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1. Uvod

Plijesni roda Aspergillus Siroko su rasprostranjene. Pri povoljnim okoliSnim uvjetima
kontaminacija hrane ovom plijesni dovodi do mnogih zdravstvenih, ali i ekonomskih
problema. Pri tome dolazi do aktivacije sekundarnog metabolizma prilikom ¢ega nastaju
sekundarni metaboliti male molekulske mase toksi¢ni pri niskim koncentracija, odnosno
mikotoksini. Sekundarni metaboliti plijesni roda Aspergillus koji privlae najvise painje
nazivaju se aflatoksini. Najznacajniji pripadnik skupine jest aflatoksin B1 koji zbog svoje
visoke toksi¢nosti istrazuje od samog otkri¢a. Hoce li se biosinteza aflatoksina odvijati i kojim
intenzitetom, ovisi o okoliSnim faktorima te prisutnosti raznih spojeva. Kao jedan od
mogucdih regulatora sekundarnog metabolizma, a za koji ne postoji dovoljno podataka je
fuleren, odnosno njegov hidroksilirani oblik fulerenol. Naime, fulereni su tre¢a alotropska
modifikacija ugljika, a zbog svojih specifi¢nih svojstava se primjenjuju u raznim granama
industrije zbog ceka se i gomilaju u okoliSu gdje prolaze procese transformacija i

biotransformacija do hidroksiliranog oblika fulerenola.

Zadatak rada bio je provesti istrazivanje o utjecaju nanocestica fulerenola Cgo(OH),4 na rast,
broj spora i sekundarni metabolizam plijesni A. flavus tijekom uzgoja uz izloZenost VIS svjetlu
u rezimu koji simulira prirodnu izmjenu dana i nodi, kao i odrediti utjecaj na vrstu i

koncentracije produciranih sekundarnih metabolita.
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2.1. Aspergillus flavus

Aspergillus flavus Siroko je rasprostranjena plijesan, a pripada skupini od 250 plijesni koje se
ubrajaju u rod Aspergillus. Pripadnici ovog roda ime su dobili po karakteristicnim
strukturama koje sadrze nespolne spore, a uocio ih je talijanski botani¢ar i svecenik prilikom
promatranja plijesni pod mikroskopom. Sam oblik spomenutih struktura asocirao ga je na
Skropilicu za rasprsivanje svete vode koja se koristi pri raznim obredima rimokatolicke crkve
Sto je rezultiralo nazivom "Aspergillus" (Hedayati i sur., 2007; Klich, 2007).

Radi efektivne moci rasprsivanja spora zrakom, uz raspolozivost hranjivih tvari, ova plijesan
zastupljena je gotovo svugdje. Naj¢eScée je prisutna u tlu (osobito tropskih i suptropskih
podrucja), stocnoj hrani, truloj vegetaciji, uskladistenim sjemenkama i Zitaricama, ali i u
ostalim vrstama prehrambenih proizvoda. Raste u pojasu iznad 25° sjeverne i 25° juzne
geografske Sirine (Klich, 2007).

Iznimno znacdajna karakteristika plijesni roda Aspergillus jest mogucénost produkcije
sekundarnih metabolita male molekulske mase koji su toksi¢ni pri niskim koncentracijama, a
nazivaju se mikotoksini (Kovac¢ i sur., 2018a). Naime, producenti navedenih toksi¢nih
metabolita kategorizirani su u tri sekcije roda Aspergillus (Tablica 1.): Flavi, Nidulantes i
Ochraceorosei. U sekciju Flavi ubrajaju se: A. arachidicola, A. bombycis, A. flavus, A.
minisclerotigenes, A. nomius, A. parasiticus, A. parvisclerotigenus, A. pseudocaelatus, A.
pseudonomius, A. pseudotamariii A. togoensis (Varga i sur., 2009; Varga i sur., 2011). Od svih
navedenih, A.flavus je najvazniji producent mikotoksina, od kojih aflatoksini predstavljaju
znacajan problem kako za zdravlje ljudi, tako i za zdravlje Zivotinja, ali i za cijelu ekonomiju i
gospodarstvo (Kovac i sur., 2018a).

Plijesni roda Aspergillus mogu uzrokovati razne bolesti na klipu kukuruza, pamuku te
sjiemenkama kikirikija. Takoder, plijesni ovog roda imaju bitnu ulogu u biodegradaciji jer kao
saprofitni mikroorganizam na biljnim i Zivotinjskim ostacima Zivi u obliku micelija (Amaike i

Keller, 2011; Heydati i sur., 2007; Klich, 2007).
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Tablica 1. Taksonomija plijesni roda Aspergillus flavus Link.
(Klich, 2007)

CARSTVO GUIVE (Fungi)

KOLIENO ASCOMYCOTA

RAZRED EUROTIOMYCETES/ASCOMYCETES
RED EUROTIALES

PORODICA TRICHOCOMACEAE

ROD ASPERILLUS

VRSTA FLAVUS

2.1.1. Grada stanica A.flavus

Postoje tri oblika u kojima se plijesan A.flavus moze pronadi u okolisu, a o kojem se obliku
radi ovisi o uvjetima okoline. Naj¢es¢i oblik prikazan je na Slici 1., a radi se o miceliju - gustoj
tvorevini umreZenih hifa (cjevaste stanice promjera oko 2 um do 5 um te duZine oko 5 um
do 50 um) koje formiraju pahuljastu ili paucinastu te prasnjavu prevlaku po ¢vrstoj podlozi, a
u uvjetima submerznog uzgoja salinjavaju okruglastu nakupinu, tj. pelet (Slika 2.),

(Durakovi¢, Durakovié¢, 2003; Kovac, 2017).

Slika 1.Micelij plijesni A. flavus NRRL 3251 pod svjetlosnim mikroskopom pri poveéanju od

400 x(Kovag, 2017)

Slika 2. Plijesan A.flavusuzgojena na ¢vrstoj podlozi (a) i u tekuéoj podlozi (b)

(Kovacg, 2017)

Hife mogu biti pregradene tzv. septama $to za rezultat ima podijeljenost hifa na dijelove, tj.

septume. Pregrade, odnosno septe, ne dijele hifu u cijelosti na zasebne stani¢ne dijelove

5
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nego imaju otvore koji pruzaju sposobnost strujanja citoplazme i organela (Slika 3.) (Kovac,

2017).

stijenka hife
septa maino tijelo Kristali jergra :?

verikule

ribosomi ' membrana

endoplazmatski

retibulum mitohondrij

Golgijevo tijelo

Slika 3. Grada septirane hife (Kovac, 2017)

Znatan broj hifa je vegetativan i one modeliraju tijelo plijesni. Suprotno tome, posebne
zracne hife (konidiofori) nose komponente za razmnoZavanje - konidiospore te sudjelujuu
formiranju paucinastog izgleda kolonije plijesni (Bennett, 2010; Free, 2013; Klich, 2007).
Povrsina im je hrapava, a sastoje se od stipe (izduzena drska) te vezikule (proSirenje na kraju
stipe). Vezikula sadrzava mnoStvo sporonosnih stanica (fijalide ili sekundarne sterigme) ¢ijim

dijeljenjem nastaju nespolne spore - konidiospore ili konidije (Slika 4.) (Klich, 2007).

* FILUADE

- STERIGME J — KONIDIOFOR

B SUPSTRATNI J |

l E/ MICELL)

s

I [

Slika 4. Grada konidiofora plijesni roda Aspergillus koja nosi spore

(prilagodeno iz Klich, 2007)

Ukoliko okolisni uvjeti nisu povoljni (npr.susa), A. flavus je u obliku sklerocija i spora.
Sklerocij predstavlja gusto posloZzen micelij oko kojeg se nalazi sloj diferenciranih stanica i

¢vrsta ovojnica. Plijesan u obliku sklerocija moze dugo postojati, a kad dode do promjene
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okolisnih faktora, on klija Sto dovodi do nastavljanja rasta, razvoja i razmnozavanja plijesni

(Amaike i Keller, 2011; Heydati i sur., 2007; Klich, 2007).

2.1.2. Zivotni ciklus A.flavus
Ukoliko je zajamcena dostupnost hranjivih tvari, a vanjski ¢imbenici povoljni, do¢i ¢e do
klijanja spora ili sklerocija ¢ime otpocinje Zivotni ciklus plijesni A.flavus (Slika 5.). Kako bi do
navedenog procesa doslo, optimalna temperatura kreée se od 10 - 48,8 °C, aktivitet vode
0,73 - 0,99, a pH vrijednost medija od 3,4 do 10 (Batillani i sur., 2012; Lakkireddy i sur.,
2014). Slijedi bubrenje i hidratacija proklijale spore. U meduvremenu se aktiviraju mnogi
signalni putevi (npr. Ras/MAP i cAMP/PKA) sto vodi k integriranju spora i vezanju na
supstrat. Odvija se mitoza te zapocinje rast hifa (Osherov i May, 2000; 2001). Slijedi stvaranje
razgranatog micelija koji kroz odredeni vremenski period stvara nove spore. U iznimnim
slu¢ajevima klijanja sklerocija moze nastati micelij koji nema moguénost formiranja spora

(Coley-Smith i Cook, 1971; Durakovié¢ i Durakovié¢, 2000; Heydati, 2007; Horn, 2007; Klich,

MOLEKULARNA RAZINA MORFOLOSKA RAZINA
Prepoznavanje izvora Stani¢ni signalizacijski 0h Spora
o —_—
ugliika putevi
L

Inicijacija sinteze

proteina 2h Bubrenje, dekondenzacija
jezgre, adhezija

}

Morfoloske promjene

uzrokovane novosintetiziranim
proteinima, stani¢ni ciklus

S
6h @Il Nastanak hife
r

Slika 5. Pretpostavljeni model klijanja spora

(prilagodeno iz Osherov i May, 2000)

Kako je i prikazano na Slici 6., Zivotni ciklus ove plijesni podijeljen je na dvije faze. Prva,

saprofitna faza, ukljucuje kolonizaciju biljnih ostataka u tlu. Druga (patogena) faza
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podrazumijeva infekciju biljnog tkiva iznad povrsSine tla (Batillani i sur., 2012; Lakkireddy i

sur., 2014).

Patogena faza

Metlica [

f e, f "\I o Lisna ui

\ "-. \ }/ r
_l -f' \l ‘

N il /s

Saprofitna faza pe ¥
7 e * & o
L (.
Spora .
j’ﬁi_ : Sklerocij
Micelij Biljni ostatci Sporulirajuci micelij

Slika 6. Zivotni ciklus plijesni Aspergillus flavus na kukuruzu — saprofitna i patogena faza
(Kovacisur., 2017. - prilagodeno iz Lakkireddy i sur., 2014)
Novostvoreni micelij sintetizira brojne spore koje bivaju otpustene u zrak, a dalje se prenose
posredovanjem kukaca ili vjetra. Na taj nacin dolazi do infekcije usjeva. Stupanj infekcije
usjeva ovisi o osjetljivosti biljke na infekciju, njenom zdravstvenom stanju, kolicini spora na

polju te razini osteéenja usjeva kukcima (Battilani i sur., 2012).

2.2. Aflatoksini - svojstva i biosinteza

Odredeni mikroorganizmi imaju sposobnost sinteze spojeva koji ne utjeCu na njihov rast i
razvoj. Tako nastali spojevi nazivaju se sekundarni metaboliti (idioliti) (Suskovi¢, 2014).
Najpoznatija skupina toksi¢nih sekundarnih metabolita plijesni roda Aspergillus se naziva
aflatoksini (Yu, 2012).

Aflatoksini (AF) su prvi put spomenuti ranih 60-ih godina proslog stolje¢a zbog velikog
pomora pura u Engleskoj. Naime, Zivotinje su bile hranjene brasnom kikirikija koje je bilo
zarazeno aflatoksinima. Bolest je tada nazvana "Bolest X", a znanstvenici su zbog ugrozenog
zdravlja zivotinja i ljudi te velikih ekonomskih gubitaka ostali zaintrigirani te krenuli u razna

istrazivanja o toksi¢noj supstanci (Chanda i sur., 2009; 2010).
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Predstavnici skupine aflatoksina su aflatoksini B1, B2, G1, G2, M1 i M2, a njihove kemijske
strukture prikazane su na Slici 7. Oznake B i G predstavljaju boju kojom aflatoksini
fluoresciraju pri specificnoj valnoj duljini (G - eng. green - zelena boja; B - eng. blue - plava
boja), a slovom M oznacava se supstrat iz kojeg su izolirani (M - eng. milk - mlijeko) (Sarkanj i
sur., 2010). AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2 produkti su sekundarnog metabolizma plijesni dok su
AF skupine M rezultat metabolizma sisavaca koji su izlu¢eni mlijekom nakon unosa hrane

oneciséene aflatoksinima (Varga i sur., 2009).
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Slika 7. Kemijske strukture glavnih predstavnika aflatoksina

(Dela, 2010)

Sam proces biosinteze aflatoksina sastoji se od tri faze. Prva faza inicirana je formiranjem
norsolorinske kiseline (NOR) koja je temeljna struktura aflatoksina te ujedno i prvi stabilni
metabolit. Biosinteza zapocinje u peroksisomima gdje uz kataliticko djelovanje enzimskog
kompleksa NOR sintaza iz acetil-CoA i malonil-CoA nastaje NOR. Odredeni dio acetil-CoA
nastaje u peroksisomima B-oksidacijom dugolancanih masnih kiselina, dok se ostatak stvara
u mitohondrijima putem B-oksidacije kratkolan¢anih masnih kiselina (Cleveland i sur., 2009;
Reverberi i sur., 2012; Yabe i Nakajima, 2004). Tako nastala NOR pupanjem vezikule iz
peroksisoma skuplja se u endosome te se stapa s endosomima iz endoplazmatskog
retikuluma, vakuola i mitohondrija stvarajuci aflatoksisome u kojima se zbivaju druge

reakcije sinteze aflatoksina (Chanda i sur., 2009; Keller, 2015; Kistler i Broz; 2015).
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Zatim se NOR, posredovanjem NOR reduktaze prevodi u averantin (AVN). AVN podlijeze
reakciji hidroksilacije u 5'-hidroksiaverantin (HAVN), a reakciju katalizira enzim P450
dehidrogenaza. Enzimskom aktivnoS¢u 5'-hidroksiaverantinreduktaze HAVN prelazi u
oksoaveratin (OAVN) zbog oksidacije 5'-hidroksilne skupine. Daljnji tijek reakcija ostvaruje se
kroz dva nacina. Iz OAVN moze nastati averufanin (AVNN) ili averufin (AVN). AVNN dobije se
dehidratacijom OAVN dok djelovanjem OAVN ciklaze dolazi do pretvorbe OAVN u AVF. Slijedi
reakcija u kojoj se pomocu averufin monooksigenaze AVF prevodi u versikonal hemiacetal
acetat (VHA). Nadalje, VHA se aktivno$¢u esteraze prevodi u versikonol (VOH), versikonol
acetat (VOAC) i versikoloron (VONE). Nestabilni VOH se spontanom dehidratacijom pretvara
u versikolorin C (VERC). Djelovanjem enzima versikonal ciklaza sintaze VER se prevodi u
versikolorin B (VERB) koji je meduprodukt za biosintezu aflatoksina B2 i G2 ¢ime zavrSava
druga faza biosinteze aflatoksina. Intermedijer za biosintezu AFB1 i AFG1 dobiva se
dehidrogenacijom VERB u VERA, a provodi se posredstvom enzima desaturaze. Nadalje,
VERA i VERB se djelovanjem kompleksa demetilsterigmastocistin sintaze konvertiraju u
dimetilsterigmatocistin (DMST) i dihidrodimetilsterigmatocistin (DHDMST). Slobodne
hidroksilne skupine DMST i DHMST podlijezu metilaciji uz enzim O-metiltransferazu I i Il ¢ime
se formiraju sterigmatocistin (ST) i dihidrosterigmatocistin (DHST), tj. O-metilsterigmatocistin
(OMST) i dihidro-O-metilsterigmatocistin (DHOMST) (Cleveland i sur., 2009; Yabe i Nakajima,
2004). Posljednji korak biosinteze AF podrazumijeva pretvorbu OMST u AF G1 i Bl te
DHOMST u AF B2 i G2. U ovom koraku sudjeluju oksidoreduktaza, P450 monooksigenaza i
NADH oksidaza (Cleveland i sur., 2009; Yabe i Nakajima, 2004). Nastali aflatoksini se

egzocitozom otpustaju iz stanica plijesni (Chanda i sur., 2009; 2010).

2.3. Fulereni

Fulereni su, uz grafit i dijamant, treca alotropska modifikacija ugljika. Naime, radi se o
Supljim, zatvorenim sfericnim kavezima cistog ugljika s razli¢itim brojem ugljikovih atoma
(Ca0, Cso, Cso, Co0). Ovi ugljikovi spojevi otkriveni su tijekom 70-ih godina proslog stoljeéa za
$to su zasluzni Harold W. Kroto (Slika 8.), Robert F. Curl i Richard E. Smalley koji su za svoje

znanstveno postignuce nagradeni Nobelovom nagradom.

10



2. Teorijski dio

Slika 8. Harold W. Kroto
(WEB 1)

2.3.1. Struktura fulerena Cgg
Za oblik fulerena Cgg koji podsjeca na nogometnu loptu zasluzni su ugljikovi atomi (Slika 9.).
Totnije, 60 sp? hibridiziranih ugljikovih atoma razmjesteni su tako da &ine mrezu sadinjenu od
20 Sesteroclanih i 12 peteroélanih prstena. Promjer strukture iznosi 0,7 nm. Bitno je naglasiti
kako peteroclani prsteni ne dijele rubove. Svaki se ugljikov atom veze sa tri okolna ugljikova
atoma. Naime, u peteroclanim prstenima zastupljene su sve jednostruke veze, dok se u
Sesteroclanima izmjenjuju jednostruke i dvostruke veze. Zahvaljujuéi dvostrukim vezama
evidentna je delokalizacija t elektrona S$to je u direktnoj vezi sa zakrivljeno$¢u molekule

(Barky i sur., 2007; Talbot, 1999; Trpkovic¢ i sur., 2012;).

Slika 9. Shematski prikaz Cgo a) pomocu kugli i Stapica, b) model popunjavanja prostora,
c) struktura sprijeda te d) Schlegelov dijagram s numeriranjem C-atoma

(Hirsch, 1994)
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2.3.2. Zastupljenost fulerena Cgo u okolisu i primjena

Osim Sto se u okoliSu pojavljuje kao posljedica industrijalizacije, fuleren C¢o moze biti
prisutan kao popratna pojava raznih prirodnih procesa. Fulereni su zapaZeni na mjestima
udara groma, kraterima meteorita te u odredenim vrstama stijena kao Sto su fulgurit i
sungit. Isto tako, moguce ih je detektirati u mjestima zahvacenim poZzarom zbog nepotpunog
izgaranja organskih tvari ili u motorima s unutarnjim izgaranjem (Talbot, 1999). Nanocestice
fulerena (nCgg) moguce je pronadi i u tlu, sedimentima rijeka, otpadnim i povrsinskim
vodama te atmosferi. Nanocestice fulerena Cgo u okoliSu uz prisutnost suncevog svjetla
podlijezu oksidaciji ¢ime nastaju njihovi epoksi i hidroksi derivati. Nadalje, dio derivata
prelazi u fulerenole koji sadrze 20-24 hidroksilne skupine. Pretpostavlja se kako su fulerenoli
podlozni kemijskim transformacijama u nazocnosti svjetla Sto rezultira mineralizacijom
fulerenola u topljivi anorganski i organski ugljik. Epoksi i hidroksi derivati mogu nastati i
kemijskim promjenama uz prisutnost ozona (Kovac, 2017).

Kao Sto je ve¢ navedeno, zbog prisutnosti dvostrukih veza dolazi do delokalizacije m
elektrona pa fuleren Cqy posjeduje zakrivljenu strukturu. Osim toga, zakrivljena struktura
pruza Sirok spektar karakteristi¢nih svojstava (hidrofobnost, fotoosjetljivost, antioksidativna
aktivnost) ¢ime je omoguéena njegova raznolika i sadrzajna uporaba u mnostvu industrija.
Naime, isti se koristi za pripremu pripravaka za njegu kose, Sminke te raznih drugih
kozmetickih proizvoda. lzuzev kozmetic¢ke industrije, fuleren Cgo svoje mjesto pronasao je u
proizvodnji raznih materijala, solarnih ¢elija, kablova, tintnih materijala i drugo (Mihalitsch i

Huebner, 2008).

2.3.3. Fulerenol Cgo(OH),4
Fulerenol Ceo(OH),4 (FNP) jest spoj topljiv u vodi ¢ija svojstva nisu dovoljno razjaSnjena Sto ga
¢ini predmetom raznih studija. Naime, postoji nekoliko istraZivanja o toksi¢nosti FNP-a
opcenito. Sto se tice mikotoksikogenih plijesni, ona jo$ uvijek nije izvréena (Kovac i sur.,
2018b). Naime, Vavrova i sur. (2012) smatraju kako su fulerenoli tvari slabo toksi¢nih
svojstava,a Cavas i sur. (2014) navode da ko-izlozenost fulerenolu bitno snizava
citotoksicnost te genotoksicnost acetamiprida u stanicama [IMR-90. Zahvaljujudi
antioksidativnom djelovanju i moguénosti neutralizacije reaktivnih oksidativnih vrsta (ROS)
objavljene su pretpostavke o antiproliferativnim (antitumorskim) svojstvima fulerenola

(MilicTorres i sur., 2010.) te o sposobnosti zastite ljudske membrane eritrocita od
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visokoenergetskih elektrona (Grebowski i sur., 2018). Stoga isti moZe imati primjenu kao
biokemijsko sredstvo prilikom kemoterapije te u podrucju radijacijske biologije (Kovac i sur.,

2018b).

Slika 10. Molekula fulerenola Cgo(OH),4
(Kovac, 2017)

2.3.4. Antimikrobni ucinak nanocestica fulerena Cg i fulerenola Cgo(OH),4

Raznim istraZivanjima dokazano je kako nCg i FNP imaju mnostvo utjecaja na rast
prokariotskih i eukariotskih mikroorganizama. Naime, osim pospjeSivanja navedenog
procesa, moze doci i do inhibiranja istog (Aoshima i sur., 2009; Fortner i sur., 2005; Gao i
sur., 2011; Hadduck i sur., 2010; Huang i sur., 2014; Lyon i sur., 2006; Unkovi¢ i sur., 2015).
Antimikrobni, odnosno toksi¢ni utjecaj ovih nanocestica ovisan je o:

e nacinu priprave suspenzije nanocestica,

e velicini nanocestica,

e primijenjenoj koncentraciji,

e vrstii karakteristikama analiziranog organizma te

e principu i kriterijima uzgoja.

Prilikom odredivanja toksicnog djelovanja nanocestica fulerena na mikroorganizme bitno je
znati kako je fuleren Cgo hidrofobna molekula dobro topljiva u benzenu, naftalenima te
alkenima, a slabo topljiva u vodi (10‘9ug/mL) kako bi se odabrala adekvatna metoda priprave
nanocestica za daljnja ispitivanja (Fortner i sur., 2006; Lyon i sur., 2006; Markovi¢ i Trajkovi¢,
2008). Pretezno, metode priredivanja nanocestica ukljucuju:

e pripravu nanocestica uz izmjenu organskog otapala,

e pripravu nanocestica dugotrajnim mijesanjem u vodi te
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e enkapsulaciju fulerena polivinolpirilidonom (Fortner i sur., 2005; Hadduck i sur.,

2010; Lyon i sur., 2006; Markovic i sur., 2007).

Antimikrobni uc¢inak nanocestica fulerena i fulerenola pripisuje se:
e medudjelovanju sa stanicnom membranom,
e koncentriranju nanocestica unutar stanica te pohranjivanjem u organelima,
o oksidativnom djelovanju u tami ili uz djelovanje laserskih zraka
(fotoekscitaciju) (Baddiredy i sur., 2007; Chen i sur., 2010; Grebowski i sur.,
2013; Markovi¢ i Trajkovi¢, 2008; Monticelli i sur., 2009; Quiao, 2007,
Yamakoshi i sur., 2003).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Zadatak rada bio je provesti istrazivanje o utjecaju nanocestica fulerenola Cgo(OH) 4 na rast,
broj spora i sekundarni metabolizam plijesni A. flavus tijekom uzgoja uz izloZzenost VIS svjetlu
u tekucoj podlozi kao i odrediti utjecaj na vrstu i koncentracije produciranih sekundarnih

metabolita.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Kemikalije
Ekstrakt kvasca, saharoza te krumpirov glukozni agar (eng. Potato Dextrose Agar, PDA)
nabavljeni su iz Italije, od tvrtke Biolife. Standard mjeSavine aflatoksina (B1, G1, B2, G2)
dobavljen je iz Biopure u Austriji, dok su acetonitril i metanol dobiveni od tvrtke Merck
(Njemacka). Od tvrtke Sigma Aldrich (Austrija) dobavljeni su amonijev acetat te ledena
octena kiselina. Standardi metabolita plijesni A.flavus pribavljeni su od Axxora Europe
(Svicarska), LGC Promochen GmbH (Njemacka), Iris Biotech GmbH (Njemacka), Romer Labs

Inc. (Austrija) te Sigma Aldrich (Austrija).

3.2.2. Sinteza fulerenola, priprava i karakterizacija suspenzije nanocestica
Fulerenol je sintetiziran postupkom prema Mirkovu i sur. (2004), a suspenzija nanocestica je
pripremljena u ultradistoj vodi u koncentraciji 10 mg/mL. Metodom dinamickog rasprsenja
svijetlosti (eng. Dynamic Light Scattering, DLS) odredena je veliCina nanoclestica u
pripremljenoj suspenziji, dok je za odredivanje naboja nanocestica (zeta potencijala; Q)
primjenjena metoda elektroforetskog rasipanja svjetlosti (eng. Electrophoretic Light
Scattering, ELS) (Kovac i sur.; 2018a). Mjerenja su provedena na uredaju Zetasizer Nano ZS

(Malvern Instruments Inc., UK).

3.2.3. Rast plijesni te odredivanje broja spora
Plijesan Aspergillus flavus NRRL 3251, iz zbirke plijesni Katedre za biokemiju i toksikologiju
Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek uzgojena je u tekuéoj podlozi s kvascevim
ekstraktom i saharozom (eng. Yeast Extract Sucrose, YES) prema dostupnom protokolu
(Kovac i sur; 2017). Inkubacija je provedena pri 29 °C, tijekom 168 sati na orbitalnoj tresilici
(IKA, KS 260, Njemacka) podeSenoj na 200 o/min uz prisutnost VIS svjetla (LED svjetlo, 50 W,
2250 Lux, Stella) u reZimu 12 sati svjetlo/12 sati tama i prisutnost 0, 10, 100 i 1000 ng/mL
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nanocestica fulerenola Cgo(OH),4 (FNP). Svaka 24 sata od pocetka inkubacije izuzimani su
uzorci podloge i poraslog micelija te odvajani filtracijom, a koriSteni su za odredivanje
koncentracije produciranih sekundarnih metabolita. Do trenutka pripreme uzoraka ¢uvani su
na temperaturi od -80 °C. Prethodno je 500 uL podloge odvojeno za odredivanje utjecaja

FNP na broj spora plijesni prema ranije objavljenom protokolu (Kovac i sur., 2018a).

3.2.4. Odredivanje koncentracije sekundarnih metabolita plijesniA.flavus

Koncentracija sekundarnih metabolita plijesni A. flavus, aflatoksina i njihovih prekursora u
podlozi determinirana je pomocéu LC-MS/MS metode (tekudinska kromatografija u sprezi s

tandemskom masenom spektrometrijom)primjenom tzv. ,razrijedi i mjeri“tehnike.

Podloga uskladistena pri -80 °C je u staklenim vialama razrijedena (1:9, v/v) smjesom
ekstrakcijskog otapala i otapala za razrjedivanje (1:1, v/v) te su tako pripremljeni uzorci
podvrgnuti analizi prema Sulyok i sur. (2020). Prethodno uskladisteni micelij pri -80 °C je
povrgnut dezintegraciji na kuglicnom mlinu Omni® Bead Ruptor 12 po protokolu Kovaca i
sur. (2019). Ekstrakcijska smjesa u epruvetama za homogenizaciju volumena 2 mL se
sastojala od 100 mg micelija, 1 g staklenih kuglica promjera 0,5 mm ispranih kiselinom i
prethodno ohladenih na -20 °C te 1 mL ekstrakcijskog otapala po Sulyoku i sur. (2020).
Homogenizacija je provedena pri brzini od 5 m/s tijekom 120 s, u 6 ciklusa od 20 s uz
hladenje uzoraka u ledenoj kupelji izmedu svakog ciklusa. Nakon homogenizacije uzorci su
centrifugirani pri 15 000xg pri 4 °C tijekom 20 minuta (Thermo Scientific SL 8R (Thermo
Scientific™, Finska). Ekstrakti su preneseni u vijale te podvrgnuti analizi u svrhu detekcije
sekundarnih metabolita prema metodi Sulyoka i sur. (2020). Analiza je izvrSena na QTRAP
5500 MS/MS sustavu (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) opremljenom sa
TurboVionskim rasprSivacem kao ionskim izvorom (ESI) i Agilent 1290 UHPLC sustavom
(Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka). Kromatografsko razdvajanje je provedeno na
Gemini®C18-koloni (Phenomenex, Torrance, CA, SAD) uz odgovarajucu zastitnu pretkolonu

(Sulyok i sur., 2020; Malachova i sur., 2014).

Za kvalitativnu i kvantitativnu obradu dobivenih podataka koristen programski paket Analyst

1.6.2, odnosno MultiQuant 3.0.3.
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3.2.5. Obrada i prikaz rezultata

Za obradu i prikaz rezultata koriSteni su programski paketi Microsoft Office 2016 te Statistica

13.1 (Dell Inc., Texas, USA).
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4. Rezultati i rasprava

Nanocestice fulerenola se o¢ekuju u okolisu kao rezultat transformacija i biotransformacija
nanocestica fulerena. Medutim, njihov utjecaj na mikotoksikogene plijesni tijekom
interakcije u okolisu jo$ uvijek nije dovoljno istrazen. Stoga je zadatak ovog rada bio provesti
istraZivanje o utjecaju nanocestica fulerenola Cg(OH),4 na rast, broj spora i sekundarni
metabolizam plijesni A. flavus tijekom uzgoja uz izloZenost VIS svjetlu u tekucoj podlozi kao i

odrediti utjecaj na vrstu i koncentracije produciranih sekundarnih metabolita.

4.1. Karakterizacija suspenzije nanocestica fulerenola

Karakterizacija nanoclestica provedena je u svrhu utvrdivanja odgovaraju li cestice u
pripremljenoj suspenziji kriterijima definiranim od strane Zajednic¢kog istraZzivackog centra
Europske komisije. Naime, nanocesticama se smatraju prirodne, slucajno ili namjerno
proizvedene Cestice koje imaju vanjski promjer izmedu 1i 100 nm (pojedinacno, kao agregati

ili aglomerati), a najmanje 50 % od ukupnog broja Cestica (Rauscher i sur., 2015.).

Odredivanje prosjecne veli¢ine FNP provedeno je primjenom metode dinamickog rasprsenja
svjetlosti (DLS) (Slika 11.). Rezultati pokazuju kako je u pripremljenoj suspenziji FNP srednja

vrijednost hidrodinamickog promjera nanocestica 6,1 nm.
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Slika 11. Karakterizacija nanocestica fulerenola — prosjec¢ni hidrodinamicki promjer

Nadalje, metodom elektroforetskog rasipanja svjetlosti (ELS) odredena je i vrijednost zeta

potencijala pripremljene suspenzije nanocestica, a iznosi-25,3 mV (Slika 12.).
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Slika 12. Karakterizacija nanocestica fulerenola — zeta (Z) potencijal

Kao Sto je vidljivo iz rezultata (Slika 11., 12.), priblizne vrijednosti hidrodinamickog promjera
i zeta potencijala nanocestica fulerenola odgovaraju literaturnim vrijednostima. Unkovic i
sur. (2015) su odredili prosjec¢ni hidrodinamicki promjer od 8,7 nm, a $to je u skladu i s
rezultatima Kovaca i sur. (2017.; 2018a; 2018b; 2020a; 2020b). Takoder, i T potencijal
okarakterizirane suspenzije je u skladu s literaturnim navodima (Kovac i sur., 2017.; 20183;

2018b; 2020a; 2020b; Ratnikov i sur., 2011; Unkovié i sur., 2015).

4.2. Utjecaj nanocestica fulerenola na rast plijesni A. flavus

Tijekom 168 sati inkubacije pracen je utjecaj FNP na rast micelija plijesni A.flavus NRRL 3251
pri 29 °C, uz izloZzenost VIS svjetlu u rezimu 12 sati VIS svjetlo/12 sati tama (Slika 13.). Masa
micelija odredivana je u vremenskom intervalu od 24 do 168 sati uzgoja svaka 24 sata, dok
nakon prva 24 sata uzgoja nije bilo dovoljno poraslog micelija da bi se njegova masa mogla

odrediti.

Nadalje, iz Slike 13. je vidljivo da pri svim ispitivanim koncentracijama FNP (10, 100 i 1000
ng/mL) masa poraslog micelija nije znacajno razli¢ita u odnosu na kontrolni uzgoj. Medutim,
mozZe se zamijetiti da je najveci porast mase micelija vidljiv pri koncentraciji FNP od 1000
ng/mL. Takvi rezultati su slicni onim koje su objavili Kovac i sur. (2018), ali su oni dobiveni
uzgojem plijesni bez izloZzenosti VIS svijetlu. Takoder, Gao i sur. (2011) su pokazali kako FNP

mogu imati stimulirajuéi u¢inak na porast micelija plijesni A. niger, sto je djelomi¢no u skladu
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sa rezultatima prikazanima na Slici 13., no radi se o vecoj primijenjenoj koncentraciji FNP
nego u slucaju ovog diplomskog rada. Suprotno tome, Unkovi¢ i sur. (2015) su objavili kako
FNP utje¢u na smanjenje biomase kod nekih plijesni pripadnika roda Aspergillus, a vjerojatno
zbog uvjeta primijenjenih pri eksperimentalnom dijelu tog istraZivanja rezultati se ne

poklapaju sa prikazanima na Slici 13.
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Slika 13. Utjecaj nanocestica fulerenola na rast micelija plijesni Aspergillus flavus NRRL 3251
pri 29 °C, tijekom 168 sati uzgoja uz izlozenost VIS svjetlu u rezimu

12 sati svjetlo/12 sati tama.

4.3. Utjecaj nanocestica fulerenola na broj spora plijesni A. flavus u

podlozi za uzgoj

Na Slici 14. prikazan je utjecaj FNP na broj spora plijesni A. flavus NRRL 3251 u podlozi za
uzgoj pri ranije opisanim uvjetima uzgoja. Promatra li se promjena broja spora plijesni pod
utjecajem FNP vidljivo je da dolazi do promjena broja spora tijekom vremena inkubacije, no
nije vidljiv utjecaj primijenjene koncentracije FNP na broj spora. Jednostavnije reéeno, nema
razlike izmedu primijenjenih koncentracija FNP, odnosno izmedu pojedinih koncentracija
FNP i kontrolnog uzgoja. Unato¢ tome, u literaturi postoje dokazi o povezanosti oksidativnog
stresa, kojeg FNP mogu modulirati, produkcije spora te biosinteze aflatoksina (Kovac i sur.,
2017; 2018a; 2018b). MoZda razina modulacije oksidativnog statusa plijesni s FNP pri

primijenjenim uvjetima uzgoja nije dovoljna da se odrazi i na produkciju broja spora plijesni.
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Slika 14. Utjecaj nanocestica fulerenola na broj spora plijesni Aspergillus flavus NRRL 3251 u
podlozi za uzgoj tijekom uzgoja pri 29 °C, u trajanju od 168 sati uz izloZenost VIS svjetlu u
rezimu 12 sati svijetlo/12 sati tama. Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrijednost + SEM

tri neovisna uzgoja.

4.4. Utjecaj nanocestica fulerenola na sekundarni metabolizam plijesni

A. flavus

Na Slici 15. prikazan je utjecaj FNP na produkciju aflatoksina B1 pri ranije opisanim uvjetima
uzgoja. Vidljivo je kako se vremenom inkubacije poveéava ukupna koncentracija
produciranog aflatoksina B1. Nadalje, vidljive su i razlike pri utjecaju pojedinih koncentracija
FNP. Naime, poveéanjem koncentracije FNP nakon 168 sati inkubacije dolazi do smanjenja
ukupne koncentracije proizvedenog aflatoksina B1. Tako FNP u koncentraciji od 1000 ng/mL
pokazuju najjaée antiaflatoksikogeno djelovanje u odnosu na zabiljezenu koncentraciju
aflatoksina B1 kod kontrolnog uzgoja, ali i ostale dvije primijenjene koncentracije FNP od 10 i
100 ng/mL. Takoder, identi¢an trend je zabiljeZen i u slucaju produciranih koncentracija

aflatoksina B2 (Slika 16.).
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Slika 15. Utjecaj nanocestica fulerenola na produkciju aflatoksina B1 tijekom uzgoja plijesni

Aspergillus flavus NRRL 3251 u YES podlozi i miceliju plijesni u trajanju od 168 sati uz

izloZzenost VIS svjetlu u reZzimu 12 sati svijetlo/12 sati tama.

[w o0s/3u]
79 wisyorelyy

Slika 16. Utjecaj nanocestica fulerenola produkciju aflatoksina B2 tijekom uzgoja plijesni

Aspergillus flavus NRRL 3251 u YES podlozi u trajanju od 168 sati uz izloZzenost VIS svjetlu u

rezimu 12 sati svijetlo/12 sati tama.
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Slika 17. Utjecaj nanocestica fulerenola produkciju norsolori¢ne kiseline tijekom uzgoja
plijesni Aspergillus flavus NRRL 3251 u YES podlozi u trajanju od 168 sati uz izloZzenost VIS

svjetlu u reZzimu 12 sati svijetlo/12 sati tama.

Medutim, ukoliko se razmotre koncentracije produciranih prekursora aflatoksina (Slika 17.-
19.) moze se zakljuciti da je utjecaj FNP vidljiv veé¢ na pocetku i tijekom puta biosinteze
aflatoksina. Naime, u produciranim koncentracijama norsorolicne kiseline (Slika 17.),
sterigmatocistina (Slika 18.) i o-metilsterigmatocistina (Slika 19.) zapravo se po identicnom
obrascu ogleda utjecaj FNP na aflatoksin B1 i B2.

Na temelju analize sekundarnog metabolizma plijesni A. flavus pod utjecajem nanocestica
fulerenola uz uzgoj pod uvjetima koji simuliraju prirodnu izmjenu dana i nodi vidljiv je utjecaj
na samom pocetku puta biosinteze aflatoksina (Slika 18.), a kao takav se reflektira i na
krajnje produkte puta (Slika 16., 17.). Na osnovu navedenog se ¢ini da bi trebalo provesti

daljnja istrazivanja na molekularno-genetskoj razini kako bi se utvrdili stvarni razlozi ovakvog

utjecaja FNP na plijesan.
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Slika 18. Utjecaj nanocestica fulerenola produkciju sterigmatocistina tijekom uzgoja plijesni

Aspergillus flavus NRRL 3251 u YES podlozi u trajanju od 168 sati uz izloZzenost VIS svjetlu u

rezimu 12 sati svijetlo/12 sati tama.
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Slika 19. Utjecaj nanocestica fulerenola produkciju O-metilsterigmatocistina tijekom uzgoja

plijesni Aspergillus flavus NRRL 3251 u YES podlozi u trajanju od 168 sati uz izloZzenost VIS

svjetlu u reZimu 12 sati svijetlo/12 sati tama.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata prikazanih u ovom diplomskom radu moze se zakljuciti:

1. Pripremljena suspenzija fulerenola C60(OH),s u ultracistoj vodi dominantno je

sadrzavala Cestice veli¢ine 6,1 nm, dok je zabiljezen naboj istih ¢estica od -25,3 mV.

2. Nanocestice fulerenola nisu znacajno utjecale na rast plijesni, uz izuzetak

koncentracije od 1000 ng/mL koja je uzrokovala odredeno povecanje biomase.

3. Nije zabiljezena razlika u broju spora plijesni pod utjecajem primijenjenih

koncentracija FNP, odnosno izmedu pojedinih koncentracija FNP i kontrolnog uzgoja.

4. Utjecaj FNP vidljiv je ve¢ na pocetku i tijekom puta biosinteze aflatoksina. U
produciranim koncentracijama norsorolicne kiseline, sterigmatocistina i o-
metilsterigmatocistina se po identi¢cnom obrascu ogleda utjecaj FNP na aflatoksin B1 i
B2 iz kojeg je vidljiva ovisnost o koncentraciji FNP pri ¢emu 1000 ng/mL FNP izaziva

antiaflatoksikogeni ucinak.
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