivanja nisu usaglasena. . Delom se ti rezultati razlikuju
zbog razlic¢itih postavki ogleda, razlicitih Zivotinjskih vrsta, na¢ina primene i doze
PK kao i razli¢ite duzine ekspozicije ovoj reaktivnoj supstanci. Ipak, ¢ak i u
pojedinim eksperimentima koji su medusobno veoma sli¢ni Zivotinje su dale
razlicite biohemijske odgovore na stimulans.

Nakon primene PK doslo je do slucajeva kada je u jetri zabeleZena znacajno
veca aktivnost SOD-1, i to i kod pacova kod kojih je PK bio apliciran i.p. putem
(Noriega i sar. 2002) ili oralnim putem (Tieppo i sar. 2006), a i kod riba
(Figueiredo-Fernandes i sar. 2006). Interesantno je da su i Peixoto i sar. (2004) i
Igarashi i sar. (1998, 2000) otkrili da kod pacova koji su bili izlozeni delovanju PK
dolazi do pada aktivnosti SOD-2 u mitohondrijama jetre, ali da u citosolskoj
frakciji(SOD-1) ne dolazi ni do kakve promene aktivnosti ovog enzima. I kod zaba
je uoen pad u aktivnosti ovog KOG? enzima nakon primene PK (Czarniewska i
sar. 2003). Tsuchiya i sar. (1996) nije zabelezio nikakvu promenu aktivnosti SOD-1
u jetri pacova koji su PK primili putem hrane.

PK je delovao induktivno na aktivnost katalaze jetre pacova, bilo da je PK
unesen u organizam oralnim (Tsuchiya i sar. 1996) ili intraperitonealnim putem
(Noriega i sar. 2002, Ray i sar. 2007). I u in vitro kulturama hepatocita je doslo do
povecanja aktivnosti CAT (Sousa i sar. 2009). Naspurot njima, brojni autori su
ustanovili da u mithondrijama jetre pacova koji su bili izlozeni delovanju PK
dolazi do supresije aktivnosti SOD-2 (Igarashi i sar. 1998, 2000, Peixoto i sar. 2004,
Ghazi-Khansari i Mohammadi-Bardbori 2007), dok kod citosolske frakcije, sa
SOD-1 nema promene aktovnosti (Igarashi i sar. 1998, 2000). Tieppo i sar. (2006)
nije zabelezio promenu aktivnosti SOD-1 u jetri pacova nakon unoSenja ove
supstance u organizam oralnim putem. U jetri Zaba su Czarniewska i sar. (2003)

zabelezili da je doslo do znacajne aktivacije SOD-1 6 dana nakon primene PK, ali



da je pri sledecem merenju aktivnost ovog enzima bila znacajno niza u odnosu na
kontrolnu grupu.

Sto se peroksidazne aktivnosti ti¢e svi drugi autori su merili aktivnost glutation-
peroksidaze, ali su rezultati koji su dobijeni nakon delovanja PK na jetru razliciti.
Dok su Noriega i sar. (2002) i Ray i sar. (2007) kod pacova koji su PK primili i.p.
putem i Tsuchiya i sar. (1996) kod pacova kod kojih je PK unet oralnim putem,
zabelezili znacdajno vecu aktivnost ovog enzima u jetri, Peixoto i sar. (2004) je u
mitohondrijama jetre pacova i Czarniewska i sar. (2003) u jetri Zaba su zabelezili
njegovu znacajno manju aktivnost. U pojedinim eksperimentima nije uocena
nikakva promena u aktivnosti GSH-Px, bilo da su u pitanju jetra pacova koji su PK
uneli putem hrane (Aoki i sar. 2002, Tieppo i sar. 2006) ili samo njena citosolska
frakcija (Igarashi i sar. 1998, 2000) ili hepatociti pacova (Sousa i sar. 2009).

Iako Aoki i sar. (2002) nisu zabeleZili promenu aktivnosti GST u jetri
pacova, pojedini drugi autori su uodili povecanje aktivnosti ovog enzima pod
dejstvom PKi to i kod pacova (Ray i sar. 2007) i kod riba (Figueiredo-Fernandes i
sar. 2006).

PK nije doveo do povecanja intenziteta lipidne peroksidacije u jetri pacova
(Aoki i sar. 2002, Anguelov i Chichovska 2004) i riba (Parvez i Raisuddin 2006),
mada su neki autori konstatovali da PK dovodi do znacajnog povecanja lipidne
peroksidacije. Veci intenzitet lipidne peroksidacije u jetri je uo¢en kod pacova koji
su PK uneli u organizam putem hrane (Tsuchiya i sar. 1996, Igarashi i sar. 2000),
intraperitonealnim (Melchiorri i sar. 1994, Piotrowski i sar. 1996, Noriega i sar.
2002) ili subkutanim putem (Malekinejad i sar. 2010). Povecanje intenziteta lipidne
peroksidacije je zabeleZen i u mikrozomalnoj frakciji (Tomita i Okuyama 1994,
Ahmad i sar. 2010), mitohondrijama (Ghazi-Khansari i Mohammadi-Bardbori
2007, Mohammadi-Bardbori i Ghazi-Khansari 2007) jetre pacova, kao i u

hepatocitima (Sousa i sar. 2009). Svoje toksicne efekte pracene poremecajem



funkcije jetre PK je pokazao i u ovom radu (tabela 29). Kod brojlera koji su
hroni¢no, oralnim putem, unosili PK u organizam doslo je do statisticki znacajnog
povecanja aktivnosti SOD-1, CAT i GST, sto je rezultiralo pojavom oksidativnog
stresa i povecanim intenzitetom lipidne peroksidacije. Jedino je aktivnost GPx i
PPx ostala nepromenjena i na nivou kontrolne grupe pilica. ATN je u punoj meri
ispoljio svoje protektivno dejstvo i zastitio jetru od toksi¢nih efekata koje PK
izaziva (tabela 29).

Bubrezi su posebno osetljivi na delovanje PK (Fowler i Brooks 1971,
Florkowski i sar. 1992). Dodatak PK u kulturu celija bubrega dovodi do povecanja
aktivnosti celijske SOD-1 (Samai i sar. 2008). Primecena je i povecana aktivnost
katalaze, kao i GSH-Px u bubrezima pacova koji su primili jednu dozu PK i.p.
putem (Ray i sar. 2007). Sve to ukazuje da PK dovodi do oksidativnog stresa u
¢elijama bubrega Sto rezultira i povecanim intenzitetom lipidne peroksidacije u
ovom organu (Gil i sar. 2005, Samai i sar. 2008). Pojedini autori ipak nisu dosli do
ovakvih podataka (Piotrowski i sar. 1996, Anguelov i Chichovska 2004) kod
pacova koji su dobijali PK intraperitonealnim putem, a ni kod riba (Parvez i
Raisuddin 2006). Dejstvo PK na bubrege brojlera se ogleda u poremecaju
aktivnosti enzima antioksidativne zastite, kao i u pove¢anom intenzitetu lipidne
peroksidacije (tabela 30). Slobodni radikali nastali delovanjem PK , indukuju
povecanu aktivnost SOD-1 i GPx, ali i do inhibicije aktivnosti CAT. Sve to
rezultira pojavom oksidativnog stresa i u ovom organu. ATN se pokazao kao vrlo
uspesan preparat u zastiti bubrega od dejstva PK jer nije uocena ni jedna promena
u aktivnost antioksidativnih enzima kod pili¢a koji su oralnim putem unosili i PK i
ATN u kolic¢ini od 0,5% (tabela 30).

Glavni organ gde se ispoljavaju toksicni efekti delovanja PK su pluc¢a. Na
njima se uocavaju najintenzivnije morfo-fizioloske promene koje su najcesci uzrok

smrti organizma (Piotrowski i sar. 1996, Ali i sar. 2000, Candan i Alagozlii 2001).



Takvo delovanje PK se ogleda i u poremecaju aktivnosti enzima antioksidativne
zastite, kao i u povecanoj lipidnoj peroksidaciji. Pri unosu PK u organizam pacova
razli¢iti autori su dobili kontradiktorne podatke vezane za aktivnost SOD u
plu¢ima. Pri intraperitonealnoj primeni PK, Candan i Alagozlii (2001) su
registrovali povecanje aktivnosti ovog enzima, dok su Zhi i sar. (2011) ustanovili
znacdajno smanjenje. Sa druge strane, Igarashi i sar. (1998) nije pronasao nikakvu
promenu u aktivnosti SOD-1 kad se kod pacova PK unese oralnim putem. Podaci
dobijeni za aktivnost katalaze u plu¢ima su malo ujednaceniji. Veci broj autora je je
pronasao da do povecanja aktivnost ovog enzima u plué¢ima dolazi kada se PK
primeni i.p. putem, i to kako kod pacova (Dinis-Oliveira i sar. 2007, Ray i sar.
2007), tako i kod miseva (Ali i sar. 2000). Ali i sar. (2000) su u isto vreme utvrdili
da ne dolazi do poremecaja aktivnosti katalaze pluca kada se na pacovima
primeni PK i.p. putem, a do sli¢nih rezultata su dosli i Igarashi i sar. (1998) kod
pacova koji su PK unosili oralnim putem. Sto se peroksidazne aktivnosti ti¢e u
svim eksperimentima je merena aktivnosti GSH-Px u plu¢ima pacova ili in vitro u
kulturama celija plu¢nog porekla i tu su dobijeni isto tako vrlo raznoliki i cesto
kontradiktorni podaci. Dok jedni autori tvrde da se usled dejstva PK aktivnost
ovog enzima povecava (Dinis-Oliveira i sar. 2007, Ray i sar. 2007, Takizawa i sar.
2007), drugi su pronasli da se njegova aktivnost smanjuje (Candan i Alagozlii
2001, Zhi i sar. 2011), a treci nisu registrovali nikakve promene aktivnosti (Igarashi
i sar. 1998, Aoki i sar. 2002). Izuzev u par radova gde je publikovano da PK nije
doveo do povecanja intenziteta lipidne peroksidacije plu¢nog tkiva (Igarashi i sar.
1998, Aoki i sar. 2002), vecina drugih autora pronalazi da PK izaziva povecanje
intenziteta lipidne peroksidacije u manjoj ili vecoj meri, i to pacova (Piotrowski i
sar. 1996, Ali i sar. 2000, Candan i Alagozlii 2001, Anguelov i Chichovska 2004,
Asmadi i sar. 2005, Mohammadi-Karakani i sar. 2006, Dinis-Oliveira i sar. 2007,
Malekinejad i sar. 2010, Zhi i sar. 2011)., miSeva (Mustafa i sar. 2002, Gamal el-Din



i sar. 2005a) i prepelica (Galvani i sar. 2000) bez obzira na nacin unosa pesticida u
organizam. Da su pluca glavni ciljni organ delovanja PK kod Zivotinja potvrdeno
je i rezultatima ovog rada. Oralnim unosom u organizam PK je doveo do pojave
oksidativnog stresa u plu¢ima brojlera, Sto se ogleda u statisticki znacajno vecoj
aktivnosti SOD-1 i CAT i vedim intenzitetom lipidne peroksidacije u odnosu na
pili¢e kontrolne grupe (tabela 33).

Drugi organi su takode podlozni oksidativhom stresu ako se PK na neki
nadin unese u organizam ali su i ovde podaci dobijeni u dosadasnjim
istrazivanjima dosta neujednaceni. U radovima je potvrdeno da PK ne uti¢e na
koncentraciju hemoglobina u eritrocitima kod ljudi (Fairshter i sar. 1976, Hong i
sar. 2000) i morskih prasica (Wershana 2001). U eritrocitima su uocene druge
promene u biohemijskim procesima. Ako pacovi unesu PK u telo oralnim putem
moze dodi ili do inhibicije aktivnosti SOD-1 (Igarashi i sar. 1998) ili moze proci bez
ikakvog efekta na ovaj enzim (Tsuchiya i sar. 1996). Slicni rezultati su dobijeni i
kada je u pitanju aktivnost katalaze. Tsuchiya i sar. (1996) i Igarashi i sar. (1998)
nisu uocili nikakvu promenu aktivnosti ovog enzima usled dodatka PK, dok su
Ivanovic i sar. (2007) i Ray i sar. (2007) zabelezili njegovu znacajno vecu aktivnost.
Vec¢ina autora jedan od glavnih pokazatelja prooksidativnog delovanja PK u
eritrocitima je povecana peroksidazana aktivnost, pre svega GSH-Px (Tsuchiya i
sar. 1996, Galvani i sar. 2000, Ray i sar. 2007). PK dovodi do znacajno veceg
intenziteta lipidne peroksidacije u eritrocitima (Ivanovic i sar. 2007). Ivanovi¢ i sar.
(2007) su takode pokazali da su prirodni i sinteti¢ki bentoniti sposobni da u in vivo
uslovima, u samom lumenu digestivnog trakta adsorbuju molekule PK i na taj
nacin smanje njegovo Stetno delovanje na biohemijske i fizioloske procese u
organizmu, a pre svega u eritrocitima zivotinja. Rezultati ovog ogleda ukazuju da
PK ne utice na koncentraciju Hb, ali dovodi do oksidativnog stresa u eritrocitima

brojlera (tabela 28). PK dovodi do statisti¢ki znacajnog povecanja aktivnosti SOD-



1, CAT i GST, ali i do indukcije peroksidaza. Povecanje aktivnosti svih merenih
enzima antioksidativne zastite jasno ukazuje na hiperprodukciju slobodnih
radikala u ovim celijama. Antioksidativni sistem odbrane nije imao dovoljan
kapacitet da zastiti celije od toksicnog delovanja PK sto je dovelo do oksidativnog
stresa i povecanog intenziteta lipidne peroksidacije u ovim celijama. Kod pilic¢a
koji su zajedno sa PK unosili u organizam i ATN nisu uoceni nikakvi znaci
poremecaja aktivnosti enzima ili oksidativhog stresa, Sto jasno ukazuje na
protektivnu ulogu ovog preparata (tabela 28).

I nervno tkivo, a pre svega mozak je podlozan prooksidativnom delovanju
PK, sto dovodi do povecanog intenziteta lipidne peroksidacije u ovom tkivu
(Mollace i sar. 2003, Somayajulu-Nitu i sar. 2009). Oralni unos PK nije doveo do
promena aktivnosti enzima antioksidativne zastite, niti izazvao povecanje
intenziteta lipidne peroksidacije u odnosu na pili¢e kontrolne grupe (tabela 34).

Sréani misi¢ nije toliko pogoden Stetnim delovanjem PK po organizam, te u
njemu nije uocen vedi intenzitet lipidne peroksidacije kod pacova koji su PK
primili i.p. putem (Piotrowski i sar. 1996, Anguelov i Chichovska 2004). Ni unos
PK oralnim putem nije doveo do poremecaja aktivnosti antioksidativnih enzima
sr¢anog misica brojlera, ali je zabeleZen statisticki znacajno veci intenzitet lipidne
peroksidacije u ovom tkivu (tabela 36), sto ukazuje da PK moze da dovede srcani
miSi¢ u stanje oksidativnog stresa. Takvo dejstvo PK moze prouzrokovati ozbiljne
posledice po zivotinju.

Uocava se da oralni unos PK dovodi do statisticki znacajnog povecanja
aktivnosti CAT pankreasa (tabela 31) i GPx duodenuma (tabela 34), ali bez
remecenja aktivnosti drugih enzima i bez wuticaja na intenzitet lipidne
peroksidacije u ovim organima. PK ne pokazuje nikakve efekte na misi¢no tkivo

grudi i bataka (tabele 37 i 38).



U najvecem broju ogleda koji su ispitivali delovanje hroni¢nog unosa PK u
organizam koriS¢eni su pacovi kao model organizam. Autori ovih radova
(Igarashi i sar. 1998, 2000, Aoki i sar. 2002, Dinis-Oliveira i sar. 2007, Shopova et al
2007) su ustanovili da pod dejstvom PK dolazi do smanjenog prirasta Zivotinja, ili
do gubitka na masi kod odraslih jedinki (Malekinejad i sar. 2010), kao i do
promene relativnih masa pojedinih unutrasnjih organa, a pre svega povecana
relativna masa pluca i znacajno smanjena relativna masa jetre. Vremenski period
od tri nedelje je relativno kratak da bi se uocilo delovanje PK na prirast brojlera.
Slabiji prirast pilica PK grupe u odnosu na kontrolnu, ATN i PK-ATN grupu, se
uocava tek u toku poslednje nedelje (tabela 39). Pretpostavlja se da bi se razlike u
masi izmedu eksperimentalnih grupa povecale da je eksperiment duze trajao.
Merenjem mase unutrasnjih organa uocena je samo veca relativna masa pluca
brojlera hranjenih sa dodatkom PK i blago uvecanje mase bubrega, ali ne i
statisticki znacajno (tabela 40). Smanjenje relativne mase jetre pod uticajem PK,
koje su zabelezili drugi autori, nije uo¢eno u ovom radu. I relativne mase ostalih
merenih organa su bile izjednacene sa relativnim masama kontrolne i ATN grupe
(tabela 40). Zbog kratkog vremenskog perioda uzgoja ni na relativhim masama
odabranih delova trupa pilica se ne uocavaju statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa (tabela 41).

Analizom rezultata dobijenih u ovom radu zakljuc¢uje se da oralni unos PK
dovodi do indukcije antioksidativnih enzima i povecanja intenziteta lipidne
peroksidacije u mnogim tkivima i organima. Najvece promene se deSavaju u
plué¢ima, bubrezima, ertirocitima i jetri gde je produkcija slobodnih radikala i
najveca. Aluminosilikatna osnova ATN-a se pokazala kao uspeSan antidot protiv
trovanja brojlera ovim herbicidom. Pretpostavlja se da monmorilonit prisutan u
ATN-u najodgovorniji za adsorpciju i inaktivaciju PK u in vivo uslovima (ko?,

radovi).



6.3.2. Ohratoksin

OTA je veoma snazan nefrotoksin, ali pokazuje i hepatotoksicne efekte.
Unet u organizam dovodi do niza poremecaja cije se posledice mogu videti i
analizom krvog seruma. OTA dovodi do pada koncentracije proteina seruma kod
zivine (Sandhu i sar., 1998; Stoev i sar., 2002; Garcia i sar., 2003; Sawale i sar., 2009;
Zahoor-ul-Hassan i sar., 2010), svinja (Stoev i sar., 2001) i pacova (Abdel-Wahhab i
sar., 2008), i do povecanja nivoa serumskog kreatinina kod zivine (Stoev i sar.,
2002; Sakhare i sar., 2007; Zahoor-ul-Hassan i sar., 2010), pacova (Dorant i sar.,
2001; Malekinejad i sar. 2011) i svinja (Stoev i sar., 2001; Jarczyk i sar., 2008).
Unosom OTA u organizam dolazi do pada koncentracije jona kalcijuma u serumu
kod pili¢a (Santin i sar.,2002), ali drugi autori nisu zabelezili takav uticaj OTA kod
koka nosilja (Zahoor-ul-Hassan i sar.,, 2010) ili svinja (Jarczyk i sar., 2008).
Literaturni podaci o delovanju OTA na nivo serumske glukoze su protivrecni.
Alvarez i sar. (2004) nisu registrovali nikakvu promenu koncentracije ovog
metabolita u serumu pacova usled delovanja OTA. Stoev i sar. (2001) su zabelezili
da usled unosa u organizam svinja dolazi do pada koncentracije glukoze u krvi, a
ista grupa autora (Stoev i sar., 2002) je kod pilica registrovala povecan nivo
glukoze u serumu. Nisu pronadeni literaturni podaci o nac¢inu delovanja OTA na
aktivnost serumske AMY. Preparati na bazi aluminosilikata nisu uspeli da ublaze
negativan efekat delovanja OTA na merene serumske parametre KOJE? (Santin i
sar.,2002; Garcia i sar., 2003; Jarczyk i sar., 2008). Akutna primena jedne doze OTA
nije dovela do znacajnijih promena u homeostazi ispitivanih parametara krvog
seruma (tablea 25). Jedina uocena promena je povecanje koncentracije serumskog
kreatinina pod uticajem ovog mikotoksina, S$to je u saglasnosti sa rezultatima koje
su publikovali i drugi autori ?. Unos ATN-a zajedno sa OTA je ublazio ovaj

poremecaj (tabela 26).



Unos OTA u organizam dovodi do povecdanja aktivnosti ALP jetre pacova
(Atroshi i sar., 2000), a isti takav odgovor se dobija i u serumu (Dorant i sar., 2001;
Malekinejad i sar., 2011). Aktivnost ALP je povecana i u serumu Zivine kao
posledica toksicnog delovanja OTA (Sakhare i sar., 2007; Denli i sar., 2008). Kao
posledica unosa OTA wu organizam Zivotinja je i povecanje aktivnosti
aminotransferaza u jetri pacova (Atroshi i sar., 2000) i u serumu pacova (Dorant i
sar., 2001; Malekinejad i sar., 2011) i zivine (Santin i sar., 2002; Sawale i sar., 2009;
Zahoor-ul-Hassan i sar., 2010). Ipak, pojedini autori nisu uocili aktivaciju ovih
enzima u serumu nakon unosa OTA (Sandhu i sar., 1998; Garcia i sar., 2003;
Alvarez i sar., 2004). Tako je zabeleZzeno da OTA dovodi po povecanja aktivnosti
GGT seruma kod zivine (Dorant i sar., 2001; Santin i sar., 2002; Denli i sar., 2008),
Atroshi i sar. (2000) nisu registrovali promenu aktivnosti ovog enzima u jetri
tokom ohratoksikoze pacova. Dodatkom gline u hranivo se ne ublazava toksi¢no
delovanje OTA (Santin i sar., 2002; Jarczyk i sar., 2008). Primena jedne doze OTA
oralnim putem kod brojlera dovodi do inhibicije aktivnosti ALP jetre (tabela 27),
$to je u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili i drugi autori. ATN dodat u
hranivo nije uspeo da ponisti negativno delovanje OTA na aktivnost ALP ovog
organa. Drugi izmereni poremecaj funkcije jetre je statisticki znacajno povecanje
aktivnosti AMY. U ovom slucaju ATN je delovao protektivno i ponistio
nepovoljan efekat delovanja OTA (tabela 27).

OTA inhibira aktivnost SOD-1 u bubrezima i jetri miSeva i pacova (Meki i
Hussein, 2001; Ozgelik i sar., 2004, Abdel-Wahhab i sar., 2008; Chakraborty i
Verma, 2010). Moguce je da OTA u tkivima reaguje sa bakrom i/ili cinkom iz
molekula SOD-1 i na taj nacin izaziva inhibiciju aktivnosti ovog enzima (Meki i
Hussein, 2001). Unosom OTA u organizam i aktivnost CAT je znacajno smanjena
u ova dva organa (Meki i Hussein, 2001; Chakraborty i Verma, 2010). Smanjena

aktivnost CAT usled delovanja OTA moze biti posledica smanjenja apsorpcije



esencijalnih elemenata neophodnih za aktivnost ovog enzima (Meki i Hussein,
2001). OTA dovodi i do pada aktivnosti GSH-Px u tkivu oba ispitivana organa
(Meki i Hussein, 2001; Ozgelik i sar., 2004; Abdel-Wahhab i sar., 2008; Chakraborty
i Verma, 2010). Indukcija GST u c(elijama jetre se moze smatrati glavnim
mehanizmom zastite od hemijskog stresa i kancerogeneze. GST je vazan deo
intracelularnog detoksifikacionog sistema i stiti celiju od razlic¢itih mutagena i
drugih toksi¢nih supstanci. I pored ociglednih toksi¢nih efekata koje OTA izaziva
u organizmu, nije registrovana indukcija ovog enzima u tkivu jetre pacova (Meki i
Hussein, 2001). Do istih rezultata se doslo i u ovom ogledu (tabela 28). Aktivnost
GST jetre kod pilica izlozenih delovanju OTA nije bio statisticki znacajno razlicit
od aktivnosti ovog enzima u jetri pilica kontrolne grupe.

OTA indukuje lipidnu peroksidaciju tako Sto se helatira sa Fe* gradeci
OTA-Fe* helat koji se mnogo lakse redukuje do OTA-Fe?* kompleksa uz pomo¢
flavoprotein-NADPH-Citohrom P450 reduktaze. U prisustvu kiseonika
novonastali kompleks omogucava stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih cestica koje
iniciraju lipidnu peroksidaciju. OTA moze intenzivirati nivo lipidne peroksidacije
ili tako Sto uzrokuje povecanu produkciju slobodnoradikalskih cestica i/ili
eventualno inhibira endogene mehanizme zastite od tih cestica (Meki i Hussein,
2001). Povecan intenzitet lipidne peroksidacije u tkivu jetre je zabelezen u
radovima mnogih autora (Gautier i sar., 2001; Meki i Hussein, 2001; Soy6z i sar.,
2004; Abdel-Wahhab i sar., 2008; Chakraborty i Verma, 2010). Analizom
antioksidativnog statusa jetre, nakon primene jedne doze OTA oralnim putem,
uocava se jedino inhibicija aktivnosti SOD-1 (tabela 29), Sto je u skladu sa
rezultatima koje su dobijeni od strane i drugih autora. Aktivnosti drugih merenih
enzima antioksidativne zastite u jetri nisu bile razli¢ite od onih dobijenih kod
pilica kontrolne grupe. Intenzitet lipidne peroksidacije je bio povecan $to jasno

ukazuje da je i jedna oralna doza OTA dovoljna da dovede jetru u stanje



oksidativnog stresa. Primena ATN-a nije pokazala zadovoljavajuce rezultate. ATN
nije uspeo da ponisti ili ublazi efekte koje OTA izaziva u jetri (tabela 29). I u
bubrezima je nivo lipidne peroksidacije indukovan unosom OTA u organizam, Sto
jasno pokazuje da se i ovaj organ nalazi u stanju oksidativnog stresa (Baudrimont i
sar., 1997; Gautier i sar., 2001; Meki i Hussein, 2001; Ozgelik i sar., 2004; Abdel-
Wahhab i sar., 2008; Chakraborty i Verma, 2010). Cak i jedna doza OTA unetog u
organizam oralnim putem je bila dovoljna da ovaj mikotoksin ispolji svoje
nefrotoksi¢ne osobine kod brojlera. OTA je kod brojlera doveo do pada aktivnosti
svih merenih antioksidativnih enzima i doveo do izrazenog oksidativnog stresa u
ovom organu (tabela 30). Ni dodatak ATN-a u hranivo nije uspeo da ponisti
ovakvo delovanje OTA na bubrege, aktivnosti svih merenih enzima su ostale
smanjene, a intenzitet lipidne peroksidacije statisticki znacajno povecan (tabela
30).

Literaturni podaci ukazuju OTA dovodi do statisticki znacajnog pada
koncentracije Hb kod zivine i uzrokuje anemiju (Huff i sar., 1979; Janaczyk i sar.,
2006; Sakhare i sar., 2007; Sawale i sar., 2009). Takvi rezultati nisu dobijeni u ovom
ogledu primenom jedne doze OTA (tabela 28).

Nisu pronadeni literaturni podaci o nacinu delovanja OTA u drugim
organima. Analizom rezultata ovog rada se uocava i izuzetno snazno delovanje
OTA na slezinu (tabela 32). OTA indukuje povecanje aktivnosti sva Cetiri enzima
antioksidativne zastite (SOD-1, CAT, GPx i PPx) sto dovodi ovaj organ u stanje
oksidativnog stresa i povec¢anog intenziteta lipidne peroksidacije. Dodatak ATN-a
nije delovao blagotvorno ni kad je slezina u pitanju i nije uspeo da ublazi Stetne
posledice delovanja OTA (tabela 32). Sto se drugih organa ti¢e, unos OTA nije
doveo do ozbiljnijih poremecaja. Uoceno je povecanje aktivnosti nekih enzima u
pojedinim organima ali to su izolovani slucajevi i ni u jednom organu nisu uoceni

znaci oksidativnog stresa (tabele 28, 31, 33-38).



OTA utice i na relativne mase unutrasnjih organa kod pili¢a. Utvrdeno je da
dugotrajnim unosom OTA dolazi do uvecanja relativne mase jetre (Sakhare i sar.,
2007; Zahoor-ul-Hassan i sar., 2010), bubrega i Zeluca (Zahoor-ul-Hassan i sar.,
2010). Relativna masa Fabricijeve burze je smanjena, kao i masa slezine (Sakhare i
sar., 2007). Posto u ovom radu nije ispitivan dugotrajan unos OTA i posto je
primenjena samo jedna doza i to oralnim putem, nije doSlo do promene relativne
mase ni jednog merenog organa (tabela 40) ili dela trupa (tabela 41) brojlera.

Unos cak i jedne doze OTA oralnim putem kod pilica se ispoljavaju
negativni efekti delovanja ovog mikotoksina ne jetru, bubrege i slezinu. U ovim
organima se jasno uocavaju svi znaci oksidativnog stresa izazvanih povecanom
produkcijom slobodnoradikalskih cestica. Primena ovako male doze medutim, ne
dovodi do sli¢nog efekta u drugim ispitivanim organima. Primena ATN-a se
pokazala neefikasna u zastiti od ovog mikotoksina, S$to ukazuje na c¢injenicu da
primena preparata na bazi aluminosilikata u in vivo uslovima nije reSenje za

sprecavanje mikotoksikoza.



7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata primene Antitoksi¢nog nutritiva (ATN), preparata na bazi

prirodnih aluminosilikata, u ishrani pili¢a (5 g/kg hraniva), tokom 3 ili 6 nedelja,

mogu se izvesti sledeci zakljucci:

svi hematoloski i biohemijski parametri odredivani u serumu i homogenatu
jetre ukazuju da ATN ne remeti normalne biohemijske procese, a da vitalne
fizioloske funkcije pili¢a ostaju ocuvane,

aktivnost glutation S-transferaza, enzima detoksikacije i parametra
toksi¢nosti, nije povecana u grupi pili¢a sa dodatkom ATN u hrani,

u grupi sa ATN utvrdene su promene u hemijskom sastavu mesa, povecan
je sadrzaj proteina a smanjen lipida u belom mesu, a koli¢ina pepela je
povecana i u belom i u crvenom mesu.

od parametara uzgoja, utvrdeno je da ATN ne utice na prirast zivotinja, ni
na konverziju hrane, ali pri duzem, Sestonedeljnom, uzgoju dovodi do

povecanih relativnih masa pojedinih organa digestivnog trakta.

U eksperimentu toksi¢nosti ¢iji cilj je bio da se utvrdi protektivno delovanje

ATN u hrani uz prisustvo razlicitih toksikanata, na osnovu rezultata hematoloskih

i biohemijskih analiza, odredivanja enzima antioksidativne zastite i lipidne

peroksidacije, kao i odredjivanja parametara uzgoja i tezine organa, mogu se

izvesti sledeci zakljudci:



Delovanje mikotoksina - aflatoksina i ohratoksina

dvanaest ¢asova nakon unosa 1 mg/kg telesne mase aflatoksina B: (AFTB1)
kod pili¢a starih tri nedelje, dolazi do poremecaja, ali ne signifikantnih, u
oksidativhom statusu pojedinih organa, pre svega jetre i bubrega, ali se
izvesne promene uocavaju i na mozgu. Jedna primenjena doza u ovoj
koli¢ini nije dovoljna da dovede do znacajnijih promena na drugim
organima,

jedna doza ohratoksina A uneta u koli¢ini od 1,5 mg/kg telesne mase,
dvanaest casova nakon unosa dovodi do signifikantnih promena u
aktivnosti enzima antioksidativne zastite i lipidne peroksidacije, Sto
ukazuje na oksidativni stres, pre svega u bubrezima i slezini, a u manjoj
meri i u jetri i plu¢ima,

na osnovu ispitivanih parametara je utvrdeno da bi ATN, dodat u hranu,
mogao da bude dobar protektivni agens za delovanje aflatoksina ali ne i

ohratoksina.

Delovanje herbicida — parakvat

signifikantno povecana aktivnost antioksidativnih enzima i lipidne
peroksidacije delovanjem parakvata je utvrdena u pluéima, jetri, srcu i
bubrezima. Povecan nivo kreatinina u serumu takode ukazuje na poremecaj
funkcije bubrega. Posledica delovanja parakvata suismanjen prirast pilica
i uvec¢ana masa pluca i bubrega,

ATN dodat u hranivo, uz istovremenu intoksikaciju pilica parakvatom
predstavlja odlican detoksifikacioni agens u zastiti od delovanja ovog

herbicida.

Delovanje jona teskih metala — olova



¢ unos olova uzrokuje signifikantni pad koncentracije hemoglobina, dovodeci
do anemije kod pili¢a. Biohemijski parametri, signifikantno promenjeni
ukazuju na brojne fizioloSke poremece, a disbalans u aktivnosti
antioksidativnih enzima potvrduje prisustvo oksidativnog stresa u mnogim
unutrasnjim organima. Najizrazitije promene se uocavaju na eritrocitima,
bubrezima i mozgu, ali se poremecaji uocavaju i na jetri, duodenumu i srcu,
e u grupi pilica hranjenih uz istovremeni dodatak ATN, na osnovu
ispitivanih parametara moze se zakljuciti da nije doSlo do poremecaja,

kakvi su konstatovani u grupi intoksiciranoj olovom.

Delovanje cijanotoksina - mikrocistina

¢ hroniéni unos mikrocistina u toku prve tri nedelje Zivota pilica dovodi do
signifikantnog smanjenja koncentracije proteina i kreatinina. Delovanje
ovog hepatotoksina se najviSe odrazava na jetru. Signifikantno je
promenjen sistem antioksidativne zastite, Sto vodi oksidativnom stresu u
jetri, ali i u drugim organima, pre svega u bubregu i duodenumu,

¢ protektivno delovanje ATN u hrani ogleda se u izostanku patoloskih nalaza

kod pili¢a intoksiciranih mikrocistinom.

Opsti zakljucak ove teze bi bio da Antitoksi¢ni nutritiv, ATN, u koli¢ini od
0,5% u hranivo, predstavlja neskodljiv dodatak hrani, koji poboljSava odredene
parametre uzgoja pilica, a kao snazan detoksifikacioni agens, sprecava delovanje
vecine ispitivanih toksikanata. Pretpostavlja se da ATN adsorbuje molekule
ispitivanih toksina u lumenu digestivnog trakta i da tako sprecava njihov prodor u

krvotok.
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Nema

U ovom radu je ispitivan uticaj Antitoksi¢nog nutritiva
(ATN), preparata na bazi prirodnih aluminosilikata, na
biohemijske, fizioloSke, tehnoloske i proizvodne
parametre uzgoja pilica. ATN je smesa zeolita
klinoptilolita, gline monmorilonita i male koli¢ine
aktivnog uglja. Dodatak ovog preparata u hranivo za
pilice u koli¢ini od 5 g/kg nije izazvao promene u
normalnoj biohemijskoj i fizioloSkoj homeostazi
zivotinja. Hematoloski  parametri, koncentracija
metabolita, elektrolita i aktivnost enzima seruma i jetre
je bila u granicama referentnih vrednosti. ATN ne utice
na prirast zivotinja, ni na konverziju hrane, ali dovodi
do povecanja relativnih masa pojedinih organa
digestivnog trakta.

Uocava se da dodatkom ATN-a u hranivo dolazi do
smanjenja koli¢ine masti a povecanja kolic¢ine proteina
u belom mesu. ATN takode povecava i sadrzaj pepela u
belom i crvenom mesu.

Akutni ili hroni¢ni tronedeljni oralni unos pojedinih
toksikanata (mikotoksina aflatoksina B1 i ohratoksina A,
herbicida  parakvata, jona olova ili toksina
cijanobakterija-mikrocistisa) dovodi do poremecaja
normalne biohemijske i fizioloSke homeostaze
pojedinih organa i tkiva piliéa, Sto je utvrdeno na
osnovu rezultata hematoloskih i biohemijskih analiza,
odredivanja enzima antioksidativne zastite i lipidne
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peroksidacije, kao i odredjivanja parametara uzgoja i
tezine organa. ATN, dodat u hranu u koli¢ini od 5 g/kg,
mogao da bude dobar protektivni agens za delovanje
aflatoksina, parakvata, jona teskih metala i mikrocistisa,
ali ne i ohratoksina.
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This study investigated the effects of dietary
supplementation =~ with  hydrated aluminosilicate
(Antitoxic Nutrient-ATN), based on zeolitic ore
(clinoptilolite), clay bentonite (montmorillonite), and
small amounts of activated charcoal, on performance,
hematological, serum, and liver biochemical
parameters, as well as organ weights and meat quality
in broiler chickens. The dietary addition of ATN has no
adverse effects on serum and liver biochemical
parameters and does not affect the normal
physiological homeostasis of animals. However, the
results of this study demonstrate that supplementation
with 5 g/kg of ATN influenced organ weights, and
chemical composition of broiler chicken meat.

This study also evaluated the effectiveness of ATN to
protect broilers from adverse effects of five different
toxic substances (mycotoxins aflatoxin Bi, and
ochratoxin A, herbicide paraquat, heavy metal ions
supplied as lead-acetate, and microcystis, toxin of
cyanobacteria). Toxic substances induced oxidative
stress and disturb normal biochemical and
physiological homeostasis of different tissues and
organs in poultry. The results from this study
demonstrate that the biochemical variables of serum,
liver, kidney, lung and other organs were negatively
affected by all five toxic substances. The addition of 5



g/kg of ATN was protective against aflatoxin Bi, lead-
acetate, paraquat and microcystis, but not against
ochratoxin A.
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