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Popis oznaka, kratica i simbola 

 

AF  Aflatoksin 

NOR  Norsolorinska kiselina 

AVN   Averantin 

HAVN  Hidroksiaverantin 

OAVN   Oksoaveratin 

AVNN  Averufanin 

AVF  Averufin 

VOH  Versikonol 

VHA  Versikonal hemiacetal acetat 

VERB   Versikolorin B 

DMST   Dimetilsterigmatocistin 

OMST  O-metilsterigmatocistin 

DHOMST Dihidro-O-metilsterigmatocistin 

ATP  Adenozin trifosfat 

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

FNP   Nanočestice fulerenola  

NADH  Nikotinamid adenin dinukleotid 
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Plijesni roda Aspergillus široko su rasprostranjene. Pri povoljnim okolišnim uvjetima 

kontaminacija hrane ovom plijesni dovodi do mnogih zdravstvenih, ali i ekonomskih 

problema. Pri tome dolazi do aktivacije sekundarnog metabolizma prilikom čega nastaju 

sekundarni metaboliti male molekulske mase toksični pri niskim koncentracija, odnosno 

mikotoksini. Sekundarni metaboliti plijesni roda Aspergillus koji privlače najviše pažnje 

nazivaju se aflatoksini. Najznačajniji pripadnik skupine jest aflatoksin B1 koji zbog svoje 

visoke toksičnosti istražuje od samog otkrida. Hode li se biosinteza aflatoksina odvijati i kojim 

intenzitetom, ovisi o okolišnim faktorima te prisutnosti raznih spojeva. Kao jedan od 

mogudih regulatora sekundarnog metabolizma, a za koji ne postoji dovoljno podataka je 

fuleren, odnosno njegov hidroksilirani oblik fulerenol. Naime, fulereni su treda alotropska 

modifikacija ugljika, a zbog svojih specifičnih svojstava se primjenjuju u raznim granama 

industrije zbog čeka se i gomilaju u okolišu gdje prolaze procese transformacija i 

biotransformacija do hidroksiliranog oblika fulerenola. 

Zadatak rada bio je provesti istraživanje o utjecaju nanočestica fulerenola C60(OH)24 na rast, 

broj spora i sekundarni metabolizam plijesni A. flavus tijekom uzgoja uz izloženost VIS svjetlu 

u režimu 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 široko je rasprostranjena plijesan, a pripada skupini od 250 plijesni koje se 

ubrajaju u rod Aspergillus. Pripadnici ovog roda ime su dobili po karakterističnim 

strukturama koje sadrže nespolne spore, a uočio ih je talijanski botaničar i svedenik prilikom 

promatranja plijesni pod mikroskopom. Sam oblik spomenutih struktura asocirao ga je na 

škropilicu za raspršivanje svete vode koja se koristi pri raznim obredima rimokatoličke crkve 

što je rezultiralo nazivom "Aspergillus" (Hedayati i sur., 2007; Klich, 2007). 

Radi efektivne modi raspršivanja spora zrakom, uz raspoloživost hranjivih tvari, ova plijesan 

zastupljena je gotovo svugdje. Najčešde je prisutna u tlu (osobito tropskih i suptropskih 

područja), stočnoj hrani, truloj vegetaciji, uskladištenim sjemenkama i žitaricama, ali i u 

ostalim vrstama prehrambenih proizvoda. Raste u pojasu iznad 25° sjeverne i 25: južne 

geografske širine (Klich, 2007). 

Iznimno značajna karakteristika plijesni roda Aspergillus jest mogudnost produkcije 

sekundarnih metabolita male molekulske mase koji su toksični pri niskim koncentracijama, a 

nazivaju se mikotoksini (Kovač i sur., 2018a). Naime, producenti navedenih toksičnih 

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 najvažniji producent mikotoksina, od kojih aflatoksini predstavljaju 

značajan problem kako za zdravlje ljudi, tako i za zdravlje životinja, ali i za cijelu ekonomiju i 

gospodarstvo (Kovač i sur., 2018a). 

Plijesni roda Aspergillus mogu uzrokovati razne bolesti na klipu kukuruza, pamuku te 

sjemenkama kikirikija. Također, plijesni ovog roda imaju bitnu ulogu u biodegradaciji jer kao 

saprofitni mikroorganizam na biljnim i životinjskim ostacima živi 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 GLJIVE (Fungi) 

KOLJENO ASCOMYCOTA 
RAZRED EUROTIOMYCETES/ASCOMYCETES  
RED EUROTIALES 
PORODICA TRICHOCOMACEAE 
ROD ASPERILLUS 
VRSTA FLAVUS 

 

2.1.1. Građa stanica A.flavus 

Postoje tri oblika u kojima se plijesan A.flavus može pronadi u okolišu, a o kojem se obliku 

radi ovisi o uvjetima okoline. Najčešdi oblik prikazan je na Slici 1., a radi se o miceliju - gustoj 

tvorevini umreženih hifa (cjevaste stanice promjera oko 2 μm do 5 μm te dužine oko 5 μm 

do 50 μm) koje formiraju pahuljastu ili paučinastu te prašnjavu prevlaku po čvrstoj podlozi, a 

u uvjetima submerznog uzgoja sačinjavaju okruglastu nakupinu, tj. pelet (Slika 2.), 

(Durakovid, Durakovid, 2003; Kovač, 2017). 

 

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

400 x(Kovač, 2017) 

 

Slika 2. Plijesan A.flavusuzgojena na čvrstoj podlozi (a) i u tekudoj podlozi (b) 

(Kovač, 2017) 

 

Hife mogu biti pregrađene tzv. septama što za rezultat ima podijeljenost hifa na dijelove, tj. 

septume. Pregrade, odnosno septe, ne dijele hifu u cijelosti na zasebne stanične dijelove 
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nego imaju otvore koji pružaju sposobnost strujanja citoplazme i organela (Slika 3.) (Kovač, 

2017). 

 

Slika 3. Građa septirane hife (Kovač, 2017) 

 

Znatan broj hifa je vegetativan i one modeliraju tijelo plijesni. Suprotno tome, posebne 

zračne hife (konidiofori) nose komponente za razmnožavanje - konidiospore te sudjelujuu 

formiranju paučinastog izgleda kolonije plijesni (Bennett, 2010; Free, 2013; Klich, 2007). 

Površina im je hrapava, a sastoje se od stipe (izdužena drška) te vezikule (proširenje na kraju 

stipe). Vezikula sadržava mnoštvo sporonosnih stanica (fijalide ili sekundarne sterigme) čijim 

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

 

Slika 4. Građa konidiofora plijesni roda Aspergillus koja nosi spore 

(prilagođeno iz Klich, 2007) 

 

Ukoliko okolišni uvjeti nisu povoljni (npr.suša), A. flavus je u obliku sklerocija i spora. 

Sklerocij predstavlja gusto posložen micelij oko kojeg se nalazi sloj diferenciranih stanica i 

čvrsta ovojnica. Plijesan u obliku sklerocija može dugo postojati, a kad dođe do promjene 
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okolišnih faktora, on klija što dovodi do nastavljanja rasta, razvoja i razmnožavanja plijesni 

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

2.1.2. Životni ciklus A.flavus 

Ukoliko je zajamčena dostupnost hranjivih tvari, a vanjski čimbenici povoljni, dodi de do 

klijanja spora ili sklerocija čime otpočinje životni ciklus plijesni A.flavus (Slika 5.). Kako bi do 

navedenog procesa došlo, optimalna temperatura krede 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 međuvremenu se aktiviraju mnogi 

signalni putevi (npr. Ras/MAP i cAMP/PKA) što vodi k integriranju spora i vezanju na 

supstrat. Odvija se mitoza te započinje rast hifa (Osherov i May, 2000; 2001). Slijedi stvaranje 

razgranatog micelija koji kroz određeni vremenski period stvara nove spore. U iznimnim 

slučajevima klijanja sklerocija može nastati micelij koji nema mogudnost formiranja spora 

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

2007). 

 

Slika 5. Pretpostavljeni model klijanja spora 

(prilagođeno iz Osherov i May, 2000) 

 

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

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

sur., 2014). 

 

Slika 6. Životni ciklus plijesni Aspergillus flavus na kukuruzu – saprofitna i patogena faza 

(Kovač i sur., 2017. - prilagođeno iz Lakkireddy i sur., 2014) 

Novostvoreni micelij sintetizira brojne spore koje bivaju otpuštene u zrak, a dalje se prenose 

posredovanjem kukaca ili vjetra. Na taj način dolazi do infekcije usjeva. Stupanj infekcije 

usjeva ovisi o osjetljivosti biljke na infekciju, njenom zdravstvenom stanju, količini spora na 

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

2.2. Aflatoksini - svojstva i biosinteza 

Određeni mikroorganizmi imaju sposobnost sinteze spojeva koji ne utječu na njihov rast i 

razvoj. Tako nastali spojevi nazivaju se sekundarni metaboliti (idioliti) (Šuškovid, 2014). 

Najpoznatija skupina toksičnih sekundarnih metabolita plijesni roda Aspergillus se naziva 

aflatoksini (Yu, 2012).  

Aflatoksini (AF) su prvi put spomenuti ranih 60-ih godina prošlog stoljeda zbog velikog 

pomora pura u Engleskoj. Naime, životinje su bile hranjene brašnom kikirikija koje je bilo 

zaraženo aflatoksinima. Bolest je tada nazvana "Bolest X", a znanstvenici su zbog ugroženog 

zdravlja životinja i ljudi te velikih ekonomskih gubitaka ostali zaintrigirani te krenuli u razna 

istraživanja o toksičnoj 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 specifičnoj valnoj duljini (G - eng. green - zelena boja; B - eng. blue - plava 

boja), a slovom M označava se supstrat iz kojeg su izolirani (M - eng. milk - mlijeko) (Šarkanj i 

sur., 2010). AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2 produkti su sekundarnog metabolizma plijesni dok su 

AF skupine M rezultat metabolizma sisavaca koji su izlučeni mlijekom nakon unosa hrane 

onečišdene aflatoksinima (Varga i sur., 2009).  

 

Slika 7. Kemijske strukture glavnih predstavnika aflatoksina 

(Delaš, 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 započinje u peroksisomima gdje uz katalitičko djelovanje enzimskog 

kompleksa NOR sintaza iz acetil-CoA i malonil-CoA nastaje NOR. Određeni dio acetil-CoA 

nastaje u peroksisomima β-oksidacijom dugolančanih masnih kiselina, dok se ostatak stvara 

u mitohondrijima putem β-oksidacije kratkolančanih 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 stvarajudi aflatoksisome u kojima se zbivaju druge 

reakcije sinteze aflatoksina (Chanda i sur., 2009; Keller, 2015; Kistler i Broz; 2015).  



2. Teorijski dio 

10 
 

Zatim se NOR, posredovanjem NOR reduktaze prevodi u averantin (AVN). AVN podliježe 

reakciji hidroksilacije u 5'-hidroksiaverantin (HAVN), a reakciju katalizira enzim P450 

dehidrogenaza. Enzimskom aktivnošdu 5'-hidroksiaverantinreduktaze HAVN prelazi u 

oksoaveratin (OAVN) zbog oksidacije 5'-hidroksilne skupine. Daljnji tijek reakcija ostvaruje se 

kroz dva načina. Iz OAVN može 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 pomodu averufin monooksigenaze AVF prevodi u versikonal hemiacetal 

acetat (VHA). Nadalje, VHA se aktivnošdu 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 međuprodukt za biosintezu aflatoksina B2 i G2 čime završava 

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 podliježu metilaciji uz enzim O-metiltransferazu I i II čime 

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 B1 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 otpuštaju iz stanica plijesni (Chanda i sur., 2009; 2010).  

 2.3. Fulereni 

Fulereni su, uz grafit i dijamant, treda alotropska modifikacija ugljika. Naime, radi se o 

šupljim, zatvorenim sferičnim kavezima čistog ugljika s različitim brojem ugljikovih atoma 

(C20, C60, C80, C90). Ovi ugljikovi spojevi otkriveni su tijekom 70-ih godina prošlog stoljeda za 

što su zaslužni Harold W. Kroto (Slika 8.), Robert F. Curl i Richard E. Smalley koji su za svoje 

znanstveno postignude nagrađeni Nobelovom nagradom.  
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Slika 8. Harold W. Kroto 

(WEB 1) 

2.3.1. Struktura fulerena C60 

Za oblik fulerena C60 koji podsjeda na nogometnu loptu zaslužni su ugljikovi atomi (Slika 9.). 

Točnije, 60 sp2 hibridiziranih ugljikovih atoma razmješteni su tako da čine mrežu sačinjenu od 

20 šesteročlanih i 12 peteročlanih prstena. Promjer strukture iznosi 0,7 nm. Bitno je naglasiti 

kako peteročlani prsteni ne dijele rubove. Svaki se ugljikov atom veže sa tri okolna ugljikova 

atoma. Naime, u peteročlanim prstenima zastupljene su sve jednostruke veze, dok se u 

šesteročlanima izmjenjuju jednostruke i dvostruke veze. Zahvaljujudi dvostrukim vezama 

evidentna je delokalizacija π elektrona što je u direktnoj vezi sa zakrivljenošdu molekule 

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

 

Slika 9. Shematski prikaz C60 a) pomodu kugli i štapida , 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 C60 u okolišu i primjena 

Osim što se u okolišu pojavljuje kao posljedica industrijalizacije, fuleren C60 može biti 

prisutan kao popratna pojava raznih prirodnih procesa. Fulereni su zapaženi na mjestima 

udara groma, kraterima meteorita te u određenim vrstama stijena kao što su fulgurit i 

šungit. Isto tako, mogude ih je detektirati u mjestima zahvadenim požarom zbog nepotpunog 

izgaranja organskih tvari ili u motorima s unutarnjim izgaranjem (Talbot, 1999). Nanočestice 

fulerena (nC60) mogude je pronadi i u tlu, sedimentima rijeka, otpadnim i površinskim 

vodama te atmosferi. Nanočestice fulerena C60 u okolišu uz prisutnost sunčevog svjetla 

podliježu oksidaciji čime nastaju njihovi epoksi i hidroksi derivati. Nadalje, dio derivata 

prelazi u fulerenole koji sadrže 20-24 hidroksilne skupine. Pretpostavlja se kako su fulerenoli 

podložni kemijskim transformacijama u nazočnosti svjetla što rezultira mineralizacijom 

fulerenola u topljivi anorganski i organski ugljik. Epoksi i hidroksi derivati mogu nastati i 

kemijskim promjenama uz prisutnost ozona (Kovač, 2017).  

Kao što je ved navedeno, zbog prisutnosti dvostrukih veza dolazi do delokalizacije π 

elektrona pa fuleren C60 posjeduje zakrivljenu strukturu. Osim toga, zakrivljena struktura 

pruža širok spektar karakterističnih svojstava (hidrofobnost, fotoosjetljivost, antioksidativna 

aktivnost) čime je omogudena njegova raznolika i sadržajna uporaba u mnoštvu industrija. 

Naime, isti se koristi za pripremu pripravaka za njegu kose, šminke te raznih drugih 

kozmetičkih proizvoda. Izuzev kozmetičke industrije, fuleren C60 svoje mjesto pronašao je u 

proizvodnji raznih materijala, solarnih delija, kablova, tintnih materijala i drugo (Mihalitsch i 

Huebner, 2008). 

2.3.3. Fulerenol C60(OH)24 

Fulerenol C60(OH)24 (FNP) jest spoj topljiv u vodi čija svojstva nisu dovoljno razjašnjena što ga 

čini predmetom raznih studija. Naime, postoji nekoliko istraživanja o toksičnosti FNP-a 

opdenito. Što se tiče mikotoksikogenih plijesni, ona još uvijek nije izvršena (Kovač i sur., 

2018b). Naime, Vávrová i sur. (2012) smatraju kako su fulerenoli tvari slabo toksičnih 

svojstava,a Çavaş i sur. (2014) navode da ko-izloženost fulerenolu bitno snižava 

citotoksičnost te genotoksičnost acetamiprida u stanicama IMR-90. Zahvaljujudi 

antioksidativnom djelovanju i mogudnosti neutralizacije reaktivnih oksidativnih vrsta (ROS) 

objavljene su pretpostavke o antiproliferativnim (antitumorskim) svojstvima fulerenola 

(MilicTorres i sur., 2010.) te o sposobnosti zaštite ljudske membrane eritrocita od 
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visokoenergetskih elektrona (Grebowski i sur., 2018). Stoga isti može imati primjenu kao 

biokemijsko sredstvo prilikom kemoterapije te u području radijacijske biologije (Kovač i sur., 

2018b).  

 

Slika 10. Molekula fulerenola C60(OH)24 

(Kovač, 2017) 

 

2.3.4. Antimikrobni učinak nanočestica fulerena C60 i fulerenola C60(OH)24 

Raznim istraživanjima dokazano je kako nC60 i FNP imaju mnoštvo utjecaja na rast 

prokariotskih i eukariotskih mikroorganizama. Naime, osim pospješivanja navedenog 

procesa, može dodi 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; Unkovid i sur., 2015). 

Antimikrobni, odnosno toksični utjecaj ovih nanočestica ovisan je o: 

 načinu priprave suspenzije nanočestica, 

 veličini nanočestica, 

 primijenjenoj koncentraciji, 

 vrsti i karakteristikama analiziranog organizma te 

 principu i kriterijima uzgoja. 

Prilikom određivanja toksičnog djelovanja nanočestica fulerena na mikroorganizme bitno je 

znati kako je fuleren C60 hidrofobna molekula dobro topljiva u benzenu, naftalenima te 

alkenima, a slabo topljiva u vodi (10-9µg/mL) kako bi se odabrala adekvatna metoda priprave 

nanočestica za daljnja ispitivanja (Fortner i sur., 2006; Lyon i sur., 2006; Markovid i Trajkovid, 

2008). Pretežno, metode priređivanja nanočestica uključuju:   

 pripravu nanočestica uz izmjenu organskog otapala, 

 pripravu nanočestica dugotrajnim miješanjem u vodi te 
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 enkapsulaciju fulerena polivinolpirilidonom (Fortner i sur., 2005; Hadduck i sur., 

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

Antimikrobni učinak nanočestica fulerena i fulerenola pripisuje se:  

 međudjelovanju sa staničnom membranom, 

 koncentriranju nanočestica unutar stanica te pohranjivanjem u organelima, 

 oksidativnom djelovanju u tami ili uz djelovanje laserskih zraka 

(fotoekscitaciju) (Baddiredy i sur., 2007; Chen i sur., 2010; Grebowski i sur., 

2013; Markovid i Trajkovid, 2008; Monticelli i sur., 2009; Quiao, 2007; 

Yamakoshi i sur., 2003). 
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3.1. Zadatak 

Zadatak rada bio je provesti istraživanje o utjecaju nanočestica fulerenola C60(OH)24 na rast, 

broj spora i sekundarni metabolizam plijesni A. flavus tijekom uzgoja uz izloženost VIS svjetlu 

u tekudoj 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 mješavine aflatoksina (B1, G1, B2, G2) 

dobavljen je iz Biopure u Austriji, dok su acetonitril i metanol dobiveni od tvrtke Merck 

(Njemačka). Od tvrtke Sigma Aldrich (Austrija) dobavljeni su amonijev acetat te ledena 

octena kiselina. Standardi metabolita plijesni A.flavus pribavljeni su od Axxora Europe 

(Švicarska), LGC Promochen GmbH (Njemačka), Iris Biotech GmbH (Njemačka), Romer Labs 

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

3.2.2. Sinteza fulerenola, priprava i karakterizacija suspenzije nanočestica 

Fulerenol je sintetiziran postupkom prema Mirkovu i sur. (2004), a suspenzija nanočestica je 

pripremljena u ultračistoj vodi u koncentraciji 10 mg/mL. Metodom dinamičkog raspršenja 

svijetlosti (eng. Dynamic Light Scattering, DLS) određena je veličina nanočestica u 

pripremljenoj suspenziji, dok je za određivanje naboja nanočestica (zeta potencijala; ζ) 

primjenjena metoda elektroforetskog rasipanja svjetlosti (eng. Electrophoretic Light 

Scattering, ELS) (Kovač i sur.; 2018a). Mjerenja su provedena na uređaju Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments Inc., UK). 

3.2.3. Rast plijesni te određivanje broja spora 

Plijesan Aspergillus flavus NRRL 3251, iz zbirke plijesni Katedre za biokemiju i toksikologiju 

Prehrambeno-tehnološkog fakulteta Osijek uzgojena je u tekudoj podlozi s kvaščevim 

ekstraktom i saharozom (eng. Yeast Extract Sucrose, YES) prema dostupnom protokolu 

(Kovač i sur; 2017). Inkubacija je provedena pri 29 °C, tijekom 168 sati na orbitalnoj tresilici 

(IKA, KS 260, Njemačka) podešenoj na 200 o/min uz prisutnost VIS svjetla (LED svjetlo, 50 W, 

2250 Lux, Stella) u režimu 12 sati svjetlo/12 sati tama i prisutnost 0, 10, 100 i 1000 ng/mL 



3. Eksperimentalni dio 

17 
 

nanočestica fulerenola C60(OH)24 (FNP). Svaka 24 sata od početka inkubacije izuzimani su 

uzorci podloge i poraslog micelija te odvajani filtracijom, a korišteni su za određivanje 

koncentracije produciranih sekundarnih metabolita. Do trenutka pripreme uzoraka čuvani su 

na temperaturi od -80 °C. Prethodno je 500 µL podloge odvojeno za određivanje utjecaja 

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

3.2.4. Određivanje koncentracije sekundarnih metabolita plijesniA.flavus 

Koncentracija sekundarnih metabolita plijesni A. flavus, aflatoksina i njihovih prekursora u 

podlozi determinirana je pomodu LC-MS/MS metode (tekudinska kromatografija u sprezi s 

tandemskom masenom spektrometrijom)primjenom tzv. „razrijedi i mjeri“tehnike. 
Podloga uskladištena pri -80 °C je u staklenim vialama razrijeđena (1:9, v/v) smjesom 

ekstrakcijskog otapala i otapala za razrjeđivanje (1:1, v/v) te su tako pripremljeni uzorci 

podvrgnuti analizi prema Sulyok i sur. (2020). Prethodno uskladišteni micelij pri -80 °C je 

povrgnut dezintegraciji na kugličnom mlinu Omni® Bead Ruptor 12 po protokolu Kovača 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 ohlađenih 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 

hlađenje uzoraka u ledenoj kupelji između svakog ciklusa. Nakon homogenizacije uzorci su 

centrifugirani pri 15 000xg pri 4 °C tijekom 20 minuta (Thermo Scientific SL 8R (Thermo 

ScientificTM, Finska). Ekstrakti su preneseni u vijale te podvrgnuti analizi u svrhu detekcije 

sekundarnih metabolita prema metodi Sulyoka i sur. (2020). Analiza je izvršena na QTRAP 

5500 MS/MS sustavu (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) opremljenom sa 

TurboVionskim raspršivačem kao ionskim izvorom (ESI) i Agilent 1290 UHPLC sustavom 

(Agilent Technologies, Waldbronn, Njemačka). Kromatografsko razdvajanje je provedeno na 

Gemini®C18-koloni (Phenomenex, Torrance, CA, SAD) uz odgovarajudu zaštitnu pretkolonu 

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

Za kvalitativnu i kvantitativnu obradu dobivenih podataka korišten 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 korišteni su programski paketi Microsoft Office 2016 te Statistica 

13.1 (Dell Inc., Texas, USA).  



 

 

4.REZULTATI I RASPRAVA 
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Nanočestice fulerenola se očekuju u okolišu kao rezultat transformacija i biotransformacija 

nanočestica fulerena. Međutim, njihov utjecaj na mikotoksikogene plijesni tijekom 

interakcije u okolišu još uvijek nije dovoljno istražen. Stoga je zadatak ovog rada bio provesti 

istraživanje o utjecaju nanočestica fulerenola C60(OH)24 na rast, broj spora i sekundarni 

metabolizam plijesni A. flavus tijekom uzgoja uz izloženost VIS svjetlu u tekudoj podlozi kao i 

odrediti utjecaj na vrstu i koncentracije produciranih sekundarnih metabolita. 

4.1. Karakterizacija suspenzije nanočestica fulerenola 

Karakterizacija nanočestica provedena je u svrhu utvrđivanja odgovaraju li čestice u 

pripremljenoj suspenziji kriterijima definiranim od strane Zajedničkog istraživačkog centra 

Europske komisije. Naime, nanočesticama se smatraju prirodne, slučajno ili namjerno 

proizvedene čestice koje imaju vanjski promjer između 1 i 100 nm (pojedinačno, kao agregati 

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

Određivanje prosječne veličine FNP provedeno je primjenom metode dinamičkog raspršenja 

svjetlosti (DLS) (Slika 11.). Rezultati pokazuju kako je u pripremljenoj suspenziji FNP srednja 

vrijednost hidrodinamičkog promjera nanočestica 6,1 nm.  

 

Slika 11. Karakterizacija nanočestica fulerenola – prosječni hidrodinamički promjer 

 

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

potencijala pripremljene suspenzije nanočestica, a iznosi-25,3 mV (Slika 12.).  
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Slika 12. Karakterizacija nanočestica fulerenola – zeta (ζ) potencijal 

 

Kao što je vidljivo iz rezultata (Slika 11., 12.), približne vrijednosti hidrodinamičkog promjera 

i zeta potencijala nanočestica fulerenola odgovaraju literaturnim vrijednostima. Unkovid i 

sur. (2015) su odredili prosječni hidrodinamički promjer od 8,7 nm, a što je u skladu i s 

rezultatima Kovača i sur. (2017.; 2018a; 2018b; 2020a; 2020b). Također, i ζ potencijal 

okarakterizirane suspenzije je u skladu s literaturnim navodima (Kovač i sur., 2017.; 2018a; 

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

4.2. Utjecaj nanočestica fulerenola na rast plijesni A. flavus 

Tijekom 168 sati inkubacije praden je utjecaj FNP na rast micelija plijesni A.flavus NRRL 3251 

pri 29 °C, uz izloženost VIS svjetlu u režimu 12 sati VIS svjetlo/12 sati tama (Slika 13.). Masa 

micelija određivana 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 značajno različita u odnosu na kontrolni uzgoj. Međutim, 

može se zamijetiti da je najvedi porast mase micelija vidljiv pri koncentraciji FNP od 1000 

ng/mL. Takvi rezultati su slični onim koje su objavili Kovač i sur. (2018), ali su oni dobiveni 

uzgojem plijesni bez izloženosti VIS svijetlu. Također, Gao i sur. (2011) su pokazali kako FNP 

mogu imati stimulirajudi učinak na porast micelija plijesni A. niger, što je djelomično u skladu 
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sa rezultatima prikazanima na Slici 13., no radi se o vedoj primijenjenoj koncentraciji FNP 

nego u slučaju ovog diplomskog rada. Suprotno tome, Unkovid i sur. (2015) su objavili kako 

FNP utječu na smanjenje biomase kod nekih plijesni pripadnika roda Aspergillus, a vjerojatno 

zbog uvjeta primijenjenih pri eksperimentalnom dijelu tog istraživanja rezultati se ne 

poklapaju sa prikazanima na Slici 13. 

 

Slika 13. Utjecaj nanočestica fulerenola na rast micelija plijesni Aspergillus flavus NRRL 3251 

pri 29 °C, tijekom 168 sati uzgoja uz izloženost VIS svjetlu u režimu  

12 sati svjetlo/12 sati tama. 

4.3. Utjecaj nanočestica 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 rečeno, nema 

razlike između primijenjenih koncentracija FNP, odnosno između pojedinih koncentracija 

FNP i kontrolnog uzgoja. Unatoč tome, u literaturi postoje dokazi o povezanosti oksidativnog 

stresa, kojeg FNP mogu modulirati, produkcije spora te biosinteze aflatoksina (Kovač i sur., 

2017; 2018a; 2018b). Možda 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 nanočestica fulerenola na broj spora plijesni Aspergillus flavus NRRL 3251 u 

podlozi za uzgoj tijekom uzgoja pri 29 °C, u trajanju od 168 sati uz izloženost VIS svjetlu u 

režimu 12 sati svijetlo/12 sati tama. Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrijednost ± SEM 

tri neovisna uzgoja. 

4.4. Utjecaj nanočestica 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 povedava ukupna koncentracija 

produciranog aflatoksina B1. Nadalje, vidljive su i razlike pri utjecaju pojedinih koncentracija 

FNP. Naime, povedanjem koncentracije FNP nakon 168 sati inkubacije dolazi do smanjenja 

ukupne koncentracije proizvedenog aflatoksina B1. Tako FNP u koncentraciji od 1000 ng/mL 

pokazuju najjače antiaflatoksikogeno djelovanje u odnosu na zabilježenu koncentraciju 

aflatoksina B1 kod kontrolnog uzgoja, ali i ostale dvije primijenjene koncentracije FNP od 10 i 

100 ng/mL. Također, identičan trend je zabilježen i u slučaju produciranih koncentracija 

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

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

izloženost VIS svjetlu u režimu 12 sati svijetlo/12 sati tama. 

 

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

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

režimu 12 sati svijetlo/12 sati tama. 
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Slika 17. Utjecaj nanočestica fulerenola produkciju norsolorične kiseline tijekom uzgoja 

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

svjetlu u režimu 12 sati svijetlo/12 sati tama. 

 

Međutim, ukoliko se razmotre koncentracije produciranih prekursora aflatoksina (Slika 17.-

19.) može se zaključiti da je utjecaj FNP vidljiv ved na početku i tijekom puta biosinteze 

aflatoksina. Naime, u produciranim koncentracijama norsorolične kiseline (Slika 17.), 

sterigmatocistina (Slika 18.) i o-metilsterigmatocistina (Slika 19.) zapravo se po identičnom 

obrascu ogleda utjecaj FNP na aflatoksin B1 i B2.  

Na temelju analize sekundarnog metabolizma plijesni A. flavus pod utjecajem nanočestica 

fulerenola uz uzgoj pod uvjetima koji simuliraju prirodnu izmjenu dana i nodi vidljiv je utjecaj 

na samom početku puta biosinteze aflatoksina (Slika 18.), a kao takav se reflektira i na 

krajnje produkte puta (Slika 16., 17.). Na osnovu navedenog se čini da bi trebalo provesti 

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

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

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

režimu 12 sati svijetlo/12 sati tama. 

 

Slika 19. Utjecaj nanočestica fulerenola produkciju O-metilsterigmatocistina tijekom uzgoja 

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

svjetlu u režimu 12 sati svijetlo/12 sati tama. 
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Na osnovi rezultata prikazanih u ovom diplomskom radu može se zaključiti: 

1. Pripremljena suspenzija fulerenola C60(OH)24 u ultračistoj vodi dominantno je 

sadržavala čestice veličine 6,1 nm, dok je zabilježen naboj istih čestica od -25,3 mV. 

2. Nanočestice fulerenola nisu značajno utjecale na rast plijesni, uz izuzetak 

koncentracije od 1000 ng/mL koja je uzrokovala određeno povedanje biomase. 

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

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

4. Utjecaj FNP vidljiv je ved na početku i tijekom puta biosinteze aflatoksina. U 

produciranim koncentracijama norsorolične kiseline, sterigmatocistina i o-

metilsterigmatocistina se po identičnom obrascu ogleda utjecaj FNP na aflatoksin B1 i 

B2 iz kojeg je vidljiva ovisnost o koncentraciji FNP pri čemu 1000 ng/mL FNP izaziva 

antiaflatoksikogeni učinak. 
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