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Al Od Sestdesetih let prejSnjega stoletja je morjegmsov do tedaj Se neraziskan

neznanih in potencialno uporabnih spojin, kar p@& mi presenetljivo saj voc
predstavlja ve& kot 70 % povrSine Zalje. Raziskovalci so se sprva usmeri
bakterije in alge, kasneje tudi v spuzve, koratehkuzce in glive. Za slednje
mislili, da ne nadgujejo naravnih slanih okoljih, a so raziskave mdde njihovc
prisotnost. Sposobne so prilagoditve na spawfirazmere, predvsem na Eanc
slanost in zmanjSano vodno aktivnost. Zato jih ¢am$o med halfilne in
halotolerantne glivev nasi raziskavi smo préavali bioloSko aktivnost etanolnih
acetonskih ekstraktov 39 sevov gliv redturotiales in Saccharomycetales,
pridobljenih povéini s solin po svetu in iz Arktike. Sewsmo gojili na gojigu YNB
in gojiu YNB z 10 % NaCl, saj nas je zanimal vpliv soli ImaloSko aktivhos
sevov. Testirali smo hemolitio aktivnost, inhibicijo encima acetilholinestezaz
(AChE) in protibakterijsko aktivnost proti po Gramagativni bakterijEscherichia
coli in po Gramu pozitivni bakterijBacillus subtilis. Organski ekstrakti sdili
izjemno aktivni, saj je vsaj eno od aktivnost iataz 38 sevov.Hemoliza se |
pojavila pri 69 % sevov (pri seviBmericella stella-maris, Emericella discophora in
Penicillium expansum celo pri vseh testiranih ekstraktiigncim acetilholinestera:
so inhibirali sledé& sevi vrst:Aspergillus tubingensis, Emericella stella-maris, Em.
discophora, Eurotium amstelodami, Eu. herbariorum, Eu. repens in Penicillium
polonicum. Protibakterijsko aktivnost proti vrdiischerichia coli smo zaznali pri 74
% sevov, protBacillus subtilis papri 56 %. Med aktivnimi sevi je bilo 12 taksni
ki so imelimocno protibakterijsko aktivne ekstrakte. Te smo zautili v razmerju
1:10 in 1:100 ter jih ponovno testirali. BioloSkétignost preiskovanih sevov je
dodatek soli najukrat zmanjsal.
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Since 1960s, sea has becameea and still underexploited resource of unkn
and potentially useful compounds. This fact is hasirprising if one takes in
consideration that water represents more than 76f %e Earth's surfacelhe
researchers had initially focused on marine betarid algaeand later also ¢
sponges, corals, molluscs and fungi. Fungi wergallyi considered not abléo
inhabit the natural saline environments but stuti@se confirmedhem. They ar
able to adapt to conditions of increased salinityl alecreased water activity.
Because of this they are considered tohbphilic or halotolerant fungi. In o
study, we studied the biologicactivity of ethanol and acetone extracts of 38ist
of fungi from the order&urotiales andSaccharomycetales. Most of them have be
isolatedfrom the salterns around the world, and from thieti& enviroment. Eac
strain was grown on YNB medium, and on YNB mediumthvadded10% NaCl
since we were interested in the impact of Na@Glthe biological activity of tr
strains. We tested hemolytic activity, inhibitiohazetylcholinesterase (AChE) &
antibacterial activity against Gram-negative baataerEscherichia coli and Gram-
positive bacteriunBacillus subtilis. Organic extracts have proven to be extrer
active since 38 strains exerted at least one &ctidiemolysis occurred in 6% of
the strains Emericella stella-maris, Emericella discophora and Penicillium
expansum exerted it in all tested extractshcetylcholinesterase inhibition w
achieved byAspergillus tubingensis, Emericella stella-maris, Em. discophora,
Eurotium amstelodami, Eu. herbariorum, Eu. repens, and Penicillium polonicum.
Antibacterial activity againsEscherichia coli was present in 7% of the strain:
and againsBacillus subtilis in 56 % of strains. Twelwe out @ctive strains he
strong antibacterial activity. They were subsagudiluted at ratios of 1:10 a
1:100 before they were teste8iological activity of the investigated stra
decreased with adition of salt.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

YNB A acetonski ekstrakti gliv, ko sastle na YNB goji&u
YNB E etanolni ekstrakti gliv, ki sastle na YNB goji&u
Y+10 A acetonski ekstrakti gliv, la gastle na goji&i z dodanim 1@dstotnim

natrijevim kloridom

Y+10 E etanolni ekstrakti gliv, ki sastle na goji&u z dodanim 1@&dstotnim
natrijevim kloridom

av vodna aktivnost

S.S. koncentracija suhe snovi

H hemoliza

AChE acetilholinesteraza

Ec Sirina inhibicijske cope protibakterijskem testu profischerichia coli

Bs Sirina inhibicijske cope protibakterijskem testu pra8acillus subtilis
MIK minimalna inhibitorna kondeacija, 0z. najniznja koncentracija aktivne

snhovi, ki Se vedno Iniha rast bakterij
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1 UvOD

Glive, obseZna evkariontska skupina organizmowlgievljajo le del biosfere, a je njihov
vpliv opazen tako v Zivljenjskih okoljih ljudi kot naravnih okoljih. Med in predvsem
proti koncu rasti gliv nastajajo spojine, nepotrelra rast ali energijsko zalogo, vendar
potencialno toksne za rastline, zivali ali mikroorganizme. difgo teh snovi imenujemo
sekundarni produkti in so ketmo steroidi, karotenoidi, alkaloidi, ciklopepti#&marini in
podobne spojine (Samson in sod., 2004). Sekungaodukti pogosto sluzijo kot obramba
in s tem poveéajo moznosti prezivetja gliv. Odpornost napaderjegaaraven evolucijski

odgovor, odvisen od prisotnosti teh snovi.

Raznoliki habitati s specifnimi razmerami (predvsem s skrajnostnimi tempeeetuy pH,
sevanjem, pritiskom, slanostjo, izsuSevanjem ...)naeeljeni z visoko specializiranimi
organizmi — ekstremofili, ki morajo premostiti ne razmere. Naravni slani habitati, kot
je morje, so bogat vir makro- in mikroorganizmov,sktetizirajo nove in farmakolosko
aktivne produkte (Bhadury in sod., 2006; Faulkr&®00; Donia in Hamann, 2003).
Organizmi s kopnega ali sladkih voda so lahko pmise solinah in morju, a v slednjem
niso sposobni preziveti daljSeasovnega obdobja. Zaradi sposobnosti prenaSargarani
vodne aktivnosti okolja, na ¢an pove&ane koncentracije soli, u&mo veino gliv iz

hiperslanih okolij med halotolerantne ali halofilne

BioloSko aktivne seve redbaccharomycetales in predvsem red&urotiales ze od odkritja
antibiotika penicilina izkori&@mo v svojo korist. V literaturi zasledimo vrstooloSkih
aktivnosti teh wvrst: protimikrobno (delovanje probakterijam, glivam, virusom,
prazivalim) (Bugni in Ireland, 2004; Casas in s@D04; Sonjak, 2007), citotoksio (Lin

in sod., 2009), hemolitho (Anzai in sod., 2008), genotokso (Wang in Groopman,
1999), imunosupresivno (Kerzaon in sod., 2008)ipitdrno delovanje na encime (Gamal-
Eldeen in sod., 2009), antioksidativnho (Sun in sad09) in zaviralno na rast rakastih celic
(Bringmann in sod., 2005). V nasi raziskavi smoos&xili za iskanje protibakterijsko
aktivnih winkovin (proti po Gramu negativni bakteriikscherichia coli in po Gramu

pozitivni bakteriji Bacillus subtilis), hemoliténih wWwinkovin in inhibitorjev encima
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acetilholinesteraze v organskih ekstraktih haldfilm halotolerantnih gliv, ki pripadajo
tem redovom. Za primerjavo smo seve gojili na dgehscih, in sicer na goji& s soljo
NaCl in brez nje, kajti zanimalo nas je, kako bd gplivala na biosintezo biolosko
aktivnih metabolitov. Péakovali smo, da bo povana slanost spremenila aktivnost
prilagojenih halofilnih in halotolerantnih sevovakor tudi, da bomo odkrili nove in

potencialno uporabneinkovine primerne za nadaljne raziskave.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZNACILNOSTI GLIV

Glive so evkariontski organizmi in trenutno je zimmkrog 70000 vrst (Mueller in
Schmitt, 2006). Ocena Stevila vseh vrst, Witjo z neodkritimi, se giblje okoli 1,5 miljona
(Hawksworth, 2001). Nove molekularne metode so pm¥e spremembe taksomske
razvrstitve znotraj kraljestva gliv (Hibett in sp®007). Prave glive uvtamo v deblo

Fungi (Eumycota).

Organizacijsko je steljka glive enocgla ali vé&celicha. Enoceline kvasovke (kot je
Saccharomyces cerevisiae) so v&inoma ovalne oblike, 5-10m v premeru, druge (kot je
Schizosaccharomyces pombe) pa so lahko bolj podolgovate oblike, premenan® (Carlile

in sod., 2001). Telo weelicnih gliv, ki mu pravimo micelij, je sestavljeno repleta
tubularnih filamentov ali hif. Hife so lahko s sapti razdeljene v kene celice ali pa so
brez sept in enotne. Rizoidi so modificirane hgekaterimi se lahko glive pritrdijo na
podlago. Konidiofori so hife, ki izr&ajo iz micelija. Na njih nastajajo konidiji ali sg
Glivni micelij ima v primerjavi z v&ino mnogocetinih organizmoweliko razmerje med
povrsSino in volumnom, kar je posledica teznje pboigani absorpciji potrebnih snovi
(Purves in sod., 2004). Pri pravih glivah se lahkopodzemnega micelija razvije
nadzemno plodié& s spolnimi sporami. Hife imajo lahko eno altyeder. V celicah gliv
SO0 pogosto opazne vakuole, v citoplazmi so prisptazmidi, mitohondriji, ribosomi,
mikrotuboli in endoplazmatski retikel (Carlile irock, 2001). Skupna vsem glivam sta
ergosterol v _membrani in hitin v c&ti steni. Hitin je polisaharid, sestavljen iz
monomernih enot N-acetilglukozamina, ki se pojavljai v zunanjih skeletin Zuzelk,

pajkov in ostalirtlenonozcev.

Glive so heterotrofi, ki pridobijo hrano z absojpdiirektno iz okolja. Saprotrofne glive so
poleg bakterij glavni razkrojevalci v biosferi. 8wine so v lesnih substratih, zemlji,
odpadnih listih in v mrtvih zivalih. Glive tvorijonutualisttna razmerja z rastlinami v
obliki mikorize. Z algami in cianobakterijami pa del liSajev. Parazitske glive povzejo

rastlinske bolezni in mikoze pri Zivalih. Ogljikigé pridobijo iz sladkorjev ali proteinov.
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Vir dusika so proteini, nitrati ali ioni amoniakeec¢ina gliv ni sposobna sinteze vitamina
Bl (tiamina) in biotina. Za rast potrebujejo tudieplo, kalij, kalcij, magnezij, Zelezo,
baker, mangan, cink in molibden. Najbolj speciaine prehrambene zahteve imajo
fakultativni paraziti (Purves in sod., 2004). Rexer snovi gliv so glikogen, médbe in Se
nekatere druge spojine, nikoli pa skrob.

RazmnoZevanije gliv je raznovrstno. Vegetativnoijorgt se razra&jo. Konidiji so spore,

ki nastanejo z mitozo in so oblika nespolnega razemwanja. Pri spolnem razmnozevanju
pride do zdruzitve dveh enoaalih gamet (gametogamija) ali dveh gametangijevikabl
hif) (gametangiogamija), ali dveh somatskih celic(eomatogamija). Pri nekaterih vrstah
zdruzitev med enakimi t.i. paritvenimi tipi (»magitypes«) oz. med genetsko idéntmi
micelijimi ni mozna, s tem se pregraamo-oploditev organizma (Purves in sod. 2004). Z
spolno razmnozevanje je Zlaa sprememba ploidnosti, ko pride do nastankdottipe
zigote, v kateri potee mejoza in nastanejo haploidne spore (askosporajmtotrosnicah).
Spolno razmnoZevanje se lahko¢a z nastankom dikariona oz. heterokariona, pri
katerem je priSlo do zdruZitve citoplazme, ne pad8ezdruzitve jeder dveh celic hif
(Purves in sod. 2004). Menjava generacij se p@avied spolno obliko (telomorfom) in
nespolno obliko (anamorfom). Generaciji so pogagisali kot I&eni vrsti. Pri Stevilnih
skupinah obstaja le nespolno razmnozZevanje, sgelmepoznano oziroma je spolni rod
izumrl. Anamorfna oblika o0z. rodAspergillus ima telomorfne rodoveEurotium,
Emericella, Neosartorya, Finnellia, Hemicarpenteles, Chaetosartorya, Petromyces in
Slerocleista. Vrstam znotraj rod®enicillium pripadajo telomorfi rodoEupenicillium in
Talaromyces (Samson in sod., 2004). Podatki kaZejo, da soniife nasli le pri 70 od

priblizno 180 vseh opisanih vrst iz rodgpergillus (Samson in sod., 2004).

Glive najdemo po vsemu svetu v raznovrstnih hahit&ed drugim zivijo v pu&vah, v
morskih globinah (Damare in sod., 1998), okoljihvisoko vsebnostjo soli (Gunde-
Cimerman in sod., 2000), v habitatih z ekstremrzkimi in visokimi temperaturami.
Nekatere vrste gliv naj bi bile sposobne prezipetovanije v vesolju, bodisi kot del liSajev
ali kot samostojni organizmi (Onofri in sod, 2008).
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2.2 BIOLOSKO AKTIVNI SEKUNDARNI PRODUKTI GLIV

BioloSko aktivni sekundarni produkti so spojineizko molekulsko maso, ki jih sintetizira
ena ali nekaj vrst organizmov. Najpogosteje so idptmducenti sekundarnih metabolitov
rastline, glive, liSaji (del katerih so glive) irktmmomicete, medtem ko so kvasovke,
protozoji in zivali manj dginkoviti producenti (Frisvad in sod., 2008). Toari vedno, saj
se pojavljajo nekatere izjeme, npr. spuzve, ki prajajo vrsto sekundarnih metabolitov
(Segi¢ in sod., 1997). Karakterigti naravni produkti katerekoli vrste se pogosto
konstantno izrazajo (Larsen in sod., 2005) in d¢e glupaj z morfoloSkimi z@@nostmi
lahko uporabljajo za identifikacijo gliv (Frisvad sod., 2008). Primer je vrsRenicillium
exspansum, kjer vsi sevi sintetizirajo hetoglobozin A in kamezin B, 98 % sevov je
proizvaja patulin in rokvefortin C, v 85 % sevov jgazaznan citrinin (Andersen in sod.,
2004).

Naravne produkte nitastih gliv sta Hoffmaister iallér (2005) glede na njihovo biosintezo
razdelila v tri skupine. Prva skupina so poliketidi derivati ma&obnih kislin, kamor
uvr&amo npr. aflatoksine, ohratoksine, pigmente spohifp lovastatin, kompaktin in
oksilipin. Med ne-ribosomske peptide in derivate irRislin uvr&amo penicilin,
cefalosporin, ciklosporin, gliotoksin, terekvinopeptaibole in nekatere alkaloide (npr.
ergot alkaloide). Ostane Se skupina terpenov, kaspadajo giberelini, indol diterpeni,
karotenoidi itd.. Veliko v&ino sekundarnih produktov lahko razdelimo gledeadike v
kemi¢ni zgradbi na steroide, karotenoide, alkaloidelog&ptide in kumarine (Samson in
sod., 2004).

Po predvidevanjih so se dokni sekundarni produkti razvili ¢krat, kot npr. polipeptid
griseofulvin, ki se je pojavil trinajstkrat, neoduip skozi evolucijo, in sicer naglaat
znotraj roduPenicillium (Larsen in sod., 2005). Produkcija sekundarnindpktov je
povezana s sporulacijo (Calvo in sod., 2002), kgkikazuje primer raziskave pri vrsti
Aspergillus nidulans, kjer so ugotovili vpliv linoleinske Kkisline na naerje med
produkcijo konidijev in askospor (Calvo in sod.,020. ZmanjSana sinteza melanina
zmanjSa viruletno sposobnost vrstéAspergillus fumigatus (Tsai in sod., 1998).

Sekundarni produkti organizmov naj bi sluzili katmapetitivno orozje proti bakterijam,
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glivam, amebam, rastlinam in zivalim. Lahko se jaliudi kot prenaSalci kovin, kot
posredniki simbioze med mikroorganizmi in drugimganizmi, kot spolni hormoni ali kot

diferenciacijski efektorji (Demain in Fang, 2000).

V prilogi A je pregled literature novih produktowwi@vnavanih rodov gliv iz naravnih

slanih habitatov (predvsem iz morja) do konca 2€40.

2.3 VPLIV SEKUNDARNIH PRODUKTOV GLIV NA ZIVLIENJE LJUDI

Vrste roduAspergillus in Penicillium so v biotehnologiji poleg kvasovk&accharomyces
cerevisiae najpomembnejSe. V proizvodniji sirov sta poleg kw&sprisotna Séenicillium
roqueforti in Penicillium camemberti, ki prispevata k okusu in tekstuAspergillus oryzae
se uporablja pri proizvodnji sojine omake. Citromskislina, ki je tudi v sadju in se
uporablja za izboljSanje okusa ter kontrolo pH-wiesti hrane in pi@& je produkt
fermentacije vrsteAspergillus niger. Penicilin, produkt vrstPenicillium notatum,
Penicillium chrysogenum, Aspergillus nidulans in nekaterih drugih sevov, je prvi v vrsti

antibiotikov, ki reSujejo zivljenja (povzeto po Watbr in Weber, 2007).

Vrsta raziskav se ukvarja z negativnimi posledicagmsotnosti gliv v prehrambenih
izdelkih, saj le-te spremenijo barvo in okus teratik izlotajo toksine. Raziskava o
pokvarljivosti dimljenih izdelkov in trdih sirov jpokazala 86% prisotnost gliv na povrSini
klobas in drugih mesnih proizvodov (od slednjin52,5 % pripadalo rod&enicillium,
18 % kvasovkam, 12,5 % vrstam rodspergillus in 29 % preostalim vrstam) ter 92 %
prisotnost gliv na trdih sirih (od teh je bilo 68 ¥st rodaPenicillium, 15 % kvasovk,
15 % iz roduAspergillusin 17 % ostalih vrst) (Feofilova in sod., 2009)isBtnost vrste Se
ne pomeni pojav mikotoksinov, saj na njihovo prodjk vplivajo razléni okoljski
dejavniki. Mikotoksini, kot so aflatoksini vrgtspergillus flavus in Aspergillus parasiticus,
ogrozajo zdravje vretearjev, ko pridejo v telo po naravni poti (Samsornsad., 2004).
Maja Derlink se je v svoji diplomski nalogi osred@ta na hemolitten in citotoksien
Asp-hemolizin vrsteAspergilllus fumigatus (Derlink, 2009), ki je med drugim znan
proizvajalec gliotoksina, mikotoksina s protimikroim, protiglivnim, protivirusnim,

genotoksinim in imunosupresijskim delovanjem (Waring in Beg\1996).
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2.4 GLIVE V OKOLJIH S POVISANO SLANOSTJO

2.4.1 Vodna aktivnost

Vodna aktivnost (@ je poleg temperature, kisika in potrebnih nutieennajpomembnejsi
faktor za rast in za produkcijo mikotoksinov (Samsp sod., 2004). Definirana je kot
razmerje med parnim tlakom vode v pfewvani raztopini in parnim tlakoniiste vode

(Carlile in sod., 2001) pri isti temperaturi. Pattak vode je sila na enoto vode, ki
omogai, da voda prehaja iz raztopine, materiala ali p@edvodna aktivnost je torej
merilo za nevezano vodo v mediju, ki je sposobrehg@ati v glivo in sodelovati pri
kemijskih reakcijah. Vrednosti vodne aktivnosti aggod 0 do 1 (a ciste vode).

Preglednica 1 prikazuje vrednosti vodne aktivn¢a{) za razléne substrate in vrednosti

vodne aktivnosti (g, potrebne za rast nekaterih gliv.

Preglednica 1: Vrednosti vodne aktivnosti (g). Vodna aktivnost v razinih okoljih (primernih za substrate
gliv) in vodne aktivnostid,) primerne za rast in razmnoZevanje nekaterih glivoptimalnih temperaturah
(prirejeno po Carlile in sod., 2001 in po Samsoradd., 2004).

Vodna aktivnost a, Primeri organizma oziroma substrata z dano vrednogo

1.C Cista vodi

0.98 Morska voda

0.97 Spodnja meja rasti za &iao gliv, ki unicujejo les

0.95 Kruh

0.88 Suhomesnati izdelki (Sunka)

0.85-0.94 Spodnja meja rasti in razmnoZevanja®gper gillus fumigatus

0.85 Suhomesnati izdeliki (salama)

0.82-0.85 Spodnja meja rasti in razmnoZevanjaPeaicillium expansum
0.80-0.82 Spodnja meja rasti in razmnozevanjadPeaicillium citrinum

0.80 Spodnja meja rasti zaspergillus nidulans

0.78-0.82 Spodnja meja rasti in razmnozevanjadPeaicillium brevicompactum
0.78-0.80 Spodnja meja rasti in razmnozevanja®spergillus flavus

0.78 Spodnja meja rasti in razmnoZevanja®gpergillus terreus

0.75 Raztopina nasna z NaCl

0.71-0.76; 0.75 Spodnja meja rasti in razmnoZevanjeEzaotium amstel odami

0.61 Spodnja meja rasti Zahrysosporium fastidium in Xeromyces bisporus
0.58 Spore nekaterih vrst rodturotium, Aspergillusin Penicillium so sposobne preZiveti
0.48 Suhe doline Antartike

2.4.2 Slana okolja

Hladni, ledeniski habitati in naravni slani hahit&iot so morja, soline in slana jezera, so
okolja z nizko @. Ekstremno slan habitat je Mrtvo morje z visokam&entracijo soli v vodi

(okoli 340g/I vseh raztopljenih soli), v kateri pladujejo magnezijevi ioni (v primerjavi z
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natrijevimiioni) in klorovi ioni, ki predstavljajo 99% vseh ianov, g, pa je je pod 0,699
(Krumgalz in Millero 1982; cit. po Kis- Papo in spd®003). V Seoveljskih solinah
(Slovenija) véasu najvéje produkcije soli v kotnem bazenu koncentracija NaCl naraste
do 30 %, @pa pade na 0,72 (Butinar in sod., 2005b). Previgdujatrijevi in klorovi ioni.
Drugi vodni vzorci iz hiperslanih okolij imajo slast od 8 % do 32 % NaCl ip,a&d 0,95

do 0,67. Med temi so vodni vzorci iz Mrtvega mofgga 0,67); solin v delti reke Ebro —
Spanija (@ 0,73-0,83); solin Santa Pola — Spanija (§73-0,94); solin Eilat — Izrael
(obala Rdéega morja) in solin Dominikanske republike, (@beh vzonih mest 0,73—
0,95); solin Camargue — Francija in solin Samouc®ortugalska (obala Atlantskega
oceana) z,@0,73 in namibijskih solin (@0,78) (Butinar in sod., 2005b).

Na slanost solin in morij vplivajo geologija, topafja, temperatura in drugi fizikalno-

kemijski parametri okolice.

2.4.3 Halofilne in halotolerantne glive

Z izrazom kserofilnost oziajemo glive, ki uspevajo pri vodni aktivnosti, enak nizji

od 0,85, kar pomeni, da bi rastnemu gajislodali 17 % NaCl ali 50 % glukoze (De Hoog
in sod., 2005). lzraz se uporablja neodvisno od ijsen narave topljenca. Poleg
prilagoditve na nizke vodne aktivnosti se halofilmihalotolerantni organizmi prilagodijo
tudi na visoke koncentracije ionov. Glive, izolieaiz slanih okoljih, so halofilne, kadar jih
izoliramo na selektivnih medijih iz okoljih s slast nad 10 %, in rastejo vitrona 17 %
NaCl (Gunde-Cimerman in sod., 2000). Naveden vireguvr&a med halotolerantne v
primeru, kadar so izolirane iz okolij s slanostjdjm od 10 % in niso sposobne rasti
vitro na goji€ih z 17 % NacCl.

Halofilni in halotolerantni organizmi uspevajo \aslh okoljih, toda samo halofilni nujno
potrebujejo sol (Russell, 1989). Glive izrazajoghien halofilen zn&aj. Za prezivetje ne
potrebujejo soli, saj so sposobne obstati v razimeedotnega spektra slanosti, od sveze
vode do skoraj z NaCl n&sinih raztopin. Fleksibilnost jim omogm preZivetje stresnih
obdobij v miruj@em stanju. Po izboljSanju razmer se p@e metabolne aktivnosti, rast
in razmnozevanje (De Hoog in sod., 2005).
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2.4.4 Prilagoditve gliv na poviSano slanost

Celice so ob nizji @okolja izpostavljene hiperosmotskem stresu. Takw ledenikih, kjer
je voda nedostopna zaradi tvorbe ledenih kristalow slanih okoljih, kjer je vezana
zaradi visoke koncetracije NaCl. Oboje vodi v dehido organizmov (Turk in sod.,
2007a), saj voda izhaja iz celic. Péar osmotski tlak tako vpliva na prevzem hranil,

sintezo proteinov in na vrsto encimskih reakciplia.

Doloceni organizmi (arheje) prenaSajo stres zaradi ggwe koncentracije soli v okolju s
prevzemom anorganskin ionov (predvsemi i CI), le-ti pa lahko pri vigjih
koncentracijah spremenijo konfiguracijo in s tenthalost encimskih molekul. Normalno
poviSane notranje koncentracije soli odtegnejo viadproteinov, oja&ajo hidrofobne vezi
in denaturirajo proteine. Zaradi tegaorajo biti celéne strukture posebej prilagojene
(Grant, 2004). Ugotovili so, da imajo celice vrglere Hortea werneckii, prilagojene na
NaCl, nizke znotrajcelne koncentracije natrija in kalija, ki ne nihajonaragajo¢o
koncentracijo soli izven celice (Kogej in sod., 8)0Po predvidevanjih naj bi celice imele

ucinkovit sistem izrpavanja Nain K*.

Drugi organizmi (bakterije, evkarionti) ob paani koncentraciji soli v okolju sintetizirajo
kompatibilne topljence. Kompatibilni topljenci ssrmotsko aktivhe, nizko molekulske
organske spojine, med katere spadajo: polioli ¢gbt arabitol, manitol, sladkorji in
derivati sladkorjev, kot je trehaloza), betaini,iaakisline, derivati aminokislin in druge
spojine (Grant, 2004). Pri glivah je najpogostegjBcerol, ki dvigne osmotski pritisk v
celici in tako vzpostavi osmotski gradient prekdi@ge membrane. Tako lahko voda
vstopa v celico. Hkrati se prehodnost membrandizargl zmanjSa. Nekateri mikosporini
lahko delujejo kot kompatibilni topljenci v dalenih ekstremofilnih glivah, izpostavljenih

razlicnim spremembam vodnega potenciala ali slanosti ¢Kimgsod., 2006).

Pri slanosti blizu koncentracije morske vode se rgeaa fluidnost membrane vrste
Debaryomyces hansenii, kar se ujema s spremembami v lipidni sestavi. $¢oje izkazalo,

se poveéa kolicina ergosterola. (Turk in sod., 2007b).
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Izlocanje glikoproteinov je pri Stevilnih vrstah Se enaed prilagoditev, ki jo izkori&jo
v biotehnologiji in medicini. Poleg naStetih pritatitev na slanost se omenjajo Se
specifini signalno-trandukcijski mehanizmi, ki zaznajo & odzovejo na povane

koncentracije soli (Gunde-Cimerman in sod., 2005).

Sekundarni produkti omogajo prezivetje organizma v njegovi ekoloSki niSioXFin

Howlett, 2008). V raziskavi iz leta 2004 sta Bugmilreland pri veini izoliranih vrst

ugotovila povéano produkcijo protimikrobnih produktov v medijihdodatkom 20-60 %
morske vode; pri wgih delezih morske vode pa se je produkcija zmdajSd primeru

vrste Penicillium brocae so pri poviSani slanosti nastajali drdgaprodukti (Bugni in
Ireland, 2004).

2.5 NAMEN DELA IN HIPOTEZA

2.5.1 Namen dela

Namen naSe raziskave je bil testirati bioloSko waidst organskih ekstraktov izbranih
halofilnih in halotolerantnih gliv redo®urotiales in Saccharomycetales na goji§$u brez

NaCl in z 10 % NaCl. Testirali smo hemadlitb aktivnost, inhibicijo encima
acetilholinesteraze in protibakterijsko aktivnost izbranih, po Gramu negativnih in

pozitivnih bakterijah.

2.5.2 Hipoteza

Halofilne in halotolerantne glive iz slanih voddispso prilagojene na spedcifie okoljske
razmere in so relativno neraziskan vir novih, &l aktivnih organskih spojin.
Predvidevali smo, da bomo nasli potencialno zaremivSe nepoznane&inkovine, ki bi
jih v prihodnosti lahko izolirali. Péakovali smo razlike v proizvodnji sekundarnih

metabolitov v ekstraktih gliv, ki so rastle na goifn brez in z dodatkom soli.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 SEZNAM PREWEVANIH GLIV

Raziskavo smo izvedli z 39 halofilnimi in halota@etnimi sevi gliv, ki so navedeni v
preglednici 2. Vzeli smo jih iz Zbirke ekstremoflingliv (EX -) Katedre za biologijo
mikroorganizmov na Oddelku za Biologijo BiotehniSkakultete v Ljubljani in iz

MikrobioloSke zbirke Kemijskega insStituta (MZKI) Mubljani. Klasifikacija uporabljenih

sevov V tej raziskavi je sletie (povzeto po De Hoog in sod., 2000):

Kraljestvo:Fungi (Eumycota)
Deblo: Ascomycota
RazredEuascomycetes
RedEurotiales
Druzinarichocomaceae
Rodosspergillus, Penicillium, Emericella, Eurotium
RazredHemiascomycetes
RedSaccharomycetal es
DruzinBndomycetaceae
Rddebaryomyces
Druzin&etschnikowiaceae
Roktetschnikowia

Preglednica 2: Seznam pre&evanih gliv z originalno oznako in mestom vzafenja.

Vrsta glive Originalna oznaka v Mesto vzorenja
zbirki

Aspergillus flavus EX -1751 Mrtvo morje, soline
Aspergillus niger EX -799 Séovlje, soline
Aspergillus niger EX -2130 Arktika, morski led
Aspergillus ochraceus EX - 618 Spanija, soline
Aspergillus sydowii EX - 405 Seéovlje, soline
Aspergillus tubingensis EX-401 Séovlje, soline

Aspergillusterreus

EX - 312, MZKI - A160

Ljubljana, tla

Aspergillus fumigatus

EX - 3381, MZKI - A218

Séovlje, soline

Emericella stella-maris EX - 349 Séovlje, soline
Emericella filifera EX - 348 Séovlje, soline
Emericella olivicola EX - 2650 oliva
Emericella discophora EX - 2680 tla

Eurotium amstel odami

EX - 66, MZKI - A406

Seéovlje, soline

Eurotium amstel odami

EX-2134

Arktika, morski led

Eurotium herbariorum

EX - 3369, MZKI - A338

Séovlje, soline

Eurotium herbariorum

EX - 1041

Arktika, morski led

Eurotium repens

EX-2132

Arktika, morski led

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.

Vrsta glive

Originalna oznaka v
zbirki

Mesto vzorenja

Penicillium nordicum EX-1363 Arktika, morski led
Penicillium nordicum EX - 3196 Sol, mesni izdelki (MIP)
Penicillium chrysogenum EX - 426 Seéovlje, soline
Penicillium chrysogenum EX -1030 Arktika, morski led
Penicillium corylophilum EX-1325 Arktika, ledeniski led
Penicillium corylophilum EX-1778 Mrtvo morje, soline
Penicillium brevicompactum EX-417 Seéovlje, soline
Penicillium brevicompactum EX -1300 Arktika, ledeniski led
Penicillium crustosum EX-763 Spanija, soline
Penicillium crustosum EX -1329 Arktika, CREA+, ledeniski led
Penicillium crustosum EX - 904 Arktika,CREA -, ledeniski led
Penicillium expansum EX-1813 Izrael, soline
Penicillium expansum EX -1348 Arktika, ledeniski led
Penicillium polonicum EX - 503 Spanija, soline
Penicillium polonicum EX-1140 Arktika, ledeniski led
Penicillium citrinum EX-792 Séovlje, soline
Penicillium antarcticum EX-793 Seéovlje, soline
Penicillium sizovae EX -424 Seéovlje, soline
Penicillium steckii EX - 416 Séovlje, soline
Debaryomyces hansenii EX - 589 Namibija, soline
Debaryomyces hansenii EX - 1590 Arktika
Metschnikowia bicuspidata EX - 1509 Arktika
3.2 MATERIAL
3.2.1 GojiS¢a in raztopine
Preglednica 3: Goji¥a in raztopine.
Gojis¢e ali raztopina Sestavine Koltine
Trdno gojige YNB (Yeast YNB formula 1,7 g/L
Nitrogen Base) ; pH = 7,0 (NH4).SO; 59g/L
Glukoza 20 g/L
Agar 20 g/L
Destilirana HO Do 1000 ml
Trdno goji€e YNB z 10% YNB formula 1,7 g/L
NaCl; pH=7,0 (NH4)2SOs 5g/L
Glukoza 20 g/L
Agar 20 g/L
NaCl 100g/L
Destilirana HO Do 1000 ml

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.

Gojis¢e ali raztopina Sestavine Koltine

Trdno LB goji€e (Luria LB 25 g/L

Broth) Agar 15 g/L
Destilirana HO Do 1000 ml

Tekate LB gojige (Luria LB 2,5 g (259/L)

Broth) Destilirana HO 100 ml

FizioloSka raztopina (0,9% NaCl 9g/L

NacCl) Destilirana HO Do 1000 ml

SSS (Spore solution Tween 80 0,5g/L

suspension) Agar 0,5¢g/L
Destilirana HO Do 1000 ml

3.2.2 Kemikalije

Preglednica 4: Seznam uporabljenih kemikalij.

Kemikalije Proizvajalec

Aceton Carl Roth, Karlsruhe, Néija
AChE iz elektréne jegulje Sigma, ZDA

Agaroza Carl Roth, Karlsruhe, Néia
Celofan Sigma - Aldrich, Steinheim, Néija
Etanol Carl Roth, Karlsruhe, Néija
Glukoza Kemika, Zagreb, Hrvaska

H>0, Carl Roth, Karlsruhe, Netha

Luria Broth (LB) Sigma, ZDA

NacCl Merck KgaA, Darmstadt, Nefija
NaHCG; Merck KgaA, Darmstadt, Netija

(NH,) .SOs Merck KgaA, Darmstadt, Netja
pH-indikator Merck KgaA, Darmstadt, Ne&ija
Tris-HCI Merck KgaA, Darmstadt, Netija
Tween 80 Sigma - Aldrich, Steinheim, Né&ja
Yeast Nitrogen Base (YNB) Bio 101 Systems, ZDA

3.2.3 Laboratorijska oprema

Preglednica 5: Seznam uporabljene laboratorijske agme.

Laboratorijska oprema Proizvajalec

Analitska tehtnica MC 210 P max 210g Sartorius, Nerja

ISO 9001

Avtoklav A-63C Kambi, Slovenija

Bunsenov gorilnik TLOS, Zagreb, Hrvaska
Centrifuga 5810 R Eppendorf, Hamburg, Ngm
Centrifuga 5417 C Eppendorf, Hamburg, Ngm
Citalec mikrotitrskih plo& Dynex Technologies, ZDA

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.

Laboratorijska oprema

Proizvajalec

Dvozarkovni spektrofotometer

Shimadzu, Japonska

Hiadilniki (T = 4 °C)

Gorenje, Slovenija in Electux, Svedska

Hladna soba (T = 4 °C)

Smeva, Valkenswaard, Nizekam

Laminarij IBK 1V2

Iskra, Slovenija

Magnetno meSalo Rotamix 550MMH

Tehtnica, Zelezrkgvenija

Mikrotitrske ploge

Nunc, Danska

Mikrovalovna pe€ica

Gorenje, Slovenija

Polavtomatske pipete

Eppendorf, Hamburg, Kigm

pH meter Metrohm 713

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Stresalnik Vibromix 301 EVT

Tehtnica, Zeleznikip8enija

Tehtnica EXACTA 310 Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Topla soba (T = 40 °C) Smeva, Valkenswaard, Niz@kam
Vodna kopel Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska

Rotacijski stresalnik EV-100

Tehtnica, Zeleznikio®nija

Zmrzovalnik (T = - 80 °C)

Heto ultra freeze, Danska

3.3 METODE

3.3.1 Priprava gojisS¢a in rast sevov

14

Pripravili smo definirana goji& YNB (Yeast Nitrogen Base) ali brez ali z 10 % NaC
Tekaia gojiga smo vlili v Petrijeve pla® in poSevnike ter jih pustili 1-2 dni na sobni
temperaturi. Petrijeve plé& smo prenesli v toplo sobo za priblizno 1 tedexo rsmo jih

premaknili v hladno sobo, kjer smo jih hranili doanabe.

Izbrane seve iz genske banke smo precepili nacgoyiposevnikih. Vsak sev smo prenesli
na poSevnik YNB brez NaCl (oznaka »YNB«) in z 1IN&CI (oznaka »Y+10«), in sicer s
pomaijo raztopine za suspendiranje spor — Spore soludigpension (SSS). Sledila je
eno- do tritedenska inkubacija nacepljenih poSemnika sobni temperaturi dokler glive

niso dosegle stacionarne faze rasti.

Na posamezno gojié v petrijevki smo namestili celofan, ga ponovnenasli v hladno
sobo in po enem tednu nacepili seve. Posamezerglaas smo suspendirali v 5 ml
fizioloSke raztopine (0,9% NaCl). Nato smo po 10B@uspenzije prenesli na 6 petrijevk z
gojisem YNB in 10 petrijevk z goji&m YNB z NaCl. Micelije gliv s sporami smo po
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inkubaciji do stacionarne faze (v enem do treh itedpostrgali z goji&a. Biomaso
posamezne glive smo razdelili na polovico. Poloyidomase vsakega seva je uporabila
Maja Derlink v svoji diplomski nalogi (Derlink, 200, drugo polovico smo uporabili v

nasi raziskavi.

3.3.2 Priprava organskih ekstraktov

Biomaso micelija posameznega seva z ¢adega tipa goji&, namenjenega tej diplomi,
smo porazdelili v 2 mikrocentrifugirki. Na goji3 YNB smo za vsak sev pridobili dva
vzorca, ki smo ju ozredi z »YNB A« (YNB, aceton) in »YNB E« (YNB, etanplMicelij
seva, ki je zrasel na gajis YNB z dodatkom 10 % NaCl je bil v dveh vzorcitoznako
»Y+10 A« (YNB z 10% NacCl, aceton) in »Y+10 E« (YNBL0O% NacCl, etanol). Tako smo
za posamezen sev uporabili 4 mikrocentrifugirke,4t.vzorce. Mikrocentrifugirke smo
zmrznili v tek@em dusiku in jih shranili na -80 °C v zamrzovalmari. Sledila je 48-urna
liofilizacija vzorcev na Katedri za fiziologijo rds Oddelka za biologijo BiotehnisSke
fakultete v Ljubljani. V liofilizirane vzorce smoodali po 1 ml organskega topila (aceton
ali etanol), jih ovili s parafilmom, dali v erleniegice in jih 24 ur stresali na stresalniku pri
200 obratih/minuto in temperaturi 25°C. Aceton stiedali v vzorce z oznako A in etanol
v tiste z oznako E. Vzorce smo nato centrifugi@di minut pri 13000 obratih/minuto.
Odpipetirali smo supernatant v nove mikrocentrifigi z enako oznako, preostalemu
sedimentu pa smo dodali sveZze organsko topilo irstgesali na stresalniku 3 ure. Po
drugem stresanju smo ponovno centrifugirali in pdprali supernatant ter ga dodali
predhodno odpipetiranemu supernatantu. Vse miktatagirke s skupnim supernatantom
smo odprli in jih dali v digestorij. Po 48 urah sipopolnoma posusenim vzorcem dodali
0,5 ml etanola in tako dobili ekstrakte pripravigepa testiranje. Mikrocentrifugirke smo

ovili s parafilmom in jih do uporabe shranili v bilmiku na 4 °C.

3.3.3 Doloéanje suhe teze ekstrahirane snovi v vzorcih

Suho teZo snovi v vzorcih smo doillo s pomaijo skledic, ki smo jih oblikovali iz
aluminija. Najprej smo posamezno skledico stehtadtp smo vanjo dali 100l etanolne
raztopine vzorca. Po 10 minutah suSenja vzorcel08a’C smo skledice ponovno stehtali
in izracunali razliko v tezi, jo pretanali ter dobili suhe teze v mg/ml. Rezultati so

predstavljeni v preglednici 6.
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3.3.4 Testi za doldanje bioloSke aktivnosti
3.3.4.1 Test hemolitine aktivnosti

Hemolizo smo testirali na eritrocitih iz sveze gevkrvi, ki smo ji dodali citrat takoj po
odvzemu, da ni priSlo do strjevanja. Eritrocite salirali s centrifugiranjem in jih trikrat
sprali s fizioloSko raztopino. Do uporabe smo jilragili v Alseverjevem konzervansu v
hladilniku na 4 °C. Za bioloske teste pripravljegrérocite lahko uporabljamo, dokler se
supernatant ne pobarva tde torej dokler ne pride do hemolize. Suspenzijpravljenih
eritrocitov je imela pri 630 nm navidezno absompdijO +0,01.

Za test hemolitine aktivnosti smo uporabili mikrotitrske pt@Ss 96 vdolbinicami. Test
smo izvedli sitalcem mikrotitrnih plo&. Vsako vdolbinico smo najprej napolnili s 100
eritrocitnega pufra (raztopina 0,13 M NaCl in 0J0RTRIS-HCI, pH 7,4). Nato smo v
vdolbinico dodali 20ul posameznega vzorca. PtoSsmo namestili \italec in tik pred
zaetkom testa v vsako vdolbino odpipetirali Se po LD@ritrocitov. Pri kontroli smo
vzorec nadomestili z 20l etanola.Citalec je med poskusom, ki je potekal 20 minut na
25°C, 41-krat izmeril absorpcijo pri 630 nm.

Jakost hemolize smo izrazili kot padec absorpcgepalovico zaetne vrednosti 0z. kot

polovi¢ni ¢as hemolize §b).

3.3.4.2 Test inhibicije acetilholinesteraze (AChE)

Encim acetilholinesteraza (AChE) hidrolizira nevaotsmiter acetilholin v sinaghih
Spranjah in ustavi njegovo vezavo na receptorj@ostsinaptini membrani. Inhibitorji
delovanja AChE, ki jih uvi&@mo med nevrotoksine, povzi, da se acetilholin stalno
veze na receptorje. Posledica tega je, da se kkpiggenciali stalno prozijo, kar vodi v

stalno depolarizacijo misic, sledita nti$a paraliza in smrt zaradi zadusitve.

Test aktivnosti in inhibicije acetilholinesterazac izvedli po Ellmanovi metodi (Ellman
in sod., 1961) s pond@ citalca mikrotitrnih plog. Uporabili smo encim AChE iz
elektricne jegulje. Pred vsako meritvijo smo pripravili 3geraztopino encima v

koncentraciji 500 encimskih enot (EE/ml) iz 35AChE in 7 ml 200 mM fosfatnega pufra
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s pH 7.3. Tik pred meritvijo smo encim Se dodat®-Rrat razredli v istem pufru.
Vdolbinice na mikrotitrni plo& smo najprej napolnili s 15Ql raztopine kotinega
substrata s koncetracijo 1 mM (ta raztopina sutsstja bila pripravljena iz 15 ml
Ellmanovega reagenta in Lbsubstrata acetiltioholina). Ellmanov reagent gmedhodno
pripravili iz 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojske kislin®1 mg), NaHC® (37,5 mg) v 25 mM
fosfatnega pufra (100 ml), pH 7 in do 1 L deioranie vodeV vdolbinice smo nato dodali
po 10 ul posameznega vzorca (ekstrakta) gliv in na koned pmeritvijo Se po 5Ql
razredene raztopine encima AChE. Pri kontrolnih vdolb&icsmo namesto vzorca dodali

10 ul etanola.

Testni vzorci brez inhibitorjev AChE so raztopinovsolbinici obarvali rumeno, saj je
AChE delovala na acetiltioholin in ga razcepila e@etno kislino in tioholin, ki je dal

rumeno obarvanost. Po dodatku inhibitorja AChE dloh ni nastajal oz. je nastajal
pocasneje in ni bilo rumenega obarvanja raztopin@ale bilo to manj izrazito. Razliko v
obarvanosti in s tem delovanje inhibitorja smo zdizn merjenjem absorpcije pri 412 nm.
Test je trajal 5 minut pri 25 °C. 1zmerjene vrednabsorpcij, smo primerjali z vrednostmi
povpr&nega kontrolnega vzorca, pri kateremu je bila akist 100%. 1z deleza aktivnosti
AChE smo izraunali delez njene inhibicije.

3.3.4.3 Test protibakterijskih aktivnosti

Protibakterijsko aktivnost vzorcev smo testiralisandardnim difuzijskim testom na
agarju. V 10 ml avtoklavirane raztopine gégsLuria Broth (LB) smo sterilno nacepili
izbrane bakterije. Testni bakteriji sta bili po @na negativna vrst&scherichia coli in po
Gramu pozitivenBacillus subtilis iz zbirke EX Katedre za biologijo mikroorganizmov
Oddelka za Biologijo BiotehniSke fakultete v Ljudolj. Nacepljena goj& smo 12 ur
stresali pri 250 obratih/minuto na 37 °C. Naslediajn smo 1 ml raztopine gaj& prenesli

v plasttno kiveto in izmerili opttno gostoto pri 600 nm na spektrofotometru. |z @i
gostote raztopine smo s standardiziranima umeiitvekrivuljama za ustrezna bakterijska
seva doleili Stevilo bakterij. Slepi poskus je predstavljadteriino tekde gojige Luria
Broth.
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MesSanico LB hranilnega medija, agarja in vode snasl@enmajericah avtoklavirali. Ko se
je vsebina ohladila (~42 °C) smo dodali ustrezelumen vcepka bakterij tako, da je bila
kontna koncentracija bakterijskih kolonij 51D goji&a. Pripravljeno gojige LB z
vcepljeno bakterijsko kulturo smo premesali in sako Petrijevo pla® vlili po 20 ml.
Pripravili smo 36 plo&s sevom bakterij&scherichia coli in 36 plo§ s sevom bakterije

Bacillus subtilis. Do uporabe smo ploé hranili na 4 °C.

Na vsaki Petrijevi pla8 z agarjem smo s sterilnim plutovrtom naredilugdnj premera 1
cm in ploge ¢ez na inkubirali na 37 °C. Naslednji dan smo v vsakonlokv agarju dodali
po 100ul ekstrakta vzorcev gliv navedenih v preglednidP@samezen vzorec smo testiral
na obeh sevih. Pl68 z vzorci smo inkubirali za 48 ur na 37 °C in poteciitali polmere
inhibicijskih con, ki so bile vidne okoli lukenj. 26rce, katerih polmeri so bili enaki ali
vedji od 4 mm, smo redli (v razmerju 1:10 in 1:100), razrédve ponovno testirali in
dolccili minimalno inhibitorno koncetracijo (MIK) za vkaga od aktivnih vzorcev.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE KONCENTRACIJE SUHE SNOVIV VZORCIH

Preglednica 6 prikazuje rezultate d&daja koncentracije suhe snovi v organskih vzorcih
halofilnih in halotolerantnih gliv. Slika 1 nam dige podatke predstavi Se gtauo.
Koncentracije suhe snovi iz preglednice 6 smo upbrapri drugih testih za

prera&unavanje kolline suhe snovi v posameznem testu.

Koncentracija suhe snovi je bila da pri vzorcih sevov, vzgojenih na gaji s soljo
(»Y+10 A«, »Y+10 E) kot pa na gofi& brez soli (»YNB A«, »YNB E«), kar je razvidno
iz slike 1. Izjema so bili: acetonski ekstrakt séanicillium antarcticum (EX - 793),
acetonski ekstrakt sevBebaryomyces hansenii (EX - 1590) in oba ekstrakta vrste
Metschnikowia bicuspidata (EX - 1509), kjer je bila koncentracija suhe sneefja v
vzorcih z gojig brez soli (»YNB A«, »YNB E«).

Etanolni ekstrakti sevov gliv, ki smo jih gojili ngojisu s soljo (»Y+10 E«) so imeli
najvetjo koncentracijo suhe snovi (z izjemo seRenicillium crustosum (EX - 904)),
najmanjSo pa so imeli pri ¥mi acetonski ekstrakti gliv z gojidorez soli (»YNB A«). Pri
sevuPenicillium crustosum (EX - 904) ima najmanjSo koncentracijo etanolrstedkt glive
z gojiga brez soli (»YNB E«); prPenicillium antarcticum (EX - 793), Debaryomyces
hansenii (EX - 1590) in Metschnikowia bicuspidata (EX - 1509) pa je bila najmanjSa

koncentracija acetonskega ekstrakta na soli (» YA

Ce primerjamo rezultate glede na tip organskegaappigotovimo visje koncentracije
suhe snovi v etanolnih vzorcih (»YNB E«) kot v acetkih (»YNB A«) na goji&h brez
dodanega NaCl. To drzi tudi za vzorce sevov, krastli na gojigih s soljo, z izjemo Ze
omenjenega seva vrsienicillium crustosum (EX - 904), kjer je koncentracija snovi v
acetonskemu (»Y+10 A«) ekstraktucjeekot v etanolnem ekstraktu (»Y+10 E).
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Preglednica 6: Koncentracije suhe snovi v organskiekstraktih gliv, obravnavanih v diplomski nalogi.
YNB A: acetonski ekstrakti gliv, ki smo jih gojitia goji$u YNB; YNB E: etanolni ekstrakti gliv z gojia

YNB; Y+10 A: acetonski ekstrakti gliv, ki so rastia goji€u YNB z 10% NaCl; Y+10 E: etanolni ekstrakti

gliv, ki so rastle na goj& YNB z 10% NacCl.

VRSTA GLIVE OZNAKA YNB A Y+10A | YNBE Y+10 E
SEVA (MG/M (MG/M (MG/M (MG/M
L) L) L) L)

1. Aspergillus flavus EX-1751 10,5 16,2 15,6 33,6
2. Aspergillus niger EX-799 3,3 46,3 8,5 96,2
3. Aspergillus niger EX-2130 3,8 12,2 8 61,5
4. Aspergillus ochraceus EX-618 2,3 11,7 16,3 25,6
5. Aspergillus sydowii EX - 405 4,1 7,2 12,1 29
6. Aspergillus tubingensis EX - 401 2,7 15,7 9,8 52,2
7. Aspergillus terreus EX-312 1,8 10,6 51 19,2
8. Aspergillus fumigatus EX - 3381 11,4 334 14,5 55,4
0. Emericella stella-maris EX - 349 7,1 10,6 9,2 31
10. | Emericellafilifera EX - 348 4,7 22,1 12,6 46,1
11. | Emericellaolivicola EX - 2650 9 14,4 15,1 48,1
12. | Emericella discophora EX - 2680 1,7 11,1 10,6 20,3
13. | Eurotium amstel odami EX - 66 2,2 12,2 10,7 40,7
14. | Eurotium amstelodami EX-2134 7,3 55,7 11,2 94,2
15. | Eurotium herbariorum EX - 3369 4,7 63,9 26,6 74,7
16. | Eurotium herbariorum EX - 1041 1,9 16,5 9,8 29,8
17. | Eurotiumrepens EX -2132 6,3 7 12 26,8
18. | Penicillium nordicum EX - 1363 1,1 13,3 3,7 18,6
19. | Penicillium nordicum EX - 3196 1,6 16,7 3,9 43,5
20. | Penicillium chrysogenum EX - 426 0,6 4,7 6,2 28,8
21. | Penicillium chrysogenum EX - 1030 1,5 26 8,7 47,7
22. | Penicillium corylophilum EX - 1325 2,9 7,4 11,4 41
23. | Penicillium corylophilum EX-1778 3,2 6,3 14 31,5
24. | Penicillium brevicompactum EX - 417 3,5 21,6 18,6 48,2
25. | Penicillium brevicompactum EX - 1300 1,8 6,9 6,6 27,5
26. | Penicillium crustosum EX-763 0,9 14,5 5,8 28,8
27. | Penicillium crustosum EX - 1329 2,1 34,8 13,2 57,8
28. | Penicillium crustosum EX -904 6,6 29,1 5,6 20
29. | Penicillium expansum EX-1813 3 16 12,7 53,1
30. | Penicillium expansum EX -1348 1,3 9,1 9,4 41,6
31. | Penicillium polonicum EX -503 1,6 17,3 14,4 45,1
32. | Penicillium polonicum EX - 1140 3 53 9,7 26,8
33. | Penicillium citrinum EX -792 3,6 14,9 5,5 54,2
34. | Penicilliumantarcticum EX-793 2,6 2,2 8,3 13,8
35. | Penicillium sizovae EX - 424 4,1 19,3 7,9 46,5
36. | Penicillium steckii EX - 416 3,4 28,5 6,8 51,2
37. | Debaryomyces hansenii EX - 589 2,8 3,1 7,4 24,1
38. | Debaryomyces hansenii EX - 1590 1,6 1,1 4,5 4,8
39. | Metschnikowia bicuspidata EX - 1509 6,7 0,3 7,1 6,4
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Koncentracija suhe snovi v ekstraktih gliv
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Slika 1: Koncentracija suhe snovi v ekstraktu segiox, obravnavanih v diplomski nalogi.
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4.2 HEMOLITICNA AKTIVNOST

Hemoliticno aktivnih je bilo 54 od 156 testiranih ekstraki®#,6 % vseh vzorcev), kar
prikazuje preglednica 7. Rahlo aktivnost je izraZzal vzorcev (tj. 4,5 % vzorcev), pri
katerih je bil polowtni ¢as hemolize daljSi od 10 minut. Zmerno hemétith vzorcev, pri
katerih je bil polowni ¢as hemolize med 5 in 10 minutami, je bilo 17 (§,9.% vzorcev).
Mocno aktivni so bili vzorci, kjer je bil pologni ¢as hemolize krajSi od 5 minut in takSnih
je bilo 30 (19,2 % vzorcev). Od teh, ki so bili Ibalj aktivni, velja Se posebej izpostaviti
mocno aktivnost vseh 4 vzorcev sefzmericella stella-maris (EX - 349). Hemoliza ni
potekla v nobenem od ekstraktov naslednjih sevosewaPenicillium nordicum (EX -
1363 in EX - 3196), 2 sev®enicillium corylophilum (EX - 1325 in EX - 1778),
Penicillium brevicompactum (EX - 1300),Penicillium crustosum (EX - 1329),Penicillium
polonicum (EX - 1140),Penicillium antarcticum (EX - 793), Penicillium sizovae (EX -
424),Penicillium steckii (EX - 416) inDebaryomyces hansenii (EX - 1590).

Najved hemoliténo aktivnih vzorcev pripada acetonskim ekstrakt@wos z gojiga brez
soli (»YNB A«), kjer se hemoliza pojavi pri 18 o® 3evov gliv, kar je tretjina vseh
hemoliticnih ekstraktov. Najmanj, le pri petih sevih, sehgmoliza izrazila v etanolnih
ekstraktih sevov gliv z goji& s soljo (»Y+10 E«).

Pri ekstraktih sevov gliv z gojiSYNB je potekla hemoliza pri 44,9 % ekstraktov (8578
vzorcev), med katerimi sta bili dve tretjini & hemoliténo aktivni (Slika 2). Ekstrakte z
gojista brez soli porazdelimo na 9 % acetonskih eksixaktYNB A«), 7,7 % etanolnih
ekstraktov (»YNB E«) in 28,2 % (t.). 11) skupnihvee gliv z aktivhima obema
ekstraktoma (»YNB A« in »YNB E«). Slika 3 prikazugkstrakte na gojth s soljo
(»Y+10«), pri katerih se je hemoliza izrazila p#,2 % sevov (21 od 78 ekstraktov), od teh
je bilo 12,8 % acetonskih (»Y+10 A«), 1,3 % etamolf»Y+10 E«) in 10,3 % (t.j. 4) sevov

z obema ekstraktoma (»Y+10 A« in »Y+10 E«).
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Preglednica 7: Hemolit€na aktivnost organskih ekstraktov gliv, obravnavanh v diplomski nalogi.
YNB A: acetonski ekstrakti gliv, ki smo jih gojitia goji$u YNB; YNB E: etanolni ekstrakti gliv z gojia

YNB; Y+10 A: acetonski ekstrakti gliv, ki so rastia goji€u YNB z 10% NaCl; Y+10 E: etanolni ekstrakti
gliv, ki so rastle na goj& YNB z 10% NacCl.

Pri vsakem rezultatu smo dopisali koncentracijoesshovi uporabljene v vzorcu, izrazeno v mg/ml (5.S
Aktivhost hemolize(H): - = ni aktivnosti; + = rahlkktivhost @ hemolize je med 10 in 20 minut); ++ =
zmerna aktivnost g hemolize je med 5 in 10 minutami); +++ = &na aktivhost g hemolize je krajSi od 5

minut).
VRSTA GLIVE OZNAKA YNB A Y+10 A YNB E Y+10 E
SEVA SS. | H SS. | H S.S. H S.S. H
(mg/ (mg/ (mg/ (mg/
ml) ml) ml) ml)
Aspergillus flavus EX-1751 | 0,955 - 1,473 | +++ | 1,418 +++ | 3,055| -
Aspergillus niger EX -799 0,300 - 4209 + | 0,773| - 8,745| -
Aspergillus niger EX-2130 | 0,345 ++ | 1,109| +++ | 0,727 - 5591| -
Aspergillus ochraceus EX-618 0,209 - 1,064 | ++ | 1,482 ++ | 2,327| -
Aspergillus sydowii EX - 405 0,373| +++ | 0,655 +++ | 1,100| - 2,636| -
Aspergillus tubingensis EX - 401 0,245 - 1,427| ++ | 0,891| - 4,745 -
Aspergillus terreus EX-312 0,164 - 0,964| + | 0,464 | +++ | 1,745 -
Aspergillus fumigatus EX - 3381 1,036| +++ | 3,036 - 1,318 | +++ | 5,036 -
Emericella stella-maris EX - 349 0,645| +++ | 0,964 | +++ | 0,836| +++ | 2,818| +++
Emericella filifera EX - 348 0,427 ++ | 2,009 - 1,145| ++ | 4,191 -
Emericella olivicola EX-2650 | 0,818 +++ | 1,273| ++ | 1,373| +++ | 4,373 -
Emericella discophora EX-2680 | 0,155] +++ | 1,009| ++ | 0,964 +++ | 1,845| ++
Eurotium amstel odami EX - 66 0,200 +++ | 1,109| - 0,973 | +++ | 3,700| -
Eurotium amstel odami EX-2134 0,664 - 5,064 | - 1,018 +++ | 8,564 -
Eurotium herbariorum EX - 3369 0,427 - 5,809 - 2,418 +++ | 6,791| -
Eurotium herbariorum EX -1041 0,173| +++ | 1,500 - 0,891| - 2,709 -
Eurotium repens EX-2132 | 0,573 + 0,636| - 1,091| ++ | 2,436 -
Penicillium nordicum EX -1363 0,100[ - 1,209 - 0,336 | - 1,691 -
Penicillium nordicum EX - 3196 0,145 - 1,518 - 0,355| - 3,955( -
Penicillium chrysogenum EX - 426 0,055 ++ | 0,427 +++ | 0,564| ++ | 2,618| -
Penicillium chrysogenum EX-1030 | 0,136| +++ | 2,364| - 0,791| - 4,336 -
Penicillium corylophilum EX-1325 | 0,264] - 0,673| - 1,036| - 3,727 -
Penicillium corylophilum EX-1778 | 0,291] - 0,573| - 1,273| - 2,864| -
Penicillium brevicompactum | EX - 417 0,318 + 1,964 - 1,691| - 4,382 -
Penicillium brevicompactum | EX - 1300 | 0,164| - 0,627| - 0,600| - 2,500| -
Penicillium crustosum EX - 763 0,082 + 1,318| - 0,527 - 2,618 -
Penicillium crustosum EX-1329 | 0,191 3,164 - 1,200| - 5255 -
Penicillium crustosum EX - 904 0,600| - 2,645 +++ | 0,509| - 1,818| +
Penicillium expansum EX-1813 | 0,273 - 1,455| - 1,155| - 4,827 -
Penicillium expansum EX-1348 | 0,118| +++ | 0,827| +++ | 0,855 +++ | 3,782| ++
Penicillium polonicum EX - 503 0,145 - 1,573| - 1,309| ++ | 4,100 -
Penicillium polonicum EX-1140 | 0,273 - 0,482| - 0,882| - 2,436| -
Penicillium citrinum EX -792 0,327| ++ | 1,355| ++ | 0,500 - 4,927 -
Penicillium antarcticum EX - 793 0,236| - 0,200 - 0,755 - 1,255| -
Penicillium sizovae EX -424 0,373| - 1,755 - 0,718 - 4227 -
Penicillium steckii EX -416 0,309| - 2591 - 0,618 - 4,655 -
Debaryomyces hansenii EX - 589 0,255 +++ | 0,282 - 0,673 | +++ | 2,191| -
Debaryomyces hansenii EX-1590 | 0,145 - 0,100 - 0,409 - 0,436 -
Metschnikowia bicuspidata | EX - 1509 | 0,609 + 0,027| - 0,645| ++ | 0,582| +++




24

Konda K. Biolosko aktivne snovi v organskih ekstilakekaterih halofilnih in halotolerantnih gliv.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotefiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Henoliti €éna aktivhost YNB vzorcev
3 T 9
| 8 -’E‘
B, W 3£
| | B | ] L] ——lr"‘/“7:2 §
0 == s : == NE =52 SR am - 5 { D et ?T LT Thret 1’7(% o
8§ 8 986 8 8 g N 8 3 2 g § 8 a 3 o g
§§§$E§[§§§§§§§[[§§§ﬂ§§§ §§§ agggﬁgﬁgﬁg §
ﬁﬁiﬁﬁﬁi“ﬁi“ﬁﬁi“ﬁiﬁi“ﬁi“““ﬁ“ﬁ““ XEE Ly gy Ly gy
0o AR i A 0 B0 S [ N R AR RO RN no
Sevi obravnavanih gliv ‘I:IYNBA(H) COYNBE(H ——YNBA(SS) —A—YNBE(S.S.){
Slika 2: Hemoliténa aktivnost v primerjavi s koncentracijo suhe sifmg/ml) v organskih ekstraktih sevov gliv, ki sastli
na goji€ih YNB. Stevilo na skali hemolize ustreza stopmiolize (0- ni aktivnosti; 1- rahla; 2- zmernan3s¢na aktivnost).
Hemoliti éna aktivnost Y+10 vzorcev
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Slika 3: Hemoliténa aktivnost v primerjavi s koncentracijo suhe sifmg/ml) v organskih ekstraktih sevov gliv, ki sastli
na goji€ih YNB z NaCl (Y+10). Stevilo na skali hemolize reta stopnji hemolize (0- ni aktivnosti; 1- ral?azmerna; 3- mina
aktivnost).
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Glede na vse testirane seve je bilo povsem hedraitheaktivnin 30,8 % sevov. Sevov z
aktivnimi ekstraktmi le z ene vrste gdj&sje bilo 38,5 %. 30,8 % aktivnih sevov pripada
ekstraktom z gojig& YNB (»YNB«), od teh ima 10,3 % sevov aktivhe acske ekstrakte
(»YNB A«); 7,7 % sevov etanolne (»YNB E«) in 12,8 €évov pa ima aktivne tako
acetonske kot etanolne ekstrakte (»YNB A« in »YN&.Eevov z aktivnim ekstraktom le
z goji¥a z NaCl (»Y+10«) je bilo 7,7 %, od katerih jih ifdal % aktiven acetonski
ekstrakt (»Y+10 A«) in 2,6 % aktivna oba ekstrafta+10 A« in Y+10 E«). Aktivnih
sevov na obeh goji$h je bilo 30,8 %, od tega je bilo 7,7 % acetonsgdYNB A« in
»Y+10 A«); 7,7 % sevov z aktivnima ekstraktoma 9+ in YNB E ; 5,1 % s aktivnimi
YNB A, Y+10 A in YNB E; 2,6 % je imelo aktivne YNB\, YNB E in Y+10 E. Vse 4

ekstrakte aktivne je imelo 7,7 % sevov. To razpibeedsevov prikazuje slika 4.

Henoliza sevov dliv iz preglednice 2

o 7,7%
| 26% 3sev @ Neaktivni sev
m 510 o = YNB A
@ 30,8%
2 seva ’
12 sewov OYNBE
o 7,7% O YNB A YNB E
3sev
mY+10A

@ Y+10A Y+10E

B 7,7%
3seuv B YNB A, Y+10 A
o 2,6% OY+10A, YNB E
1sev mYNB A Y+10 A, YNB E
m 51% o BYNBA, YNBE, Y+10E
2 se\,aD 12.8% O 7.7% O Vsi 4 ekstrakti aktivni
5sewov 3sev

Slika 4: Razporeditev 39 sevov gliv, obravnavanitiplomski nalogi, v skupine glede na
hemoliticno aktivnost ekstraktov posameznega seva.
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4.3 INHIBICIJA ACETILHOLINESTERAZE

Delovanje acetilholinesteraze so inhibirali nas|edrganski ekstrakti sevov gliv:
» sevAspergillustubingensis (EX - 401) — ekstrakt Y+10 E

» sevEmericdla stella-maris (EX - 349) — ekstrakta Y+10 A, Y+10 E

» sevEmericella discophora (EX - 2680) — ekstrakti YNB A, Y+10 A, YNB E in

Y+10 E

» sevEurotiumamstelodami (EX - 2134) — ekstrakt Y+10 E
» sevEurotium herbariorum (EX - 3369) — ekstrakta YNB E in Y+10 E
* sevEurotiumrepens (EX - 2132)— ekstrakti YNB A,YNB E in Y+10 E
* sevPenicillium polonicum (EX - 1140) — ekstrakt YNB E

Inhibicija se je pojavila pri 9,0 % vseh organskkstraktov (Preglednica 8).

Preglednica 8: Inhibicija acetilholinesteraze v orgnskih ekstraktih sevov gliv, obravnavanih v

diplomski nalogi.

YNB A: acetonski ekstrakti gliv, ki smo jih gojitia goji$u YNB; YNB E: etanolni ekstrakti gliv z gojia
YNB; Y+10 A: acetonski ekstrakti gliv, ki so rastia goji€u YNB z 10% NaCl; Y+10 E: etanolni ekstrakti

gliv, ki so rastle na goj& YNB z 10% NacCl.

Pri vsakem rezultatu smo dopisali koncentracijoessiovi uporabljene v vzorcu, izrazeno v mg/ml (S5.S

I.A. = inhibitorna aktivnost, o0z. odstotek inhij&iAChE glede na kontrolo.

VRSTA GLIVE OZNAKA YNB A Y+10 A YNB E Y+10 E
SEVA SS.|ILA. | SS. | LA. | SS. [ LA | SS. | LA
(mg/ | (%) | (mg/ | (%) | (mg/ | (%) | (mg/ | (%)
ml) ml) ml) ml)

Aspergillus flavus EX-1751 | 0,5000 O 0,771( O 0,743 0 1,600 O
Aspergillus niger EX-799 0,157 0 2,205 0 0,405 0 | 4581 O
Aspergillus niger EX-2130 | 0,181 O 0,581 O 0,381 O 2,929 O
Aspergillus ochraceus EX-618 0,110 O 0,557| O 0,776 O 1,219 O
Aspergillus sydowii EX - 405 0,195 O 0,343 O 0,576( O 1,381| O
Aspergillus tubingensis EX - 401 0,129 0 0,748| O 0,467| O 2,486 18,7
Aspergillus terreus EX -312 0,086 O 0,505 O 0,243 0 0,914 O
Aspergillus fumigatus EX-3381| 0,543 0 1,590 O 0,690 O 2638 0
Emericella stella-maris EX - 349 0,338| 0O 0,505( 22,1 | 0,438 O 1,476| 29,8
Emericella filifera EX - 348 0,224 0 1,052 O 0,600 O 2,195| O
Emericella olivicola EX-2650| 0,429 0 0,667 O 0,719| O 2,290 O
Emericella discophora EX-2680| 0,081 17,6 | 0,529| 26,0 | 0,505| 39,7 | 0,967 | 23,7
Eurotium amstel odami EX - 66 0,105/ O 0,581 O 0,510 O 1,938 O
Eurotium amstel odami EX-2134 | 0,348 0 2,652 0 0,533 O 4,486| 51,2
Eurotium herbariorum EX-3369 | 0,224 O 3,043 O 1,267 43,1 | 3,557 35,0
Eurotium herbariorum EX-1041 | 0,090 O 0,786| O 0,467| O 1,419 O
Eurotium repens EX-2132 | 0,300 26,8| 0,333| O 0,571| 26,8 | 1,276 17,9
Penicillium nordicum EX-1363 | 0,0520 0 0,633 O 0,176 O 0,886 O
Penicillium nordicum EX-3196 | 0,076 0 0,795 0 0,186 O 2,071 O

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje.
VRSTA GLIVE OZNAKA YNB A Y+10 A YNB E Y+10 E
SEVA SS. | LA . | SS. | LA . | SS. | LA | SS. | LA
mg/ | (%) | mg/ | (%) | mg/ | (%) | mg/ | (%)
ml ml ml ml

Penicillium chrysogenum EX - 426 0,029 O 0,224 0 0,295 O 1,371 O
Penicillium chrysogenum EX-1030 | 0,071 O 1,238 O 0,414 O 22711 0
Penicillium corylophilum EX-1325| 0,138 O 0,352 O 0,543 O 1,952 O
Penicillium corylophilum EX-1778 | 0,1520 0O 0,300 O 0,667 O 1,500 O
Penicillium brevicompactum | EX - 417 0,167] O 1,029 O 0,886 O 2,295| O
Penicillium brevicompactum | EX - 1300 | 0,086 O 0,329 O 0,314 O 1,310( O
Penicillium crustosum EX - 763 0,043 0 | 0690 O | 0,276/ O |[1,371] O
Penicillium crustosum EX-1329 | 0,000 O | 1657 O |[0,629] O | 2,752 O
Penicillium crustosum EX - 904 0,314 0 | 1,386 O | 0,267 O [ 0,952] O
Penicillium expansum EX-1813 | 0,143 O 0,762 O 0,605 O 2,529 O
Penicillium expansum EX-1348 | 0,0620 O 0,433] O 0,448| O 1,981 O
Penicillium polonicum EX -503 0,076 O 0,824 O 0,686 O 2,148 O
Penicillium polonicum EX-1140 | 0,143 O 0,252] O 0,462 19,5| 1,276 O
Penicillium citrinum EX - 792 0,171 O | 0,710/ 0O | 0,262 O | 2,581 O
Penicillium antarcticum EX-793 0,124 O 0,105( O 0,395 O 0,657 O
Penicillium sizovae EX -424 0,195 0 | 0919 0 [0,376] 0 |2214] O
Penicillium steckii EX -416 0,162 0 |[1,357] O |[0,324f 0 |2438] O
Debaryomyces hansenii EX - 589 0,133 0 0,148| O 0,352 O 1,148 O
Debaryomyces hansenii EX-1590 | 0,076 O 0,052 0 0,214 O 0,229| O
Metschnikowia bicuspidata | EX-1509 | 0,319] O 0,014 O 0,338/ O 0,305| O

4.4 PROTIBAKTERIIJSKA AKTIVNOST

Protibakterijsko aktivnost organskih ekstraktowgirikazuje preglednica 9. Aktivhost je
ponazorjena s Sirino inhibicijske cone rasti koldmkterij. Razvidno je, da je rast po
Gramu negativne bakterifgscherichia coli zaviralo 93 od 156 testnih vzorcev (59,6 %),
rast po Gramu pozitivne bakterigacillus subtilis pa 45 od 156 testnih vzorcev (28,8 %).
Od teh je takih, ki so zavirali obe bakteriji, skwp38. M@&no protibakterijsko aktivhe
ekstrakte (v preglednici 9 so ozeai s¢rko p), torej tiste s cono inhibicije enako algje
od 4 mm, smo redli in jih ponovno testirali na pla&h s sevom, proti kateremu so
prvotno pokazali aktivnost. Taksnih vzorcev je skupno 9,0 %. Vzorce smo @i v
razmerjih 1:10 in 1:100 ter ddafii priblizno minimalno inhibitorno koncetracijo (M),

kar prikazuje preglednica 10.

Aktivnost proti bakterijiEscherichia coli se je pojavila pri 59,6 % ekstraktov (od 156), ki
so pripadali 29 sevom. Od teh je bilo 34,0 % ekstragliv z goji¥a brez soli (»YNB«),
ki so razdeljeni na 18,0 % acetonskih (»YNB A«)1i0 % etanolnih ekstraktov (»YNB
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E«). Z goji€a s soljo (»Y+10«) smo pridobili 25,6 % aktivnihsélaktov od katerih je bilo
14,1 % acetonskih (»Y+10 A«) in 11,5 % etanolniht{® E«). Rast bakterijBacillus
subtilis je inhibiralo 28,9 % od 156 ekstraktov 22 sevowgli8,0 % jih pripada
ekstraktom z goji&a brez soli (»YNB«) in 10, 9 % ekstraktom z gé&gi$s soljo (»Y+10«).
Aktivne YNB ekstrakte smo porazdelili na 9,6 % acskih (»YNB A«) in 8,3 %
etanolnih (»YNB E«). Aktivnih ekstraktov z gajg s soljo (»Y+10 A«) je bilo 7,7 %
acetonskih (»Y+10 A«) in 3,2 % etanolnih (»Y+10 EAktivhost ekstraktov z gojt&a
brez soli (»YNB«) prikazuje slika 5, ekstraktov @i§ca s soljo (»Y+10«) pa slika 6. Test
protibakterijskih aktivnosti z naknadnim gghjem smo ponovili na 14 ekstraktih, od
katerih jih je 8 inhibiralo vrsté&scherichia coli in 6 vrstoBacillus subtilis.

Inhibicija rasti obeh bakterij se ni pojavila pi® evih:Aspergillus terreus (EX - 312),
Emericella stella-maris (EX - 349),Emericellafilifera (EX - 348),Emericella discophora
(EX - 2680),Penicillium chrysogenum (EX - 426),Penicillium corylophilum (EX - 1778),
Penicillium crustosum (EX - 763), Penicillium crustosum (EX - 904), Penicillium
expansum (EX - 1348) inMetschnikowia bicuspidata (EX - 1509). Aktivnost samo proti
bakteriji Escherichia coli zasledimo pri naslednjih 7 seviAspergillus niger (EX - 799),
Penicillium nordicum (EX - 3196), Penicillium corylophilum (EX - 1325), 2 sevih
Penicillium polonicum (EX - 503 in EX - 1140)Penicillium antarcticum (EX - 793) in
Penicillium sizovae (EX - 424). Pri ostalih 22 sevih se pojavi inhif@cproti obema

bakterijama.
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Preglednica 9: Protibakterijska aktivnost organskih ekstraktov sevov gliv, obravnavanih v diplomski
nalogi, proti sevomaEscherichia coli (Ec) in Bacillus subtilis (Bs).

YNB A: acetonski ekstrakti gliv, ki smo jih gojitia goji$u YNB; YNB E: etanolni ekstrakti gliv z gojia
YNB; Y+10 A: acetonski ekstrakti gliv, ki so rasta goji€u YNB z 10% NaCl; Y+10 E: etanolni ekstrakti
gliv, ki so rastle na goji& YNB z 10% NacCl.

Pri vsakem rezultatu smo dopisali koncentracijoessiovi uporabljene v vzorcu, izrazeno v mg/ml (S5.S
Protibakterijsko aktivnost smo izrazili kot condnibicije (mm).

VRSTA GLIVE OZNAKA YNB A Y+10 A YNB E Y+10 E

SEVA S.S.|Ec|Bs| S.S.|Ec|Bs| S.S.|Ec|Bs| S.S.|Ec|Bs
(mg/ mm | mm (mg/ mm | mm (mg/ mm | mm (mg/ mm | mm

ml) ml) ml) ml)

Aspergillus flavus EX-1751 |1,05¢ 3 (0 |1620 1 | 3 [15640 2 |4p|3,360 2 [ O
spergillus niger EX - 799 0,33¢ 2 [ 0 14630 2 | 0 (0,850 2 | 0 |9,620 1 [ O
Aspergillus niger EX-2130 |0,38(4pf 1]1220 0| 2 (0,800 1| 0 |6,150 2 [ O
Aspergillus ochraceus EX-618 0,23( 2 | 0 (1,270 2 | 0 |1,630 O |6p|2,560 2 | O
Aspergillus sydowii EX - 405 041¢ 3 (2 ]0,720 2 | 3 (1,21 0 | 1 |2,900 O [ O
Aspergillus tubingensis EX - 401 0,27¢( 2 | 01570 2 | 2 (0,980 0 |4p|5,220 2 [ O
Aspergillus terreus EX-312 0,18 0 | 0 {1,060 O [ 0 |0510 0 | 0 (1,920 0 | O
Aspergillus fumigatus EX-3381 |1,14( 2 |8p (3,340 2 | 2 (1,450 3 | 2 |5540 0 | 2
Emericella stella-maris EX-349 0,71 0 [ 0 |1,060 O | 0 (0,920 0| 0 |3,200 O [ O
Emericella filifera EX - 348 0470 00122100 |0 (1260 0] 0 |46100( 0
Emericella olivicola EX-2650 [0,90( 2| 01400 2 |1]15100]2(481d1]|0
Emericella discophora EX-2680 |0,17¢ 0 | O (1,210 0 | O (1,060 O | O |2,030 O | O
Eurotium amstel odami EX - 66 0,220 3| 2 (1,229 2 | 2 |1,070 1 | 2 (4,07 3 | 2
Eurotium amstel odami EX-2134 |0,73( 3 | 2 (5570 2 | 2 (1,224 3 | 0 |9,460 6p| 3
Eurotium herbariorum EX-3369 |0,47( 3 |4p (6,390 3 | 3 (2,660 5p| 2 |7,470 4p| 3
Eurotium herbariorum EX-1041 |0,9( 2 |1]1650 1|1(0980 2)0129801(0
Eurotium repens EX-2132 |0,63( 2 |3]0,700 3|2 |12008p| 3 (2,680 2 | 2
Penicillium nordicum EX-1363 |0,11¢(1 {01330 1|1|037d2)0]1860d1 (0
Penicillium nordicum EX-3196 |0,16( 1[0 |1670 0| 0 (0,390 2 | 0 |4,35d 0 | O
Penicillium chrysogenum |EX - 426 0,06 0| 0 (0,47 O | 0 |0,620 O | O |2,880 O | O
Penicillium chrysogenum |EX-1030 [(0,15¢ 1 | 2 2,600 2 | 0 |0,870 2 | 0 |[477 1| O
Penicillium corylophilum |[EX-1325 (0,290 2 | 0 [0,740 O | 0 |1,240 2 | 0 |[4,10d 1 [ O
Penicillium corylophilum |EX-1778 [0,32¢ 0 | 0 |0,630 O | 0 |1,404 O | 0 |3,15d O [ O
Penicillium EX - 417 035¢( 2 (22160 2 | 0 (1,860 2 | O (4820 1 | O
brevicompactum

Penicillium EX-1300 |0,28( 1|0 |0,690 0| O (0664 1| 2 |2,750 1 | O
brevicompactum

Penicillium crustosum EX - 763 0,090 0 (0 ]1450 0 | 0 (0580 0| O |2,880 O [ O
Penicillium crustosum EX-1329 |0,21( 1|0 (3,480 0| 0 (1329 2| 1|5780 0|0
Penicillium crustosum EX - 904 0,66¢( 0 [ 0 |2,910 0 | 0 (0,560 O | O |2,000 O [ O
Penicillium expansum EX-1813 | 0,30(5p| 2 (1,604 O | O (1,27 2 | 0 |5,31 O | O
Penicillium expansum EX-1348 |0,13( 0 { 0 |0,910 O | 0 (0,940 0 | O |4,260 O [ O
Penicillium polonicum EX - 503 0,16¢ 3 | 0 |1,73Q 0 [ 0 |1,440 3 | 0 (45100 | O
Penicillium polonicum EX-1140 | 0,30(7p| O (0,530 1| 0 (0,97 2 | 0 |2,680 O | O
Penicillium citrinum EX - 792 0,36¢5p| 1 {1,499 2 [ 0 |0,550 2 | 0 (5420 0 | O
Penicillium antarcticum EX - 793 0,26¢( 2 [ 0 10,220 2 | 0 (0,830 1| 0 |1,380 O [ O
Penicillium sizovae EX - 424 041¢ 3|10 (19301 (00,790 1 | 0 (4650 1|0
Penicillium steckii EX - 416 0,34 1 (5p|2,8500 2 | 0 (0,680 1 | 1 |5,220 O [ O
Debaryomyces hansenii EX - 589 0,28( 0 | 20,310 3|0 (0,740 2| 2 |2,4100 | O
Debaryomyces hansenii EX-1590 |0,26¢ 1 | 3 (0,214 3| 0 (0,450 1 | 0 |0,480 2 | O
Metschnikowia bicuspidata |[EX-1509 | 0,67¢ 0 { 0 |0,030 0 | 0 (0,710 0 ) 0 |0,640 O [ O
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Protibakterijska aktivnost vzorcev YNB
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Slika 5: Protibakterijska aktivnost v primerjavkencentracijo suhe snovi v ekstraktih sevov glidgbljenih na goji&ih YNB.

Protibakterijska aktivnost vzorcev Y+10
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Slika 6: Protibakterijska aktivnost v primerjavikencentracijo suhe snovi v ekstraktih sevov gliidpbljenih na goji&ih z NaCl
(Y+10).



Konda K. Biolosko aktivne snovi v organskih ekstilakekaterih halofilnih in halotolerantnih gliv.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotefiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Preglednica 10: Reditve 14 matno protibakterijsko aktivnih organskih ekstraktov

YNB A: acetonski ekstrakti gliv, ki smo jih gojitia goji$u YNB; YNB E: etanolni ekstrakti gliv z gojia
YNB; Y+10 A: acetonski ekstrakti gliv, ki so rastia goji€u YNB z 10% NaCl; Y+10 E: etanolni ekstrakti

gliv, ki so rastle na goj& YNB z 10% NacCl.

Pri vsakem rezultatu smo dopisali koncentracijoessiovi uporabljene v vzorcu, izrazeno v mg/ml (Srs
rezultate iz prvega testiranja (1:0). Protibak#dj aktivnost smo izrazili kot cono inhibicije (mr@r kot

minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK).

VRSTA GLIVE OZNAKA OZNAKA REDCENJE| S.S. |EC|BS MIK

SEVA VZORCA mg/mlimmimm| mg/ml

Aspergillus flavus EX-1751 YNB E 1:0 1560 2 | 4 0,016
1:10 0,156| / | 3
1:100 0,016 / | 2

Aspergillus niger EX - 2130 YNB A 1:0 0,380 4 | 1 0,004
1:10 0,038 0 | /
1:100 0,004 1 | /

Aspergillus ochraceus EX-618 YNB E 1:0 1630 O [ 6 1,630
1:10 0,163| / | O
1:100 0,016 / | O

Aspergillustubingensis| EX - 401 YNB E 1:0 0,980| 0 | 4 0,980
1:10 0,098| / | O
1:100 0,010 / | O

Aspergillus fumigatus | EX - 3381 YNB A 1:0 1,140 2 | 8 0,011
1:10 0,114| / | 5
1:100 0,011 / | 3

Eurotium amstelodami | EX - 2134 Y+10 E 1:0 9,460 6 | 3 0,094
1:10 0942 2 | /
1:100 0,094 2 | /

Eurotium herbariorum| EX - 3369 YNB A 1:0 0,470 3 | 4 0,047
1:10 0047 | | 7
1:100 0,005 / [ O

YNB E 1:0 2,660 5 [ 2 0,027
1:10 0,266 2 | /
1:100 0,027 3 | /

Y+10 E 1:0 7470 4 | 3 0,075
1:10 0,747 | | 3
1:100 0,075 / | 2

Eurotium repens EX -2132 YNB E 1:0 1,200| 8 | 3 0,012
1:10 0,120 2 | /
1:100 0,012 2 | /

Penicillium expansum | EX - 1813 YNB A 1:0 0,300 5 | 2 0,003
1:10 0,030| 1 | /
1:100 0,003| 1 | /

Penicillium polonicum | EX - 1140 YNB A 1:0 0,300 7 | O 0,030
1:10 0,030| 1 | /
1:100 0,003 0 | /

Penicillium citrinum EX-792 YNB A 1:0 0,360 5 | 1 0,004
1:10 0,036| 0 | /
1:100 0,004 1 | /

Penicillium steckii EX - 416 YNB A 1:0 0,340| 1 | 5 0,034
1:10 0,034 / | 3
1:100 0,003 / | O
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo pregledali seve gliv redBurotiales in Saccharomycetales, in
sicer z namenom odkriti morebitne biolosko aktianganske ekstrakte, katerih bioloSko
ucinkovino bi lahko v prihodnosti izolirali in préavali. Testirane aktivnosti (hemodtia,
inhibicija acetilholinesteraze in protibakterijsks® pojavljajo v primerljivih raziskavah na
organizmih prisotnih v morju (Ség in sod., 1997) in solinah (Derlink, 2009).

5.1.1 Rast

Sestava medija in rastne razmere vplivajo na rasintezo sekundarnih produktov. Glive,
patogene zéloveka, rastejo na medijih z visoko vodno aktivimstisoko temperaturo in
nizko vsebnostjo ogljikovih hidratov, v nasprotju tipicnimi saprofitskimi glivami,
prisotnih v tleh in v hrani, ki lahko uspevajo prizkih vodnih aktivnostih, nizkih
temperaturah in so pogoste v medijih z viSjo vsehnoogljikovih hidratov (Samson in
sod., 2004). Pri naSi raziskavi smo gojili seve gia YNB goji€u in YNB goji€u z 10 %
NaCl. Na slednjem je bila rast gasnejSa (velikost kolonij manjSa). Rast gliv v t&ho
2006) Pri raziskavah biolosko aktivnih snovi so bila tgdgjena Se drugaa goji€a. Sevi
vrste Penicillium crustosum, izolirani iz Arktike in drugih ekoloskih niS, so mgoji&ih
MEA (»malt extract agar«), YES (»yeast ekstractr@se«), CYA (»Czapek yeast
autolysate agar«) imeli pospeSeno rastjév@remere kolonij), medtem ko je na CREA
(»creatine sucrose agar«) gous37 arkténih sevov (od 121 skupnih) pokazalo slabo rast
(Sonjak in sod., 2005). Samson in sodelavci (2B )za kserotolerantne in kserofilne
vrste roduPenicillium, Aspergillus in Eurotium predlagali goji§e DG18 (»Dichloran 18 %
Glycerol« agar). Rast in sporulacijo roBurotium so dol@ali na goji§ih MEA z 0% do
32 % NaCl in vseh 6 sevov je raslo vsaj do 20 % INp«C vrsti Eurotium halotolerans pa

je do klitja spor brez nadaljnje rasti prislo p2, % % NaCl (Butinar in sod., 2005b).

Vecina kvasovk na agarju izoblikuje okrogle kolonijenejno rastno cono, ki eksponentno
rastejo, dokler se rast zaradi pomanjkanja hrandkumuliranja tokgnih produktov (npr.

etanola) ne up@sni ali ustavi. Po inokulaciji medija z eno alicvepor ali z delkom
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filamentoznih hif se pojavi micelij z jasno razvidnrobom kolonije, ki se enakomerno
razSirja do ovire (druga kolonija, rob petrijevk®&)asih se rast ustavi zaradi taksh
produktov metabolizma (vodikovi ioni, amoniak). Mig se diferencira v 4 cone od roba
do sredine: zunanja (»extending«), v kateri se faigSirjajo po novem mediju, produktivna
(»productive«), kjer je povanje mase naj¥ge, cona kjer se tvorijo spore na hifah,
izhajajatih iz micelija (»fruiting« cona) in ostarela (»aggdcona z zniZzanim

metabolizmom (Carlile, 2001).

V poskusih z glivo Serpula lacrymans (hiSni lesomor) se je kd&iha sekundarnih
produktov v gojigu spreminjala sasom in sicer je protimikrobniéinek izvletka s¢asom
rastel, po treh tednih je dosegel plato in natekzapadati, kar je v skladu z zaporedjem
dogodkov: aktivno rastjo glive, stacionarnim stamje avtolizo celic, ki sprosti encime.
Posledica tega je razgradnja sekundarnih produidanes, 2007). Riakovano smo zato
glivni micelij postrgali z goji&a po enem do treh tednov, in sicer v stacionamiréesti, ko
S0 se pri vé&ni pojavile spore. Strganje je bilo v nekaterihnperih otezeno zaradi rasti
micelija, hife se nameene razSirijo po povrsini, ampak prodrejo tudi bstnat in si tako
poveajo dostopnost do hranil. Kompaktne strukture reiatmicelijev nismo uspel

razdrobiti na manjSe di&de kljub mehanski obdelavi in centrifugiranju.

5.1.2 Priprava organskih ekstraktov

Kolicine micelija v posameznih mikrocentrifugirkah sojserazlikovale in wasih kljub
zadostni kokiini micelija nismo uspeli dobiti zadostne katie supernatanta. Pri prenosu v
novo centrifugirko smo zato prenesli Secttel micelija, ki so morda motili dotene teste.
Ekstrakcija bioloSko aktivnih snovi je potekala tarelom in acetonom. Rekovane
snovi, izolirane s temi organskimi topili so nepakx steroidi, doléeni alkaloidi, terpeni

in drugi.

5.1.3 Doloéanje koncentracije suhe snovi v vzorcih

Koncentracije suhe snovi &iee organskih ekstraktov so bile visje v ekstraktigojiga s
soljo v primerjavi z ekstrakti z gojia brez soli. Predvidevamo, da so se sevi uspeli
prilagoditi osmotskemu stresu in da péaee koncentracije snovi verjetno kazejo na
pove&ano sintezo raznih produktov. Halofilni in halot@etni organizmi se razino

prilagodijo na poviSano slanost: shranjujejo annsga ione, imajo dinkovit izmenjevalni
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sistem za ione (Kogej in sod., 2005) ali pa prgajain koptijo kompatibilne topljence,
kot so glicerol, mikosporini in sladkorji (Grant)@4). Lahko se jim preoblikuje membrana
in se spremenijo njene lastnosti (Russell, 1989k Tin sod., 2007a). Prav tako lahko
izlocajo glikoproteine in imajo spedcifie signalne trandukcijske mehanizme (Gunde-
Cimerman in sod., 2005).

V nasi raziskavi smo ugotovili Stiri odstopanja teba pravila, trije acetonski in en
etanolni ekstrakt treh sevov glivénicillium antarcticum (EX - 793), Debaryomyces
hansenii (EX - 1590),Metschnikowia bicuspidata (EX - 1509)), ki so imeli koncentracijo
suhe teze Wgo v ekstraktu seva v gofig brez soli. V raziskavi vpliva soli na rast in
metabolizem (pri raztnih razmerah) je bil NaCl tok&n zaSaccharomyces cerevisiae,
pri halotolerantnDebaryomyces hansenii pa sta ji NaCl in KCI pow&la rast (Almagro in
sod., 2000). Ta lastnost omagovrsti Debaryomyces hansenii kontaminacijo hrane z
vecjo vsebnostjo soli, podobno kakor tudi halotolenanirsti Aspergillus fumigatus. V
nasi raziskavi smo imeli 2 seva vrddebaryomyces hansenii, sev EX - 589 in sev EX -
1590. Slednji, ark#ini, je kot Ze omenjeno, kazal odstopanja od ostal#ultatov. Enako
velja za arktini sevMetschnikowia bicuspidata (EX - 1509). Razlog za takSne rezultate je
neznan, sicer Carlile (2001) v svoji knjigi navaj@rebitni odgovor, da pogan osmotski
tlak kvasovk vklj@uje ustavitev rasti, razgradnjo aktinskega citostegl izgubo cetne

polarnosti, spremembe v prehodnosti membrane (za&rgl) in shranjevanje glicerola

(poliol).

5.1.4 Hemolitiéna aktivhost

Hemoliticno neaktivnih je bilo 12 sevov gliv (predvsem s@du Penicillium), medtem ko
je preostalih 27 sevov imelo celo 54 aktivnih eddstov. Vsi Stirje ekstrakti so bili aktivni
pri treh sevih vrsEmericella stella-maris (EX - 349),Emericella discophora (EX - 2680)

in Penicillium expansum (EX - 1348), kar kaze na mwo hemolittne produkte, ki se
sintetizirajo v gojigu brez ali z 10 % NaCl. \teekstraktov je bilo aktivnih v goj$i brez

soli (»YNB«) kot v gojigu s soljo (»Y+10 ») .

Ekstrakte aktivne le glede na rast glive na ¢oji¥NB je imelo 12 sevovAspergillus
fumigatus (EX - 3381),Emericella filifera (EX - 348), vsi preiskovani sevi rodturotium
(EX - 66, EX - 2134, EX - 3369, EX - 1041 in EX132),Penicillium chrysogenum (EX -
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1030), Penicillium brevicompactum (EX - 417), Penicillium crustosum (EX - 763),
Penicillium polonicum (EX - 503) inDebaryomyces hansenii (EX - 599). Predvidevamo da
je sol zavrla sintezo hemolitiih produktov. Aktivnost ekstrakta z nafye koncentracijo
suhe snovi med acetonskimi ekstrakti z ggi®rez soli (»YNB A«), sevéspergillus
fumigatus (EX - 3381) je bila nasprotna od rezultatov Majerlink (2009), ki je
uporabljala vodne ekstrakte. V njeni nalogi jeddini hemoliténo aktiven le ekstrakt seva
Aspergillus fumigatus z gojig€a s NaCl. Verjetno zaradi vsebnosti neznanega ipeot®
literaturi smo zasledili, da lahko pri tej vrstasbst morske vode (3,3 % NacCl) poae
izlocanje gliotoksina (Kerzaon in sod., 2007). V raziskaevov vrste Aspergillus
fumigatus, testiranih na razinih medijih z vodno aktivnostjo od 0,999 do 0,828,je rast
micelija postopoma znizala in dosegala nizjo makéim vrednost, pri vodnih aktivnostih
nizjih od 0.878 pa sta se rast in sinteza sekuidgnoduktov pri véini sevov ustavila
(TepSt in sod., 1997).

Nasprotno pa je NaCl spodbudil sintezo hemiwiliti wéinkovin pri 3 sevih, ki so rastli na
goji&u s soljo (»Y+10«) in sicer pri vrstakspergillus tubingensis (EX - 401),Penicillium
crustosum (EX - 904) in Aspergillus niger (EX - 799). Slednji sev s solin (Sw/lje,
Slovenija), je imel pozitiven le acetonski ekstralglanega goji& (»Y+10 A«). Mozno je,
da je rahla hemoliza posledica velike Ekole hemoliténih produktov (najvga
koncentracija suhe snovi od vseh aktivnih ekstigkt®@ev EX - 2130 iste vrste iz
morskega ledu (Arktika), je imel aktivha oba acstanekstrakta, zmerno na gojsbrez
soli (»YNB«) in m&no na soli (»Y+10«). Pri tem sevu je sol mégspodbudila sintezo
hemoliticnih produktov. Uvr&amo ga med seve z aktivnimi ekstrakti z obeh §ojis
Skupno jih je devetce izvzamemo zgoraj naStete v vseh ekstraktin adtisave):
Aspergillus flavus (EX - 1751),Aspergillus niger (EX - 2130),Aspergillus ocharaceus (EX

- 618), Aspergillus sydowii (EX - 405), Aspergillus terreus (EX - 312), Emericella
olivicola (EX - 2650), Penicillium chrysogenum (EX - 426), Penicillium citrinum (EX -
792) in Metschnikowia bicuspidata (EX - 1509). Sevi vrstéenicillium chrysogenum so
tvorili krisolizin, hemolitéen protein (Donuhue in sod., 2005). Oba seva te @ts bila v
nasi raziskavi hemolitno aktivha. V organskih ekstraktih nismo galovali proteinov,

zato je bila aktivnost verjetno posledica prisotnnseznane nepolarne snovi.
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Sevi rodu Aspergillus in Penicillium so znani proizvajalci sekundarnih metabolitov,
predvsem mikotoksinov. Anzai in sodelavci (2008) testirali hemolittno aktivnost
acetonskih ekstraktov 366 sevov 69 vrst réddpergillusin 19,7 % sevov je bilo aktivnih.
Ista skupina je raziskala 394 sevov 127 vrst ghidurPenicillium, aktivnih je bilo 45,4 %
sevov (Nakashima in sod., 2008). Nasprotno smosv naaiskavi rod ugotovili, da je rod
Aspergillus bolj hemolitten s 14 od 32 ekstraktov, dmea (10) od teh je acetonskih. Za
primerjavo, od 76 ekstraktov sevov roBenicillium je bilo le 15 pozitivnih, od tega 10

acetonskih.

5.1.5 Inhibicija acetilholinesteraze

Omejeno inbibicijo acetilholinesteraze (AChE) sngmtovili pri 14 ekstraktih 7 sevov, kar
je Stevitno manj v primerjavi z vodnimi vzorci istih sevoidrlink, 2009), a je bila
inhibicija organskih ekstraktov bolj izrazita (nej\s51,2 %) v primeru etanolnega ekstrakta
sevaEurotium amstelodami (EX - 2134) z goji& z 10 % NaCl. Vsi 4 ekstrakti vrste
Emericella discophora (EX - 2680) so izrazali inhibicijo ne glede na mere slanosti v
goji&u. Podobno smo opazili tudi pri treh ekstraktin KB A«, »YNB E«, »Y+10 E«)
sevaEurotium repens (EX - 2132). Pri seviEmericella stella-maris (EX - 349) se je
inhibicija izrazila v ekstraktih z goga s soljo (»Y+10 A« in »Y+10 E«), pri sevu
Eurotium repens (EX - 2132) pa v etanolnih ekstraktih (»YNB E«id+10E«). Samo en
aktiven ekstrakt so imeli sletiesevi: Aspergillus tubingensis (EX - 401) in Eurotium
amstelodami (EX - 2134), oba etanolni ekstrakt z gofss soljo (»Y+10«) tePenicillium
polonicum (EX - 1140) z etanolnim ekstraktom z goaSYNB. Prevladovali so vzorci z
gojiXa s soljo in etanolni ekstrakti. Inhibicija se j@jgvila predvsem pri rodovih
Emericella in Eurotium, kar pa v literaturi nismo zasledili. Viri navajajohibicijo AChE
pri vrstah roduwPenicillium (Shiomi in sod., 1999) iAspergillus (Yoo in sod., 2005).

5.1.6 Protibakterijska aktivnost

Protibakterijske &inkovine spadajo med protimikrobne snovi. Antibiotso Winkovine,

izolirane iz razknih vrst mikroorganizmov (bakterij, gliv, aktinonei), ki zavirajo rast ali
ubijejo druge mikroorganizme. V odgovor se pri rolh lahko razvije odpornost proti
dolocenim winkovinam. WEinkovitost protibakterijskih produktov preizkuSgpoedvsem z

difuzijskim testom na agarju, dilucijskim testom m@garju in dilucijskim testom v
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hranilnem goji8u (Chambers, 2006). V pregledani literaturi bioakith snovi gliv iz

morskega okolja (Priloga A) smo zasledili, da levdikokrat izrazajo protibakterijsko
aktivnost. Potrdili smo protibakterijsko aktivnogste Aspergillus sydowii iz raziskave, ki
je pokazala aktivnost proti vrstafscherichia coli in Bacillus subtilis (Zhang in sod.,
2008)ter aktivnost vrstéenicillium citrinum proti Bacillus subtilis (Sasaki in sod., 2005).
V primerljivi raziskavi se je ob povanju slanosti pri v@ni sevov morskih gliv rodu

Aspergillus povetala sinteza protibakterijsko aktivnih snovi (Masuimaod., 2001).

Protibakterijska aktivnost ekstraktov, izmerjerstandardnim difuzijskim testom na agarju
proti po Gramu negativni bakteriftscherichia coli (E. coli), je bila ve&ja od aktivnosti
proti po Gramu pozitivni bakteripacillus subtilis (B. subtilis). To so potrdili tudi rezultati

z 10 sevi, ki so inhibirali samo rast baktefjecoli, ne pa tudi bakterij®. subtilis. Sicer
imajo po Gramu negativne bakterije zunanjo celi membrano, ki &ti celico pred
vdorom nezazelenih spojin (Janes, 2007) in so eéeadodatne membrane naravno bolj
odporne proti doleenim snovem. V w@ni nasih ekstraktov se to ni potrdilo.

Aktivnost vseh 8 ekstraktov, tako prddi coli kot proti B. subtilis, se je izrazila pri sevih
Eurotium amstelodami (EX - 66), Eurotium herbariorum (EX - 3369) inEurotium repens
(EX - 2132). RocEurotium se je izkazal kot protibakterijsko najbolj aktivé&evEurotium
herbariorum (EX - 3369) so Ze préavali v raziskavi vrst rodurotium iz hiperslanih
okoljih, ki so tvorile neznane produkte in Se vespeciftne poznane produkte kot so
ekinulin, neoekinulin A, flavoglavcin in auroglanc{Butinar in sod., 2005b), med katerimi
nekatere delujejo protibakterijsko. Morska gliarotium repens je v etilacetatnem
ekstraktu, ki je vseboval meSanico pigmentov, pakaaktivnost proti po Gramu pozitivni
bakteriji Saphylococcus aureus (Smetanina in sod., 2007). V naSem testu je bilagari
vrstah Eurotium repens proti E. coli (ekstrakt YNB E) inAspergillus fumigatus proti B.
subtilis (YNB A) cona inhibicije najv&a (8 mm).

Na obeh goji&h ni inhibiralo rasti bakterij 10 sevov gliv. Lerh so se na gojig z NaCl
pridruzili Se Stirje: sev&enicillium nordicum (EX - 3196) inPenicillium crustosum (EX -
1329) izolirana iz Artike, ter solinska sewenicillium expansum (EX - 1813) in
Penicillium polonicum (EX - 503). Na sintezo protibakterijskih produktge morda

negativno vplivala sol. Sevi vrstenicillium crustosum, med katerimi sta bila tudi seva
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EX - 1329 (CREA+) in EX - 904 (CREA-), so proizviajarstno zngilne sekundarne
produkte (Sonjak in sod., 2005). Vsi sevi so tvopiénitreme in rokvefortine. Vrsto
Penicillium crustosum so smatrali za halotolerantno zaradi rasti nekatsegvov (med
njimi EX - 1329) na goji&h z 20 % NaCl na sobni temperaturi. To je v nagprp nasimi
rezultati, kjer se je pokazalo, da je pri zgorajedenih Stirih sevih sol negativno vplivala

na sintezo produktov kljub po¥&nju koncentracije suhe snovi.

V 14 ekstraktih je cona inhibicije dosegla ali @glet 4 mm, zato smo te ekstraktecikd
ponovno izvedli test ter daldi MIK. To so bili Aspergillus flavus (EX - 1751),
Aspergillus niger (EX - 2130),Aspergillus ochraceus (EX - 618),Aspergillus tubingensis
(EX - 401), Aspergillus fumigatus (EX - 3381), Eurotium amstelodami (EX - 2134),
Eurotium herbariorum (EX - 3369),Eurotium repens (EX - 2132),Penicillium expansum
(EX - 1813), Penicillium polonicum (EX - 1140),Penicillium citrinum (EX - 792) in
Penicillium steckii (EX - 416). V&ina ekstraktov (12/14) je pripadala ekstraktom gSga
brez soli (YNB) in je inhibirala rastE. coli (8/14). NajmanjSo minimalno inhibitorno
koncentracijo (0,003 mg/ml) je imel acetonski etz gojisa brez soli (»YNB A«) vrste

Penicillium expansum.

5.1.7 Pregled vseh bioloskih testov

BioloSko aktivnost smo zasledili pri 38 preiskovasevih, edina izjema brez aktivnosti je
bil solinski (Mrtvo morje) sewenicillium corylophilum (EX - 1778). Zanimivo, pri sevu
EX - 1325 iste vrste smo ugotovili protibakterijsk&tivnost, morski sev te vrste pa je
sintetiziral mikotoksin citreoizokumarinol (Malstroin sod., 2000)V vseh testih so bili
aktivni sevi vrstEurotium amstelodami (EX - 66), Eurotium herbariorum (EX - 3369) in
Eurotium repens (EX - 2132). Aktivnost je prevladovala v ekstraksbvov z goji&a brez
dodatka NaCl in v acetonskih ekstraktih. N&jgevov je kazalo protibakterijsko aktivnost
(proti E. coli), najmanj pa je inhibiralo acetilholinesterazoy k& glede na pregledano

literaturo tudi préakovano.

Primerjava med ekstrakti istih sevov na gojisbrez (»YNB«) in s soljo (»Y+10«) je
pokazala, da je NaCl vmoma zmanjSal biolosko aktivhost ekstraktov, saj ksle
vrednosti Y+10 ekstraktov nizje. Prezivetje gliv naorskih okoljih je odvisno od

regulacijskih mehanizmov, ki so energijsko potratrato se lahko pojavi zmanjSana
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sinteza sekundarnih produktov ali dpenjena produkcija metabolitov v prisotnost visokih
koncentracij soli (Bugni in Ireland, 2004). To kahko pojasnilo manjSe aktivnosti
dolocenih sevov iz solin, ki so v literaturi opredeljekot halofilni ali halotolerantni.
Skoraj vse vrste so med kserotolerantne oz. kdeeofivrstili De Hoog in sod. (2005).
Izjeme so bile vrst&enicillium nordicum, vrste roduEmericella (Zalar in sodelavci (2008)
so jih pozneje predlagali za nove vrste) in viddharyomyces hansenii, izolirana iz solin
(Butinar in sod., 2005a) in Ze prej dédma kot halotolerantna (Almagro in sod., 2000).
Kvasovke so v naSi raziskavi pokazale delwo biolosko aktivnost, predvsem solinski sev
(EX - 589).

Aktivnosti med solinskimi (21 sevov) in ar&timi sevi (14 sevov) se niso bistveno
razlikovale, veéinoma je bil delez aktivnih v skupini ar&tiih sevov visji od deleza
aktivnosti v skupini solinskih sevov, pri hemoljei bilo obratno (delez solinskih (16/21)
presegel arkéne seve (8/14)). Sevi se morajo obeh okoljih potii na razmere

zmanjSane vodne aktivnosti, zato rezultati nissgmetljivi. BioloSko aktivhe produkte so
Ze predevali pri nekaterih nasih sevih izoliranih iz Alei (Sonjak, 2006; Sonjak in sod.,
2006).
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5.2 SKLEPI

o Dodatek 10 % NaCl na definiranem gojsSYNB je up@asnil rast glivnih kultur.

o Koncentracije suhe snovi so bile visje pri ekstitaktidobljenih na goji&u z

10 % NaCl v primerjavi z ekstrakti dobljenimi z gop brez dodane soli.

o Hemoliticno aktivni so bili sevi:

Vsi sevi roduAspergillus: A. flavus (EX - 1751), oba sevA. niger
(EX - 799 in EX - 2130)A. ocharaceus (EX - 618),A. sydowii (EX
- 405), A. tubingensis (EX - 401), A. terreus (EX - 312) in A
fumigatus (EX - 3381),

Vsi sevi roduEmericella: E. stella-maris (EX - 349),E. filifera (EX
- 348),E. olivicola (EX - 2650) inE. discophora (EX - 2680),

Vsi sevi roduEurotium: oba sevé&. amstelodami (EX - 66 in EX -
2134), oba sevé&. herbariorum (EX - 3369 in EX - 1041) irk.
repens (EX - 2132),

Sevirodu Penicillium: oba seva. chrysogenum (EX - 426 in EX -
1030), P. brevicompactum (EX - 417), 2 sev&. crustosum (EX -
763 in EX - 904),P. expansum (EX - 1348),P. polonicum (EX -
503) inP. citrinum (EX - 792),

Kvasovki: Debaryomyces hansenii (EX - 599) in Metschnikowia
bicuspidata (EX - 1509).

o Encim acetilholinesterazo so inhibirali seii:tubingensis (EX - 401),Em. stella-
maris (EX - 349),Em. discophora (EX - 2680),Eu. amstelodami (EX - 2134),
Eu. herbariorum (EX - 3369),Eu. repens (EX - 2132) in P. polonicum (EX -

1140).

o Protibakterijska aktivnost proti vrstanizcherichia coli in Bacillus subtilis se je
pojavila pri sevihA. flavus (EX - 1751) A. niger (EX - 2130),A. ocharaceus
(EX - 618),A. sydowii (EX - 405),A. tubingensis (EX - 401),A. fumigatus (EX
- 3381),Em. olivicola (EX - 2650),0beh sevilEu. amstelodami (EX - 66 in EX
- 2134), obeh seviku. herbariorum (EX - 3369 in EX - 1041)Eu. repens (EX
- 2132) P. nordicum (EX - 1363) P. chrysogenum (EX - 1030),0beh sevitP.
brevicompactum (EX - 417 in EX - 1300),P. crustosum (EX - 1329), P.

40
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expansum (EX - 1813),P. citrinum (EX - 792), P. steckii (EX - 416), ter pri
obeh sevilD. hansenii (EX - 599 in EX - 1590).

o Protibakterijska aktivnost proti vrskscherichia coli se je pojavila pri vgemu
Stevilu sevov kot proti vrsBacillus subtilis.

o BioloSko aktivni v vseh treh testih so sdwirotium amstelodami (EX - 66),
Eurotium herbariorum (EX - 3369) inEurotiumrepens (EX - 2132).

o BioloSko neaktiven je bil seWenicillium corylophilum (EX - 1778).

o Organski ekstrakti halofilnih in halotolerantninveg so bolj bioloSko aktivni od

vodnih ekstraktov.
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6 POVZETEK

Naravni produkti organizmom pogosto omog prezivetje v njihovi ekoloski nisi. V
ekstremnih okoljih se pojavijo novi organizmi z namimi in &inkovitimi n&ini za
premagovanje stresnih razmer. Halofilne in halotoitne glive se pojavljajo v naravnih
okoljih z nizko vodno aktivhostjo kot so soline, neoali ledeniki. Ker gre za znane
proizvajalce naravnih produktov, nas je zanimalo,n&Zka vodna aktivnost vpliva na
sintezo naravnih produktov. Obravnavali smo 39 wmdov Aspergillus, Emericella,
Eurotium, Penicillium, Debaryomyces in Metschnikowia. Te vrste oziroma njihove seve so
izolirali iz solin po svetu (Izrael, Mrtvo morje,axibija, Séovlje-Slovenija in Spanija),
Arktike (morski in ledeniski led) ter preostalih @k (oliva, tla, sol). Seve smo gojili na
produktov vpliva vsebnost soli v gajis ki povzr@&i znizanje vodne aktivnosti.
Ekstrakcijo smo izvedli z organskimi topili — aceton in etanolom. Opravili smo test
hemoliticne aktivnosti, test inhibicije encima acetilholite¥aze in protibakterijski test
proti po Gramu negativni bakteriitscherichia coli in proti po Gramu pozitivni bakteriji

Bacillus subtilis.

Raziskava je pokazala, da je bila koncentracijeessitovi visja na definiranem gajis
YNB z dodatkom soli v primerjavi z gofidm YNB brez soli. Biolosko neaktiven je bil
samo sev vrst@®enicillium corylophilum. Hemoliticno aktivnost je izrazala vrsta sevov,
med drugim vsi sevi rodAspergillus (A. flavus, A. niger, A. ocharaceus, A. sydowii, A.
tubingensis, A. terreus, A. fumigatus), Emericella (E. stella-maris, E. filifera, E. olivicola,
E. discophora) in Eurotium (E. amstelodami, E. herbariorum, E. repens). Hemoliticno
manj aktivni so bile vrste rod®enicillium: P. chrysogenum, P. brevicompactum, P.
crustosum, P. expansum, P. polonicum in P. citrinum ter kvasovkiDebaryomyces hansenii
in Metschnikowia bicuspidata. Delovanje encima acetilholinesteraze so zavikakte:
Aspergillus tubingensis, Emericella stella-maris, Emericella discophora, Eurotium
amstelodami, Eurotium herbariorum, Eurotium repens in Penicillium polonicum. Najves
ekstraktov je izrazilo protibakterijsko aktivnost, sicer predvsem proti vrskscherichia
coli. Vrste z aktivnostjo proti obema bakterijama so Iibslednje:Aspergillus flavus,

Aspergillus niger, Aspergillus ocharaceus, Aspergillus sydowii, Aspergillus tubingensis,
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Aspergillus fumigatus, Emericella olivicola, Eurotium amstelodami, Eurotium
herbariorum, Eurotium repens, Penicillium nordicum, Penicillium chrysogenum,
Penicillium brevicompactum, Penicillium crustosum, Penicillium expansum, Penicillium
steckii in kvasovka Debaryomyces hansenii. 14 ekstraktov je izrazalo &0
protibakterijsko aktivnost, zato smo jih egdin dologili priblizno minimalno inhibitorno
koncentracijo; najmanjSo je imétenicillium expansum. Primerjava je pokazala &je
bioloSko aktivnost organskih ekstraktov v primerjav vodnimi ekstrakti istih sevov.
BioloSke aktivnosti opazene v tej raziskavi z&ine vrst dosedaj Se niso bile opisane v
pregledani literaturi. Pri sevih obravnavanih glkt,izhajajo iz morskih habitatov, smo
zasledili in potrdili le protibakterijsko aktivnostrst Aspergillus sydowii in Penicillium

citrinum.
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PRILOGA A: NARAVNI PRODUKTI OBRAVNAVANIH RODOV GLIV

KONCA LETA 2010

IZ NARAVNIH SLANIH HABITATOV DO

Ime U¢inkovina Vrsta molekule Aktivnost Referenca
mikroorganizma
Aspergillus sp. Aspermitin A Poliketid Inducira rast nevritoypwdganijih Tsukamoto, S. in sodBioorg. Med.Chem. Lett.,
feokromocitomskih celicah 2004,14, 417 (v Blunt, J.W. in sod\at. Prod.
Rep., 2006,23, 26-78)
Aspergillus sp. Golmenon Diketopiperazinski Antioksidant, lovilec radikalov Li, Y. in sod.Chem. Pharm. Bull., 2004,52, 375
alkaloid (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2006,23,
26-78)
Aspergillus sp. Himei¢ne kisline A-C Himeina kislina A inhibira ubikvitinsko ~ Tsukamoto, S. in sodioorg. Med. Chem. Lett.,
aktivacijo encima E1 2005,15, 191 (v Blunt, J.W. in sod\at. Prod.
Rep.,2007,24, 31-86 )
Aspergillus sp. (+)-Epoksidon Poliketidi Protibakterijska aktivnost proti MRSA  Closse, A. in socHelv. Chim. Acta, 1965,49,
(+)-Epoksidon monoacetat (methicillin-resistanStaphylococcus 204
Gentizil alkohol aureusin MDRSA (multi-drug-resistant  assante, G. in sodPhytapathol. Mediterr.,
3-Klorogentizil alkohol Saureus) 1980,19, 163
Metilhidrokinon Lovilec radikalov, antioksidant
Sequin-Frey, M. in Tamm, Gelv. Chim. Acta,
1971,54,851.
Burnett, A.R. in Thomson, R.HJ. Chem. Soc.
C, 1968, 857.
Li, Y in sod.Nat. Prod. Sci., 2005,11, 136.
(vsi ¢lanki v Blunt, J.W. in sodNat. Prod.
Rep.,2007,24, 31-86 )
Aspergillus sp. Aspergilamid A Tripeptid Citotokstnost Toske, S.G. in sodetrahedron, 1998,54,
Aspergilamid B 13459
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2000,17, 7-
55)
Aspergillus sp. Maktanamid Diketopiperazin Fungistat winkovanje Lorenz, PNat. Prod. Lett., 1998,12, 55
(v Faulkner, DNat. Prod. Rep., 2000,17, 7-55)
Aspergillus sp. Aspergiloksid Sesterterpenski Cueto, M. in sod Org. Lett., 20024, 1583 (v
epoksi-diol Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2004,21, 1-
49)
Aspergillus sp. Asperiamid A Cerebrozid Ouyang M.A. in sodJ. Asian Nat. Prod. Res,,

2005,7, 761
(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2007,24,
31-86)
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Ime Uéinkovina Vrsta molekule Aktivnost Referenca

mikroorganizma

Aspergillus sp. Tropolaktoni A-D Meroterpenoidi Tropolaktona A ingta Sibko fgzeéo( |\/élin Sojmytpchefg;lstryﬁ%%ﬁ?,

; X ; . i v Blunt, J.W. in sodNat. Prod.
citotoksitna proti HCT-116 celicam Rep. 2008.25, 35.94)

Aspergillus sp. Dimetil 2, 3 -dimetilozoat Citotok&en proti humani krogii Liu, R. in sod.J. Antibiot., 2006,59, 362 (v
mieloi¢ni levkemiji (celini liniji K5672) ggfgg) J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2008 25,
preko blokade S-faze in apoptoze

Aspergillus sp. Dehidroksiklorofusarielin B Polioksigenatni Zmerna aktivnost proftaphylococcus Kobayashi, H. in sodl. Antibiot., 199548, 42

dekalinski derivat aureus, MRSA in MDRSA Nguyen, H.P. in sodd. Nat. Prod., 200770,
Fusarielin A (znhan) 1188
Fusarielin B (znan) (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)
Aspergillus sp. Notoamidi A-D Dvojno prenilirani Zmerna citotoksinost (proti HeLa in EZtZ‘ZE';ﬂ” sodAngew. Chem,, Int. Ed., 2007,
indolni alkaloid L1210 Cellcam) (v ’Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)
Aspergillus sp. Tetrahidrostricin Dva Rahla protibakterijska aktivnost proti Xu, JZ.in sod. J. Antib., 20081, 415-419
05F16 i i __ heksahidroantrona ~ Staphylococcus aureus in Escherichiacoli (v Blunt in sod. Nat. Prod. Rep., 2010,27, 165-
1-deoksitetrahidrobostricin 237)
Aspergillus sp. Notoamidi F-K Sest Indol alkaloidov Rahla titesicna aktivnost proti HeLa ~ Tsukamoto, S. in sod. Nat. Prod., 2008,71,
celicam (Notoamid L) 2064-2067
eraillus sp. -)-Versikolamid B Tsukamoto, S. in so@rgan. Let., 2009,11,
Asperg P 0 — — 1297-1300
Notoamidi L-N Alkaloidi
Aspergillus sp.MF-  Asperksanton Difuranksanton Inhibicijska aktivnost Wu, Z.J. in sodP. Manag. &ci., 2009,65, 60-65
93 —— —
Asperbifenil Bifenil

Aspergillus Aspergilusol A Derivat tirozina Inhibicija a-glukozidaze kvasovke Ingavat, N. in sodJ. Nat. Prod., 2009,72,

aculeatus Saccharomyces cerevisiae 2049-2052

CR1323-04

Aspergillus Prenilterfenilin Citotoksini za ¢loveSke epidermalne Wei, H.in sod.J. Antibiot.,

candidus 47" -Deoksiprenilterfenilin rakave KB(KB3-1) celice 2007,60, 586

4™ - Deoksiizoterprenin
4™ - Deoksiterprenin (znan)

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)
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Ime Uc¢inkovina Vrsta molekule Aktivnost Referenca
mikroorganizma
Aspergillus Karbonaron A Zmerna citotoksinost (K562) Zhang, Y. in sodJ. Antibiot., 2007,60, 153 (v

carbonarius

Karbonaron B

Blunt, JW in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)

Aspergillus carneus

Aspergilicini A—E

Depsipeptidi

Citotok&most proti nematodu
Haemonchus contortus

Capon, R.J. in so@rg. Biomol. Chem., 2003,
1, 1856. (v Blunt, J.W. in sod\at. Prod. Rep.,
2005,22, 15-61)

Aspergillus glaucus

Aspergiolid A
derivat

Antrakinonski

Citotoksiten proti vrsti sesalskih céhih
linijah

Du, L. in sod.Tetrahedron, 2007,63, 1085
(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)

Aspergillus flavipes

Flavicerebrozid A
Flavicerebrozid B

Cerebrozidni analogi

Aktivnost proti KB céfii liniji

Jiang, T. in sodl. Asian Nat. Prod. Res., 2004,
6, 249. (v Blunt, JW in sod\at. Prod.
Rep.,2006,23, 26-78)

Aspergillus flavus

4-hidroksimetil-5-hidroksi-
2H-piran-2-on

(5-hidroksi-2-okso-2H-piran-
4-il) metil acetat

Dva 5-hidroksi-2-
pironska derivata

Indukcija sinteze cAMP ( 4-hidro.)

Lin, A.Q. in sod.J. Antibiot., 2008,61, 245-249
(Blunt in sod.Nat. Prod. Rep., 2010,27, 165-
237)

Aspergillus flavus C-
F-3

Izo-a-ciklopiazonina kislina  Triptofanski derivat

Citotoksna aktivnost proti vrsti calnih
linij (HL-60, MOLT-4, BEL-7402 in A-
549)

Lin, A.Q. in sod.Chem. Nat. Prod., 2009,45,
677-680

Aspergillus Fumikvinazolini A-C Zmerna citotok&nost Numata, A. in sodTetrahedron Lett., 1992,33,

fumigatus 1621(v Faulkner, DBlat. Prod. Rep., 1994-)

Aspergillus Fumikvinazolini D-G Alkaloid Numata, A. in sodTetrahedron Lett., 199233,

fumigatus 1621 (v Faulkner, D.Nat. Prod. Rep.)

Aspergillus Triprostatin A Diketopiperazin Citotokghost Cui, C.B. in sodJ. Antibiot., 199548, 1382

fumigatus Triprostatin B ?;fg;"’ K.M.J. Am. Chem. Soc., 1996118

BM 939 (v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 1999,16, 155-
198)

Aspergillus Triptokvivaline J Yamazaki, M.Chem. Pharm. Bull.,1978,26,

fumigatus 111. (v Blunt, J.W. in sod\Nat. Prod. Rep.,2007,
24, 31-86)

Aspergillus 11-O-Metilpseurotin A Selektivna inhibicija Hofl seva kvasovke (BOOIL C.M.in Sod‘(lj. Nat.PrO(Cji., 2007,70, 1672

i i v Blunt, JW in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,

fumigatus Saccharomyces cerevisiae 170-244)

Aspergillus Cefalimizin A Opazna citotok&nost (proti P388 in HL- Yamada, T. in sod.

fumi gatus 60 celicam) Tetrahedron Lett., 200748, 6294

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)
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Ime U¢inkovina Vrsta molekule Aktivnost Referenca
mikroorganizma
Aspergillus Spirotriprostatini C-E Sedem indol Citotoksitna aktivnost proti vrsti calnih ~ Wang, F.Z. in sodTetrahedron, 2008,64,
fumigatus 2 derivata fumitremorgina B diketopiperazinskih linij ( MOLT-4, A549, HL-60, BEL- 7986-7991

13-oksoverkulogen alkaloidov 7420) g';")" In sod. Nat. Prod. Rep,, 2010.27, 165-
Aspergillus Analog gliotoksina Citotoksna aktivnost proti cadni liniji Zhao, W.Y. in sodNat. Prod. Res., 2009,23,
fumigatus tsFT210 203-207

Aspergillus glaucus

Aspergiolid A

Antrakinonski
derivat

Protitumorska aktivnost

Du, L. in sod.Tetrahedron, 2008,64, 4657-
4657

Tao, KK. in sodTetrahedron L., 2009,50,
1082-1085

Aspergillus glaucus

Aspergiolide B,

3 Naptil ribofuranozidi
2 Antracena

2 Bianronona

Osem aromatskih
poliketidov

Citotoksitna aktivnost nekaterih
produktov proti cetini liniji HL-60 in A-
549

Du, L. in sod.J. Nat..Prod. 2009,71, 1837-1842

Aspergillus glaucus  Aspergiolid A Protitumorska aktivnost IggéK-K- in sod Tetra. Let., 2009,50, 1082-
Aspergillusinsuetus  Teretonin E Meroterpenoida Inhibitorja mitohondrijske dihalnerige  Lopez-Gresa, M.P. in sod. Nat..Prod. 2009,
Teretonin F sesalcev 72,1348-1351
Aspergillus Insulikolid Nitrobenzoiloksi - Rahbaek, L. in sodl. Nat. Prod., 1997,60, 811
insulicola Substituiran (v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 1999,16,
sesterterpen 155-198)
Aspergillus niger Asperazin Dimerni Citotoksitnost Varoglu, M.J. Org. Chem, 1997,62, 7078
dlketo_plperazmskl (v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 1999,16,
alkaloid 155-198)
Aspergillus niger Asperinska kislina Varoglu, M. in sod. Crews, B. Nat. Prod.
2000,63, 41
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2002,19, 1-
48)
Aspergillus niger Janutoni A-E Meroterpenoidi silgggi, T.S. in sodJ. Org. Chem,, 2000,65,
fﬂ:g:gtﬁ: 1223:82 é (v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2002,19, 1-
. o 48)
22-deacetiljanuton A
Aspergillus niger Nafuredin Inhibitor anaerobnega elektronskega  Ohta, E. in sodTetrahedron, 2001,57, 8463

transporta (inhibitor NADH fumarat —
reduktaze)

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2003,20,
1-48)
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Ime Uéinkovina Vrsta molekule Aktivnost Referenca
mikroorganizma
Aspergillus niger Diketopiperazinski Ovenden, S.P.B. in sod. Nat. Prod., 2004,67,
dimer 2093 (v Blunt, J.W. in sod\Nat. Prod.
Rep.,2006,23, 26-78)
Aspergillus niger Bikumanigrin Jagers, E. in sod. Naturforsch., B: Chem. i,
— . —— — —— . 1987,42, 1354;
Aspernigrin A 4-benzil-Hpiridin-  Aspernigrin B je mono Ziwno zagitno
Aspernigrin B 6-on sredstvo Jagers, E. in sod. Naturforsch., B: Chem. Sdi.,
derivati 1987,42, 1349;
Piranonigrini A-D Hiort, J.in sodJ. Nat. Prod., 2004,67, 1532
Cikloleukomelon Citotoksenin vitro proti celgnim
i (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2006,23,
linijam humanega raka 26.78)
Aspergillus niger Nigerasperoni A—C Nafto-y-pironi Nigerasperon C Sibka aktivnost proti glivizhang, Y. in sodJ. Antibiot., 2007,60, 204
Asperamid A Sfingolipidi Candida albicans in zmerna
Asperamid B antioksidacijskaktivnost
Ergosterimid Naravni Diels—Alder . . . -
adukt ergosteroida in Asperamid A in naftokvinoneimin zmerno
maleimida aktivna proti gliviCandida albicans (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 200926,
Naftokvinoneimin 170-244)
Aspergillus niger Asperiamid B Dva cerebrosida \7/\(/312 Z.J. in sodChin. J. Chem,, 2008,26, 759-
Asperiamid C (v Blunt in sod.Nat. Prod. Rep., 2010,27, 165-
237)
Aspergillus Cirkumdatin G Alkaloid He, H. in sodJ. Am. Chem Soc., 2001,123
ochraceus 5362 .
(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2003,20,
1-48)
Aspergillus CJ- 17665 Diketopiperazin in  Inhibicija rasti vrste bakterij Sugie, Y. in sodJ Antibiot., 2001,54,911-916.
ochraceus N-indol
Aspergillus 2-hidroksicirkumdatin C Benzodiazepinski Opazna DPPH radikalna aktivnost Cui, C.M. in sodHel. Chimi., 200992, 1366-
ochraceus analog 1370
Aspergillus cf. Klorokarolid A Kloriran poliketid Aprell, LM. Tetrahedron Lett., 199637, 2331
ohraceus Klorokarolid B (v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep.)

Aspergillus ostianus

2 Asperlaktonska derivata

Aspironski derivat

Klorirani antibiotiki

Inhibicija rasti bakteriRuegeria
atlantica, Escherichia coli in
Saphylococcus aureus

Namikoshi, M. in sodJ. Antibiot., 2003,56,
755

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2005,22,
15-61)
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Ime U¢inkovina Vrsta molekule Aktivnost Referenca
mikroorganizma
Aspergillus ostianus ~ Aspinotriol A Pentaketidi Fuchser, J. in Zeeck, Aiebigs
Aspinotriol B Annalen/Recueil, 1997, 87
. . Kito, K. in sod.,J. Nat. Prod., 2007,70, 2022.
Aspinonediol (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)
Aspergillus ostianus ~ Aspergilidi A-C Trije makrolidi Citotoksina aktivnost proti misjim Kito, K. in sod.Organ. L., 2009,10, 225-228
01F313 limfocitnim levkem&nim celicam
(L1210)
Aspergillus Parasitenon Gabozinski derivat Son, B.W. in sod.J. Nat. Prod., 2002,65, 794
parasiticus (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2004, 21,
1-49)
Aspergillus Psevdodeflektuzin Isokroman Citotokesn za celine linije humanega Ogawa, A.in sodBioorg. Med. Chem.Leit.,
pseudodeflectus raka 2004,14, 3539 (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod.
Rep.,2006,23, 26-78)
Aspergillus Sklerotid A Ciklicna Protiglivna aktivnost protCandida Zheng, J. in sodDrg. Lett. 2009,11, 5262-5265
sclerotiorum Sklerotid B heksapeptida albicans (sklerotid A in B), rahla
PTO06-1 citotoksitna aktivnost proti HL-60 ceini
liniji in protibakterijska aktivnost proti
Pseudomonas aeruginosa (samo sklero.
B)
Aspergillus JBIR-15 (1) Aspokracinski Motohashi, K..in sodBiosci. Bioteh. Biochem.
sclerotiorum derivat 2009,73, 1898-1900
Sp080903f04
Aspergillus sydowii  Sidovin A Ciklopentanoida Teuscher, F. in sodNat. Prod. Commun., 2006,
Sidovin B 1, 927 (v Blunt, J.W. in sod\at. Prod.

Rep.,2008,25, 35-94)

Aspergillus sydowii

6-metoksipirotriprostatin B,
18-oksotriprostatin A,
14-hidroksiterezin D

Trije
diketopiperazinski
alkaloidi

Rabhla citotoksina aktivnost proti A-549
(vse tri), rahla citotokgha aktivnost proti

HL-60 ( le 6-met. B)

14-Norseurotin A

29-nordamaran triterpenoid

Dva
oksaspirolaktama

Protibakterijska aktivnost proti vrstam
Escherichia coli, Bacillus subtilisin
Micrococcus lysol eikticus

Zhang, M. in sodJ. Nat. Prod., 2008,71, 985-
989

(V Blunt in sod. Nat. Prod. Rep., 2010,27, 165-
237)

Aspergillus tamarii

Speradin A

Pentacikini
oksindolni alkaloid

Inhibitorna aktivnost proti histonski
deacetilazi in

antibakterijska aktivnost proti bakteriji
Micrococcus luteus

Tsuda, M. in sodTetrahedron, 2003,59, 3227
(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2005,22,
15-61)
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Referenca

Aspergillusterreus

Terreusinon

Lee, S.M. in sodTetrahedron Lett., 2003,44,
7707

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2005,22,
15-61)

Aspergillusterreus

Aspernolid A Aspernolid B

Kiralni
Dipirolobenzokinon-
ski derivat

Dva aromatska Rabhla citotoksina aktivnost proti
butenolida kancerogenim cealnim linijam (Asp. A)

Parvatkar, R.R. in sod?hytochem., 2009,70,
128-132

Aspergillus ustus

Sedem drimanskih
seskviterpenoidov

Citotoksitna aktivnost proti limfomski
celicni liniji L5178Y

Liu, H.B. in sod.J. Nat. Prod., 2009,72,1585-
1588

Aspergillus ustus
094102

Ustusol A-C

Citotoksina aktivnost doléenih
(ustosoran E, ustosolati A, C in E ) proti

Trije drimanski
seskviterpeni

Ustosolat A-E

humanima cedinima linijama A549 in
HL-60

Pet drimanskih
seskviterpenskih
estrov

Ustosoran A-F

Sest benzofuranskih
derivatov

Lu, Z.Y. in sod.J. Nat. Prod., 2009,72, 1761-
1767

Aspergillus varians

Patulin
4-epi-izomer patulina

Aktivnost proti morskemu jeZku
Srongylocentrus

intermedius, citotokstni za zarodke in
spermatoksini

Waksman, S.A. in so&cience, 1942,96, 202
Tatsuta, K. in sodl. Antibiot., 1974,27, 579
Smetanina, O.F. in so@hem. Nat. Compd.,
2005,41, 243

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2007,24,
31-86)

Aspergillus 9a, 14-dihidroksi-@-p- Stirje sesterterpenski Moé¢na citotoksinost za cetine linije Belofsky, G.N. In sodTetrahedron, 1998,54,
- . . . - . . . . - . 7335
versicolor nitrobenzoilcinamolid nitrobenzoilni estri HCT 1153 in zmerna selektivna (v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2000,17, 7-
citotoksinost za renalne tumorske 55)
celi¢cne linije
Aspergillus Aspergioni A—F Sest kromonskih Lin, W.H. in sod.Chin. Chem. Lett., 200112,
versicolor derivatov 235
Aspergilon
Aspergilodiol
Aspergilol (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2003,20,
12-Acetilaspergilol 1-48)
Aspergillus Versikolamid B Indol alkaloid Greshock, T.J. in sodngewandte Chemie-
versicolor Inter. Ed., 2008,47, 3573-3577

NRRL 35600
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Aspergillus Brevianamid J Indol alkaloid dimeri |§I71C;Y in sod.Organ. Let., 2009,11, 3714-
versicolor Brevianamid K-N Stirje

diketopiperazinski

alkaloidi
Aspergillus Kotokvinazolin A Alkaloid gg%mel% L.J. in sodJ. Nat.. Prod., 2009,72,
versicolor Koteslosin A Ciklopentapeptida Sibka citotoksbst
MST-MF495 Koteslosin B
Emericella sp. Emericelamid A Ciklicna Sibka aktivnost proti na MRSA, Sibka  ©h, D.C. in sodJ. Nat.. Prod., 2007,70, 515
gojena v kulturi z Emericelamid B depsipeptida citotoksinost

aktinomiceto

Salinispora (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
arenicola 170-244)
Emericellanidulans  Arugozin G Prenilirani poliketidi  Arugozin H aktiven proti gli Mycotypha Eatsid? YS-LF] Tgéin;% gg;pporéll\locieiJ Wi
H . H H H agaku Kalsni, ,20, Vv Blunt, J.W. In
Arugosin H microspora in zeleni algiChlorella fusca sog.Nat. Prod. Rep. 2008.25, g5_94)
Emericella unguis Guizinol Kloriran depsid Blago antibakterijskeéinkovanje Nielson, J. in sodPhytochemistry, 1999,50, 263
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2001,18, 1-
49)
Emericella unguis Unguzin A GABA vsebuj@ z\\/llallr;jﬁ:ggﬁr %le\ll\';t-PF;ﬁnR199gg§,l71887l
Unguzin B cikli¢ni heptapeptid 49) : - =
Emericella Varitriol Mo¢&na citotokstnost proti nekaterim Malmstrgm, J.in sodl. Nat. Prod., 2002,65,
variecolor renalnim, Zi¥nim celicam in proti 364
celicnim linijam raka dojke in NCI60
celi¢ni liniji
Varioksiran

Dihidroterrein

Variksanton

Protimikrobna aktivnost proti vrsti
bakterij Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Staphlococcus aureus,
Enterococus faecolis)

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2004,21,
1-49)
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Emericella Evarikinon Antrakinon Protiproliferacijska aktivrtaza KB in Hopmann, C. in sodCT Int. Appl., WO
variecolor NCI-H460 celice 01/44264 A2, 2001
Izoemericelin Prenilksanton (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 200522,
— — - 15-61
Stromemicin C-glikozidni depsid )
Emericella 6-epi-Ofiobolin G Sesterterpeni Citotok&iost proti neuroblastomski Wei, H. in sodTetrahedron, 2004,60, 6015
variecolor 6-epi-Ofiobolin N celiéni liniji
(in Se 6 drugih znanih (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2006,23,
ofiobolinov) 26-78)
Emericella Simalakton A Poliketid V manjSih koncetracijah spadi Wei, H. Tetrahedron, 2005,61, 8054
variecolor nevritogenezo v nevroblastomskih nevro-(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep. 207,24
2a celicah, v visjih koncetracijah je 31-86) oo T
citotoksicen
Emericella Simalakton B Poliketid V nizkih koncetracijah indic Wei, H. in sodHeterocycles, 2006,68, 111
variecolor hevtrogenezo v (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2008,25,
nevroblastomskih neuro 2a celicah 35-04) o T
Penicillium sp. Komunezin B (znan) Alkaloid Zmerna protiproliferatna aktivnost proti gélg;ata. A. in sodTetrahedron Lett., 1993,34,
Komunez!n C pekaj_celémm Imuam humane levkemije Jadulco, R. in sod. Nat. Prod., 200467, 78
Komunezin D in aktivnost proti solinskim rakcem (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.2006,23,
26-78)
Penicillium sp. Komunenzin A Alkaloid Citotoksgnost Numata, A. in sodTetrahedron Lett., 1993,34,
Komunenzin B 2355 (v Faulkner, D.Nat. Prod. Rep., 1995-)
Penicillium sp. Epolakten Spodbuja nevritogenezo Kakeya, H. in sodJ. Antibiotics, 1995,48, 733
BM 1689-P (v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep.)
Penicillium sp. Acetoftalidin Zaustavi celhi cikel v fazi G2 Cui, C.B. in sodJ. Antibiotics, 1996,49, 216
BM 923 (v Faulkner, DNat. Prod. Rep.)
Penicillium sp. Penohalazini A-C Citotoksiost Numata, A. in sod). Chem. Soc.. Perkin Trans.
I, 1996, 239
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep.)
Penicillium sp. Penostatini A-E Citotoksiost (A-C) za celice P338 Takahashi, CTetrahedron Lett., 1996,37, 655.
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep.)
Penicillium sp. Penostatini F-I Citotok&nost :ngr;ng%toh ffé in sodJ. Chem. Soc.. Perkin Trans.

OUPS-79

(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2000,17, 7-
55)
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Penicillium sp. N115501A Antranilamidni Protimikrobno dinkovanje Onuki, H. in sodJ. Antibiot., 1998,51, 442

N115501 derivat (v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2000,17, 7-
55)
Penicillium sp. Piranolakton Lakton Shao, Z. in sodzhongsan Daxue Xuebao Ziran

Kexueban, 1999,38, 131
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2001,18, 1-
49)

Penicillium sp.
CNC-350

11,11’-Dideoksiverticilin

11'-Deoksiverticilin

Diketopiperazinska
dimera

In vitro citotoksttnost proti HCT-113
celiéni liniji

Son, B. W. In sodNat. Prod. Lett., 1999,13,
213

(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2001,18, 1-
49)

Penicillium sp.

Koruskol A

1,3-Dioksan

Kagata, T. in sodl. Nat. Prod. 2000,63, 886
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2002,19, 1-
48)

Penicillium sp.

Skulezonon A
Skulezonon B

Komatsu, K. in sodJ. Nat. Prod., 2000,63, 408
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2002,19, 1-
48)

Penicillium sp.

Penacilazin

Kinolinski derivat

Lin, Y. in sod.Tetrahedron, 2000, 56, 9607
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2002, 19, 1-
48)

Penicillium sp.

7-deacetoksijanuton A

Polioksigeniran

farnesilcikloheksan- celi¢cnim linijam, invitro protibakterijska

In vitro citotoksEnost proti Sloveskim

Li, X. in sod J Nat Prod. 2003;66,1499-500.

on aktivnost proti MRSAMDRSA
2, 3-hidro derivat 7-
deacetoksijanutona A
Penicillium sp. Griseuzin Kinon Aktivnost proti 3x-hidroksisteroid Li, X. in sod.Arch. Pharm. Res., 2006,29, 942

dehidrogenazi (& -HSD)

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2008,25,
35-94)

Penicillium sp.

Cefalosporolid H
Cefalosporolid |

Inhibitorja ksantin oksidaze and 3a-
hidroksisteroid dehidrogenaze

Li, X.in sod.,Arch. Pharm. Res.,2007,30, 812.
(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)

Penicillium sp.

Searinini D-K

Indol triterpeni

Searinin D in E ter v manjsi meri G
kaZejo aktivnost blokiranja visoko
prevodnih natrij-kalijevih kanakov
Searinin D inducira apoptozo v HL-60
celicah

Xu, M. in sod.Tetrahedron, 2007,63, 435
Smetanina, O.F. in sod. Nat. Prod., 2007, 70,
906

(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)

Penicillium sp.

Penisporolid A
Penisporolid B

Li, X. in sod.J. Antibiot., 2007,60, 191
(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)
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Penicillium sp.
BL27-2

3-acetil-9, 7(11)-dienqd-
hidroksi-8-oksoeremofilan
3-acetil-13-deoksifomenon

Dva eremofilanska
seskviterpena

Huang, Y.F. in sodChinese Chem. L., 2008,19,
562-564

Penicillium sp.

8 -hidroksizearalanon
2 -hidroksizearalanol

Dva resorcikléna
kislinska laktonska
derivata

Yang, X. in sodChem. Pharm. Bulletin, 2008,
56, 1355-1356

(v Blunt in sod.Nat. Prod. Rep., 2010,27, 165-
237)

Penicillium sp.
(ZZF 32#)

8-(metoksikarbonil)-1-
hidroksi-9-okso-9H-ksanten-
3-karboksilna kislina

Dimetil 8-metoksi-9-okso-9H-
ksanten-1, 6-dikarboksilat

Dva ksantona

Shao, C.L. in sodMag. Reson. Chem., 2009,
46,1066-1069

Penicillium sp. 2-piridon-a Dva alkaloida 576782;/8, E.D. in sod). Nat. Prod., 2009,72,
Penicillium sp. JBIR-27 Analogi eremofilana Motohashi, K.J. in sodl. Antibiot., 2009,62,
SS080624SCfl JBIR-28 247-250
Penicillium sp. PS1-1 Trije polisaharidi Antioksidantske aktivnosti Sun, H.H. in sodCarbohydrate Pol., 2009,78,
Sp F23-2 PS12 117-124
PS2-1
Penicillium sp. Alkaloid Wei, R.B. in sodinnal. Micro. 2009,59, 579-
DQ25 in SC10 585
Penicillium sp. Brevioni F-H Breviane Li, Y. in sod.J. Nat. Prod., 2009,72, 912-916
spiroditerpenoidi
Penicillium sp. Kromanon A kromonski derivat Inhibicija karcionogieencimov Gamal-Eldeen, A.M. in sodnvir. Tox . Phar.
(CYP1A), aktivnost proti hidroksil 2009.28, 317-322
radikalom
Penicillium sp. Penicipiron Tricikléni pironski  Protimikrobna aktivnost proti klishemu  Trisuwan, K.in sodChem. Pharm. Bul., 2009,
PSU-F44 derivat izolatu MRSA SK1 57, 110-1102
Penicilakton v-laktonski derivat
Penicillium Aurantiomidi A-C Kvinazolinski Citotokskni proti tumorskim cetinim Xin, Z.H. in sod.J. Nat. Prod., 2007,70, 853
aurantiogriseum alkaloid linijam (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,

170-244)

Penicillium
auratiogriseum

Benzoat

Citotoksien proti tsFT210 celicam

Xin, Z.H. in sod.Chin. Chem. Lett., 2005,16,
1227 (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod.
Rep.,2007,24, 31-86)
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Penicillium bilaii

(-)-2,3- Dihidrocitromicetid

Aromathi poliketid

Bilaini A—-C

Diketopiperazini

Capon, R.J. in sod. Nat. Prod., 2007,70, 1746
(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,26,
170-244)

Penicillium Petrosifungin A Ciklodepsipeptida Sii?%mglnn, GJ \i/r\1/8_06ﬂ- ';l\‘at- F’Igoda ZIRS)O4§()766
P H H v Blunt, J.W. in sod\at. Prod. Rep., s
brevicompactum Petrosifungin B 23 26.78)
Penicilliumbrocae  Brokaenoli A—C Poliketidi Citotokshni (aktivnost proti HCT-116 Sglgzi, T.S. in sod.J. Org. Chem., 2003,68,
celieni liniji) Bugni, T.S. in sod. J. Org. Chem, 2003,68,
6846. (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,
2005,22, 15-61)
Penicillium Izociklocitrinol A Steroidi Protibakterijska aktivnost proti vrstam Amagata, TOrg. Lett., 2003,5, 4393
citrinum Acetilisociklocitrinol A Staphylococcus (1"5[36';;“’ J.W. in sodNat. Prod. Rep., 200522,
epidermidis in Enterococcus durans
Penicillium Citrinadin A Citotoksien proti L1210 in KB cetinim  Tsuda, M. in sodOrg. Lett., 2004,6, 3087
citrinum linijam (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2006,23,
26-78)
Penicillium Skaluzamidi A—C Pirolidinski alkaloidi ~ SkaluzamidkaZe rahlo protiglivho Tsuda, M. in sod]. Nat. Prod., 2005,68, 273
citrinum aktivnost zaCryptococcus neoformans in Sasaki, M. in socDrg, Lett, 2005.7, 4261
antibakterijsko aktivnost proti T T "
Micrococcus luteus (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2007,24,
31-86)
Perinadin A Tetracikdini Rahlo aktiven proti L1210 celicam in
alkaloid protibakterijska aktivnost za vrste
M. luteus andB. subtilis
Penicillium Citrinadin B Citotoksien za L1210 celice Tsuda, M. in sodOrg. Lett., 2004,6, 3087
citrinum Mugishima, T. in sodJ. Org. Chem.,2005,70,
9430
(v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2007,24,
31-86)
Penicillium Sorbicillakton A'in Alkaloidi Sorbicillakton A aktiven proti HIV, z Bringmann, G. in sod.
chrysogenum Sorbicillakton B sorbicilinskih Zivéno-zagitnim potencialomin (Tvaé‘]"l?ﬁ?rj”bvz?r?ifdl&;ﬁfo . Rep.2007.24
derivatov selektivno aktiven proti L5178y celicam T ' o o

31-86)
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Penicillium
corylophilum

(meSana kultura

dveh sevo.
corylophilum)

Anserinon A (znan)
Anserinon B (znan)

Glivna pigmenta Anserinon B aktiven proti vrsti torskih

celi¢nih linij

Wang, H. in sodJ. Nat. Prod., 2004,67, 163

(+)-Formilanserinon B,
(-)- Epoksiserinon A
(+)-Epoksiserinon A

Pentaketidi (+)-Formilanserinon B aktiven protitirs

tumorskih cekinih linij

Wang, H. in sodJ. Nat. Prod., 2004,67, 163

Gautschi, J.T.. in sod. Nat. Prod., 2004,67,
362.

Wang, H.in sodJ. Nat. Prod., 2004,67, 1637.

Gautschi, J.T. in sod. Nat. Prod., 2004,67,
1638

Hidroksimethilanserinon B
Deoksianserinon B

Wang, H. in sodJ. Nat. Prod., 2004,67, 163
(vsi ¢lanki v Blunt, JW in sodNat. Prod.
Rep.,2006,23, 26-78)

Penicillium Citokalasan alkaloidi Kerzaon, 1., in sodPlanta Medica, 2008,74,
expansum Nevroaktivni 1052-1052
komunesini
Penicillium Felutamid A Peptid Citotokinost Shigemori H. in sodTetrahedron, 1991,47,
fellutanum Felutamid B 8529 (v Faulkner, D.Nat. Prod. Rep., 1993-)
Penicillium 4-hidroksifenetil metil Potencialna aktivnost proti humanim HL-Wang, Y.N. in sodJour. Asian Nat. Prod.
griseofulvum sukcinat 60 celicam raka Reser, 2009,11,912-917.
Y19-07 4- hidroksifenetil 2-(4-
hidroksifenil) acetat

Penicillium 2 Kvinolinona Citotoksini za vrsto humanih tumorskih He, J. in sodJ. Nat. Prod.,
janczewskii (diastereoisometna) celi¢nih linij (mo¢no proti SKOV-3 2005,68, 1397 (v Blunt, JW in sod\at. Prod.

celicam) Rep.,2007,24, 31-86 )
Penicillium Jantinolid A 2,5-Piperazindionski Xue, C. in sodPharmazie, 2006,61,1041 (v
janthinellum Jantinolid B alkaloidi glsu_gz) JW in sodNat. Prod. Rep.,2008,25,
Penicillium Serinin E Inducira apoptozo v HL-60 celicah in ~ Smetanina, O.F. in sodl, Nat. Prod., 2007,
janthinellum inhibira EGF-inducirano maligno 70, 906 (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,

o . : 2009,26, 170-244)

spremembo miSjih epidermalnih JB6 P+

Cl 41 celic
Penicillium cf. Ksestodekalaktoni A—C 10lenski makrolid ~ Aktivnost proti gliviCandida albicans Edrada R.A. in sod.J. Nat. Prod., 2002,65,
montanense z1,3- (Ksestodekalakton B) 1598 (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep.,

dihidroksibenzenskim
obratem

2004,21, 1-49)
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Penicillium Prugozeni A1-A3, B1, B2,  Poliketidi Lang, G. in sodTetrahedron, 2007,63, 11844
rugulosum C1.C2 (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,

26, 170-244)

Penicillium steckii

Tanzavaina kislina
3,7-dimetil-1,8-dihidroksi-6-
metoksiizohroman

Malmstrgm, J. In sod?hytochemistry, 2000,
54, 301(v Faulkner, D.Nat. Prod. Rep., 2002,
19, 1-48)

Penicillium Stoloniferol A Izokumarinski Xin, Z.H. in sod Arch. Pharm. Res., 2007,30,
; ; 816
stoloniferum - derivat (v Blunt, J.W. in sodNat. Prod. Rep., 2009,
Stoloniferol B 26, 170-244)
Penicilliumterrestre  Penicilon A Poliketida Rahla citotok&nost proti P388 and A-  Liu, W. in sod.Tetrahedron Let., 2005,46,
Penicilon B 549 celtnim linijam (penicillon B le proti 4993
_ _ A-549 celeni liniji) (v Blunt J.W. in sodNat. Prod. Rep.2007,24,
2 snovi Benzokinonska 31-86)
derivata
2 snovi Bisorbicillinoida Antiproliferativna aktivost za za P388 in Liu, W. in sod.J. Antibiot., 2005,58, 441

A-549 celtne linije

(v Blunt J.W. in sodNat. Prod. Rep.,2007,24,
31-86)

Dihidrotrihodimerol

Bbisorbicillinoid

Citotoksen za P388 in A-549 ceéhe
linije

Tetrahidrotrihodimerol

Bisorbicillinoid

Citotok&tn za P388 in A-549 ceéhe
linije

Liu, W. in sod.J. Antibiot., 2005,58, 621

Andrarde, R. in sodCan. J. Chem., 1992,70,
2526

Abe, N. in sodBiosci., Biotechnol., Biochem.,
1998,62, 661

Warr, G.A. in sodJ. Antibiot., 1996,49, 234
(vsi ¢lanki v Blunt J.W. in sodNat. Prod.
Rep.,2007,24, 31-86 )

Penicilliumterrestre

Trimerni terestrol A
Dimerni terestroli B-H
Monomerni derivat

Pet gentisil
alkoholnih derivatov

Citotoksitna aktivnost proti HL-60,
MOLT-4, BEL-7402 in A-549 cetini
liniji. Terestrol G inhibira protein
tirozinsko kinazo.

Chen, L. in sodJ. Nat. Prod., 2008,71, 66-70
(v Blunt in sod.Nat. Prod. Rep, 2010,27, 165-
237)

Penicillium
waksmanii OUPS-
N133

Pirenocin D
Pirenocin E

E inhibira P388 levkemijske celice

Amagata, T. in sodl. Antibiot., 199851, 532
(v Faulkner, D.JNat. Prod. Rep., 2000,17, 7-
55)
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PRILOGA B: FOTOGRAFIJE OBRAVNAVANIH RODOV GLIV V
STACIONARNI FAZI RASTI

Slika 1:Aspergillus flavus (EX -1751)

Slika 2: Aspergillus niger (EX -799)

Slika 3:Aspergillus niger (EX -2130)
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Slika 4: Aspergillus ochraceus (EX - 618)

Slika 5:Aspergillus sydowii (EX - 405)

Slika 6 :Aspergillus tubingensis (EX - 401)
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Slika 8:Aspergillus fumigatus (EX - 3381)

Slika 9:Emericella stella-maris (EX - 349)
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Slika 11:Emericella olivicola (EX - 2650)

Slika 12:Emericella discophora (EX - 2680)
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Slika 14:Eurotium amstelodami (EX - 2134)

Slika 15:Eurotium herbariorum (EX - 3369)
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Slika 17:Eurotiumrepens (EX - 2132)

Slika 18:Penicilliumnordicum (EX - 1363)
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Slika 19:Penicillium nordicum (EX - 3196)

Slika 20:Penicillium chrysogenum (EX - 426)

Slika 21:Penicillium chrysogenum (EX - 1030)
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Slika 24:Penicillium brevicompactum (EX - 417)
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Slika 25:Penicillium brevicompactum (EX - 1300)

Slika 27:Penicillium crustosum (EX - 1329)
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Slika 30:Penicillium expansum (EX - 1348)
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Slika 31:Penicillium polonicum (EX - 503)

Slika 32:Penicillium polonicum (EX - 1140)

Slika 33:Penicillium citrinum (EX - 792)
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Slika 35:Penicilium sizovae (EX - 424)

i

Slika 36:Penicilium steckii (EX - 416)
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Slika 39:Metschnikowia bicuspidata (EX - 1509)



