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V diplomskem delu smo s pripravo metilnih estrov mas¢obnih kislin (FAME)
in transesterifikacijo s kislim katalizatorjem ter detekcijo FAME s plinsko
kromatografijo na nepolarni koloni ugotavljali spremembe v profilih
mascobnih kislin in aldehidov (MKA) bakterije R. flavefaciens ob prisotnosti
nano- in makrodelcev TiO, in Al,O3 v razliénih koncentracijah. Povecanje
delezev razvejanih MKA ter zmanjSanje delezev nasi¢enin MKA ob
izpostavitvi TiO, in Al,O3 ne glede na vrsto, koncentracijo ali velikost
dodanih delcev, kaze na povecanje fluidnosti membrane. lzpostavitev celic
delcem Al,O3 v nano in makro velikosti pri visokih koncentracijah 2 in 1 g/l
povzroci skrajSanje acilnih verig masc¢obnih kislin in aldehidov, kar prav tako
kaze na povecanje fluidnosti membrane. Pri dodatku nanodelcev TiO;
skrajSanje acilnih verig povzroc¢i le koncentracija 5000 ng/l. Spremembe v
profilu celicnih MKA pri R. flavefaciens se niso izkazale kot ustrezen
pokazatelj toksicnosti nanodelcev v anaerobnih razmerah.
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Changes in cellular fatty acid and aldehyde profiles of bacterial species
Ruminococcus flavefaciens in the presence of nano and bulk sized particles
TiO, and Al,O3; were analyzed. Long chain fatty acids were transesterified
with HCI in methanol and their methyl esters were analysed by gas
chromatography using a non-polar column. Increased total percentage of
branched fatty acids and reduction in total percentage of saturated fatty acids
indicates increase in fluidity of cell membrane, regardless of the type,
concentration or size of the added particles. Exposure of cells to nano and bulk
sized particles Al,Os in high concentrations of 2 and 1 g/l caused shortening of
acyl chain length which also indicates an increase in membrane fluidity. The
addition of nanoparticles TiO, caused shortening of acyl chain length only at
the concentration 5000 ng/l. Changes in the cellular fatty acid and aldehyde
profile of R. flavefaciens did not show to be an appropriate indicator of
toxicity of nanoparticles in anaerobic conditions.
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1 UVvOD

Nanodelci so delci, ki so v ve¢ kot eni dimenziji manj$i od 100 nanometrov (nm) (Nel in
sod., 2006). Zaradi edinstvenih lastnosti, ki jih imajo nanodelci v primerjavi z enakimi
materiali v makro velikosti, njihova proizvodnja in uporaba strmo narai¢a. Skodljivi udinki
nanodelcev na ¢loveka in okolje Se niso povsem raziskani, zato je razumevanje mobilnosti,
reaktivnosti, potencialne ekotoksi¢nosti in zadrzevanja nanodelcev v okolju klju¢no za
zmanjSanje tveganja (Nowack in Bucheli, 2007). Posledi¢no se je v toksikologiji razvila
nova veja znanosti, nanotoksikologija.

Z vidika toksikologije sta pomembni lastnosti nanodelcev velikost in povr§ina 0z. razmerje
med njima. Posledice izpostavljenosti celic nanodelcem so Stevilne. Najveckrat opisani
mehanizem toksi¢nosti nanodelcev je tvorba reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) in z njo
povezani oksidativni stres. Na molekularnem in celicnem nivoju je ta povezan s
spremembami mitohondrijske funkcije, poSkodbami in denaturacijo proteinov, poskodbami
DNA in drugimi, medtem ko se na tkivnem nivoju najpogosteje odraza v obliki vnetja (Nel
in sod., 2006). Vecino raziskav o potencialnih mehanizmih toksi¢nosti nanodelcev SO
izvedli v aerobnih razmerah, v katerih spremembe pripisujejo oksidativnemu stresu,
medtem ko podatkov o drugih potencialnin mehanizmih, ki niso povezani s tvorbo
kisikovih radikalov in bi jih bilo mo¢ zaznati (tudi) ob odsotnosti kisika, ni.

1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Membrana je prva bariera, ki locuje celice od okolja in se praviloma hitro odzove na
okoljske drazljaje. Zato predstavlja smiselno tarCo preucevanja potencialno negativnih
vplivov snovi, tudi takih, kot so nanodelci (Niazi in Gu, 2009).

Nas namen je bil preuditi vpliv razli¢nih koncentracij nanodelcev TiO; in Al,O3 na sestavo
membran oziroma na profil membranskih mascobnih kislin in aldehidov pri striktno
anaerobni vampni bakteriji Ruminococcus flavefaciens 007C.

Nasa hipoteza je bila, da nanodelci TiO, in Al,O3 vplivajo na celice tudi v odsotnosti kisika
(in z njim povezanega oksidativnega stresa), kar se odraza v spremembi fluidnosti celi¢nih
membran, to pa bi lahko posredno zaznali v obliki sprememb mascobnokislinskega profila
zgoraj omenjene bakterije.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 CELICNA MEMBRANA

Celi¢na membrana je pregrada, ki loCuje notranjost celice od njenega okolja. Preko nje
celica sprejema hranila in druge molekule, ki jih potrebuje, ter izloca odpadne produkte.
Njena osnovna struktura je fosfolipidni dvosloj, ki ga sestavljajo fosfogliceroli in nanje
vezane mascobne kisline. Hidrofobni lipidni repi (MK) se zdruzujejo v nepolarnem
obmocju, medtem ko so hidrofilne glave (fosfogliceroli) lipidov obrnjene na obeh straneh
dvosloja proti vodi. Celi¢na membrana je fluidna, fosfolipidi in proteini, ki so vkljuceni
vanjo, se lahko prosto gibajo znotraj strukture, zato je model membrane pogosto prikazan
kot model tekoc¢ega mozaika (Madigan in sod., 2000).

Hidrofilna
egija
’7 _ Maszobne
~
| kisline
]
Hidrofohna
Teglja
[
i
) Glicerol
Fosfatna
skapina

Slika 1: Celi¢na membrana kot model teko¢ega mozaika (Madigan in sod., 2000)
2.2 VPLIVI OKOLJA NA SESTAVO MEMBRAN PRI BAKTERIJAH

Bakterije se na spremembe v okolju (temperatura, tlak, ioni, hranila, prisotnost toksi¢nih
snovi) odzivajo z modifikacijo membran tako, da jih ohranjajo v ustrezno fluidnem stanju
(Mrozik in sod., 2004). Fluidnost membrane predstavlja dinamic¢ne lastnosti lipidnih
molekul na ve¢ ravneh in vkljucuje rotacije okrog vezi C—C znotraj acilne verige, nihanje
in rotacijo molekule MK ter lateralno difuzijo celega lipida (Hazel in Williams, 1990).
Kompleksna sestava membrane mikroorganizmov je torej natan¢no regulirana, da ohranja
ustrezno strukturo in funkcionalnost, ki je odloCilnega pomena za prezivetje organizma
(Beney in Gervais, 2001).

2.2.1 Homeofazna adaptacija

Bioloske membrane se na spremenjene razmere v okolju odzivajo z mehanizmom
homeoviskozne adaptacije, ki omogoca aktivnost razlicnih membranskih proteinov in
permeabilnost membrane na enaki ravni (Sinensky, 1974).

V normalnih fizioloskih razmerah v membranah prevladuje lamelarna tekoca faza ali faza
tekocega kristala, ko so fosfolipidi podvrzeni hitrim rotacijam in lateralnim premikom v
dvosloju (Hazel in Williams, 1990). Z nizanjem temperature postaja gibanje lipidov vedno
bolj omejeno in membrana vstopi v gel lamelarno fazo, ko so lipidi tesno sestavljeni in
acilne verige nerazvejane. Temperatura, pri kateri preidejo lipidi iz tekoce v gel fazo, je
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temperatura faznega prehoda in je znaCilna za razred in molekulsko vrsto fosfolipida
(Hazel in Williams, 1990). Mnogi mikroorganizmi lahko rastejo in funkcionirajo tudi,
kadar ima membrana zelo razlicno fluidnost, celicne funkcije pa so okrnjene, Ce je kriticen
del membranskih lipidov v gel fazi (McElhaney, 1984). Ta vidik ohranjanja
funkcionalnosti membrane, predvsem z ozirom na regulacijo faznega stanja lipidov,
opisuje homeofazna adaptacija (McElhaney, 1984).

Homeofazna adaptacija pri bakterijah vkljucuje spreminjanje vrste MK (s sintezo de novo
in/ali postsintetskimi spremembami), preoblikovanje molekulskih vrst fosfolipidov (npr.
MK se med fosfolipidi lahko zamenjajo brez spremembe v celokupni sestavi MK),
preoblikovanje polarne glave fosfolipida in spremembe v delezu plazmalogenov (Hazel in
Williams, 1990).

Pogost odgovor bakterij na draZljaje iz okolja vkljucuje spreminjanje sestave MK. Lahko
gre za spremembo razmerja med nasiCenimi in nenasi¢enimi MK, med razvejanimi in
nerazvejanimi MK, med cis in trans oblikami, za spremembe v dolzini acilnih verig ali
spremembe tipa razvejanih MK. Membrana ima nizjo temperaturo faznega prehoda in je
bolj fluidna, ¢e vsebuje ve¢ MK s krajSimi verigami, ve¢ dvojnih vezi in ¢im ve¢ji delez
razvejanih MK (Russel, 1984).

2.2.2 Vpliv okoljskega stresa na fluidnost membrane

Bakterije so v naravi pogosto izpostavljene okoljskemu stresu v obliki nihanj v
temperaturi, dostopnosti hranil, ionov in vode ter prisotnosti strupenih molekul. Okoljski
stres se najveckrat odraZza v spremembi fluidnosti membrane. Najpogostejsa prilagoditev
bakterij na prisotnost membransko aktivne snovi v okolju so spremembe v sestavi MK in
interakcijah med proteini in lipidi (Mrozik in sod., 2004).

Spremembe, ki nastanejo zaradi prisotnosti membransko aktivnih snovi zaznamo v de novo
sintezi MK ali v izomerizaciji dvojnih vezi MK iz cis v trans. V rasto¢ih celicah sta mozni
obe, ko pa je rast kulture zaradi visokih koncentracij strupenih dejavnikov inhibirana,
lahko poteka le proces izomerizacije (Weber in de Bont, 1996).

2.2.2.1 Spreminjanje razmerja med nasic¢enimi in nenasi¢enimi MK

Spreminjanje razmerja med nasi¢enimi in nenasi¢enimi MK je najbolj razsirjen mehanizem
za prilagajanje fluidnosti membrane spremenjenim razmeram v okolju (Russell, 1984).
Membrane bakterij, ki imajo veliko nasicenih MK, preidejo v fazo tekocCega kristala pri
vi§jih temperaturah kot membrane, ki vsebujejo ve¢ nenasicenih MK. Zaradi oblike
nenasic¢ene cis vezi se acilna veriga prelomi pod kotom 30° in tako razmakne alifatski
verigi. Fosfolipid postane bolj stoz€aste oblike in s tem destabilizira strukturo lipidnega
dvosloja, ker oslabijo povezave med sosednjimi acilnimi verigami. Mobilnost lipidov se
poveca, kar dolo¢a nizjo temperaturo faznega prehoda (Hazel in Williams, 1990). Pri
zniZanju temperature celica poveca deleZ cis nenasi¢enih MK, ki preidejo v gel fazo pri
nizjih temperaturah, in tako ohrani lipide v tekoc¢i fazi.
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2.2.2.2 Cis-trans izomerizacija

Trans nenasic¢ene MK se v bakterijskih membranah ve¢inoma pojavljajo kot posledica cis-
trans izomerizacije, ki poteCe pri nekaterih vrstah aerobnih bakterij ob nenadnem poviSanju
temperature ali prisotnosti organskih topil (Heipieper in sod., 2003). Trans nenasicene MK
imajo podobno kot nasi¢ene MK izravnano verigo in se v membrani bolj tesno sestavljajo
kot cis nenasi¢ene MK (Keweloh in Heipieper, 1996). Lipidi s trans nenasi¢enimi MK
imajo tako visjo temperaturo faznega prehoda kot lipidi s cis nenasi¢enimi MK, a Se vedno
malo nizjo od lipidov z nasi¢enimi acilnimi verigami (Heipieper in sod., 2003).

Trans nenasicene MK se pri bakterijah redko pojavljajo. Ne morejo nastati v procesu
sinteze de novo, ker se trans oblika dvojne vezi v intermediatu saturira, nenasic¢ena ostane
le cis oblika (Marrakchi in sod., 2002). Izomerizacijo dvojne vezi iz cis v trans so dokazali
le Heipieper in sod. (2003) pri rodovih Pseudomonas in Vibrio. Pri bakteriji Pseudomonas
putida bi lahko cis-trans izomerizacija delovala kot indikator za strupenost organskih
spojin (Heipieper in sod., 1995).

2.2.2.3 Razvejane MK v membrani

Razvejane MK podobno kot nenasicene MK znizZajo temperaturo faznega prehoda lipidov
in spreminjanje njihovega deleZa je eden od mehanizmov homeofazne adaptacije na visje
ali niZje rastne temperature. Anteizo razvejane MK povecajo fluidnost membrane v enaki
meri kot cis nenasi¢ene MK, ucinek izo razvejitve pa je manjsi (Kaneda, 1991). Celice se
zato lahko prilagajajo na suboptimalne rastne temperature s povefevanjem skupnega
deleza razvejanih MK na racun zmanjSevanja koli¢ine nasi¢enih MK in/ali s povec¢evanjem
razmerja med anteizo in izo razvejanimi MK (Haque in Russell, 2004; Chihib in sod.,
2005). Biokemijski mehanizem, ki dolo¢a razmerje med izo in anteizo razvejanimi MK, Se
ni razjasnjen (Klein in sod., 1999).

2.2.2.4 Pojav MK s ciklopropanskim obro¢em

MK s ciklopropanskim obroCem nastajajo v energetsko potratnem procesu postsintetske
modifikacije cis nenasicenth MK, kar nakazuje njihovo pomembno fiziolosko vlogo
(Grogan in Cronan, 1997). Bakterije lahko reagirajo na okoljski stres tudi s pove¢anjem
deleza MK s ciklopropanskim obro¢em. V raziskavi, ki so jo opravili Kaur in sod. (2005)
sta se ob povisanju temperature, stradanju, znizanju pH, v prisotnosti tezkih kovin ali
drugih strupenih snovi pojavili C 17:0 cyc in C 19:0 cyc. Predvidevajo, da MK s
ciklopropanskim obro¢em celici primarno zagotovijo odpornost na nizji pH, nekatere
oblike oksidacije, povisano temperaturo in povisan tlak (Grogan in Cronan, 1997; Chang in
Cronan, 1999; Pagan in Mackey, 2000).

V membranah po Gramu negativnih bakterij P. putida so ob izpostavljenosti visokim
koncentracijam nanomateriala fulerena C, zaznali povisanje deleza ciklopropanskih MK

(Fang in sod., 2007).
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2.2.2.5 Pomen dolzine acilnih verig MK v membrani

Membrana z MK z dalj§imi verigami ima vi§jo temperaturo faznega prehoda kot
membrana s kraj§imi MK, saj se daljSe MK raztezajo prek dvosloja in se povezujejo z
drugimi lipidi, kar poveca njihovo stabilnost (Hazel in Williams, 1990). Dolzina verige je
dolo¢ena po sintezi MK in homeofazna adaptacija membrane na racun skrajSevanja ali
podaljSevanja acilnih verig je zato mozna samo v rasto¢ih celicah s sintezo de novo.
Povecevanje deleza krajsih MK in s tem skrajSevanje povprecne dolzine acilnih verig v
membrani je zelo razSirjen odziv mnogih bakterijskih vrst na suboptimalne rastne
temperature (Russell, 1971; Evans in sod., 1998; Chihib in sod., 2005). Zlasti je
skrajSevanje verig izrazito pri vrsti Clostridium perfringens, ki ima zelo malo nenasi¢enih
MK in regulira fluidnost membrane predvsem z dolzino verig MK (de Jong in sod., 2004).
S skrajSevanjem verig se celica odzove tudi na povecano koncentracijo soli, npr. pri Vrsti
Listeria monocytogenes (Chihib in sod., 2005).

2.2.2.6 Vloga plazmalogenov in MA v membrani

Plazmalogeni so znacilnost ve€ine striktno anaerobnih bakterij, kjer lahko predstavljajo
vecji delez fosfolipidov, npr. pri klostridijih tudi do 80 %, v manjsih delezih pa so jih
odkrili tudi pri nekaterih aerobnih bakterijah (Clejan in sod., 1989).

V membrani imajo plazmalogeni strukturno vlogo, vendar ima membrana s plazmalogeni
drugacne kemijske in fizikalne lastnosti. Plazmalogeni spremenijo fizikalne lastnosti
membrane, tako da vplivajo na sestavljanje lipidov, fluidnost in povezave z ostalimi
sestavinami membrane (Paltauf, 1994).

Poleg tega naj bi plazmalogeni delovali kot endogeni antioksidanti ter membrano zascitili
pred razlicnimi oksidativnimi reakcijami, npr. reaktivnimi kisikovimi zvrstmi (ROS),
peroksidacijo in prostimi radikali (Brites in sod., 2004). Novejse raziskave postavljajo
ugodno vlogo plazmalogenov pod vprasaj, saj z oksidativnim razpadom nastanejo mo¢no
reaktivni aldehidi (Stadelmann-Ingrand in sod., 2004).

2.3 MASCOBNE KISLINE
2.3.1 Struktura in nomenklatura masc¢obnih Kislin in mas$éobnih aldehidov

MK so karboksilne kisline z alifatsko verigo in jih glede na stevilo C-atomov razdelimo na
kratkoverizne (2 do 6), srednjeverizne (8 do 10), dolgoverizne (12 do 24) in mikolne MK
(od 24 do 90). Poimenujemo jih z uporabo nomenklature, na osnovi Stevila C-atomov in
Stevila in poloZaja nenasi¢enih vezi glede na karboksilno skupino, kar poda natan¢no
strukturo MK. V praksi pa velikokrat uporabljamo trivialno nomenklaturo, ki npr.
poimenuje MK glede na vir, iz katerega izhajajo. Pri numeri¢nih okrajsavah pa za opis
polozaja dvojnih vezi in stranskih verig lahko uporabimo kemijsko ali A(delta)-
poimenovanje in biokemijsko ali n-poimenovanje. Pri A-poimenovanju §tevil¢imo C-atome
od karboksilnega konca molekule. Pri n-poimenovanju pa v nasprotni smeri, od metilnega
proti karboksilnemu koncu (Christie, 2003).
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Glede na vrsto vezi MK delimo na nasi¢ene in nenasi¢ene MK. Ce ima MK v verigi samo
enojne vezi med C-atomi, je nasi¢ena, ¢e pa ima v verigi eno ali ve¢ dvojnih vezi, je
nenasi¢ena (Campbell, 1999). Nenasi¢ene MK pa delimo glede na $tevilo dvojnih vezi na
enkrat nenasi¢ene (mononenasi¢ene), te imajo v verigi samo eno dvojno vez in veckrat
nenasi¢ene (polinenasicene), ki imajo v verigi dve ali ve¢ dvojnih vezi (Leray, 2009).
Glede na geometrijsko konfiguracijo pa nenasi¢ene MK delimo na cis in trans MK.

nerazvejana nasi¢ena MK

J\/\/\/V\/\/\/ COOH zo-razvejana MK
/W COoH anteizo-razvejana MK

cis-nenasi¢ena ME
M/\\/‘W COOH trans-nenasi¢ena MK
\/\/\.//_\‘\/\/\/\/ CO0H MK s ciklopropanskim obrot¢em

OH

Slika 2: Kemijske strukture nasi¢ene MK (mas¢obne kisline), cis in trans nenasi¢ene MK, izo in anteizo
razvejane MK, hidroksi MK in MK s ciklopropanskim obro¢em (Denich in sod., 2003)

Med nerazvejanimi nasi¢enimi MK so v naravi najbolj pogoste tiste s 14, 16 in 18 C-atomi.
Nenasi¢ene MK, ki jih najdemo pri bakterijah, so ve€inoma enkrat nenasiene in imajo
sodo Stevilo C-atomov. Dvojna vez je lahko na razli¢nih polozajih in v cis ali trans
konfiguraciji, vendar je v trans konfiguraciji redkejsa. Redke pa so veckrat nenasiCene
MK. Razvejane MK imajo obi¢ajno nasic¢eno verigo in eno metilno skupino. Izo razvejane
MK imajo metilno skupino na predzadnjem C-atomu (drugem C-atomu z metilnega
konca), anteizo pa na predpredzadnjem (na tretjem C-atomu od metilnega konca).
Ciklopropanske MK imajo v verigi ciklopropanski obro¢ in so sintetizirane direktno iz
nenasic¢enih MK s postsintetsko modifikacijo cis dvojne vezi (Grogan in Cronan, 1997). Pri
hidroksi MK je alifatska veriga obi¢ajno nerazvejana nasiCena, na drugem ali tretjem C-
atomu pa imajo vezano hidroksi (-OH) skupino (Christie, 2003). Vecina striktno
anaerobnih bakterij pa vsebuje tudi posebne membranske fosfolipide plazmalogene, iz
katerih se po kisli hidrolizi sprostijo MA.
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2.3.2 Mascobne kisline in mas¢obni aldehidi pri bakterijah

Vecina bakterij sintetizira MK z dolzino verig od 10 do 19 C-atomov, prevladujoce pa so
MK s 16 ali 18 C-atomi. Bakterije vsebujejo nekatere celicne MK, ki so edinstvene in jih
ne najdemo v evkariontskih celicah. Razvejane in ciklopropanske MK so znalilne za
Stevilne bakterije. Najdemo jih tudi pri zivalih, ne pa pri glivah in ljudeh. Ciklopropanske
MK so nasli tudi pri nekaterih prazivalih (Christie, 2010). Veckrat nenasi¢ene MK, ki jih
pogosto najdemo pri vi§jih organizmih, pa so pri bakterijah redke (Voet D. in Voet J.G.,
2004). Po Gramu negativne bakterije imajo obicajno vecji delez nasiCenih in enkrat
nenasi¢enih celiénih MK s sodim $tevilom C-atomov kot po Gramu pozitivne bakterije.
Poleg lipidov in MK, znalilnih za druge bakterije, mnogi anaerobi vsebujejo tudi
plazmalogene. To so analogi fosfolipidov, kjer imajo MK namesto obicajne estrske vezi z
glicerolom etrsko vez. Derivati, ki nastanejo namesto tipicnih metil estrov, so
dimetilacetali (DMA) (Welch, 1991).

2.3.3 MK profil bakterije Ruminococcus flavefaciens

V kemotaksonomiji bakterij se celi¢ni profil masc¢obnih kislin pogosto uporablja, saj
raznolikost v strukturi MK omogoca razlikovanje bakterij na razlicnih taksonomskih
ravneh in se obicajno sklada z analizami genotipov. Kot biomarkerja za vse bakterije
sluzita MK C 15:0 in C 17:0. Za po Gramu pozitivne bakterije so znacilne izo- in anteizo-
C 15:0, za po Gramu negativne bakterije pa hidroksi C 10:0 in C 12:0. Ostale MK so
prisotne v razli¢nih skupinah bakterij, npr. MK s ciklopropanskim obro¢em v vecjih
delezih najdemo v po Gramu negativnih bakterijah, vendar so prisotne tudi pri nekaterih
anaerobnih sevih po Gramu pozitivnih bakterij (Kaur in sod., 2005).

Mascéobnokislinski profil bakterij vrste R. flavefaciens je v literaturi opisan le enkrat.
Saluzzi in sod. so (1993) kot najpomembnejse MK R. flavefaciens navedli izo-C 15:0, izo-
C 17:0, C 16:0, anteizo-C 15:0 in anteizo-C 17:0. V ve¢jih delezih prisotni DMA so bili
16:0, izo- C15:0 in izo-C 17:0. MK in DMA, ki so bili navedeni v delezu manjsem od 0,5
% smo izpustili iz tabele (Preglednica 1).
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Preglednica 1: DMA (dimetilacetali) in FAME (metilni estri mas¢obnih kislin) (%) profil sevov 17 in FD1 R.
flavefaciens, v mediju M3 z in brez dodatka hlapnih MK (mas¢obnih kislin) (Saluzzi in sod., 1993)

Rod: R. flavefaciens

Sev:. 17 FD1
Medij M3 M3+VV M3 M3+VV

DMA:

14:0 0,4 0,4 0,5 0,4
15:0 0,8 0,7 1,3 1,0
16:0 111 9,3 12,2 9,8
17:0 0,6 0,3 0,3 1,0
18:0 51 4,4 0,6 0,9
al5:0 0,4 0,3 0,7 1,0
al7:0 1,6 1,3 2,5 3,3
i15:0 2,5 51 8,7 15,8
i17:0 10,9 14,1 6,1 8,4
FAME:

14:0 1,0 0,7 1,2 0,9
15:0 1,3 0,7 1,6 0,9
16:0 9,8 6,1 12,3 8,3
18:0 1,8 1,2 1,2 1,0
al5:0 3,0 1,9 47 4,3
al7:0 45 2,2 3,0 2,3
i15:0 29,3 38,9 37,0 36,4
i16:0 4,2 1,8 15 1,4
i17:0 10,5 8,9 3,0 2,6

2.4 NANODELCI

Nanodelci so delci, ki so v ve¢ kot eni dimenziji manjsi od 100 nanometrov (nm). Lahko so
sferi¢ne, cevaste ali nepravilne oblike in se lahko zdruzujejo v agregate ali aglomerate
(Nowack in Bucheli, 2007).

Glede na izvor lo¢imo tri vrste nanodelcev: (1) nanodelce, ki nastajajo v naravnih procesih,
npr. vulkanski pepel, (2) nanodelce, ki nastajajo kot odpadni material v industrijskih
procesih (kremen in azbest v gradbeniStvu, rudarstvu in steklarstvu), ter (3) nanodelce, ki
nacrtno nastanejo v vodenih procesih proizvodnje, npr. kovinski oksidi (ZnO, TiO, ), ki se

uporabljajo v opti¢ni, elektricni in kemicni industriji ter medicini (Remskar, 2009).

Fizikalno kemic¢ne lastnosti nanodelcev so posledica njihove majhnosti (0z. velike povrsine
glede na prostornino), kemicne strukture (Cistost, kristalini¢nost, elektri¢ni naboj, itd.),
povrsinske strukture, topnosti, oblike in agregacije (Nel, 2006).

Ugodno razmerje med povrsino in prostornino nanodelcev je povezano z velikim stevilom
atomov na povrsini delca in posledi¢no veliko kemijsko (re)aktivnostjo. Visja kemijska
aktivnost pa prispeva tudi k medsebojnemu zdruzevanju delcev v vecje skupke, aglomerate
(Remskar, 2009).
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Nanomateriali imajo Sirok spekter uporabe. Industrijsko izdelane nanomateriale
uporabljajo pri izdelavi $portne opreme, avtomobilskih gumah, oblaéilih odpornih na
madeze, zasCitnih kremah, kozmetiki in elektroniki. Vse bolj se uporabljajo tudi v
medicini, in sicer na podro¢ju diagnostike in vnosa zdravil (Nel in sod., 2006). Po
nekaterih ocenah je proizvodnja in uporaba nanodelcev v letu 2004 znasala 2000 ton,
pricakujejo pa, da bo med leti 2011 in 2020 narasla na 58000 ton (Maynard, 2006).

2.4.1 Nanodelci TiO,

Titanov dioksid je najbolj vsestransko uporaben nanomaterial zaradi antimikrobne
aktivnosti, fotokataliticne sposobnosti in zasCitnega delovanja pred UV sevanjem
(Remskar, 2009). Uporablja se v proizvodnji barv, papirja, plastike in premazov, v
farmaciji in kozmeti¢ni ter prehrambeni industriji (Lommer in sod., 2002). Uporabljal naj
bi se celo za zmanjSanje onesnazenja v mestih, saj katalizira pretvorbo dusikovega
dioksida v manj toksi¢ne nitrate (Fabian in sod., 2008).

Titanov dioksid je zaradi Sirokega spektra uporabe in svojih edinstvenih lastnosti delezen
veliko pozornosti tudi v Stevilnih okoljevarstvenih raziskavah (Niazi in Gu, 2009).

2.4.2 Nanodelci Al,O4

Po nekaterih ocenah sodi aluminijev oksid med komercialno najbolj pomembne
nanomateriale. V letu 2005 naj bi predstavljal kar 20 % svetovnega trga z nanomateriali
(Rittner, 2002). Nanodelci aluminijevega oksida se uporabljajo v industrijske, vojaske in
medicinske namene (Balasubramanyam in sod., 2010). Delujejo tudi antimikrobno, zato se
uporabljajo tudi v izdelkih za osebno nego (Sadiq in sod., 2009). Zaradi dobrih
dielektriénih in abrazivnih lastnosti se uporabljajo kot izolator in abrazivno sredstvo
(Wang in sod., 2009).

2.5 NANOTOKSIKOLOGIA

Zaradi narascajoce uporabe nanodelcev v industrijske in druge namene lahko pri¢akujemo,
da bodo ti materiali kmalu v ve¢ji meri prisotni v naSem okolju. Razumevanje mobilnosti,
reaktivnosti, potencialne toksi¢nosti in zadrzevanja nanodelcev v okolju je klju¢no za
zmanjSanje S tem povezanega tveganja (Nowack in Bucheli, 2007).

Z vidika toksikologije sta pomembni lastnosti nanodelcev velikost in povrSina. Razmerje
med njima dolo€a potencialno Stevilo reaktivnih skupin na povrSini delca. Posledi¢no
imajo nanodelci edinstvene fizikalne in kemicne lastnosti in zaradi njih se bistveno
razlikujejo od materialov z enako sestavo v makro velikosti (Nel in sod., 2006).

Oberdorster in sod. so leta 2005 izpostavili tri kljucne pristope za ocenjevanje toksi¢nosti
nanodelcev:

=analiza fizikalno kemicnih lastnosti (velikost, povrSina, oblika, topnost, agregacija),
poznavanje bioloskih u¢inkov nanodelcev in vklju¢evanje v

=in vitro ter
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=in vivo raziskave.

Za ocenjevanje potencialne toksi¢nosti nanodelcev v ekosistemu kot celoti pa je potreben
Sirsi pristop na razli¢nih bioloskih ravneh (Kahru in Dubourguier, 2010).

2.5.1 Mehanizmi toksi¢nosti nanodelcev

Najpomembnejsa lastnost nanodelcev je njihova majhnost, ki jih uvrs¢a med posamezne
atome in molekule na eni strani ter makromateriale na drugi strani. Zaradi svojih
specificnih lastnosti so zazeleni, prav zaradi njih pa predstavljajo tudi potencialno
nevarnost za bioloske sisteme.

Splosno mnenje je, da je najpogostejsi mehanizem, s katerim kovinski nanodelci ogrozajo
celiéno membrano, lipidna peroksidacija z reaktivnimi kisikovimi zvrstmi (ROS) (Neal,
2008).

V prisotnosti reducenta (superoksidni anionski radikal) se oksidirana oblika O, reducira,
reducirana oblika pa lahko katalizira nastanek hidroksidnega radikala iz vodikovega
peroksida, tako kot prikazuje na Slika 3 (Neal, 2008).

T, + by = T, A +e7)

T+ O, = O,

O, +2H+e = H, 0,

HyOp+ Oy~ = "OH+O0H + O

HY+ H, 0 = "0H+H*

Slika 3: Prikaz tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti v primeru nanodelcev TiO,. (hv-energija svetlobe; h-
Planckova konstanta; v-frekvenca elektromagnetnega valovanja; h*-elektronska vrzel; e™-elektron) (Neal,
2008).

Pri evkariontskih celicah sprememba v fosfolipidni strukturi notranje mitohondrijske
membrane, ki jo povzrocijo prosti radikali, ogrozi delovanje elektronske transportne

verige, zaradi Cesar pride do pomanjkanja energije v celici in posledi¢no celi¢ne smrti
(Gerlach in sod., 1994).

Potencialno toksi¢nost nanodelcev kovin in kovinskih oksidov predstavlja poleg tvorbe

ROS tudi sproscanje topnih ionov, ¢eprav je s to tematiko povezanih le malo raziskav
(Heinlaan in sod., 2008).

Brunner in sod. so leta 2006 potrdili povezavo med topnostjo nanodelcev in njihovim
toksi¢énim delovanjem na ¢loveske celice in celice glodalcev. Nanodelce so razdelili na
topne in netopne, da bi preverili, ali je toksi¢nost topnih nanodelcev mogoce povezati s
topnimi kovinskimi ioni, ki se spro$¢ajo ob raztapljanju nanodelcev. Kot primer topnih
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nanodelcev kovinskega oksida so uporabili ZnO, ki je ze pri nizkih koncentracijah (15
ppm) povzrocil zmanjsanje zivosti celic za 100 % glede na kontrolo. Toksi¢ni ucinek so
povezali s spro§¢anjem Zn>* ionov pred ali po vstopu nanodelcev v celico.

Raziskava Yanga in sod. (2008) o citotoksi¢nosti nanodelcev v odvisnosti od njihove
velikosti, oblike in kemi¢ne strukture, je pokazala, da imata pri tvorbi ROS kriti¢no vliogo
velikost in kemicna struktura nanodelcev, medtem ko predvidevajo, da ima oblika vpliv na
genotoksi¢nost. S kometnim testom so ocenili poskodbe DNA, ki so jih povzrodili
nanodelci ZnO in ogljikove nanocevke, ki so jim predhodno dolo¢ili obliko in potencial
tvorbe ROS. Ugotovili so, da so imele ogljikove nanocevke, ki so nitaste oblike, vecji
genotoksi¢ni ucinek kot nanodelci ZnO s kristalno strukturo, Ceprav so imele nizji
potencial tvorbe ROS. Verjetno je, da so ogljikove nanocevke lazje vstopile v celi¢no jedro
zaradi svoje nitaste oblike (Pantarotto in sod., 2004).

Toksi¢nost nanodelcev torej lahko razdelimo v dve skupini: (1) kemicno toksi¢nost, ki
temelji na kemicni strukturi nanodelcev, npr. spros¢anje kovinskih ionov ali tvorba
reaktivnih kisikovih zvrsti ter (2) toksicnost kot posledica stresa, ki ga povzrocijo povrsina,
velikost in/ali oblika nanodelca. Razlikovanje, za Kkatero obliko toksi¢nosti gre, ni vedno
enostavno (Brunner in sod., 2006).

Pri posplosevanju nevarnosti nanodelcev moramo torej biti previdni, ker se njihovo
delovanje razlikuje glede na velikost in kemijsko sestavo. Poleg tega je potrebno testiranja
opraviti na razli¢nih bioloskih ravneh in ne samo v laboratorijskih razmerah (Vernath in
sod., 2007).

2.5.2 Bakterije in nanodelci

Bakterije igrajo pomembno vlogo pri zagotavljanju normalnega delovanja ekosistemov,
zato sta bio-dostopnost ter toksi¢no delovanje nanodelcev na bakterije pomembni podrocji
nanotoksikologije. Poleg tega bakterije lahko sluZijo kot odlicen model za izvajanje Studij
ekotoksicnosti (Neal, 2008).

Nanodelci povzrocajo motnje v delovanju bakterijskih membran, najverjetneje s tvorbo
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Prav tako ne smemo zanemariti vpliva prostih kovinskih
ionov, Ki izvirajo iz nanodelcev (Neal, 2008).

Fang in sod. so leta 2007 opravili raziskavo o vplivu nanomateriala fulerena Cgo na sestavo
membranskih lipidov pri bakterijah Pseudomonas putida in Bacillus subtilis. Pri obeh so
porocali o spremembah v sestavi membranskih lipidov, temperaturi faznega prehoda in
fluidnosti membrane. Pri P. putida so zaznali znizanje nivoja nenasi¢enih MK in povecanje
deleza ciklopropanskih MK, najverjetneje za zaScito bakterijske membrane pred
oksidativnim stresom. Odziv B. subtilis se je pri nizkih koncentracijah Cgo kazal v
povecanju deleza izo- in anteizo- razvejanih MK (iz 5,8 na 31,5 % celotnega deleza MK).
Pri visokih koncentracijah, ki so inhibirale rast, pa se je povisala sinteza enkrat nenasicenih
MK. V nasprotju s P. putida, so bakterije B. subtilis znizale temperaturo faznega prehoda
in povecale fluidnost membrane.
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2.5.3 Toksi¢ni vpliv nanodelcev pri bakterijah

Titanov oksid se pogosto uporablja kot ucinkovito antimikrobno sredstvo, ne glede na
velikost delcev, a delovanje je okrepljeno, ¢e so delci v nano obliki (Niazi in Gu, 2009).

Potencialni toksi¢ni mehanizem TiO, je povezan s fotoaktivacijo, to je z vzbujanjem
elektronov zunanjih orbital na povrSini nanodelcev s svetlobo z valovno dolzino pod 385
nm. Vzbujeni elektroni lahko reagirajo z molekulami vode ali hidroksilnimi ioni, pri tem
nastanejo hidroksilni in superoksidni radikali (Mannes in sod., 1999).

Tsuang in sod. (2008) so preizkusili vpliv TiO, na bakterije z in brez fotoaktivacije.
Obsevanje z UV svetlobo ob prisotnosti nanodelcev TiO, je pri po Gramu negativni
aerobni bakteriji Escherichia coli povzroc¢ilo zmanjSanje Zzivosti, medtem ko samo
obsevanje z UV svetlobo ali samo prisotnost TiO, nanodelcev na bakterijo ni imelo vpliva.
Podobno so se odzvale tudi po Gramu pozitivne aerobne bakterije Staphylococcus aureus,
Enterococcus hirae in Pseudomonas aeruginosa ter anaerobna bakterija Bacteroides
fragilis.

Tudi Heinlaan in sod. so v raziskavi v istem letu ugotovili, da nano- in makrodelci TiO, v
temi niso bili akutno strupeni za bakterijo Vibrio fischeri, niti pri koncentraciji 20 g/L.
Vendar pa so makrodelci TiO; ze pri koncentraciji 100-1000 mg/L v kombinaciji z UV
osvetlitvijo povzrocili 70 % upad preZivetja pri bakteriji E. coli (Maness in sod., 1999).

Pri aluminijevih nanodelcih se je tudi pri visokih koncentracijah pokazal le blag u¢inek
zaviranja rasti na E. coli, verjetno kot posledica interakcij povrsinskih nabojev delcev in
membrane (Sadig in sod., 2009). Tudi Amesov test mutagenosti ni pokazal statisti¢no
znaCilnega povecanja Stevila povratnih mutacij razliénih sevov Salmonelle typhimurium ob
izpostavljenosti Al,O3 nanodelcem (Balasubramanyam in sod., 2010).

Nasprotno pa je raziskava Jianga in sod. v letu 2009 pokazala statisti¢no znacilen toksi¢en
vpliv Al,O3 nanodelcev na bakterije B. subtilis, E. coli in Pseudomonas fluorescens.
Izpostavitev aluminijevim nanodelcem v koncentraciji 20 mg/l je povzrocila visoke
odstotke celi¢nega propada v kulturah B. subtilis (57 %), E. coli (36 %) in pri P.
fluorescens (70 %).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 RUMINOCOCCUS FLAVEFACIENS

R. flavefaciens je obligatni anaerob in ena najpomembne;jsih celulolitiénih bakterijskih vrst
v vampu prezvekovalcev, kjer ima klju¢no vlogo pri spros¢anju energije iz rastlinske krme.
Pomen pri razgradnji (hemi)celuloznih substratov ji pripisujejo tudi v prebavilih konjev
(Julliand in sod., 1999), nekaterih divjih herbivorov (Nelson in sod., 2003) in tudi ljudi
(Robert in Bernalier-Donadille, 2003). Vpliv izbranih nanodelcev na profil MK smo
ugotavljali pri sevu R. flavefaciens 007C, ki je bil izoliran iz govejega vampa (Stewart,
1981).

3.1.1 Hungatova tehnika gojenja anaerobnih bakterij

Bakterije smo gojili v anaerobnih razmerah po principu Hungatove tehnike. Tehnika je bila
razvita v petdesetih letih prejSnjega stoletja in je zaradi svoje enostavnosti in u¢inkovitosti
postala najbolj uporabljana anaerobna tehnika. Anaerobe gojimo v gojiscu, ki je
pripravljeno pod plinom, iz katerega je odstranjen kisik, precis¢en plin pa izpolnjuje tudi
zraéni prostor posode, v kateri gojimo kulturo. Pline (CO2, Ny), ki jih uporabljamo pri
Hungatovi tehniki, predhodno o¢istimo primesi zraka tako, da jih vodimo skozi kolono
bakrovih opilkov, ki je segreta na 350 °C in smo jo predhodno reducirali z vodikom
(Bryant, 1972).

3.2 KEMIKALIE

Kemikalije, ki smo jih uporabili pri delu (v oklepaju sta navedena proizvajalec in kataloska
Stevilka):

- amonijev sulfat, (NH4),SO, (Sigma, A-5132)

- bakterioloski agar (Biolife, 4110302)

- BAME standardna kalibracijska meSanica bakterijskih FAME v metil-kaproatu
(Supelco,47080-V)

- celobioza (Sigma, C-7252)

- cistein HCI (Sigma, C-7880)

- DL-2-metil maslena kislina (Merck, 820782)

- glukoza (Kemika, 0705007)

- izo-maslena kislina (Sigma, 1-1754)

- izo-valerinska kislina (Sigma, 1-7128)

- kalcijev klorid, CaCl, (Sigma, C-1016)
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- kalijev dihidrogen fosfat, KH,PO,4 (Merck, 104873)

- kalijev hidrogen fosfat, K,HPO,4 (Kemika, 1116108)

- kvasni ekstrakt (Biolife, 4122202)

- metanol, za plinsko kromatografijo (Merck, 106011)

- MIDI standardna kalibracijska meSanica FAME v heksanu (Hewlett Packard,
19298-60500)

- n-heksan, za plinsko kromatografijo (Merck, 104371)

- n-valerinska kislina (Sigma, V-9759)

- natrijev klorid, NaCl (Merck, 106404)

- resazurin (Fluka, 83560)

- Skrob (Sigma, S-9765)

3.3 POTEK POSKUSA

3.3.1 Gojenje in izpostavitev bakterij nanodelcem

Pri preizkuSanju vpliva nanodelcev na membranske mascobne kisline smo bakterijsko

kulturo gojili v gojis¢u M2 (Hobson, 1997) s sestavo, ki je podana v spodnji preglednici 2.

Za pripravo mineralne meSanice I smo uporabili: K,HPO, (3g/L), destilirana H,O (1 L). Za

pripravo mineralne meSanice II pa smo uporabili: KH,PO4 (3g/L), (NH4)2SO, (6g/L), NaCl

(0,6 g/L), CaCl; (0,6 g/L), destilirana H,O (1L).

Preglednica 2: Sestava gojis¢éa M 2 GSC

Sestava 1L
Tripton 109
Kvasni ekstrakt 2,59
NaHCO3 44
Glukoza 29
Skrob 29
Celobioza 29
Vampni sok 300 ml
Mineralna raztopina | 150 ml
Mineralna raztopina Il 150 ml
Resazurin (0,1%) 1ml
Cistein HCI 1g
Destilirana H, O 400 ml

Vse nastete sestavine smo stehtali ali odmerili v predpisani sestavi in jih nato mesali in
segrevali do vreli$¢a. Raztopine nanodelcev smo pred dodajanjem v gojis¢a inkubirali (2 X
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15 minut) v ultrazvo¢éni kopeli (Pio, Iskra, Slovenija), da bi preprecili oz. razbili
posamezne agregate. Sestavine smo kuhali 10 minut, jih odstavili in nato prepihovali s 100
% CO, do razbarvanja. Pod zas¢itnim plinom smo gojisce razlili v epruvete, ki smo jih
zatesnili z zamaski iz butilne gume. Tako pripravljena gojis¢a smo nato avtoklavirali in jih
po ohlajanju nacepili z bakterijami.

Koncentracije nanodelcev, ki smo jih uporabili, so bile 5000, 1000, 100 in 10 ng/L. Za
vsak izbran nanodelec smo pripravili tudi dve razliéni negativni kontroli. Prvo je
predstavljalo gojenje bakterijske kulture samo v gojis¢u (brez dodatkov), drugo pa gojenje
kulture v gojiscu, kjer smo dodali TiO; ali Al,O; v obliki makrodelcev (angl. bulk), v
enakih koncentracijah, kot smo dodali nanodelce. Koncentracij TiO, visjih od 5000 ng/L
nismo mogli pripraviti, ker je prislo do oksidacije gojis¢a, medtem ko smo v primeru

.....

Bakterije smo gojili v anaerobnih razmerah po postopku Hungateove tehnike. 1z vbodnikov
(shranjenih pri —20 °C) smo kulturo precepili v tekoce gojis¢e v Hungate epruvetah (8 mL
M2 gojis¢a) in jo gojili 24 ur pri 37° C. Po 24 urah smo zrasle kulture s sterilnimi pipetami
(V=160 nL) precepili v testna gojisca in gojisca z agarjem ter jih inkubirali nadaljnjih 24 ur

.....

pripravili za analizo.

3.4 ANALIZA DOLGOVERIZNIH MASCOBNIH KISLIN IN MASCOBNIH
ALDEHIDOV

3.4.1 Liofilizacija

Za analizo FAME in DMA smo kulture zrasle v Hungate epruvetah centrifugirali 10 minut
pri 3000 obratih na minuto. Supernatant smo odlili, pelet pa resuspendirali v 1 ml vode
miliQ in prenesli v 2 ml steklenicko za liofilizacijo (Wheaton, 223683). Steklenicke smo
zaprli pod dusikom in jih shranili na —20 °C. Kulture smo lioflizirali 24 ur. Po liofilizaciji
smo stekleni¢ke napolnili z duSikom in tako pripravljene vzorce shranili pri 4 °C do
nadaljnje analize.

(Nadaljnji postopki so povzeti po Zorec, 2006)
3.4.2 Priprava metilnih estrov mas¢obnih Kislin in mas¢obnih aldehidov

Za analizo dolgoveriznih MKA s plinsko kromatografijo smo pripravili njihove metilne
estre z neposredno metilacijo liofiliziranih celic. Pri postopku smo uporabljali izklju¢no
materiale iz stekla in zamaske s teflonskimi tesnili.

Izbrali smo metodo transesterifikacije lipidov s HCI v metanolu (Dionisi in sod., 1999).
Liofilizirane celice smo homogenizirali, jih prenesli v Hachove epruvete in dodali 500 uL
n-heksana, da smo raztopili lipide. Dodali smo 1 mL 1,5M HCI v metanolu (88 mL
metanola + 12 mL koncentrirane HCI) in 1 mL metanola. Epruveto smo napolnili z
dusikom, dobro zaprli in inkubirali 10 minut pri 80 °C. Po kon¢ani metilaciji smo reakcijo
ustavili z ohlajanjem v ledeni kopeli. Dodali smo 2 mL vode miliQ in mo¢no mesali 1
minuto. Epruvete smo kratko centrifugirali, da sta se fazi locili. Zgornjo organsko fazo smo
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prenesli v 1,5 mL stekleni¢ko za GC analizo, jo napolnili z dusikom, dobro zaprli in do
analize shranili pri —20 °C.

3.4.3 Analiza in prikaz rezultatov FAME in DMA

Ekstrakte FAME in DMA v heksanu smo analizirali na plinskem kromatografu Shimadzu
GC-14A z detektorjem FID. Uporabili smo kapilarno kolono Equity-1 (dolzina 30 m,
notranji premer 0,25 mm, debelina filma 0,25 um; Supelco, 28046-U) z nepolarno
stacionarno fazo (100 % poli-dimetil-siloksan). Nosilni plin je bil helij (pretok 30
mL/minuto), vodik in zrak pa detektorska plina (pretok H, je bil 30 mL/minuto in pretok
zraka 300 mL/minuto). Temperatura injektorja je bila 250 °C in temperatura detektorja
280 °C. Analiza je potekala po temperaturnem programu od 150 °C do 250 °C s hitrostjo
nara$¢anja temperature 4 °C na minuto. Zacetno temperaturo smo ohranjali 4 minute,
kon¢no pa 10 minut. Ro¢no smo vbrizgali po 1 pL vzorca ali standardne mesSanice v
nacinu split (1:100). Rezultate smo zabelezili na integratorju Chromatopac C-R6A in jih
prenesli v program Microsoft Excel za nadaljnjo obdelavo. Izlo¢ili smo sestavine, ki so se
eluirale pred C10:0 in za C20:0. Za sestavine znotraj tega obmocja smo izracunali relativne
koncentracije iz deleza povrSine pika.

3.4.4 ldentifikacija FAME in DMA s faktorji ekvivalentne dolZine verige

Nekatere FAME in DMA v vzorcih smo identificirali s primerjavo zadrZzevalnih ¢asov (Rt)
FAME in DMA v standardnih kalibracijskih meSanicah (BAME, MIDI). Sestava
standardnih meSanic je bila:

e BAME: C11:0, C10:0 20H, C12:0, C13:0, C12:0 20H, C12:0 30H, C14:0, i-
C15:0, a-C15:0, C15:0, C14:0 20H, C14:0 30H, i-C16:0, C16:1 c9, C16:0, i-
C17:0, C17:0 cyc-9,10, C16:0 20H, C18:2 ¢9,c12, C18:1 c9, C18:1 t9, C18:0,
C19:0 cyc-9,10 in C20:0

e MIDI: C9:0, C10:0, C11:0, C10:0 20H, C10:0 30H, C12:0, C13:0, C14:0, C15:0,
C14:0 20H, C14:0 30H, C16:0, C17:0, C16:0 20H, C18:0, C19:0 in C20:0

Za identifikacijo ostalih FAME in DMA smo retencijske Case pretvorili v faktorje
ekvivalentne dolzine verige (ECL) po enacbi (Mjes, 2003):

log Rt(x) —log Rt(2)
log Rt(z +1) — log Rt(z) (1)

ECL(x) =

Kjer je Rt(x) retencijski ¢as sestavine x, Rt(z) retencijski Cas nerazvejane nasicene FAME
pred sestavino X, Rt(z+1) retencijski ¢as nerazvejane nasi¢ene FAME za sestavino X in z
Stevilo ogljikovih atomov v nerazvejani nasi¢eni FAME, ki se eluira pred sestavino x. Po
definiciji imajo nerazvejane nasi¢ene FAME ECL faktor enak $tevilu ogljikovih atomov v
verigi (npr. ECL C18:0=18). Ostale MKA smo identificirali po tabelarnih vrednostih ECL
(Priloga B 1; Zorec, 2006).
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3.4.5 Izracun povprecne dolZine acilnih verig

Ta faktor smo izracunali tako, da smo vsaki MKA pripisali vrednost enako Stevilu C
atomov (npr. C18:0 = 18), to vrednost pomnozili z delezem MKA v profilu in zmnozke
posameznih MKA sesteli.

D, = > (xi) ..2)
i=12-20
V enacbi i predstavlja Stevilo C-atomov, X pa delez vseh MKA z i-Stevilom C-atomov.
3.4.6 Statisti¢na analiza rezultatov

Domneve o razlikah med aritmeti¢nimi sredinami posameznih vzorcev v primerjavi z
negativno kontrolo smo preverili s t-testom pri stopnji znacilnosti « = 0,05. T-statistike so
bile izraGunane v programu Microsoft Office Excel po enacbi, ki ne predpostavlja enakosti
vzor¢nih varianc:

.(3)

V Kateri X, in X, predstavljata aritmeti¢ni sredini vzorca in negativne kontrole; ¢, razliko
povprecij v nicelni hipotezi (v naSem primeru enaka 0); S, in S, vzor¢ni varianci; n, in n,
pa velikosti vzorcev (KoSmelj, 2001).
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4 REZULTATI

V raziskavi smo proucevali vpliv nanodelcev TiO, in Al,O3 na sestavo membran oziroma
profil membranskih mas¢obnih kislin in aldehidov pri striktno anaerobni bakteriji R.
flavefaciens 007C. Zanimalo nas je, ali nanodelci TiO; in Al,O3; vplivajo na sestavo
membran te mikrobne vrste tudi v odsotnosti kisika. Da bi preverili, ali je morebitni u¢inek
res posledica izpostavljenosti nanodelcem in ne splosne toksicnosti uporabljenih
materialov, smo celice izpostavili tudi makrodelcem TiO, in Al,O3 v enakih koncentracijah
in primerjali odzive na membranskem nivoju.

V nadaljevanju so prikazani profili MKA pri R. flavefaciens 007C za posamezno skupino
nano- oziroma makrodelcev ter pripadajoce koncentracije v primerjavi z negativno
kontrolo.

4.1 PROFIL CELICNIH MKA PRI R. flavefaciens 007C PO IZPOSTAVITVI
NANODELCEM TiO; PRI RAZLICNIH KONCENTRACIJAH

Z analizo in primerjavo kromatogramov smo kot glavne dolocili MKA, ki so bile prisotne
v delezu ve¢jem od 5 %. Kot glavne MKA smo pri R. flavefaciens 007C v vseh vzorcih, ne
glede na koncentracijo dodanih nanodelcev TiO, dolo¢ili i-C 15:0, DMA i-C 17:0, C 18:0,
DMA C 18:0, a-C 15:0 in DMA i-C 15:0.

Med njimi je bilo najve¢ i-C 15:0, ki pri vseh celicah, tako pri negativni kontroli kot po
izpostavitvi celic nanodelcem, predstavlja skoraj tretjino vseh prisotnih MKA, to je od
25,2-30 %. Druga najbolj zastopana MKA je bila C 18:0, katere delez je bil med 7,6 % in
17,2 %. Sledila ji je DMA i-C 17:0, katere delez je bil med 7,6 % in 10,8 %. Delez a-C
15:0 je bil pri celicah izpostavljenih nanodelcem TiO, med 5,3 % in 15,9 %, medtem ko je
njen delez pri negativni kontroli znasal 5,6 %. Z vec kot 5 % so bile v nekaterih vzorcih
zastopane tudi DMA i-C 15:0 (4,5-6 %), C 16:0 (3,1-6,9 %) in DMA C 18:0 (3,6-7,7 %).
V nekoliko visjem delezu smo pri vseh celicah zaznali tudi i-C 17:0, in sicer 3,5-5,6 % ter
C 20:0 z 2,2-5,7 %. Delezi ostalih MKA so bili manjsi od 5 % (Preglednica 3).
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Preglednica 3: Delezi (%) posameznih MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri sevu R. flavefaciens 007C

.....

Koncentracije nanodelcev TiO,

MIKA ECL Negativna
kontrola 5000 ng/1 1000 g1 100 ng/l 10 ng/1

C 14:.0 14,00 tr 1,7 2,0 tr -
i-C15:0 14,66 26,6 25,4 29,5* 30,0 25,2
a-C15:0 14,74 5,6 53 8,1* 13,6* 15,9*
C 15:.0 15,00 0,9 1,2 1,2 tr -
DMAi-C15:0 15,20 4,5 5,6 6,0* 5,6 5,3
DMA C 15:0 15,54 - 0,7 tr tr -
i-C16:0 15,66 0,9 1,1 1,2 0,7 -
C 16:0 16,00 6,9 4,9% 3,1* 4,3* 6,5
DMAi-C16:0 16,18 tr 0,8 1,1 tr -
DMA C 16:0 16,54 43 41 42 1,2 -
i-C17:0 16,65 39 35 4,2* 5,4%* 5.6
a-C17:.0 16,73 1,0 1,2 1,8 1,5 3.2
C17.0 17,00 tr 0,7 0,9 0,9 1,9
DMAi-C17:0 17,17 10,1 9,4 10,8 8,8 7,6
DMAa-C17:.0 17,25 tr 0,7 1,0 tr -
i-C18:.0 17,65 0,8 1,4 0,8 tr
C 18:2¢9, cl12 17,66 tr 1,0 0,6 tr
C18:1¢9 17,73 0,8 1,0 0,8 tr
C 18:1cl11? 17,79 0,9 1,3 1,2 0,7
Cc18:1t11 17,83 2,3 1,2 11 tr -
C 18:0 18,00 13,2 8,2* 7,6* 11,2 17,2*
DMA C 18:0 18,54 77 54 7,1* 3,6* -
i-C19:0 18,65 - - tr 0,8 0,6
C 19:0 19,00 tr 0,8 1,6* 2,9% 5,6*
C 20:0 20,00 3,0 2,2 31 5,7* 5,3*

tr-delez je manjsi od 0,5 %, ?- najbolj verjetna MKA, - MKA nismo zaznali, *- delez MKA se statisti¢no
znacilno razlikuje od deleza v negativni kontroli

Slika 4 prikazuje deleze glavnih MKA R. flavefaciens 007C po izpostavitvi razlicnim
koncentracijam nanodelcev TiO, v primerjavi z negativno kontrolo.

Statisti¢no znacilne razlike med celicami izpostavljenimi nanodelcem TiO; in negativno
kontrolo smo ugotovili v primerih devetih MKA: i-C 15:0, a-C 15:0, DMA i-C 15:0, C
16:0, i-C 17:0, C 18:0, DMA C 18:0, C 19:0 in C 20:0. Statisti¢no znacilno povecanje
deleza smo opazili pri MKA a-C 15:0 (pri koncentraciji dodanih nanodelcev TiO, 1000,
100 in 10 ng/1), DMA i-C 15:0 (pri koncentraciji dodanih nanodelcev TiO, 1000 ng/l), i-C
17:0 (pri koncentraciji dodanih nanodelcev TiO, 1000, 100 ng/1), C 19:0 (pri koncentraciji
dodanih nanodelcev TiO, 1000, 100 in 10 ng/l) in C 20:0 (pri koncentraciji dodanih
nanodelcev TiO; 100, 10 ng/1). Statisticno znacilno zmanjSanje deleza pa smo ugotovili pri
MKA i-C 15:0 (pri koncentraciji dodanih nanodelcev TiO, 1000 ng/l ), C 16:0 (pri
koncentraciji dodanih nanodelcev TiO, 5000, 1000, 100 ng/l), C 18:0 (pri koncentraciji
dodanih nanodelcev TiO, 5000, 1000 in 10 ng/l) in DMA C 18:0 (pri koncentraciji dodanih
nanodelcev TiO, 1000, 100 in 10 ng/l).
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Slika 4: Profil glavnih MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po izpostavitvi
razli¢nim koncentracijam nanodelcev TiO, v primerjavi z negativno kontrolo. Rezultati so prikazani kot
povprecja + standardni odkloni.
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4.2 DELEZI MKA TER RAZMERJA IZO/ANTEIZO IN NASICENE/NENASICENE
MKA PRI R. flavefaciens 007C PO 1ZPOSTAVITVI NANODELCEM TiO,

70,0 A
Negativna kontrola
60,0 TiO2 NANO 10 ng/I
TiO2 NANO 100 ng/l

9 500 - TiO2 NANO 1000 ng/l
<¥( TiO2 NANO 5000 ng/l
= STATISTICNO ZNACILNA RAZLIKA
.— 40,0 A
SN
K
[3]
©
= 30,0
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3
4
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20,0 1

10,0 A
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0,0 T 1 1
nasi¢ene razvejane izo - razvejane  anteizo - razvejane nenasi¢ene

nerazvejane

MKA

Slika 5: Skupni delezi MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po izpostavitvi
razli¢nim koncentracijam nanodelcev TiO, v primerjavi z negativno kontrolo. Rezultati so prikazani kot
povprecja = standardni odkloni.

Za vsako koncentracijo nanodelcev TiO, smo izracunali skupne deleze nasiCenih,
nenasi¢enih, izo razvejanih in anteizo razvejanih MKA, kar je prikazano na sliki 5.
Izracunali smo tudi razmerja med posameznimi skupinami MKA (Priloga C1).

Delez nasi¢enih MKA se je ob izpostavitvi celic nanodelcem pri vseh koncentracijah
zmanjsal v primerjavi s celicami, ki slednjim niso bile izpostavljene. Najveéje spremembe
smo opazili ob koncentraciji nanodelcev 5000 ng/l, kjer se je delez nasi¢enih MKA v
primerjavi s celicami, ki niso bile izpostavljene, zmanjsal za 12,4 %.

.....

nanodelci TiO, prislo do povecanja deleza razvejanih MKA. Razlika je bila najve¢ja ob
koncentracijah 100 in 1000 ng/l, kjer smo opazili 11,3-13,7 % ve¢ razvejanih MKA.
Najbolj se je spremenil delez anteizo razvejanih MKA, ki se je glede na celice negativne
kontrole povecal od 0,3 % ob najvisji koncentraciji, do 12,2 % ob najniZji koncentraciji.
Pri treh (5000, 1000 in 100 ng/l) izmed Stirih koncentracij smo opazili tudi povecanje
deleza izo razvejanih MKA, in sicer za 0,3-7,2 %. Razmerje izo/anteizo je bilo ob
izpostavljenosti celic nanodelcem nizje kot pri negativni kontroli. Skladno z zmanj$anjem

deleza izo razvejanih MKA ima to razmerje najnizjo vrednost ob koncentraciji nanodelcev
10 ng/l (Priloga C1).

Delez nenasi¢enih MKA, tako v celicah negativne kontrole kot v celicah izpostavljenih
nanodelcem TiO,, ni presegal 5 %, niti ga nismo zaznali pri vseh ponovitvah za posamezne
koncentracije nanodelcev TiO; enako.
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Spremembe v skupnih delezih MKA so bile statiSti¢no znacilne pri anteizo razvejanih
MKA (1000, 100 in 10 ng/l), izo razvejanih MKA (1000 ng/l) in razvejanih MKA (1000 in
100 ng/1) (Slika 5).

4.3 PROFIL CELICNIH MKA PRI R. flavefaciens 007C PO IZPOSTAVITVI
MAKRODELCEM TiO, PRI RAZLICNIH KONCENTRACIJAH

Analizo profila celicnih MKA smo opravili tudi v primeru izpostavitve R. flavefaciens
007C TiO; v obliki makrodelcev ter ugotavljali ali pri tem pride do enakega odziva, kot pri
izpostavitvi nanodelcem. Zaznali smo enake glavne MKA kot ob izpostavitvi nanodelcem
TiO,, z manj$imi odstopanji v delezih posameznih glavnih MKA (Preglednica 4).

Preglednica 4: Delezi (%) posameznih MKA (mascobnih kislin in aldehidov) pri sevu R. flavefaciens 007C

Koncentracije makrodelcev TiO,

MKA ECL '\l'(%gnattr';’ga 5000 g1 1000mg1  100ngl 10 g
i-C14:0 13,66 - - tr 0,7 tr
C 14:0 14,00 tr - tr 0,7 tr
i-C15:0 14,66 26,6 27,5 26,8* 22,9 26,2
a-C15:0 14,74 5,6 12,0* 13,7* 12,7* 13,3*
C 150 15,00 0,9 0,7 0,9 1,0 0,7
DMA i -C 15:0 15,20 45 5,6 52 4.4 50
i-C16:0 15,66 0,9 0,7 1,3 1,0 0,7
?77C16:1C 15,87 0,0 - 1,2 tr -
C 16:0 16,00 6,9 5,2* 4,3* 5,3* 4,6*
DMA C 16:0 16,54 4,3 2,2 1,2 15 1,6
i-C17:0 16,65 3,9 51 46 3,8 43
a-C17:.0 16,73 1,0 2,3 2,1 1,8 2,1
MC17:1 X 16,89 - - 0,6 0,5 tr
C17:0 17,00 tr 0,9 1,5 1,3 1,4
DMAi-C17:0 17,17 10,1 8,3 7,0 5,7* 7,1*
i-C18:0 17,65 0,8 tr tr 1,0 0,6
C18:2¢c9,cl12 17,66 tr tr tr 0,9 0,3
C18:1c9 17,73 0,8 0,8 tr 1,0 0,6
C18:1c11? 17,79 0,9 0,8 1,1 14 1,0
c1i18:1t11 17,83 2,3 0,8 0,9 1,6 1,1
C 18:0 18,00 13,2 14,2 12,1 15,5* 13,7
DMA C 18:0 18,54 7,7 2,1* 1,9* 2,7* 3,0*
i-C19:0 18,65 - 1,1 0,8 0,9 0,8
C19:0 19,00 tr 2,6* 3,3* 3,2* 3,3*
C 20:0 20,00 3,0 5,2* 5,9* 5,6* 6,7*

tr-delez je manjsi od 0,5 %, ?- najbolj verjetna MKA, - MKA nismo zaznali, *-delez MKA se statisti¢no
znacilno razlikuje od deleza v negativni kontroli

Iz slike 6 je razvidno da se profil glavnih MKA pri R. flavefaciens 007C v primeru dodanih
makrodelcev TiO, razlikuje od profila negativne kontrole R. flavefaciens 007C. Statisti¢no
znacilne razlike med celicami, ki so bile izpostavljene makrodelcem TiO; in negativno
kontrolo smo ugotovili za osem MKA: i-C 15:0, a-C 15:0, C 16:0, DMA i-C 17:0, C 18:0,
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DMA C 18:0, C 19:0 in C 20:0. Makrodelci TiO, so pri vseh izpostavljenih celicah
povzrocdili statisti¢no znacilno povecanje deleza MKA a-C 15:0, C 19:0 in C 20:0 in pa
statistiéno znacCilno zmanj$anje deleza C 16:0, DMA C 18:0, i-C 15:0 (ob izpostavitvi
makrodelcm TiO, v koncentraciji 1000 ng/l), DMA i-C 17:0 (ob izpostavitvi makrodelcm
TiO, v koncentracijah TiO; 100, 10 ng/l) in C 18:0 (ob izpostavitvi makrodelcm TiO, v
koncentraciji 100 ng/1).

30,00 A

Negativna kontrola
TiO2 MAKRO 10 ng/l
B TiO2 MAKRO 100 ng/I
H TiO2 MAKRO 1000 ng/l
TiO2 MAKRO 5000 ng/l

15,00 -
10,00 +
5,00 ~
i i Ili i |
0,00 T

i-C150 a-C DMAi- C16.0 i-C17.0 DMAi- C180 DMAC C19.0 C 20:0
15:0 C 15.0 Cc 17:.0 18:0

MKA

25,00 A

20,00 A

delez posameznih MKA (%)

Slika 6:Profil glavnih MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po izpostavitvi
razli¢nim koncentracijam makrodelcev TiO, v primerjavi z negativno kontrolo. Rezultati so prikazani kot
povprecja + standardni odkloni.

4.4 DELEZI MKA TER RAZMERJA IZO/ANTEIZO IN NASICENE/NENASICENE
MKA PRI R. flavefaciens 007C PO IZPOSTAVITVI MAKRODELCEM TiO;

Za vsako koncentracijo makrodelcev TiO, smo izracunali skupne deleze nasicenih,
nenasidenih, izo razvejanih in anteizo razvejanih MKA, ki so prikazani na sliki 7. Zeleli
smo ugotoviti morebitne razlike med celicami izpostavljenimi makrodelcem TiO; in
negativno kontrolo.

Ob primerjavi profila MKA celic negativne kontrole in celic izpostavljenih makrodelcem
TiO,, se je vpliv makrodelcev, podobno kot ob izpostavitvi nanodelcem istega materiala,
pokazal kot zmanj$anje deleza nasicenih MKA in povecanje deleza razvejanih MKA. Do
najveCje spremembe deleza nasiCenth MKA je prislo v celicah, izpostavljenih
koncentracijam 5000 in 1000 ng/l, saj se je njihov delez v primerjavi s celicami, ki niso
bile izpostavljene makrodelcem TiO, zmanjsal za 7 in 9,6 %. ZmanjSanje deleza nasicenih
MKA je pri zgoraj omenjenih koncentracijah v razmerju s povecanjem deleza anteizo
razvejanih MKA (7,4 in 9,2 %). V primeru preostalih dveh koncentracij (100 in 10 ng/l) se
je delez anteizo razvejanih MKA povecal za 7,5 in 8,5 %, torej ve¢, kot je znaSalo
zmanjSanje deleza nasi¢enih MKA (2,6 in 5,6 %). Pri teh dveh koncentracijah smo opazili
tudi zmanjSanje deleza izo razvejanih MKA (5,9 in 2 %), ki ga pri preostalih dveh
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koncentracijah nismo. Razmerje izo/anteizo razvejanih MKA (Priloga C 2) je bilo pri
izpostavljenih celicah ob vseh koncentracijah dodanih makrodelcev TiO; bistveno nizje
(2,8-3,5) kot pri celicah negativne kontrole (6,8) in odseva poveCanje deleza anteizo
razvejanih MKA. Posledica le-tega pa je tudi povecanje skupnega deleza razvejanih MKA.

Delez nenasi¢enih MKA v primeru izpostavljenosti celic makrodelcem TiO, ni presegel 5
%. Pri razmerju nasi¢ene/nenasi¢ene MKA je tako kot pri izpostavitvi nanodelcem TiO,
prislo do velikih nihanj, ki so posledica razli¢nih deleZev nenasi¢enih MKA, ki smo jih
zaznali v vzorcih (Slika 7).

Razlike v skupnih delezih MKA so bile pri vseh testiranih koncentracijah makrodelcev
TiO; statisti¢no znacilne pri anteizo razvejanih MKA (Slika 7).
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Slika 7: Skupni delezi MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po izpostavitvi
razli¢nim koncentracijam makrodelcev TiO, v primerjavi z negativno kontrolo. Rezultati so prikazani kot
povprecja = standardni odkloni.

45 POVPRECNA DOLZINA VERIGE MKA PRI R. flavefaciens 007C PO
IZPOSTAVITVI NANO- OZ. MAKRODELCEM TiO,

Eden od kriterijev, ki nakazujejo spremembe v fluidnosti membran zaradi okoljskih
vplivov, je tudi spreminjanje dolzine acilnih verig MKA.

Pri celicah negativne kontrole je bila povprecna dolzina verig MKA 16,4 C-atomov. Ob
dodatku makrodelcev TiO, in nanodelcev TiO; v nizjih koncentracijah je povpreéna
dolzina verige ostala primerljiva z negativno kontrolo (16,2-16,4), medtem ko smo pri

ey e

14,5 C-atomov (Slika 8).
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Slika 8: Povpre¢na dolzina verige MKA (ma$¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po
izpostavitvi nano- (N) oziroma makrodelcem (M) TiO, v razli¢nih koncentracijah v primerjavi z negativno
kontrolo. Rezultati so prikazani kot povprec¢ja + standardni odkloni.

4.6 PROFIL CELICNIH MKA PRI R. flavefaciens 007C PO IZPOSTAVITVI
NANODELCEM Al,03; PRI RAZLICNTH KONCENTRACIJAH

Vpliv nanodelcev na profil membranskih MKA pri R. flavefaciens 007C smo preverili tudi
z nanodelci Al,Os. Z analizo in primerjavo kromatogramov smo kot glavne doloc¢ili MKA,
ki so bile prisotne v delezu, ve¢jem od 5 %. Najvec, skoraj tretjino prisotnin MKA, je
podobno kot ob izpostavitvi nanodelcem TiO; in negativni kontroli, predstavljala i-C 15:0
(24,8-31,1 %). Sledila je MKA C 18:0, ki je bila prisotna v delezu 6,3-13,2 %. Enako kot
ob izpostavitvi nanodelcem TiO,, je po zastopanosti v skupnem delezu s 7,1-12,7 % na
tretjem mestu DMA i-C 17:0, sledi a-C 15:0, katere delez je bil med 4,8 in 14,3 %. V
ve¢jih delezih so bile prisotne $e naslednje MKA: DMA i-C 15:0; (4,5-6,9 %), DMA C
18:0 (3,4-9 %), C 20:0 (2,1-9,3 %) in C 16:0 (3-6,9 %). Ostale MKA so bile prisotne v
delezu manjSem od 5 % (Preglednica 5).
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Preglednica 5: Delezi (%) posameznih MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri sevu R. flavefaciens 007C

.....

MKA ECL Koncentracije hanodelcev
l’:‘;ﬁgﬂ‘l’a 29/ 1g/l 5110;? 1110;? 100mqg1 10 g/l

C 14:0 14,00 tr 1,9 1,6 04 tr - -
i-C15:0 14,66 26,6 29,1 311* 27,5 24,8 26,7 29,5
a-C15:0 14,74 5,6 4,8 6,0 91 15,2* 14,5* 14,3*
C 15:0 15,00 0,9 1,3 1,3 0,9 0,9 1,0 1,0
DMAi-C15:0 15,20 45 6,9*  6,4* 5,6 4,6 5,4 54
DMA C 15:0 15,54 - 0,8 0,5 1,0 - - -
i-C16:0 15,66 0,9 1,3 14 12 1,0 11 13
C 16:0 16,00 6,9 45%  4,0* 3,0* 3,8* 3,6* 3,9*
DMAi-C16:0 16,18 tr 11 1,0 tr - - -
DMA C 16:0 16,54 4,3 4.4 3,9 1,6 14 15 1,7
i-C17:0 16,65 3,9 4,0 4,2 3,6 3,0* 3,2* 3,7
a-C17:.0 16,73 1,0 14 1,6 15 14 15 1,7
c17.0 17,00 tr tr 0,7 11 15 1,6 13
DMAi-C17.0 17,17 10,1 12,7 118 9,6 7,1 8,9 9,1
DMAa-Cl17.0 17,25 tr 1,0 1,0 0,9 tr tr -
i-C18:0 17,65 0,8 0,9 0,6 0,7 tr - -
C 18:2¢c9, c12 17,66 tr 0,9 0,7 0,7 tr - -
C18:1¢9 17,73 0,8 0,9 0,8 tr 0,6 - -
C18:1c11? 17,79 0,9 15 11 0,9 0,7 11 0,7
Cc18:1t11 17,83 2,3 1,0 0,9 0,7 0,9 0,6 -
C 18:0 18,00 13,2 6,7*  6,3* 8,9* 13,2 11,9 9,1
DMA C 18:0 18,54 1,7 8,0 7,0 4,2* 3,9* 3,4* 4,2*
i-C19:.0 18,65 - - - 0,5 tr - -
C19:0 19,00 tr 0,9 0,9 2,9* 3,9* 4,1* 3,5%
C 20:0 20,00 3,0 2,1* 2,1* 6,8* 9,3* 9,0* 9,0*

tr-delez je manjsi od 0,5 %, ?- najbolj verjetna MKA, - MKA nismo zaznali, *- delez MKA se statisti¢no
znacilno razlikuje od deleza v negativni kontroli

Iz slike 9 je razvidno, da se profil MKA pri R. flavefaciens 007C v primeru dodanih
nanodelcev Al,Oj3 razlikuje od profila negativne kontrole. Analiza je ob primerjavi profilov
celic negativne kontrole in celic izpostavljenih nanodelcem Al,O3 pokazala statisticno
znacdilne razlike za deset MKA: i-C 15:0, a-C 15:0, C 16:0, DMA i-C 15:0, i-C 17:0, DMA
i-C 17:0, C 18:0, DMA C 18:0, C 19:0 in C 20:0. Statisticno znacilno povecanje deleza
smo opazili pri MKA i-C 15:0 (pri koncentraciji dodanih nanodelcev Al,O3 1 g/l), a-C 15:0
(pri koncentracijah dodanih nanodelcev Al,O3; 1000, 100, 10 ng/l), DMA i-C 17:0 (pri
koncentraciji dodanih nanodelcev Al,O3 2 g/l), C 19:0 in C 20:0 (obeh pri koncentracijah
dodanih nanodelcev 5000, 1000, 100, 10 ng/l). Nanodelci Al,O3 so povzrocili statisticno
znacilno zmanjsanje deleza C 16:0 (pri vseh dodanih koncentracijah nanodelcev Al,O3), i-
C 17:0 (pri koncentraciji dodanih nanodelcev Al,O; 1000, 100, ng/l), C 18:0 (pri
koncentraciji dodanih nanodelcev Al,O3 2 in 1 g/l ter 5000 ng/1) in DMA C 18:0 (pri
koncentraciji dodanih nanodelcev Al,03 5000, 1000, 100, 10 ng/1).
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Slika 9: Profil glavnih MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po izpostavitvi
razli¢nim koncentracijam nanodelcev Al,O3 v primerjavi z negativno kontrolo. Rezultati so prikazani kot
povpre¢ja + standardni odkloni.

4.7 DELEZI MKA TER RAZMERJA 1ZO/ANTEIZO IN NASICENE/NENASICENE
MKA PRI R. flavefaciens 007C PO 1ZPOSTAVITVI NANODELCEM Al,O3

Slika 10 prikazuje skupne deleze MK oziroma MA pri R. flavefaciens 007C ob dodatku
razli¢nih koncentracij nanodelcev Al,O3; v primerjavi z negativno kontrolo. Izra¢unali smo
tudi razmerja med posameznimi skupinami MKA (Priloga C 3).

Ob primerjavi profila MKA celic negativne kontrole in celic izpostavljenih nanodelcem
Al,03 smo vpliv nanodelcev opazili kot zmanjSanje deleza nasicenih in povecanje deleza
razvejanin  MKA. Najbolj oc€itne spremembe smo pri nasi¢enih MKA opazili ob
izpostavljenosti celic visokim koncentracijam (2 in 1 g/l, 5000 ng/1) nanodelcev, kjer se je
njihov delez v primerjavi z neizpostavljenimi celicami zmanjsal za 10,3-13,1 %. Skupni
delez razvejanih MKA se je ob izpostavljenosti celic nanodelcem povecal za 7,5-15,7 %.
Delez anteizo razvejanih MKA se je bistveno (9,1-10 %) povecal pri nizjih koncentracijah
dodanih nanodelcev (1000, 100 in 10 ng/l), medtem ko se je delez izo razvejanih MKA
ocitneje spremenil pri vi§jih koncentracijah (2 in 1 g/l, 5000 ng/l) dodanih nanodelcev, in
sicer za 2,9-10,1 %. Posledi¢no je razmerje izo/anteizo v primerjavi s celicami negativne
kontrole (6,8) nizje pri nizkih koncentracijah Al,O3 (2,4-3,9), nato pa se postopno zvisa na
7,8 ob izpostavitvi koncentraciji 2 g/l.

Razlike v skupnih delezih MKA so bile statisticno znacilne v primeru anteizo razvejanih
MKA (1000, 100 in 10 ng/l), izo razvejanih MKA (1g/l) in razvejanih MKA (2 in 1 g/l,
100 in 10 ng/1) (Slika 10).
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Slika 10: Skupni delezi MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po izpostavitvi
nanodelcem Al,O;3 v razliénih koncentracijah v primerjavi z negativno kontrolo. Rezultati so prikazani kot
povpreéja = standardni odkloni.

DeleZ nenasic¢enih MKA v primeru izpostavljenosti celic nanodelcem Al,O3 ni presegel 5
%. Pri razmerju nasi¢ene/nenasi¢ene MKA je tako kot pri izpostavitvi nanodelcem TiO;
prislo do velikih nihanj, ki so posledica razli¢nih delezev nenasicenih MKA, ki smo jih
zaznali v vzorcih (Priloga C 3).

4.8 PROFIL CELICNIH MKA PRI R. flavefaciens 007C PO IZPOSTAVITVI
MAKRODELCEM Al,03 PRI RAZLICNIH KONCENTRACIJTAH

Profil celicnih MKA smo analizirali tudi v primeru izpostavljenosti R. flavefaciens 007C
Al,O3 v obliki makrodelcev. Zaznali smo enake glavhe MKA kot pri izpostavitvi

nanodelcem Al;O3, z manjSimi odstopanji v delezih posameznih glavnih MKA
(Preglednica 6).
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Preglednica 6: Delezi (%) posameznih MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri sevu R. flavefaciens 007C

.....

MKA ECL Koncentracije makrodelcev

'\l'(%gnitr'(‘)’ga 29/l 1g/ll 5000mg! 1000mgd 100 ng/! 10 ngi
i-C14:0 13,66 - 07 07 - - 0,8 0,7
C 14:0 14,00 tr 06 06 - - tr 0,7
i- C15:0 1466 266 22,3 237 29,2 28,4 243 238
a-C15:0 14,74 5,6 15,6% 14,6%  13,6* 16,4*  164*  17,1*
C 15:0 15,00 0,9 09 09 tr - 1,0 1,0
DMAi-C15:0 1520 45 40 33 63 5,5% 4,0 35
i- C 16:0 15,66 0,9 12 14 08 tr 1,3 1,2
C 16:0 16,00 6,9 31%  29%  35* 3,9% 31%  34%
DMAi-C16:0 16,18 tr r 06 - - tr -
DMAC16:0 1654 43 14 15 1,7 05 1,2 1,5
i-C17:0 16,65 3.9 32 43 37 3,9 4.2 47%
a-C17:0 16,73 1,0 23 22 1,6 0,6 2,1 2,6
C17:0 17,00 tr 22 21 1,3 05 2,3 2,2
DMAi-C17:0 17,17 101 74 85 10,4 8,8 84 6,8
DMAa-C17:0 17,25 tr 07 08 0,9 - 0,8 05
i-C18:0 17,65 0,8 05 07 - - - tr
C18:2¢c9,cl12 17,66 tr 0,8 - - - - tr
C 18:1¢9 17,73 0,8 - - - - -
C 18:1 c11? 17,79 0,9 07 06 tr - 0,7 05
c18:1t11 17,83 23 - - - - -
C 18:0 1800 132  108* 95%  11,0% 13,1 10,7* 12,2
DMAC18:0 18,54 77 33 37 39* 3,5% 28%  35*
i-C19:0 18,65 - 09 08 - - 0,9 1,1
C 19:0 19,00 tr 44%  42%  35* 4.8% 55%  47*
C 20:0 20,00 3,0 6,4* 58%  B86* 9,6% 79 72%

tr-delez je manj$i od 0,5 %, ?- najbolj verjetna MKA, - MKA nismo zaznali, *- delez MKA se statisti¢no
znacilno razlikuje od deleza v negativni kontroli

Iz slike 11 je razvidno, da se profil MKA pri R. flavefaciens 007C v primeru dodanih
makrodelcev Al,O3 razlikuje od profila negativne kontrole. Spremembe so podobne tistim,
ki smo jih opazili ob izpostavljenosti celic nanodelcem Al,Os. Statisti¢no znacilne razlike
v profilu celic izpostavljenin makrodelcem Al,O3 in negativno kontrolo smo zaznali pri
naslednjih MKA: i-C 15:0, a-C 15:0, DMA i-C 15:0, C 16:0, i-C 17:0, DMA i-C 17:0, C
18:0, DMA C 18:0, C 19:0 in C 20:0.

Statisticno znacilno povecanje delezev v primerjavi s celicami negativne kontrole smo pri
vseh koncentracijah aluminijevega oksida v obliki makrodelcev zaznali za MKA a-C 15:0,
C 19:0 in C 20:0. Prav tako smo pri vseh izpostavljenih celicah zaznali statisti¢no znacilno
zmanjSanje C 16:0, C 18:0 in DMA C 18:0. Statisticno znacilno zmanjSanje delezev smo
zaznali tudi pri i-C 15:0 ob izpostavitvi celic makrodelcem s koncentracijo 2 g/l in pri
DMA i C-17:0 pri koncentraciji dodanih makrodelcev 10 ng/l. V primerjavi z negativno
kontrolo pa smo zaznali statisticno znalilno povecanje delezev DMA i-C 15:0 pri
koncentraciji Al,O3 1000 ng/l in MKA i-C 17:0 pri koncentraciji aluminijevih
makrodelcev 10 ng/l.
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Slika 11: Profil glavnih MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po izpostavitvi
razli¢nim koncentracijam makrodelcev Al,O3 v primerjavi z negativno kontrolo. Rezultati so prikazani kot
povprecja + standardni odkloni.

4.9 DELEZI MKA TER RAZMERJA IZO/ANTEIZO IN NASICENE/NENASICENE
MKA PRI R. flavefaciens 007C PO 1IZPOSTAVITVI MAKRODELCEM Al,O;

Za vsako koncentracijo makrodelcev Al,03 smo izracunali skupne deleze nasiCenih,
nenasi¢enih, izo razvejanih in anteizo razvejanin MKA, kar je prikazano na sliki 12. Ob
primerjavi profila MKA celic negativne kontrole in celic izpostavljenih makrodelcem
Al;0O3 smo vpliv makrodelcev opazili kot zmanjSanje deleza nasi¢enih in povecanje deleza
razvejanih MKA, kar je skladno s spremembami, ki smo jih zaznali ob izpostavitvi celic
nanodelcem. Razmerje razvejane/nerazvejane MKA je ob izpostavitvi makrodelcem visje
kot pri celicah negativne kontrole. Najvecje spremembe smo opazili pri anteizo razvejanih
MKA, katerih delez se je ob izpostavitvi celic makrodelcem povecal za 8,6-13,2 %. Delez
izo razvejanih MKA se je povecal nekoliko manj, za 0,3-6,6 %. Razmerje izo/anteizo je v
izpostavljenih celicah vi§je kot pri celicah negativne kontrole.

Delez nenasi¢enih MKA v primeru izpostavljenosti celic makrodelcem Al,O3 ni presegel 2
%. Pri razmerju nasi¢ene/nenasi¢ene MKA je tako kot pri izpostavitvi nanodelcem TiO,
prislo do velikih nihanj, ki so posledica majhnih in razli¢nih deleZev nenasi¢enih MKA, ki
smo jih zaznali v vzorcih.

Razlike v skupnih delezih MKA so bile statisticno znacilne pri anteizo razvejanih MKA
(vse testirane koncentracije) in razvejanih MKA (5000, 1000, 100 in 10 ng/1) (Slika 12).
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Slika 12: Skupni delezi MKA (mas¢obnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po izpostavitvi

makrodelcem Al,O v razliénih koncentracijah V primerjavi z negativno kontrolo. Rezultati so prikazani
kot povprecja + standardni odkloni.

4.10 POVPRECNA DOLZINA VERIGE MKA PRI R. flavefaciens 007C PO
IZPOSTAVITVI NANO- OZIROMA MAKRODELCEM Al,04

Tudi pri izpostavitvi Al,03 smo s primerjavo povpreéne dolzine acilnih verig MKA v
celicah izpostavljenih nano- oz. makrodelcem poskusali ugotoviti, ali se vpliv katerega od
njiju na membransko fluidnost odraza v obliki prilagajanja dolzin acilnih verig.

Pri celicah negativne kontrole je bila veriga povpre¢no dolga 16,4 C-atomov. Ob dodatku
aluminijevih delcev, tako v nano kot v makro obliki, smo pri najvisjih uporabljenih
koncentracijah opazili spremembe v povpreéni dolzini verige MKA. Pri koncentraciji 2 g/l
je bila povpreéna dolZina verige 15,8-16 C-atomov, pri koncentraciji 1 g/l pa 15,3-15,8-C
atomov. Ob izpostavitvi celic nanodelcem smo skrajSanje verige opazili tudi pri
koncentraciji 5000 ng/1, in sicer na 15,6 C-atomov. Pri nizjih koncentracijah delcev Al,O;
nismo opazili sprememb, saj je bila povpre¢na dolzina verige MKA tako pri nano- kot pri
makrodelcih med 16,3 in 16,5 C-atomov (Slika 13).
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Slika 13: Povpreéna dolzina verige MKA (maséobnih kislin in aldehidov) pri R. flavefaciens 007C po
izpostavitvi nano- (N) oziroma makrodelcem (M) Al,O3 v razli¢nih koncentracijah v primerjavi z negativno
kontrolo. Rezultati so prikazani kot povpreéja + standardni odkloni.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Proizvodnja in uporaba nanodelcev je zaradi njihovih edinstvenih lastnosti in Sirokega
spektra uporabe v strmem vzponu, zato lahko upravi¢eno pri¢akujemo, da bodo nanodelci
kmalu prisotni v ve¢jih koli¢inah v nasem okolju (Nowack in Bucheli, 2007). Bakterije
igrajo pomembno vlogo pri zagotavljanju normalnega delovanja ekosistemov, zato sta bio-
dostopnost ter toksi¢no delovanje nanodelcev na bakterije pomembni podro¢ji raziskav
(Neal, 2008). Najveckrat opisani mehanizem toksi¢nosti nanodelcev je tvorba reaktivnih
kisikovih zvrsti (ROS) in z njo povezani oksidativni stres, zato je bila vecina raziskav o
potencialnih mehanizmih toksi¢nosti nanodelcev narejenih v aerobnih razmerah, medtem
ko je v literaturi malo podatkov o drugih mehanizmih, ki niso povezani s tvorbo Kkisikovih
radikalov in bi jih bilo mo¢ zaznati (tudi) ob odsotnosti kisika.

Membrana je prva bariera, ki locuje celice od okolja in se praviloma hitro odzove na
okoljske drazljaje, zato predstavlja smiselno tar€o preucevanja potencialno negativnih
vplivov snovi, med drugim tudi nanodelcev (Niazi in Gu, 2009). Na spremembe v okolju
se bakterije najveckrat prilagodijo z regulacijo sestave MK in s tem spremenjeno
fluidnostjo membran. Tako se branijo pred vdorom strupenih snovi vanje (Weber in de
Bont, 1996).

Fluidnost membrane celica spreminja s sestavo MK, ki je lahko sprememba razmerja med
nasi¢enimi in nenasi¢enimi MK, med cis in trans oblikami, med razvejanimi in
nerazvejanimi MK, s spremembo tipa razvejanja MK in s spremembo dolZine acilnih verig.
V splo$nem velja, da je membrana bolj fluidna, ¢e ima ve¢ MK s krajSimi verigami, vec¢
dvojnih vezi in vecji delez razvejanih MK (Russel, 1984).

Bakterije se na spremembe v okolju (temperatura, pritisk, ioni, hranila, prisotnost strupenih
snovi) odzivajo s spreminjanjem membran tako, da jih ohranjajo v ustrezno fluidnem
stanju (Mrozik in sod., 2003). Mehanizmi uravnavanja fluidnosti membrane so dobro znani
in raziskani pri po Gramu negativnih bakterijah, precej manj pa je to podro¢je raziskano pri
po Gramu pozitivnih bakterijah (Unell in sod., 2006). Najve¢ raziskav s tega podrocja je
bilo opravljenih na vrstah Pseudomonas putida in Escherichia coli, ki fluidnost membran
uravnavata s procesi cis-trans izomerizacije (P. putida), spreminjanjem razmerja med
nasi¢enimi in nenasicenimi MK ali spreminjanjem razmerja med MK z razli¢nimi
dolzinami acilnih verig (Ramos in sod., 2002; Heipieper in sod., 2003). Raziskave, ki so jih
opravili na nekaterih po Gramu pozitivnih bakterijah, kot najbolj verjetna mehanizma za
povecanje fluidnosti membran navajajo povecanje deleza anteizo razvejanih MKA in
zmanjSanje deleZza nasi¢enih MKA (Nielsen in sod., 2005). Unell in sod. (2006) pa so kot
posledico izpostavitve Arthrobacter chlorophenolicus razliénim organskim topilom in
spremembam v temperaturi navajali spremembe v razmerju izo/anteizo razvejanin MKA.

V nasi raziskavi smo ugotavljali vpliv razli¢nih koncentracij nanodelcev TiO; in Al,O3; na
sestavo membran, oziroma na profil membranskih mascobnih kislin in aldehidov pri
striktno anaerobni vampni bakteriji Ruminococcus flavefaciens 007C. Zanimalo nas je, ali
nanodelci TiO in A2103 vplivajo na celice (tudi) v odsotnosti Kisika, kar bi lahko zaznali s
spreminjanjem membranske sestave MKA. Da bi preverili, ali so morebitni u¢inki res
posledica izpostavljenosti nanodelcem in ne sploSne toksi¢nosti posameznega materiala,
smo celice izpostavili tudi makrodelcem TiO, in Al,O3 v enakih koncentracijah. Pri izbiri
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testnih koncentracij smo bili pri TiO, omejeni, saj je pri koncentraciji 10000 ng/l prislo do
oksidacije gojisca. Najvi§ja uporabljena koncentracija delcev TiO, je bila zato 5000 ng/l,

.....

Z analizo in primerjavo kromatogramov smo kot glavne dolocili MKA, ki so bile prisotne
v delezu vecjem od 5 %. Kot glavhe MKA smo pri R. flavefaciens 007C dolo¢ili i-C 15:0,
DMA i-C 17:0, C 18:0, DMA C 18:0, a-C 15:0 in DMA i-C 15:0. Ob pregledu literature
smo nasli le en opis masScobnokislinskega profila bakterije vrste R. flavefaciens
(Preglednica 1). Saluzzi in sod. (1993) so kot najpomembnejSe navedli iste MKA, kot smo
jih dolocili v nasi raziskavi, z manjSimi odstopanji v delezih, ki so verjetno posledica
uporabe razli¢nih sevov in gojis¢.

V primeru izpostavitve celic nanodelcem TiO, smo spremembe v mascobnokislinskem
profilu R. flavefaciens opazili pri devetih MKA. Statisti¢no znacilno povecanje deleza smo
opazili pri MKA a-C 15:0, DMA i-C 15:0, i-C 17:0, C 19:0 in C 20:0, statisti¢no znacilno
zmanj$anje deleza pa smo ugotovili pri MKA i-C 15:0, C 16:0, C 18:0 in DMA C 18:0, a
ne pri vseh koncentracijah.

Makrodelci TiO, so pri vseh izpostavljenih celicah povzroc€ili statisticno znacilno
povecanje deleza MKA a-C 15:0, C 19:0 in C 20:0 in pa statisti¢éno znacilno zmanjSanje
deleza C 16:0, in DMA C 18:0. Statisticno znacilne razlike smo opazili tudi v primeru
zmanj$anja delezev MKA i-C 15:0, DMA i-C 17:0 in C 18:0, a ne pri vseh koncentracijah.

Delez nasi¢enih MKA se je ob izpostavitvi celic nanodelcem TiO; pri vseh koncentracijah
zmanjSal v primerjavi s celicami, ki slednjim niso bile izpostavljene. Najvecje spremembe
nasi¢enih MKA v primerjavi s celicami, ki nanodelcem niso bile izpostavljene, najbolj
zmanjSal. Hkrati z zmanjsanjem deleZza nasi¢enih MKA je pri vseh celicah inkubiranih v
statisticno znacilno spremenil delez anteizo razvejanih MKA. Pri treh izmed S$tirih
koncentracij smo opazili tudi povecanje deleza izo razvejanih MKA. Razmerje izo/anteizo
je bilo ob izpostavljenosti celic nanodelcem nizje kot pri negativni kontroli (Priloga C1).
Nastete spremembe, ki sSmo jih po izpostavitvi celic nanodelcem TiO, opazili, kazejo na
povecanje fluidnosti membran.

Ob primerjavi profila MKA celic negativne kontrole in celic izpostavljenih makrodelcem
TiO; se je vpliv makrodelcev, enako kot ob izpostavitvi nanodelcem istega materiala,
pokazal kot zmanjSanje deleza nasicenih MKA in povecanje deleza razvejanih MKA.
Razlika v delezih je bila statisti¢no znacilna pri skupini anteizo razvejanih MKA. Najvecjo
spremembo deleza nasiC¢enih MKA smo opazili pri najvi§jih dveh uporabljenih
koncentracijah makrodelcev TiO,. ZmanjSanje deleZza nasiCenih MKA je pri zgoraj
omenjenih dveh koncentracijah v razmerju s povecanjem deleza anteizo razvejanih MKA.
V primeru obeh nizjih koncentracij je bilo povecanje deleza anteizo razvejanih MKA vecje
kot zmanjSanje deleza nasicenih MKA. Pri teh dveh koncentracijah smo opazili tudi
zmanjSanje deleza izo razvejanih MKA, ki je pri preostalih dveh koncentracijah nismo.
Razmerje izo/anteizo razvejanih MKA (Priloga C 2) je bilo pri izpostavljenih celicah ob
vseh koncentracijah dodanih makrodelcev TiO; bistveno nizje, kot pri celicah negativne
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kontrole in odseva povecanje deleza anteizo razvejanin MKA. Posledica le tega je tudi
povecanje skupnega deleza razvejanih MKA.

Delez nenasi¢enih MKA v primeru izpostavljenosti celic TiO, ni presegel 5 %. Pri
razmerju nasi¢ene/nenasicene MKA je tako kot pri izpostavitvi nano- kot makrodelcem
TiO; prislo do velikih nihanj, ki so posledica razli¢nih deleZzev nenasi¢enih MKA, ki smo
izpostavitvi TiO, niso znacilno spreminjali, sklepamo, da nenasi¢ene MKA ne igrajo
pomembne vloge v prilagajanju R. flavefaciens 007C na spremembe v okolju. Enake
zakljucke o nenasi¢enih MKA navajajo tudi v raziskavi o vplivu temperaturnega Soka na
Bacillus subtilis. Bakterije so izpostavili temperaturni spremembi (iz 37 °C na 15 °C) in ob
dodajanju aminokisline izoleucin opazovali spremembe v njihovem mas¢obnokislinskem
profilu. Predvidevajo, da ob izpostavljenosti nizkim temperaturam povecanje deleza
anteizo razvejanih MKA skupaj z zmanjSanjem deleza nasic¢enih nerazvejanih MKA igra
kljuéno vlogo pri zagotavljanju ustrezne stopnje fluidnosti membrane, medtem ko naj

nenasi¢ene MKA ne bi pomembno vplivale na prilagoditev membrane (Klein in sod.,
1999).

Tudi skrajSanje acilne verige je eden od mehanizmov, s katerimi bakterije uravnavajo
fluidnost membrane. Membrana z daljSimi verigami MK ima vi$jo temperaturo faznega
prehoda kot membrana s krajSimi MK (Hazel in Williams, 1990) in povefevanje deleza
krajsth MK ter s tem skrajSevanje povprecne dolZine acilnih verig v membrani je zelo
razSirjen odziv mnogih bakterijskih vrst na suboptimalne (nizke) rastne temperature
(Russell, 1971; Chihib in sod., 2005). S skrajSevanjem verig se celica odzove tudi na
povecano koncentracijo soli, npr. pri rodu Aeromonas (Chihib in sod., 2005). V nasi
raziskavi je ob dodatku makrodelcev TiO, in nanodelcev TiO, v nizjih koncentracijah
povprecna dolzina acilnih verig ostala primerljiva z negativno kontrolo, medtem ko smo

ey oo

ey

nasprotju s pri¢akovanji kaze na povecanje fluidnosti membran. ZmanjSanje delezev
nasi¢enih MKA in poveéanje delezev razvejanih MKA, ki smo jih zaznali pri vseh
izpostavljenih celicah, ne glede na koncentracijo ali velikost delcev TiO,, prav tako kazejo
na povecanje fluidnosti membran. Razli¢ne raziskave navajajo spremembe delezev
nasi¢enih in razvejanih (predvsem anteizo razvejanih) MKA kot najbolj pogosta
mehanizma po Gramu pozitivnih bakterij za uravnavanje fluidnosti membrane (Nielsen in
sod., 2005; Unell in sod., 2006).

Razen primera skrajSanja verig ob izpostavitvi celic najvisji koncentraciji nanodelcev TiO;
so bili odzivi celic na prisotnosti nano- ali makrodelcev podobni, iz ¢esar lahko sklepamo,
da spremembe, ki smo jih zaznali, niso povezane z velikostjo delcev, temve¢ s kemijsko
sestavo TiOs.

Tsuang in sod. so leta 2008 porocali o vplivu TiO, na bakterije z in brez fotoaktivacije.
Obsevanje z UV svetlobo ob prisotnosti nanodelcev TiO; je pri po Gramu negativni
aerobni bakteriji E. coli povzrocilo zmanjSanje viabilnosti, medtem ko samo obsevanje z
UV svetlobo ali samo prisotnost TiO, nanodelcev na bakterijo ni imelo vpliva. Podobno so
se odzvale tudi po Gramu pozitivne aerobne bakterije Staphylococcus aureus,
Enterococcus hirae in Pseudomonas aeruginosa ter anaerobna bakterija Bacteroides
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fragilis. Tudi Heinlaan in sod. so v istem letu ugotovili, da nano- in makrodelci TiO, v
temi niso bili akutno strupeni za bakterijo Vibrio fischeri, niti pri koncentraciji 20 g/L.
Vendar pa so makrodelci TiO; Ze pri koncentraciji 100-1000 mg/L v kombinaciji z UV
osvetlitvijo povzrocili 70 % upad prezivetja pri bakteriji E. coli (Maness in sod., 1999).

V nasi raziskavi smo preverili tudi vpliv nanodelcev Al,O3; na profil membranskin MKA
pri R. flavefaciens 007C. Ugotovili smo, da se je profil MKA pri R. flavefaciens 007C v
primeru izpostavitve nanodelcem Al,O3 razlikoval od profila celic negativne kontrole.
Analiza je pokazala statisticno znacilno povecanje deleza pri MKA i-C 15:0, a-C 15:0,
DMA i-C 17:0, C 19:0 in C 20:0. Nanodelci Al,O3 so povzrodili statisti¢éno znacilno
zmanjsanje deleza C 16:0, i-C 17:0, C 18:0 in DMA C 18:0. Razlik nismo zaznali pri vseh
koncentracijah enako (Slika 9).

Statisti¢no znacilno povecanje deleza v primerjavi s celicami negativne kontrole smo pri
vseh koncentracijah aluminijevih makrodelcev zaznali za MKA a-C 15:0, C 19:0 in C
20:0. Prav tako smo pri vseh izpostavljenih celicah zaznali statisti¢no znacilno zmanjSanje
C 16:0, C 18:0 in DMA C 18:0. Statisticno znacilno zmanjSanje deleza smo pri nekaterih
koncentracijah zaznali tudi pri i-C 15:0 in pri DMA i C-17:0. V primerjavi z negativno
kontrolo pa smo zaznali statisticno znacilno povecanje deleza tudi za DMA i-C 15:0.

V primeru rasti v prisotnosti nanodelcev Al,O; so imele celice v primerjavi s celicami
negativne kontrole manjse deleze nasi¢enih nerazvejaninh MKA ter vecje deleze razvejanih
MKA (Slika 10 in Slika 12). Tudi pri celicah, ki smo jih gojili v prisotnosti aluminijevega
oksida v obliki makrodelcev, smo zaznali podobne spremembe kot ob izpostavitvi celic
nanodelcem. V obeh primerih se je statisticno znacilno povecal delez anteizo razvejanih
MKA, predvsem delez a-C 15:0. Ob dodatku Al,O3 pri visokih koncentracijah smo tako pri
nano- kot makrodelcih opazili skrajsanje acilne verige (Slika 13).

Iz rezultatov lahko sklepamo, da visoke koncentracije Al,O3; tako nano- kot makro
velikosti podobno vplivajo na celice, saj smo pri obeh opazili zmanjSanje nasi¢enih in
povecanje razvejanih MKA ter skraj$anje dolzine acilne verige. Vse nastete spremembe so
v raziskavah opisane kot mehanizmi za povecanje fluidnosti celiéne membrane (Chihib in
sod., 2005; Nielsen in sod., 2005; Unell in sod., 2006).

Raziskave o ucinkih aluminijevih nanodelcev porocajo, da se je tudi pri visokih
koncentracijah pokazal le blag ucinek zaviranja rasti E. coli, verjetno kot posledica
interakcij povrsinskih nabojev delcev in membrane (Sadiq in sod., 2009). Tudi Amesov
test mutagenosti ni pokazal znacilnega povecanja Stevila povratnih mutacij razli¢nih sevov
Salmonelle typhimurium ob izpostavljenosti Al,O3 nanodelcem (Balasubramanyam in sod.,
2010). Nasprotno pa je raziskava Jianga in sod. (2009) pokazala statisticno znacilen
toksi¢en vpliv nanodelcev Al,O; na bakterije B. subtilis, E. coli in Pseudomonas
fluorescens. lIzpostavitev aluminijevim nanodelcem v koncentraciji 20 mg/l je povzrocila
zmanj$anje viabilnosti pri B. subtilis (57 %), E. coli (36 %) in pri P. fluorescens (70 %).

Fang in sod. so leta 2007 opravili raziskavo o vplivu nanomateriala fulerena Cgy na sestavo
membranskih lipidov pri bakterijah P. putida in B. subtilis. Pri P. putida so zaznali
znizanje ravni nenasic¢enih MK in povecanje deleza ciklopropanskih MK, najverjetneje z
namenom za$Cite bakterijske membrane pred oksidativnim stresom. Odziv B. subtilis pri
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nizkih koncentracijah Cgp se je izrazil v povecanju deleZa izo- in anteizo- razvejanih MK.
Pri visokih koncentracijah, ki so inhibirale rast, pa se je povecala sinteza enkrat
nenasi¢enih MK. V nasprotju s P. putida so bakterije B. subtilis torej ob izpostavljenosti
fulerenu znizale temperature faznega prehoda in povecale fluidnost membrane.

Odziv R. flavefaciens 007C na prisotnost delcev TiO, in Al,Os, ki kaze na povecanje
fluidnosti membrane, je bil torej podoben odzivu po Gramu pozitivne bakterije B. subtilis
ob izpostavljenosti nanomaterialu fulerenu Cg. O zmanjSanju deleZev nasi¢enih in
povecanju delezev razvejanih MKA porocajo tudi v raziskavi o vplivu toluena na
Staphylococcus haemolyticus (Nielsen in sod., 2005).

Nasi rezultati torej kazejo, da se celice R. flavefaciens na prisotnost nano- ali makrodelcev
TiO; 0z. Al,O3 odzovejo z modifikacijami membrane, ki pripomorejo k povecani in ne
zmanjSani fluidnosti. Opazene spremembe s0 torej ravno nasprotne tistim, ki so jih opazili
ob izpostavitvi mikrobnih celic npr. organskim topilom ali tezkim kovinam (Heipieper in
sod., 1995; Heipieper in sod., 1996; Weber in de Bont, 1996), in torej ne kazejo
neposredno na obrambne prilagoditve membrane, ki obi¢ajno spremljajo izpostavitev celic
strupenim snovem. Se ve, ob izpostavitvi delcem TiO; in Al,O3 se celice obnasajo
podobno kot v prisotnosti nutrientov. Dejanske vplive TiO, in Al,O; na celice R.
flavefaciens bi bilo v prihodnje smiselno preveriti Se s sledenjem rasti.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko o vplivu delcev TiO; in Al,O3 na profil
membranskih MKA pri bakteriji R. flavefaciens 007C podamo naslednje sklepe:

= izpostavljenost celic nanodelcem TiO; in Al,O3 v testiranih koncentracijah vpliva
na sestavo membranskih MKA,

.....

nasic¢enih in povecanje delezev razvejanih MKA, kar kaze na prilagajanje celic v
smislu povecanja fluidnosti membran,

= izpostavitev makrodelcem enake kemijske sestave ima podoben vpliv na membrane
kot izpostavitev nanodelcem, iz Cesar lahko sklepamo, da velikost delcev ni
kljunega pomena za opaZene ucinke,

= vrsta nanodelcev ni vplivala na spremembo sestave membranskih MKA, saj so bile
spremembe (predvsem v smislu vplivov na membransko fluidnost), ki smo jih
opazili ob izpostavljenosti celic pri TiO; in Al,O3 podobne,

= koncentracije nano in makrodelcev so vplivale na sestavo membranskih MKA, saj
smo ob izpostavljenosti celic pri visokih koncentracijah opazili skrajsanje
povprecne dolzine acilnih verig, tako pri TiO, kot pri Al,O3, ne glede na velikost
delcev, kar zopet kaZe na povecanje fluidnosti membran.
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6 POVZETEK

Nanodelci so delci, ki so v ve¢ kot eni dimenziji manj$i od 100 nanometrov (nm).
Posledica njihove majhnosti (oz. velike povrsine glede na prostornino) so ugodne fizikalno
kemicne lastnosti, zaradi katerih je njihov spekter uporabe vse SirSi. Hkrati s strmim
naraS$¢anjem uporabe se je pojavila potreba po poznavanju potencialne nevarnosti, ki jo
predstavljajo za bioloske sisteme. Ker bakterije igrajo pomembno vlogo pri zagotavljanju
normalnega delovanja ekosistemov, sta bio-dostopnost ter potencialno toksi¢no delovanje
nanodelcev na bakterije pomembni podrodji nanotoksikologije. Se veé, bakterije lahko
sluzijo tudi kot odli¢en model za izvajanje analiz o ekotoksi¢nosti (Neal, 2008).

Znano je, da nanodelci motnje v delovanju bakterijskih membran najpogosteje povzrocajo
s tvorbo reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), manjkajo pa podatki o drugih potencialnih
mehanizmih, ki niso povezani s tvorbo kisikovih radikalov in bi jih bilo mo¢ zaznati (tudi)
ob odsotnosti kisika.

Bakterije se na spremembe v okolju odzivajo s spreminjanjem membran tako, da jih
ohranjajo v ustrezno fluidnem stanju. Raziskave, ko so jih na podroc¢ju fluidnosti membran
opravili s po Gramu pozitivnimi bakterijami, kot najbolj verjetne mehanizme za
spreminjanje fluidnosti membran, navajajo spreminjanje deleza anteizo razvejanih MKA in
nasi¢enih MKA ter spremembe v razmerju izo/anteizo razvejanih MKA.

V nasi raziskavi smo ugotavljali vpliv razliénih koncentracij nanodelcev TiO; in Al,O3 na
sestavo membran oziroma na profil membranskih mascobnih kislin in aldehidov pri
striktno anaerobni vampni bakteriji Ruminococcus flavefaciens 007C. Zanimalo nas je, ali
nanodelci TiO, in A,lO3; (negativno) vplivajo na celice oz. njihove membrane tudi v
odsotnosti kisika.

Uporabili smo metodo priprave metilnih estrov mascobnih kislin (FAME) in
transesterifikacijo s kislim katalizatorjem ter detekcijo FAME s plinsko kromatografijo na
nepolarni koloni. Analizirali smo profile mascobnih kislin Ruminococcus flavefaciens
007C v prisotnosti razli¢nih koncentracij izbranih nanodelcev.

Rezultati so pokazali, da je izpostavljenost celic nanodelcem vplivala na sestavo
zmanjSanje delezev nasiCenih in povecCanje delezev razvejanih MKA, kar kaze na
povecanje fluidnosti membran. Enake rezultate smo opazili tudi ob izpostavljenosti celic
TiO, in Al,O3 v makro velikosti, iz ¢esar lahko sklepamo, da so spremembe profila
celicnih MKA, ki smo jih opazili, posledica prisotnosti posameznega od obeh materialov in
niso odvisne od velikosti dodanih delcev.

Na podlagi rezultatov raziskave lahko sklepamo, da prisotnost nano (makro) delcev TiO,
0z. A2lO3; v gojiscu pri celicah R. flavefaciens ne sprozi obrambnega signala, ki bi se
odrazal v zmanjSani fluidnosti (propustnosti) celicne membrane. 1z tega lahko sklepamo,
da omenjeni nanodelci za celice najverjetneje niso strupeni. Se ve¢, ob izpostavitvi delcem
TiO, 0z. A;103 se celice obnasajo podobno kot v prisotnosti nutrientov. Dejanske vplive
TiO, in Al,O3 na celice R. flavefaciens bi bilo v prihodnje smiselno preveriti Se s
sledenjem rasti.
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PRILOGE

Priloga Al:

Kromatogram vzorca z dodanimi nanodelci
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Priloga A2:

Kromatogram vzorca z dodanimi makrodelci

iC15:0

aC15:0
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Priloga B:

Seznam masc¢obnih kislin in mas¢obnih aldehidov s sistemskim in trivialnim
poimenovanjem, okrajsSavami ter faktorji ECL (Zorec, 2006)

sistematsko ime MKA,; trivialno ime okrajSava MKA  Equity-1*

nonanojska kislina; pelargonska kislina C9:0 9,00
nonal DMA C9:0 9,55
8-metil-nonanojska ali izo-dekanojska kislina i-C10:0 9,66
dekanojska kislina; kapri¢na kislina C10:0 10,00
3-hidroksi-nonanojska kislina C9:0 30H 10,43
dekanal DMA C10:0 10,55
9-metil-dekanojska ali izo-undekanojska Kislina i-C11:0 10,66
8-metil-dekanojska ali anteizo-undekanojska kislina a-C11.0 10,74
cis-10-undecenojska kislina Cll:1cl0 10,89
undekanojska kislina C11:0 11,00
2-hidroksi-dekanojska kislina C10:0 20H 11,15
9-metil-dekanal, izo-undekanal DMAi-C11:0 11,21
8-metil-dekanal, anteizo-undekanal DMA a-C11:0 11,29
3-hidroksi-dekanojska kislina C10:0 30H 11,45
undekanal DMA C11:0 11,55
10-metil-undekanojska ali izo-dodekanojska kislina i-C12:0 11,66
9-metil-undekanojska ali anteizo-dodekanojska kislina a-C12:.0 11,74
cis-11-dodecenojska kislina Cl2:1cl1l 11,92
dodekanojska kislina; lavrinska kislina C12:.0 12,00
3-hidroksi-9-metil-dekanojska kislina i-C11:0 30H -
2-hidroksi-undekanojska kislina C11:0 20H 12,16
10-metil-undekanal, izo-dodekanal DMAi-C12:0 12,21
9-metil-undekanal, anteizo dodekanal DMA a-C12:0 12,29
3-hidroksi-undekanojska kislina C11:0 30H 12,47
dodekanal DMA C12:0 12,55
11-metil-dodekanojska ali izo-tridekanojska kislina i-C13:0 12,66
10-metil-dodekanojska ali anteizo-tridekanojska kislina a-C13:.0 12,74
cis-12-tridecenojska kislina Cl3:1cl2 12,92
tridekanojska kislina C13:.0 13,00
3-hidroksi-10-metil-undekanojska kislina i-C12:0 30H -
2-hidroksi-dodekanojska kislina C12:0 20H 13,17
11-metil-dodekanal, izo-tridekanal DMAi-C13:0 13,21
10-metil-dodekanal, anteizo-tridekanal DMA a-C13:0 13,29
3-hidroksi-dodecenojska kislina C12:1 30H -
12-metil-tridecenojska kislina izomer E i-Cl4:1 E -
3-hidroksi-dodekanojska kislina C12:0 30H 13,49
tridekanal DMA C13:0 13,55
12-metil-tridekanojska ali izo-tetradekanojska kislina i-C14:0 13,66
11-metil-tridekanojska ali anteizo-tetradekanojska kislina  a-C14:0 13,74
tetradecenojska kislina izomer X (cis-77?) Cl4:1 X 13,80
2-hidroksi-11-metil-dodekanojska kislina i-C13:0 20H -
cis-9-tetradecenojska kislina; miristoleinska kislina Cl4:1¢9 13,88
tetradecenojska kislina izomer Y Cl4:1yY 13,91
tetradekanojska kislina; miristinska kislina C14:0 14,00
3-hidroksi-11-metil-dodekanojska kislina i-C13:0 30H -
2-hidroksi-tridekanojska kislina C13:0 20H 14,19
12-metil-tridekanal, izo-tetradekanal DMAi-C14:0 14,20
3-hidroksi-10-metil-dodekanojska kislina a-C13:030H -
11-metil-tridekanal, anteizo-tetradekanal DMA a-C14:0 14,28

tetradecenal izomer X (cis-77?)
sistematsko ime MKA; trivialno ime

DMAC14:1 X 14,34

okrajsava MKA Equity-la



14-metil-tetradecenojska kislina izomer E
14-metil-tetradecenojska kislina izomer F
tetradecenal izomer Y

14-metil-tetradecenojska kislina izomer G
14-metil-tetradecenojska kislina izomera H in |
3-hidroksi-tridekanojska kislina
12-metil-tetradecenojska kislina izomer A
tetradekanal

13-metil-tetradekanojska ali izo-pentadekanojska kislina
12-metil-tetradekanojska ali anteizo-pentadekanojska
kislina

pentadecenojska kislina izomer X (cis-67?)
pentadecenojska Kislina izomer A

pentadecenojska Kislina izomer B
cis-10-pentadecenojska kislina

pentadecenojska Kislina izomer Y

pentadekanojska kislina
3-hidroksi-12-metil-tridekanojska kislina
13-metil-tetradekanal, izo-pentadekanal
2-hidroksi-tetradekanojska kislina
12-metil-tetradekanal, anteizo-pentadekanal
pentadecenal izomer X (cis-67?)

pentadecenal izomer Y

14-metil-pentadecenojska kislina izomer F
14-metil-pentadecenojska kislina izomer G
14-metil-pentadecenojska kislina izomer H
14-metil-pentadecenojska kislina izomer |
3-hidroksi-tetradekanojska kislina

pentadekanal

14-metil-pentadekanojska kislina; izo-palmitinska kislina
13-metil-pentadekanojska kislina; anteizo-palmitinska
kislina

cis-5-heksadecenojska kislina

cis-7-heksadecenojska kislina

cis-9-heksadecenojska kislina; palmitoleinska kislina
trans-9-heksadecenojska kislina; palmitelaidinska kislina
2-hidroksi-13-metil-tetradekanojska kislina
heksadecenojska kislina izomer C (cis-11?)
heksadekanojska kislina; palmitinska kislina
3-hidroksi-13-metil-tetradekanojska kislina
14-metil-pentadekanal, izo-heksadekanal
2-hidroksi-pentadekanojska kislina
3-hidroksi-12-metil-tetradekanojska kislina
13-metil-pentadekanal, anteizo-heksadekanal
cis-9-heksadecenal

heksadecenal izomer C (cis-11?)
15-metil-cis-6-heksadecenojska kislina
15-metil-heksadecenojska kislina izomer E
15-metil-heksadecenojska kislina izomer G
15-metil-heksadecenojska kislina izomer H
15-metil-heksadecenojska kislina izomer |
14-metil-heksadecenojska kislina izomer B
3-hidroksi-pentadekanojska kislina

heksadekanal

14-metil-heksadecenojska kislina izomer C
14-metil-heksadecenojska kislina izomer A
15-metil-heksadekanojska ali izo-heptadekanojska kislina

i-C15:1 E
i-C15:1 F
DMA C14:1Y
i-C15:1 G
i-C15:1 H/I
C13:0 30H
a-C15:1 A
DMA C14:0
i-C15:0

a-C15:0

C15:1 X
Ci15:1 A
C15:1B
C15:1cl10
Ci15:1Y
C15:0

i-C14:0 30H
DMA i-C15:0
C14:0 20H
DMA a-C15:0
DMA C15:1 X
DMA C15:1Y
i-C16:1 F
i-C16:1 G
i-C16:1 H
i-C16:11
C14:0 30H
DMA C15:0
i-C16:0

a-C16:0
C16:1¢5
Cl16:1c7
C16:1¢c9
C16:11t9
i-C15:0 20H
Cl6:1C
C16:0

i-C15:0 30H
DMA i-C16:0
C15:0 20H
a-C15:0 30H
DMA a-C16:0
DMA C16:1 c9
DMAC16:1C
i-C17:1 c6
i-C17:1E
i-C17:1 G
i-C17:1H
i-C17:11
a-C17:1B
C15:0 30H
DMA C16:0
a-Cl7:1C
a-C17:1 A
i-C17:0



14-metil-heksadekanojska ali anteizo-heptadekanojska
kislina

heptadecenojska kislina izomer A
cis-9-heptadecenojska kislina
cis-10-heptadecenojska kislina

sistematsko ime MKA,; trivialno ime MK
heptadecenojska kislina izomer C (cis-117?)
cis-9,10-metilen-heksadekanojska kislina
heptadecenojska kislina izomer X
heptadekanojska kislina; margarinska kislina
2-hidroksi-heksadecenojska kislina
3-hidroksi-14-metil-pentadekanojska kislina
15-metil-heksadekanal, izo-heptadekanal
2-hidroksi-heksadekanojska kislina
14-metil-heksadekanal, anteizo-heptadekanal

cis-10-heptadecenal

heptadecenal izomer C (cis-11?)
16-metil-heptadecenojska kislina izomer G
16-metil-heptadecenojska kislina izomer H
heptadekanal

3-hidroksi-heksadekanojska kislina
16-metil-heptadekanojska kislina; izo-stearinska kislina
cis-9, cis-12-oktadekadienojska kislina; linolna kislina
15-metil-heptadekanojska ali anteizo-oktadekanojska
kislina

cis-9-oktadecenojska kislina; oleinska kislina
cis-11-oktadecenojska kislina; cis-vakcenska kislina
trans-9-oktadecenojska kislina; elaidinska kislina
trans-6-oktadecenojska Kislina
trans-11-oktadecenojska kislina; vakcenska kislina
oktadecenojska kislina izomer B (cis-13?)
oktadecenojska kislina izomer X

oktadekanojska Kislina; stearinska kislina
3-hidroksi-15-metil-heksadekanojska kislina
16-metil-heptadekanal, izo-oktadekanal
3-hidroksi-14-metil-heksadekanojska kislina
2-hidroksi-heptadekanojska kislina
15-metil-heptanal, izo-oktadekanal

cis-9-oktadecenal

trans-9-oktadecenal

cis-11-oktadecenal
trans-6-oktadecenal

trans-11-oktadecenal

oktadecenal izomer B (cis-13?)
17-metil-oktadecenojska kislina izomer |
oktadekanal

3-hidroksi-heptadekanojska kislina
17-metil-oktadekanojska ali izo-nonadekanojska kislina
16-metil-oktadekanojska ali anteizo-nonadekanojska
kislina

cis-10-nonadecenojska kislina

nonadecenojska kislina izomer X
trans-7-nonadecenojska ksilina

cis-9,10-metilen-oktadekanojska kislina; dihidrosterulna k

a-C17:0
Cl17:1 A
C17:1¢c9
C17:1cl0
okrajsava MKA
Cil7:1C
C17:0 cyc-9,10
Cl17:1 X
C17:0

C16:1 20H
i-C16:0 30H
DMA i-C17:0
C16:0 20H
DMA a-C17:0
DMA C17:1
c10

DMA C17:1C
i-C18:1 G
i-C18:1 H
DMA C17:0
C16:0 30H
i-C18:0
C18:2¢9,c12

a-C18:0
C18:1¢c9
Ci8:1cl1
C18:119
C18:1t6
Ci18:1tl11
Ci18:1B
C18:1 X
C18:0

i-C17:0 30H
DMA i-C18:0
a-C17:0 30H
C17:0 20H
DMA a-C18:0
DMA C18:1 c9
DMA C18:1 19
DMA C18:1
cll

DMA C18:1 16
DMA C18:1
t11

DMA C18:1 B
i-C19:11
DMA C18:0
C17:0 30H
i-C19:0

a-C19:0
C19:1cl10
C19:1 X
C19:1t7
C19:0 cyc9,10

16,73

16,79
Equity-1a
16,83
16,86
16,89
17,00

17,17
17,24
17,25

17,31
17,35

17,54
17,56
17,65
17,66

17,73
17,73
17,79
17,79
17,79
17,83
17,88
17,91
18,00

18,17

18,25
18,25
18,25
18,31

18,31
18,31

18,35
18,40
18,54
18,57
18,65

18,73
18,73

18,84



cis-11,12-metilen-oktadekanojska kislina; laktobacilna

kislina C19:0 cycl11,12 18,87
nonadekanojska kislina C19:0 19,00
2-hidroksi-oktadecenojska kislina C18:1 20H -
3-hidroksi-16-metil-heptadekanojska kislina i-C18:0 30H -
17-metil-oktadekanal, izo-nonadekanal DMAi-C19:0 19,17
16-metil-oktadekanal, anteizo-nonadekanal DMA a-C19:0 19,25
2-hidroksi-oktadekanojska kislina C18:0 20H 19,27
DMAC19:0cyc

cis-11,12-metilen-oktadekanal 11,12 19,39
nonadekanal DMA C19:0 19,54
3-hidroksi-oktadekanojska kislina C18:0 30H 19,59
18-metil-nonadekanojska kislina; izo-arahidinska kislina  i-C20:0 19,65
sistematsko ime MKA,; trivialno ime MK okrajsava MKA Equity-la
cis-9-eikozenojska kislina; gadoleinska kislina C20:1¢c9 -
cis-11-eikozenojska kislina C20:1cl1 19,73
trans-11-eikozenojska kislina C20:1t11 19,79
cis-13-eikozenojska kislina C20:1c13 19,79
eikozanojska kislina; arahidinska kislina C20:0 20,00

Priloga B 1: Faktorji ECL, pridobljeni z delom na koloni Equity-1 (nepolarna stacionarna faza 100 % poli-
dimetil-siloksan), s temperaturnim programom od 150 °C do 250 °C s stopnjo nara$¢anja temperature 4 °C na
minuto; krepko so izpisani faktorji ECL izracunani iz retencijskega ¢asa posamezne mascobne kisline in
mascobnega aldehida, normalno izpisani so faktorji ECL izra¢unani prek faktorjev FCL ali predvideni glede
na vrednosti iz literature.



Priloga C1:

Razmerja MK (mascobne kisline)/MA (mascobni aldehidi), razvejane/nerazvejane,
izo/anteizo in nasi¢ene/nenasi¢ene MKA (mas¢obne kisline in aldehidi) pri R. flavefaciens
007C po izpostavitvi izbranim koncentracijam nanodelcev TiO2 v primerjavi z negativno
kontrolo. Rezultati so prikazani kot povprecja + standardni odkloni.

28,0 -
230 1 Negativna kontrola
TiO2 NANO 10 ng/l
W TiO2 NANO 100 ng/l
180 4 W TiO2 NANO 1000 ng/l
TiO2 NANO 5000 ng/l
13,0 A
8,0 I :[
304
b oomee '
T T T 1
20 4 MK:MA razvejane : izo: anteizo nasitene :
nerazvejane nenasicene

razmerje MKA

Priloga C 2:

Razmerja MK (mascobne kisline)/MA (mascobni aldehidi), razvejane/nerazvejane,
izo/anteizo in nasi¢ene/nenasi¢ene MKA (mascobne kisline in aldehidi) pri R. flavefaciens
007C po izpostavitvi izbranim koncentracijam makrodelcev TiO2 v primerjavi z negativno

kontrolo. Rezultati so prikazani kot povprecja + standardni odkloni.

14,0
Negatiwna kontrola
12,0 TiO2 MAKRO 10 ng/I
H TiO2 MAKRO 100 ng/I
10,0 A H TiO2 MAKRO 1000 ng/I
TiO2 MAKRO 5000 ng/!
8,0 1
6,0 1 I
4,0 | I I 1
I I
2,0 | I I ' I
0,0 T T T
MK:MA razvejane : nerazvejane izo: anteizo nasicene : nenasi¢ene

razmerje MKA



Priloga C 3:

Razmerja MK (mascobne kisline)/MA (mascobni aldehidi), razvejane/nerazvejane,
izo/anteizo in nasi¢ene/nenasi¢ene MKA (mas¢obne kisline in aldehidi) pri R. flavefaciens
007C po izpostavitvi izbranim koncentracijam nanodelcev Al,O3 v primerjavi z negativno

kontrolo. Rezultati so prikazani kot povprec¢ja + standardni odkloni.

45,0 4
40,0 B Negativna kontrola
AlI203 NANO 10 ng/L
35,0 A Al203 NANO 100 ng/L
Al203 NANO 1000 ng/L
30,0 1 AI203 NANO 5000 ng/L
HAI203 NANO 1 g/l
25,0 A
B AI203 NANO 2 g/l
20,0 A
15,0 A
10,0 A
5,0 1
0,0 -

MK:MA razvejane : neraz\ejane izo: anteizo nasicene : nenasiene

razmerje MKA

Priloga C 4:

Razmerja MK (mascobne kisline)/MA (masc¢obni aldehidi), razvejane/nerazvejane,
izo/anteizo in nasi¢ene/nenasi¢ene MKA (mascobne kisline in aldehidi) pri R. flavefaciens
007C po izpostavitvi izbranim koncentracijam makrodelcev Al,Oz v primerjavi z
negativno kontrolo. Rezultati so prikazani kot povprecja + standardni odkloni.

50,0 - = Negativna kontrola Tk
Al203 MAKRO 10 ng/L
40,0 4 AI203 MAKRO 100 ng/L

Al203 MAKRO 1000 ng/L
Al203 MAKRO 5000 ng/L
W AI203 MAKRO 1 g/l
M AI203 MAKRO 2 g/l

0,0*—- Pl T

30,0

20,0

MK:MA razvejane : nerazvejane izo: anteizo nasi¢ene : nenasicene

razmerje MKA



