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1. UVOD

Osnovni preduvjet u govedarskoj proizvodnji je proizvodnja kvalitetne zelene i
voluminozne krme Kkoja je glavna hrana prezivaca, pa tako i goveda. Govedo je biljojed. Hrani
se sirovom krmom a niskovrijedne sirovine sjeno, sjenazu, travu i silazu pretvara u vrijedan
proizvod, mlijeko i meso. Proizvodnja mlijeka je kontinuiran proces koji ima svoje biolosko i
proizvodno znacenje. Osnova je odrzavanja vrste i uz to, uzgojem teladi kao nusproizvod
predstavlja proizvodnju govedeg mesa. Proizvodi, meso i mlijeko, namirnice su izuzetno
kvalitetog sastava i sluze za prehranu ljudi. Tri sastojka mlijeka proteini, kalcij i riboflavin
predstavljaju njegovo osobito znacenje. U kemijskom pogledu mlijeko je smjesa vitamina,
minerala, ugljikohidrata, masti, proteina, otopljenih anorganskih sastojaka soli i laktoze
disperziranih u vodi ukljucujuci i neproteinske dusi¢ne spojeve. Nakon telenja, sukcesivnom
laktacijom krava neprekidno se proizvodi mlijeko. Mlije¢nost krava vrlo je nisko nasljedno
odredena. Heritabilitet za svaku osobinu mlije¢nosti relativno je niska a iznosi ispod 0,40.
Stoga je jasno da proizvodnju mlijeka uvjetuju vanjski ¢imbenici poput hranidbe, drzanja i
individualnog tretmana krava. Svako grlo ima vlastiti kapacitet proizvodnje a za to je
potrebna odredena koli¢ina energije i hranjivih tvari koje odgovaraju stupnju proizvodnje u
kojem se odredeno grlo nalazi. Uz povecanje proizvodnje mlijeka u posljednjih nekoliko
desetljeca, plodnost krava je smanjena. Smanjena plodnost utjece na kontinuiranu proizvodnju
mlijeka jer nedostatak osnovnog uvjeta kao $to je telenje znaci prekid proizvodnje grla. Na
plodnost mogu utjecati razni ¢imbenici bili oni genetski, okoliSni ili hranidbeni. Uz
kompleksnu interakciju ovih ¢imbenika tesko je odrediti toCan razlog. Jedan od mogucih
razloga mogao bi biti stres definiran kao stres uzrokovan visokom proizvodnjom mlijeka,
abiotic¢ki stres ili oksidativni stres. Oksidativni stres predstavlja neravnotezu u proizvodnji
slobodnih radikala kisika (eng. reactive oxygen species, ROS) i nedostatka antioksidansa u
stanici za njihovo uklanjanje. Oksidativni stres kod mlije¢nih krava moze uzrokovati

reproduktivne poremecaje koji direktno utjeCu na pad proizvodnje mlijeka (Caput, 1996).



2. OKSIDATIVNI STRES KOD MLIJECNIH KRAVA

Oksidativni stres predstavlja stanje u kojem postoji neravnoteza izmedu Stvaranja
slobodnih radikala i njihovog neutraliziranja od strane antioksidativne zaStite organizma.
Posljedice nakupljanja u stanici slobodnih radikala kod oksidativnog stresa mogu biti jedan od
¢imbenika koji sudjeluje u nastanku velikog broja akutnih i kroni¢nih oboljenja (Sen CK-
2001). Slobodni radikali su atomi, molekule ili ioni koji sadrze bar jedan nesparen elektron u
vanjskom elektronskom omotacu (Cheeseman KH, Slater TF-1993). Slobodni radikali su
molekule koje su vrlo reaktivne zbog tendencije sparivanja elektrona. Stetno djelovanje
slobodnih radikala potjece iz potrebe da postignu elektronsku stabilnost i zato reagiraju sa
prvom susjednom stabilnom molekulom uzimajuéi njen elektron i zapo€injué¢i na taj nacin
lan¢anu reakciju koja dovodi do biokemijskih, strukturnih i funkcionalnih promjena
biomolekula (Rimbach G, Hohler D, Fischer A, et al.-1999). Tijekom evolucije, organizam se
prilagodio na aerobne uvjete zivota a kao odgovor na stvaranje slobodnih radikala u isto
vrijeme dolazi i do stvaranja zaStitnih antioksidativnih mehanizama obrane (Beattie SD-
2006). Ovim mehanizmom organizam se brani od Stetnog djelovanja i nekontroliranog
stvaranja radikala kisika tijekom metabolickih procesa i odrzavaju¢i ih u niskim
koncentracijama. Antioksidativna zaStita predstavlja sustav odgovoran za neutralizaciju
reaktivnih radikala kisika (ROS) i se moze podijeliti na slijedece cjeline:

e enzimska antioksidativna zastita koja govori o sudjelovanju enzima koji neutraliziraju
slobodne radikale (superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-reduktaza i glutation
peroksidaza);

e neenzimatska antioksidantna zastita koja se sastoji od proteina koji Vvezuju
potencijalno opasne ione zeljeza i bakra u svojoj neaktivnoj formi i na taj nacin
sprec¢avaju stvaranje slobodnih radikala i brojnih niskomolekularnih spojeva kao §to su
L-askorbinska kiselina, o-tokoferol, karotenoidi, ubikinon Co0Q10H2, glutation,
mokracna kiselina, bilirubin i dr. (Dekkers JC, van Doornen LJ, Kemper HC -1996).
Mehanizmi kojima ovi spojevi ostvaruju svoju aktivnost u sustavu antioksidantne

zaStite se razlikuju i najéeSée su to hvataci slobodnih radikala, donori protona, inhibitori
enzima, stvoreni kelatni ioni prijelaznih metala itd. (Dekkers JC, van Doornen LJ, Kemper
HC -1996).

Oksidativni stres je aktivno podrucje istraZivanja u veterinarskoj medicini, te je povezan s

mnogim bolesnim procesima, ukljucujuéi sepsu, mastitis, enteritis, upalu plu¢a (pneumoniju),

i bolesti zglobova (Lykkesfeldt & Svendsen, 2007.). Mali broj istrazivanja je proveden kod
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prezivata kao i u¢inak oksidativnog stresa. Istrazivanja koja su provedena na govedima,
ovcama i kozama su slicna i uglavnom se bave s posljedicama mastitisa, upalom pluca i
zadrZane posteljice. U novije vrijeme, studije su usmjerene na nastajanje metabolic¢kih bolesti
koje utje¢u kod mlije¢nih prezivaca u razdoblju peripartuma. Imajuéi to na umu, cilj ovog
zavr$nog rada je sazeti postoje¢e znanje oksidativnog stresa u prezivaca. Istraziti koja je
fizioloska osnova i dokazati ulogu oksidacijskog stresa u prezivaca, koji utjee na zdravlje i
proizvodnju s naglaskom potrebe za daljnjim istrazivanjima oksidativnog stresa u prezivaca u
periodu pred telenje koje je vrlo vazano za oCuvanje zdravlja mlije¢nih krava. Poremecaji kao
Sto su otok vimena, zaostajanje posteljice 1 mastitis mogu smanjiti proizvodnju mlijeka,
njegovu industrijsku vrijednost i nepovoljno utjecati na proizvodni ciklus samog goveda. Kao
rezultat pojavljuje se izostajanje estrusa, opca nemogucnost zaceca ili smrt embrija u ranom
periodu nakon zaceta. Svim ovim poremecajima moze pridonijeti oksidativni stres.
Oksidativni stres nastaje kada se poremeti ravnoteza oksidacijsko-redukcijskih procesa
prekomjernim stvaranjem slobodnih radikala kisika koje stani¢ni homeostatski mehanizmi
nisu u stanju neutralizirati (Sayeed i sur., 2003; Morales i sur., 2004; Kelly i sur.,1998). U
stanicama se oksidativni stres pojavljuje kao rezultat jednog od tri ¢imbenika:

1. povecanog nastajanja ROS,

2. smanjenja antoksidativne zastite (nemoguénost neutraliziranja utjecaja ROS ili pak

njihovog uklanjanja),

3. nemogucénosti popravka oksidativnog oStecenja.

ROS mogu biti ili slobodni radikali, ili reaktivni anioni koji sadrze Kkisikove atome, ili
molekule koje sadrze kisikove atome koji mogu ili stvarati slobodne radikale ili se pomoc¢u
njih mogu kemijski aktivirati. Glavni izvor ROS in vivo je aerobna respiracija, a takoder ROS
mogu nastajati i peroksisomalnom B-oksidacijom masnih kiselina, mikrosomalnim citokrom
P450 metabolizmom ksenobiotika, stimulacijom fagocita patogenima ili lipopolisaharidima,
metabolizmom arginina i tkivno specificnih enzima. U svakoj stanici odvijaju se kemijske
reakcije koje ukljucuju oksidaciju 1 redukciju molekula. Na primjer, kada stanice koriste kisik
za proizvodnju energije, slobodni radikali nastaju kao posljedica proizvodnje ATP u
mitohondrijima.

Proizvodnja reaktivnih radikala kisika (ROS) je kontinuiran i normalan proces
metabolizma stanice. U malim su koncentracijama ROS esencijalni u sintezi bioloski vaznih
molekula, nastajanju spolnih stanica, pri reakciji dobivanja energije, regulaciji rasta stanica i
prijenosu signala izmedu stanica. No ipak, u prevelikim koncentracijama moze utjecati na

strukturu stanicne membrane i njezinu funkciju, u reakciji sa DNA moze dovesti do mutacija i
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izmjeniti metabolizam lipida i proteina u organizmu. Sto moZe imati za posljedicu smanjenje
aktivnosti enzima. Tijekom gravidnosti, corpus luteum esencijalan je za stvaranje
progesterona i odrzavanje trudnoce. Slobodni kisikovi radikali (ROS) o$te¢uju membranu
zutog tijela i smanjuju ili u potpunosti zaustavljaju sintezu progesterona $to dovodi do
nemogucénosti odrzavanja trudnoc¢e. U tijeku laktacije krava se proizvodnjom mlijeka
postupno iscrpljuje. Stoga je potrebno prilikom suhostaja, kravu drzati na obroku kojim ¢e
posti¢i dobru kondiciju i odredene rezerve, osobito proteina, minerala i vitamina. Ukoliko
krava ude u telenje sa slabom kondicijom, izostat ¢e visoka proizvodnja a usljedit ¢e pad

krivulje laktacije (Sontakke, 2014).



3. TVORBA REAKTIVNIH RADIKALA KISIKA (ROS)

Kisik kao molekula je biradikal. U vanjskoj ljusci sadrzi dva nesparena elektrona.
Molekulski kisik je neophodan za zivot, no isto tako, ukoliko njegova koncentracija u tkivima
aerobnih organizama postane ve¢a od normalne, on postaje toksi¢an. Jedan od glavnih razloga
moguce toksi¢nosti kisika je njegovo stvaranje reaktivnih radikala kisika (engl. reactive
oxygen species; ROS) (Niviere V, Fontecave M.,1995) Zbog prisustva nesparenih elektrona
ovi spojevi nazivaju se slobodni radikali (Gutteridge JMC,1994).

Slobodni radikali su atomi ili molekule koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u
vanjskoj elektronskoj ljusci. Ti nespareni elektroni su proton akceptori ili donori drugim
molekulama. Upravo to je razlog koji ih ¢ini vrlo nestabilnim i visoko reaktivnim, pri ¢emu
reagiraju s anorganskim i organskim spojevima. Slobodni radikali nastaju u redukcijsko-
oksidacijskim reakcijama stanice, fizioloskim procesima poput oksidativne fosforilacije u
mitohondriju, apsorpcijom energije zracenja, oksidacije masnih kiselina u peroksisomima,
fagocitoze i dr. ( Lee HC, Wei YH. -2000). Isto tako mogu nastati enzimatskom oksidacijom i
autooksidacijom kemjskih spojeva, u prvom redu tiola, oksihemoglobina i hidrokinona.
Prilikom tih reakcija dolazi do redukcije molekulskog kisika, a kao produkt nastaju
superoksidi uz prisutvo prijelaznih metala. Reaktivni radikali kisika ne predstavljaju samo
kisikove radikale poput hidroksilnog radikala (HO") i superoksidnog aniona (O2). U tu
skupinu ulaze reaktivni spojevi kao §to je vodikov peroksid (H202), hipoklorna Kiselina
(HOCI), reaktivni, singlet kisik (1O2) i ozon (Os). ROS se pojavljuje u organizmu tijekom
patoloskih i fizioloskih procesa metabolizma prilikom redukcije 1 ekscitacije kisika. Procesom
oksidacijske fosforilacije u sistemu citokrom-C-oksidaze, na unutrasnjoj strani mitohondrijske
membrane, molekulski se kisik reducira do vode (Fulton D. at all-1997). Kao meduprodukt
tijekom te reakcije oslobadaju se reaktivni spojevi u maloj ali vrlo znacajnoj koli¢ini.
Redukcijom jednog elektrona molekule kisika nastaje superoksidni anion (O27) U kiseloj
sredini on veze proton. Kao rezultat nastaje jo§ reaktivniji perhidroksilni radikal ( HOz 7). Uz
pomo¢ vodikovih iona i superoksid dismutaze superoksidni anion se prevodi u vodikov
peroksid. Unato¢ tome S§to vodikov peroksid nema nesparenih elektrona i nije radikal, uz
prisustvo prijelaznih metala, dvovalentnog Zeljeza (Fe?") i jednovalentnog iona bakra (Cu*),
djeluje kao oksidans. Upravo na taj nacin moZze prihvatiti jedan elektron stvaraju¢i vrlo
toksic¢an hidroksilni radikal (OH"). Hidroksilni radikal reagira sa svim vrstama biomolekula i

zbog toga je izrazito reaktivan (Sontakke, 2014).



Reaktivni spojevi kisika (ROS) je pojam koji se koristi za grupu oksidansa, koji mogu
biti ili slobodni radikali ili molekule koje su sposobne generirati slobodne radikale. U
mitohondriju stanice se uglavnom generira superoksidni radikal (O27). U normalnim
fizioloskim uvjetima 2% O> prevede se u O~ tijekom mitohondrijske respiracije, fagocitoze i
td. Postotak ROS-a raste tijekom infekcije, vjeZbanja, izlaganja zagadenosti, UV zracenju,
ionizacijskom zracenju i dr. (NO') je endotelni faktor i neurotransmiter, produkt nitrit oksid
sintetaze. NO' i O27se prevode u snazni oksidativni radikal hidroksi radikal (OH' ), alkoksi
radikal (RO ) peroksi radikalu (ROO"), singletni kisik (*O2). Neki se radikali prevod do
oksidiraju¢ih molekula sliénih vodikov peroksid (H202) i peroksinitril (ONOOQO") (Clarkson,
P.M. and Thompson, H. S.,2000; Tesfamariam B.,1994; Cetin, H.,2003; Wilde, D., 2006).
Kisik je vitalni element za sintezu ATP-a u acrobnim uvjetima u biolo§kim sustavima visih
zivotinja tijekom stani¢nog disanja  (oksidacijske fosforilacije). Medutim, tijekom sinteze
ATP-a usljed ,,curenja“ elektrona mogu nastati slobodni radikali. Ovi spojevi imaju veliku
sposobnost za oksidacijom bioloskih molekula, posebno u membrana bogatim lipidima i
proteinima, $§to uzrokuje stanicnu nekrozu. Znanje o slobodnim radikalima i reaktivnim
spojevima kisika (ROS) u proizvodnji mlijeka i mlije¢nih proizvoda dovodi do znanja u

rjeSavanju problema u proizvodnji.



4. MEHANIZAM OBRANE ORGANIZMA

Antioksidansi su molekule koje mogu predati elektron slobodnom radikalu. Prirodni
produkti koje nazivamo antioksidansi reagiraju sa slobodnim radikalima i stite stanicu od

ostecenja (Slikal.).

SLOBODNI
RADIKAL

X

ANTIOKSIDANS

ELEKTRON

Slika 1. Shematski prikaz djelovanja antioksidansa

Stanicu S$tite razliite molekule ukljuujuéi i enzime koji razgraduju perokside,
proteine za koje su vezni prijelazni metali koji uklanjaju slobodne radikale. Najvazniji
bioloski antioksidansi su vitamini A, C, E i miroelement selen koji je kofaktor glutation
peroksidaze. Vitamin E koji je topiv u mastima, djeluje protiv inicijacije lipidne peroksidacije
(NRC-National Research Council, 2001.). Vitamin A i drugi karetenoidi u Vvisokoj
koncentraciji se nalaze u sto¢noj hrani. Vitamin C je prirodni produkt u stanicama zivotinja
(Clarkson, P.M. and Thompson, H.-2000; Tesfamariam B. S.-1994). Oksidativni stres igra
vaznu ulogu u razvoju kroni¢nih i degenerativnih bolesti kao S§to su rak, autoimuni
poremecaji, rematoidni artritis, Starost i neurodegenerativne bolesti (Pham-Huy LA, Pham-
Huyc-2008). U stanicama se nalazi antioksidativni enzimi i male antioksidativhe molekule.
Enzimi i male molekule nisu dovoljne za odrzavanje homeostaze kod oksidativnog stresa.
Dosadas$nja epidimioloSka istrazivanja pokazuju inverznu korelaciju osnovnih antioksidansa
(vitamini E i1 C) i razvoja kardiovaskularnih bolesti, karcinoma usljed oboljenja navedenim
bolestima (Radimer KL et all. 2004; Sevanian A. and Ursini F.-2000; Beckman KB,
AmesBN.-1997; Urquiaga, I. Leighton F.-2000). Istrazivanja su sada usmjerena u otkrivanju

novih prirodnih antioksidansa ili u pronalazenju novih sintetskih antioksidansa (Aruoma Ol et
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all.-2007; Popov, I. and Lewin, G-2000). U posljednih nekoliko godina, usmjereno je
ispitivanje o poremecajima metaboli¢kih procesa kod mlije¢nih krava usljed oksidativnih
procesa. Povecana proizvodnja reaktivnih radikala kisika moze oslabiti mnoge vitalne
funkcije, ukljucujuéi oksidaciju makromolekula. U fizioloskim uvjetima oksidacijskog stresa
moze dovesti do kasne gravidnosti i rane laktacije. Sto predstavlja veliki zahtjev za
potrosnjom glukoze i aminokiselina ukljuéuju i mobilizaciju pohranjene energije |
medukonverziju metabolickih goriva. Masno tkivo 1 jetra su kriticna mjesta tih procesa.
Organizam je u jednoj mjeri zaSticen od reaktivnih radikala Kisika i njihovih toksi¢nih
produkata Sirokim spektrom mehanizama obrane. Komponente ovog sustava klasificirane su
kao preventivni mehanizmi ili “razbijaci lanca”. Tu su uklju¢ene makromolekule koje vezu
metalne ione i antioksidacijski enzimi. Uz pomo¢ prijelaznih metala u reakciji dolazi do
uklanjanja ROS molekula u ekstracelularnim teku¢inama pomocu transferina, celuroplazmina
i albumina. Unutar stanica, superoksid dimutaze, glutation peroksidaze uklanjaju Oz i
vodikov peroksid prije nego li se priblize slobodnim promotorima. Redukcija peroksida
popratna je pojava oksidacije reduciranog glutationa koji moze biti regeneriran reduciranjem
ekvivalenata iz NADPH. Unato¢ ovim preventivnim enzimima, odredena Kkoli¢ina
superoksida i1 peroksida moze zaostati i, u prisutnosti Fe u slobodnom anionskom obliku,
katalizirati i proizvesti jo§ viSe slobodnih radikala Kisika.

Za ROS / RNS (RNS, eng. reactive nitrogen species) se zna da imaju dvostruku ulogu
u bioloskim sustavima, jer oni mogu biti Stetni ili korisni za zive sustave (Valko i sur., 2004).
Korisni u¢inci ROS ukljucuju fizioloske uloge u stani¢nim odgovorima, kao npr. u obrani od
zaraznih agensa i u funkciji brojnih stani¢nih signalnih sustava. Pri visokim koncentracijama,
ROS mogu biti vazni medijatori oStecenja stani¢ne strukture, ukljuéujuci lipide i membrane,
proteina i nukleinskih kiselina (nazvan oksidativnog stresa ) (Polli i sur.,2004). Visoka
koncentracija ROS nastaje usljed neuravnotezenog antioksidativnog djelovanja neenzimskih
malih molekula ili antioksidativnih enzima (Halliwell, 1996; Yavuz i sur, 2004). Slobodni
radikali mogu reagirati pomocu nekoliko metaloenzima (npr. glutation peroksidaza, katalaza,
superoksid dismutaza), kao i neenzimatskim antioksidansima obrambenog sustava (npr.
tokoferol, B-karoten, ubikinol, vitamin C, glutation, mokra¢na kiselina, bilirubin), (Onyema i
sur., 2006). Unato¢ prisutnosti antioksidansa obrambenog sustava stanica se ne uspije
suprotstaviti oksidativnom ostecenju od ROS, oksidativno ostecenje se akumulira tijekom
zivotnog ciklusa. Mogu reagirati s DNA, proteinima i lipidima koji imaju klju¢nu ulogu u
razvoju oboljenja kao S$to je rak, arterioskleroza, artritis, neurodegenerativne poremecaje i

druge uvjete. Patogeneza i klini¢ki simptomi oksidativnog stresa tj. neravoteza antioksidansa,
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Sto dovodi do potencijalnog oSte¢enja stanica i organa. ROS molekule imaju dvostruku ulogu:
ulogu u patoloskim procesima i kao kljucne signalne molekule u fizioloskim procesima
(Moreira da Silva i sur., 2010). Oksidativni stres moze utjecati na stanice u okolini te ugroziti
opstanak transformiranih stanica. ROS moze utjecati na razli¢ite fizioloske funkcije u
reproduktivnom traktu i prekomjerna razina moze dovesti do patoloskih stanja kod Zivotinja
(Moreira da Silva i sur. 2010). Status oksidativnog stresa moze utjecati na razvoj embrija u
ranom razdoblju mijenjanjem kljucnih prijelaznih ¢imbenika, a time i mijenjanje ekspresije
gena (Dennery, 2004). Tijekom trudnoce oksidativni stres ima vaznu ulogu u pokretanju
prijevremenog poroda (Pressman i sur., 2003) i tijekom normalnog porodaja (Fainaru, 2002),
ovulacije, steroidogenezu jajnika, sazrijevanju oocita i odrzavanju trudnoée (Sugino i sur.,
2000). Koncentracije ROS mogu imati klju¢nu ulogu prilikom implantacije i oplodnje jajnih
stanica (Sharma i Agarwal, 2004).

Spermatozoidi su vrlo osjetljivi na oSteéenja uzrokovana visom koncentracijom
reaktivnih kisikovih vrsta zbog visokog sadrzaja viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina. Iako
konvencionalne osnovne Kkarakteristike sjemena osim pokretljivosti nisu pod utjecajem
oksidacijskog stanja sjemena (Aitken i sur., 2009), takva Steta moze biti temelj aspekta muske
neplodnosti. Povecana lipidna peroksidacija i promijenjena funkcija membrana moze pruZiti
spermi disfunkcionalnost kroz oslabljen metabolizam, pokretljivost, kao i oksidativnog
ostecenja DNA sperme (Nemat Khansari i sur., 2009). Stres smanjuje libido, plodnost i
embrionalni opstanak u zivotinja. Primarni ucinak stresa na okoli§ u novorodencadi je
povecana ucestalost bolesti povezanih sa smanjenim sadrzajem imunoglobulina u plazmi

(VazquezAfon i sur., 2009).



5. OKSIDATIVNI STRES | POKAZATELJI OKSIDATIVNOG STRESA

Uzroci nastanka oksidativnog stresa mogu biti razli¢iti kao npr. povecano stvaranje
reaktivnih toksi¢nih spojeva, slobodnih radikala ili gubitak antioksidansa i sli¢no. Slobodni
radikali najve¢im dijelom ukljucuju reaktivne spojeve kisika (ROS, eng. reactive oxygen
species), zatim reaktivne duSikove spojeve (RNS engl. reactive nitogen species) te manje
ostale reaktivne spojeve. Toksi¢nost kisika odredena je Stetnim ucincima citotoksi¢nih
reaktivnin molekula kisika, slobodnih radikala kisika, reaktivnih intermedijera kisika i
oksiradikala (Shacter, 2000). Od posebne vaznosti su produkti redukcije molekularnog kisika
(O2) kao §to su: superoksidni anion (O2 ~), vodikov peroksid (H20-) i hidroksi radikal (OH")
Postoje brojni endogeni izvori proizvodnje oksiradikala, ali su od ve¢e vaznosti za okoli$ne
biljege, strukturno razli¢iti spojevi koji uzrokuju povecano nastajanje oksiradikala redoks
procesima. Redoks aktivni spojevi ukljuuju aromatske diole i quinone, nitroaromate,
aromatske hidroksiamine, bipiridile i odredene prijelazne metale (Winston i Di Giulio, 1991).
U redoks reakciji, pocetni spoj najprije se enzimatski reducira pomo¢u NADPH ovisne
reduktaze (kao S§to je reducirani citokrom P450) pri ¢emu nastaje radikal ksenobiotika. Ovaj
radikal donira svoj nesparen elektron molekularnom kisiku (O2) koji je izuzetno reaktivni
oksidans, koji moze reagirati s molekulama proteina, DNA, lipida i ugljikohidrata sto rezultira
poremecajima kao §to su gubitak fluidnosti stani¢nih membrana, inaktivacija membranskih
enzima, ubrzana proteoliza, starenje, poremecen prijenos signala u stanicama, maligna
transformacija 1 smrt stanice (Winston 1 Di Giulio, 1991; Blaha i sur., 2004). U sluc¢aju da
uklanjanje i nastajanje ROS nisu dovoljno dobro regulirani procesi, suvisak moze ostetiti
stani¢ne lipide, proteine ili DNA, remete¢i na taj nacin njihovu normalnu funkciju (Storey,
1996). Pored navedenog, ROS mogu djelovati i na propusnost stanicne membrane te na
membranske proteine proizvode¢i O2~. Porast koncentracije slobodnih radikala u
organizmima gotovo uvijek ima Stetnu, a moze imati 1 pogubnu posljedicu ukoliko se takvi
porasti ponavljaju ili je visoka koncentracija ROS kroni¢na. Nedostatak vitamina E redovito
dovodi do porasta koncentracije reaktivnih kisikovih radikala. Smanjivanje njihove
koncentracije u organizmu dovodi do bolje proliferacije limfocita i pojacane sinteze
imunoglobulina, znatno povecéavajuéi otpornost organizma. Prema tome, svaki ciklus reakcija
obuhvaca slijedece: reduktant se oksidira 1 nastaje oksiradikal (Winston 1 Di Giulio, 1991).
Raznorodna skupina molekula koje su u usporedbi s koncentracijama oksidativnog supstrata
prisutne u znatno nizim koncentracijama, zadrzavajui ili sprijeavaju oksidaciju tog supstrata,

kontroliraju odnose izmedu stanja oksidiranja ili reduciranja u bioloskom sustavu jesu
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antioksidansi. Nastaju prirodnim putem metabolizma stanice ili se u organizam unose hranom,
u obliku vitaminskih dodataka. Kao takvi, imaju mogucnost djelovanja na nekoliko nacina.
Onemogcuju stvaranje novih slobodnih radikala u organizmu, popravljaju oSte¢enja nastala
Stetnim djelovanjem ili uniStavaju u organizmu vec¢ stvorene reaktivne radikale. Antioksidansi
se djele u dvije skupine a to su skupina antioksidacijskih enzima i skupina malih molekula
antioksidansa u koju pripadaju tvari dobro topljive u vodi i lipidima. Enzimi koji nastaju u
stanicama te razgraduju manje aktivne oblike kisikovih radikala u neaktivne i nenabijene
molekule i grupa enzima koji obnavljaju oStecenja DNA i proteina nastalih djelovanjem
slobodnih radikala nazivaju se antioksidacijski enzimi. To su superoksid-dismutaza, katalaza,
glutation-perosidaza. Drugu skupinu antioksidansa spadaju “Cista¢i” slobodnih radikala,
odnosno pretvaraju nezasic¢ene i vrlo reaktivne molekule kisikovih radikala u nove, inaktivne i
kemijski zasi¢ene oblike koji nisu Stetni za organizam. To su: askorbinska kiselina, ureati,
tokoferol, flavonoidi, likopen, koenzim Q i minerali. Antiosidansi, kao takvi, imaju
moguc¢nost djelovanja na viSe mjesta i obi¢no djeluju putem vise mehanizama koji se sami

nadopunjuju.
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5.1. Antioksidacijski sustavi enzima

Enzimska antioksidativna zastita prvenstveno je potrebna na mjestu na kojem nastaje
najvisSe slobodnih radikala. Ponajprije u mitohondrijima ali i u citosolu i1 ekstracelularnom
prostoru. Antioksidacijski sustav enzima (Slika 2) vrlo je slozen i sastoji se od primarnih
enzimskih antioksidacijskih sustava kao sto su superoksid dismutaza (SOD, katalizira dismutaciju
02"), glutation peroksidaza (GPx, odstranjuje H20: i sprjeCava stvaranje OH-") i katalaza (KAT,
odstranjuje H202 razgradnjom u vodu i Kisik) te sekundarnih enzimskih antioksidacijskih sustava
(glutation reduktaza, glukoza-6-fosfat dehidrogenaza, glutation, glutaredoksin, peroksiredoksin i
tioredoksin). U bioloskim sustavima antioksidansi odstranjuju slobodne radikale najcesce
katalitiCkim putem, kao Cistaci ili u obliku proteina koji umanjuju valjanost prooksidansa,

primjerice iona metala ili dr.

NADP® NADPH

L-Arginin
ONOO' «—_ NO' U

) . Glutation reduktaza
L-Citrulin n
GSSG

o Superoksid dismutaza Glutation peroksidaza
2 >

H,0,
F
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H,0 + O

Slika 2. Shematski prikaz sustava antioksidacijskih enzima

> Hzo

2
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5.1.1. Superoksid-dismutaza

Enzim superoksid dismutaza (SOD) katalizira dismutaciju superoksida u kisik i
vodikov peroksid pa je vazan antioksidativni ¢imbenik u obrani gotovo svih stanica izloZenih
aerobnom metabolizmu (Weisiger R. A. And Fridrich 1., 1973, McCord J. M. and Fridrich I,
1988). SOD su proteini koje kao kofaktor sadrze bakar, cink, mangan, Zeljezo ili nikal.

Dismutacija superoksida enzimom SOD prikazana je reakcijama (1) i (2) (Bull i sur., 1991).

M®D*.SOD+0; ——> M™ -SOD+0, 1)

M"-SOD + O; ——>M®™""-S0D + H,0, )

Poznato je pet razli¢itih izoformi SOD enzima od kojih su tri strukturno
karakterizirana. U sisavaca su prisutna tri oblika superoksid dismutaze. SODI1 je smjeSten u
citoplazmi, SOD2 u mitohondrijima, a SOD3 u izvanstani¢nom prostoru. SODI1 je dimer
sastavljen od dvije jedinice, ukupne mase 32 kDa (1 dalton = masa jednog atoma vodika), dok
su SOD2 i SOD3 tetrameri ukupne mase 89 kDa i 135 kDa. SOD1 i SOD3 sadrze Cui Zn,
dok SOD2 ima Mn na aktivnom mjestu (Slika 3).

Slika 3. Kristalna struktura humanog SOD2 enzima (Quit P., i sur, 2006)

Aktivno mjesto Mn-SOD sadrzi tri bo¢na histidinska lanca, aspartatni lanac i molekulu

vode, ovisno o oksidacijskom broju Mn (Slika 4).
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Slika 4. Aktivno mjesto humane mangan-superoksid-dismutaze (SOD2)

Fiziolosku vaznost SOD moze se ilustrirati na primjeru pokusa s miSevima (Sentman
M. L. isur. 2006). Mis kojem nedostaje enzim SOD2 ugiba nekoliko dana nakon okota zbog
izuzetno jakog oksidativnog stresa. MiS kojem nedostaje SOD1 razvija niz patoloskih stanja,
ukljucujuéi rak jetre, ubrzano starenje, gubitak miSi¢ne mase. Mi§ kojem nedostaje SOD3
nema nikakvih zdravstvenih posljedica. Ovaj pokus pokazuje vaznost prisutnosti enzima
SODI1 u sprjecavanju raznih neuroloskih i ostalih oboljenja, ali prvenstveno prisutnosti
enzima SOD2 i njegove primarne uloge u neutralizaciji nastanka oksidativnog stresa i

njegovih posljedica.

5.1.2. Katalaza

Katalaza je antioksidacijski enzim sastavljen od cetiri podjedinice od kojih svaka u
aktivnom mjestu sadrzi hem skupinu (Slika 4). Takvo aktivno mjesto enzima omogucuje
detoksikaciju raznih alkohola, fenola kao i H202. Poznata su tri izoenzimska oblika (A, B, C)
koji nastaju posttranslacijskom modifikacijom ishodi$nog proteina. Osnovna uloga KAT je
razgradnja H202 putem katalaznog
2H>0, —> 2H20 + O3 i/ili peroksidaznog oblika reakcije
H20,; + RH,—>2H20 + R (R je H-donirajucéi supstrat).

Glavnu ulogu u odstranjivanju malih koli¢ina H20; ima GPx. Katalazna aktivnost o€ituje se
tek pri vec¢im koncentracijama H20: §to upucuje da je KAT isklju¢ivo odgovorna za
razgradnju peroksida u uvjetima oksidacijskog stresa. Najveca koncentracija KAT nalazi se u
jetri 1 eritrocitima dok je manja koncentracija nadena u skeletnim misi¢ima, srcu, slezeni i
mozgu. U stanici enzim ima najvecu koncentraciju u peroksisomima, prisutan je u citosolnoj
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frakciji, a u mitohondrijima je prisutan u malim koncentracijama ili ga uop¢e nema. KAT je
eksprimirana konstitutivno, medutim jo$ nije poznato da li je ekspresija KAT inducirana

oksidansima ili citokinima.

Slika 5. Kristalna struktura katalaze (prema Bravo J, 1995)
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5.1.2. Glutation-peroksidaza

Glutation peroksidaza (EC 1.11.1.9) je tetramer sa Cetiri podjedinice od kojih svaka
sadrzi po jedan atom selena u obliku selenocisteina, a koji tvori aktivno mjesto enzima. Enzim
u prisustvu reduciranog glutationa (supstrat) najéesSce katalizira reakciju redukcije H20>
ukljucujuéi i lipidni hidroperoksid.
2GSH + H20; (ROOH) —> GSSG + ROH + H20
Sustav glutation peroksidaze odgovoran je za razgradnju najveceg dijela H202 u stanici.
Glutation reduktaza uz pomo¢ NADPH regulira reducirani GSH:

NADPH+ + H+ + GSSG —> NADP+ + 2GSH

Tkiva s najve¢om koncentracijom GPx su jetra i bubrezi, u umjerenoj koli¢ini prisutna je u
srcu, plu¢ima i mozgu, a u maloj koli¢ini u misi¢ima. Unutar stanice aktivnost GPx u jezgri
nije zabiljezena dok je visoka aktivnost prisutna u mitohondrijima i citosolu. Do sada je
opisano 7 oblika GPx: citosolna GPx (GPx-1), gastrointestinalna GPx (GPx-2), izvanstani¢na
GPx (GPx-3), fosfolipidna hidroperoksid GPx (GPx-4), epididimis sekrecijska GPx (GPx-5),
GPx-6, GPx-7. Razli¢ite izoforme enzima razli¢ito su rasporedene po tkivima. Do sada nije
otkriveno zbog ¢ega postoji toliko oblika GPx, no budu¢i hidroperoksidi imaju, osim toksi¢ne
i korisnu ulogu kao molekule ukljuene u prijenos unutarstani¢nih poruka ovi enzimi
vjerojatno imaju ulogu u odrzavanju odgovarajuce fizioloske razine hidroperoksida kako bi
stanice mogle nesmetano obavljati svoje funkcije (Lei G i sur, 2007; Miyamoto Y. i sur.
2003).

Slika 6. Kristalna struktura glutation-peroksidaze (Kavanagh i sur. in press)
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5.2. Minerali

Anorganski spojevi minerali ¢ine 4.5% tjelesne mase, a velikim djelom se nalaze u
kostima. Oni nemaju mogucénost stvaranja u organizmu. Zbog toga cijeli se period Zivota
moraju unositi putem hrane, vode ili lijekova. Zivotinjski organizam sadrZi stalne stabilne
koli¢ine minerala i odrzava stabilne koncentracije u plazmi. Minerali imaju znac¢ajnu ulogu u
gradi enzima, hemoglobina, hormona, proteina, vitamina i tako utjecu na gotovo sve segmente
organizma. U organizam ulaze u obliku anorganskih soli ili organskih spojeva. U
antiosidacijkoj obrani organizma, medu brojnim mineralima, naj¢es¢e se spominju bakar, cink

i selen. Bilo kao dijelovi proteina, enzima ili antioksidansa.

5.2.1. Bakar

Mikroelement bakar ima znacajnu metabolicku ulogu u Zzivotinjskom organizmu.
Misi¢no tkivo, jetra i koStana srz sadrze bakar u velikim koli¢inama. Nes$to nize koncentracije
Cu nalaze se u bubrezima, plu¢ima i srcu. Izrazena sposobnost stvaranja rezervi bakra je u
jetri fetusa preZivaca. Brojne su funkcije bakra u organizmu. Jedna od vaznijih fizioloskih
funkcija je da zajedno sa Fe sudjeluje u sintezi hemoglobina, u ulozi katalizatora. To¢nije,
bakar djeluje na proizvodnju i sazrjevanje eritrocita. Nadalje, sastavni je kofaktor proteina i
pokreta¢ brojnih enzima, u prvom redu citokrom-C-oksidaze i katalaze. Bakar sudjeluje i u
procesima okoStavanja te pravilnoj funkciji ziv€anog i reproduktivnog sustava. U redovitim
krmivima bakra ima u dovoljnim koli¢inama. Ukoliko dode do deficita nastaju razni
poremecaji kao $§to su anemija, depigmentacija dlake i vune, smanjenje potro$nje hrane,
smanjenog porasta, poremecaja u kostima, slabiji rad srca i Smanjenu reproduktivnu
sposobnost Zivotinja. Nedostatak Cu kod mlije¢nih krava izaziva ozbiljne poremecaje,
prvenstveno uginuca embrija 1 pobacaje, a kod mladih Zivotinja u vrijeme hranjenja mlijekom
moze se pojaviti i mikrocitna anemija. Manjak bakra kod preZivaca uzrokuje rahitis i

simptome sli¢ne osteoporozi (Domacinovi¢, 2006).
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5.2.2. Cink

Cink se u malim koli¢inama nalazi u mnogim organima i tkivima Zzivotinjskog
organizma (30mg/kg TM). U organizmu se najviSe nalazi vezan za proteine, U jetri, kostima i
mlijeku a sudjeluje i u izgradnji raznih enzima i enzimskih sustava. Ovoga minerala u pravilu
ima dovoljno u sto¢noj hrani. Nedostatak Zn uglavnom se odnosi na mlade i rasplodne
zivotinje. Manjak izaziva poremecaje intermedijalnog metabolizma. Takoder utvrdeno je i da
manjak cinka uzrokuje pojavu steriliteta kod muski i Zenskih Zivotinja, a zbog nepravilnog

razvoja kostiju dolazi do skraéivanja kostiju, tzv. ““ patuljasti rast” (Domacinovi¢, 2006).

5.2.3. Selen

Uloga selena u organizmu je esencijalna. U vecoj koli¢ini prisutan je u testisima,
misi¢nom tkivu, bubrezima kao i u roznatom tkivu. Selen u zivotinjskoj stanici ima ulogu
antioksidansa. Sastavni je dio enzima glutation peroksidazu i izravno doprinosi razgradnji
stvorenih peroksida u stanici inhibirajué¢i njihov negativan utjecaj u stanici. Aktivnost Se
osobito se isti¢e kod prezivaca. Mlijecnim kravama selen ima stimulativni uc¢inak na zdravlje
vimena i broj somatskih stanica u mlijeku tijekom laktacije. Selenom su bogati proteini
krmiva i ribe, ali ipak je bolje iskoristenje selena iz biljnih krmiva. Za sigurniju opskrbu
zivotinjskog organizma seleneom Zivotinjama se u hrani kombiniraju preparati na bazi
kvasca koji imaju sposobnost pretvaranja veéeg djela za organizam nedostupnog natrij-
selenita iz biljne hrane (soje, kukuruza, pSenice) u koriniji selenometionin. Pojava deficita
selena prvenstveno se javlja kod prezivaca, odrazava se smanjenim porastom, zaostajanjem

posteljice kod krava i slabim preZivljavanjem mladunc¢adi (Domacinovi¢, 2006).
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5.3. Vitamini

Vitamini su organski spojevi koji se nalaze u hrani. Nalaze se u vrlo malim
koli¢inama, no unato¢ tome nuzni su za normalno funkcioniranje Zivotinjskog organizma.
Vitamini se djele u dvije osnovne skupine. U prvu skupinu, vitamina topivih u mastima,
pripadaju vitamini A, D, E i K. Drugu skupinu ¢ine vitamini topivi u vodi. Najznacajniji su
vitamin C i vitamini B skupine. Nezamjenjivi su bioloski katalizatori, reguliraju vitalne
procese nuzne za normalan metabolizam stanica i tkiva. Ukljuceni su u stvaranje kolagena,
koStane mase, metabolizam masti, ugljikohidrata i proteina, process zgruSavanja krvi itd.
Sami po sebi, vitamini ne posjeduju kalori¢nu vrijednost, ne daju energiju, ali su prirodni
katalizatori koji omogucuju oslobadanje energije poticanjem metabolickih procesa. Kljuéni

vitamini, koji imaju antioksidativno djelovanje su vitamin C, vitamin E i f-karoten.

5.3.1. Vitamin C

Vitamin C ili askorbinska kiselina pripada skupini vitamina topivih u vodi. U
endogenom prometu tvari ima visestruku ulogu. Sudjeluje u oksidacijsko-redukcijskim
procesima, sintezi kolagena, karnitina, hormona nadbubrezne Zljezde. Vitamin C, odnosno
njegov ionizirani oblik, askorbat, nuzan je za trajnu aktivnost prolil-hidroksilaze. Ovaj enzim
katalizira pretvorbu a- ketoglutarata u sukcinat, bez hidroksiliranja prolina. U toj parcijalnoj
reakciji dolazi do stvaranja oksidiranog Zeljezovog kompleksa koji inaktivira enzim. U tom
slucaju uloga aksorbata je da reducira feri- ion inaktivnog enzima. Tjekom oporavka dolazi do
oksidacije askorbata u dehidroaskorbinsku kiselinu. Na taj nain askorbat djeluje poput
specificnog antioksidansa. Kao antioksidans, vitamin C direktno sudjeluje u smanjnju
oStecenja tkiva uzrokovanih djelovanjem ROS-a, snizavajuéi vrijednosti slobodnih radikala,
inzulina 1 triglicerida u plazmi, pozitivno utjeCe na raspolozivost glukoze. Vitamin C
antioksidacijski moze djelovati i kao koantioksidans. To¢nije, sudjeluje u procesu obnove
vitamina E, u njegovom provodenju iz oksidiranog u reducirani oblik.Vece koncentracije
vitamina C nalaze se u zelenim biljkama, opéenito svjezoj voluminoznoj hrani. Najbolji izvori

vitamina C su zelena lucerna, kelj, repa, silaza i drugo (Domacinovi¢, 2006).
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Slika 7. Strukturna formula vitamina C

(https://wwwe.uic.edu/classes/phar/phar332/Clinical_Cases/vitamin%
20cases/vitamin%20E/Vitamin%20E%20Chemistry.htm)

5.3.2. Vitamin E

Vitamin E ili tokoferol pokazuje snazan antioksidacijski uéinak. Zajedno sa selenom iz
hrane sprijeCava oksidaciju viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina, reagira sa slobodnim
radikalima, Stiti nezasi¢ene membranske lipide od oksidacije. Svojim antioksidacijskim
djelovanjem odgada odumiranje stanica, ima i ulogu u razvoju te odrzavanju funkcije
miSiénog 1 Ziv€anog sustava. Kao bioloski antioksidans vitamin E lako oksidira u tokokinon
sprjecavaju¢i oSteCenje lipidnih membrana, oksidaciju masti | nastajanje otrovnih
lipoperoksida. Posredno preko antioksidativne funkcije vitamin E izravno utjece na stabilnost
vitamina A i C i njihovu opskrbljenost u organizmu. Simptomi nedostatka vitamina E su
razli¢iti. Kod Zivotinja u reprodukciji izaziva degenerativne promjene i atrofije na spolnim
organima, kod muskih Zivotinja prestanak spermatogeneze 1 sterilitet, a kod Zenskih Zivotinja
dolazi do ugibanja ploda u razdoblju bremenitosti, radaju se slaba i avitalna mladuncad, a
Cesti su i pobacaji. U nedostatku vitamina E poznata je pojava edema, odnosno nakupljanja
vode u tkivu, a masno tkivo poprima zutu boju. Tokoferoli su prirodno Siroko rasprostranjeni,
tako su u animalnim krmivima preteZito u obliku a- tokoferola, a u zrnjevlju Zitarica 1 klicama
jedan dio u obliku a- tokoferola a drugi dio svi drugi oblici tokoferola. Od sto¢nih krmiva,
vitaminom E bogate su klice zitarica i ve¢ina uljarica, sporedni proizvodi prerade Zitarica,

zeleno krmno bilje, dobro sjeno i silaza (Domacinovi¢, 2006).
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Slika 8: Strukturna formula vitamina E
(https://www.uic.edu/classes/phar/phar332/Clinical_Cases/vitamin%?20
cases/vitamin%20E/Vitamin%20E%20Chemistry.htm)

5.3.3. p —karoten

Karoten je najaktivniji karotenoid u biljkama. Smatra se provitaminom A jer ga
zivotinjski organizam bez potesko¢a moze pretvoriti u vitamin A. Sinteza vitamina A odvija
se u sluznici tankog crijeva, jetri, slezeni i mlije¢noj zlijezdi. U idealnim uvjetima provitamin
B-karoten, uz pomo¢ enzima karotenaze i molekula B-karotena cijepa se i nastaju dvije
molekule vitamina A. U hranidbi domacih Zivotinja vitamin A ima vrlo velik fizioloSki
znacaj. UtjeCe na raznmozavanje 1 regeneraciju stanica, naroCito kod Zzivotinja u posrastu.
Provitamin A je astioksidacijskog djelovanja, a djeluje tek nakon §to se iscrpe sve raspoloZive
koli¢ine vitamina E. Vrlo je ucinkovit “Cista¢” slobodnih radikala kisika. Kod Zivotinjskih
krmiva najbolji izvori B-karotena su riblje brasno, lis¢e lucene, djeteline, zrnevlje Zutog
kukuruza, prosa i lanenog sjemena, klice zrna zitarica i trava i crvena mrkva (Domacinovic,
2006).
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Slika 9: Strukturna formula -karotena

(https://www.google.hr/search?g=vitamin+e+struktura&biw=1093&bih=
498&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwif3NectbvLAhUFyXIKHaoTAt4Q_ AU
IBygB#tbm=isch&qg=provitamin+A+structure&imgrc=38eB-DhISvQtrM%3A)

5.3.4. Koenzim Q10

Koenzim Q10, odnosno ubikinon, jedan je od osnovnih tjelesnih koenzima a u prirodi
je vrlo rasprostranjen. Neesencijalna je supstanca vrlo sli¢nog sastava vitaminima. Reducirani
oblik ubikinona, ubikinol, djeluje kao antioksidans u borbi protiv reaktivnih kisikovih

radikala, a pomaze i u oCuvanju vitamina E (Stryer,2013).

MeO

MeO

Slika 10: Strukturna formula koenzim Q10

(http://nutrientjournal.com/coenzyme-q10-coql0-moderate-effects-on-exercise/)
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5.4. Ostale vitaminske- biolosko djelatne tvari

5.4.1. Bioflavonoidi

Bioflavonoidi ili vitamini P skupine su prirodnih pigmenata u biljkama, vocu, zrnevlju
zitarica 1 cvije¢u. Po osnovnoj zutoj boji dobili su naziv flavonoidi. Tri bolje poznata
predstavnika flavonoida su: hesperidin, naringin i rutin. U kombinaciji s vitaminom C,
flavonoidi utjeu na poboljSanje kapilarne jakosti i propustljivost u organizmu. Ovom
fizioloskom aktivnos¢u bioflavonoidi su prevencija oStecenja kapilara i pojave hemoragija, pri
¢emu posredno stvaraju zasStitu od infekcija. Kao antioksidansi, flavonoidi Stite stani¢ne
organele 1 staniéne membrane od osteCenja koje uzrokuju reaktivne kisikove vrste. Njihova
uloga je da djeluju kao hvata¢i slobodnih radikala inaktiviraju¢i ih. Visoko reaktivne
hidroksilne grupe flavonoida direktno reagiraju sa slobodnim radikalima. Pri takvoj reakciji
nastaju stabilniji i manje reaktivni fenolni radikali. Isto tako, jo$ je jedan nacin
antioksidativnog djelovanja flavonoida, a to je stvaranje kelatnih kompleksa s ionima metala
poput Zeljeza ili bakra. Slobodni ioni metala povecavaju formiranje reaktivnih kisikovih vrsta
reducirajuci vodikov peroksid pri ¢emu nastaje visoko reaktivni hidroksilni radikal (Magdi¢,
2014). Flavonoidi, stvaranjem kelatnih kompleksa s ionima metala sprjeCavaju stvaranje
ROS-a (Domacinovi¢, 2006).

OH
OH
HO 0
HO 0 O
o)
H,;C 0
HO OH O
OH
OH

Slika 11: Strukturna formula naringina

(https://en.wikipedia.org/wiki/Naringin)
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6. BOLESTI MLJECNIH KRAVA UZROKOVANE OKSIDATIVNIM
STRESOM

6.1. Prenatalni i postnatalni gubitci teladi

Prenatalni gubitci, osim steriliteta, uzrokuju slabiju reprodukcijsku mo¢ krava. Takvi
gubitci javljaju se u razdoblju embrionalnog rasta i razvitka ili u fetalnom periodu.
Embrionalni gubitci nastaju usljed slabog razvoja, diferencijacije, i tako posljedica nutritivnih
disbalansa. Fetalni gubitci najcesce dolaze usljed fizioloskih poremecaja, nepravilne hranidbe
u vidu nedostatka vitaminsko mineralne komponente hrane. Najveci su gubitci teladi prilikom
poroda i neposredno nakon poroda. Tijekom gravidnosti , Slobodni kisikovi radikali mogu
ostetiti membranu Zutog tijela koje je esencijalno za stvaranje progesterona i odrZavanje
trudnoce na taj nacin da smanjuju ili u potpunosti zaustavljaju proizvodnju progesterona $to

dovodi do nemoguénosti odrzavanja trudnoce (Caput, 1996).

6.2. Mastitis

Reducirana koli¢ina akorbinske kiseline u krvnom serumu Zivotinje i povecane lipidne
peroksidacije uzroci su koji vode laksoj infekciji vimena odnosno mastitisa. Rezultat ove
infekcije, koja moze biti uzrokovana bakterijama Staphylococcus aureus, Staphylococcus
agalactiae ili E. coli, je destrukcija sekretornog tkiva a krajnji rezultat je smanjenje
proizvodnje ili ¢ak izlu¢ivanje krava iz proizvodnje. Simptomi pojave mastitisa su povecan
broj leukocita, pra¢en povecanim sadrzajem klorida u mlijeku, pada sadrzaj kazeina i masti, a
reste pH mlijeka. Povecana proizvodnja reaktivnih kisikovih vrsta u mlijeku isto tako
narusava i organolepticka svojstva, smanjuje broj somatskih stanica, odnosno direktno

narusava kvalitetu samog mlijeka (Caput, 1996).

6.2. Edem ili otok vimena

Edem ili otok vimena javlja se kratko prije ili u vrijeme telenja. Ce$ce se javlja kod
krava prvotelki i krava vise¢eg vimena. Uzroci mogu biti nakupljanje tkivne tekucine u
vimenu, osobito u podru¢ju izmedu koze i sekretornog tkiva u donjim djelovima vimena.
Vime postaje tvrdo, sise se skracuju, a sve to stvara poteskoce kod muznje. Osobito je tesko

pomusti svo mlijeko. Do otoka dolazi usljed smetnji u ravnotezi limfne formacije i istjecanja
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limfe iz vimena ¢emu oksidativni stres i formacija ROS-a mogu uvelike prodonijeti. Povecani
volumen i tezina uzrokuju osStecenja suspenzornog sistema, pa dolazi do nastajanja viseceg

vimena. (Caput, 1996)

6.4. Zaostajanje posteljice

Zaostajanje posteljice kod krava je poremecaj koji se dovodi u vezu s deficitom selena
sa ili bez deficita vitamina E. Postotak zaostale posteljice sa vrijednostima selena na donjoj
granici u plazmi moze biti velik. Ako se selen dodaje u obrok ili unosi parenteralno, postotak
se moze smanjiti ispod 10% (Erskine i sur. 1997). Brojna ispitivanja su pokazala da

dodavanje selena prije porodaja moze smanjiti nastanak zaostale posteljice kod krava ¢iji je

obrok bio deficitaran selenom (Allison i Laven, 2000).
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6. HRANIDBA GOVEDA

Govedo je prezivaC 1 kao takav predstavlja najraznovrsniji oblik biljojeda, a nacin
hranidbe 1 izbor krmiva prilagoden je njihovom anatomsko- fizioloSkom sustavu probavnog
trakta. Sa stajaliSta hranidbe to zna¢i da se karakter, koli¢ina i kvaliteta krmiva kod
sastavljanja obroka goveda, bitno razlikuje od onih koje upotrebljavaju neprezivaci. Znacajan
dio obroka odraslih kategorija goveda Cine voluminozna krmiva, ipak ona moraju biti
dopunjena i koncentriranim krmivima, osobito u uvjetima visoke proizvodnje. Za pravilno
provodenje hranidbe goveda potrebno je prije svega poznavati hranjivu vrijednost krmiva i
njihove pogodnosti u odredenoj kategoriji, a uz to potrebe zivotinja u odredenoj proizvodnji.
Pri sastavljanju obroka normiraju se sljedeé¢i parametri:

e veli¢ina obroka ( suha tvar/ 100 kg tjelesne mase)

¢ kolicina sirove vlaknine ( % od suhe tvari)

e energetska vrijednost obroka ( HJ, NEL, NEM)

e koli¢ina probavljivih i sirovih bjelancevina (g)

e koli¢ina kalcija (g)

¢ kolicina fosfora (g)

¢ kolicina soli (g)

e koli¢ina karotina (g)

Od primjene hrane u obliku cjelodnevnog obroka Zivotinja upotrebljava jedan dio za
podmirenje uzdrznih, a drugi dio, za podmirenje produktivnih potreba. Hrana namjenjena za
uzdrZzne potrebe omogucuje Zivotinji obavljanje osnovnih Zivotnih funkcija. Podmirenjem
produktivnih potreba omogucuje Zzivotinji proizvodnju bilo u obliku proizvodnje mesa,

mlijeka ili kod bremenitih Zivotinja porast u fetusu. ( Domacinovi¢,1999)

6.1. Hranidba mlijec¢nih krava

Laktacija kod krava pocinje partusom, a zavrSava zasuSivanjem krave. Vremenski bi
trebala trajati oko 305 dana. Svaki reprodukcijski ciklus krave djeli se u nekoliko razdoblja

e suhostaj

e puerperij

e uvod u mlijenost

e razdoblje pune laktacije
Svaka od faza laktacije sa stajalista hranidbe, razlikuje se kako u kvalitativnom tako i u

kvantitativnom smislu. Hranidba krava u laktaciji prilagodena je produktivnoj djelatnosti

26



usmjerenoj na sintezu mlijeka i razvoj fetusa (Domacinovi¢,1999). Sve krave ¢ija je primarna
uloga proizvodnja mlijeka prolaze kroz vrijeme suhostaja u trajanju od dva mjeseca. U tim
posljednjim danima bredosti krave se prestaju musti, a sva se paznja kroz hranidbu i pravilno
drzanje usmjerava na pravilan razvoj fetusa. U ovom periodu, obroci su ve¢inom sastavljani
od voluminoznih krmiva i nusproizvoda prehrambenih industrija, ali malim djelom i
koncentriranih krmiva. Kod krava u suhostaju bitno se povecavaju potrebe za vitaminskom i
mineralnom komponentom hrane, a povecani se naglasak daje vitaminsko-mineralnom
dodatku hrane ( Domacinovi¢,1999). Jedan od mogucih vitaminsko mineralnih dodataka za

krave u suhostaju medu brojnim komponentama sadrzi i:

Tablical: Neki od sastojaka vitaminsko-mineralnog preparata za krave u suhostaju

Vitamin A bakar 250
vitamin D3 zeljezo 50
vitamn E 0,29 cink 8¢
kalcij 709 selen 59
fosfor 509 antioksidansi | 59

Izvor: M. Domacdinovi¢, Praktikum vjezbi hranidbe domacih Zivotinja

Iz ove tablice, jasno je vidljivo da antioksidansi, bilo u mineralnom ili vitaminskom
obliku, predstavljaju vrlo vaznu komponentu u hranidbi krava u suhostaju. Medu
izdvojenima vitamin A, vitamin E, bakar, cink, selen i ostali antioksidansi imaju ulogu
zamjene izvora antioksidansa iz prirodnih izvora. Nakon partusa nastupa razdoblje
puerperija. Ovo razdoblje predstavlja izuzetno stresno razdoblje za zivotinju pred kojom
slijedi proizvodnja mlijeka. Prvih Sest dana nakon telenja karakteriziraju jednostavna
krmiva. Hranidba u punoj laktaciji prilagodena je produktivnoj djelatnosti usmjerenoj ka
sintezi mlijeka. Za mlijeCna goveda, obroci obzirom na godi$nja doba razlikuju ljetno 1
zimsko razdoblje. Visoka proizvodnja zahtjeva i1 veliku koliCinu energije, isto tako, i
visoke koli¢ine mineralnih i vitaminskih komponenti obroka. Prilikom hranidbe domacih
zivotinja, u ovom smislu mlije¢nih goveda, moramo obaratiti paznju i na nutritivni znacaj
obroka, mineralnu komponentu i sl. Pravilno prilagoden obrok mozZe uvelike smanjiti
mogucnost nastanka oksidativnog stresa, u prvom redu kombiniranjem krmiva koja imaju
antioksidacijsko djelovanje.
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8. KRMIVA BOGATA ANTIOKSIDANSIMA

Antioksidansi, kao dodatak hrani za zivotinje, imaju osnovnu funkciju sprijeCavanja
oksidacije masne komponente hrane, liposulabilnih vitamina (A, D, E, i K) te pigmentnih
tvari u hrani ( karotena i karotenoida). Osobito su potrebni u krmivima ili krmnim smjesama u
kojima je povefan udio masti s nezasi¢enimmasnim kiselinama, kao S$to su mlijecna
zamjenica te mesno 1 riblje brasno. Nutritivni znacaj antioksidansa ogleda se u prevenciji
negativnih posljedica na organizam zivotinje, nastalih kao rezultat oksidacije masnih tvari
hrane: probavne smetnje, smanjenje vitaminske, energetske i bjelanc¢evinaste vrijednosti hrane
(Domacinovi¢, 2006). Svi ovi ¢imbenici, kao krajnji rezultat imaju pojavu bolesti. Bolesti
mlijecnih krava koje su moguce uzrokovane oksidativnim stresom su edem vimena, mastitis,
degenerativne bolesti reproduktivnog sustava koje mogu voditi ka pobacaju ili sterilitetu.
Kako bi sprijecili stanje oksidativnog stresa potrebno je balansirati obrok u vidu povecéanja
udjela sto¢ne hrane koja ima antioksidativno djelovanje. Hrana bogata antioksidansima su

mahunarke kao $to su bob 1 soja. Od Zitarica to su jeCam, proso, zob 1 kukuruz (Caput, 1996).
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10. ZAKLJUCAK

Oksidativni stres kod mlije¢nih krava uzrokovan je povecanom proizvodnjom
reaktivnih radikala kisika (ROS, eng. reactive oxygen species) u organizmu Zivotinje, bez
dovoljno antioksidansa koji bi reagirali sa ROS i prekinuli njihovo S$tetno djelovanje.
Povecana koli¢ina ROS u organizmu, narusava prirodnu homeostazu djelujuéi negativno na
niz procesa. Kod mlije¢nih krava jedan je od uzroka mastitisa, edema vimena, steriliteta,
abortusa, pobacaja ili smrti teladi. Krajnji rezultat jest smanjenje proizvodnje mlijeka i
izlu¢ivanje goveda iz proizvodnje. U borbi protiv oksidativnog stresa pomazu antioksidansi
kao $to su antioksidacijski enzimi: katalaza, glutation-peroksidaza i superoksid-dismutaza.
Vitamini A, E i C, bioflavonoidi, minerali kao $to su bakar, cink i selen i razne druge
djelotvorne tvari. Prilikom hranidbe domacih Zivotinja, u ovom smislu mlije¢nih goveda,
moramo obaratiti paznju i na nutritivni znacaj obroka, mineralnu komponentu, vitaminsku
komponentu i antioksidativno djelotvorni udio obroka. Pravilno prilagoden obrok moze
uvelike smanjiti moguénost nastanka oksidativnog stresa, u prvom redu kombiniranjem
krmiva koja imaju antioksidacijsko djelovanje kao §to su bob, soja, kukuruz, je¢am, proso, i

razni drugi.
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12. SAZETAK

Na plodnost mlije¢nih krava mogu utjecati razni ¢imbenici bili oni genetski, okoli$ni
ili hranidbeni. Uz kompleksnu interakciju ovih ¢imbenika tesko je odrediti to¢an razlog. Jedan
od mogucih razloga mogao bi biti stres definiran kao stres uzrokovan visokom proizvodnjom
mlijeka, abioticki stres ili oksidativni stres. Okisadivni stres predstavlja neravnotezu u
proizvodnji slobodnih kisikovih radikala i nedostatka antioksidansa u tijelu. Oksidativni stres
kod mlije¢nih krava moze uzrokovati reproduktivne poremecaje koji direktno utjecu na pad
proizvodnje. Poremecaji kao Sto su otok vimena, zaostajanje posteljice 1 mastitis mogu
smanjiti proizvodnju mlijeka, njegovu industrijsku vrijednost i nepovoljno utjecati na
proizvodni ciklus samog goveda. Kao rezultat pojavljuje se izostajanje estrusa, opéa ne
mogucénost za¢eca ili smrt embrija u ranom periodu nakon zace¢a. Svim ovim poremecajima
moze pridonijeti oksidativni stres. U borbi protiv oksidativnog stresa sluze antioksidansi.
Nastaju prirodnim putem metabolizma stanice ili se u organizam unose hranom, u obliku
vitaminskih suplemenata. Kao takvi, onemogcuju stvaranje novih slobodnih radikala u
organizmu, popravljaju ostecenja nastala Stetnim djelovanjem ili uniStavaju u organizmu ve¢
stvorene reaktivne radikale. Antioksidansi se djele u dvije skupine a to su skupina
antioksidacijskih enzima i skupina malih molekula antioksidansa u koju pripadaju tvari dobro
topive u vodi i lipidima. Antioksidacijski enzimi su superoksid-dimutaza, katalaza, glutation-

(3

perosidaza. Drugu skupinu antiosidansa spadaju “ Cistaci” slobodnih radikala, odnosno
pretvaraju nezasicene i vrlo reaktivne molekule kisikovih radikala u nove, inaktivne i kemijski
zasiene oblike koji nisu Stetni za organizam. To su: askorbinska kiselina, tokoferol,

flavonoidi, likopen, koenzim Q i minerali.

Kljuéne rijeci: oksidativni stress, antioksidansi, reaktivne kisikove vrste, slobodni radikali
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13. SUMMARY

Fertility in dairy cows can be affected by various factors. They can be genetic,
environmental or food. With the complex interaction of these factors is difficult to determine
the exact reason. One possible reason could be the stress defined as the stress caused by high
milk production, abiotic stress or oxidative stress. Oxidative stress represents an imbalance
betwen production of reactive oxygen species and lack of antioxidants in the body. Oxidative
stress in dairy cows can cause reproductive disorders that directly affect the decline in
production. Disorders such as uder edema, retained placenta and mastitis can reduce milk
production, the industrial value and adversely affect the production cycle of the cattle. As a
result, there is absence of estrus, impossibility of conception or death of the embryo in the
early period after conception. All of these disorders can contribute to oxidative stress. In the
fight against oxidative stress, antioxidants are used. Naturally occurring cellular metabolism
or are assimilated with food, in the form of vitamin supplements. As such, preventing creation
of free radicals in the body, repairing damage in the body already created by ROS.
Antioxidants are classified into two categories : the antioxidant enzymes and the group of
small molecule antioxidants that belong to the substance soluble in water and lipids.
Antioxidant enzymes superoxide-dimutase, catalase, glutathione perosidase. The second
group of antioxidants are "scavengers" of free radicals. They convert highly reactive species
of oxygen in the new, inactive and chemically saturated forms that are not harmful to the
organism. These are: ascorbic acid, tocopherol, flavonoids, lycopene, coenzyme Q and

minerals.

Key words: oxidative stress, antioxidants, reactive oxygen species, free radicals
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OKSIDATIVNI STRES I ANTIOKSIDACIISKA AKTIVNOST KOD MLIJECNIH KRAVA
OXIDATIVE STRESS AND ANTIOXIDATIVE ACTIVITY IN DAIRY COWS
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Sazetak: Na plodnost mlije¢nih krava mogu utjecati razni ¢imbenici bili oni genetski, okoli$ni ili hranidbeni.
Jedan od mogucih razloga mogao bi biti stress uzrokovan visokom proizvodnjom mlijeka, abioticki stres ili
oksidativni stres. Okisadivni stres predstavlja neravnotezu u proizvodnji slobodnih kisikovih radikala i
nedostatka antioksidansa u tijelu. Oksidativni stres kod mlije¢nih krava moze uzrokovati reproduktivne
poremecaje koji direktno utjecu na pad proizvodnje. Poremecaji kao §to su otok vimena, zaostajanje posteljice i
mastitis mogu smanjiti proizvodnju mlijeka, njegovu industrijsku vrijednost i nepovoljno utjecati na proizvodni
ciklus samog goveda. Kao rezultat pojavljuje se izostajanje estrusa, opéa ne mogucnost zaceca ili smrt embrija u
ranom periodu nakon zaceca. U borbi protiv oksidativnog stresa sluze antioksidansi koji onemogéuju stvaranje
novih slobodnih radikala u organizmu, popravljaju oSteéenja nastala Stetnim djelovanjem ili uniStavaju u
organizmu ve¢ stvorene reaktivne radikale. Antioksidansi se djele u dvije skupine a to su skupina
antioksidacijskih enzima i skupina neenzimatskih antioksidansa. Antioksidacijski enzimi su superoksid-
dimutaza, katalaza i glutation-perosidaza. Drugu skupinu antiosidansa spadaju “ Cista¢i” slobodnih radikala:
askorbinska kiselina, tokoferol, flavonoidi, likopen, koenzim Q i minerali.

Kljuéne rijeci: oksidativni stress, antioksidansi, reaktivne kisikove vrste, slobodni radikali

Summary: Fertility in dairy cows can be affected by various factors. They can be genetic, environmental or
food. One possible reason could be the stress caused by high milk production, abiotic stress or oxidative stress.
Oxidative stress represents an imbalance betwen production of reactive oxygen species and lack of antioxidants
in the body. Oxidative stress in dairy cows can cause reproductive disorders that directly affect the decline in
production. Disorders such as uder edema, retained placenta and mastitis can reduce milk production, the
industrial value and adversely affect the production cycle of the cattle. As a result, there is absence of estrus,
impossibility of conception or death of the embryo in the early period after conception. In the fight against
oxidative stress, antioxidants are used. They are preventing creation of free radicals in the body, repairing
damage in the body already created by ROS. Antioxidants are classified into two categories : the antioxidant
enzymes and non-enzymatic molecules. Antioxidant enzymes are superoxide-dimutase, catalase, glutathione
perosidase. The second group of antioxidants are "scavengers" of free radicals: ascorbic acid, tocopherol,
flavonoids, lycopene, coenzyme Q and minerals.
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