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Indikatori kontaminacije semena kukuruza (Zea mays L.)
aflatoksinima

Sazetak

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je pracenje indikatora kvaliteta semena kukuruza
(Zea mays L.) kontaminiranog aflatoksinima, u zavisnosti od koncentracije aflatoksina prisutnog u
semenu. Kako se kukuruz Siroko koristi u ljudskoj 1 zZivotinjskoj ishrani, nau¢ne studije o sadrzaju 1
interakciji mikotoksina u semenima poljoprivrednih kultura su intenzivirana u poslednjoj deceniji.
U okviru ove disertacije proucena je veza izmedu nivoa kontaminacije semena kukuruza i marker
molekula fenolnog tipa, ukupnog sadrzaja i distribucije slobodnih organskih radikala, sadrzaja
metala, kao i fluorescentnog emisionog profila semena kukuruza. Fokus ovog istrazivanja bio je na
aflatoksinu B; (AFB;), jednom od najstetnijih prirodnih kontaminanta koji se mogu naéi u semenu
kukuruza. Utvrdeno je da aflatoksini dovode do ozbiljnih zdravstvenih problema kod ljudi i
zivotinja, kao i do ogromnih ekonomskih gubitaka, kao posledica smanjenja kvaliteta semena kao
sto¢ne hrane i izvozne prehrambene robe.

Prvi deo disertacije predstavlja hemijsku karakterizaciju semena kukuruza razli¢itog nivoa
kontaminacije aflatoksinom. Ultraefikasnom te¢nom hromatografijom sa hibridnim masenim
detektorom visoke rezolucije, koji kombinuje linearni trap-kvadrupol i orbitrap maseni analizator
(UHPLC-LTQOTrbiTrapXL MS), odreden je fenolni profil metanolnih ekstrakata i hidrolizata
ispitivanih semena. Nadalje, kvalitativna i kvantitativna analiza odabranih fenolnih jedinjenja je
uradena pomocu reverzno-fazne visoko-efikasne te¢ne hromatografije sa ultravioletnim detektorom
sa viSe dioda (DAD) i masenim detektorom sa jednim analizatorom (engl. single quadrupole) i
elektrosprej jonizacionim (ESI) izvorom (RP-HPLC-DAD ESI-MS). Rezultati pokazuju da su
konjugati poliamina (hidroksicinamiéni kiseli amidi) i fenolne kiseline (ferulinska i p-kumarinska),
redom, dominantna jedinjenja u metanolnim ekstraktima i hidrolizatima ispitivanih uzoraka.
Utvrdeno je da sadrzaj i odnos specificnih fenolnih jedinjenja zavisi od koncentracije aflatoksina u
semenu. Po prvi put, u ovoj studiji, je ustanovljena dozno-zavisna veza izmedu odnosa zbira
konjugata putrescina i spermidina i koncentracije AFB;. Rezultati dobijeni primenom UV-VIS
spektrofotometrije potvrduju postojanje dvofaznog odgovora semena na proucavani toksin. Pri
vi§im nivoima kontaminacije u spoljasnjim frakcijama semena, utvrden je veci sadrzaj lignina, kao 1
veca koli¢ina jedinjenja koja se u literaturi oznacavaju kao markeri procesa lignifikacije, upucujuci
na jedan od mehanizama zaStite semena. Primenom indukovano kuplovane plazme sa optickom
emisionom spektrometrijom (ICP—OES) i masenom spektrometrijom (ICP—MS), odreden je sadrzZaj
mikro- i makroelemenata. Dobijeni rezultati pokazuju veéi sadrzaj Zn i Mn u semenima viSeg nivoa
kontaminacije, u poredenju sa kontrolom i nisko kontaminiranim uzorcima. Na matrice HPLC i ICP
podataka, primenjena je analiza glavnih komponenti (engl. Principal component analysis, PCA) u
cilju diskriminacije semena razli¢itth nivoa kontaminacije aflatoksinom, kao i za pronalaZenje
moguc¢ih markera kontaminacije. Elektronska paramagnetna rezonantna (EPR) spektroskopija
iskoris¢ena je za proucavanje sadrzaja slobodnih organskih radikala u prouc¢avanim uzorcima.
Utvrdene su razlike u koncentraciji ovih radikala izmedu spolja$nje 1 unutras$nje frakcije, kao 1
varijacije u pogledu nivoa kontaminacije.



Procena redoks statusa u ispitivanim semenima uradena je EPR imidZingom sa spinskim probama.
Dobijeni rezultati daju doprinos razumevanju slobodno-radikalskog metabolizma i redoks statusa
kontaminiranih semena.

Drugi deo doktorske disertacije obuhvatio je primenu naprednih metoda spektralne analize na
fluorescentne emisione spektre ispitivanih uzoraka, kao $to su multivarijaciona rezolucija krivih-
naizmeniéni najmanji kvadrati (MCR-ALS), analiza glavnih komponenti, linearna diskriminaciona
analiza i druge. Ovakav nacin obrade podataka fluorescentnih spektara analiziranih uzoraka nije bio
ranije koriS¢en. Dobijeni rezultati se mogu uspesno koristiti kao indikator kontaminacije semena
kukuruza aflatoksinom. Rezultati predstavljeni u ovoj disertaciji su od velikog prakti¢nog znacaja,
posto osim fundamentalnih saznanja o stanju semena kontaminiranih aflatoksinima, mogu da daju
osnovu za razvoj spektroskopsko-statistickih metoda za procenu kontaminacije semena razli¢itih
poljoprivrednih kultura.

Kljué¢ne redi: kukuruzna semena, aflatoksin B;, polifenolni profil, HPLC-DAD-ESI-MS, ICP-OES i
ICP-QMS, organski radikali, EPR imidzZing, spektrofluorimetrija, napredne metode spektralne
analize, indikatori kontaminacije.

Naucna oblast: Hemija
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UDK broj:



Indicators of maize (Zea mays L.) seed contamination
by aflatoxins

Abstract

The research topic of this doctoral dissertation is the selection of appropriate indicators for the
monitoring of maize (Zea mays L.) seed contamination with aflatoxins and the examination of its
dependence on the aflatoxin concentration. As maize (Zea mays L.) is widely used in human and
animal nutrition, scientific research on the content and interaction of mycotoxins in agricultural
seeds has intensified in the last decade. Overall, the relationship between the degree of maize seeds’
contamination and marker molecules of phenolic type, total content and distribution of free radicals,
metal content, as well as the fluorescence emission profile of maize seeds were studied, and the
results are presented in this dissertation. The focus of this research is on aflatoxin B; (AFB;), one of
the most hazardous naturally occurring contaminants in maize seeds. As a naturally toxic
contaminant, it has led to adverse health effects on humans and animals, as well as to huge
economic losses, lowering the value of seeds as feed and as an export food commaodity.

In the first part of this dissertation, the chemical characterization of maize seeds of different
levels of aflatoxin contamination was examined. Phenolic profiles of methanolic extracts and
hydrolysates from aflatoxin-containing seeds were evaluated using ultra-high-performance liquid
chromatography coupled to a high-resolution hybrid mass spectrometer which consists of a linear
ion trap-quadrupole and an Orbitrap mass analyzer (UHPLC-LTQOrbiTrapXL). Furthermore,
quality and quantity analysis of selected phenolic compounds was performed by reverse-phase high-
performance liquid chromatography with ultraviolet multi-diode detector (DAD) and single-
quadrupole mass detector and electrospray ionization (ESI) source (RP-HPLC-DAD ESI-MS).
Dominant phenolic compounds which are identified in methanolic extracts and hydrolysates of
analysed seeds were conjugates of polyamines (hydroxycinnamic acid amides) and phenolic acids
(ferulic acid and p-coumaric), respectively. The obtained results show that the content and ratio
between specific phenolic compounds varies depending on the concentration of aflatoxins in the
seed. For the first time, in this study, it is showed that level of aflatoxins has an impact on seeds'
defense strategy, such as biphasic response regarding the ratio of putrescine and spermidine
conjugates. Also, we showed a positive correlation between the lignin content and the AFB;
concentrations in the seeds' outer fraction, which reflects the protective role of lignin during stress
conditions. For the first time, in this study, it was found that aflatoxin B; can induce a dose-
dependent relationship concerning specific phenolic compounds, mainly on the sum ratio between
putrescine and spermidine conjugates in methanolic extracts. The results, obtained using UV-VIS
spectrophotometry, confirm the existence of a two-phase seed response to the studied stressor. At
higher levels of contamination in the outer seed fractions, higher lignin content was found, as well
as a higher amount of those compounds that are listed in the literature as lignification markers,
which indicates the structural mechanism of seed protection. The content of individual micro-and
macroelements was determined using induced coupled plasma with optical emission spectrometry
(ICP-OES) and mass spectrometry (ICP-MS), respectively. Obtained results show that levels of Zn
and Mn were higher in AFB; high contaminated seeds compared to the control and low-
contaminated samples. Principal component analysis (PCA) was applied to the HPLC as well as
ICP results, to distinguish between seeds with different levels of aflatoxin contamination, as well as
to find possible markers of seed contamination. Electron paramagnetic resonance (EPR)
spectroscopy was used to study the content of free organic radicals in the studied samples.
Differences in the concentration of these radicals were determined between the outer and inner
fractions of seeds, as well as variations concerning the level of contamination.



Estimation of redox status in the examined seeds was done by the technique of EPR imaging
with spin probes. These results contribute to the understanding of free radical metabolism, redox
status, in seeds containing aflatoxins.

In the second part of this dissertation, we used different methods of spectral analysis to
fluorescence emission spectra of aflatoxin B; containing seeds, such as multivariate resolution
curves-alternating least squares (MCR-ALS), principal components analysis (PCA), linear
discriminant analysis (LDA) and others. This method of processing fluorescencespectral data has
not been used before and the obtained parameters can be successfully applied as indicators of maize
seeds’contamination with aflatoxin B; (AFB;). The results presented in this dissertation are of great
importance because, in addition to fundamental knowledge about the state of seeds contaminated
with aflatoxins, they may be a basis for the development of spectroscopic and statistical methods for
seed contamination estimation.

Keywords: maize seeds, aflatoxin B3, phenolic profile, HPLC-DAD-ESI-MS, ICP-OES and ICP-
QMS, organic free radicals, EPR imaging, spectrofluorimetry, advanced spectral analysis methods,
indicators.

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Analytical Chemistry

UDC number:
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1. UVOD

Kukuruz (Zea mays L.) je jednogodi$nja biljka koja pripada monokotiledonoj familiji
Poaceae. Ekonomski je od velikog znacaja, kao jedna od tri Zitarice koje se najvise koristi u ishrani
ljudi i Zivotinja. Siroko se uzgaja, a po proizvodnji zauzima prvo mesto u Srbiji (Nikoli¢ i sar.,
2021; Ranum i sar., 2014). Kvalitet i bezbednost semena kukuruza su cesto naruseni, usled
prisustva patogenih gljiva, koje smanjuju prinos useva i do 50% u godinama povoljnim za razvoj
bolesti (Krnjaja i sar., 2013). Pored toga, kvalitet i bezbednost semena moze biti ugroZena
kontaminacijom mikotoksinima. U tom smislu, najznacajniji je aflatoksin B; (AFB1), Koji je svrstan
u prvu grupu dokazanih humanih kancerogenih jedinjenja (IARC, 2012) i ima brojne $tetne efekte
na zdravstveno stanje ljudi i Zivotinja, kao §to su mutageni, teratogeni i hepatotoksi¢ni efekti. S
druge strane, kontaminacija kukuruza i drugih vaznih zitarica aflatoksinima ima veliki negativan
ckonomski uticaj. Prema izveStajima Organizacije za hranu i poljoprivredu (engl. Food and
Agriculture Organization, FAO) priblizno 25% svetskih useva je kontaminirano svake godine, $to
dovodi do gubitaka od oko milijardu dolara (Alshannaq i Yu, 2017). Usled klimatskih promena,
koje su pracene porastom temperature, kontaminacija kukuruza sa AFB; postaje vazan problem na
globalnom nivou (Battilani i sar., 2016).

Kontaminacija semena mikotoksinima utice na kvalitet semena, §to se odrazava na klijavost
i kasniji normalni rast i razvice biljke. Utvrdeno je da ovi toksini dovode do oksidativnih ostecenja
u biljkama (Ismaiel i Papenbrock, 2015).

Biljke imaju veoma efikasne neenzimske i enzimske antioksidativne odbrambene sisteme,
koji zajedno kontroliSu kaskadu oksidacija, 1 Stite biljne ¢elije od oksidativnog oSte¢enja. Promena u
sadrzaju specifi¢nih sekundarnih metabolita, poput fenolnih jedinjenja i minerala, je zabelezena u
odbrambenom odgovoru biljke na stres (Bhattacharya i sar., 2010).

Tako su reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxygen species, ROS) korisne u niskim
koncentracijama, kada sluze i kao signalni molekuli za pokretanje odbrambenih mehanizama, usled
njihove akumulacije, kao i smanjenog nivoa antioksidanata, dolazi do stanja oksidativnog stresa. Pri
poremecaju redoks ravnoteze, moguce je formiranje stabilnih organskih radikala izmedu ROS i
biomolekula u semenu. Koncentracija organskih radikala zavisi od stepena tolerancije biljke na
stres i jedan je od indikatora povecanog prisustva ROS (Araujo i sar., 2016; Kurdziel i sar., 2015).

Cilj prvog dela istrazivanja disertacije je odabir biomarkera (indikatora) za pracenje
kontaminacije semena kukuruza aflatoksinom i ispitivanje njihovog prisustva u zavisnosti od nivoa
(koncentracije) aflatoksina u semenu. Osim toga, jedan od ciljeva disertacije je i ispitivanje uticaja
aflatoksina na redoks status semena. Stoga, definisani su zadaci I, 11, 11l i IV, prikazani u poglavlju
1.1.

Da bi se dobila bezbedna i kvalitetna hrana, potrebno je u hrani detektovati kontaminante
poput aflatoksina. Naime, ovaj toksin se nalazi u niskim koncentracijama, reda veli¢ine ppb (ug kg
1), §to zahteva primenu osetljivih analitickih metoda za njegovo odredivanje. Medutim, standardne
analiticke metode, kao $to su imunoadsorpcijski enzimski test (ELISA) i visoko-efikasna te¢na
hromatografija (HPLC) u kombinaciji sa masenim ili fluorescentnim detektorom, su zahtevne u
smislu pripreme uzorka, cene i dr. (Wacoo i sar., 2014). Danas, sve veéa paznja usmerena je ka
optickim spektroskopskim tehnikama koje se koriste za brzu i neinvazivnu procenu kvaliteta i
bezbednosti hrane (semena) (EIMasry i sar., 2019). U tom smislu, spektrofluorimetrija u
kombinaciji sa naprednim statistickim metodama sve viSe se primenjuje za tzv. spektralni
fingerprinting (,,otisak prsta“) u analizi hrane (Sadecka i sar., 2007; Stankovic i sar., 2021), kao §to
je pracenje (skrining) toksi¢nih kontaminanata, poput aflatoksina (Wu i sar., 2019). Drugi deo
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istrazivanja U okviru ove disertacije se bazira na primeni spektrofluorimetrije u kombinaciji sa
naprednim statistickim metodama spektralne analize (MCR-ALS, PCA, LDA i dr.), radi ispitivanja
varijacija parametara fluorescentnog emisionog profila semena kukuruza i nivoa kontaminacije
aflatoksinom. Dobijeni rezultati bi trebalo da pokazu da 1i parametri dobijeni analizom
fluorescentnih emisionih spektara mogu da budu indikatori kontaminacije aflatoksinima u uzorcima
semena. Stoga su definisani dodatni zadaci V, VI, VII, prikazani u poglavlju poglavlju 1.1.

1.1. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj disertacije bio je razvoj analitickih postupaka za odredivanje parametara kvaliteta
semena kukruza kontaminiranog aflatoksinom. Za realizaciju svih ciljeva ove doktorske disertacije
definisani su slede¢i nau¢ni zadaci:

o Fizickohemijska karakterizacija uzorka, radi pronalazenja odgovarajucih markera semena na
nivo kontaminacije aflatoksinom:

I Priprema ispitivanih uzoraka i odredivanje fenolnog profila, sadrzaja ukupnih i pojedina¢nih
(odabranih) fenolnih jedinjenja, kao i konjugata poliamina;

Il Ispitivanje ukupne antioksidativne aktivnosti;

Il Odredivanje sadrzaja metala, mikro- i makroelemenata, u semenu kururuza;

IV Odredivanje sadrzaja slobodnih organskih radikala i uticaja aflatoksina na redoks status
semena.

e Upotreba spektrofluorimetrije u kombinaciji sa naprednim statistickim metodama, radi
ispitivanja varijacija parametara dobijenih analizom fluorescentnih emisionih spektara uzoraka
semena kontaminiranih aflatoksinom, kao mogucih indikatora kontaminacije.

V Analiza ekscitaciono-emisionih matrica (EEM);

VI Analiza rezultata dobijenih primenom dekonvolucionih algoritama (MCR-ALS, log-normal)
— odredivanje optimalnog broja komponenti emisionih spektrata, polozaja njihovih
maksimuma, povrsina i odnosa povrSina spektralnih komponenti;

VIl Primena linearne diskriminancione analize (LDA) na podatke iz fluorescentnih spektara,
dobijenih merenjem intaktnih uzoraka ispitivanih semena.



2. OPSTI DEO

U prvom delu ovog poglavlja prikazan je znacaj proucavanja aflatoksina, sa osvrtom na
njihove fizickohemijske karakteristike i uslove pri kojima je favorizovana kontaminacija semena
kukuruza. U drugom delu, predstavljena je hemijska karakterizacija semena kukuruza, sa posebnim
osvrtom na fenolna jedinjenja i mineralni sastav. Osim toga, objasnjeni su pojmovi slobodnih
radikala i oksidativnog stresa. Na kraju, sazeto je prikazan pregled osnovnih fluorofora prisutnih u
biljkama.

2.1. Aflatoksini

2.1.1. Istorija aflatoksina i znacaj prouc¢avanja aflatoksina

Otkri¢e aflatoksina pocinje u Engleskoj 1960. godine, nakon ispitivanja velike epidemije
, X, kada je doslo do masovnog uginuca ¢urki i drugih pernatih zivotinja.Veliki broj stru¢njaka iz
razli¢itih oblasti (veterinarska medicina, ishrana zivotinja, toksikologija, hemija, mikologija, itd.)
bilo je ukljuceno u intenzivna multidisciplinarna istrazivanja ovog problema. Pronadena je gljiva
Aspergillus flavus (A. flavus) u kikirikijevom brasnu kojim je Zivina hranjena, a izolovan toksiéni
sekundarni metabolit (1962. godine) nazvan je po gljivi koja ga je sintetisala. Akronim aflatoksin
nastao je kombinacijom prvog slova ,,A“ (rod Aspergillus), sledeca tri slova ,,fla* (vrsta flavus) i
imenice ,,toksin“ (otrov) (Bullerman, 1979; Benkerroum, 2019).

Kao prirodni kontaminenti, aflatoksini su nadeni u brojnim namirnicama biljnog porekla,
najcesce u semenu zitarica (kukuruza, pirin¢a, jeCma, pSenice, sirka), uljarica (kikirikiju, orasastim
plodovima, npr. bademu, orasima, pista¢ima), zacinima (crnom biberu, ¢iliju, kurkumi, dumbiru,
korijanderu), suvom vocu, grasku, pasulju. Pokazano je da su pojedine namirnice podloznije
kontaminaciji aflatoksinima u odnosu na druge, na primer, zitarice u poredenju sa zacinima, §to se
moze objasniti razlikama u supstratima koje gljiva koristi za njihovu sintezu (Filazi i Sireli, 2013).
U literaturi se navodi da ekstrakti nekih etarskih ulja, poput karanfili¢a, imaju inhibitorni efekat na
sintezu ovih toksi¢nih jedinjenja (Boukaew i sar., 2017; Aiko i Mehta, 2013).

Za Coveka, namirnice Zivotinjskog porekla (mleko, meso, jaja 1 dr.) mogu biti indirektan
nacin unosenja aflatoksina. Aflatoksin tipa M (AFM) nastaje metabolizmom u organizmu zivotinje
koja je prethodno konzumirala biljnu hranu kontaminiranu aflatoksinom tipa B (Peles i sar., 2019).
To je izrazito stabilno jedinjenje na uobicajene tretmane koji se koriste u preradi hrane. 1z tog
razloga, aflatoksini opstaju u krajnjim proizvodima (Loi i sar., 2020).

Pokazano je da aflatoksini imaju negativan uticaj na zdravlje ljudi i Zivotinja. Do izlaganja
organizma najceSée dolazi unoSenjem kontaminirane hrane. Osim toga, mogu se uneti
kontaminiranom vodom za pice (Paterson i sar., 1997; Banu i Sadagopan, 2016), preko koze, kao i
inhalacijom toksi¢nih spora (Mili¢evic i sar., 2014).

Bolesti uzrokovane aflatoksinima nazivaju se aflatoksikoze. Stetni efekti mogu biti
hroni¢nog i akutnog toka, §to zavisi od doze i duZine ekspozicije organizma toksinom. Izlaganje
organizma niskim dozama toksina, u toku duzeg vremenskog perioda, dovodi do poremecaja
hroni¢nog tipa, koji se ¢esce javlja u zemljama u razvoju. Smatra se da je aflatoksinima ugroZzeno
vise od pet milijardi ljudi, putem kontaminirane hrane (Williams i sar., 2004).

U tipi¢ne simptome trovanja ubrajaju se supresija imunskog sistema, malapsorpcija, razvoj
hepatocelularnog karcinoma. Za razliku od ovog tipa, akutne aflatoksikoze imaju izrazenije
simptome, kao $to su toksi¢ni hepatitis, edem pluc¢a i masna infiltracija jetre.Vecina slucajeva se
zavrSava smrtnim ishodom. Na srecu, one se rede javljaju, uglavnom u Africi i Aziji. Zabelezen je
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slu¢aj u Keniji 2004. godine, gde je, usled konzumiranja kukuruza kontaminiranim visokim nivoom
AFB; (5-20 mg kg™) preminulo vise od 125 osoba (Ojiambo i sar., 2018). Prema literaturnim
podacima, letalne doze ovog toksina za ¢oveka, decu i veéinu Zivotinjskih vrsta su od 10-20 mg, 3
mg i 0,5-10 mg po kg telesne mase, redom (Afsah-Hejri i sar., 2013). Utvrdeno je da Su Zivotinje
razli¢ito osetljive na aflatoksine: ptice i ribe su osetljivije na dejstvo aflatoksina od prezivara
(Miliéevi¢ i sar., 2014; Bullerman i sar., 1979).

Mnoge svetske organizacije bave se problematikom aflatoksina. Neke od njih su:
Organizacija za hranu i poljoprivredu (engl. Food and Agriculture Organisation, FAQ), Nauc¢no
savetodavno telo Svetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO),
Evropski organ za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority; EFSA), Sistem brzog
uzbunjivanja za hranu i hranu za zivotinje (engl. Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF),
itd. (Piglowski, 2020).

Da bi se povecala bezbednost hrane, uspostavljene su zakonske regulative za maksimalno
dozvoljenu koncentraciju (MDK) aflatoksina B; i ukupnih aflatoksina u semenima kukuruza
namenjenim za ishranu ljudi i zivotinja. Uprava za hranu i lekove u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (engl. Food and Drug Administration, FDA) propisala je da je MDK aflatoksina u
ljudskoj i sto¢noj hrani 20 pg kg™. Prema Pravilniku Evropske komisije (European Commision
(EC) Regulation, No. 1881/2006), na nivou Evropske unije standardi za MDK ukupnih aflatoksina
(4 pg kgt i AFB; (2 pg kg™?) u kukuruzu namenjenom za ishranu ljudi su stroziji. Veéina
razvijenih zemalja, kao i Republika Srbija (,,Sluzbeni glasnik RS*, br.76/19) uskladila je dozvoljene
vrednosti prema Pravilniku FDA.

Ipak, u pojedinim zemljama u razvoju ovi Pravilnici jo§ nisu definisani, dok su kod drugih
zemalja vrednosti iznad navedenih. Ovo ima znacajan uticaj na medunarodnu trgovinu, tj. izvoz i
uvoz kukuruza. Prema Wu i Gulcu, 2012, pokazano je da zemlje sa sliénim zivotnim standardima za
MDK aflatoksina imaju vecu tedenciju za trgovinom kukuruzom, §to uti¢e na ekonomsko trziste.

Ogromni ekonomski gubici, od nekoliko milijardi dolara na godi$njem nivou, nastaju kao
posledica unistavanja hrane u kojoj su vrednosti aflatoksina iznad propisanih (Wu i Guclu, 2012). S
druge strane, izlozenost visokim nivoima aflatoksina je ucestalija kod pojedinih zemalja u razvoju
Subsaharske Afrike i Azije. Pored klime, tome doprinosi i losa infrastruktura, nedostupnost tehnika
za detekciju toksina, oskudica hrane i dr. (Ojiambo i sar., 2018, Wu i Guclu 2012).



2.1.2. Fizickohemijske karakteristike aflatoksina

Do sada je poznato vise od dvadeset razlicitih tipova aflatoksina. Najznacajniji medu njima
pripadaju grupama B (AFB; i AFBy), G (AFG; i AFGy) i M (AFM; i AFM,). Ova jedinjenja su
malih molekulskih masa: AFB; ima molekulsku masu 312,3 gmol™. Dobro su rastvorljivi u
organskim polarnim rastvara¢ima, poput metanola i acetonitrila. Slabo su rastvorljivi u vodi i
nerastvorljivi su u nepolarnim rastvarac¢ima. Stabilni su u rasponu pH 3,0 — 10,0. Termostabilna su
jedinjenja sa tackama topljenja vis§im od 200°C (Afsah-Hejri i sar., 2013; Madrigal-Bujaidar i sar.,
2011).

U hemijskom smislu, aflatoksini su derivati difuranokumarina (Slika 2.1.). To su
heterocikli¢na jedinjenja, koja u svojoj strukturi sadrze kumarinsko jezgro i bifuranski prsten. Za
kumarinsko jezgro kod grupe B vezan je ciklopentenonski prsten, a kod grupe G Sestoclani
laktonski prsten (Filazi i Sireli., 2013).

Medu aflatoksinima najjaa mutagena i kancerogena dejstva imaju AFB; i AFG;. Tome
doprinosi dvostruka veza u na furanskom ostatku (C8 i C9, slika 2.1.), a koja predstavlja aktivno
mesto za gradenje reaktivnih epoksida (8,9-egzo epoksid) (Monson i sar., 2015).

0O
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Slika 2.1. Hemijske strukture osnovnih aflatoksina.

Aflatoksini poseduju prirodnu fluorescenciju. Njihova autofluorescencija potice od
pentaheterocikli¢ne strukture. Nakon ekscitacije UV svetlos¢u (na 360 nm), aflatoksini emituju
svetlost odredene talasne duzine. Stoga, u njihovom nazivu slova B i G odnose se na, redom, plavu
(engl. ,,blue) i zelenu (engl. ,,green”) boju. U literaturi je pokazano da odabir rastvaraca utice na
njihovu fluorescenciju. U metanolnom rastvaracu aflatoksin tipa B pokazuje maksimum emisije na
425 nm, posle ekscitacije na 365 nm (Bullerman i sar., 1979; Benkerroum i sar., 2019).



U standardne analiticke tehnike, koje se koriste za kvalitativno i kvantitativno odredivanje
aflatoksina u poljoprivredno prehrambenim proizvodima, ubrajaju se: tankoslojna hromatografija,
gasna hromatografija, teCna hromatografija visokih performansi (HPLC), enzimski imunosorbent
test (ELISA) i dr. Validacija navedenih metoda sprovedena je od strane: Asocijacije zvani¢nih
hemicara analiticara (engl. Association of Official Analytical Chemists, AOAC) i Evropskog
komiteta za standardizaciju (engl. TheEuropean committee for standardization, CEN) (Tao i sar.,
2018). Dugotrajno vreme analize, slozena procedura ekstrakcije aflatoksina, visoka cena i
destruktivnost uzorka su nedostaci svih pomenutih metoda. Trenutno, sve veca paznja usmerena je
na razvoj opti¢kih spektroskopskih metoda, kao S$to je fluorescentna spektroskopija, bliska-
infracrvena spektroskopija (NIR), hiperspektralni imidzing i drugo, koje imaju prednost u
nedestruktivnom pracenju aflatoksina u uzorcima hrane (Tao i sar., 2018).

2.1.3. Aflatoksigene gljive i faktori koji uti¢u na biosintezu aflatoksina

Sposobnost gljive da sintetiSe mikotoksine bila je predmet ispitivanja brojnih studija i do
danas joS§ uvek nije u potpunosti razja$njena. Smatra se da ovi sekundarni metaboliti pruzaju gljivi
kompetitivnu prednost za izvore nutritijenata u odnosu na druge organizme u istoj ekoloskoj nisi.
Osim toga, aflatoksini ucestvuju u oksidativnom odgovoru na stres i pruzaju gljivi zastitu od
razli¢itih predatora (Pfliegler i sar., 2020; Peles i sar., 2019).

Gljive koje produkuju aflatoksine nazivaju se aflatoksigenim, i pripadaju rodu Aspergillus,
koji obuhvata tri sekcije - Flavi, Ochraceorosei i Nidulantes (Peles i sar., 2019).

U pogledu zdravstvene bezbednosti hrane, najznacajniji su predstavnici iz sekcije Flavi, u
koje se ubrajaju A. flavus 1 A. parasiticus. Ove dve vrste se razlikuju po tipu aflatoksina koje
sintetiSu, kao i po adaptiranosti na uslove sredine i rasprostranjenosti. Na kukuruzu prvenstveno
dominira A. flavus, kome pogoduju vazdu$ni i folijarni uslovi (Abbas i sar., 2009). Druge
aflatoksigene wvrste retko se srecu u prirodi. Neke od njih su A.nominus, A.bombycis,
A.pseudotamarii, A.ochraceoroseu. Vrste koje nemaju sposobnost da sintetiSu aflatoksine su
atoksigene: one se siroko koriste u industriji hrane i proizvodnji enzima. Na primer, vrsta A. sojae
sekcije Flavi primenjuje se u proizvodnji soja sosa (Abbas i sar., 2009).

Biosinteza aflatoksina se odvija preko poliketidnog puta, koji obuhvata 27 enzimskih
reakcija. Geni za ove enzime svrstani su unutar jednog genskog klastera. Regulatorni geni aflR i
aflS ucestvuju u ekspersiji vecine gena za biosintezu aflatoksina. Naime, transkripcioni faktor AfIR
je Zn(11),Cys klaster protein (Abbas i sar., 2009; Caceres i sar., 2020). Biosinteza aflatoksina se
odvija kroz seriju oksido-redukcionih reakcija, a glavni intermedijeri su poliketidni prekursori,
antrahinoni, ksantoni i bisfuranokumarini (aflatoksini) (Uka i sar., 2020; Bhatnagar i sar., 2006).

Osim genetske predispozicije gljive, na produkciju aflatoksina uticu i drugi faktori.
Najznacajniji su temperatura i aktivnost vode (a,,). Vrsta A. flavus sposobna je da raste u Sirokom
temperaturnom opsegu od 19°C do 35°C, sa optimalnom temperaturom rasta i sinteze aflatoksina na
28°C i 30°C, redom. Optimalni uslovi za sintezu aflatoskina su pri a,, od 0,99 i temperaturi na
30°C. Kontaminacija zitaricnih useva aflatoksinima neravnomerno je distribuirana Sirom sveta i
zavisi od geografske zone, kao i klimatskih uslova. Ugrozenost poljoprivrednih kultura je veca u
drzavama tropskih i subtropskih zona (Benkerroum, 2019). Poslednjih godina pojava mikotoksina
je zabelezena u umerenom pojasu Evrope, u ltaliji, Srbiji, Rumuniji i Spaniji. Prva ozbiljna
kontaminacija kukuruza se dogodila u Italiji 2003. godine. Promena u klimi koju prate ucestalije
suse, vlazno vreme i visoke temperature doprinosi ovoj pojavi (Leggieri i sar., 2021). Kao §to je
navedeno, spoljasnji faktori, poput vlaznosti i suSe, favorizuju kontaminaciju useva aflatoksinom,
posebno u polju (Tao i sar., 2018). S druge strane, do ozbiljne kontaminacije moze doéi pri
neadekvatnim uslovima u toku skladiStenja zitarica (Bullerman, 1979). S obzirom da rast
aflatoksigenih gljiva favorizuju vlazni uslovi, preporuceno je da sadrzaj vlage u semenu bude ispod
12% pre skladistenja. 1z tog razloga, usevi se podvrgavaju tretmanima suSenja, na temperaturama
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koje su nize od 90°C.Na ovaj nacin suzbija se dalja infekcija gljivom. Medutim, koncentracija ovih
toksina ostaje neizmenjena, posto se odlikuju visokom termostabilnos¢u (Peles i sar., 2019).

Vrsta A. flavus pripada saprotrofima; shodno tome, sposobna je da raste na brojnim
organskim hranljivim supstratima, kao Sto su kompostna gomila, biljni ostaci, pamuk, uskladisteno
zito, leSevi Zivotinja, sto¢na hrana (Kumar i sar., 2021). lzvor ugljenika, azota, nitrita, nitrata,
aminokiselina (glutamat, prolin, triozin), lipida, elemenata u tragovima (Zn) neki su od hemijskih
faktora koji uti¢u na biosintezu aflatoksina (Bhatnagar i sar., 2003; Caceres i sar., 2020).
Aktivacijom lipaza u odgovoru biljke na bioti¢ki stres, iz ¢elijskih membrana mogu da se oslobode
slobodne polinezasi¢ene masne kiseline; one su direktni prekursori oksilipina. U zavisnosti od
strukture, ova jedinjenja mogu da deluju kao inhibitori ili aktivatori u sintezi aflatoksina (Pfliegler i
sar., 2020). Aktivnost enzima a-amilaze gljive A. flavus moze prouzrokovati porast sadrzaja
pojedinih ugljenih hidrata u biljci, kao $to su glukoza, saharoza i ksiloza (Woloshuk i sar.,1997).
Ustanovljeno je da fenolna jedinjenja i etarska ulja mogu delovati kao aktivatori ili inhibitori
biosinteze aflatoksina (Klich, 2007). Tanini prisutni u omotacu obojenih semena imaju inhibitorne
efekte na kolonizaciju gljive A. flavus (Corso i sar., 2020).

Vrsta A. flavus Siroko je rasprostranjena filamentozna gljiva (Slika 2.2.). U zemljistu se
nalazi u vidu konidija ili sklerocija. Sklerocije, kompaktna masa micelijuma, se formiraju u
nepovoljnim sredinskim uslovima (Klich, 2007). Pokazano je da oksidativni stres utiCe na
diferencijaciju sklerocija gljive A. flavus i sintezu aflatoksina (Grintzalis i sar., 2014). Pri postizanju
pogodnih uslova, koji su ranije navedeni, dolazi do klijanja sklerocija u nove konidije, ili
konidiofore sa konidijom. Rasprsene u vazduhu, putem vetra i insekata lako dospevaju na druge
useve. Ove gljive su oportunisticki patogeni i favorizuju kolonizaciju useva koji su oslabljeni usled
stresa, i to, uglavnom, putem kukruzne svile ili zrna (Abbas i sar., 2009; Soni i sar., 2020). Vazno je
ista¢i da njihova pojava na kukuruznom klipu nije uvek pokazatelj prisustva aflatoksina. Nasuprot
tome, naizgled zdrava semena mogu biti kontaminirana visokim koncentracijama toksina
(Bullerman i sar., 1979, Abbas i sar., 2009). Utvrdeno je da ovi toksini dovode do fitotoksi¢nih
efekata, koji mogu da inhibiraju klijanje semena, ometaju fotosintezu i prouzrokuju Celijsku smrt
(Ismaiel i Papenbrock, 2015; Pfliegler i sar., 2020).
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Slika 2.2. Ciklus razvoja gljive Aspergillus flavus (modifikovano iz Abbas i sar., 2009).



2.2.  Hemijski sastav i odbrambeni mehanizmi semena kukuruza
(Zeamays L.)

2.2.1. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja ¢ine znacajnu klasu sekundarnih metabolita u biljkama. Utvrdeno je da
imaju antioksidativne, antiradikalske i antifungalne efekte (Atanasova-Penichon i sar., 2016).
Ukupan sadrzaj ovih jedinjenja je veci u spoljasnjoj frakciji semena nego u unutrasnjoj (Bento-Silva
I sar., 2020). Fenolna jedinjenja su sekundarni metaboliti biljaka, koji primarno nastaju iz
fenilpropanoidnog biosintetskog puta - ciklusa Sikiminske Kiseline. Ukratko, Sikiminska kiselina od
eritrozo-4-fosfata se prevodi u horizmat, koji je prekursor aminokiselina tirozina (Tyr) i fenilalanina
(Phe). Enzim fenialaninamonijum lijaza (PAL) katalizuje deaminaciju Phe u cimetnu kiselinu, iz
koje nastaje p-kumarinska kiselina (p-CA). Ova kiselina ima klju¢nu ulogu u biljkama, i predstavlja
pocetnu tacku grananja fenilpropanoidnog puta. Prekursor je brojnih fenolnih jedinjenja, poput
drugih fenolnih kiselina, lignina, antocijanina itd. (Gauthier i sar.,2015).

U hemijskoj smislu, to su aromati¢na jedinjenja, koja sadrze benzenov prsten (Cg) sa jednom
ili vise hidroksilnih grupa. U tabeli 2.1. prikazana je klasifikacija fenola na osnovu broja
ugljenikovih atoma u molekulu. Prema slozenosti hemijske strukture, rangiraju se od prostih fenola
do slozenih polimernih jedinjenja (Balasundram i sar., 2006).

Tabela 2.1. Podela fenolnih jedinjenja na osnovu broja atoma ugljenika u molekulu
(adaptirano iz Balasundram i sar., 2006).

Pojedine klase fenolnih jedinjenja Ugljovodnicni skelet
Benzohinoni Cs
Hidroksibenzoeve kiseline Cs-C,
Hidroksicinaminske kiseline, fenilpropanoidi Ce-Cs
Flavonoidi, izoflavonoidi Ces-C3-Cs
Lignani, neolignani (C6-Ca),
Biflavonoidi (Ce-C3-Co):2
Lignini (Cs-C3)n
Kondezovani tanini (Cs-C3-Ce)n

Fenolna jedinjenja imaju vazne fizioloske uloge u biljkama, kao S§to su procesi rasta i
razvica. Ucestvuju u antioksidativnoj zastiti od uticaja abiotickog i bioti¢kog stresa (Pratyusha
2022, Corso i sar., 2020). U literaturi se navodi da, zavisno od tipa fenolnog jedinjenja, mogu da
stimuli$u ili inhibiraju produkciju odredenih mikotoksina (Atanasova-Penichon i sar., 2016).

Biljke u odbrambenom odgovoru koriste fenolna jedinjenja u ¢eliji, kao i ona nastala nakon
stresa u reakcijama hidrolize ili oksidacije postojecih fenolnih jedinjenja (Lule i Xia, 2005). U
stresnim uslovima moze biti indukovana sinteza i akumulacija ovih jedinjenja u biljci (Brett i sar.,
1999). Opsti odgovor biljke na stres se ogleda u povecanju sadrzaja ukupnih fenola. Naime, razlike
u antioksidativnoj efikasnosti fenolnih jedinjenja proisticu od njihove strukture, odnosno broja
aromati¢nih prstenova i prirodi, broju i poziciji supstituenata na prstenu (Balasundram i sar., 2006).
Njihova antioksidativna aktivnost je povezana sa sposobnosu uklanjanja slobodnih radikala (engl.
free radical, FR). Oni su ,,hvata¢i® (engl. scavenger) FR, kao §to su reaktivne kiseoni¢ne i azotove
vrste. Pojedina fenolna jedinjenja deluju i kao helatori jona prelaznih metala, npr. Cu®*, Fe?*, Zn?*i
Mn®* jona. Na taj nadin uti¢u na redoks status u biljnim éelijama, $to moZe dovesti do aktivacije
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ekspresije gena koji kodiraju antioksidativne enzime, kao $to su superoksid-dismutaza, katalaza i dr.
S druge strane, povecana dostupost redoks aktivnih metala moze dovesti do ubrzanja reakcija
(Fentonova reakcija) u kojim nastaju Stetne reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) (Sharma i sar., 2012;
Eghbaliferiz i sar., 2016). S obzirom da mogu da povecaju ili smanje nastajanje ROS, fenoli se
ponasaju kao prooksidanti ili antioksidanti (Maurya, 2010). Ova jedinjenja imaju i strukturnu ulogu:
ucestvuju u umrezavanju konstituenata polimera celijskog zida, utiu¢i na njegova mehanicka
svojstva i otpornost na patogene (Rose i Bennett, 1999). Oksidacijom fenolnih jedinjenja nastaju i
O-hinoni, koji podlezu oksidativnoj polimerizaciji i imaju antimikrobnu aktivnost (Lule i Xia,
2005). Za analizu fenolnih jedinjenja u biljnim uzorcima uglavnom se koristi HPLC, u kombinaciji
sa razli¢itim detektorima, poput masenog (Kumar i Ramesh, 2017). Prethodna priprema uzorka je
korak koji prethodi ovim analizama, koji se razlikuje u zavisnosti od ciljanog jedinjenja. Obi¢no se
koriste polarni vodeno/organski rastvaraci za analizu rastvornih fenolnih jedinjenja konjugovanih sa
poliaminima i Secerima. Medutim, za analizu vezanih fenolnih jedinjenja, priprema uzorka je
znatno sloZenija i podrazumeva i hidrolizu kiselinama i/ili bazama (Wang i sar., 2020).

2.2.1.1. Fenolne kiseline i dehidrodimeri ferulinske kiseline

Fenolne Kkiseline se dele u dve velike grupe: derivati hidroksibenzoeve i cinaminske kiseline
(Herrmann i Nagel, 1989). Hidroksibenzoeve kiseline nalaze se u visokim koncentracijama u vocu i
povréu (Lule i Xia, 2005), dok su Zitarice bogatije derivatima hidroksicinaminske kiseline. U
semenu kukuruza, dominantna je ferulinska kiselina (FA). Pored nje, u manjim koli¢inama nalaze se
kafeinska, p-kumarinska (p-CA) i izoferulinska kiselina (Bauer 2012). Strukture formule FA i p-CA
prikazane su na slici 2.3.

o 0

HO HO

(o)

\CH3

Slika 2.3. Hemijske strukture FA (levo) i p-CA (desno).

Predlozeni su razli¢iti antioksidativni mehanizmi kojim ove kiseline inaktiviraju FR. Jedan
od njih je preko mehanizma transfera atoma vodonika (2.1.), prikazan slede¢im izrazom:

R"+ ArOH — RH + ArO’ (2.1)

U reakciji sa antioksidansom (fenolnim jedinjenjem), slobodni radikal (R") se neutraliSe i
prevodi do RH, uz nastajanje fenoksi radikala (ArQO"). Energija disocijacije O-H veze uzima se
uobzir prilikom procene antioksidativne aktivnosti jedinjenja: manja energija podrazumeva vecu
antioksidativnu aktivnost. Stabilnost fenoksi radikala potice od: delokalizacije nesparenog
elektrona, mogucnost postojanja vise rezonantinih formi, orto i para pozicija hidroksilnih grupa na
prstenu. Veca antioksidativna aktivnost FA u odnosu na p-CA potic¢e od prisustva metoksi grupe u
orto polozaju (Urbaniak i sar., 2012).



U literaturi je pokazano da fenolne kiseline imaju antifungalnu aktivnost. Direktno mogu da
deluju na gljivu i sintezu pojedinih mikotoksina, umanjujué¢i njihovo nagomilavanje u biljci
(Gauthier i sar., 2015). Ove kiseline su obi¢no prisutne u vezanom obliku (etarski i/ili estarskim
vezama) za komponente polimera ¢elijskog zida biljke.One doprinose o¢vrs¢avanju Celijskog zida i
pospesuju mehanicku barijeru na razli¢ite patogene (Santiago i sar., 2013).

Pokazano je da p-CA gradi estarske veze sa polisaharidima i ligninom. Prema literaturnim
podacima, p-CA se smatra indikatorom lignifikacije ¢elijskog zida biljke. Utvrdeno je i da FA moze
biti mesto nukleacije za polimerizaciju lignina (Ralph, 2010). Zabelezeno je prisustvo razli¢itih
oblika dimera ferulinske kiseline, kao §to su 5-5'-, 8-O-4'-, 8-5', 8-8'- i 4-O-5' (Slika 2.4.) (Bauer,
2012). Pokazana je uloga ovih jedinjenja u strukturnoj otpornosti semena na bolesti izazvane
gljivama, unakrsnim povezivanjem polimera u ¢elijskom zidu (Santiago i Malvar, 2010).

o}

H,C—0 H,yC

(o)

CHy OH

Slika 2.4. Hemijske strukture izomera dehidrodimera ferulinske kiseline:
(1) 5-5', (2) 8-5"i (3) 8-0-4".
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2.2.1.2 Flavonoidi

Flavonoidi su najbrojnija i najraznovrsnija grupa fenolnih jedinjenja. Hemijsku strukturu
¢ini ugljeni¢ni skelet Cg-C3-Cs. Sadrze dva benzenova prstena A i B, medusobno povezana sa
heterocikli¢nim pirenskim prstenom C (Slika 2.5.). Prema oksidacionom stanju na prstenu C, dele
se na flavone, flavanone, flavanole, flavane, katehine, izoflavone, halkone, antocijanidine, itd.
(Corso i sar., 2020).

5 4
Slika 2.5. Hemijska struktura osnovnog skeleta flavonoida.

U biljnim ¢elijama, vecina flavonoida obi¢no se nalazi u obliku glikozida. Supstitucija
Secera (obi¢no glukozom i ramanozom) na flavonoidnom skeletu se odvija preko hidroksilnih grupa
(O-glikozidi), ili direktno na ugljenikovim atomima prstena A (C-glikozidi) (Corso i sar., 2020). U
semenu, flavoni suprisutni u obliku C- i O-glikozida (Slika 2.6.); dominantan oblik kod monokotila
je flavon C-glikozid (Tohge i sar., 2017). Nesecerni deo strukture se naziva aglikon. U Zitaricama
najzastupljeniji flavonoidi su apigenin, luteolin, hrizin i tricin. Oni doprinose otpornosti biljke na
stres (Treutter, 2006) i imaju antifungalnu aktivnost, kao i inhibiraju aktivnost nekih enzima
patogenih gljiva. Pokazano je da uti¢u na biosinetzu i akumulaciju aflatoksina u semenu (Castano-
Duquel i sar., 2021), a imaju i antiradikalsku ulogu. B-prsten flavonoida sposoban je da donira
elektrone, pri cemu nastaju stabilniji i manje reaktivni organski radikali.

OH OH HO

OH
“oH

Apigenin 6,8-di-C-glukozid Apigenin 6-C-glukozid 8-C-arabinozid

Tricin 7-O-glukozid

Slika 2.6. Hemijske strukture flavonoid glikozida karakteristicnih za seme Zea mays L.
Ljubicasto je prikazan deo Secernog ostataka vezan za aglikon (nese¢ernu komponentu).
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2.2.1.3 Konjugati poliamina

Semena zitarica su dobri izvori poliamina i njihovih konjugovanih oblika (Walters 2003,
Bassard i sar., 2010). Poliamini su niskomolekulski alifati¢ni ugljovodonici, polikatjonske prirode
na fizioloSkom pH. U biljkama najznacajniji poliamini su: diamin-putrescin, triamin-spermidin i
tetramin-spermin (Slika 2.7.) (Ghuge i sar., 2015).

/\/\/NHZ
H,N

Putrescin

/\/\/\/\/NHZ
H,N N

2

H
Spermidin
NN N TN N N T
H,N N
Spermin

Slika 2.7. Hemijske strukture najzastupljenijih poliamina.

Kao pozitivno naelektrisani molekuli, poliamini se elektrostaticki vezuju za razlicite
negativno-naelektrisane unutaréelijske makromolekule (proteine, nukleinske kiseline i fosfolipide),
uzrokujuéi njihovu (de)stabilizaciju. Imaju brojne fizioloske i biohemijske uloge, poput regulacije
transkripcije, translacije, Celijske deobe, elongacije, fotosinteze, transporta jona, signalizacije, itd.
(Pal i sar., 2021).

Zabelezeno je da ova jedinjenja imaju i antioksidativnu odbrambenu ulogu u odgovoru na
faktore stresa. Usled infekcije patogenom, dolazi do varijacija u sadrzaju odredenih poliamina
(Kusano i sar., 2008; Walters 2003). Katabolizmom poliamina, posredstvom enzima poliamin- i
diamin-oksidaza, nastaje vodonik-peroksid (H,O,), koji ucestvuje u putevima prenosa signala u
odbramenom odgovoru biljke, na primer, na sintezu fitoaleksina. Sa katabolizmom poliamina
povezani su i drugi odbrambeni mehanizmi, poput oévrs¢avanja celijskog zida, lignifikacije i
programirane celijske smrti (Walters 2003; Handa i sar., 2018). Takode, ova jedinjenja imaju ulogu
u odrzavanju redoks homeostaze u celiji. Nivo unutarcelijske koncentracije slobodnih oblika
poliamina regulisan je konjugacijom sa hidroksicinaminskim kiselinama (FA, p-CA, kafeinska
kiselina) 1 arilmonoaminima (tiraminom, triptaminom) (Bassard i sar., 2010; Herrmann i Nagel,
1989). Hidroksicinaminski kiseli amidi imaju antioksidativnu i antifungalnu aktivnost (Pal i sar.,
2021). Pojedini konjugati putrescina imaju inhibitorne efekte na biosinetzu AFB; (Mellon i Moreau,
2004). Na slici 2.8. prikazane su hemijske strukture pojedinih konjugata poliamina.
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Slika 2.8. Hemijske strukture pojedinih konjugata poliamina.

2.2.1.4 Lignin

U semenu kukuruza mali je udeo lignina (oko 5,5%) (del Rio i sar., 2018). Lignin je
funkcionalni aromati¢ni polimer u celijskom zidu biljke. Nastaje oksidativnim vezivanjem 4-
hidroksi-fenilpropanoida (Ralph i sar., 2004). Izgraden je od monolignola p-kumarila, koniferila i
sinapil alkohola i odgovarajucih kiselina, koje se razlikuju po stepenu metoksilacije (Slika 2.9.).
Rio i sar. (2018) su pokazali da pojedini nekonvencionalni monomeri, poput diferuloilputrescina,
mogu biti ugradeni u polimer lignina semenog omotaca kukuruza. Isti autori su ustanovili da u toku
lignifikacije dolazi do kuplovanja ovog jedinjenja, otvaraju¢i moguénost njegove primene u
modifikaciji lignina. Enzimi fenol-oksidoreduktaze, kao $to su Op-zavisne lakaze i H,0O,-zavisne
peroksidaze, ucestvuju u formiranju monolignol radikala. Delokalizacija elektrona na ovim
radikalima omogucava njihovo dalje neenzimsko kuplovanje na razli¢itim mestima u rastuéem
polimeru lignina (del Rio i sar., 2018). U studijama Radoti¢ i sar. (1994) i Mici¢ i sar. (2004),
postavljen je model supermolekularne modularne strukture lignina, kojim je utvrdeno da je
lignifikacija visoko ureden proces (Radoti¢ i sar., 1994; Micic i sar., 2004). Kod biljaka je promena
u sadrzaju i sastavu lignina utvrdena kao adaptivni odgovor na razlicite tipove stresa (Moura i
Bonine, 2010). Navedeni tip lignina razlikuje se od onog koji se formira pri normalnim fizioloskim
uslovima: ,,stresirani lignin (Santiago i sar., 2013). Lignifikacija semenog omotaca je mehanizam
zaStite semena od progresije bolesti izazvanih patogenima i njihovim toksinima (Vance i sar.,
1980); uglavnom se javlja kao prva linija odbrane nakon promena redoks statusa usled
nagomilavanja ROS (Cesarino, 2019).
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p-kumaril alkohol koniferil alkohol sinapil alkohol

Slika 2.9. Osnovna struktura monolignola.

2.2.2. Bioloski znacaj mikro- i makroelemenata

Elementi neophodni za normalan rast i razvice biljaka nazivaju se esencijalnim. Medu
makroelementima, kalijum je najzastupljeniji u Zitaricama. On ima kataliticku ulogu u aktivaciji
viSe od 40 razli¢itih enzima koji u€estvuju u sintezi proteina, fotosintezi, osmoregulaciji, katjon-
ajnon ravnotezi, itd. Osim toga, kalijum doprinosi i mehanizmima otpornosti biljke na stres
(Maathuis, 2009; Neskovi¢ i sar., 2003). Kalcijum ima vaznu ulogu u regulaciji metabolickih
procesa i razvica. Sekundarni je glasnik i signalni molekul, kao i aktivator je mnogih enzima, npr.
kinaza i fosfataza (Demidchik, 2015). Signalni putevi Ca interaguju sa drugim sistemima celijske
signalizacije kao $to su ROS (Gdrlach i sar., 2015). Ucestvuje u odrzavanju strukturnog integriteta
¢elijske membrane i njene permeabilnosti, kao i na rigidnost ¢elijskog zida biljaka i ¢vrstinu ploda
(Maathuis, 2009).

Od mikroelemenata poseban znacaj imaju joni prelaznih metala, kao §to su mangan (Mn),
bakar (Cu), gvozde (Fe), cink (Zn), nikl (Ni) i kobalt (Co). Osim fizioloskih uloga u procesima
razviéa semena, metabolizmu lipida i nukleinskih kiselina, ekspresiji i regulaciji gena, sintezi
proteina, fotosintezi, respiraciji, zabelezeno je da oni uéestvuju i u zastitinim mehanizmima od
uticaja abiotickog i biotickog stresa (Hansch i Mendel, 2009; Neskovi¢ i sar., 2003; Tripathi i sar.,
2015). Pored toga, pojedini mikroelementi (npr. Cu, Mn) doprinose strukturnoj stabilnosti i
mehanickoj otpornosti ¢elijskog zida (Assuncao i sar., 2022) i ucestvuju u procesu lignifikacije i
metabolizmu fenolnih jedinjenja (Tripathi i sar., 2015). Elementi Cu, Fe, Mn, Zn su kofaktori
razli¢itih antioksidativnih enzima, poput superoksid-dismutaza, peroksidaza i katalaza. Takode,
sastavni su deo oksidaza, poput polifenol-oksidaza, diamin-oksidaza, citohrom-oksidaza. Veliku
podgrupu Zn-proteina ¢ine transkripcioni faktori (Hansch i Mendel, 2009). Kao $to je navedeno,
najznacajniju ulogu u biosintezi aflatoksina ima transkripcioni faktor AfIR koji je Zn(I),Cys klaster
protein (Caceres i sar., 2020).

Izuzev Zn, joni prelaznih metala Cu, Fe, Mn su redoks aktivni. Stoga, prisutni u visku mogu
da ispolje pro-oksidativnu ulogu, kada dolazi do porasta koncentracije ROS (Rodrigo-Moreno i sar.,
2013). Odrzanje homeostaze jona metala od klju¢nog je znacaja, kroz procese njihove mobilizacije,
usvajanja i raspodele unutar biljke, procese unutarcelijskog transporta i skladiStenja (Rai i sar.,
2021).
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2.2.3. Slobodni radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali su hemijske vrste koje sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona u
atomskim ili molekulskim orbitalama. Nespareni elektroni daju im znacajan stepen reaktivnosti
(Phaniendrai sar., 2015, Suzen i sar.,2017). Zbog kratkog poluZzivota, njihova in vivo detekcija je
otezana. Elektronska paramagnetna rezonantna (EPR) spektroskopija predstavlja metodu izbora za
direktno merenje i karakterizaciju FR (Gallez i Swrtz, 2004). Ova tehnika Siroko se primenjuje u
proucavanju slobodno-radikalskih procesa kod biljaka (Mojovi¢ i sar., 2005; Gallez i Swrtz, 2004).

Literaturni podaci ukazuju na zna¢ajnu primenu EPR imidzinga ne samo u biomedicinskim
sferama, ve¢ i za izucavanje oksidativnog stresa kod biljaka (Khramtsov, 2012; Gulaboski i sar.,
2019; Mojovi¢ i sar.,2005). Molekulski kiseonik (O,) je centralni molekul ¢elijske respiracije u
svim aerobnim zivim sistemima. Naime, O, poseduje dva elektrona paralelnih spinova u dve
degenerisane orbitale. Slabo je reaktivan prema biomolekulima, zbog spin restrikcije koja dovodi do
kineticke barijere, za Cije prevazilazenje je potrebna koli¢ina energije koja omogucava prelaz u
singletno stanje (*Oy), ili redukciju u aktivne oblike kiseonika. Nadeni su razligiti oblici ROS. Oni
se javljaju kao radikali (npr. hidroksil radikal ("OH), superoksid-anjon-radikal (O, ), azot-oksid
radikal (NO)) i neradikalske vrste (npr. singletni kiseonik (*O,), vodonik-peroksid (H.0,),
peroksinitrit (ONOOY)) (Apel i Hirt,2004; Nikolova, 2012). ROS neprekidno nastaju tokom
aerobnog metabolizma. U¢estvuju u brojnim fizioloSkim procesima, kao §to su unutaréelijska i
meducelijska signalizacija, regulacija, razvice i rastenje biljaka (Suzen, i sar., 2017). Korisni efekti
ROS ispoljavaju se pri niskim/umerenim koncentracijama. S druge strane, kao odgovor na abioticki
I bioticki stres, moze do¢i do akumulacije FR (Apel i Hirt, 2004; Shetty i sar., 2008). Vodonik-
peroksid ima direktnu ulogu u odbrani protiv patogena. Pored toga, ucestvuje u signalnoj
transdukciji mnogih puteva koji dovode do umnozavanja drugih sistema odbrane. Svrstava se u
dugozivece ROS; lako difunduje kroz c¢elijsku membranu do razli¢itih (sub)éelijskih odeljaka. U
bioloskim sistemima, ako je u visku, H,O, dovodi do oksidativnog stresa kroz Fentonovu reakciju
(2.2) (Nikolova, 2012).

H,0, + Fe?* — ¢ OH + OH™ + Fe3* (2.2)

Kao proizvod reakcije (2.2) nastaje hidroksil radikal ("fOH), u prisustvu jona prelaznog
metala kao $to je Fe. Pokazano je da ‘OH ima kratko vreme poluzivota (ns); u reakciji sa
biomolekulima moze prouzrokovati njihova oksidativna ostec¢enja. Ukljuéen je u brojne procese,
kao Sto su lipidna peroksidacija, signalizacija oksidativnog stresa, programirana c¢elijska smrt,
aktivacija jonskih kanala za Ca”* i K* jone. Pokazano je da ne postoje specifi¢ni antioksidansi koji
bi omogudili njegovo uklanjanje (Mittler, 2017; Akter i sar., 2021). Biljke imaju razvijene
antioksidativne odbrambene sisteme koji kontrolisu kaskadu nekontrolisanih reakcija oksidacije, i
tako Stite Celije od oksidativnog ostecenja, uklanjanjem ROS (Gill i Tuteja, 2010). To su raznovrsne
enzimske i neenzimske komponente. ROS mogu indukovati ekspresiju gena koji kodiraju razlicite
antioksidativne enzime, kao $to su superoksid-dismutaza, katalaza, peroksidaza i dr. Fenolna
jedinjenja, da ponovimo, ¢ine jednu od najznacajnijih grupa neenzimskih antioksidanata. Veli¢ina i
lipofilnost ovih jedinjenja odreduje njihovu lokalizaciju u ¢Celiji, tako da se nalaze u unutaréelijskim
I vancelijskim odeljcima (Nimse i Pal, 2015). U bioloskim sistemima, kada postoji prekomerna
produkcija FR, a smanjeni sadrzaj antioksidanata, dolazi do stanja tzv. oksidativnog stresa. Njega
odlikuje naruseni ravnotezni status izmedu antioksidanata i prooksidanata. Pod fizioloskim
uslovima, redoks stanje se odrzava ka viSe negativnijim vrednostima redoks potencijala. Za razliku
od toga, kod oksidativnog stresa vlada oksiduju¢e okruzenje (Kunwar i Priyadarsini, 2011) koje
moze dovesti do oSteCenja Celijskih membrana, biomolekula, kao 1 smrti Celije pri produZzenom
trajanju stresa (Phaniendra i sar., 2015). U reakciji ROS i biomolekula mogu nastati organski
radikali koji su izrazito stabilni u suvom i imobilizovanom okruzenju kakvo je u semenu. Kako
koncentracija organskih FR zavisi od stepena tolerancije biljke na stres, mogu se smatrati
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indirektnim indikatorom povecanja ROS odnosno oksidativnog stresa (Aradjo i sar., 2016;
Nakagawa i Maeda 2017; Kurdziel i sar.,2015).

2.3. Osnovne fluorofore u biljkama

U biljkama se nalaze razli¢ita organska jedinjenja (fluorofore) koja emituju svetlost
(autofluoresciraju) posle pobudivanja (Donaldson, 2020). Ova jedinjenja se odlikuju
karakteristi¢énim fluorescentnim spektrima, koji zavise od strukture molekula (planarna, rigidna, ili
konjugovana), njegove koncentracije, kao i drugih faktora (pH, temperatura, okolina (rastvarac),
itd.) (Lakowicz, 1999). Proteini imaju karakteristi¢cnu fluorescenciju, koja poti¢e od aromati¢nih
aminokiselinskih ostataka, pre svega triptofana (Trp), u manjoj meri fenilalanina (Phe) i tirozina
(Tyr). Njihovi emisioni maksimumi nalaze se u spektralnom regionu od 280 nm do 355 nm (Tabela
2.2.). U ovoj disertaciji proucen je spektralni region iznad 355 nm, u kojem emituju druge
fluorofore, poput razli¢itih fenolnih jedinjenja (ferulinska Kiselina, flavonoidi, lignini i dr.),
vitamina, kofaktora, kumarina, pigmenata, itd. (Tabela 2.2.). Fluorescentne Kkarakteristike
fluorofora kod biljaka mogu biti izmenjene u stanju stresa. Stoga, razumevanje ovih promena pruza
korisne fundamentalne informacije o fizioloSkom stanju biljke, kao i uticaju razli¢itih faktora stresa
na biljku (Cerovic i sar.,1999; Donaldson, 2020).

Takode, fluorofore mogu biti upotrebljene za efikasno otkrivanje stresa, odnosno pracenje
stepena stresa kod poljoprivrednih kultura, primenom razli¢itih opti¢kih (fluorescentnih) tehnika
(Cerovic i sar., 1999; Donaldson, 2020; Garcia-Plazaola i sar., 2015).

Tabela 2.2. Pregled endogenih fluorofora (ekscitacionih i emisionih maksimuma)
prisutnih u biljkama (Lakowicz 1999, Christenseni sar., 20062, Cerovié i sar., 1999°,
Croce, 2021%).

Fluorofora Apsorpcija/Ekscitacija (nm)  Emisija(nm) Reference

fenilalanin (Phe) 257 282 1

tirozin (Tyr) 274 303 1,2

triptofan (Trp) 290 355 1,2

ferulinska kiselina 320 420 1,3
flavonoidi 355/488 400-600/500-700 4
karotenoidi 400-520 520-640 4
NADPH 340 460 4
FAD 376 530 4
lignin 355/488 400-600/500-700 4
hlorofil b 470 664 3
hlorofil a 430 680 3
kumarini 400-450 450-480 4
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Hemikalije

U izradi ove doktorske disertacije koris¢ene su hemikalije p.a. stepena Cistoce, ukoliko nije
drugacije naznaceno. Metanol (MeOH) (HPLC cistoc¢e), acetonitril (MS cistoce), mravlja kiselina
(MS cistoce), natrijum-hidroksid, etil-acetat, dietil-etar, natrijum-karbonat, Folin-Ciocalteu reagens,
galna kiselina, azotna kiselina (65%; v/v), vodonik-peroksid (30%; v/v), hlorovodoni¢na kiselina,
su nabavljeni od proizvodaca firme Merck (Darmstadt, Nemacka). ABTS i standardi fenolnih
kiselina (p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, izoferulinska kiselina) su nabavljeni od Sigma-
Aldrich (Stajnhajm, Nemacka). Osnovni rastvor, koji sadrzi 0,5000 g/L makroelemenata nabavljen
je od firme (VHG Labs, SAD). Semikvantitativni osnovni rastvor, koji sadrzi 0,0100 g/L elemenata
u tragovima, nabavljen je od firme (Alfa Aesar, SAD). UltraCista dejonizovana voda dobijena je
pomocu sistema za preciS¢avanje Millipore sistem Simplicity tip 185 (Darmstat, Nemacka) i Merlin
reverzno osmozni (RO) sistem (0,018 puS/cm, Purefreedom, Lincolnshire, UK).

3.2. Ispitivani uzorci semena

Eksperimentalna isptivanja u okviru ove studije obuhvatila su nezarazena semena Zea mays
L. (bez prisustva aflatoksina, tj. kontrolna) i ona u kojima je standardnim analiti¢kim metodama
(ELISA i/ili HPLC) utvrdeno prisustvo razli¢itih koncentracija aflatoksina B;. Koncentracija
aflatoksina odredena je prema modifikovanoj AOAC (engl. Association of Official Analytical
Chemists) standardnoj metodi broj 980,20 (Oliveria i sar., 2009). Istrazivanja su uradena na
semenima istog genotipa (tip zubana), prikupljenim na oglednim poljima Univerziteta u Beogradu-
Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje*, nakon vestacke zaraze gljivom. Analize su obuhvatile i uzorke
semena dobijena od Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu, kao i komercijalno
kukruzno bragno namenjeno za ljudsku ishranu proizvodaca Zitko Plus d.o.o ,,Backa Topola“.

3.3. Priprema uzorka semena

3.3.1. Homogenizacija uzorka

Za usitnjavanje uzorka koris¢eni su: mlin za kafu (Bosch, Nemacka), laboratorijski mlin
(Fritisch Mortat Grindev PULVERISETTE 2, Nemacka), avan i tu¢ak. Homogenizacija uzorka je
uradena sa te¢nim azotom, a dalja ekstrakcija fenolnih jedinjenja na ledu.

3.3.2. Priprema metanolnih ekstrakata

Usitnjenim uzorcima (0,1 g) dodat je 80% MeOH (1 ml). Smesa je meSana 60 minuta, a
potom centrifugirana (10,000 x g, 5 min, 4°C). Odekantovani supernatanti su ¢uvani na -20°C do
analize.

3.3.3. Priprema hidrolizata

Usitnjenim uzorcima (0,5 g) dodavan je 4M NaOH (10 ml). Dobijeni homogenati su
podvrgnuti struji azota nekoliko sekundi, a potom muckani narednih 4 h. Dobijeni bazni hidrolizati
su istitrovani 6M HCI do postizanja pH vrednosti oko 2. Po 5 ml hidrolizata je meSano sa 5 ml
smese dietil-etra i etil-acetata (1:1, v/v) 3 minuta, a potom centrifugirano (12,000 x g, 4 min).
Gornji sloj je pazljivo prebacen u novu kivetu, a reekstrakcija je uradena iz donjeg sloja (4-puta).
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Alikvot (10 ml) hidrolizata uparen je do suva u struji azota. Po dodavanju MeOH (3ml), usledilo je
snazno muckanje u trajanju od 3 minuta. Uzorci su sacuvani na -20°C do analize.

3.3.4. lzolovanje ¢elijskog zida

Usitnjeni uzorci (0,4 g) su homogenizovani sa 80% MeOH (10 ml), a potom muckani
narednih 60 min na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja (1,500 x g, 5 min), talozi su ispirani
sa 80% MeOH (2 puta) i reekstrahovani serijom rastvarac¢a: 1 M NaCl (1 put), Triton X-100 (1 put),
dejonizovana voda (2 puta), 100% MeOH (2 puta) i 100% Aceton (2 puta). Nakon koraka ispiranja
je usledilo susenje na 60°C u susnici. Odmerena masa suvog taloga pomeSana je sa rastvorom
NaOH (1 M) zagrejanim na 80°C. Posle 17 h inkubacije na sobnoj temperaturi, talog je dalje ispran
2 puta sa dejonizovanom vodom i osuSen na 80°C. Osuseni talog je dalje koris¢en za odredivanje
sadrzaja lignina, pomoc¢u Acetil-bromidnog testa (AcBr).

3.3.5. Mikrotalasna digestija

Usitnjeni uzorci semena kukuruza (0,2 g), tretirani su smesom 5 ml HNOg3 (65%; v/v) i 2 ml
H.O, (30%, v/v), a potom izlozeni digestiji u mikrotalasnoj sus$nici (Speedwave, Berghof,
Nemacka). U tabeli 3.1. nalaze se parametri kori$¢eni tokom procesa mineralizacije. Razoreni
uzorci su ohladeni i prebaceni u normalne sudove (25ml), nakon ¢ega je dodavana ultracista voda
do oznake. Na ovaj nacin pripremljeni uzorci su koris¢eni za analizu mikro- i makroelemenata,
pomocu ICP-OES i ICP-QMS tehnike, redom. U slucaju ICP-QMS analize, uzorci su dodatno
razblaZeni pet puta.

Tabela 3.1. Primenjeni rezim rada za mikrotalasnu digestiju.

Temperatura Pritisak Ramp time” Hold time*  Snaga
°C) (kPa) (min) (min) (%)
170 3000 10 10 100
200 3500 10 20 100

! Ramp time: vreme poveéavanja temperature
2 Hold time: vreme odravanja konagne temperature

3.4. Hemijska analiza semena

3.4.1. Te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC)

Tec¢na hromatografija visokih performansi (engl. high performance liquid chromatography,)
je metoda u kojoj dolazi do razdvajanja supstanci iz smeSe na osnovu njihovog razliitog
koeficijenta raspodele izmedu stacionarne i mobilne faze. Za razdvajanje molekula po hidrofobnosti
uobicajeno se Koristi reverzno-fazna (RP) hromatografija, u kojoj je mobilna faza polarnija u
odnosu na stacionarnu. Rastvarac, ili mobilna faza, obi¢no je neki organski rastvara¢, kao metanol i
acetonitril. Uzorak koji je rastvorljiv u moblinoj fazi prolazi kroz poroznu ¢vrstu stacionarnu fazu u
koloni, gde dolazi do selektivnog adsorbovanja i desorbovanja komponenata smese koja se eluira.
Sa kolone ¢e se prvo eluirati polarna jedinjenja, a zatim nepolarna. Razli¢iti sorbenti mogu da se
primene kao stacionarna faza. Najces¢e je to hemijski modifikovan silika-gel sa nepolarnim
grupama (C18, C8, itd.). Nasuprot tome, kod hromatografije na normalnim fazama stacionarna faza
je polarnija u odnosu na mobilnu fazu.

Razlic¢iti tipovi detektora (UV-VIS, fluorescentni, maseni i dr.), kao i njihove kombinacije,
koriste se za identifikaciju i kvantifikaciju supstanci razdvojenih na koloni (Meyer, 2004).
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U ovoj disertaciji, koris¢en je detektor sa vise dioda (engl. diode array detector, DAD), koji
omogucava istovremeno merenje apsorbancije UV-VIS svetlosti u ispitivanom uzorku na vise
razlicitih talasnih duzina.

Ukoliko je potrebna pouzdana identifikacija nepoznatih jedinjenja, kao i odredivanje
njihovih struktura i masa molekula, koristi se maseni spektrometar. Osnovne komponente ovog
uredaja su prikazane na slici 3.1.

. I Analizator Jonski Sistem
Sistem za ulaz zvor deroktor -
podatke | | | | _
Vakuum Masen

spektar
Slika 3.1. Shematski prikaz osnovnih komponenti masenog spektrometra.

Masena detekcija se zasniva na slede¢em principu. Pomocu sistema za unoSenje uzorka (tzv.
inlet) neutralni molekul analita dospeva u jonski izvor pod visokim vakuumom, gde dalje podleze
jonizaciji i fragmentaciji. Postoje razliiti tipovi jonskih izvora; u naSem radu koris¢en je
elektrosprej jonizacioni (engl. electrospray ionisation, ESI) izvor. On pripada u tehnikama meke
jonizacije, koja omogucava analizu malih i velikih molekula, nekovalentnih kompleksa, i dr. Joni,
ubrzani delovanjem magnetnog i/ili elektricnog polja, dolaze do masenog analizatora, koji
omogucéava njihovo razdvajanje na osnovu odnosa mase i naelektrisanja (m/z) (Tesevi¢ 2013;
Meyer, 2004). U radu je koris¢en QqQ kvadrupolni analizator, koji radi na principu da se na prvom
kvadrupolu propustene mase analiziraju na drugom kvadrupolu, ¢ime se dostiZe visoka selektivnost.
Pored MS-MS detektora koji je koriS¢en za potvrdivanje prisustva odredenih analita, koriS¢ena je i
masena detekcija sa pulsnim masenim analizatorom (orbitrap). On se zasniva na tipu masenih
analizatora sa jonskom zamkom, a karakteriSe ga visoka rezolucija 1 preciznost pri odredivanju
molekulske mase nepoznatog jedinjenja.

34.11. UHPLC-LTQOrbiTrapXL

Za hromatografsko razdvajanje i identifikaciju fenolnih jedinjenja koris¢en je UHPLC sa
kvaternarnom pumpom Accela 600 i Accela autosemplerom (ThermoFisher Scientific, Bremen,
Nemacka). Ovaj sistem je povezan sa linearnim jonskim trapom — OrbiTrap hibridnim masenim
spektrometrom visoke rezolucije (LTQ OrbiTrap MS XL), opremljenim jonskim izvorom sa
elektrosprej jonizacijom (HESI-II, ThermoFisher Scientific).

Razdvajanje jedinjenja je uradeno na analitickoj koloni Syncronis C18 koloni (100 x 2,1
mm); veli¢ina Cestica od 1,7 pm) proizvodaca Thermo Fisher Scientific. Mobilna faza sastojala se od
0,1% rastvora mravlje kiseline (A) i acetonitrila (B), koji su eluirani u linearnom gradientu
koncentracija: 2% B, 0 do 1 min; 2-98% B, 1 do 14 min; 98-2% B, 14,0 do 14,1 min, uz 2% B u
narednih 6 minuta. Protok mobilne faze bio je podesen na 0,3 ml min™. Snimanje masenih spektara
je uradeno u negativhom jonizacionom modu. Parametri jonskog izvora i podaci podesavanja su bili
podeseni kao u radu Jevti¢ i sar. (2017). Za odredivanje monoizotopskih masa nepoznatih
jedinjenja, sa nivoom fragmentacije do MS*, uradena je analiza kompletnog skeniranja (engl. full
scanning). ChemDraw (12,0) program upotrebljen je za izraCunavanje tatne mase identifikovanih
jedinjenja.

19



34.1.2. RP-HPLC-DAD-ESI-MS

Za razdvajanje, kvalitativnu i kvantitativnu analizu konjugata poliamina i fenolnih jedinjenja
iz uzoraka semena kukuruza koris¢ena je RP-HPLC, sa DAD masenim detektorom sa jednim
analizatorom (engl. single quadrupole) i ESI izvorom. Uredaj je prikazan na slici 3.2. Softver
Empower 2 (Waters, Milford, SAD) iskoris¢en je za obradu podataka.

=3 ‘\ ,-i > p c. \Q
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Slika 3.2. RP-HPLC-DAD-ESI-MS (Waters, Milford, SAD) instrument.

Pre injektiranja u HPLC sistem (Waters, Milford, MA, SAD), svi uzorci su profiltrirani kroz
najlonske Spric-filtere (0,22 um; Phenomenex, Tooance, SAD). Razdvajanje fenolnih jedinjenja
uradeno je na Symmetry C-18 RP koloni (125 x 4 mm, veli¢ina ¢estica od 5 um), povezanoj sa
Symmetry pretkolonom (Waters, Milford, MA, SAD).

Mobilna faza se sastojala od 0,1% rastvora mravlje kiseline (A) i acetonitrila (B), koji su
eluirani u gradientu koncentracija: 15 — 45% B, 20 min; 55% B, 5 min; 15% B, 10 min; uz dodatnih
5 min za ekvilibraciju kolone. Protok mobilne faze je bio podesen na 1,00 ml min™. Postkolonski
delilac protoka (ASI, Richmond, CA, SAD), sa odnosom razdvajanja 5:1, kori§¢en je za razdvajanje
mobilne faze prema dva detekora (DAD i MS), kao i za dobijanje optimalnog protoka mobilne faze
za ESI probu. Parametri jonskog izvora bili su: napon na kapilari, 3,0 kV; napon na konusu, 30 Vi -
30 V za pozitivan i negativan mod, redom; napon ekstraktora, 3,0 V i radiofrekventni napon, 0,2 V.
Temperatura izvora je bila 120°C, a temperatura desolvacije 400°C, u protoku N, od 500 L h™.

Za analizu konjugata poliamina snimanje masenih spektara je izvedeno u pozitivhom
jonizacijom rezimu [M+H]", dok je za ostala fenolna jedinjenja maseni spektrometar bio podesen u
negativnom jonizacionom modu [M-H], u oba slucaja u opsegu masa od 100 do 1000 m/z.
Identifikacija jedinjenja u ispitivanim uzorcima uradena je na osnovu odgovarajucih spektralnih
karakteristika (UV 1 MS spektri, retenciona vremena, karakteristicne fragmentacije). Jedinjenja su
identifikovana poredenjem UV 1 MS spektara sa standardom odgovaraju¢eg jedinjenja. Za
jedinjenja ¢iji standardi nisu bili komercijalno dostupni, primenjena je tentativna identifikacija
pikova, koja se zasniva na poredenju eksperimentalnih vrednosti sa podacima dostupnim u
literaturi. Kvantitativna analiza jedinjenja od interesa uradena je pomocu metode eksternog
standarda, gde su koncentracije analita odredene sa kalibracione krive. Za jedinjenja koja nemaju
komercijalno dostupne standarde, koriS¢ena je metoda normalizacije povrSina pikova. Sadrzaj za
analite od interesa je izraZzen u gram ekvivalentima odgovaraju¢e fenolne Kkiselinine, ¢iji su
standardi dostupni.
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3.4.2. Spektrofotometrijska ispitivanja semena

3.4.2.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola (TPC)

Princip metode: Spektrofotometrijska metoda po Folin-Ciocalteu (FC) proceduri je
koriS¢ena za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola (TPC) u ispitivanim uzorcima (Singleton i Rossi,
1965). Reagens FC predstavlja smesu fosfomolibdenove i1 fosfovolframove kiseline, koja se u
prisustvu fenolnih jedinjenja redukuje u okside volframa ili molibdena. Ovi oksidi metala imaju
intezivno plavu boju, ¢ija hromofora pokazuje maksimum apsorpcije na oko 765 nm. Koncentracija
ukupnih fenola u analiziranim uzorcima proporcionalna je intenzitetu apsorpcije svetlosti na
posmatranoj talasnoj duzini (Slika 3.3.).

o} OH 0 o o
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HO OH HO OH 0 OH

OH OH o

A =765 nm

Slika 3.3. Princip reakcije izmedu fenolnih jedinjenja i derivata fosfomolibdenove i
fosfovolframove kiseline u alkalnoj sredini. Promena boje rastvora iz Zute u plavu
(Modifikovano iz: Munteanu i Apetrei, 2021).

Protokol: Ekstrakti uzoraka (50 pl) pomesani su sa 475 pl FC reagensa, a nakon 3 minuta
dodavan je (475 pl) ratvor natrijum-karbonata (0,2 M). Nakon inkubacije od 60 minuta (u mraku na
sobnoj temperaturi), preba¢eno je 200 ul reakcione smeSe u bunar¢ice mikrotitar plocice.
Apsorbanca je izmerena na 724 nm, pomoc¢u Multiskan Spectrum (Thermo Electron Coprporation,
Finska) spektrofotometra. Koncentracija ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima odredena je sa
standardne krive galne kiseline (GA) (0,1 mM do 2 mM).

Izrazavanje rezultata: Rezulati izrazeni kao ug ekvivalenata GA po gramu suve mase (DW)
uzorka (ug GA eg/g DW).

3.4.2.2. Odredivanje sadrzaja lignina pomocu Acetil-Bromidnog (AcBr) testa

Princip metode: Osnovni princip ovog testa je shematski ilustrovan na slici 3.4. Bazira se na
bromovanju a-hidroksilnih grupa i acetilaciji y-hidroksil grupa i slobodnih fenolnih grupa, pri ¢emu
u prisustvu NaOH nastaje lignin rastvoran u sir¢etnoj kiselini. Koncentracija rastvornog lignina je
odredena merenjem apsorbancije na 280 nm, pomoc¢u UV spektrofotometra (2051 PC Shimadzu,
Japan).
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Slika 3.4. Shematska ilustracija osnovnog principa AcBr testa.
(oznaka Me se odnosi na metil gupu).

Protokol: Izmereno je oko 2,5 mg osuSenog taloga (pripremljenom po proceduri u
eksperimentalnom delu 3.3.4) i pomesano sa 25% AcBr (250 pl) rastvorenog u glacijalnoj siréetnoj
kiselini. Nakon inkubacije od 30 min. na temperaturi od 70°C i hladenja u ledenom kupatilu,
dodatje rastvor 2M NaOH (250 ul). Homogenat je centrifugiran u trajanju od 5 min (1,500 x g). U
daljoj analizi je iskoris¢en supernatant. Reakciona smesa sadrzala je 250 pl supernatanta ispitivanih
uzoraka (ili standarda), 5 ul 15M hidroksilamina i 2495 ul glacijalne sir¢etne kiseline. Standardna
kriva je napravljena u opsegu od 10 do 150 pl, sa koniferil alkoholom (CA) kao standardom.

Izrazavanje rezultata: Dobijeni rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata CA po gramu suve
mase (DW) uzorka (mg CA eqg/ g DW).

3.4.2.3. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti (TAA) primenom ABTS testa

Princip metode: TAA analiziranih uzoraka semena kukuruza odredena je ABTS (2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) testom po metodi Arnao et al. (1999). Ovaj
kolorimetrijski test bazira se na formiranju ABTS katjon radikala uz pomo¢ enzima peroksidaze
(HRP) u prisustvu vodonik-peroksida (3.1). Usled redukcije od strane antioksidanata prisutnih u
uzorku, dolazi do obezbojavanja zelenog rastvora.

ABTS + H,0, » ABTS** + H,0 (3.1)

Protokol: Reakciona smeSa sadrzala je 2 mM ABTS, 15 pM H;0,i 0,25 pM HRP
(peroksidaza iz rena) u 50 mM kalijum-fosfatnom puferu pH 7,5. Pomocu UV-VIS
spektrofotometra (Multiskan Spectrum; Thermo Electron Coprporation, Finska) izmerena je
apsorbancija na 730 nm, nakon 15 minuta. Do smanjenja apsorbancije u vremenu dolazi zbog
uklanjanja ABTS radikala formiranih peroksidazom.

Izrazavanje rezultata: Dobijeni rezultati su izrazeni kao miligram ekvivalenta L-askorbinske
kiseline (AA) po gramu suve mase (DW) uzorka (mg AA eqg/ gDW).
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3.4.3. Analiza elemenata pomoc¢u ICP-OES i ICP-QMS

ICP-OES (ICP-AES) i ICP-QMS su standardne analitiCke tehnike za multielementalnu
analizu uzoraka. Induktivno kuplovana plazma (engl. Inductive Coupled Plasma, ICP) koristi se
kao izvor pobudivanja, atomizacije i1 jonizacije uzoraka.

Ove tehnike imaju sli¢an sistem za uvodenje uzorka i koriste plazmenik ¢ija je spoljasnja
cev obmotana induktivnim kalemom povezanim sa radiofrekventnim generatorom (RF)
(Wilschefski i Baxter, 2019). Osnovne komponente ICP-OES i ICP-QMS uredaja prikazane su,
redom, na slici 3.5A i 3.5B. Kod ICP-OES tehnike, visoka energija plazme dovodi do ekscitacije
atoma i jona u visa nestabilna energetska stanja. Njihova relaksacija podrazumeva gubitak energije
u vidu (ne)radijativnih procesa. Radijativni procesi razmene energije podrazumevaju emisiju fotona
na talasnoj duzini karateristi¢noj za svaki element. Medutim, kako se emisioni spektar sastoji od
brojnih linija, potrebni su sistemi (kao $to su difrakciona resetka i prizma) koji ¢e omoguciti njihovo
razdvajanje na pojedinacne talasne duzine.

Kvantifikacija pojedinih elemenata u ispitivanim uzorcima se bazira na tehnici brojanja
fotona. Za detekciju se najéesce koriste fotomultiplikatori (Wilschefski i Baxter, 2019; Thomas
2013). U ICP-QMS sistemu koristi se ,,tvrd* jonizacioni izvor, koji omogucava potpunu atomizaciju
i jonizaciju veéine molekula u uzorku. Uglavnom se Koristi kvadrupolni maseni analizator
(poglavlje 3.4.1.1). Prednost ove tehnike je mogucnost izvodenja izotopske analize (Wilschefski i
Baxter, 2019).

(A)

Emitovana svetolost

Detektor Prizma

[ ]
e 7 ESeletna reSetka
L ]

Slika 3.5. Shematski prikaz osnovnih komponenata (A) ICP-OES i (B) ICP-MS uredaja: (1) sistem
za uvodenje uzorka, (2) peristalticka pumpa, (3) argon, (4) odvodnik, (5) rasprsivac, (6) komora za
rasprsivanje, (7) plazmenik, (8) plazma, (9) radiofrekventni generator, (10) sistem za detekciju
(Modifikovano iz Cherevko i Mayrhofer, 2018).

Odredivanje sadrzaja makroelemenata Ca, K, Na, Mg, kao i mikroelementa Fe, u
ispitivanim uzorcima semena izvSeno je induktivno-spregnutom plazmom sa opti¢ki emisionim
spektrometrom (ICP-OES) (model 6500 Duo, Thermo Scientific, United Kingdom). Ovaj uredaj je
kontrolisan Iteva softverom. Za elementalnu analizu digestovanih uzoraka na ICP-OES instrumentu
primenjeni su uslovi i talasne duzine redom date u Tabeli 3.2. 1 Tabeli 3.3.
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Tabela 3.2. Instrumentalni uslovi na ICP-OES.

Rasprsivac Koncentri¢ni
Komora za prskanje Ciklonska
Snaga generator (W) 1150
Brzina glavnog protoka argona (L/min) 12
Brzina pomo¢nog protoga argona (L/min) 0,5
Brzina protoka argona u rasprsivacu (L/min) 0,5
Brzina protoka uzorka (ml/min) 1,0
Detektor CID 86

Tabela 3.3. Odabrane talasne duZine za odredivanje elemenata (Ca, K, Na, Mg i Fe).

Element Talasna duzina (nm)
Ca 317,9
K 766,4
Na 589,5
Mg 280,2
Fe 238,2

Za odredivanje sadrzaja mikroelemenata (Al, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Cd, Pb i Hg) u
uzorcima semena kori$¢ena je tehnika induktivno-kuplovane plazme sa masenom spektrometrijom
(ICP-QMS) (iCAP Q, Thermo Scientific X series 2). Ovaj uredaj je kontrolisan Qtegra softverom.
Radni uslovi instrumenta i izotopi merenih elemenata su prikazani, redom, u Tabeli 3.4 i Tabeli
3.5.

Tabela 3.4. Radni uslovi za analizu uzoraka na ICP-QMS instrumentu.

Snaga generatora (W) 1548

Protok gasa (L/min) 13,9; 1,09; 0,8
Vreme snimanja 3 x 50s

Broj o€itavanja intenziteta pika 3

Vreme zadrZavanja (ns) 10

Rezim detektora pulsni

Tabela 3.5. Mereni izotopi na ICP-QMS uredaju.

27A|; 51V; 53Cf; 55Mn; 59C0; 62Ni; 63CU;

Izmereni izotopi %7n: BAs: 12Cg: 2°4Hg; 208py,
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3.4.4. Elektronska paramagnetna rezonancija

Elektronska paramagnetna rezonancija (engl. electron paramagnetic resonance, EPR) je
spektroskopska tehnika koja se zasniva na detekciji vrsta sa nesparenim elektronima (tzv.
paramagnetici), nakon apsorpcije elektromagnetnog zrafenja u spoljaSnjem magnetnom polju
(Gallez i sar., 2004; Rana i sar., 2010). U literaturi se koriste i drugi nazivi za ovu tehniku, kao
elektronska spinska rezonancija (ESR), ili elektronska magnentna rezonancija (EMR) (Davies,
2006). Ova metoda predstavlja ,,zlatni standard za detekciju i karakterizaciju radikala u razli¢itim
sistemima, poput bioloskih, hemijskih, medicinskih, itd. (Davies, 2006).

EPR rezonantni uslov se moze izraziti;
AE = hv = g,BB, (3.2.)

gde su: B, -spoljasnje magnetno polje, 3 - Borov magneton, ge - bezdimenziona konstanta
proporcionalnosti (g-faktor). Ova konstanta zavisi od prirode radikala, a za slobodan elektron njena
vrednost je 2,00232 (Davies, 2016). Na slici 3.6. je upros¢eno shematski prikazana razlika u
energiji izmedu nivoa (tzv. Zemanovo cepanje), koje ve¢inom potice od interakcije magnetnog
momenta [ nesparenog elektrona sa spoljasnjim magnetnim poljem By. Pri postavljanju uzorka u
Bo, elektron zauzima, u odnosu na vektor magnetnog polja, dve orijentacije, paralelnu ili
antiparelnu. U odsustvu Bg (tj. Bp = 0) ova dva stanja su degenerisana. Prelazi izmedu ovih
energijskih stanja se dogadaju kada se apsorbuje dovoljna koli¢ina energije koja je unutar
mikrotalasne frekvencije zracenja (3.2). EPR spektar dobija se variranjem jacine magnetnog polja
na fiksnoj mikrotalasnoj frekvenciji. Jaina magnetnog polja na kojoj se dogada apsorpcija
mikrotalasne frekvencije je snimljena u obliku EPR spektra, koji predstavlja prvi izvod
apsorpcionog spektra. Pomocu ove tehnike dobijaju se kvalitativne 1 kvantitaivne informacije u vezi
FR (He, 2014, Khulbei sar., 2017).
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Slika 3.6. Raspodela energijskih nivoa elektronskog spina (ms = £ %), u
primenjenom magnetnom polju (Bo).

Za razliku od EPR spektroskopije, koja meri koncentraciju slobodnih radikala u celom
objektu, EPR imidzingom dobijaju se informacije o prostornoj raspodeli spinova u objektu.
Osnovni princip EPR imidzinga je detekcija rezonantne apsorpcije elektrona u objektu, dok je
pomocu gradijenta magnetnog polja omogucéena njihova prostorna vizuelizacija (Krishna 1 sar.,
2001). Primenom spoljasnjeg magentnog polja, rezonantni uslov ¢e biti razli€it za svaku tacku duz
linijje gradijenta. Projekcije se sakupljaju pod razli¢itim uglom 1 slika se rekonstruiSe primenom
projekcije unazad (Levéque i sar., 2008).

Kod standardnih komercijalnih EPR spektrometra radna frekvencija je oko 9,5 GHz (X
traka), Sto moze dovesti do nerezonantne apsorpcije vode prisutne u uzorku. Naime, prodornost
mikrotalasa pri ovoj frekvenciji je do 1 mm u uzorak. Iz tog razloga, za snimanje vecih bioloSkih
uzoraka koriste se nize frekvencije na oko 1 GHz (L traka), a prodiranje mikrotalasa u uzorak je do
1 cm (Gulaboski i sar., 2019; Babic¢ i Peyrot, 2019). U bioloskim sistemima paramagnetne vrste su
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prisutne u niskim koncentracijama, a pored toga su visoko reaktivne. Stoga je otezana njihova
direktna analiza primenom tehnike EPR imidzinga (Baci¢ i sar., 2016; Olea-Azar i sar., 2006). Sa
razvojem egzogenih i bioloskih kompatibilnih spinskih probi i hvataca, ¢iji je princip rada suprotan,
omoguéeno je koris¢enje in vivo EPR imidzinga u cilju prostornog kodiranja fizioloskih vaznih
informacija, npr. redoks statusa tkiva (Khramtsov, 2012; Bacic¢ i sar., 2016).

U nasoj studiji za dvodimenzionalni imidzing semena koris$¢ene su spinske probe: 3CP i
3CxP,u cilju ispitivanja uticaja aflatoksina na redoks status semena kukuruza. One sadrZe jedan
nesparen elektron na kiseonikovom atomu koji je zaklonjen okolnim grupama, $to ih €ini stabilnim
paramagneticima, i stoga su EPR aktivne (Mojovi¢, 2005, Baci¢ i sar., 2016). Princip njihovog
delovanja pre svega se zasniva na gubitku (gasenju) EPR signala pri prelasku paramagneti¢ne vrste
u dijamagneti¢nu (Slika 3.7.), $to ukazuje na prisustvo ROS (Baci¢ i sar., 2016; Mojovic i sar.,
2015; Warwar i sar., 2011).

O o)
OH OH
H3 C CH3 Redukcqg‘ H3C CH3
H~C CH (. sssesus
3 Iu\', . Re-oksidacija HaC N CHs
O OH
Oksidovana forma - Redukovana forma -
paramagneticna vrsta dijamagnetiéna vrsta

Slika 3.7. Shematski prikaz jednoelektronske redukcije 3-karboksi-proksila 3CxP
(paramagnetican, tj. EPR-aktivan oblik) spinske probe u odgovarajaci hidroksilamin
(dijamagnetican, tj. EPR-neaktivan oblik).

EPR merenja uzoraka su uradena na Bruker Elexsys II E540 EPR spektrometru
(BrukerBioSpin GmbH, Rheinstetten, Nemacka) (Slika 3.8.). Softverski paket Bruker Xepr je
iskori$¢en za analizu EPR spektara. Sva merenja su izvedena na sobnoj temperaturi.

Slika 3.8. Bruker Elexsys 11 E540 EPR spektrometar (Bruker BioSpin GmbH).
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U tabeli 3.6. prikazani su radni uslovi merenja na EPR spektrometru. Relativan broj spinova
(proporcionalan povrsini ispod EPR signala) u analiziranim uzocima bio je procenjen dvostrukom
integracijom simuliranih EPR spektra i normiran na masu od 1 mg. Simulacije svih snimljenih EPR
spektara su uradene upotrebom SpinFit (Bruker) softvera.

Tabela 3.6. Eksperimentalni uslovi merenja na EPR spektrometru (X-oblast).

Mikrotalasna frekvencija 9,85 GHz
Mikrotalasna snaga 10,20 mW
Modulacija frekvencije 100 kHz
Modulacija amplitude 2G
Broj akumulacija 30

Uraden je 2D EPR imidzing na ispitivanim uzorcima celih semena kukuruza koja su
prethodno bila imbibovana u rastvoru spinske probe. U eksperimentu su kori§¢ene dve aminoksil
spinske probe (3-karbamoil-proksila (3CP) i 3-karboksi-proksila (3CxP)), a imidzing semena je
uraden nakon 3 h od njihovog usvajanja. Pre pocetka snimanja, povrSina svakog semena je obrisana
papirom za upijanje. 2D snimanja su uradena u L-oblasti frekvencija. U eksperimentu je
upotrebljena zavojnica BLRG23 visoke rezolucije. Za obradu podataka koriS¢en je softverski
program BRUKER Xepr. U Tabeli 3.7. dati su radni parametri snimanja 2D EPR imidzingom.

Tabela 3.7. Eksperimentalni parametri snimanja 2D EPR imidzinga (L-oblast).

Gradijent magnetnog polja 20 G cm™
Mikrotalasna snaga 3,6 mwW
Modulacija frekvencije 30 kHz
Modulacija amplitude 2G
Broj skeniranja za svaki pravac gradijenta 3

3.5. Spektrofluorimetrija

Fotoluminiscencija (PL) je najproucavanija luminiscentna pojava, pri kojoj dolazi do emisije
elektromagnetnog (EM) zracenja od strane fluorofore, kao posledica apsorpcije UV-VIS zracenja.
Ovaj fotofizicki proces koji se dogada kod fluorofora uobicajeno se prikazuje preko Jablonskog
dijagrama (Slika 3.9.). On obuhvata radijacione i neradijacione prelaze izmedu elektronskih (So, Si,
Sz, T, To....) 1 vibracionih stanja molekula. Na sobnoj temperaturi, ve¢ina molekula nalazi se u
osnovnom vibracionom nivou (v’=0) osnovnog elektronskog stanja (Sp). Apsorpcijom fotona
dovoljne energije iz UV-VIS oblasti, molekul prelazi sa ovog na bilo koji vibracioni nivo
pobudenog elektronskog stanja (v' = 0, 1, 2...). Pri prelazu, orijentacija spina elektrona ostaje
nepromenjena ili se menja, to je prikazano na slici 3.10. Ako pri prelazu ukupan spin ostane jednak
nuli, pobudeno stanje je singletno i obeleZzava se Si;. Ako su spinovi pobudenog elektrona i
elektrona koji je ostao u osnovnom stanju istog znaka, ukupan spin ¢e imati vrednost jedan. Tako
nastaje tripletno pobudeno stanje, koje se oznacava sa T1 (Anti¢-Jovanovi¢, 2002).

Vibracionom relaksacijom ekscitovan molekul se vra¢a na najnizi vibracioni nivo
pobudenog stanja (S;) i, zavisno od posmatranog sistema, dalja relaksacija se odigrava
neradijacionim i/ili radijacionim procesima. Kod fluorescencije i fosforescencije dolazi do
emitovanja fotona prilikom relaksacije molekula. Spektri fluorescencije nastaju spinski dozvoljenim
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prelazima, izmedu singletnih stanja (S1->So), a spektri fosforescencije nastaju spinski zabranjenim
prelazima, izmedu tripletnih i singletnih stanja (T1->Sp) (Anti¢-Jovanovi¢, 2002).
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Slika 3.9. Shematski prikaz Jablonskog dijagrama. Oznake: debele crne linije - energetska stanja (S, Si, S»,
T, 1 T,); tanke plave linije - vibraciona stanja; pune strelice razli¢itih boja - energetski prelazi koji ukljucuju
fotone; narandzaste strelice - unutrasnja konverzija i vibraciona relaksacija; medusistemski prelaz (MP).
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Slika 3.10. Shematski prikaz elektronskih stanja sa anti-paralelnim (S, - osnovno, S; - pobudeno) i
paralelnim spinovima (T;-pobudeno), a oznacavaju se singletnim i tripletnim stanjem, redom.

Definicija fluorescencije (IUPAC preporuka 2006): ,,spontanta emisija elektromagnetnog

zracenja sa ekcitovanog molekulskog entiteta uz zadrzavanje spinskog multipliciteta* (Braslavsky,
2007).

Da bi se fluorofora pobudila potreban je odreden nivo energije, §to je praceno emisijom
energije koja odgovara razlici izmedu ekscitovanog i osnovnog elektronskog singletnog stanja.
Zbog gubitka energije tokom vibracione relaksacije, emitovani fluorescentni foton je uvek pomeren
ka dugotalasnoj strani spektra (crveni pomeraj, niza energija), u odnosu na maksimum
ekscitacionog spektra. Ovaj fenomen je poznat kao Stoksov pomeraj.
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Svako elektronsko stanje sadrzi nekoliko vibracionih nivoa, §to ukazuje da se ekscitacija ne
dogada samo na jednoj talasnoj duzini, ve¢ preko distribucije talasnih duzina, koje odgovaraju
karakteristiénim vibracionim prelazima, tako da fluorofore imaju nezavisne i specifi¢ne spektralne
ekscitacione i emisione profile svojstvene njihovim fluorescentnim Kkarakteristikama (Anti¢-
Jovanovi¢, 2002; Anderson, 2008). Maksimum emisije postize se kada fluorofora apsorbuje svetlost
talasne duzine koja odgovara maksimumu njene apsorpcije (Lakowic, 1999). Spektri fluorescencije
1 apsorpcije pruzaju informacije o vibracionim karakteristikama, redom, osnovnog i pobudenog
stanja. Emisioni spektar prikazuje zavisnost intenziteta PL emisije u funkciji talasne duZine, pri
fiksnoj ekscitacionoj talasnoj duzini (Aex). Savremeni PL uredaji imaju moguénost snimanja
trodimenzionalnih  (3D) spektara, odnosno ekscitaciono-emisionih matrica (engl. excitation-
emission matrices, EEM), kao i sinhronih spektara (Christensen i sar., 2006).

Na slici 3.11. dat je shematski prikaz uredaja spektrofluorimetra Fluorolog®-3 model FL3-
22. Njegove osnovne komponente su: izvor zrafenja, ekscitacioni i emisioni. monohromator,
komora za uzorak i detektor. Kao izvor ekscitacije najcesce se koriste lampe npr. ksenonska i laseri
razli¢itih talasnih duzina. Monohromator kao opticki deo uredaja ima ulogu da filtrira ulaznu
svetlost, tako da izdvoji samo odredenu talasnu duzinu, ekscitovanog i emitovanog zracenja.
Poboljsanje performansi monohromatora u smislu njihove osetljivosti, rezolucije itd., postignuto je
koriS¢enjem dvostrukih difrakcionih resetaka. Postavljanje uzoraka u komoru se podesava tako da
se merenja rade pod razli¢itim uglovima. Obi¢no se tecni, providni uzorci (Cija je apsorbancija
manja od 0,1) osvetljavaju pod pravim uglom (engl. right-angle, RA), tj. signal fluorescencije se
prikuplja pod uglom od 90°C u odnosu na pravac ekscitacije. Na taj nain se eleminise reflektovano
ekscitovano svetlo na putu detekcije. Za analizu debelih, ¢vrstih, kao 1 netransparentnih uzoraka,
pobudna svetlost se fokusira na prednju povrsinu uzorka, i sa tog regiona se registruje fluorescentna
emisija pod odredenim uglom. Ovaj rezim je poznat kao front-face (FF) (Anderson, 2008). Kao
detektor uglavnom se koristi fotomultiplikator.
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Slika 3.11. Shema osnovnih komponenti spektrofluorimetra Fluorolog®-3 model FL3-22. PMT-
fotomultiplikatorska cev (preuzeto i modifikovano iz HORIBA JobinYvon).
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Spektrofluorimetrijska merenja u okviru ove studije obuhvataju tri dela, koja se razlikuju po
nac¢inu merenja fluorescentnih spektara i njihove obrade.

Prvi deo: Za snimanje fluorescentnih emisionih i ekscitacionih spektara uzoraka, korisc¢en je
spektrofluorimetar Fluorolog 3 (Jobin Yvon Horiba, Pariz, Francuska), koji je opremljen
ksenonskom (Xe) lampom snage 450 W 1 fotomultiplikatorom. Merenja su uradena na ¢vrstim i
usitnjenim uzorcima, bez dodavanja rastvaraca. U tu svrhu kori$¢en je drza¢ za Cvrste uzorke Model
1933. Eksperimentalni parametri snimanja dati su u tabeli 3.8.

Tabela 3.8. Eksperimentalni parametri snimanja fluorescentnih spektara.

Ekscitacioni opseg 300 nm - 360 hm
Korak 10 nm

Emisioni opseg 350 nm — 550 nm
Korak 1nm
Integraciono vreme 0,1s
Konfiguracija merenja FF (front-face)
Ekscitacioni slit 5nm

Emisioni slit 5nm

Korekcija spektra tamna struja

U cilju analize fluorescentnih spektara, koriS¢ena je metoda multivarijaciona rezolucija
krivih-naizmeni¢ni najmanji kvadrati (engl. Multivariate Curve Resolution—Alternating Least
Squares, MCR-ALS). MCR metod primenjen je na ekscitaciono-emisione matrice koje su
konstruisane za svaki ispitani uzorak. Ovaj metod zahteva rad sa pravougaonim matricama, stoga je
prethodno sprovedeno pre-procesiranje dobijenih podatka, ekstrapolacijom vrednosti koje nedostaju
pomocu polinoma odredenog tipa, a stepen polinoma je biran na bazi empirijskog poznavanja
fluorescentnih podataka.

Drugi i tre¢i deo: Za snimanje fluorescentnih spektara ispitivanih uzoraka korisen je
spektrofluorimetar FL3-221 (Jobin Yvon Horiba, Pariz, Francuska), opremljen sa ksenonskom (Xe)
lampom 450 W, fotomultiplikatorom i softverskim paketom FluorEssence 3,5 (Horiba Scientific,
Kyoto, Japan). Ovaj uredaj je prikazan na slici 3.12. Eksperimentalni paramteri snimanja: Tabela
3.9 Tabela 3.10.

Slika 3.12. FL3-221 spektrofluorimetar (Jobin Yvon Horiba, Pariz, Francuska).
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Tabela 3.9. Eksperimentalni parametri snimanja fluorescentnih spektara.

Ekscitacioni opseg 310 nm - 380 nm
Korak 10 nm

Emisioni opseg 360 nm — 550 nm
Korak 5nm
Integraciono vreme 0,1s
Konfiguracija merenja FF (front-face)
Ekscitacioni slit 2nm

Emisioni slit 2nm

Korekcija spektra tamna struja

Intaktna snimanja fluorescentnih emisionih spektara sa dorzalne povrSine celog semena
koriséenjem optickog vlakna (efektivnog precnika 4 mm) (Tabela 3.10.). Merenja su radena u
mraku.

Tabela 3.10. Eksperimentalni parametri snimanja fluorescentnih spektara.

Ekscitacija 340 nm

Korak 10 nm

Emisioni opseg 350 nm — 800 nm
Korak 5nm
Integraciono vreme 0,1s
Konfiguracija merenja RA (right-angle)
Ekscitacioni slit 2nm

Emisioni slit 2nm

Korekcija spektra tamna struja

3.6. Statisticke metode spektralne analize

Dobijanje potpuno selektivnih signala za svaki analit od interesa u multikomponentnim
sistemima je veoma sloZen zadatak. Kod analiza ovakvih sistema, osnovni cilj je prevodenje
sirovog eksperimentalnog merenja u neku korisnu informaciju. Takvi signali dobijeni od strane
nekog analitiCkog uredaja, ¢esto imaju unutrasnju strukturu koja je komplikovana za analizu. Zato
je potrebno da se takvi signali razloZe na signale ¢istih komponenata (Azzouz i Tauler, 2008; Juan i
Tauler, 2003; Dubrovkin, 2016).

3.6.1. Multivarijaciona rezolucija krivih—naizmeni¢ni najmanji kvadrati (MCR-ALYS)

MCR-ALS je metoda analize mekog modelovanja koja daje korisne hemijske informacije
pomocu minimalne koli¢ine prethodno poznatih informacija u vezi sistema koji se proucava.
Metode mekog modelovanja uvek podrazumevaju multivarijantnu grupu podataka (Golshan i sar.,
2016). Ona daje bilinearni opis zabelezene varijacije podataka koji se drze unutar granica hemijskih
domena, kroz primenu odgovarajucih ogranicenja (Ruckebusch i Blanchet, 2013).

Zbog toga Sto je veliki broj danaSnjih analitickih uredaja sposoban da kreira bilinearne
setove podataka, omoguceno je njihovo uspesno povezivanje sa MCR-ALS analizama za razlicite
analiticke 1 bioanaliticke primene (Kumar i Mishra, 2015).
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Kao $to je pomenuto, MCR-ALS algoritam se zasniva na bilinearnom modelu, koji
podrazumeva da su snimljeni spektri linearna kombinacija spektara Cistih komponenti u sistemu
(Zhang i Tauler, 2013). Bilinearna veza izmedu eksperimentalnih podataka, koncentracija i €istih
spektralnih komponenti je pretpostavljena po analogiji strukura koje su generalizovane po Lambert-
Berovom zakonu, gde su pojedinac¢ni odgovori svakog analita ili komponente aditivni (Azzouz i
Tauler, 2008). Ukupan odgovor je organizovan unutar matrice D, koja sadrzi neobradenu
informaciju u vezi svih komponenti koje se nalaze u grupi podataka. Metod rezolucije prati
razlaganje poCetne smese podataka u matrici D na proizvod od dve matrice C i S, od kojih svaka
ukljucuje Cist profilni odgovor za smeSu n komponenti ili obradene komponente povezane sa
pravcem reda i kolone, redom (Juan i Tauler, 2003). Grafi¢ki prikaz ovog modela dat je na slici
3.13.

ST

Slika 3.13. Shematski prikaz razlaganja matrice D na optimalan broj njenih spektralnih S i koncentracionih
C komponenti.

gde je D (r x c) originalna matrica podataka, tj. ekscitaciono-emisiona matrica (EEM). Oznake za
fluorescentne spektre su: r, broj emisionih talasnih duzina; c, broj izmerenih spektara; C (r x n),
matrica emisionih spektara komponenti (fluorofora ¢&iji je broj n); S' (n x c), matrica
koncentracionih profila, koji predstavljaju spektre ekscitacije komponenti; E (r x c) matrica
reziduala, odnosno preostalih varijacija u grupi podataka koje nemaju hemijski doprinos (Juan i
Tauler, 2003).

Za MCR-ALS analize kori$¢en je program Unscambler X 10,4 softvera Free 30-Day Trial
(Camo Analytics, Oslo, Norveska) Nenegativnost koncentracija i spektra, kao i unimodalnost
(koncentracija) su primenjeni kao ograni¢enja u procesu MCR-ALS optimizacije.

3.6.2. Dekonvolucija fluorescentnih spektara pomocu log-normal modela

Fluorescentna snimanja ispitivanih uzoraka uradena su prema opisu u eksperimentalnom
delu Il, poglavlja 3,5. Za svaku talasnu duzinu ekscitacije, odgovaraju¢i emisioni spektar je bio
dekonvoluiran na razli¢it broj log-normal komponenti, u cilju pronalaZzenja optimalnog broja
komponenti u integralnom spektru, a koji odgovara broju razli¢itih fluorofora u uzorku. Pokazano je
da je taj broj Cetiri; stoga je primenjen Cetvoro-komponentni model za dalju analizu emisionih
spektara (Kalauzi i sar., 2007). Zatim je uradeno nelinearno fitovanje svih PL spektara za odredeni
uzorak pomocu Nelder-Meadovog simpleks algoritma (Matlab 6,5). Pozicije svih komponenti su
plotovane kao funkcija talasne duzine ekscitacije. Pokazana je visoka stabilnost sa variranjem
talasnih duZzina ekscitacije, $to ukazuje da su u pitanju fluorofore, a ne artefakti.

3.6.3. Analiza glavnih komponenti (PCA) i linearna diskriminaciona analiza (LDA)

Analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA), pripada grupi
multivarijacionih tehnika, koja redukuje dimenzionalnost seta podataka, uz odbacivanje suviSnih
informacija. Na ovaj nacin omogucena je graficka vizuelizacija 1 grupisanje uzoraka na osnovu
slicnosti. Ona je sprovedena na korelacionoj matrici. Zasniva se na linearnoj dekompoziciji
originalnih podataka u novi set glavnih komponenti. Latentne varijable, tzv. glavne komponente,
nisu u korelaciji jedna sa drugom, a njihovi vektori su odabrani tako da predstavljaju strukturu
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originalnih podataka na optimalan nacin. Redukcija dimenzionalnosti se dobija dekompozicijom
ulazne matrice sa centriranim podacima (X.) na dve matrice: matricu skorova T i matricu latentnih
varijabli (loading) P. Matematicki model moze se specificirati na slede¢i nacin (3.3):

X, =TPT+E (3.3)

Latentne varijable P sadrze vektore koji determiniSu pravac svake glavne komponente i
predstavljaju ose vektorskog podprostora na koje se projektuju objekti. Pravac prvog vektora se bira
tako da njegovi skorovi imaju maksimalnu varijansu. Svaki slede¢i vektor usmeren je tako da je
ortogonalan svim prethodnim vektorima, tako da apsorbuje maksimalnu koli¢inu preostale
varijacije. E je matrica reziduala.

Linearna diskriminaciona analiza (engl. Linear Discrimination Analysis, LDA) je
primenjena na fluorescentne spektre, kako bismo ispitali diskriminaciju uzoraka u dve grupe:
kontrola (semena bez aflatoksina) i semena kontaminiranih aflatoksinom. Prva grupa sadrzala je 46
uzoraka, od kojih je 35 nekontaminiranih i 11 kontaminiranih; ona je iskori§¢ena za obuku (trening)
klasifikatora. Druga grupa je bila upotrebljena za testiranje klasifikatora, a sadrzala je ukupno 15
uzoraka, od kojih je 10 bilo nekontaminirano i 5 kontaminirano. Za klasifikaciju semena u jednu od
postojec¢ih grupa, nekontaminirana i aflatoksinom kontaminirana, primenjena je LDA na skorovima
koji su dobijeni metodom glavnih komponenti. Naime, LDA predstavlja metod nadgledane
klasifikacije koja se koristi za definisanje pravila klasifikacije u unapred definisane klase. Pravila
definisana na ovaj na¢in mogu da se iskoriste za klasifikaciju novih uzoraka ¢ija pripadnost
odredenoj klasi nije poznata. Pored toga, ovaj metod daje informacije o tome koje varijable imaju
najve¢i doprinos razdvajanju uzoraka u unapred definisane grupe. Metoda je zasnovana na
formiranju linearnih kombinacija originalnih varijabli, koje omogucavaju klasifikaciju u unapred
definisane grupe, uz minimiziranje verovatnoce pogresne klasifikacije. Minimiziranje ove
verovatno¢e podrazumeva maksimiziranje relativnog odnosa varijanse izmedu 1 unutar grupa. Kako
je uslov za primenu LDA da broj uzoraka bude ve¢i od broja varijabli, §to u naSem slucaju nije
ispunjeno, bilo je potrebno smanjiti dimenzionalnost vektorskog prostora. Ova redukcija je
izvedena metodom glavnih komponenti, a projekcije uzoraka na redukovani vektorski prostor
(skorovi) koriS¢ene su kao ulaz za LDA. U matricnom zapisu, PCA model je predstavljen izrazom
3.3. Linearna diskriminaciona funkcija zapisuje se na slede¢i nacin:

yi=a't; (3.4)

gde je y; diskriminacioni skor i-tog uzorka, a je vektor koeficijenata linearne kombinacije koji je
izabran da maksimizira relativni odnos varijacija izmedu i unutar grupa, dok je t; vektor skorova
zadrzanih glavnih komponenti i-tog uzorka. Metoda unakrsne validacije je kori§¢ena za procenu
pouzdanosti LDA klasifikatora i ukljucuje podelu seta podataka na trening- i test-set.

3.7. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza eksperimentalnih podataka je obavljena pomocu softverskog programa
IBM SPSS Satistics 25,0 Trial for students (Armonk, NY, IBM Corp. 2017 SAD). Za PCA je
koris¢en softverski program XLSTAT 14-Day free trial (Addinsoft Inc, NY, SAD), radi
vizuelizacije 1 prouCavanja korelacije analiziranih paramatera (npr. sadrZaja elemenata,
pojedinacnih fenola), kao 1 sli¢nosti pojedinih uzoraka razli¢itih nivoa kontaminacije aflatoksinom.
Program Matlab R2018b Free 30-day Trial (Mathworks, Natick, Massachusetts, SAD) je primenjen
za dobijanje klastergrama (toplotnih mapa sa pripadaju¢im dendrogramima). Za pravljenje grafika
koris¢eni su Microsoft Excell 2013 i Origin Pro 8,0 (Massachusetts, USA) softveri. Za crtanje
hemijskih formula, kao i1 raCunanje tacne mase jedinjenja od interesa, primenjen je ChemBioDraw
(12,0) softverski program.
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Rezultati dobijeni iz merenja TPC i TAA su prikazani kao srednje vrednosti + standardna
greSka od tri ponavljanja. Za procenu statisticke znacajnosti kori§¢en je neparametrijski Man-Vitni
(engl. Mann-Whitney) test (p< 0,05).

Za procenu uticaja koncentracije aflatoksina na sadrzaj razli¢itih parametara (sadrzaj
lignina, slobodnih radikala, pojedinih fenolnih jedinjenja i elemenata) je primenjena dvofaktorska
analiza varijanse, sa balansiranim dizajnom prema modelu: X;j, = u + a; + f; + (af)j + &k,
gde je X;j nivo lignin/FR-a u i-toj frakciji, j-toj koncentraciji AFB; i k-tom ponavljanju. u je
ukupna srednja vrednost, a; je efekat i-te frakcije, §; je efekat j-te koncentracije, (af);; je
interakcijski efekat izmedu i-te frakcije i j-te koncentracije, dok &;j; su slucajne greske, normalno

distribuirane sa nultim prosekom i jednakim varijansama. Za naknadna poredenja koris¢en je
Dankanov test. Sva testiranja su sprovedena na 5% nivou znac¢ajnosti.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Ispitivanje fenolnog profila i sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u
uzorcima semena kukuruza (Zea mays L.) koja sadrZe razliitu
koncentraciju aflatokisna

U okviru ove doktorske disertacije pracene su moguce razlike u fenolnim profilima, kao i
koncentraciji odabranih jedinjenja fenolnog tipa, izmedu kontrolnih semena (bez aflatoksina) i onih
sa razli¢itim sadrzajem AFB;. Kvalitativna analiza fenolnog profila metanolnih ekstrakata i
hidrolizata isptivanih semena uradena je pomocu RP-HPLC-DAD-ESI-MS i UHPLC-LTQ-
OrbiTrapXL-MS, a kvantitativna analiza za odabrana fenolna jedinjenja primenom RP-HPLC-DAD-
ESI-MS.

4.1.1. Kvalitativna analiza fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima

Na slici 4.1. dat je reprezentativni hromatogram dobijen HPLC-DAD analizom metanolnog
ekstrakta ispitivanog uzorka semena.
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Slika 4.1. Reprezentativni hromatogram HPLC-DAD analize metanolnih ekstrakata uzorka
semena (Amax= 310 nm). Pikovi su oznaceni sa skrac¢enicama identifikovanih fenolnih
jedinjenja. Oznake: DCS1 i DCS2, di-p-kumaroilspermidin i njegov izomer; CFS, N-kumaroil-
N-feruloilspermidin; CFP1 i CFP2, kumaroil-feruloilputrescin i njegov izomer; DFP1 i DFP2,
cis-diferuloilputrescin i njegov izomer.
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Maseni spektri detektovanih konjugata poliamina dobijeni ESI-MS tehnikom u pozitivnhom
jonizacionom modu, [M+H]", prikazani su na slici 4.2. Jedinjenje koje ima molekulski jon na m/z
438 [M+H]" i fragmentacione jone MS? na m/z 119, 147, 204, 292, 367 identifikovano je kao di-p-
kumaroilspermidin (DCS) (Werner i sar, 1995). Jedinjenje sa molekulskim jonom na m/z 468
[M+H]" i fragmentacionim jonima MS? na m/z 377, 224, 177, 149, 136 tentativno odgovara N-
kumaroil-N-feruloilspermidinu (CFS) (Dong i sar., 2015; Li i sar., 2018). Od konjugata putrescina
su detektovani N-p-kumaroil-N'-feruloilputrescin i njegov izomer (CFP2, CFP1) na m/z 411
[M+H]", kao i cis-diferuloilputrescin i njegov izomer (cis-DFP, DFP) na m/z 441 [M+H]" (Moreau
i sar., 2001; Kim i sar., 2012). Fragmenti u masenom spektru na m/z 147 i m/z 177[M+H]" utvrdeno
je da potic¢u redno od kumaroil i feruloil ostataka.
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Slika 4.2. Reprezentativni maseni spektri glavnih konjugata poliamina u metanolnim
ekstraktima ispitivanih semena. Na isecku slike su prikazani karakteristicni UV spektri
(a) kumaroil i (b) feruloil derivata. Oznake: DCS, di-p-kumaroilspermidin; CFS, N-
kumaroil-N-feruloilspermidin; CFP, kumaroil-feruloilputrescin; DFP,
diferuloilputrescin.

Elucioni pikovi razli¢itog intenziteta, sa apsorpcionim maksimumom na 297 nm (slika 4.2,
iseCak a) i 317 nm (slika 4.2, ise¢ak b), a koji redno odgovaraju kumaroil i feruloil derivatima.
Dobijeni UV spektri su karateristiéni za hidroksicinami¢ne kisele amide, kao i apsorpcioni
maksimumi DFP i CFP koji se nalaze na oko 320 nm (Elejade-Palmett i sar., 2014; Moreau i sar.,
2001).
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U tabeli 4.1. dati su fenolni profili metanolnih ekstrakata ispitivanih uzoraka semena
dobijenih UHPLC sistemom povezanog sa LTQ-OrbiTrap-MS. U tabeli, prikazani su nazivi
identifikovanih jedinjenja (ili njihove skracenice), retenciona vremena (tr, min), izracunate i tacne
mase deprotonovanih molekula ([M-H] ", m/z), srednje odstupanje masa (tj. greSka masa) (ppm), kao
i njihovi osnovni joni MS? i fragmentacioni joni MS®i MS*.

Identifikovano je ukupno petnaest razli¢itih fenolnih jedinjenja. Medu njima su slobodne
fenolne kiseline i razli¢iti tipovi konjugata poliamina, glicerola i flavonoidnih glikozida. Osnovni
pik na m/z 193 [M-H] odgovara ferulinskoj (FA), a na m/z 163 [M-H] p-kumarinskoj (p-CA)
kiselini (Bento-Silva i sar., 2020). Prisustvo slobodnih fenolnih kiselina u manjim koli¢inama u
metanolnim ekstraktima semena kukuruza ranije je pokazana u literaturi (Bento-Silva i sar., 2020).
Moze se uociti da veéina detektovanih konjugata poliamina pripada hidrokscinimacnim kiselim
amidima (Tabela 4.1.). OrbiTrap MS analize u negativnhom jonizacionom modu, potvrdile su
prisustvo ranije identifikovanih jedinjenja dobijenih MS analizom u pozitivnom jonizacionom
modu (Slika 4.2.), a kojima je utvrdeno prisustvo razli¢itih konjugata spermidina i putrescina.
Pored toga, pronadena su jedinjenja sa molekulskim jonom na m/z 305 [M—H] i m/z 335 [M-H]
koja odgovaraju arilmonoaminima N-p-kumaroiltriptaminu i feruloiltriptaminu, redom. Detektovan
deprotonovan jon na m/z 253 [M—H] potice od kafeoilglicerola, dok deprotonovan jon na m/z 237
[M—H] poti¢e od p-kumaroilglicerola (Kang i sar., 2016).

Od flavonoidnih glikozida pronadeni su derivati apigenina i tricina. Pik na m/z 593 odgovara
apigenin-6,8-di-C-heksozidu (vicenin-11), a na m/z 563 apigenin-6-C-heksozid-8-C-pentozidu
(Wang i sar., 2019). Deprotonovani jon tricin-7-O-glukozida utvrden je na m/z 491 (Kang i sar.,
2016). Naime, njegovo prisustvo je pokazano samo u spoljasnjoj frakciji kod semena sa visokim
sadrzajem aflatoksina, $to moze biti u vezi sa procesom lignifikacije (Lan i sar., 2015; Li i sar.,
2016) koji predstavlja jedan od mehanizama zastite od stresa.
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Tabela 4.1. Identifikovana fenolna jedinjenja u metanolnim ekstraktima unutrasnje i spoljasnje frakcije ispitivanih Zea mays L. semena pomo¢u UHPLC-

LTQ OrbiTrapXL-MS.

Izra¢unata Nadena SR
o tr zracu ¢ odstupanje ~ MS? Fragmenti, MS®Fragmenti,  MS* Fragmenti,
Naziv jedinjenja . masa masa A O )
(min) . . masa (% Osnovni pik) (% Osnovni pik) (% Osnovni pik)
[M-H] [M-H]
(ppm)
Limunska kiselina 2,54 191,01973  191,01746 2,26 111(58), 112(4), 103(100) 59(100), 195(3)
145(18), 146(4),
147(100), 148(6),
173(17)
Apigenin-6,8-di-C-heksozid 7,26 593,15119  593,15119 6,11 353(41), 354(8), 353 (100), 354 189(3), 297(44),
383(23), 473(100),  (17), 383 (20) 325(100),326(6),
474(26), 503(29), 335(5)
575(9)
N-kafeoil-N'-p- 7,59 452,21909  452,21377 5,32 135(5), 306(17), 217 (3),289(100),  159(14),162(11),175(3
kumaroilspermidin 307(3), 316(11), 290 (15)
332(100), 333(20), 218(100), 247(15)
405(3)
Kafeoilglicerol 7,59 253,07176  253,06915 2,61 135(100), 136(9), 107(100), 108 (74), -
161(59), 162(4), 117 (76)
179(40), 180(5),
207(3)
Apigenin-6-C-heksozid-8-C- 7,65 563,14063  563,13499 5,64 353(35), 383(27), 353(100), 354 (17), 297(56),325(100),
entozid 443(100), 444(24), 383 (25), 384 (5), 326(7)
P 473(63), 474(15),  425(4)
545(14)
N, N'-di-p-kumaroilspermidin 7,96 436,22418  436,21885 5,33 145(4), 290(3), 145(8), 273(5), 145(8), 159(21),

316(100), 317(17)

273(100)

201(12), 202(100),
231(19)
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N-p-kumaroill-N’-

feruloilspermidin

p-kumaroilglicerol

Tricin 7-O-glukozid

p-kumarinska kiselina

N,N'-di-p-kumaroilputrescin

N-p-kumaroil-N'-

feruloilputrescin

N,N'-diferuloilputrescin

N-p-kumaroiltriptamin

8,09

8,34

8,70

8,74

9,95

10,07

10,23

11,96

466,23474

237,07685

491,11950

163,04007

379,16633

409,17690

439,18746

305,12955

466,22940

237,07431

491,11332

163,03836

379,16177

409,17183

439,18184

305,12642
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2,54

6,18

1,71

4,56

5,07

5,62
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316(33), 320(14),
322(32), 331(14),

346(100), 347(33),

348(23)

119(100), 120(11),

145(37), 146(32),
163(44), 164(5),
191(5)

314(3), 329(100),
330(18)

119(100)

119(3),259(100),
260(11)

135(30), 259(59),
260(7), 289(100),
290(13)

135(13), 149(5),
274(3), 289(100),
290(16)

117(5), 119(100),
120(9), 145(68),
146(6), 157(9),
159(16)

161(4), 285(6),
303(14), 331(100)

299(7), 314(100),
315(14)

91(8), 92(20),
119(100)

119(100), 145(3),
215(11), 216(32)

134(11), 149(39),
245(3), 246(8),
274(100)

134(12), 149(38),
246(8), 274(100)

119(100)

161(70), 219(21),
231(21), 275(31),
288(100)

285(10), 299(100),
300(6)

91(55), 93(100)

176(5), 186(6),
204(5), 229(51),
230(100)

186(5), 204(7),
229(49), 230(100),
231(11)
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N-feruloiltriptamin 12,11 33514012 335,13601 411 134(18), 135(30),  148(60), 156(27),  135(100), 136(12),
149(39), 175(24),  178(100), 191(23),  160(7)
178(17), 320(100),  262(21), 276(28)
321(17)

Skracenice: tg, retenciono vreme; srednje odstupanje masa u ppm.
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4.1.1.1. Analiza sadrZaja odabranih konjugata poliamina u metanolnim ekstraktima
ispitivanih uzoraka semena

Ispitan je sadrzaj i odnos odabranih konjugata poliamina u odnosu na nivo kontaminacije
semena kukuruza AFB;. Preklopljeni reprezentativni HPLC-DAD hromatogrami metanolnih
ekstrakata ispitivanih uzoraka semena razli¢itog nivoa kontaminacije su dati na slici 4.3.
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Slika 4.3. Preklopljeni reprezentativni hromatogrami HPLC-DAD analize metanolnih ekstrakata
uzoraka semena koncentracije AFB; (a) 6,75 pg kg, (b) 51,51 ug kg™ i (c) 308,13 pg kg *. Pikovi
oznaceni sa brojevima 1 do 5 odgovaraju redom skra¢enicama identifikovanih jedinjenja DCS, CFS,

cis-DFP, CFP, DFP.,

Na slici 4.4. prikazana je promena sadrZaja (eq pug g* DW) odabranih konjugata poliamina,
DCS, CFS, cis-DFP, CFP, DFP, u odnosu na koncentraciju AFB; u semenu. Promena u sadrzaju
pojedinih konjugata poliamina, izrazena u odgovaraju¢im ekvivalentima mikrograma p-CA i FA po
gramu (g) suve mase (DW) uzorka (eq pg g™ DW), u metanolnim ekstraktima ispitivanih semena sa
razli¢tim koncentracijama AFB;. Sa povecanjem koncentracije AFB; dolazi do smanjenja sadrzaja
konjugata spermidina, $to je najvise uoceno za jedinjenje dikumaroilspermidin (DCS). U literaturi je
pokazano da konjugati spermidina imaju antioksidativnu i antifungalnu aktivnost (Walters i sar.,
2001).

S druge strane, mozZe se uociti povecanje sadrzaja identifikovanih konjugata putrescina
(CFP i DFP) sa povecanjem nivoa kontaminacije. Pokazano je da ova jedinjenja pruzaju zastitu
semenom omotacu (Moreau i sar., 2001), kao i da imaju inhibitorni efekat na biosintezu aflatoksina
kod gljive A. flavus (Mellon i Moreau, 2004). Poznato je da pojedini konjugati putrescina imaju
antiradikalsku ulogu, kao 1 da su dobri hvataci (,,skevindzeri®“) slobodnih radikala poput superoksid
anjon i hidroksilnog radikala (Choi i sar., 2007).
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Nadalje, definisan je odnos suma identifikovanih oblika konjugata putrescina i konjugata
spermidina (P/S), na osnovu sledeceg izraza (4.1.):

P/ _ DFP + CFP + izomer DFP 4.1)
S~ DCS + CFS

Proucena je zavisnost P/S od koncentracije AFB; (iseak slike 4.4.). Dobijeni rezultati
fitovanja (R® = 0,9987) podataka pokazuju sigmoidalni oblik krive. Na osnovu modela Logisticke
jednacine (4.2.):

y=a;+ (a; —ay)/(1+ (x+xp)?P) (4.2)

dobijeni su slede¢i parametri: a; = 0,1; a, = 3,3; Xo = 100 pg kg'l; p = 2. Naime, oznake a; i
ay definiSu izmerenu promenu za najvisu i najnizu koncentraciju AFB;. Parametar X, oznacava
koncentraciju kontaminanta pri kojoj se indukuje 50 % maksimalnog odgovora, dok p predstavlja
nagib u prevojnoj tacki sigmoidalne krive.

Dobijeni rezultati pokazuju da postoji dozno-zavisna veza izmedu analiziranog odnosa P/S i
poveéanja koncentracije AFB1, u opsegu od 6,75 pg kg™ do 51,51 pg kg™ i u opsegu od 177,42 ug
kg™ do 308, 13 ug kg™ . Moze se uogiti dvofazni odgovor semena kukuruza u odnosu na povecanje
nivoa kontaminacije, koji obuhvata indukciju akumulacije konjugata poliamina i varijacije u
njihovom odnosu. Prema literaturnim podacima, odnos izmedu putrescina i spermidina predstavlja
biomarker regenerativnog kapaciteta biljke (Shoeb i sar., 2001). Ovaj odnos se smatra
fundamentalnim u smislu definisanja otpornosti biljke na dejstvo razli¢itih faktora iz okruzenja
(Bassard i sar., 2010). Takode, ranije je utvrdeno da dolazi do povecéanja u sadrzaju slobodnih i
konjugovanih poliamina (posebno konjugata putrescina) kod biljnih tumora izazvanih gljivom
Ustilago maydis (Rodriguez-Kessler i sar., 2008).

100 ~
3,5,
3,0/
@ 2,5
o.
=30
% 1,51
; 1,04
()] 0,51
g 0,0
3 0 50 100 150 200 250 300 350
<4 AFB: (pg kgh)
-e-DCS
-o-CES
-»-DFP1
-o-CFP
~-o-DFP2
0 T

0 50 100 150 200 250 300 350
AFB1 (ug kg™)
Slika 4.4. Promena u sadrzaju pojedinih konjugata poliamina, izrazena u odgovaraju¢im
ekvivalentima mikrograma p-CA i FA po gramu (g) suve mase (DW) uzorka (eq g g™ DW), u
metanolnim ekstraktima ispitivanih semena sa razli¢tim koncentracijama AFB;. IseCak

prikazuje odnos suma identifikovanjih tipova konjugata putrescina u odnosu na zbir konjugata
spermidina P/S u zavisnosti od koncentracije AFB; (R*= 0,9987).
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4.1.1.2. Analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima
frakcija ispitivanih semena

Ispitana je promena u sadrzaju pojedinih fenolnih jedinjenja u unutra$njoj i spoljasnjoj frakciji
semena razli¢itog nivoa kontaminacije AFB; (Tabela 4.2.). Na slici 4.5. i slici 4.6. dati su
preklopljeni reprezentativni hromatogrami dobijeni HPLC-DAD analizom metanolnih ekstrakata
unutrasnje i spoljasnje frakcije ispitivanih uzoraka semena. Na dobijenim hromatogramima se jasno
uocavaju razlike u intenzitetu pikova koji poticu od konjugata spermidina i putrescina.
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Slika 4.5. Reprezentativni hromatogrami HPLC-DAD analize metanolnih ekstrakata unutra$nje frakcije
kontrolnih (crna linija) i visoko-kontaminiranih (308,13 pg kg™) (zelena linija) semena.
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Slika 4.6. Reprezentativni hromatogrami HPLC-DAD analize metanolnih ekstrakata spolja$nje frakcije
kontrolnih (crna linija) i visoko-kontaminiranih (308,13 pg kg™) (plava linija) semena.
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Tabela 4.2. Sadrzaj identifikovanih fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima Zea mays L. semena kod unutra$nje (UF) i spoljadnje frakcije (SF) (ng g* DW

uzorka).
AFB; p-CA FA DFP1 DFP2 FT DCS1 DCS2 CFS CFP1 CFP2 CT
Kontrola 5,80+0,38 4,09+0,07 12,13+1,99 53,03%+4,45 6,31+0,57 6,00+0,26 47,77+3,56 6,38+0,3 3,25+1,04 14,08+1,64 5,06+0,32
6,75 6,02+0,55 4,44+0,31 14,14+0,09 39,51+4,14 3,84+0,26 11,35+0,17 105,03+3,25 11,99+2,38 2,50+0,12 6,24+0 3,10+0,01
17.07 5,85+0,69 4,27+£0,09 13,69+2,77 31,13+£1,95 3,63+0,03 11,40£1,28 92,99+1,43 12,38+0,33  2,10+0,45 6,71+0,53 2,40+0,39
51,51 5,02+0,03 4,38+0,14 16,17+£0,98 47,73+£0,07 2,80+0,06 9,07+0,37 34,93+1,63 5,63+0,21 3,32+0,31 11,25+0,13 1,82+0,01
UF 61,00 4,63+0,36  3,63+0,03 13,05+2,06 32,75+0,78 4,22+0,15 6,87+0,57 30,9+0,44 4,00+0,76 3,01+0,61 10,60+2,43 2,78+0,07
105,00 4,73+0,16  3,2840,13 43,81+2,57 138,28+11,65 4,71+0,17 5,4310,15 29,64+0,05 3,44+0,27 8,56+0,03 32,11+1,68 3,79+0,02
151,94 7,00£0,04 3,3x0,42 23,11+1,74 87,70£11,92 2,90+0,04 9,75+0,01 72,36+0,13 9,21+0,66 5,66+0,22 24,86x2,8 3,63+t1,4
177,42 3,563+0,16  3,25+0,13 67,15+4,23 154,92+5,39 2,78+0,12 7,77+0,47 30,01+1,24 6,68+0,26 10,43+0,41 36,52+7,46 3,47+0,23
248,00 511+0,24 4,08£0,06 27,59+3,77 90,97+10,58 3,01+0,05 12,33£1,48 57,41+0,27 11,31£1,01  4,25+0,87 16,88+3,55 2,16+0,03
308,13 552+0,22 4,58+0,17 96,28+8,58 180,66+18,93 5,89+0,72 9,33+0,04 55,68+0,87 8,62+0,23 22,11+£2,7 50,80+2,33 4,95+0,21
Kontrola 6,44+0,31 5,32+0,32 20,67+£1,83 179,66+0,5 12,74+0,31 4,55+0,37 23,91+0,01 3,57+0,66 4,00+0,94 30,98+1,05 12,24+1.2
6,75 4,26+0,09 3,49+0,18 18,73+4,78 31,83+3,42 3,78+0,29 5,55+0,83 23,645,23 3,14+0,69 2,54+0,31 7,14+0,31 2,74+0,24
17,07 3,87£0,01 3,350,199 11,75+0,68 26,06+4,83 3,69+0,18 4,51+0,2 28,73+0,03 3,53+0,05 2,32+0,06 5,62+0,17 3,50+0,46
51,51 4,30+0,13 3,47+0,07 18,98+0,32 43,73+1,8 2,82+0,11 6,11+0,07 13,49+1,01 2,36+0,18 3,74+0,05 10,49+0,73 1,9240,1
SF 61,00 4,61+0,13 3,54+0,14 20,05+1,06 53,64+1,49 6,88+0,62 3,46%0,25 8,68+0,88 2,28+0,21 4,68+0,04 13,28+0,71 3,89+0,6
105,00 6,16+£0,18 3,64+0,19 52,08+2,52 331,76x12,68 9,50+0,26 5,67+0,26 15,99+2,17 2,63+0,08 10,39+0,82 77,68+3,77 7,07+0,84
151,94  6,88+0,63 4,21+0,17 32,98+18 137,28+17,33  4,22+0,45 7,36+0,62 40,99+8,3 7,05+0,92 6,81+0,27 37,33+£3,97 3,58+0,39
177,42 3,79+0,13 3,14+0,05 74,86+8,56 224,52+9,25 2,99+0,04 4,14+0,55 12,08+1,1 2,46x0 10,44+1,34 51,13+2,62 4,07+0,01
248,00 4,41+0,22 3,57+0,24 39,79+£3,81 94,81+3,27 3,39+0,19 4,91+0,27 19,10+0,84 4,24+0,23 6,09+0,33 18,84+0,3 3,80+0,2
308,13 5,49+0,47 4,90+0,69 121,1548,3 311,79+23,8 9,71+0,25 6,98+0,98 14,91+0,72 3,66+0,49 14,16+2,0 144,43£13,2  8,29+0,22

Skracenice: p-CA, p-kumarinska kiselina; FA, ferulinska kiselina, FT, feruloiltriptamin; CT, kumaroiltriptamin; DCS1 i DCS2, di-p-kumaroilspermidin i izomer;

CFS, N-kumaroil-N-feruloilspermidin; CFP, kumaroil-feruloilputrescin; DFP1 i DFP2, diferuloilputrescin i izomer.
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4.1.13. Ispitivanje korelacija izmedu identifikovanih fenolnih jedinjenja u metanolnim
ekstraktima frakcija semena kukuruza razlicitog nivoa kontaminacije
aflatoksinom B,

Na slici 4.7. dati su klastergrami (toplotne mape sa pripadaju¢im dendrogramima) za matricu
podataka o koncentracijama AFB; i sadrzaja odredenih fenolnih jedinjenja u metanolnim
ekstraktima unutrasnje i spoljasnje frakcije ispitivanih uzoraka.

Pojedina¢na fenolna jedinjenja kvantifikovana HPLC-DAD-MS tehnikom su prikazana u
kolonama, dok su razli¢ite koncentracije AFB; kod metanolnih ekstrakata frakcija ispitivanih
semena rasporedene u redovima. Na osnovu dendrograma, kod obe frakcije uocava se grupisanje
uzoraka u dva glavna klastera.

Na levoj strani toplotne mape nalazi se dendrogram koji grupiSe uzorke razlicitih
koncentracija AFB; po sli¢nosti u sadrzaju fenolnih jedinjenja. Dendrogram prikazan na gornjoj
strani toplotne mape grupiSe fenolna jedinjenja po korelacionoj sli¢nosti. Vrednosti sadrzaja
fenolnih jedinjenja po koncentracijama su prethodno standardizovane, $to znaci da su svedene na
nulti prosek i jedini¢nu devijaciju po formuli z; = x"s—_x, gde je z; standardizovani skor, x; sadrzaj
fenola u i-toj koncentraciji, x srednja vrednost sadrzaja fenola, dok je s standardna devijacija
sadrzaja fenola. Sadrzaj pojedinacnih fenolnih jedinjenja po koncentracijama je vizuelizovan
bojom, pri kojoj zelena, crna i crvena redom oznacavaju potprose¢ne, prosecne i natrposecne
vrednosti za kvantifikovana fenolna jedinjenja. Uocene su varijacije u sadrzaju pojedinacnih
fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima kod obe frakcije semena razli¢itog nivoa
kontaminacije.

Natprosecne vrednosti sadrzaja konjugata spermidina (DCS2 i CFS) utvrdene su samo kod
unutragnjih frakcija nisko-kontaminiranih uzoraka semena (6,75 i 17,07 pg kg™). Medutim, kod
spoljasnje frakcije semena razliitog nivoa kontaminacije, njihove vrednosti su bile prosecne i
potproseéne, osim u slutaju semena sa kontaminacijom AFB; koncentracije 151,94 pg kg™.
Uglavnom, utvrdene su prosecne i natprosecne vrednosti u sadrZaju identifikovanih konjugata
putrescina, i to kod uzoraka sa visokim nivoom kontaminacije aflatoksinom, kako u unutras$njoj
tako 1 u spoljaSnjoj frakciji semena.
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Slika 4.7. Klastergram (toplotne mape sa pripadajuéim dendrogramima) za matricu podataka o
koncentracijima AFB; i sadrzaja detektovanih fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima unutra$nje
(gore) i spoljasnje (dole) frakcije semena kukuruza. Skraéenice: p-CA, p-kumarinska kiselina; FA,
ferulinska kiselina, FT, feruloiltriptamin; CT, kumaroiltriptamin; DCS1 i DCS2, di-p-kumaroilspermidin i
izomer; CFS, N-kumaroil-N-feruloilspermidin; CFP, kumaroil-feruloilputrescin, DFP1 i DFP2,
diferuloilputrescin i izomer.

Drugi nac¢in proucavanja povezanosti sadrzaja pojedinih fenolnih jedinjenja, kao i sli¢nosti
pojedinih uzoraka razi¢itih nivoa kontaminacije, je primena PCA. Ulazni podaci za ovu analizu su
korelacione matrice (Tabela 4.3. i Tabela 4.4.), u kojima se nalaze vrednosti Pearsonovog
koeficijenta korelacije (r) koji izraZzava stepen linearne povezanosti izmedu dve promenljive. U tu
svrhu konstruisani su biplotovi (PC1 vs. PC2) na kojima su fenolna jedinjenja prikazana vektorima,
a uzorci kruzi¢ima (Slike 4.8. i 4.9.). Korelisanost izmedu pojedinih fenolnih jedinjenja se moze
sagledati na osnovu ugla koji zaklapaju odgovarajuci vektori. OStar ugao oznacava pozitivnu
korelaciju, tup ugao negativnu, dok prav ugao pokazuje odsustvo linearne korelacije.

Dobijeni rezultati (Tabela 4.3. i Slika 4.8.) pokazuju da postoji visoka korelacija izmedu
pojedinih konjugata spermidina, kao i1 izmedu pojedinih tipova konjugata diferuloilputrescina u
metanolnim ekstraktima kod unutra$nje frakcije semena. Takode, uofava se dobra korelacija
izmedu p-CA i dominantnih tipova konjugata spermidina, DCS2 i CFS, dok FA ne pokazuje
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korelaciju sa ostalim detektovanim jedinjenjima. Osim toga, visoka pozitivna korelacija je utvrdena
izmedu jedinjenja FT i CT. Takode, jedinjenje CT je u pozitivnoj korelaciji sa DFP2 i negativnoj sa
DCS1, dok je jedinjenje DFP1 u pozitivnoj korelaciji sa DFP2, CFP1 i CFP2.

Tabela 4.3. Korelacioni matriks fenolnih jedinjenja odredenih u metanolnim ekstraktima unutrasnje frakcije
semena kukuruza.

p-CA FA~ DFP1 DFP2 FT DCS1 DCS2 CFS CFP1 CFP2
p-CA 1
FA 0,301 1
DFP1 -0,352 -0,036 1
DFP2 -0,349 -0,268 0,9420 1
FT 0,139 0,284 10,2434 0,176 1
DCS1 0,389 0,505 -0,118 -0,217 -0,485 1
DCs2 0,710 0,467 -0,286 -0,380 -0,089 0,734 1
CFS 0,519 0488 -0,110 -0,201 -0,244 0,910 0,889 1
CFP1 -0,180 0,066 09689 0,889 0,385 -0,139 -0,239 -0,122 1
CFP2 -0,256 -0,236 0,9525 0,9738 0,272 -0,274 -0,385 -0,249 0,944 1
CT 0,167 -0,074 0,4933 0,5060 0,801 -0,506 -0,103 -0,213 0,584 0,596 1
*statistiCki znac¢ajne vrednosti, na nivou znacajnosti 5%, su podebljane.
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Slika 4.8. Biplot (PC1 vs. PC2) za identifikovana fenolna jedinjenja u metanolnim
ekstraktima unutrasnje frakcije semena razlicitog nivoa kontaminacije. Skraéenice:
DCS1 i DCS2, di-p-kumaroilspermidin i njegov izomer; CFS, N-kumaroil-N-
feruloilspermidin; CFP1 i CFP2, kumaroil-feruloilputrescin i njegov izomer; DFP1 i
DFP2, cis-diferuloilputrescin i njegov izomer; p-CA, kumarinska kiselina; FA,
ferulinska kiselina; CT, kumaroil triptamin i FT, feruloil triptamin.
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Na osnovu podatka koji su dati u tabeli 4.4. i slici 4.9. pokazana je dobra pozitivna korelacija
izmedu p-CA sa FA, FT, CFS, CT. U metanolnom ekstraktu spoljasnje frakcije ispitivanih uzoraka
semena razli¢itih nivoa kontaminacije utvrdena je i korelacija FA sa FT 1 CT, dok su CT i FT u
visokoj pozitivnoj korelaciji kod obe frakcije semena. Pored toga, DCS2 i CFS su pozitivho
korelisani. Izmedu razli¢itih tipova identifikovanih konjugata putrescina pokazana je visoka
pozitivna korelacija.

Tabela 4.4. Korelacioni matriks fenolnih jedinjenja odredenih u metanolnim ekstraktima spoljasnje frakcije
semena kukuruza.

p-CA FA  DFP1 DFP2 FT DCS1 DCS2 CFS CFP1 CFP2 CT

p-CA 1

FA 0,727 1

DFP1 0,117 0,286 1

DFP2 0,508 0,417 0,788 1

FT 0,659 0,799 0,262 0,599 1

DCS1 0,516 0,350 0,358 0,301 0,010 1

DCS2 0,458 0,243 -0,315 -0,199 -0,116 0,460 1

CFS 0,570 0,350 -0,012 -0,011 -0,085 0,589 0,867 1

CFP1 0,275 0,240 0950 0,895 0316 0358 -0,298 0,021 1
CFP2 0,387 0,480 0931 0882 0516 0475 -0,206 0,043 0,928 1
CT 0,609 0,843 0,316 0,624 0939 -0,011 -0,025 -0,002 0,332 0506 1

*statisti¢ki znacajne vrednosti, na nivou znac¢ajnosti 5%, su podebljane.
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Slika 4.9. Biplot (PC1 vs. PC2) za identifikovana fenolna jedinjenja u metanolnim ekstraktima
spoljasnje frakcije semena razli¢itog nivoa kontaminacije. Skrac¢enice: DCS1 i DCS2, di-p-
kumaroilspermidin i njegov izomer; CFS, N-kumaroil-N-feruloilspermidin; CFP1 i CFP2, kumaroil-
feruloilputrescin i njegov izomer; DFP1 i DFP2, cis-diferuloilputrescin i njegov izomer; p-CA,
kumarinska kiselina; FA, ferulinska kiselina; CT, kumaroil triptamin i FT, feruloil triptamin.
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Pored toga, ispitan je odnos izmedu sadrzaja DFP i koncentracije AFB; (Slika 4.10.) u
metanolnim ekstraktima spoljasnje frakcije semena. Dobijeni rezultati ukazuju na dozno-zavisnu
vezu (R=0,9886), koja je opisana jednac¢inom (4.1.). Definisana su cetiri glavna parametra: a; =
1,78; a, = 9,68; Xo = 107,75; 100 pg kg™ p = 4,5. Sagledavanjem ovih rezultata, moze da se
zaklju¢i da je DFP dobar indikator kontaminacije semena kukuruza aflatoksinom, kao i nivoa
oStecenja semena indukovanim ovim toksinom. Ovi rezultati ukazuju na odbrambenu ulogu DFP u
spoljasnjim frakcijama semena u uslovima stresa.
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Slika 4.10. Dozno-zavsina veza izmedu DFP i koncentracije AFB; (R=0,9886).

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da specifi¢ni tip konjugata poliamina
dominira u svakoj od analiziranih frakcija. Kod kontrolnih uzoraka semena, unutrasnja frakcija je
imala visi sadrzaj konjugata spermidina u poredenju sa spoljasnjom frakcijom, dok je u spoljasnjoj
frakciji kontrolnog semena, utvrdeno vecée prisustvo konjugata putrescina. Takode, pokazano je da
nivo AFB; utice na sadrzaj i odnos pojedinih konjugata poliamina u ispitivanim frakcijama.

4.1.2. Kuvalitativna analiza fenolnih jedinjenja u hidrolizatima ispitivanih semena

Reprezentativni hromatogram HPLC-DAD analize hidrolizata ispitivanog uzorka semena
kukruza je prikazan na slici 4.11. Elucioni pikovi sa hromatograma odgovaraju monomerima
fenolnih jedinjenja tj. fenolnim kiselinama koje su identifikovane na osnovu odgovarajucih
standarda. Utvrdeno je prisustvo p-kumarinske kiseline (p-CA), ferulinske (FA) i izoferulinkse
kiseline (IFA). Takode, na hromatogramu se mogu uociti pikovi jedinjenja koji odgovaraju
razli¢itim izomerima dehidrodimera ferulinske kiseline (DF1, DF2, DF3).

Detaljnija strukturna karakterizacija identifikovanih jedinjenja dobijena je analizom MS
spektara u negativnom [M—H]" jonizacionom modu. MS spektri razli¢itih izoformi dehidrodimera
ferulinske kiseline dati su na slici 4.12.
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Slika 4.11. Reprezentativni hromatogrami HPLC-DAD analize hidrolizata proucavanih uzoraka semena (Amax
=310 nm). Skracenice: p-CA, p-kumarinska kiselina; FA, ferulinska kiselina; IFA, izoferulinska kiselina;
DF1, DF2, DF3, dehidrodimeri ferulinske kiseline.
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Slika 4.12. Reprezentativni maseni spektri identifikovanih izoformi dehidrodimera ferulinske kiseline DF1
(na m/z 385), DF2 (na m/z 341), i DF3 (na m/z 193) u hidrolizatu semena, [M—-H] .
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Rezultati dobijeni OrbiTrap masenom analizom (Tabela 4.5.), pokazali su prisustvo ukupno
Sesnaest jedinjenja u hidrolizatu ispitivanog uzorka semena. U tabeli prikazani su nazivi
identifikovanih jedinjenja (ili skracenice), retenciona vremena (tg, min), izracunate i tatne mase
(IM=H]", m/z), srednje odstupanje masa (ppm), osnovni joni fregmentacija MS? i fragmentacioni
joni MS®i MS*.

Jedinjenje sa molekulskim jonom na m/z 193 [M-H] i fragmentacionim jonima na m/z 178
(usled gubitka metil grupe) i na m/z 134 (usled gubitka metil grupe i CO;) odgovara ferulinskoj
kiselini (FA) (Chiremba i sar., 2012; Bauer i sar., 2012). Naime, gubitak CO, grupe je tipian za
fenolne kiseline sto daje anjon [M—H—COO] (Chiremba i sar., 2012; Kang i sar., 2016; Bauer i
sar., 2012).

Jedinjenja sa molekulskim jonom na m/z 193 [M—H] i na m/z 163 [M—H]  identifikovana su
redom kao izoferulinska (IFA) i p-kumarinska kiselina kiselina (p-CA). Takode, detektovano
jedinjenje sa molekulskim jonom na m/z 179 [M-H] odgovara kafeinskoj Kkiselini (KA).
Identifikacija ovih kiselina utvrdena je na osnovu odgovarajueg standarda. U hidrolizatima
ispitivanih uzoraka, pronadena su jedinjenja sa molekulskim jonom na m/z 385 [M—-H] i
fragmentacionim jonima na m/z 341 i na m/z 193. Na osnovu literaturnih podataka, poznato je da su
u pitanju razli¢ite izoforme dehidrodimera ferulinske kiseline. Usled gubitka CO; (44 Da) iz
karboksilne kiseline nastaje fragmentacioni jon na m/z 341 (Chiremba i sar., 2012). Takode,
identifikovana jedinjenja sa molekulskim jonom na m/z 577 [M-H] odgovaraju izomerima
triferulinske kiseline (TF) (Saulnier i Thibault, 1999; Bunzel i sar., 2003).

Utvrdeno je prisustvo pojedinih konjugata putrescina (Tabela 4.2.), §to je u saglasnosti sa
literaturnim podacima (Bauer i sar., 2012), u kojima se navodi da su ova jedinjenja zastupljena u
manjim koli¢inama u baznom hidrolizatu semena kukuruza. Ona imaju karakteristicni molekulski
jon nam/z 439 [M-H] .
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Tabela 4.5. Identifikovana fenolna jedinjenja u hidrolizatu semena Zea mays L. pomo¢u UHPLC-LTQ OrbiTrapXL (MS).

Izracunata Nadena SITEETE 4 :
Naziv iedinienia tr masau Masa odstupanje MS? Fragmenti, MS® Fragmenti, MS" Fragmenti,
Jedinjeny (min) _ _ masa (% Osnovni pik) (% Osnovni pik) % Osnovni pik)
[M-H] [M-H] (ppm)
p-kumarinska kiselina 8,74 163,04007  163,0383 1,71 119(100) 114(7),118(8),124(16), -
132(100),133(17),
160(29)
Dehidrodimer ferulinske 8,90 38509289  385,08825 4,64 341(100), 342(5) 91(8), 92(20), -
kiseline 1(DF1) 119(100)
Ferulinska kiselina 9,10  193,05063  193,04841 2,22 134(33),147(40), 173(7),217(19), 203(92),264(13),
148(8),149(100), 282(40), 297(55), 267(100),282(78),
150(12),178(71), 326(100) 311(29)
179(27)
Kafeinska kiselina 9,11 179,03498  179,03316 1,83 133 (43),134 134(100) 134(100)
(54),135(100),136(14),
137(7), 164(83),165(12)
Dehidrodimer 9,19 38509289  385,08824 4,65 297(35),298(6), 65(5),91(100),106(3), -
ferulinske kiseline 341(100),342(11) 107(15),108(7),
2(DF2) 120(19)
Izoferulinska Kiselina 9,31 193,05063  193,04832 2,31 134(33),147(40),148(8), 282(16),297(100), 267(3), 282(100)
149(100),150(12),178(71),  323(4), 326(53)
179(27)
Dehidrodimer 991 38509289  385,08805 4,85 282(8),297(3),326(16), 134(100) 134(100)
ferulinske kiseline 327(3),341(100),342(1),
3(DF3) 370(10)
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N,N'-di-p-
koumaroilputrescin

Triferulinska kisleina 1
(TF1)

N-p-koumaroil-NV'-
feruloil
putrescin

N,N'-diferuloilputrescin

Dehidrodimer
ferulinske kiseline
4(DF4)

Triferulinska kisleina 2
(TF2)

Triferulinska kisleina
3(TF3)

N-p-kumaroiltriptamin

N-feruloiltriptamin

9,95

9,98

10,07

10,23

10,28

10,43

10,70

11,96

12,11

379,16633

577,13515

409,17690

439,18746

385,09289

577,13515

577,13515

305,12955

335,14012

379,16177

577,13172

409,17183

439,18184

385,08822

577,13065

577,13017

305,12642

335,13601

4,56

3,43

5,07

5,62

4,67

4,50

4,98

3,13

4,11

119(3),259(100),
260(11)

341(87),342(9),461(41),
489(63),490(12),533(100),53
4(9)

135(30),259(59),260(7),
289(100),290(13)

135(13), 149(5), 274(3),
289(100), 290(16)

341(100), 342(11)

311(15), 355(33), 356(6),
385(34), 489(5), 533(100),
534(25)

311(15), 355(54), 356(10),
385(21), 489(19), 533(100),
534(27)

117(5), 119(100), 120(9),
145(68), 146(6), 157(9),
159(16)

134(18), 135(30), 149(39),
175(24), 178(17), 320(100),
321(17)

282(49),297(19),
326 (100)

119(100),145(3),215(1
1),
216(32)

297(4),341(100),445(5
),461(44),489(41)

134(11),149(39),245(3
),246(8), 274 (100)

134(12), 149(38),
246(8), 274(100)

282(50), 297(18),
313(4), 326(100)

193(5), 296(9),
311(100), 461(5),
489(36)

193(5), 296(9),
311(100), 312(5),
461(7), 489(45)

119(100)

267(3),281(20),
282(100)

91(55),93(100)

173(5),217(11),282
(34),297
(63),326(100)

176(5),186(6),204(5)
229(51),230(100)
186(5), 204(7),
229(49), 230(100),
231(11)

264(3),282(100)

268(3), 296(100)

296(100)

Skracenice: tg, retenciono vreme; srednje odstupanje masa u ppm.
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4.1.2.1. Analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja u hidrolizatima frakcija
ispitivanih semena

Na slici 4.13. i 4.14. dati su preklopljeni reprezentativni hromatogrami dobijeni HPLC-DAD
analizom hidrolizata unutrasnje i spoljasnje frakcije za semena bez aflatoksina (kontrola) i onih
visoko-kontaminiranim aflatoksinom (308,13 pg kg™). Sa kolone prvo se eluiraju monomeri
fenolnih kiselina, ¢ija retenciona vremena odgovaraju standardima p-CA, FA i IFA. Kasnije se sa
kolone eluiraju jedinjenja ¢iji UV spektri tentativno odgovaraju razli¢itim formama dehidrodimera
ferulinske kisene (DF). Njihova strukturna karakterizacija je potvrdena MS analizom (Tabela 4.5.).
Kao S§to je i ocekivano, sva navedena jedinjenja su prisutna u veéim koli¢inama u spoljasnjoj
frakciji semena, u odnosu na unutras$nju (Tabela 4.6.). Medu njima, izomeri DF na m/z 385 i na m/z
193 pokazali su veéu zastupljenost u poredenju sa izomerom na m/z 341.
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Slika 4.13. Reprezentativni hromatogrami HPLC-DAD analize hidrolizata unutrasnje frakcije semena,
kontrola (crna linija) i visoko-kontaminirana (308,13 pg kg™) (ljubicasta linija) (Ama= 300 nm).
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Slika 4.14. Reprezentativni hromatogrami HPLC-DAD analize hidrolizata spoljasnje frakcije semena,
kontrola (crna linija) i visoko-kontaminirana (308,13 ug kg™) (crvena linija) (Amax= 300 nm).
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Tabela 4.6. Sadrzaj identifikovanih fenolnih jedinjenja u hidrolizatima Zea mays L. unutradnje (UF) i spoljadnje (SF) frakcije semena (ug g™ DW uzorka).

AFB; p-CA FA IFA m/z 385 m/z 341 m/z 193
Kontrola 183,83+4,8 1608,3+221,87 156,72+35,61 225,63+38,53 68,13+4,6 223,6+30,62
6,75 125,48+0,14 1013,07+19,44 201,2+41,58 167,53+11,16 46,56+7,47 152,8+14,39
17,07  112,06+3,41 948,53+23,56 134,42+9,69 143,96+27,46 45,4+6,07 137,05+23,69
51,51  123,32+0,37 1164,66+3,43 127,24+5,73 162,74+17,91 44,63+6,28 146,39+16,34
UF 61,00 137,5%6,73 1277,84+84,83 146,06+19,5 170,34+25,96 57,49+1,6 163,73+16,93
105,00 134,68+10,11 1173,92+29,68 108,51+14,17 158,21+24,3 48,37+12,11 145,42+22,31
151,94  112,75+0,94 733,65+59,21 117,99+21,46 99,66+16,88 33,73+£3,9 89,51+3,63
177,42 119,96+4,76 942,39+84,11 169,41+17,73 136,01+12,17 38,09+5,65 122,51+15,76
248,00 140,27+3,54 1158,13+12,11 161,89+15,89 153,27+1,07 50,66+5,85 139,65+0,81
308,13  162,12+3,77 1158,37+17,11 191,66+13,59 91,87+1,24 42,54+1,82 143,18+2,32
Kontrola 369,37+18,83 3221,95+133,14 280,8+8,56 485,19+65,43 84,02+27,92 446,63+72,8
6,75 267,79+13,59 2417,7+25,86 463,05+3,77 450,82+4,44 78,63+9,37 377,06+4,17
17,07  256,2+1,12 2292,85+344,14 241,87+26,9 382,42+71,95 85,33+4,55 328+41,65
5151  178,39+23,64 1765,38+119,05 176,5+0,5 215,18+12,93 66,66+6,49 213,3+16,51
SE 61,00  269,92+10,99 2212,21+56,19 242,3+4,15 342,49+1,22 75,3+5,66 305,77+19,27
105,00  345,34+11,96 2508,49+71,11 220,29+9,11 502,58+17,41 100,59+4,32 407,92+33,42
151,94  430,32+29,79 3070,93+55,39 378,18+37,07 572,71+36,75 93,64+1,42 480,44+6,56
177,42  347,78+14,58 2355,25+52,82 201,15+29,18 404,37+6,43 52,57+4,53 306,84+6,72
248,00 404,86+9,4 2682,33+50,76 315,38+25,85 384,54+55,85 50,63+2,83 329,54+35,56
308,13  548,04+17,66 3265,39+116,26 396,28+16,85 310,29+58,28 74,43+9,31 316,91+52,55

Skraéenice: p-CA, kumarinska kiselina; FA, ferulinska kiselina; IFA, izoferulinska kiselina; m/z 385, m/z 341 i m/z 193 oznacavaju tri izomera
dehidrodimera ferulinske kiseline (DF1, DF2, DF3).
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4.1.2.2. Ispitivanje korelacija izmedu odredenih fenolnih jedinjenja u hidrolizatima
frakcija semena kukuruza razlicitog nivoa kontaminacije aflatoksinom B;

Na slici 4.15. prikazani su klastergrami (toplotne mape sa pripadaju¢im dendrogramima) za
matricu podataka o koncentracijama AFB; i sadrzaja odredenih fenolnih jedinjenja u hidrolizatima
unutrasnje i spoljasnje frakcije semena.

Kvantifikovana fenolna jedinjenja pomo¢u HPLC-DAD-MS metode data su u kolonama,
dok su razli¢ite koncentracije AFB; rasporedene u redovima. Uz pomo¢ dendrograma moze se
uociti grupisanje uzoraka u dva osnovna klastera. Sa leve strane toplotne mape dendrogram grupise
uzorke razli¢itih koncentracija AFB; na osnovu sli¢nosti u sadrzaju identifikovanih fenolnih
jedinjenja, dok dendrogram na gornjoj strani toplotne mape grupiSe fenolna jedinjenja po
korelacionoj sli¢nosti. Kao $to je ranije navedeno sadrzaj odabranih fenolnih jedinjenja po uzorcima
semena razlictog sadrzaja aflatoksina je vizuelizovan bojom na mapi (zelena, crna i crvena).
Vrednosti sadrZaja fenolnih jedinjenja po koncentracijama su prethodno standardizovane, Sto znaci

da su svedene na nulti prosek i jedini¢énu devijaciju po formuli z; = x"s—_x, gde je z; standardizovani

skor, x; sadrzaj fenola u i-toj koncentraciji, x srednja vrednost sadrzaja fenola, dok je s standardna
devijacija sadrzaja fenola.

Naime, moze se primetiti da se kontrolni uzorci razdvajaju u posebnu podgrupu od
kontaminiranih, kod hidrolizata unutraSnje frakcije semena. Kod kontrolnih uzoraka utvrdene su
natprose¢ne vrednosti za sadrzaj p-CA i FA, kao i zastupljenost odredenih formi DF-a ( m/z 385, m/z
341 i m/z 193). Medutim, nije uoceno dalje jasno grupisanje semena po nivou kontaminacije, §to
znaci da se na ovaj nac¢in jedino mogu razlikovati kontrolni uzorci od kontaminiranih.

Analizom podataka dobijenih u hidrolizatu spoljasnje frakcije semena, utvrdeno je
razdvajanje u dve grupe. U drugoj grupi razdvojili su se uzorci po sli¢nosti u dve nove podgrupe i to
podgrupa sa nisko-kontaminiranim (17,07 pg kg, 51,51 pg kg™, 61,00 pg kg') i visoko-
kontaminiranim (177,42 ug kg™, 248,00 pg kg™ i 308,13 pg kg™) semenima. Uglavnom, primecene
su potprosecne (zelena boja na mapi) vrednosti sadrzaja p-CA kod svih nisko-kontaminiranih
semena (6,75 pg kg, 17,07 ug kg*, 51,51 pg kg™, 61,00 pg kg?). S druge strane, kod visoko-
kontaminiranih uzoraka ove vrednosti su bile prosecne i natrpose¢ne §to je redom predstavljeno
crnom i crvenom bojom na mapi. Na osnovu prikazanih rezultata, moze se izdvojiti p-CA kao
moguci indikator nivoa kontaminacije semena kukuruza aflatoksinom i uzeti u dalja razmatranja.
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Slika 4.15. Klastergram (toplotne mape sa pripadaju¢im dendrogramima) za matricu podataka o
koncentracijima AFB; i sadrzaja detektovanih fenolnih jedinjenja u hidrolizatima unutrasnje (gore)
i spoljasnje (dole) frakcije semena. Skraéenice: p-CA, kumarinska kiselina; FA, ferulinska
kiselina; IFA, izoferulinska kiselina; m/z 385, m/z 341 i m/z 193 oznadavaju tri izomera

dehidrodimera ferulinske kiseline (DF1, DF2, DF3).

Dobijeni rezultati (Tabela 4.7 i Slika 4.16.) pokazuju da ne postoji korelacija izmedu IFA i
drugih fenolnih jedinjenja u hidrolizatu ispitivanih frakcija semena, §to je pokazano i za DF.
Utvrdena je visoka pozitivna korelacija izmedu p-CA i FA (0,8586). Takode uocena je pozitivna
korelacija izmedu p-CA sa DF na m/z 341 i na m/z 193, dok je FA pozitivnoj korelaciji sa sva tri
identifikovana dehirodimera ferulinske kiseline.

Tabela 4.7. Korelacioni matriks za odabrana fenolna jedinjenja u hidrolizatu unutra$nje frakcije ispitivanih

semena.
p-CA FA IFA m/z 385 m/z 341 m/z 193
p-CA 1
FA 0,858 1
IFA 0,516 0,256 1
m/z 385 0,467 0,801 -0,141 1
m/z 341 0,735 0,931 0,117 0,880 1
m/z 193 0,815 0,969 0,230 0,849 0,946 1

*statisti¢ki znacajne vrednosti, na nivou znacéajnosti 5%, su podebljane.
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Slika 4.16. Biplot (PC1 vs. PC2) za odabrana fenolna jedinjenja u hidrolizatima unutrasnje
frakcije semena razli¢itog nivoa kontaminacije. Skraéenice: p-CA, kumarinska kiselina; FA,

ferulinska kiselina; IFA, izoferulinska kiselina; m/z 385, m/z 341 i m/z 193 oznacavaju tri
izomera dehidrodimera ferulinske kiseline (DF1, DF2, DF3).

Na osnovu podataka koji su dati u tabeli 4.8. i slici 4.17. pokazana je visoka pozitivna
korelacija izmedu p-CA i FA (0,882). Pored toga, utvrdena je visoka pozitivna korelacija (0,9543)
izmedu DF na m/z 385 i m/z 193, kao i njihova dobra korelacija sa FA.

Tabela 4.8. Korelacioni matriks za pojedina¢na fenolna jedinjenja u hidrolizatu spoljasnje
frakcije ispitivanih semena.

p-CA FA IFA m/z385 m/z341 m/z193
p-CA 1
FA 0,882 1
IFA 0,488 0,570 1
m/z 385 0,313 0,527 0,345 1
m/z 341 0,025 0,262 0,155 0,559 1
m/z 193 0,425 0,697 0,448 0,954 0,637 1

*statisticki znacajne vrednosti, na nivou znacajnosti 5%, su podebljane.
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Slika 4.17. Biplot (PC1 vs. PC2) za odabrana fenolna jedinjenja u hidrolizatima spoljasnje

frakcije semena razli¢itog nivoa kontaminacije. Fenolna jedinjenja su predstavljena vektorima,
dok su uzoreci sa kruzi¢ima.

Dobijeni rezultati za prosecnu vrednost sadrzaja p-CA po koncentracijama AFB; i
frakcijama (unutrasnja i spoljasnja) semena graficki su prikazani na slici 4.18. Pronadena je
statistiCki znaajna razlika izmedu dva sloja pri svakom nivou kontaminacije. Kao S§to je i
o¢ekivano, spoljasnje frakcije imaju statisticki znaCajno veci sarzaj fenolnih kiselina, nego
unutrasnje. U daljoj analizi, ispitana je promena u sadrZaju ove kiseline kod spoljaSnje frakcije
semena u odnosu na nivo kontaminanta. Utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike izmedu pojedinih
nivoa kontaminacije. Ustanovljena je dvofazna promena sa porastom koncentracije AFB;. U
literaturi se navodi da fenolne kiseline, kao $to je p-CA, imaju inhibitorne efekte na biosintezu
aflatoksina B (Santiago i sar. 2010).

Pored toga, p-CA je prekursor za produkciju mnogih drugih fenolnih jedinjenja sa
antioksidativnom 1 antifungalnom aktivno$¢u. Takode se navodi kao pogodan indikator lignifikacije
kod c¢elijskog zida biljke (Zhang i sar., 2019). Kako p-CA ima brojne uloge u metabolizmu semena i
njegovoj zastiti, to moze objasniti uocen dvofazni odgovor semena na porast nivoa kontaminanta.
Kod spoljasnje frakcije semena utvrdena je visoka pozitivna korelacija izmedu sadrzaja p-CA i
koncentracije AFB; (r=0,888).
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Slika 4.18. Rezultati dvofaktorske analize varijanse za sadrzaj p-CA po koncentracijama AFB; i
frakcijama semena (unutra$nja (tamno siva boja) i spoljasnja (svetlo siva boja) frakcija). Razlicita
slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih nivoa kontaminacije. Izmedu dva
sloja pri svakom nivou kontaminacije pronadena je Statisti¢ki znacajna razlika.
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Slika 4.19. Zavisnost sadrzaja p-kumarinske kiseline (p-CA) od koncentracije AFB, (od 51,51 pg kg™
do 308,13 g kg™) u spoljasnjoj frakciji semena.
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4.2. Ispitivanje sadrzaja lignina

U tabeli 4.9. dati su rezultati za sadrzaj lignina odreden pomocu Acetil Bromidnog (AcBr)
testa. Dobijene vrednosti sadrzaja lignina su u opsegu od 10,8 do 12,9 mg kod unutrasnje i 13,76 -
19,16 mg (izrazeno kao ekvivalent CA/g DW) kod spoljasnje frakcije semena.

Kod kontrolnih uzoraka, medu frakcijama nije pronadena statisticki znacajana razlika u
sadrzaju lignina. S druge strane, kod uzoraka semena kontaminiraniih aflatoksinom utvrden je
statisticki znacajno ve¢i sadrzaj lignina u spoljasSnjoj frakciji u poredenju sa unutrasnjom
(Dunkanov test, p< 0,05). Takode, izmedu sadrzaja lignina i koncentracije AFB; utvrdena je
znacajno visoka pozitivna linearna korelacija kod spoljasnje (R=0,99223, P=0,00005) i odsustvo
korelacije kod unutrasnje frakcije semena (R=0,030, P=0,943) (Slika 4.20.).

Tabela 4.9. Ukupan sadrzaj lignina u ispitivanim frakcijama semena kukuruza u odnosu na
koncentraciju AFB;.

Koli¢ina lignina

Koncentracija AFB; (mg eq CA /g DW)

(hg kg™) Unutrasnja frakcija Spoljasnja frakcija

Kontrola 12,80 £ 0,27 13,81 +0,39

6,75 10,87 £ 0,29 13,76 £ 0,62

51,51 11,46 £0,18 14,28 £ 0,11

151,94 12,26 £ 0,53 16,52 + 0,26

177,42 12,99 +£0,33 17,40 £ 0,77

308,13 11,22 +0,33 19,16 + 0,62

Skracéenice: CA, koniferil alkohol; DW (engl. dry weight), suva masa.
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Slika 4.20. Korelacija izmedu sadrzaja lignina i koncentracije AFB; u spoljasnjoj (A) i unutrasnjoj (B)
frakciji uzoraka semena.

Ovi rezultati su u skladu sa ranije saopStenim literaturnim podacima, koji pokazuju da
lignifikacija ¢elijskog zida biljaka ima zastitinu ulogu u odnosu na razli¢ite faktore stresa (Moura i
sar., 2010; Vance 1 sar., 1980). Nasi rezultati sugeriSu da povecanje ukupnog sadrzaja lignina u
spoljasnjoj frakciji semena moze biti marker varijacija u odgovoru semena na porast koncentracije
aflatoksina B;. Sa ovim rezultatima moZe da se poveze uoCeni porast sadrzaja p-CA i FA u
spoljasnjoj frakciji semena kontamirnih visokom koncentracijom AFB;.
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4.3. Ispitivanje veze izmedu ukupne antioksidativne aktivosti (TAA),
sadrZaja ukupnih fenola (TPC) i koncentracije aflatoksina B; u semenu
kukuruza

Na slici 4.21. prikazani su rezultati dobijeni za TAA i TPC metanolnih ekstrakata ispitivanih
uzoraka semena razli¢itog nivoa kontaminacije AFB;. Primenom ABTS testa pokazane su znacajne
razlike u TAA medu svim ispitivanim uzorcima semena (slika 4.21A). Dobijene vrednosti su
izrazene kao miligram (mg) ekvivalenta (eq) L-aksorbinske kiseline (AA) po gramu (g) suve mase
(DW) uzorka, a varirale su u opsegu od 5,169 + 0,270 mg do 16,456 + 0,219 mg AA eqg/ g DW.
Moze se uoditi zna¢ajno povecéanje TAA do odredene koncentracije AFB; (51,51 pg kg™), koje je
prac¢eno smanjenjem pri vi§im nivoima kontaminacije. To ukazuje na ¢injenicu da koncentracija
aflatoksina moze da utiCe na antioksidativni odbrambeni kapacitet semena kukuruza. Stoga,
smanjenje TAA moze biti indikator nivoa oksidativnog oStecenja semena. S obzirom na to da
fenolna jedinjenja daju znacajan doprinos ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti, u daljim analizama
ispitan je sadrzaj ukupnih fenola (TPC).

Dobijene vrednosti za TPC bile su u rasponu od 787 + 23 ug GAE /g DW do 1026 + 41 ug
GAE/g DW uzorka. Kao §to se moze videti sa slike 4.21B, TPC pokazuje blagi porast sa
povecanjem koncentracije AFB; u semenu. Medutim, do znacajnog povecanja u TPC dolazi na
vi$im nivoima kontaminacije (177,42 pg kg1l i 308,13 pg kg?), §to moze biti povezano sa
adaptivnim odgovorom semena na ovaj stres (Bassard i sar., 2010).
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Slika 4.21. Bar dijagram za (A) ukupnu antioksidativnu atkivnost (TAA) i (B) sadrzaj ukupnih fenola (TPC)
metanolnih ekstrakata semena kukuruza razli¢itih koncentracija AFB;. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna devijacija od tri ponavljanja (n=3). Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne

razlike izmedu pojedinih nivoa kontaminacije (p < 0,05).

U daljoj analizi, ispitana je veza izmedu izmedu TPC i sadrzaja ukupnih konjugata
poliamina (DCS, CFS, cis-DFP, CFP, DFP) (Slika 4.22A), konjugata spermidina (DCS, CFS)
(Slika 4.22B) i konjugata putrescina (cis-DFP, CFP, DFP) (Slika 4.22C). Na osnovu dobijenih
rezultata moZe se zakljuciti da promenama TPC najve¢i doprinos daju konjugati putrescina
identifikovanih u metanolnim ekstraktima ispitivanih uzoraka semena.
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Slika 4.22. Korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola (TPC) i (A) ukupnih konjugata poliamina, (B)
konjugata spermidina i (C) konjugata putrescina u metanolnim ekstraktima semena kukuruza sa
razli¢itim sadrzajem aflatoksina B;. Oznake 1#, 2#, 3#, 4# i 5# odnose se na koncentraciju AFB; od
6,75 ug kg1, 17,07 pg kg?, 51,51 pg kg™, 177,42 ug kg™ i 308,13 ug kg, redom.

4.4. Ispitivanje veze izmedu sadrzaja pojedinih metala i nivoa
kontaminacije semena kukuruza aflatoksinom B,

Odredivan je sadrzaj makro- i mikroelemenata u semenima kukuruza koja sadrze razlicitu
koncentraciju aflatoksina primenom ICP-OES i ICP-QMS tehnika. Ispitivana je veza izmedu
sadrzaja pojedinih metala 1 koncentracije AFBj, sa ciljem pronalaZzenja potencijalnih markera
kontaminacije semena aflatoksinom. U tabelama 4.10. i 4.11., kao i u tabelama 4.12. i 4.13,,
prikazane su srednje vrednosti i standardne devijacije sadrzaja makro- i mikroelemenata, u
unutasnjoj i spoljasnjoj frakciji semena, redom. Od makroelemenata analizirani su kalijum (K),
kalcijum (Ca), magnezijum (Mg) i natrijum (Na), a dobijene vrednosti su izraZzene u mg po g uzorka
(mg g™). Pored toga, analizirano je ukupno dvanaest mikroelemenata i to su gvozde (Fe), cink (Zn),
bakar (Cu), mangan (Mn), kobalt (Co), nikal (Ni), hrom (Cr), vanadijum (V), aluminijum (Al),
arsen (As), kadmijum (Cd) i olovo (Pb). Dobijene vrednosti za mikroelemente izrazene su kao pg
po g uzorka (ug g?) i predstavljene kao srednja vrednost od tri merenja. Nakon toga je primenjena
analiza glavnih komponenti (PCA) na rezultate sadrzaja makro- i mikroelemenata u semenima
kukuruza razli¢itog nivoa kontaminacije aflatoksinom, kako bi se ispitalo njihovo moguce
razdvajanje na osnovu sadrzaja elemenata (poglavlje 4.4.1.).

Tabela 4.10. Sadrzaj makroelemenata (mg g”) u unutrainjoj frakciji semena razli¢itog
nivoa kontaminacije.

AFB;

Kontrola 1,46+0,11 3,43+0,19 1,50+0,02 0,33+0,03
6,75 1,67+0,14 3,08+0,05 1,40+0,00 0,35+0,04
13,25 1,90+0,08 2,97+0,18 1,33+£0,01 0,44+0,01
17,07 1,73+0,06 2,95+0,16 1,45+0,01 0,46+0,05
51,51 1,91+0,10 3,15+0,31 1,44+0,00 0,41+0,05
61,00 1,79+0,07 2,76x0,26 1,41+0,01 0,40+0,03
105,00 0,92+0,08 3,21+0,16 1,26+0,02 0,26+0,03
151,94 0,98+0,08 2,97+0,20 1,17+0,03 0,25+0,01
177,42 1,05+0,06 2,36x0,07 1,37+0,02 0,28+0,02
248,00 1,02+0,17 2,63+0,09 1,32+0,02 0,23+0,02
299,00 1,22+0,07 2,89+0,14 1,26+0,02 0,28+0,05
308,13 1,20+0,07 2,77+0,30 1,24+0,02 0,32+0,05

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost * standardna devijacija (n=3).
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Tabela 4.11. Sadrzaj makroelemenata (mg g) u spoljadnjoj frakciji semena razli¢itog
nivoa kontaminacije.

AFB;

(ug kg™ Ca K Mg Na

Kontrola 1,85+0,07 1,42+0,08 0,68+0,01 0,42+0,01
6,75 1,18+0,20 1,14+0,22 0,54+0,00 0,28+0,06
13,25 1,19+0,08 1,72+0,11 0,61+0,01 0,30+0,04
17,07 2,03+0,05 1,37+0,22 0,82+0,01 0,46+0,02
51,51 1,57+0,13 1,50+0,22 0,66+0,01 0,36+0,03
61,00 0,78+0,09 1,18+0,24 0,46+0,01 0,23+0,03
105,00 0,88+0,09 1,22+0,31 0,42+0,01 0,29+0,02
151,94 0,92+0,03 2,24+0,12 0,73+0,01 0,3+0,021
177,42 1,31+0,02 1,26+0,19 0,69+0,01 0,34+0,03
248,00 0,99+0,10 1,16+0,01 0,66+0,00 0,29+0,04
299,00 1,25+0,04 1,70+0,11 0,65+0,00 0,35+0,02
308,13 1,10+0,06 1,84+0,09 0,70+0,01 0,26+0,05

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3).
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Tabela 4.12. Sadrzaj mikroelemenata (ug g™) u unutragnjoj frakciji semena razli¢itog nivoa kontaminacije.

'a‘ngBljg.l) Al v Cr Mn Co Ni Cu Zn As Cd Pb Fe
Kontrola 32,50t0,78  0,57+0,03  0,75:0,02  6,88+0,03 0,15+0,00  2,34+0,03  7,70£0,05  9,61%0,11 0,21+0,01 0,90+0,05  1,10+0,01  27,64+0,38
6,75 26,5610,25  0,36+0,01  0,79+0,00  6,330,05 0,14+0,00  1,51#0,02  518+0,07  8,38+0,05 0,20£0,00 0,62+0,01  0,85:0,00  18,61+0,35
13,25 26,12+0,53  0,32+0,01  0,74+0,01  7,14+0,04 0,12¢0,00  1,17+0,01  5,88#0,02  9,1240,10 0,20£0,00 0,50+0,01 0,760,001  14,57+0,29
17,07 34,26:0,18  0,34+0,00  0,88+0,01  6,54+0,09 0,13+0,00  1,06+0,01  596+0,10  9,97+0,04 0,22+0,00 0,55+0,00  0,68+0,01  14,27+0,08
51,51 32,03+0,39  0,29+0,00  0,98+0,01  8,06+0,08 0,13+0,00  1,45#0,01  878+0,15  11,00+0,16  0,22+0,00 0,46£0,01  0,99+0,02  22,68+0,27
61,00 36,83+0,60  0,29+0,00  1,01+0,03  9,76%0,12 0,13+0,00  1,57#0,03  7,08+0,03  13,69+0,04  0,19+0,00 0,46£0,01  0,41+0,00  22,03£0,20
105,00  32,72+0,37  0,30+0,00  0,86+0,02  10,470,08  0,12+0,00  1,60+0,01  4,86+0,06  1531+0,26  0,19+0,00 0,47£0,00  0,49:+0,01  16,31+0,08
151,94  33,18t0,21  0,30+0,00  0,87#0,02  8,12+0,04 0,13+0,00  1,93+0,04  545:0,04  16,42+0,08  0,21+0,00 0,49+0,00 0,430,001  12,13%0,03
177,42 33,90+0,71  0,28+0,00  0,87+0,02  9,50+0,03 0,13+0,00  1,57+0,01  538t0,06  16,01+0,20  0,19+0,00 0,46£0,01  0,49:+0,01  12,36+0,08
248,00  32,71+0,14  0,28+0,00  0,87+0,00  7,93%0,21 0,13+0,00  1,42#0,01  55040,03  1516+0,05  0,20+0,00 0,45£0,00  0,39+0,00  12,0640,22
299,00  37,92+0,11  0,29+0,00  0,97+0,02  10,89+0,08  0,16+0,00  2,46%0,02  6,07+0,10  18,19+0,15  0,20%0,00 0,45£0,00  0,44:+0,00  14,24+0,05
308,13  3598+0,38  0,34+0,00  1,30,016  11,15+0,21  0,16#0,01  1,29+0,02  504+0,08  1550#0,38  0,24%0,00 0,54+0,00  1,08+0,01  17,44%0,35
*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3).

Tabela 4.13.Sadrzaj mikroelemenata (ug g u spoljasnjoj frakciji semena razli¢itog nivoa kontaminacije.

/(AJ;Blég'l) Al \Y Cr Mn Co Ni Cu Zn As Cd Pb Fe
Kontrola 23,87t0,04  0,35£0,01  0,68+0,01  4,19+0,05 0,14+0,00  1,61+0,01  587+0,03  2,88+0,03 0,19+0,00 0,57+0,02  053+0,00  11,13+0,10
6,75 20,160,29  0,33+0,01  0,66x0,00  3,25+0,03 0,1240,00  0,71#0,03  391+0,01  2,27+0,09 0,20+0,00 0,55£0,01  0,42+0,00  7,28+0,16
13,25 20,88+0,04  0,32#0,01  0,74+0,02  4,78+0,06 0,12¢0,00  1,95+0,02  4,66+0,07  3,21+0,02 0,20+0,00 0,51+0,01  0,40£0,00  7,39+0,16
17,07 34,96+0,89  0,30£0,00  0,83+0,01  4,90+0,08 0,15+0,00  1,70+0,03  6,45+0,09  5,56+0,10 0,20+0,00 0,49+0,01  056+0,01  10,73%0,13
51,51 34,00£0,31  0,29+0,00  0,88+0,03  4,67+0,06 0,12¢0,00  0,96+0,01  539+0,07  4,90+0,05 0,19+0,00 0,48+0,01  0,56+0,00  8,28+0,06
61,00 27,95+025  0,30+0,00  0,88+0,01  4,750,10 0,15+0,00  1,48+0,02  4,17+0,02  8,64+0,11 0,20+0,00 0,50£0,01  0,41#0,00  7,67+0,19
105,00  31,17#043  0,32+0,00  0,99+0,02  525+0,05 0,14+0,00  1,63+0,04  4,33+0,01  7,76+0,05 0,22+0,00 0,53t0,00  0,49+0,00  7,00+0,24
151,94  33,85+0,13  0,30£0,00  1,01#0,02  7,54+0,04 0,15+0,00  1,87+0,02  6,08+0,06  13,83:0,28  0,21+0,00 0,50£0,00  0,70+0,02  9,650,32
177,42 39,20£041  0,31#0,00  1,00£0,03  6,470,07 0,16+0,00  2,60+0,04  6,08+0,01  10,47+0,06  0,22+0,00 0,52+0,00  0,46+0,01  821+0,14
248,00  32,88+0,32  0,28+0,00  0,87+0,01  5,48+0,03 0,16+0,00  2,80+0,04  534#0,13  10,60£0,14  0,20+0,00 0,45£0,00  0,42+0,00  7,15+0,27
299,00  37,24#0,16  0,28+0,00  0,99+0,02  7,07+0,07 0,16+0,00  4,37+0,06  6,57+#0,15  13,20£0,03  0,20+0,01 0,45+0,00  0,53+0,01  10,85%0,11
308,13  3254+055  0,28+0,00  0,94+0,02  8,330,12 0,1740,00  1,24+0,01  4,65+0,06  8,46+0,08 0,20+0,00 0,45+0,05  0,38+0,00  6,97+0,15

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3).
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4.4.1. PCA analiza primenjena na sadrZaj elemenata

Na slici 4.23. prikazane su projekcije uzoraka unutrasnje i spoljas$nje frakcije semena
razli¢itog nivoa kontaminacije aflatoksinom (skorovi) i projekcije promenljivih tj. elemenata
(loading-ovi) za prvu i drugu glavnu komponentu (PC1 vs. PC2). PC1 i PC2 opisuju 57% totalne
varijacije, pri ¢emu 32,7% odnosi na PC1, a 24,4% na PC2.

Moze se uociti jasno razdvajanje unutrasnje (zelena boja) i1 spoljasnje (plava boja) frakcije
kod svih ispitivanih semena duz PC1 dimenzije. Kako je ova dimenzija pozitivno korelisana sa
sadrzajem elemenata Fe, Pb, Cu, K i Mg to znaci da unutraS$nje frakcije imaju viSe vrednosti ovih
elemenata u odnosu na spoljasnje frakcije.

Dobijeni rezultati pokazuju da je K dominantan od makro-elemenata, $to je u saglasnosti sa
podacima iz literature (NeSkovi¢ i sar.,2003). S druge strane, Fe je bio najzastupljeniji medu
analiziranim mikroelementima u ispitivanim uzorcima.

Na slici 4.23., duz PC2 ose uocava se jasno razdvajanje uzoraka semena sa manjim i veé¢im
koncentracijama AFB;. Uzorci semena su predstavljeni tako da je veli¢ina kruga srazmerna
koncentraciji AFB;. Ovo razdvajanje se moze objasniti ve¢im sadrzajem Zn, Mn, Cr, i Al i nizim
sadrzajem Cd, Ca, i Na kod visoko-kontaminiranih semena.
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Slika 4.23. Grafi¢ki prikaz skorova (A) i loading-ova (B) u prostoru definisanom sa
prve dve glavne komponente (PC1 vs. PC2). Unutra$nja i spoljasnja frakcija
analiziranih semena markirane su zelenom i plavom bojom, redom. Veli¢ina kruga na
slici A srazmerna je koncentraciji AFB;.

Na Slici 4.24., prikazani su biplotovi (PC1 vs. PC2) varijacija izmedu sadrzaja elemenata i
razli¢itih koncentracija AFB; kod unutrasnje (A) i spoljasnje (B) frakcije semena.

PCA analiza rezultata kod unutrasnje frakcije kontaminiranih uzoraka semena (Slika
4.24A), pokazuje da prve dve glavne komponente objasnjavaju zajedno 69,96% varijanse. PC1
(koja objasnjava 39,90% ukupne varijacije) pozitivno je korelisana sa Zn i Mn, negativno sa Cd, Pb,
Fe, V, Ca, K, Mg i Na i razdvaja semena sa visokim koncentracijama AFB; od ostalih semena.
Kako vektori Zn 1 Mn zaklapaju oStar ugao i imaju veliku magnitudu to znaci da su ova dva
elementa visoko pozitivno korelisana. U Tabeli 4.14. data je korelaciona matrica medu elementima
u unutras$njim frakcijama semena.
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Kod spoljasnje frakcije ispitivanih semena (Slika 4.24B), ukupna varijansa za prve dve
komponente je 67,55%. PC1 (koja objasnjava 40,03% ukupne varijacije) komponentu opisuju Zn,
Al, Mn, Ni, Co, Cr i V. Medu njima, najveci doprinos potice od Zn (0,801), koji diskriminise
semena sa visokim sadrzajem aflatoksina od ostalih semena. PC2 (koja objasnjava 27,52% totalne
varijacije) definiSu najvise Na (0,8956), Ca (0,8486), Fe (0,7246), a takode Cu (0,494) i Mg (0,462).
Na osnovu Tabele 4.15. mogu se uoditi korelacije izmedu ovih elemenata u spoljasnjim frakcijama
semena.
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Slika 4.24. Biplotovi (PC1 vs. PC2) za sadrzaj pojedinih elemenata u (A) unutrasnjoj i (B) spoljasnjoj
frakciji semena razli¢itog nivoa kontaminacije aflatoksinom. Elementi su predstavljeni vektorima, dok su
uzorci sa kruzi¢ima (razlic¢ite boje i velicine).

Na osnovu navedenih rezultata, uoc¢ava se da u unutra$njim frakcijama semena postoji vece
grupisanje uzoraka po slicnosti kontaminacije, nego u spoljasnjim frakcijama, Sto znaci da su ovi
uzorci u unutra$njoj frakciji homogeniji u pogledu sadrzaja analiziranih elemenata. U obe frakcije,
kod visoko kontaminiranih uzoraka semena utvrden je vec¢i sadrzaj Zn i Mn. Zbog toga je i dalje
ispitana korelacija ovih prelaznih metala sa porastom koncentracije AFB;. Dobijeni rezultati
pokazuju da postoji znacajno visoka linearna zavisnost izmedu sadrzaja Zn i koncentracije AFB; u
unutrasnjoj frakciji semena (r=0,896) (Slika 4.25.), kao i u spoljasnjoj frakciji (r=0,871) (nije
prikazano). Naime, ranije je pokazano da Zn?* joni stimulisu biosintezu aflatoksina (Wee i sar.,
2016; Caceres i sar., 2020), sto je u saglasnosti sa dobijenim rezultatima. 1z tabela 4.14. i 4.15.
(Slika 4.25A i B), uocava se visoka pozitivna korelacija Zn i Mn kod obe frakcije semena, $to znaci
da se sadrzaj Mn menja na sli¢an nacin kao i kod Zn, odnosno sa promenom kontaminacije.
Utvrdena je visoka znacajna pozitivna linearna zavisnost izmedu sadrZaja Mn i koncentracije AFB;
u unutrasnjoj frakciji (r=0,836) (Slika 4.26.), kao i u spoljasnjoj frakciji (0,903). U literaturi se
navodi da Mn ima ulogu u stimulaciji sinteze pojedinih fenolnih jedinjenja i da ucestvuje u brojnim
odbrambenim mehanizmima kod biljke (Cabot i sar., 2020), §to moze ukazati da jacina stresa u
semenu izazvana aflatoksinom uti¢e na odgovor semena koji ukljucuje povecanje sadrzaja Mn.
Sadrzaj Mn i Zn mogu da se izdvoje kao markeri kontaminacije semena aflatoksinom.
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Slika 4.25. Zavisnost sadrzaja Zn od koncentracije AFB; U unutrasnjoj frakciji semena kukuruza.
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Slika 4.26. Zavisnost sadrzaja Mn od koncentracije AFB; u unutra$njoj frakciji semena kukuruza.
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Tabela 4.14. Korelacioni matriks analiziranih elemenata u unutra$njim frakcijama semena.

Elementi Al \% Cr Mn Co Ni Cu Zn As Cd Pb Fe Ca K Mg Na
Al 1

\% 0172 1

Cr 0,634 -0,297 1

Mn 0694 -0415 0695 1

Co 0,446 0379 0504 033 1

Ni 0351 0381 -0148 0225 0517 1

Cu 0,086 0,309 -0,047 -0,238 0,036 0218 1

Zn 0,711  -0,507 0,469 0817 0,232 0364 -0359 1

As 0,143 0,234 0583 -0,030 0478 -0,223 0,150 -0,133 1

Cd -0,225 0992 -0322 -0471 0369 0351 0267 -0543 0225 1

Pb -0,305 0,643 0,164 -0,279 0,394 -0,102 0379 -0599 0,680 0644 1

Fe -0,022 0679 0014 -0161 0,253 0,265 0,725 -0494 0166 0658 0,643 1

Ca -0,362 0,159 -0,128 -0,501 -0,138 -0,341 0603 -0,779 0,147 0,164 0438 0492 1

K -0,316 0629 -0328 -0358 0,052 0300 039% -0512 0,178 0610 0509 0630 0292 1

Mg -0,191 o500 -0,326 -0,560 -0,073 -0,109 0641 -0,722 -0,030 0514 0422 0644 0664 0258 1

Na -0,265 0,127 -0050 -0435 -0,194 -0,490 0461 -0,733 0,248 0123 0,419 0,359 0934 0,227 0606 1

*Statisticki znacajni koeficijenti korelacije na nivou znac¢ajnosti 5% su podebljani.
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Tabela 4.15. Korelaciona matrica analiziranih elemenata u spoljasnjim frakcijama semena.

Elementi Al Vv Cr Mn Co Ni Cu Zn As Cd Pb Fe Ca K Mg Na
Al 1

\Y% -0,670 1

Cr 0,843 -0,626 1

Mn 0,652 -0625 0,781 1

Co 0,664 -0,550 0,620 0,755 1

Ni 0,507 -0,394 0,448 0,430 0,516 1

Cu 0,649 -0,228 0,325 0,372 0,393 0,601 1

Zn 0,743 -0,648 0,865 0,782 0,736 0,655 0433 1

As 0,372 0,021 0,617 0,344 0,299 0,195 -0,024 0,467 1

Cd -0,583 0,975 -0,529 -0,617 -0,537 -0,447 -0,240 -0,577 0,120 1

Pb 0,381 0,001 0,305 0,186 -0,034 0,103 0,650 0,325 0,046 0,068 1

Fe 0,244 0,130 -0,037 0,052 0,140 0,375 0816 0,114 -0,287 0,100 0,672 1

Ca 0,051 0,264 -0,413 -0,301 -0,173 -0,081 0,551 -0,477 -0,459 0,207 0,286 0,660 1

K 0,167 -0,259 0,329 0,671 0,148 0,131 0,349 0,379 -0,044 -0,298 05509 0,286 -0,072 1

Mg 0,418 -0,264 0,044 0,366 0,316 0,183 0,771 0,144 -0,246 -0,305 0,429 0564 0,635 0,455 1

Na 0,226 0,225 -0,206 -0,197 -0,071 0,138 0,735 -0,245 -0,270 0,179 0,497 0,790 0,937 -0,008 0,642 1

*Statisticki znacajni koeficijenti korelacije na nivou znacajnosti 5% su podebljani.
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4.5. Analiza uzoraka EPR metodom

4.5.1. Analiza slobodnih organskih radikala u ispitivanim uzorcima pomoéu EPR
spektroskopije

EPR je primenja u detekciji 1 kvantifikaciji slobodnih radikala u unutrasnjoj 1 spoljasnjoj
frakciji semena kukuruza razli¢itog sadrzaja aflatoksina. Kod svih analiziranih uzoraka, zabelezen
je EPR signal u X-oblasti koji ima g-vrednost na oko 2,004. Ova vrednost je karakteristi¢na za
stabilne organske radikale kao $to su semihinon (Bé&hrle i sar., 2015; Patil i Argyropolous, 2017) ili
radikali ugljenih-hidrata (Labanowska i sar., 2013). Obe analizirane frakcije imaju slican oblik EPR
spektra (slika 4.27a). Ispitan je uticaj koncentracije AFB; na sadrzaj slobodnih organskih radikala u
semenu (slika 4.27b). Naime, kod unutrasnje frakcije je porast nivoa kontaminacije aflatoksinom
(od 151,94pg kg ') dovelo do znadajnog smanjenja intenziteta EPR signala. To se moZe objasniti
izmenjenom sposobno$éu razli¢itih biomolekula poput ugljenih-hidrata da hvataju elektrone
(Labanowska i sar., 2013) u uslovima oksidativnog stresa izazvanim visokim koncentracijama
aflatoksina. Najveci intenzitet EPR signala utvrden je kod spoljasnje frakcije semena koncentracije
AFB; od 151,94pg kg ', dok se pri vidim koncentracijama AFB; (177,42ug kg ' i 308,13 pg kg ™)
uocava blagi pad u intenzitetu EPR sigala do koga verovatno dolazi usled kuplovanja radikala u
rastu¢i polimer lignina (Boerjan i sar., 2003; Lewis i Yamamoto, 1990). Pokazano je prvi put, u
ovoj disertaciji, da unutrasnja i spoljas$nja frakcija semena razliito reaguju na povecanje nivoa
kontaminacije aflatoksinom u odnosu na koncentraciju slobodnih organskih radikala. Dalja

istrazivanja bi omogucila detaljniji uvid o molekulskim strukturama koje doprinose ovim
promenama.
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Slika 4.27. (A) Reprezentativni simulirani (crna boja) i eksperimentalno dobijeni EPR spektri u X-oblasti na
sobnoj temperaturi, za unutrasnju (crvena boja) i spoljasnju (ljubicasta boja) frakciju semena kontaminiranog
aflatoksinom. Za dobijanje spektra primenjeno je 30 akumulacija. (B) Promena u koncentraciji u odnosu na
koncentraciju AFB; unutar iste frakcije (UF i SF su oznacene sa crnom i sivom bojom). Velika slova
predstavljaju razlike izmedu frakcija za svaku pojedina¢nu koncentraciju AFB;, dok mala slova prikazuju
razlike izmedu pojedinih koncentracija AFB; unutar zasebnih frakcija. Razli¢ita slova prikazuju statisticki
znacajne razlike.
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4.5.2. lIspitivanje uticaja aflatoksina na redoks status semena Zea mays L. primenom
dvodimenzionalnog (2D) EPR imidZinga

U literaturi nema puno podataka o slobodno-radikalskom metabolizmu semena koja sadrze
aflatoksine. U cilju ispitivanja uticaja prisustva aflatoksina u semenu kukuruza na njegov redoks
status, kao 1 na prostornu raspodelu slobodnih radikala, raden je dvodimenzionalni (2D) EPR
imidzing u L-oblasti na semenima (kontrola i kontaminirana) posle imbibicije odgovaraju¢om
spinskom probom. Na slici 4.28A dat je reprezentativan rezultat EPR imidzinga ispitivanih uzoraka
semena posle usvajanja 3-karboksi-proksil (3CxP) spinske probe. Na slici mogu da se uoce jasne
razlike u intenzitetu i prostornoj distribuciji 3CxP spinske probe kod kontrolnih uzoraka i
kontaminiranih aflatoksinom. To ukazuje na razli¢ito okruzenje spinske probe unutar analiziranih
semena. Intenzitet je vizuelizovan razli¢itom bojom od ljubiCaste ka crvenoj, koje oznacavaju
redom potprosecne i natproseéne vrednosti koncentracije spinski aktivne probe.

Poznato je da gaSenje EPR aktivnih spinskih proba uglavnom nastaje jedno-elektronskom
redukcijom u odgovaraju¢i EPR neaktivni oblik hidroksilamina (Maulucci i sar., 2016; Baci¢ i sar.,
2016), kao i redukcijom sa dvo-elektronskim donorima poput NADPH i tiola (Bacic i sar., 2016).
Osim toga, u prisustvu razli¢itih oksidanata mogu nastati oksoamonijum katjoni koji su takode EPR
neaktivni oblici. Stoga, kako je gaSenje spinski aktivne probe brze u kontaminiranim Semenima
nego u kontroli, moze da se zakljuci da je kontaminacija aflatoksinom dovela do promena redoks
statusa u semenu. Prema literaturnim podacima aflatoksini su fitotoksi¢na jedinjenja (Ismaiel i
Papenbrock, 2015), koja mogu dovesti do oksidativnih ostecenja u biljci, $to ide u prilog dobijenim
rezultatima. Osim toga, aminoksil spinske probe imaju antioksidativnu ulogu u bioloskim sistemima
(Utsumi i sar., 2006). Moze da se pretpostavi da je koncentracija endogenih ROS veca u
kontaminiranim uzorcima semena nego u kontroli, $sto moze dovesti do ubrzane redukcije spinske
probe i posledi¢no gaSenja EPR signala. Na slici 4.28B prikazana je projekcija 2D EPR imidzinga
nad sagitalnim presekom semena. Kada se posmatra distribucija 1 intenzitet ove probe duz
sagitalnog dela analiziranih semena, najizrazenija promena uocava se na vrhu kapice semena i u
njegovim povrsinskim slojevima. To je u skladu sa hidrofilnom prirodom 3CxP probe, koja ne
prolazi kroz ¢elijsku membranu i uglavnom se redukuje u ekstracelijskim kompartmentima.

A

oeubis Jojzo| yq3

Slika 4.28. Prostorna vizuelizacija signala 3CxP spinske probe kod kontrolnog uzorka (levo) i aflatoksinom
kontaminiranog semena (desno) (A) prikazan je 2D EPR imidizing i (B) njegova projekcija nad fotografijom
sagitalnog preseka semena (L-oblast). 2D EPR imidzing je raden u XY ravni u odnosu na samo seme. EPR
intenzitet signala izrazen je na osnovu skale za boju, pri ¢emu je najnizi (ili odsustvo) i najveci intenzitet
prikazan, redom ljubi¢astom i crvenom bojom.
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Takode, proucen je uticaj aflatoksina na redoks status semena nakon usvajanja 3-karbamoil-
proksil (3CP) spinske probe (Slika 4.29.). Princip delovanja ove spinske probe isti je kao i za 3CxP.
Osnovna razlika izmedu njih je u lipofilnosti, koja uti¢e na razli¢itu distribuciju unutar semena. To
ima uticaja i na vrstu redukujucih agenasa sa kojim stupaju u kontakt. Najjaci signal 3CP probe
zabeleZzen je u metabolicki aktivnijim strukturama semena, poput klice. Kao $to je navedeno,
uoceno gaSenje EPR signala ukazuje na promene u fiziologiji semena, kao i na redoks disbalans koji

je usmeren ka oksidativnom stresu.
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Slika 4.29. 2D EPR imidzing za kontrolno (levo) i aflatoksin-kontaminirano (desno) seme kukuruza
projekcija u ZX ravni (L-oblast). Signal poti¢e od 3CP spin aktivne probe.
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4.6. Analiza uzoraka fluorescentnom spektroskopijom

4.6.1. Analiza fluorescentin EEM i primena MCR-ALS algoritma

Na slici 4.30. prikazani su reprezentativni konturni grafici ekscitaciono-emisionih matrica
(EEM) za (A) komercijalno brasno kukuruza, (B) kontrolu (bez aflatoksina) i kontaminirane
uzorake semena sa AFB; koncentracije (C) 27 ug kg™ i (D) 486 pg kg *. Na slikama 4.31-4.34.
prikazani su emisioni spektri dobijeni ekscitovanjem na razli¢itim talasnim duzinama (EEM).
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Slika 4.30. Reprezentativni konturni grafici EEM (A) komercijalnog brasna kukuruza (B) kontrole
(bez aflatoksina) i kontaminiranih uzoraka semena sa AFB, koncentracije (C) 27 ug kg™ i (D) 486
ng kg *. Intenzitet fluorescencije izraen je na osnovu skale za boju od plave (minimum) ka
crvenoj (maksimum).
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Slika 4.31. Emisioni spektar komercijalnog uzorka kukuruznog bra$na, na razli¢itim
talasnim duzinama ekscitacije.

1,0

0,8 -

0,6

0,4

0,2

Intenzitet fluorescencije (A.U.)

0,0

350 460 4.%0 500 550
Talasna duzina emisije (nm)
Slika 4.32. Emisioni spektar kontrolnih uzoraka, tj. semena kukuruza kod kojih nije utvrdeno
prisustvo AFB;, na razli¢itim talasnim duzinama ekscitacije.
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Slika 4.33. Emisioni spektar nisko kontaminiranih uzoraka semena sa AFB; (27 pg kg™), na
razli¢itim talasnim duzinama ekscitacije.
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Slika 4.34. Emisioni spektar visoko kontaminiranih uzoraka semena sa AFB; (486 ug kg %),
na razli¢itim talasnim duzinama ekscitacije.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se uociti prisustvo intenzivnog pika fluorescencije u
spektralnom regionu koji obuhvata emisiju od 410 nm do 470 nm i ekscitaciju od 330 nm do 360
nm. Ove emisione trake su karakteristi¢ne za fluorofore fenolnih jedinjenja (Andersoni Mortensen,
2008; Christensen i sar., 2006). Takode, u ovom spektralnom regionu aflatoksin pokazuje
autofluorescenciju (Hashemi i sar., 2008). Kontrolni uzorci i komercijalno kukuruzno brasno
pokazuju slicne EEM-e. S druge strane, u uzorcima koji sadrze AFB; uocava se karakteristican
crveni pomeraj, koji je izrazeniji sa pove¢anjem nivoa kontaminacije, sto je u skladu sa literaturnim
podacima (Hashemi i sar., 2008).

Za analizu ovih multidimenzionalnih sistema, tj. EEM, koris¢ena je MCR-ALS metoda, u
cilju ekstrahovanja optimalnog broja ¢istih komponenti i njihovih spektralnih profila u cilju
utvrdivanja da li promena broja komponenti emisionih spektara i polozaja njihovih maksimuma u
uzorcima koji sadrze aflatoksin, moze biti indikator prisustva aflatoksina u semenu. Dobijeni
rezultati pokazuju da je broj optimalnih spektralnih komponenti 2 u svim ispitivanim uzorcima. Ove
komponente odgovaraju razli¢itim fluoroforama. Kod uzoraka komercijalnog kukruznog brasna 1

kontrole, prva spektralna komponenta (C1) ima polozaj emisionog maksimuma na oko 393 nm
(Slika 4.35A), a druga (C2) na oko 435 nm (Slika 4.35B).

Ispitivanjem uzoraka koji sadrze razli¢itu koncentraciju AFB1, pokazano je da su poloZaji
emisionih maksimuma kod obe spektralne komponente vise pomereni ka ve¢im talasnim duzinama
u odnosu na iste komponente analizirane kod kontrole i komercijalnog brasna. Takode, utvrden je
njihov crveni pomeraj sa porastom nivoa kontaminacije aflatoksinom. Kod uzoraka semena manjeg
(27 pg kgt i veéeg (486 pg kg™) stepena kontaminacije, pozicije emisionih maksimuma prve
komponente su bile, redom, na oko 402 nm i 420 nm. Druga spektralna komponenta pokazuje
emisioni maksimum na oko 442 nm. Poznato je da aflatoksin B; ima emsioni maksimum na oko
440 nm (Maragos i sar., 2008; Hashemi i sar., 2008). Medutim, uocava se da je oblik spektra druge
emisione komponente znatno slozeniji sa porastom nivoa kontaminacije (Slika 4.35B), sa
izraZenijim sekundarnim pikovima na oko 475 nm i 530 nm, $to nam ukazuje da koncentracija
AFB; moZe imati uticaja i na druge fluorofore u semenu, koje mogu biti izmenjene u uslovima
oksidativnog stresa.
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Slika 4.35. Preklapanje emisionih profila prve (A) i druge (B) spektralne komponente i njihovih
ekscitacionih (koncentracionih) profila (C, D), redom. Razli¢ito obojene krive odgovaraju ispitivanim
uzorcima: crna -komercijalno kukuruzno brasno, zelena- kontrola, roza i tirkizna se odnose na uzorke

semena ¢ija je koncentracija AFB; (27 ug kg™) i (486 pg kg™).

Na slici 4.35C i 4.35D dati su odgovarajuci ekcitacioni (ili koncentracioni) profili prve i
druge komponente (4.35A i 4.35B). Naime, ekscitacioni profili su u korelaciji sa kvantnim
prinosima odgovarajucih fluorofora u ispitivanim uzorcima. U tabeli 4.16. prikazane su povrsine
prve 1 druge spektralne komponente, koje su dalje pomnozene sa odgovarajué¢im ekscitacionim
profilima. Zatim, odreden je odnos izmedu povrsina prve i druge spektralne komponente C1/C2 na
razli¢itim talasnim duzinama ekscitacije (Tabela 4.17.). Na osnovu dobijenih rezultata, moze da se

zakljucida je odnos C1/C2 proporcionalan intenzitetu kontaminacije aflatoksinom.

Tabela 4.16. Izracunate povrSine za komponentu 1 (C1) i 2 (C2) dobijene
MCR-ALS analizom EEM za ispitivane uzorke kukuruza.

Uzorci Povr§ina C1 Povrsina C2
(A.U) (A.U)
Kontrolni uzorci 15,879 17,753
Niska kontaminacija 17,640 17,844
Visoka kontaminacija 18,340 18,137
Komercijalno Brasno 15,627 17,873
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Iz podataka datim u tabeli 4.17. moze da se uoci sli¢an trend promene na razli¢itim talasnim
duzinama ekscitacije izmedu posmatranog odnosa komponenti C1/C2 kod svih ispitivanih uzoraka.
Rezultati pokazuju da je odnos C1/C2 najveéi kod visoko-kontaminiranih uzoraka semena, na svim
talasnim duzinama ekscitacije. Na slici 4.36. dat je odnos C1/C2 na talasnoj duzini ekscitacije od
350 nm. Dobijene su sli¢ne vrednosti odnosa C1/C2 za uzorke komercijalnog kukuruznog brasna i
kontrolni uzorak. Na osnovu modela linearne regresije procenjena je veza izmedu odnosa C1/C2 i
koncentracije AFB; u ispitivanim uzorcima. Izmedu ovih varijabli utvrden je visok stepen
korelacije (R?=0,999, p = 0,0099), uprkos niskom stepenu slobode, $to pokazuje da se odnos C1/C2
moze koristiti kao indikator stepena kontaminacije semena kukuruza aflatoksinom Bj.

Tabela 4.17. Vrednosti odnosa povrsina komponente 1 i komponente 2 (C1/C2), na razli¢itim
talasnim duzinama pobudivanja.

Odnos C1/C2
Ekscitacija Niska- Visoka- Komercijalno
(nm) Kontrola kontaminacija kontaminacija brasno
kukuruza
310 0,326 0,691 7,312 0,354
320 0,271 0,597 6,534 0,295
330 0,206 0,491 4,807 0,233
340 0,143 0,372 2,827 0,162
350 0,071 0,192 1,431 0,090
1,6+
A =0.0028x + 0.0936 1 ,431
1,24 o
i O 0 100 200 :e‘;](u:/ec;) 500 600
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=
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Slika 4.36. Odnos povrsina komponenti C1/C2 za ispitivane uzorke (kontrola, nisko- i visoko
kontaniminirana semena kukuzra, komercijalno brasno kukuruza (KB), na talasnoj duzini ekscitacije
od 350 nm. U ise&ku slike nalazi se grafik linearne regersije i koeficijent odredivanja (R?*= 0,999).
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4.6.2. Analiza EEM-a i primena log-normal algoritma

Na slici 4.37A dati su reprezentativni konturni grafici EEM unutra$nje i spoljasnje frakcije,
izmerene za kontrolne uzorke i semena visoko-kontaminirana aflatoksinom. Uocavaju se dva
spektralna regiona, pri ¢emu drugi region (480-530 nm) ima znanto izraZeniju fluorescenciju kod
spoljasnje frakcije semena u odnosu na unutrasnju frakciju. Autofluorescencija spoljasnjeg omotaca
semena uglavnom poti¢e od lignina. Zbog prisustva viSe fluorofora u ligninu, pokazan je
karakteristi¢an Sirok spektralni opseg emisije. U istom spektralnom regionu fluoresciraju jo§ neka
jedinjenja, poput, ferulinske kiseline, flavona, nakon UV-VIS ekscitovanja (Donaldson, 2020;
Hashemi i sar., 2008). Uocena promena u intenzitetu u ovom spektralnom regionu, moze ukazati na
promene u ligninu kod spoljasnje frakcije u visoko-kontaminiranim uzorcima.
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Slika 4.37. Reprezentativni primer za (A) konturne grafike EEM za unutrasnje (a-kontrola, b-visoko-
kont.) i spoljasnje (c-kontrola, d-visoko-kont.) frakcije semena. (B) dekonvoluiran emisioni spektar (Ex
360 nm) pomocu 4(Cetiri)- komponentnog log-normal modela; C1-C4, spektralne komponente. (C)
pozicije log-normal komponenti dobijenih dekonvolucijom,u funkciji talasne duzine ekscitacije, nakon
dekompozicije emisionog spektra. * err, err?/N, Rﬁdj — statisti¢ki parametri dekonvolucije.
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Rezultati dekonvolucije emisionih spektara primenom log-normalnog algoritma su pokazali
prisustvo Cetiri komponente sa polozajima emisionih maksimuma na oko 420 nm, 460 nm, 480 nm 1
520 nm, redom. Reprezentativni primer dekonvolurianog emisionog spektra nakon ekscitacije na
360 nm, dat je na slici 4.37. Kao $to se moze uociti sa grafika prikazanog na slici 4.37C, pozicije
emisionih komponenti C1, C2, C3 i C4 na razli¢itim talasnim duzinama ekscitacije ostaju relativno
stabilne, §to potvrduje tacnost fitovanja (Rﬁd]— = 0,99946). Pokazano je da pozicije ovih emisionih

maksimuma odgovaraju fluoroforama lignina (Radoti¢ i sar.,2006; Djikanovi¢ i sar., 2007). Radoti¢
I sar. (2006) utvrdili su da i najednostavniji model lignina, poput dehidrogenativnhog polimera
(DHP), se sastoji od nekoliko fluorofora koje pokazuju heterogenu fluorescenciju u plavo-zelenom
spektralnom regionu. Naime, fluorofore lignina su razli¢ite molekulske vrste unutar polimera koje
emituju na razli¢itim talasnim duzinama (Radoti¢ i sar., 2006). Poznato je da postoje najmanje tri
tipa fluorofora, uglavnom struktura bifenila, koniferil alkohola i stilbena, sa razli¢itim
supstituentima (Machado i sar., 2001). Dobijeni rezultati o polozajima emisionih komponenti
dobijenih dekonvolucijom su u saglasnosti sa literaturnim podacima (Djikanovi¢ i sar., 2007;
Donaldson i sar., 2010). Emisioni region od 480 nm do 530 nm odgovara tzv. zelenoj komponenti
C4. Ustanovljeno je da zelene spektralne komponente u spektrima lignina mogu se pripisati delu
strukture lignina koji se sastoji od lanaca konjugovanih C=C i C-C veza, §to pruza rigidnost
molekulu. U literaturi, ova vrsta strukture je povezana sa odgovorom na spoljasnji stres, kao §to je
na primer mehanic¢ki (Machado i sar., 2001). Stoga, izrazenija C4 komponenta moze odgovarati
rigidnijoj strukturi ligninskog polimera u spoljasnjem delu semena, u zaStitnom odgovoru na
kontaminaciju aflatoksinom. Zatim, ispitana je zavisnost izmedu povrsine C4 komponente (520 nm)
I koncentracije AFB;ikod unutrasnje i spoljasnje frakcije semena. Utvrdena je znacajna pozitivna
linearna zavisnost izmedu povr$ine C4 komponente i koncentracije AFB; u spoljasnjoj frakciji
semena (R=0,980, p<0,01) (Slika 4.38.), sto moze biti pogodan indikator za pracenje promena
lignina u odnosu na nivo AFB; u semenu, a samim tim i na kapacitet njegove zastite.

0,24 ; , ; .

0,22+

Y=0,0003x + (,1334
0,20 2
’ r=0,980

0,18 -

Komponenta 4 (C4)

0,16 -

0,144 ® [

T ¥ 1 S 1 2 T o 1 = 1 2 1 >
0 50 100 150 200 250 300 350
Koncentracija AFB1 (ug kg?)

Slika 4.38. Korelacija izmedu povrsine C4 komponente i sadrzaja AFB; u spoljasnjoj frakciji
semena (r=0,980, p< 0,01).
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4.6.3. Primena linearne diskriminacione analize (LDA) na podatke fluorescentnih
spektara dobijenih merenjem intaktnih semena

Na slici 4.39. dat je prikaz usrednjenih fluorescentnih spektara kontrole (bez aflatoksina) i
semena u kojima je utvrdena visoka koncentracija AFB;. U analiziranom emisionom spektralnom
regionu od 360 do 800 nm, pri talasnoj duzini ekscitacije od 340 nm, uocavaju se razlike u poziciji
emisionog maksimuma i obliku spektra izmedu kontrolnih i kontaminiranih uzoraka. Kako je
fluorescencija emitovana sa povrSine semena moze da se pretpostavi da su navedene promene
povezane sa prisustvom fluorofora u semenom omotacu, tj. ¢elijskom zidu koji je izgraden
uglavnom od lignina. U istom spektralnom regionu takode pokazuju fluorescenciju (Donaldson,
2020). Zabelezen crveni pomeraj pozicije emisionog maksimuma spektra kod uzoraka
kontaminiranih aflatoksinom u odnosu na kontrolu, je pokazan i ranije u literaturi.
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Slika 4.39. Normalizovani usrednjeni fluorescentni spektri snimljeni na povrsini
dorzalne strane celog semena kukuruza, kontrola (puna linija) i aflatoksin visoko-
kontaminirana (isprekidana linija) za talasnu duzinu ekscitacije od 340 nm.

Na slici 4.40. data je slika izgleda semena kukuruza kori§¢enih u ovoj studiji, kontrola (levo)
i visoko-kontaminirana semena (desno). Interesantno da se ovi uzorci nisu vizuelno razlikovali. U
literaturi je pokazano da semena mogu da sadrze visoke koncentracije aflatoksina, iako na izgled
izgledaju zdrava, kao i obrnuto (Bullerman, 1979; Abbas i sar., 2009).

Slika 4.40. Vizuelni prikaz kontrole (levo) i visoko-kontaminiranih (desno)
uzoraka Zea mays L. semena.
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Linearna diskriminaciona analiza (LDA) je primenjenana rezultatima evaluiranim metodom
glavnih  komponenti (PCA). Naime, problem multikolinearnosti je Cesto prisutan u
spektrofluorimetriji. Da bi se reSio ovaj problem, upotrebljena je PCA analiza koja omogucava
transformaciju korelisanih varijabli (prediktora) u skup nekorelisanih varijabli, koje se oznacavaju
glavnim komponentama. Zadrzane su prve dve glavne komponente koje definiSu 78, 3% ukupne
varijacije. Rezultati ove dve glavne komponente su ulazni podaci za LDA. Graficki prikaz skorova
za prve dve glavne komponente je dat na slici 4.41. Uocava se jasna diskriminacija kontrole i
visoko-kontaminiranih uzoraka semena. Cinjenica je da je ova diskriminacija postignuta samo na
PC2 dimenziji. Leva strana grafikona pokazuje histograme PC2 rezultata za ovde dve grupe.
Pocetni skup podataka je bio podeljen na trening i test (u odnosu 46:15). Rezultati primene LDA
sumirani su u matrici konfuzije koja je data u tabeli 4.18. Pouzdanost klasifikacije od 100%
dobijena je u oba seta. To pokazuje da ovaj metod moze uspesno da razlikuje kontaminirana semena
od nekontaminiranih.
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Slika 4.41. Dijagram rasipanja skorova koji odgovaraju kontrolnim uzorcima i semenima kontaminiranim
aflatoksinom u prostoru za prve dve glavne koponente. Svaki skor odgovara jednom semenu. Sa leve
strane prikazani su histogrami skorova druge glavne komponente ove dve grupe.

Tabela 4.18. Matrica konfuzije za trening- i test- uzorke za dve klase, uzorke (NK) bez
aflatoksina i (K) koji sadrze AFB;.

Predvidena pripadnost grupi

Grupa  Nekontaminirana Kontaminirana Ukupno

' broj NK 35 0 35

Trening K 0 11 11
set? % NK 100 0 100
K 0 100 100

broj 10 0 10

b C 0 5 5

Test set K 100 0 100
C 0 100 100

%Svi trening uzorci su korektno klasifikovani, "Svi test uzorci su korektno klasifikovani.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata predstavljenih u okviru ove disertacije mogu se izvesti slede¢i zakljuécei koji su
sagledani u dve celine:

1. Fizickohemijskom karakterizacijom semena kukuruza razli¢itog nivoa kontaminacije
aflatoksinom, utvrdeno je sledece:

R/
A X4

U ispitivanim metanolnim ekstraktima semena kukruza identifikovano je ukupno petnaest
razli¢itih jedinjenja, medu kojima su razlicite klase konjugata poliamina, glicerola i
flavonoidnih glikozida. Dominantni su konjugati poliamina tj. hidroksicinami¢ni kiseli
amidi.

U ispitivanim hidrolizatima semena kukuruza pronadeno je ukupno Sesnaest razlicitih
jedinjenja. Najzastupljenije su bile fenolne Kkiseline ferulinska, p-kumarinska i
izoferulinska kiselina.

Pokazan je sli€an fenolni profil kod kontrolnih uzoraka (semena bez aflatoksina) i
uzoraka sa razli¢itim sadrzajem aflatoksina, kako u metanolnim ekstraktima, tako i u
hidrolizatima semena. Dobijeni rezultati pokazuju da prisustvo aflatoksina ne uti¢e na
sastav fenolnih jedinjenja u semenu, tj. na njegov fenolni profil.

Utvrdeno je da sadrZaj 1 odnos specifi¢nih fenolnih jedinjenja zavisi od koncentracije
aflatoksina u semenu.

Po prvi put je ustanovljena dozno-zavisna veza izmedu odnosa zbira konjugata putrescina
i spermidina P/S i koncentracije AFB; u metanolnim ekstraktima ispitivanih uzoraka
semena.

Pokazano je da su konjugati spermidina, dikumaroilspermidin i kumaroilferuloil
spermidin, dominantna jedinjenja u metanolnim ekstraktima semena bez toksina
(kontrola) i sa nizim nivoom kontaminacije. U visoko-kontaminiranim uzorcima semena
je utvrdeno da preovladuju konjugati putrescina i1 to uglavnom konjugati diferuloil
putrescina i kumaroilferuloil putrescina. Utvrdena je visoka korelacija izmedu razlicitih
tipova konjugata putrescina, kao i izmedu razlic¢itih vrsta konjugata spermidina.

Utvrdeno je da sadrzaj 1 odnos pojedinih konjugata poliamina moze da varira u
unutras$njoj i spoljasnjoj frakciji semena zavisno od nivoa kontaminacije aflatoksinom.
Utvrden je veci sadrzaj fenolnih kiselina i dehidrodimera ferulinske kiseline u hidrolizatu
spoljaSnje frakcije semena nego unutrasnje.

Sa porastom nivoa kontaminacije semena aflatoksinom utvrdeno je smanjenje u sadrzaju
p-CA i FA i povecanje ovih kiselina pri visim nivoima kontaminacije semena kukuruza.
Prisustvo visokih koncentracija aflatoksina u semenu dovelo je do povecanja ukupnog
sadrzaja fenolnih jedinjenja (TPC).

Pri viSim nivoima kontaminacije u spoljasnjim frakcijama semena povecan je sadrzaj
lignina.

Koncentracija aflatoksina utice na promenu ukupnog antioksidativnog kapaciteta semena,
a koje se ogleda smanjenjem ukupne antioksidativne aktivnosti pri viSim nivoima
kontaminacije AFB;.

Rezultati PCA pokazuju jasno razdvajanje kontrolnih uzoraka i uzoraka u kojima je nizi
nivo kontaminacije (od 6, 75 do 61pg kg-*) od visoko kontaminiranih (od 105 pg kg-* do
308, 13ug kg-l), na osnovu veceg sadrzaja jona metala Zn 1 Mn 1 nizeg sadrzaja Ca i Na.
Utvrdena je znacajno visoka linearna zavisnost izmedu sadrzaja Zn, kao i sadrzaja Mn, sa
koncentracijom AFB;. Pokazana je visoka pozitivna korelacija Zn i Mn.
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% Utvrdena je razlika u sadrzaju slobodnih organskih radikala izmedu unutrasnje i
spoljasnje frakcije sa porastom kontaminacije.

% Kod spoljasnje frakcije semena dolazi do smanjenja EPR signala pri vi$im nivoima
kontaminacije, Sto moze ukazati na mehanizam lignifikacije koji obuhvata neenzimsko
kuplovanje medu organskim radikalima.

¢ 2D EPR imidzingom utvrdeno je da prisustvo aflatoksina uti¢e na redoks satus semena.
Kako spinske probe imaju ulogu antioksidanata, vece gasenje EPR signala u
kontaminiranom uzorku semena je verovatno posledica stanja oksidativnog stresa u
kojem je koncentracija ROS uvecana. Dobijeni rezultati, takode, su pokazali razli¢itu
prostornu distribuciju spinskih probi u analiziranim semenima. 3CxP je viSe zastupljenija
u povrsinskim delovima semena, dok je 3CP u klici.

Na osnovu navedenog se moze izvesti opsti zakljuCak: Prvi put (prema nasim saznanjima)
pokazan je dvofazni odgovor semena kukuruza sa porastom koncentracije aflatoksina. Definisan
je odnos P/S (odnos suma konjugata spermidina i putrescina), a koji se moze uzeti kao indikator
nivoa kontaminacije semena kukuruza aflatoksinom. Uocene varijacije u ukupnoj antioksidativnoj
aktivnosti (TAA) 1 ukupnom sadrzaju fenola (TPC) mogu podrzati ovaj dvofazni odgovor. Naime,
u uzorcima semena viseg nivoa kontaminacije aflatoksinom, moze da se pretpostavi da dolazi do
stanja oksidativnog stresa (promene u redoks statusu semena pokazani EPR imidzingom), a koje
se manifestuje uglavnom smanjenjem ukupne antioksidativne aktivnosti (TAA) i povecanjem
sadrzaja ukupnih fenola (TPC), konjugata putrescina (pretezno diferuloilputrescina), Zn 1 Mn.
Stoga, ovi parametri su izdvojeni kao moguc¢i markeri nivoa kontaminacije. Medutim, osim
navedenih rezultata, mogu se izdvojiti i drugi parametri kao potencijalni markeri, $to bi bio
predmet daljih ispitivanja. Pored toga, pri viSim nivoima kontaminacije aflatoksinom u spoljasnjoj
frakciji semena utvrdeno je povecanje sadrzaja lignina i jedinjenja koja se u literaturi oznacavaju
kao markeri lignifikacije (ferulinska i p-kumarinska kiselina), kao i smanjenje sadrzaja slobodnih
organskih radikala, §to moze ukazati da je proces lignifikacije jedan od mehanizama zastite
semena od stresa izazvanim aflatoksinom.

2. U ovom radu pokazano je da se spektrofluorimetrija zajedno sa naprednim statistickim
metodama spektralne analize, moze uspeSno primeniti u ispitivanju varijacija parametara
emisionog profila semena kukuruza kada je kontaminacija aflatoksinom u pitanju. Na
osnovu dobijenih rezultata mogu da se izdvoje slede¢i parametri kao indikatori
kontaminacije semena kukurza aflatoksinima:

% U konturnim graficima EEM (Ex 300-360nm/Em 350-550 nm) kod kontrolnih uzoraka,
komercijalnog kukuruznog brasna, kao i uzoraka semena sa razliitim nivoom
kontaminacije aflatoksinom, utvrdeno je prisustvo intenzivnog fluorescentnog
spektralnog regiona, a koji potice od razlic¢itih fluorofora u uzorku.

¢ Utvrdena je sli€nost u emisionim profilima izmedu kontrolnih uzoraka semena i
komercijalnog kukuruznog brasna, dok je u odnosu na ove uzorke kod kontaminiranih
semena aflatoksinom primeéen pomeraj ka dugotalasnom delu spektra, tzv. crveni
pomeraj, a koji je bio izrazeniji sa povec¢anjem kontaminacije.

% Primenom MCR-ALS na EEM (Ex 300-360nm/Em 350-550nm) utvrdeno je da je
optimalni broj emisionih komponenti 2 (ozna¢ene C1 i C2) u emisionim spektrima
ispitivanih uzoraka. Pozicija njihovih emisionih maksimuma bila je priblizno ista za
kontrolni uzorak i uzorak komercijalnog brasna kukuruza. Kod kontaminiranih uzoraka
doslo je do pomeranja pozicije emisionog maksimuma ka dugotalasnom delu spektra
(tzv. crveni pomeraj), u odnosu na kontrolne uzorke.

% Dobijeni rezultati su pokazali da odnos povrsina dve spektralne komponente C1/C2
proporcionala nivou kontaminacije aflatoksinom B;.
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Konturni grafici EEM (Ex 310-380 nm/Em 350-550 nm) su pokazali jasnije razdvajanje

dva spektralna regiona kod spoljasnjih frakcija semena nego kod untrasnjih, pri ¢emu je

kod kontaminiranih uzoraka fluorescentni signal u spektralnom regionu 480-530 nm za
koji se pretpostavlja da potice od lignina, znatno izrazeniji.

%+ Dekonvolucijom fluorescentnih spektara log-normal algoritimom pokazano je prisustvo
Cetiri emisione komponente (C1-C4) sa pozicijama maksimuma emisije na talasnim
duzinama 420 nm, 460 nm, 480 nm 1 520 nm.

s Utvrdena je znacCajno visoka linearna pozitivnha korelacija izmedu povrSine zelene
spektralne komponente C4 (520 nm) i koncentracije aflatoksina u spoljasnjoj frakciji
semena.

% LDA je pokazala pouzdanost od 100% u klasifikaciji uzoraka nepoznatog statusa

kontaminacije u jednu od dve postojeCe grupe (nekontaminirane i aflatoksinom-

kontaminirane).

Kako standardne analiticke metode koje se koriste za odredivanje aflatoksina zahtevaju
prethodnu pripremu uzoraka i ekstrakciju aflatoksina iz uzoraka, a koja moze da bude nepotpuna,
primenjeni analiticki postupak moze biti osnova za razvijanje metoda za brzu i jednostavnu
procenu stepena kontaminacije uzoraka semena kukuruza aflatoksinima. Kao indikatori
kontaminacije aflatoksinima izdvajaju se odnos povrSina emisionih spektralnih komponenti
(C1/C2), pomerenje polozaja emisionog maksimuma ka veéim talasnim duzinama (crveni
pomeraj), povecanje povrsine zelene spektralne komponente.
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7. BIOGRAFIJA

Dragana (Dragan) Bartoli¢ je rodena 23. januara 1985. godine u Beogradu, gde je zavrSila osnovnu
Skolu i Tre¢u beogradsku gimnaziju. Osnovne studije na Hemijskom fakultetu, Univerziteta u
Beogradu, smer Diplomirani biohemiar zavrSila je 2013. godine. Iste godine upisala je master
akademske studije na Fakultetu za Fizicku hemiju, Univerziteta u Beogradu, Odsek za biofizicku
hemiju, koje je zavrSila 2014. godine sa prose¢nom ocenom 9,75 (devet i 75/100). Doktorske
akademske studije na studijskom programu ,,Hemija“ pri Katedri za analitiCku hemiju Univerziteta
u Beogradu - Hemijskog fakulteta upisala je skolske 2015/16. godine. VVolontirala je na Univerziteta
u Beogradu-Institutu za multidisciplinarna istrazivanja, Univerziteta u Beogradu, na Odseku za
nauke o Zivim sistemima, od 2013 do 2018. godine. Dragana Bartoli¢ je kao stipendista pohadala
slede¢e skole: 46th IFF Spring School of Functional Soft Matter, Forschungszentrum Jiilich,
Nemacka (23. 02. do 06. 03. 2015. godine), 47th IFF Spring School ,,Memristive Phenomena -
From Fudamental Physics to Neuromorphic Computing®, Forschungszentrum Jiilich, Nemacka
(22. 02. do 04. 03. 2016. godine), ,,Nerka 7, regionalna Skola biofizike sponzorisana od strane
IUPAB-a (International Union of Pure and Applied Biophysics) Kotor, Crna Gora (04-08. oktobar
2018. godine), Il Multiforesee CA16101 training school on molecular imaging in forensics,
Mastriht Holandija (10-13. decembra 2018. godine). Od decembra 2018. godine zaposlena je kao
istrazivac-pripavnik, a od 2020. godine kao istrazivac-saradnik, na Odesku za nauke o Zivim
sistemima Univerziteta u Beogradu-Instituta za multidisciplinarna istrazivanja, na projektu
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja pod nazivom: ,Ispitivanja odnosa struktura-
funkcija u cCelijskom zidu biljaka 1 izmene strukture zida enzimskim inZenjeringom*(br.173017),
pod rukovodstvom dr Ksenije Radoti¢ Hadzi-Mani¢. Pored toga, Dragana Bartoli¢ je bila uc¢esnik
COST akcije (br. 16101) pod nazivom ,,Multi-modal imaging of forensic science evidence - tools
for Forensic Science* u okviru kojeg je boravila kao STSM istraZiva¢ na Univerzitetu u Mastrihtu
(Multi-Modal Molecular Imaging, M4I) u istrazivackoj grupi Prof. dr. Ron Heeren, Mastriht,
Holandija (04-29 marta 2019. godine). Kandidatkinja je u¢esnik u COST akciji (br. 17111) pod
nazivom ,,Data integration to maximise the power of omics for grapevine improvement” (od 2018.
godine-). Ucesnik je na projektu (br. 6039613) pod nazivom ,,Detekcija i kvantifikacija bioaerosola
znacajnih za zdravlje ljudi i biljaka u realnom vremenu “Fonda za Nauku Republike Srbije u okviru
programa PROMIS (od 2020. godine-). Kandidatkinja je ucestvovala u Evropskoj no¢i istrazivaca
odrzanoj 27. septembra 2019. godine, u okviru projekta ,,The Road to Friday of Science-ReFocuS
2.0 koji finansira Evropska komsija u okviru ,,Horizon 2020 programa za istraZivanje i
inovacione deltanosti. Kandidatkinja je istraziva¢ Centra za zelene tehnologije, Insitituta za
multidisciplinarna istrazivanja Univerziteta u Beogradu (centar izuzetnih vrednosti). Clan je
Drustva za fiziologiju biljaka Srbije. Dragana Bartoli¢ je do sada objavila devet nau¢nih radova u
medunarodnim ¢asopisima i to jedan rad u medunarodnom ¢asopisu izuzetnih vrednosti (kategorija
M21a), pet radova u vrhunskim medunarodnim €asopisima (kategorije M21), dva rada u istaknutim
medunarodnim cCasopisima (kategorije M22) 1 jedan rad u medunarodnom casopisu (kategorija
M23). Pored toga, bila je ucesnik na vise medunarodnih konferencija iz ¢ega je proisteklo Sesnaest
naucnih saopS$tenja: osam saopStenja sa medunarodnih skupova Stampanih u celosti (kategorije
M33) i osam saopstenja sa medunarodnih skupova Stampanih u izvodu (kategorije M34). Rezultati
ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije objavljeni su u 4 nau¢na rada. Tri nauc¢na rada su
objavljena u vrhunskom medunarodnom casopisu (M21) i jedan rad u istaknutom medunarodnom
casopisu (M22). Pored toga, rezultati su prezentovani na nau¢nom skupu medunarodnog znacaja
Stampano u izvodu.
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1. Bartoli¢, D., Stankovi¢, M., Mutavdzi¢, D., Stankovi¢ S., Jovanovi¢ D., Radoti¢ K. 2018.
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SaopStenje sa medunarodnog skupa Stampano u izvodu (M34):

1. Bartoli¢ Dragana, Stankovi¢ Mira, Mojovi¢ Milo§, Maksimovi¢ Vuk, Radoti¢ Ksenija.
(2018). Non-invasive mapping of redox status in the aflatoxin-stressed maize and wheat
seeds by 2D electron paramagnetic resonance imaging. 3rd International Conference on
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8. 1IZJAVA OAUTORSTVU

Ime i prezime autora: Dragana D. Bartoli¢
Broj indeksa: DH05/2015

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom:

,,Indikatori kontaminacije semena kukuruza ( Zea mays L.) aflatoksinima™

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;
e da disertacija u celini i u delovima nije bila predlozena za sticanje druge diplome prema

studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krsila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

U Beogradu, Potpis autora
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9. 1IZJAVA O ISTOVETNOSTI STAMPANE I ELEKTRONSKE
VERZIJE DOKTORSKOG RADA

Ime i prezime autora: Dragana D. Bartoli¢
Broj indeksa: DH05/2015
Studijski program: Doktor hemijskih nauka

Naslov rada: ,,Indikatori kontaminacije semena kukuruza (Zea mays L.) aflatoksinima®.

Mentori: dr Rada Baosi¢, vanredni profesor Univerziteta u Beogradu - Hemijskog fakulteta i dr
Ksenija Radoti¢ Hadzi-Mani¢, nauc¢ni savetnik Univerziteta u Beogradu - Instituta za
multidisciplinarna istrazivanja.

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju
sam predala radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora
nauka, kao sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

U Beogradu, Potpis autora
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10. 1ZJAVA O KORISCENJU

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢" da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

,Indikatori kontaminacije semena kukuruza (Zea mays L.) aflatoksinima”, koja je moje
autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje. Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu i dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u
odabranom tipu licence.

Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

Autorstvo (CCBY)

Autorstvo -nekomercijalno (CCBY-NC)

Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada (CCBY-NC-ND)
Autorstvo -nekomercijalno - deliti pod istim uslovima (CCBY-NC-SA)
Autorstvo -bez prerada (CCBY-ND)

Autorstvo - deliti pod istim uslovima (CCBY-SA)

o gk whE

(Molimo da zaokruzite samo jednu od sest ponudenih licenci. Kratak opis licenci je sastavni
deo ove izjave).

U Beogradu, Potpis autora

9’2/&{4 atle, 6o, J/C(/f\
7 L
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Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako
se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u
komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i
javno saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime . autora na nac¢in odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se
ogranic¢ava najveci obim prava koriséenja dela.

Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom
licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

Autorstvo - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora
na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela.

Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nac¢in odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno
licencama otvorenog koda.
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