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Uvod

Mechanizmus transglykozyla¢nych reakcii vyzaduje na stanovenie aktivity enzymov katalyzujicich
takuto reakciu Specialne substraty, ktoré su derivatizované I'ahko detegovatel'nou znackou. Medzi takého
patri aj fluorescencné znacenie oligosacharidov na ich redukujucom konci, ktoré mézu sluzit’ ako
akceptory transglykozylaénych prip. heterotransglykozylaénych reakcii (Farkas a kol. 2005; Ait Mohand
a Farka$ 2006). Metoda rychlej pripravy (Kosik a Farka§ 2008) bola vyuzita pri priprave znacenych
oligosacharidov pre stanovenie heterotransglykozylaénych aktivit xyloglukan endotransglykozylazy, EC
2.4.1.207. Prave kineticka charakterizacia tohto enzymu z kotyledonu Tropaeolum majus na akceptory s
roznymi fluorescenénymi znac¢kami sluzila pre vyber najvhodnejsej z nich (Kosik a kol. 2011).
Pripravené substraty boli charakterizované NMR, hmotnostnou spektrometriou, TLC a stanovenim
molarneho absorpéného koeficientu. Ako priklad sluzi xyloglukdn nonasacharid (XGQ9) substituovany
AA, ANTS, SR a FITC a zmes pustulooligosacharidov substituovanych SR (PUOS-SR).

Material a metody

Derivatizované produkty boli identifikované MALDI TOF a *H- a **C-NMR.

MALDI-TOF hmotnostna spektrometria bola robend na Voyager DE STR (PerSeptive Biosystems,
Framingham, USA) alebo 4800 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, USA). 0.5 ul
derivatizovaného oligosacharidu (500 ng/ul vody) sa zmiesalo s 0.5 pl a-kyano-4-hydroxyskoricove;j
kyseliny (10 mg/ml v acetonitril/voda = 3:2, v/v) na nerezovej dosticke a vysusilo. MS udaje boli ziskané
v pozitivnom mode pre XGO9 a v negativnom pre PUOS-SR a spracované Data Explorer softvéron v.
4.8 (Applied Biosystems).

Moléarny absorpény koeficient bol stanoveny meranim absorbancie réznych koncentracii produktov
derivatizacie pri optimélnej vinovej dizke fluoroforu.

NMR spektra boli merané na 600MHz VNMRS Varian vybavenom HCN “*C sondou v D,O pri 25 °C.
Vzorky oligosacharidov boli rozpustené v 99.98% DO amerané v mikrokapilarach. Pre rozliSenie
signalov (gCOSY, gTOCSY, gHSQCAD, gHMBCAD, gH2BC) nonasacharidu a jeho fluorescenc¢ne
znaenych derivatov sa pouZilo porovnanie ziskanych NMR dat s datami pre xyloglukén oligosacharidy
publikovanymi York a kol. (1993).
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Tenkovrstvova chromatografia produktov derivatizacie (TLC) v pripade pouzitia zmesi oligosacharidov
bola robend na Silikagel 60 platniach (Merck, Nemecko) vyvijanych dvakrat v zmesi in n-
butanol:etanol:voda (5:3:2, obj.). Ako Standardy sa pouzili purifikované PUO3-SR, PUO5-SR, PUO6/7-
SR a SR. Skvrny boli vizualizované pod UV lampoul.

Vysledky a diskusia

'H- a *C-NMR udaje pre XGO9 a jeho fluorescenéné derivaty st sumarizované v Tab. 1. Ziskané NMR
udaje potvrdili Struktiru xyloglukan nonasacharidu plne substituovani zodpovedajicim fluoroférom.
Tab. 2 obsahuje udaje ziskané hmotnostnou spektrometriou a stanovenim molarneho absorpéného
koeficientu pre ziskané znacené substraty.

Tab. 1. 'H- a®*C-NMR udaje pre XGO9 a jeho fluorescencné derivaty.

Sacharidova
jednotka H1/C1 chemické posuny (ppm)

XGO9 AA ANTS FITC SR
1,2-0Xyl 5.166 5.123/99.68 5.063/98.62 5.156/98.61 5.162/98.74
1,2-aXyl 5.158 5.097/99.45 4.852/99.08 5.118/98.46 5.141/98.54

5.032/99.63 4.824/98.23 5.062/98.25
4.908/98.04;
aXyl-terminalna 4.929 4.889/98.23 4.932/98.22 4.883/98.25
4.519/101.77;
4.435/104.87- 4.517/104.25;
4.446-4.373/105.59; | 102.17; 4.562-4.378 /105.3- 4.473/104.25;
BGlc+BGal 4.58-4.49 4.52-4.43/103.51 4.163/104.38 102.4 4.493/102.44
BGal terminalna 4.492/105.36
aGlc-red 5.211
BGlc-red 4.653
7.754/124.85; 8.575/125.87,;
7.667/125.19; 8,258/128.85;
7.723/132.49; 8.503/124.52; 7.604/;126.15 7.575/131.60;
6.703/116.99; 8.371/131.51; 7.320-7.18/131.524; 6.935/131.13
6.838/113.50; 7.671/114.81,; 6.688-6.572/122.74,; 6.891/113.89;
aromaticky kruh 7.336/133.33 7.051/ 6.647-6.65/104.07 6.788/95.47;

Vysledky hmotnostnej spektrometrie poukazuji na zhodu teoretickych a nameranych udajov pre vsetky
derivatizované XGO9. Molarny absorpcny koeficient pre vSetky fluorofory klesol po naviazani na XGO9
4,5-5 krat.

TLC zmesi PUOS-SR naznadili, ze zmes je zlozena najmé z oligosacharidov so stupfiom polymerizacie
medzi 3 a6 so stopami PUO7-SR a SR (Obr. 1). PUO3-SR, PUO4-SR a PUO5-SR tvorili majoritny
podiel. MS analyza potvrdila vysledok z TLC, ale nasla aj PUO2-SR a stopy zna¢eného monoméru (Tab.
3).

Tab. 2. Udaje pre XGO9 a jeho fluorescenéné derivaty ziskané hmotnostnou spektrometriou a
stanovenim moldrneho absorpéného koeficientu.

Derivat XGO9 Vzorec Mh kalk. MALDI-TOF MS (m/z Molarny absorpcny
(monoizotopicka) monoizotopicka exp./teor.) | koeficient vo vode (gyn, diza)
[M™.cm?]
XGO09-AA CsgHysNOuy 1507.5070 1530.78 / 1530.4963 pre 1800 (£320)
[CsgHesNO44 + Na]”*
XGO9-ANTS Cs1H9sNNa,O5;S3 1797.3672 1842.49 / 1842.3384 pre 2800 (e356)
[Ce1HosNNay05,S3 — H +
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2Na]”

XGO09-SR CygH117N3048S, 1927.6248 1950.93 / 1950.6140 pre 18100 (es66)
[C7sH117N3045S, + Na]*
XGO9-FITC CyoH100N2047S 1776.5217 1799.45/ 1799.5109 pre 11500 (g494)

[C72H100N,047S + Na]*

< PUO3-SR

PUO5-SR
PUOG6-SR
PUO7-SR

Tt 1

PUOS-

Obr. 1. TLC analyza zmesi fluorescenéne znacenych pustulooligosacharidov. Ako Standardy boli pouzité
purifikované PUO3-SR, PUO5-SR, PUOG6/7-SR a SR.

Tab. 3. Charakterizacia zmesi PUOS-SR MALDI-TOF hmotnostnou spektrometriou.

Compound ZloZenie Teor. m/z Exp. m/z Rel. vyskyt [%]
PUO1-SR [C27H30N207S2 - H] 720.2266 720.218 1.59
PUO2-SR [C39H53N3016S2 - H] 882.2794 882.305 2.68
PUO3-SR [C45H63N3021S2 - H] 1044.3323 1044.363 29.90
PUO4-SR [C51H73N3026S2 - H] 1206.3851 1206.423 35.09
PUO5-SR [C57H83N3031S2 - H] 1368.4379 1368.478 25.40
PUOG-SR [C63HI3N3036S2 - H] 1530.4907 1530.537 4.01
PUO7-SR [C69H103N3041S2 - HY 1692.5436 1692.591 1.32
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Uvod

Ait Mohand a Farka§ publikovali v roku 2006 novy typ transglykozylacnej reakcie, ktora bola
katalyzovand  surovym  proteinovych extraktom z  kli¢iacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozylacia znamena prenos sacharidu s novovytvorenym
redukujicim koncom, ktory vznikol v dosledku Stiepenia polysacharidu (donorovy substrat) na
Strukturdlne odlisny sacharid (akceptorovy substrat). Az vroku 2010 priradili Stratilova a kol. tato
aktivitu, resp. aktivity, majoritnej forme xyloglukdnendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207).

Na stanovenie transglykozylacnych aktivit sa zvyknu vyuzivat ako akceptorové substraty znacené
oligosacharidy (OS). V tejto praci boli pouzité OS fluorescenéne znacené sulforodaminom (SR) podla
metddy vypracovanej Kosikom a Farkasom (2008). NajbeznejSou metodou stanovenia aktivity je tzv.
dot-blot metdda na papieri (Fry 1997), ktorej pouzitie moze byt limitované v pripade, ked’ znacené OS
interaguju s papierom alebo sa sorbuju na polysacharid alebo zloZky proteinového precipitatu bez toho,
aby prebehla transglykozylacna reakcia. Z tohto dovodu je potrebné pozitivne vysledky overit’” d’alSimi
metddami, ako napr. gélovou chromatografiou s vyuzitim HPLC s fluorescenénym a refraktometrickym
detektorom, ako sme to urobili v tejto praci.

Material a metody

Proteinovy extrakt bol ziskany z kli¢iacich semien kapucinky (kotyledon Tropaeolum majus). Ako
akceptorové substraty sa pouzili 27,2 uM roztoky OS odvodené od celulozy (CEOS), xylanu (XYLOS),
laminarinu (LAOS), 1,3;1,4-B-glukdnu (MLGOS), pustulanu (PUOS) a pre porovnanie aj xyloglukanu
(XGOS). Ako donorovy substrat bol pouzity 0,3% roztok xyloglukanu (XG). Oligosacharidy boli
znacené sulforodaminom (SR).

Priebeh reakcie (miera zabudovavania OS-SR do polymérneho substratu v zavislosti od doby reakcie) bol
sledovany pomocou izokratickej gélovej chromatografie na Hewlett Packard 1100 systéme
s fluorescenénym a refraktometrickym detektorom kontrolovanym ChemStation softvérom (Agilent).
Fluorescenény detektor bol programovany na excita¢ni vinova dizku 530 nm a emisna vinova dizku 575
nm. Analyzy boli robené na TSKgel G3000 SWXL koléne, 7,8 x 300 mm (TosoHaas) pri teplote 24 °C.
Kolona bola kalibrovand na XG detegovany refraktometrom a XGOS-SR detegované fluorescenénym
detektorom. Ako mobilna faza bol pouzity 100mM octan sodny pH 5.7 s 20% acetonitrilom. Prietokova
rychlost’ bola 0.5 ml/min.
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Vysledky a diskusia

Heterotransglykozyla¢né aktivity, ktoré boli stanovené v extraktoch z kli¢iacich semien kapucinky tzv.
dot-blot metddou, st znazornené v Tab. 1. Ako z tabul’ky vyplyva, CEOS-SR, LAOS-SR, MLGOS-SR,
XYLOS-SR a PUOS-SR boli schopné sa zabudovat do xyloglukanu (XG) alebo do jeho analogu
hydroxyetylcelul6zy (HEC) rovnako ako XGOS-SR, ktoré reprezentuju prirodzeny substrat XET.

Tabulka 1: Donor/akceptorové pary, pre ktoré bola v proteinovom extrakte z kliiacich semien
kapucinky detegovana fluorescen¢nou metddou transglykozylacna aktivita.

Donor Akceptor
XG XGOS-SR
CEOS-SR
XYLOS-SR
LAOS-SR
PUOS-SR
MLGOS-SR
HEC XGOS-SR
XYLOS-SR
LAOS-SR
PUOS-SR
MLGOS-SR

Na potvrdenie tychto reakcii sa pouzila metéda gélovej chromatografie s vyuzitim HPLC zariadenia
s refraktometrom na stanovenie zadrzného objemu donorového substratu (XG) a fluorescenénym
detektorom na stanovenie zadrzného objemu sacharidov obsahujucich SR. Grafy (Obr. 1) zobrazuji
zabudovavanie jednotlivych OS-SR do XG v zavislosti od doby reakcie. Heterotransglykozyla¢né
reakcie (Obr. 1 A-E) boli porovnané s typickou transglykozyla¢nou reakciou katalyzovanou XET na
substratovy par XG/XGOS-SR (Obr. 1 F).

Vysledky naznacuju, Ze efektivita heterotransglykozylac¢nej reakcie medzi XG ako donorom a
jednotlivymi akceptormi narasta v rade PUOS-SR (Obr. 1 D) < LAOS-SR (Obr. 1 B) < XYLOS-SR
(Obr. 1 E) < CEOS-SR (Obr. 1 A)< MLGOS-SR (Obr. 1 C). Vsetky reakcie st v porovnani
s transglykozylacnou reakciou na substratovy par XG/XGOS-SR (Obr. 1 F), ktora je typicka pre XET,
pomalsie.

Pomocou mikroskopickych metod (Vissenberg a kol. 2000; Ibatullin a kol. 2009) sa potvrdilo, ze
s vynimkou PUOS-SR su tieto oligosacharidy schopné sa zabudovat’ aj do Struktir bunkovej steny.
PUQOS-SR sa inkorporovali primarne do cytoplazmatickej membrany (Zemkova a kol. 2012).
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Obr. 1: Eluény profil reakénych zmesi pozostavajucich zo ziskaného proteinového extraktu z kli¢iacich
semien kapucinky a rozlicnych donor/akceptorovych parov. A — XG/CEOS-SR (m - 0 hod, m - 16 hod, =
— 26,5 hod, m - 72 hod), B - XG/LAOS-SR (m - 0 hod, = - 48 hod, m — 72 hod), C - XG/MLGOS-SR (m -
0 hod, m - 3 hod, m —5 hod, = - 16 hod, m — 48 hod, m - 72 hod), D - XG/PUQOS-SR (m - 0 hod, = - 6 hod,
m — 48 hod, m - 72 hod), E - XG/XYLOS-SR (= — 5,5 hod, m — 16 hod, m - 48 hod, m — 72 hod), F -
XG/XGOS-SR (m - 0 hod, m - 1 min, m — 10 min, m — 0,5 hod, = — 1 hod, = - 3 hod, = — 16 hod, = — 72
hod). Koncentrécia pouZitych oligosacharidov bola 27,2 uM a XG 0,3%.
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Uvod

Ait Mohand a Farkas$ boli prvi, ktori publikovali (rok 2006) novy typ transglykozyla¢nej reakcie, ktora
bola katalyzovand surovym proteinovych extraktom =z kliciacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozylacia znamena prenos odstiepeného sacharidového
fragmentu na Strukturalne odliSny sacharid. AZ v roku 2010 priradili Stratilové a kol. tato aktivitu, resp.
aktivity, majoritnej forme xyloglukanendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207).

Na stanovenie transglykozylaénych aktivit sa zvyknt vyuzivat ako akceptorové substraty znacené
oligosacharidy. V tejto praci boli pouzité rozne oligosacharidy fluorescenéne znacené sulforodaminom
podl'a metddy vypracovanej Kosikom a FarkaSom (2008). NajbeznejSou metddou je tzv. dot-blot metoda
na papieri (Fry 1997), ktorej pouzitie je limitované v pripade, Ze substraty sa z papiera nedaji vymyt’,
v dosledku ¢oho ich nerozliSime od produktu. Takymto pripadom su oligosacharidy odvodené od
mananu (MANOS), galaktomananu (GMOS), arabinogalaktdnu (AGOS) a arabinoxylanu (AXOS), ktoré
sa tiez vyskytuji v bunkovej stene rastlin ateda moézu byt potenciondlnymi akceptormi
transglykozylaénych reakcii, ktoré vnej prebiehaji. Na stanovenie zabudovavania znacenych
oligosacharidov do xyloglukdnu sa pouzila metoda gélovej chromatografie s vyuzitim HPLC
s fluorescenénym a refraktometrickym detektorom.

Material a metody

Proteinovy extrakt bol ziskany z kli¢iacich semien kapucinky (kotyledon Tropaeolum majus). Ako
akceptorové substraty sa pouzili 27,2 uM roztoky MANOS, GMOS, AGOS a AXOS a pre porovnanie aj
XGOS (xyloglukan oligosacharidy) aako donorovy substrat 0,3% roztok xyloglukdnu (XG).
Oligosacharidy boli znacené sulforodaminom (SR).

Priebeh reakcie (miera zabudovavania OS-SR do polymérneho substratu v zavislosti od doby reakcie)
bol sledovany pomocou izokratickej gélovej chromatografie na Hewlett Packard 1100 systéme
s fluorescenénym a refraktometrickym detektorom kontrolovanym ChemStation softvérom (Agilent).
Fluorescenény detektor bol programovany na excitaéna vinova dizku 530 nm a emisna vinova dizku
575 nm. Analyzy boli robené na TSKgel G3000 SWXL kolone, 7,8 x 300 mm (TosoHaas) pri teplote
24 °C. Koléna bola kalibrovand na XG detegovany refraktometrom a XGOS-SR detegované
fluorescenénym detektorom. Ako mobilnd faza bol pouzity 100mM octan sodny pH 5.7 s 20%
acetonitrilom. Prietokova rychlost’ bola 0.5 ml/min.

Vysledky a diskusia
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Obr. 2: Eluény profil reakénych zmesi pozostavajucich zo ziskaného proteinového extraktu z kli¢iacich
semien kapucinky, 0,3% XG a rozlicnych SR-zna¢enych akceptorovych substratov. A — XG/MANOS-
SR (m-0hod, m-1,75hod, m - 3 hod, m - 72 hod), B — XG/AXOS-SR (m -0 hod, m -1 hod, m -5 hod, =
- 72 hod), C — XG/AGOS-SR (m - 0 hod, m - 1 hod, = - 4,25 hod, = - 72 hod), D — XG/GMOQOS-SR (m - 0
hod, m - hod, m - hod, = - hod),, E - XG/XGOS-SR (= -0 hod, m - 1 min, s —10 min, = - 0,5 hod, m — 1
hod, m - 3 hod, = — 16 hod, = — 72 hod). Koncentracia pouzitych oligosacharidov bola 27,2 uM.

V minulosti boli stanovené tzv. dot-blot metédou laminarioligosacharidy, xylooligosacharidy,
pustulooligosacharidy (PUOS) a 1,3-1,4-B-glukooligosacharidy ako d’alSie akceptorové substraty
majoritnej formy XET (Stratilovd a kol. 2010). Pomocou mikroskopickych metdod sa potvrdilo, ze
s vynimkou PUOS-SR su tieto oligosacharidy schopné sa zabudovat’ aj do Struktar bunkovej steny.
PUOS-SR sa inkorporovali primarne do cytoplazmatickej membrany (Zemkova a kol. 2012).
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Heterotransglykozylacna reakcia medzi XG ako donorom reakcie a d’alsimi OS-SR ako jej akceptormi je
znazornena na Obr. 1(A-D). Obr. 1E znazoriiuje typicku transglykozylaciu katalyzovani XET na
substratovy par XG/XGOS-SR.

Vysledky naznacuji, ze efektivita heterotransglykozylacnej reakcie medzi XG ako donorom a
jednotlivymi akceptormi narastd v rade MANOS-SR < AGOS-SR < AX0OS-SR < GMOS-SR. Vsetky
reakcie su v porovnani s transglykozyla¢nou reakciou na substratovy par XG/XGOS-SR, ktora je typicka
pre XET, radovo pomalsie. Najvyssia heterotransglykozylacna aktivita surového proteinového extraktu
na substratovy par XG/GMOS-SR bola indikovana uz Kosikom a kol. (2010), ktori stanovovali tieto
aktivity pomocou glyko€ipov s imobilizovanym donorovym substratom.

Na potvrdenie toho, ¢i tieto reakcie mdzu prebiehat aj in vivo je potrebné zistit zabudovavanie
znacenych oligosacharidov do Struktar rastlinnych buniek napr. pomocou fluorescenéného mikroskopu
(Vissenberg a kol. 2000; Ibatullin a kol. 2009).
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Klucové slova
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Uvod

Ait Mohand a Farkas$ boli prvi, ktori publikovali (rok 2006) novy typ transglykozyla¢nej reakcie, ktora
bola katalyzovand surovym proteinovych extraktom =z kliciacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozyldcia znamena prenos odstiepeného sacharidového
fragmentu na Strukturalne odliSny sacharid. Az v roku 2010 priradili Stratilové a kol. tato aktivitu, resp.
aktivity, majoritnej forme xyloglukanendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207). V porovnani
s ostatnymi formami, ktoré sa nasli v kotyledone semien kapucinky, vykazoval tento enzym znacnt
nespecificitu voci akceptorovym substratom.

V tejto praci sme sa zamerali na stanovenie polysacharidov, ktoré by mohli slazit’ ako donorové substraty
kapucinkovej XET. KedZe sa na stanovenie transglykozyla¢nych aktivit zvyCajne vyuZzivajii znacené
oligosacharidy, pouzili sme xyloglukanoligosacharidy s naviazanym sulforodaminom (XGOS-SR; Kosik
a Farka§ 2008), ktoré reprezentuju prirodzeny akceptorovy substrat XET. Ako donorové substraty boli
pouzité: hydroxyetylceluloza (HEC), laminarin (LAM), glukomanan (GM), zmieSany 1,3; 1,4 — f-
glukan (MLG), arabinoxylan (AX), pustulan (PUS) a xylan (XYL). Aktivita na tieto substraty bola
porovnana s aktivitou na xyloglukan (XG), ktory je prirodzeny donorovy substrat XET. Na stanovenie
zabudovavania znacenych oligosacharidov do polysacharidov sa pouzila metéda gélovej chromatografie
s vyuzitim HPLC s fluorescenénym a refraktometrickym detektorom, ked’Zze bezne pouzivana dot-blot
metoda na papieri (Fry 1997) pre niektoré polysacharidy nevyhovovala.

Material a metody

Proteinovy extrakt bol ziskany z kli¢iacich semien kapucinky (kotyledon Tropaeolum majus). Ako
akceptorovy substrat sa pouzil 27,2 uM roztok XGOS znaceny SR. Ako donorové substraty boli
pouzité HEC, LAM, GM, MLG, AX, PUS, XYL a pre porovnanie aj XG.

Priebeh reakcie (miera zabudovavania XGOS-SR do polymérneho substratu v zavislosti od doby
reakcie) bol sledovany pomocou izokratickej gélovej chromatografie na Hewlett Packard 1100 systéme
s fluorescencnym a refraktometrickym detektorom kontrolovanym ChemStation softvérom (Agilent).
Fluorescenény detektor bol programovany na excitaéna vinova dizku 530 nm a emisna vinova dizku
575 nm. Analyzy boli robené na TSKgel G3000 SWXL koloéne, 7,8 x 300 mm (TosoHaas) pri teplote
24 °C. Koléna bola kalibrovand na XG detegovany refraktometrom a XGOS-SR detegované
fluorescenénym detektorom. Ako mobilnd faza bol pouzity 100mM octan sodny pH 5.7 s 20%
acetonitrilom. Prietokova rychlost’ bola 0.5 ml/min.

Vysledky a diskusia
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Vysledok inkorporacie XGOS-SR do Strukturdlne odliSnych polysacharidov v dosledku katalyzy
heterotransglykozyla¢nej reakcie proteinovym extraktom z kli¢iacich semien kapucinky znézoriuje Obr.
1(A-D). Obr. 1E znazornuje typicku transglykozylaciu katalyzovani XET na substratovy par XG/XGOS-
SR.

Vysledky naznacuji najvyssiu efektivitu heterotransglykozylacnej reakcie medzi HEC ako donorom a
XGOS-SR ako akceptorom (Obr. 1A). Tento jav sa dd zddévodnit’ homologiou medzi Struktirou XG
aHEC, kedZe tieto polysacharidy maju rovnaka Struktaru hlavného retazca a bo¢né retazce XG
¢iastocne priestorovo nahrazdaju hydroxyetyly HEC.
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Obr. 3: Eluény profil reakénych zmesi pozostavajucich zo ziskaného proteinového extraktu z kli¢iacich
semien kapucinky, XGOS-SR (akceptorovy substrat) arozlicnych donorovych substratov. A —
HEC/XGOS-SR (m - 0 hod, m — 0,25 hod, m — 1,25 hod), B — LAM/XGOS-SR (m - 0 hod, = - 6,25 hod, =
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- 3 hod), C — GM/XGOS-SR (m - 9,25 hod, m — 2,5 hod), D — MLG/XGOS-SR (= - 7 hod, m - 2 hod), F
— XG/XGOS-SR (m - 0 hod, m - 1 min, m — 10 min, m — 0,5 hod, m — 1 hod, = - 3 hod, m — 16 hod, = — 72
hod). Koncentracia XGOS-SR bola 27,2 uM a sacharidovych polymérov 0,3%.

Dal§im polymérom, ktory moze sluzit’ ako donorovy substrat pre nespecifickia XET je LAM (Obr. 1B).
Aktivita na d’al$i polysacharid, MLG, (Obr. 1D) sa prejavila v ovel'a mensej miere, ako sa dalo ocakavat
z vysledkov pre oligosacharidy odvodené od tohto polyméru, ktoré sluzili ako akceptorové substraty
(Stratilova a kol. 2010) ako aj z vysledkov ziskanych pre nizSie rastliny (praslicky), v ktorych sa
nachadzal enzym preferujici tento polysacharid ako donor heterotransglykozylacie (Fry a kol. 2008).
Tak ako vV pripade alternativnych akceptorovych substratov boli vSetky reakcie V porovnani
s transglykozyla¢nou reakciou na substratovy par XG/XGOS-SR, ktora je typickd pre XET (Obr. 1E),
radovo pomalsie. Reakcia s GM bola etrémne pomald (Obr. 1C), ale reakcie s XYL, PUS a AX vobec
neprebiehali.
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Uvod

Transglykozylazy su hydrolazy, ktoré fragment s novovzniknutym redukujicim koncom neprenasajii na
vodu (hydrolyza), ale na iny sacharid (transglykozylacia) (Sinnott 1990). Transglykozylacia bola
povodne sledovana skoro u vSetkych typickych glykozylhydrolaz (najmi glykozid4z) avSak len pri
vysokych koncentraciach konecnych produktov Stiepenia. ,,Pravé™ tranglykozylazy katalyzuju prenos
fragmentu na sacharid bez ohladu na koncentraciu konecnych produktov. Tieto enzymy umoziuju
bunkovym stenam, aby sa chovali ako dynamické Struktiry, t. j. podliehali expanzii a neustalej prestavbe
v priebehu rastu bez toho, aby bola ich Struktira ¢o i len docasne oslabend (Nishitani 1997).
Najznamejsim pripadom takéhoto enzymu je rastlinnd xyloglukan endotransglykozylaza (XET, EC
2.4.1.207), na ktorej objave sa podiel’al aj nds§ vyskumny kolektiv (Farka$ a kol. 1992, Fry a kol. 1992,
Nishitani a Tominaga 1992). Ait Mohand a Farka$ publikovali v roku 2006 novy typ transglykozylacne;j
reakcie, ktord bola katalyzovand surovym proteinovych extraktom z kli¢iacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozylacia znamena prenos sacharidu s novovytvorenym
redukujicim koncom, ktory vznikol v dosledku Stiepenia polysacharidu (donorovy substrat) na
Strukturalne odliSny sacharid (akceptorovy substrat). Az vroku 2010 priradili Stratilovd a kol. tato
aktivitu, resp. aktivity, majoritnej forme xyloglukdnendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207), ¢im
vylucili aktivnu Gc¢ast’ neznamych transglykozylaz.

Na stanovenie transglykozylaénych aktivit sa zvykna vyuzivat ako akceptorové substraty znacené
oligosacharidy (OS). V tejto praci boli pouzité OS fluorescenéne znacené sulforodaminom (SR) podl'a
metody vypracovanej Kosikom a FarkaSom (2008). NajbeznejSou metddou stanovenia aktivity je tzv.
dot-blot metdda na papieri (Fry 1997), ktorej pouzitie moze byt limitované v pripade, ked’ znacené OS
interaguju s papierom alebo sa sorbujui na polysacharid alebo zlozky proteinového precipitatu bez toho,
aby prebehla transglykozylaéné reakcia. Z tohto dovodu je potrebné pozitivne vysledky overit” d’alSimi
metodami, ako napr. gélovou chromatografiou s vyuzitim HPLC s fluorescenénym a refraktometrickym
detektorom.

Material a metody

Proteinovy extrakt bol ziskany z stoniek kapucinky (Tropaeolum majus). Ako akceptorové substraty sa
pouzili 27,2 uM roztoky OS odvodené od celulézy (CEOS), xylanu (XYLOS), laminarinu (LAOS),
1,3;1,4-B-glukanu (MLGOS), pustulanu (PUOS) apre porovnanie aj xyloglukanu (XGOS). Ako
donorovy substrat bol pouzity 0,3% roztok xyloglukanu (XG). Pre heterotransglykozylaéné aktivity
s roznymi donorovymi substratmi bola pouzitd hydroxyetylceluléza (HEC), galaktomanidn (GM)
a arabinoxylan (AX). V tychto pripadoch sa ako akceptorovy substrat pouzil XGOS-SR. Vsetky OS boli
znacené SR.

Priebeh reakcie (miera zabudovéavania OS-SR do polymérneho substratu v zavislosti od doby reakcie) bol
sledovany pomocou izokratickej gélovej chromatografie na Hewlett Packard 1100 systéme
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s fluorescenénym a refraktometrickym detektorom kontrolovanym ChemStation softvérom (Agilent).
Fluorescenény detektor bol programovany na excitaént vlnova dizku 530 nm a emisnt vlnova dizku 575
nm. Analyzy boli robené na TSKgel G3000 SWXL koloéne, 7,8 x 300 mm (TosoHaas) pri teplote 24 °C.
Kolona bola kalibrovand na XG detegovany refraktometrom a XGOS-SR detegované fluorescencnym
detektorom. Ako mobilné f4za bol pouzity 100mM octan sodny pH 5.7 s 20% acetonitrilom. Prietokova
rychlost’ bola 0.5 ml/min.

Vysledky a diskusia
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Obr. 4: Elu¢ny profil reakénych zmesi pozostavajucich zo ziskaného proteinového extraktu
z nadzemnych ¢asti kapucinky a rozli¢nych donor/akceptorovych parov. A — HEC/XGOS-SR (m - 0 hod,
m - 2 hod, m — 6 hod, m - 24 hod, m — 72 hod), B — XG/CEOS-SR (m - 0 hod, m - 16 hod, m — 72 hod, = -
120 hod), C — XG/XGOS-SR (m - 0 hod, m - 1 hod, m — 2,5 hod, m — 3,5 hod, m — 16 hod, = — 72 hod)

Pozitivne transglykozylacné aktivity, ktoré boli stanovené v proteinovom extrakte z nadzemnych casti
kapucinky (stoniek) gélovou chromatografiou na HPLC st zobrazené na Obr. 1. Ako z obrazku vyplyva,
jediné aktivity boli pozorované na substratovy par XG/XGOS, ktory zndzornuje typické substraty XET
(Fig.1C), alebo ich analdogy hydroxyetylcelulozu (HEC, Fig. 1A) alebo od celulozy odvodené
oligosacharidy (CEOS, Fig. 1B) v kombinacii s prirodzenym substratom, t.j. XG alebo XGOS. Rovnaky
vysledok bol ziskany s proteinovym extraktom z listov tejto rastliny, pricom experimenty boli
vyhodnotené dot-blot metodou.

Z porovnania s formami XET z klic¢iacich semien kapucinky (Stratilova a kol., 2010) vyplyva, ze kym
kotyledon obsahoval aj neSpecificki formu XET, ostatné Casti rastliny obsahovali vylu¢ne striktne
Specifické formy tohto enzymu. Nezodpovedana zostala otdzka, ¢i neSpecifickd forma je typicka pre
podzemné Casti alebo vylucne pre semena a ¢i ide o vSeobecnu vlastnost’ dvojkli¢nolistych rastlin.
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Uvod

Xyloglukanendotransglykozylaza (XET) bola v rastlinach objavena vroku 1992 naraz tromi
vyskumnymi skupinami (Farkas$ a kol. 1992, Fry a kol. 1992, Nishitani a Tominaga 1992). Tento enzym
umoznuje expanziu bunkovej steny, ktord nevyhnutne sprevadza rast rastlinnych buniek tym, ze rozpéja
a nadstavuje vlakna Strukturdlneho xyloglukdnu a tym umoznuje odd’alovanie vlakien celulozy, ktoré
vytvaraju akusi kostru primarnej bunkovej steny rastlin. Typ reakcie, ktorym sa predlzovanie vldkien
realizuje, sa nazyva transglykozylacia.

Ait Mohand aFarka§ publikovali v roku 2006 novy typ transglykozylaénej reakcie, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozylacia znamena prenos Sacharidu S novovytvorenym
redukujicim koncom, ktory vznikol v dosledku Stiepenia polysacharidu (donorovy substrat) na
Strukturalne odliSny sacharid (akceptorovy substrat). Az vroku 2010 priradili Stratilovd a kol. tato
aktivitu, resp. aktivity v kli¢iacich ~ kapucinkovych  semendch  majoritnej forme
xyloglukanendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207). Aktivita na niektoré substratové pary sa nasla aj
Vv jednokli¢nolistovych rastlinach ako napr. ja¢men (Hrmova a kol. 2007, 2009).

Na stanovenie transglykozylacnych aktivit sa zvyknu vyuzivat ako akceptorové substraty znacené
oligosacharidy (OS). V tejto praci boli pouzité OS fluorescenéne znacené sulforodaminom (SR) podl'a
metddy vypracovanej Kosikom a Farkasom (2008). NajbeznejSou metdodou stanovenia aktivity je tzv.
dot-blot metdda na papieri (Fry 1997), ktorej pouzitie moze byt limitované v pripade, ked’ znacené OS
interaguju s papierom alebo sa sorbuju na polysacharid alebo zloZky proteinového precipitatu bez toho,
aby prebehla transglykozylacna reakcia. Z tohto dovodu je potrebné pozitivne vysledky overit” d’alSimi
metddami, ako napr. gélovou chromatografiou s vyuzitim HPLC s fluorescenénym a refraktometrickym
detektorom.

Material a metody

Proteinovy extrakt bol ziskany z korenov petrzlenu (Petroselim crispum). Ako akceptorové substraty sa
pouzili 27,2 uM roztoky OS odvodené od celulozy (CEOS), xylanu (XYLOS), laminarinu (LAOS),
1,3;1,4-B-glukdnu  (MLGOS), pustulanu (PUOS) apre porovnanie aj xyloglukanu (XGOS). Ako
donorovy substrat bol pouzity 0,3% roztok xyloglukdnu (XG). Pre heterotransglykozylacné aktivity
S roznymi donorovymi substratmi bola pouzitd hydroxyetylceluloza (HEC), galaktomanidn (GM)
a arabinoxylan (AX). V tychto pripadoch sa ako akceptorovy substrat pouzil XGOS-SR. Vsetky OS boli
znacené SR.

Priebeh reakcie (miera zabudovavania OS-SR do polymérneho substratu v zavislosti od doby reakcie) bol
sledovany pomocou izokratickej gélovej chromatografie na Hewlett Packard 1100 systéme
S fluorescenénym a refraktometrickym detektorom kontrolovanym ChemStation softvérom (Agilent).
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Fluorescenény detektor bol programovany na excita¢ni vinova dizku 530 nm a emisna vinova dizku 575
nm. Analyzy boli robené na TSKgel G3000 SWXL kolone, 7,8 x 300 mm (TosoHaas) pri teplote 24 °C.
Koloéna bola kalibrovana na XG detegovany refraktometrom a XGOS-SR detegované fluorescenénym
detektorom. Ako mobilna faza bol pouzity 100mM octan sodny pH 5.7 s 20% acetonitrilom. Prietokova
rychlost’ bola 0.5 ml/min.
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Obr. 5: Elu¢ny profil reakénych zmesi pozostavajicich zo ziskaného proteinového extraktu z korena
petrzlenu a rozli¢nych donor/akceptorovych parov. A — XG/XGOS-SR (m - 0 hod, m - 2 hod, = - 16 hod,
m - 72 hod), B — XG/CEQOS-SR (m - 0 hod, m - 16 hod, m - 72 hod, = - 120 hod), C — HEC/XGOS-SR (m -
0 hod, m - 3 hod, m - 6 hod, m - 24 hod, m - 40 hod). Koncentracia pouzitych oligosacharidov bola 27,2
uM a sacharidovych polymérov 0,3%.

Pozitivne transglykozylacné aktivity, ktoré boli stanovené v proteinovom extrakte z korenov petrzlenu
gélovou chromatografiou na HPLC st zobrazené na Obr. 1. Ako z obrazku vyplyva, jediné aktivity boli
pozorované na substratovy par XG/XGOS, ktory znazoriiuje typické substraty XET (Fig.1A), alebo ich
analogy hydroxyetylcelulozu (HEC, Fig. 1C) alebo od celulézy odvodené oligosacharidy (CEOS, Fig.
1B) v kombinacii s prirodzenym substratom, t.j. XG alebo XGOS. Podmienky stanoveni boli odvodené
od vlastnosti zistenych pri biochemicko-fyzikalnej charakterizacii XET z tohto zdroja (Garajova a kol.
2008).

Z porovnania s formami XET z klic¢iacich semien kapucinky (Stratilova a kol., 2010), nadzemnych casti
tejto rastliny a semien petrzlenu vyplyva, ze kym semena tychto rastlin obsahovali aj neSpecificku formu
XET, ostatné casti rastliny obsahovali vylucne striktne Specifické formy tohto enzymu. Funkcia
nesSpecifickej XET pri kliceni rastlin zostava neznama.
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Uvod

Ait Mohand a Farkas (2006) boli prvi, ktori publikovali novy typ transglykozyla¢nej reakcie, ktora bola
katalyzovand  surovym  proteinovych extraktom =z  kli¢iacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozylacia znamena prenos odstiepeného sacharidového
fragmentu na Strukturalne odliSny sacharid. Az v roku 2010 priradili Stratilové a kol. tato aktivitu, resp.
aktivity, majoritnej forme xyloglukanendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207). Aktivita na niektoré
substratové pary sa nasla aj v jednokli¢nolistovych rastlinach ako napr. jacmeit (Hrmova a kol. 2007,
2009). Kedze sa v kapucinke nasli neSpecifické XET v kli¢iacich semenéch, kym nadzemné Casti takéto
enzymy neprodokuvali, zistovalo sa, ¢i sa vyskytuju vyluéne v semenach alebo v podzemnych astiach
dvojkli¢nolistovych rastlin vS§eobecne. Ako modelova rastlina sa zvolil petrzlen. Zistilo sa, ze v jeho
korenioch sa vyskytuji vyluéne Specifické XET. Z tohto dovodu sa tato praca zaobera identifikéciou
oligosacharidov, ktoré by mohli sluzit ako akceptorové substraty transglykozylacnych enzymov
S heterotransglykozylaénymi aktivitami v kli¢iacich semenéch tejto rastliny.

Na stanovenie transglykozylacnych aktivit sa zvyknu vyuZzivat ako akceptorové substraty znafené
oligosacharidy. V tejto praci boli pouzité rozne oligosacharidy fluorescen¢ne znacené sulforodaminom
(SR) podla metody vypracovanej Kosikom a Farkasom (2008). Ked'ze pouzitie tzv. dot-blot metdédy na
papieri (Fry 1997) je limitované, na stanovenie zabudovédvania znaCenych oligosacharidov do
xyloglukdanu sa pouzila metéda gélove] chromatografie s vyuzZitim HPLC s fluorescenénym
a refraktometrickym detektorom. Pouzili sa oligosacharidy odvodené od mandnu (MANOS),
galaktomananu (GMOS), arabinogalaktanu (AGOS), arabinoxylanu (AXOS), laminarinu (LAOS),
zmieSaného 1,3:1,4—B-glukanu (MLGOS), celuldzy (CEOS), xylanu (XYLOS), pustulanu (PUOS) a pre
porovnanie aj xyloglukanu (XGOS), ktory je prirodzenym substratom XET. Ako donorovy substrat bol
pouzity xyloglukan (XQ).

Material a metody

Proteinovy extrakt bol ziskany z kliciacich semien petrzlenu (Petroselinum crispum). Ako akceptorové
substraty sa pouzili 27,2 uM roztoky znacenych oligosacharidov (OS) a ako donorovy substrat 0,3%
roztok XG.

Priebeh reakcie (miera zabudovavania OS-SR do polymérneho substratu v zavislosti od doby reakcie)
bol sledovany pomocou izokratickej gélovej chromatografie na Hewlett Packard 1100 systéme

s fluorescenénym a refraktometrickym detektorom kontrolovanym ChemStation softvérom (Agilent).
Fluorescenény detektor bol programovany na excitaéna vinova dizku 530 nm a emisna vinova dizku
575 nm. Analyzy boli robené na TSKgel G3000 SWXL kolone, 7,8 x 300 mm (TosoHaas) pri teplote
24 °C. Koléna bola kalibrovand na XG detegovany refraktometrom a XGOS-SR detegované
fluorescenénym detektorom. Ako mobilna faza bol pouzity 100mM octan sodny pH 5.7 s 20%
acetonitrilom. Prietokova rychlost’ bola 0.5 ml/min.
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Vysledky a diskusia
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Obr. 6: Eluény profil reakénych zmesi pozostavajucich zo ziskaného proteinového extraktu z kli¢iacich
semien petrzlenu a rozli¢nych donor/akceptorovych parov. A — XG/GMOS-SR (m - 0 hod, m — 3,15 hod,
m - 10 hod), B - XG/MANOS-SR (m — 2,5 hod, m — 9,15 hod), C — XG/AGOS-SR (m - 0 hod, m — 4 hod,
m - 11 hod), D - XG/LAOS-SR (m - 0 hod, m — 13 hod, = - 72 hod), E — XG/MLGOS (m - 0 hod, m — 72
hod), F — XG/CEOS-SR (m - 0 hod, m — 12,5 hod, = - 72 hod), G — XG/XYLOS-SR (= — 14,25 hod, = -
72 hod), H — XG/PUOS-SR (m - 0 hod, m — 15 hod, m - 72 hod), | - XG/AXOS-SR (m - 0 hod, m — 4,75
hod), J — XG/XGOS (m - 0 hod, m — 4 hod, m — 6,5 hod)

Vysledky ziskané analyzou reakénych zmesi kvapalinovou chromatografiou su zobrazené na Obr. 1
a naznacuju, Ze s vynimkou PUOS-SR (Obr. 1H) dochazda k zabudovavaniu OS-SR do XG, aj ked’
v pripade AGOS-SR (Obr. 1C) a AXOS-SR (Obr. 1I) len nepatrne. Tak ako u nespecifickej XET
z kapucinky bola najvysSia heterotransglykozylacna aktivita zistena na substratovy par XG/MLGOS-SR
(Stratilova akol. 2010). VsSetky heterotransglykozylacné reakcie boli rovnako ako u kapucinky
V porovnani s transglykozyla¢nou reakciou na substratovy par XG/XGOS-SR (Obr. 1J), ktora je typicka
pre XET, ovel'a pomalSie.

Na zaver sa da zhrnut', Ze neSpecifické XET sa zatial’ nasli v dvojkli¢nolistovych rastlinach vylu¢ne
v klic¢iacich semenach. Vysledky naznacili r6zny pomer heterotransglykozyla¢nych aktivit kapucinkove;j
a petrzlenovej XET na r6zne donor/akceptorové pary, ¢o poukazuje na rozdiely v aktivnom mieste tychto
enzymov.
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Uvod

Ait Mohand a Farkas$ boli prvi, ktori publikovali (rok 2006) novy typ transglykozyla¢nej reakcie, ktora
bola katalyzovand surovym proteinovych extraktom =z kliciacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozylacia znamena prenos odstiepeného sacharidového
fragmentu na Strukturalne odlisny sacharid. Az v roku 2010 priradili Stratilova a kol. tito aktivitu, resp.
aktivity, majoritnej forme xyloglukanendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207). V porovnani
s ostatnymi formami, ktoré sa nasli v kotyledone semien kapucinky, vykazoval tento enzym znacnu
nespecificitu voci akceptorovym aj donorovym substratom.

V tejto praci sme sa zamerali na stanovenie polysacharidov, ktoré by mohli slazit’ ako donorové substraty
XET zKkliciacich semien petrZlenu, priCom sme predpokladali rovnaké vysledky, ako sa ziskali pre
kotyledon kapucinky (obe rastliny patria medzi dvojklicnolistové). KedZe sa na stanovenie
transglykozylaénych  aktivit  zvyCajne  vyuzivaji  znacené  oligosacharidy, pouZzili  sme
xyloglukanoligosacharidy s naviazanym sulforodaminom (XGOS-SR; Kosik a Farkas 2008), ktoré
reprezentuji  prirodzeny akceptorovy substrat XET. Ako donorové substraty boli pouzité:
hydroxyetylceluloza (HEC), laminarin (LAM), glukomanan (GM), zmieSany 1,3; 1,4 — B- glukan (MLG),
arabinoxylan (AX), pustulan (PUS) a xylan (XYL). Aktivita na tieto substraty bola porovnana s aktivitou
na xyloglukan (XG), ktory je prirodzeny donorovy substrdt XET. Na stanovenie zabudovavania
znaenych oligosacharidov do polysacharidov sa pouZila tzv. dot-blot metdoda (Fry 1997) a metdda
gélovej chromatografie s vyuzitim HPLC s fluorescenénym a refraktometrickym detektorom.

Material a metody

Proteinovy extrakt bol ziskany z kli¢iacich semien petrzlenu (Petroselinum crispum cv. Olomoucka
dlouhd). Ako akceptorovy substrat sa pouzil 40 uM roztok XGOS znaceny SR pre dot-blot metddu a
27,2 uM roztok XGOS-SR pre HPLC. Ako donorové substraty boli pouzit¢ HEC, LAM, GM, MLG,
AX, PUS, XYL a pre porovnanie aj XG.

Priebeh reakcie (miera zabudovavania XGOS-SR do polymérneho substratu v zavislosti od doby
reakcie) bol sledovany pomocou izokratickej gélovej chromatografie na Hewlett Packard 1100 systéme
S fluorescenénym a refraktometrickym detektorom kontrolovanym ChemStation softvérom (Agilent).
Fluorescenény detektor bol programovany na excita¢na vinova dizku 530 nm a emisna vinova dizku
575 nm. Analyzy boli robené na TSKgel G3000 SWXL kolone, 7,8 x 300 mm (TosoHaas) pri teplote
24 °C. Koléna bola kalibrovand na XG detegovany refraktometrom a XGOS-SR detegované
fluorescenénym detektorom. Ako mobilna faza bol pouzity 100 mM octan sodny pH 5.7 s 20%
acetonitrilom. Prietokova rychlost’ bola 0.5 ml/min.
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Dot-blot metéoda vyuzivala interakciu papiera (Whatman 3MM) s polysacharidom, do ktorého sa
v dosledku transglykozylacnej reakcie zabudovavali XGOS-SR. Nezreagované oligosacharidy boli
vymyté. Intenzita fluorescencie produktu sa merala fluorescenénym detektorom Synergy HT 1 (Biotek),
pricom sa pouzil papier zodpovedajici tvarom a rozmerom 96-poziciovej Elisa platni.

Vysledky a diskusia

Jediny donorovy substrat, na ktory bola stanovena dot-blot metédou heterotransglykozylacna aktivita
proteinov (pravdepodobne XET) z kli¢iacich semien petrzlenu, bola HEC. Prekvapujici bol pomer medzi
aktivitou na substratovy par HEC/XGOS-SR a XG/XGOS-SR, ktory je prirodzenym substratom XET —
viac ako 50%. Tento isty pomer v kli¢iacich semenach kapucinky sa pohyboval okolo 10%.

Vysledok inkorporacie XGOS-SR do XG a HEC stanoveny gélovou chromatografiou na HPLC potvrdil
tento vysledok (Obr. 1 A,B). Stcasne poukdzal na ovela nizSiu aktivitu XET v semenach petrzlenu
V porovnani so semenami kapucinky.
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Obr. 7: Eluény profil reakénych zmesi pozostavajucich zo ziskaného proteinového extraktu z kli¢iacich
semien petrzlenu a rozli¢nych donor/akceptorovych parov. A — XG/XGOS-SR (m - 0 hod, m — 4 hod, m —
6,5 hod), B - HEC/XGOS-SR (m — 0 hod, m — 6,5 hod).

Dal§i vyznamny rozdiel medzi XET z tychto dvoch zdrojov bola vyrazne vyssia $pecificita XET zo
semien petrzZlenu vzhl'adom na d’alSie donorové substraty. Kym XET z kotyledonu kapucinky vobec
nekatalyzovala len reakcie, v ktorych ako donory sluzili XYL, PUS a AX, XET zo semien petrzlenu
nekatalyzovala ani reakcie s LAM, MLG a GM.

Schopnost’ XET katalyzovat’ okrem reakcie substratového paru XG/XGOS-SR aj rekciu HEC/XGOS-SR
sa zdovodiuje homologiou medzi Struktirou XG a HEC, kedZe tieto polysacharidy maji rovnaku
Struktiru hlavného retazca a bo¢né retazce XG Ciastocne priestorovo nahrazdaju hydroxyetyly HEC.
Z tohto dovodu je sporné, ¢i sa da aktivita na substratovy par HEC/XGOS povaZzovat’ za heteroaktivitu.
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Uvod

Ait Mohand a Farkas$ boli prvi, ktori publikovali (rok 2006) novy typ transglykozyla¢nej reakcie, ktora
bola katalyzovana surovym proteinovych extraktom =z kliiacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozyldcia znamena prenos odstiepeného sacharidového
fragmentu na Strukturalne odli$ny sacharid. Az v roku 2010 priradili Stratilova a kol. tato aktivitu, resp.
aktivity, majoritnej forme xyloglukanendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207).

Vzhladom na vypracovanu metodiku in vivo stanovenia transglykozylacnej aktivity tohto enzymu
(Vissenberg akol., 2000; Ibatullin akol., 2009), bolo cielom tejto prace stanovit, ¢&i sa
heterotransglykozyla¢né aktivity prejavia aj in vivo. Pouzili sa oligosacharidy fluorescenéne znacené
sulforodaminom podl'a metédy vypracovanej Kosikom a FarkaSom (2008).

Material a metody

Kliciace semena kapucinky (kotyledon Tropaeolum majus) boli nakrajané na tenké platky a inkubované
S jantaranovym tlmivym roztokom pH 5,5 obsahujucim 27,2 pumol/l oligosacharidov znacenych
sulforodaminom (SR). Ako oligosacharidy sa pouzili XGOS (xyloglukan oligosacharidy), LAOS
(laminarioligosacharidy), MLGOS (zmiesané B(1,3;1,4)-glukooligosacharidy), XYLOS
(xylooligosacharidy) a PUOS (pustulooligosacharidy). Po ukonceni reakcie (1 hod pre XGO9 a 6 hod pre
ostatné¢) boli rezy premyvané 12 hod roztokom etanol:kyselina mrav¢ia:voda (66:5:2), za ¢im
nasledovalo opakované premyvanie 60% etanolom. Inkorpordcia oligosacharidov bola sledovana
pomocou fluorescenéného mikroskopu Nikon Eclipse 80i (CFI 15 x 40 CFI Plan Fluor) s pouzitim
excitaénej vlnovej dizky 550 nm a emisnej vlnovej dizky 570 nm. Vysledok bol dokumentovany DS-Fil
Nikon kamerou (rozlisenie 5 Mpx).

Vysledky a diskusia

Heterotransglykozyla¢né aktivity, ktoré boli stanovené v extraktoch z klic¢iacich semien kapucinky tzv.
dot-blot metédou, su znazornené na Obr. 1. Ako z obrazku vyplyva, jedina pozitivna reakcia sa nezistila
s OUA-SR, ktoré ako jediné reprezentovali nabité molekuly oligogalakturonovych kyselin. Ostatné
neutrdlne oligosacharidy ako LAOS-SR, MLGOS-SR, XYLOS-SR aPUOS-SR boli schopné sa
zabudovat’ do xyloglukanu (XG, Fig.1A) alebo jeho analégu hydroxyetylcelulozy (HEC, Fig. 1B)
rovnako ako XGOS-SR, ktoré reprezentovali prirodzeny substrat pre XET.
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Obr. 1: Stanovenie heterotransglykozylacnych aktivit v extrakte z kli¢iacich semien kapucinky dot-blot
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metodou. A — donorovy substrat XG a B — donorovy substrat HEC.

In vivo stanovenia boli robené s oligosacharidmi, na ktoré bola v dot-blot metode stanovena pozitivna

reakcia (Obr. 2).
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Obr. 2: In vivo lokalizacia zabudovania fluorescen¢ne znacenych oligosacharidov do Struktir kotyledonu
Tropaeolum majus.

Ako vyplyva z vysledkov mikroskopického stanovenia, vSetky znacené oligosacharidy sa zabudovali do
Struktar bunky, ako naznacovali vysledky s proteinovymi extraktami. S vynimkou PUOS-SR sa vsetky
typy oligosacharodov v sulade s ofakavanim zabudovali do bunkovej steny, ¢im indikovali reakciu
nespecifickej formy XET (Stratilova akol., 2010). PUOS-SR sa primarne zabudovavali do
cytoplazmatickej membrany a tym sa stali predmetom d’al$ieho vyskumu (Zemkova a kol., 2012).
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Uvod

Ait Mohand a Farkas$ boli prvi, ktori publikovali (rok 2006) novy typ transglykozyla¢nej reakcie, ktora
bola katalyzovana surovym proteinovych extraktom =z kliciacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozyldcia znamena prenos odstiepeného sacharidového
fragmentu na Strukturalne odli$ny sacharid. Az v roku 2010 priradili Stratilova a kol. tato aktivitu, resp.
aktivity, majoritnej forme xyloglukanendotransglykozylazy (XET, EC 2.4.1.207).

Vzhl'adom na to, ze v surovych extraktoch zkapucinkového kotyledonu boli identifikované
heterotransglykozylaéné aktivity na d’alSie substratové pary, vyuzila sa vypracovana metodika in vivo
stanovenia transglykozylacnej aktivity XET (Vissenberg a kol., 2000; Ibatullin akol., 2009) na
potvrdenie toho, Ze tieto reakcie prebiehajt aj in vivo a ze st katalyzované XET, t.j. prebiehaju primarne
v bunkovej stene. Pouzili sa oligosacharidy fluorescenc¢ne znacené sulforodaminom podla metddy
vypracovanej Kosikom a Farkasom (2008).

Material a metody

Kli¢iace semena kapucinky (kotyledon Tropaeolum majus) boli nakrajané na tenké platky a inkubované
s 0,1 M citrat-fosfatovym tlmivym roztokom pH 5,5 obsahujicim 27,2 pmol/l oligosacharidov znacenych
sulforodaminom (SR). Ako oligosacharidy sa pouzili XGOS (xyloglukan oligosacharidy), AGOS
(arabinogalaktooligosacharidy), AXOS (arabinoxylooligosacharidy), CELOS
(celooligosacharidy), MANOS (manooligosacharidy) a GMOS (galaktomanooligo-sacharidy). Po
ukonceni reakcie (1 hod pre XGO9 a 6 hod pre ostatné) boli rezy premyvané 2 dni tlmivym roztokom.
Inkorporacia oligosacharidov bola sledovana pomocou invertovaného fluorescenéného mikroskopu Leica
DMI 3000B. Vysledok bol dokumentovany DFC 295 - Leica kamerou.

Vysledky a diskusia

In vivo stanovenia boli robené s oligosacharidmi, na ktoré sa zistila metédou gélovej chromatografie
(HPLC) pozitivna reakcia na nové substratové pary (Obr. 1, 2).
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XGOS-SR CEOS-SR

AXOS-SR MANOS-SR

Obr. 1: In vivo lokalizacia zabudovania fluorescen¢ne znacenych oligosacharidov do Struktar kotyledonu
Tropaeolum majus.

Ako vyplyva zvysledkov mikroskopického stanovenia na Obr. 1, CEOS-SR aAXOS-SR sa
zabudovavali do bunkovej steny ako XGOS, ktoré reprezentuju typicka reakciu XET. Naopak MANOS
sa zabudovavali do vnutra bunky, pravdepodobne do zasobnych polysacharidov. Dalsie oligosacharidy,
GMOS, reagovali primarne s polysacharidmi bunkovej steny, ale slaba reakcia bola pozorovana aj so
zasobnymi polysacharidmi, pravdepodobne so skrobom (Obr. 2). AGOS reagovali podobne, ale
vyraznejSia reakcia ako s bunkovou stenou, ktora bola v porovnani s ostatnymi oligosacharidmi
s vynimkou MANOS vel'mi slaba, bola pozorovana so zasobnymi polysacharidmi vo vnutri bunky (Obr.
2). Zabudovanie poslednych dvoch oligosacharidov bolo sledované aj v svetlom poli, aby sa zabudovanie
dalo lepsie lokalizovat’ (Obr. 2).

Vysledky pod¢iarkuju nutnost’ d’alSich experimentov tykajicich sa reakcie MANOS, AGOS a pripadne
aj GMOS s polysacharidmi alebo inymi latkami v bunkach kotyledonu Tropaeolum majus.
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GMOS-SR

AGOS-SR

Obr. 2: In vivo lokalizacia zabudovania fluorescenc¢ne znacenych oligosacharidov do $truktar kotyledonu
Tropaeolum majus. Nal'avo — fluorescen¢né stanovenie, napravo — stanovenie v svetlom poli.
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Uvod

Enzym xyloglukanendotransglykozylaza (XET) sa nasiel vo vSetkych rastlinach, od najnizsich ako riasy
(Van Sandt a kol. 2006) cez prasli¢ky (Fry a kol. 2008), jednokli¢nolistové (Hrmova a kol. 2007, 2009)
az po dvojkli¢nolistové rastliny (Vissenberg a kol. 2003). Funkciou tohto enzymu, ktory sa nachadza
vylu¢ne v rastlinach, je aktivne predlzovanie a skracovanie Xxyloglukanu rastlinnych bunkovych stien,
ktoré umoziuje rozpinanie steny, ktoré je nevyhnutné pri raste buniek. Toto predlzovanie a skracovanie
sa deje pomocou transglykozylanej reakcie, ktord primarne prebieha medzi dvomi vldknemi
xyloglukanu (XG).Ait Mohand a Farkas boli prvi, ktori publikovali (2006) novy typ transglykozyla¢ne;j
reakcie, ktord bola katalyzovand surovym proteinovych extraktom z kli¢iacich semien kapucinky, tzv.
heterotransglykozylaciu. Heterotransglykozyldcia znamena prenos odstiepeného sacharidového
fragmentu na Strukturdlne odliSny sacharid.

Na stanovenie tychto aktivit sa vyuzivaju ako akceptorové substraty radioaktivne alebo fluorescencne
znacen€ oligosacharidy (Kosik a Farka§ 2008). Samotné stanovenie sa da uskutocnit’ delenim produktov
reakcie kvapalinovou chromatografiou (HPLC s prislusnym detektorom) alebo tzv. dot-blot metddou,
ktora bola predstavena aj v podobe high-througput metddy na glykoc¢ipoch (Kosik a kol. 2010).

Tato praca bola zamerand na porovnanie heterotransglykozylacnych aktivit na xyloglukdn (XGQ)
a hydroxyetylcelulozu (HEC) ako donorové substraty a xyloglukdn oligosacharidy (XGOS),
pustulooligosacharidy (PUOS), xylooligosacharidy (XYLOS), laminarioligosacharidy (LAQS)
a zmieSané B-1,3;1,4-glukooligosacharidy (MLGOS) ako akceptory v proteinovych extraktoch ziskanych
z roznych Casti kapucinky a petrZlenu.

Material a metody

Proteinové extrakty boli ziskané z kli¢iacich semien petrzlenu a kapucinky, ako aj z korenov petrzlenu
anadzemnych casti kapucinky reprezentovanych stonkami a listami. Mnohotné formy XET sa
identifikovali pomocou IEF-PAGE adetekcie XET aktivity v géloch zymogramovou technikou
vyuzivajicou fluorescenéne znacené xyloglukan oligosacharidy (Farka$ a kol., 2005; Kosik, O. &
Farkas, V., 2008). Transglykozyla¢né aktivity a heterotransglykozyla¢né aktivity boli stanovené dot-blot
metddou na papieri alebo nitrocelul6zovej membrane a potvrdené gélovou filtraciou na HPLC. V oboch
pripadoch sa vyuzivali ako donorové substraty rasrtlinné polysacharidy a ako akceptory oligosacharidy
odvodené od tychto polysacharidov znacené fluorescenéne pomocou sulforodaminu (OS-SR).

Vysledky a diskusia
Vysledky IEF-PAGE st zobrazené na Obr. 1 s vynimkou kli¢iacich kapucinkovych semien (Stratilova
a kol. 2010). XET sa vyskytovali v podobe mnohotnych foriem vo vsetkych cCastiach rastlin, hoci
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kapucinka vykazovala vo vSeobecnosti vyssi pocCet foriem ako petrzlen. Najmenej foriem, len jedna
majoritnd a jedna minoritnd, sa nasli v korefioch petrzenu (Obr. 1 A).
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Obr. 1: IEF-PAGE (pH 3-10): A - surového extraktu z korena petrzlenu, B — surového extraktu
z kli¢iacich semien petrzlenu a C — surovych extraktov z nadzemnych €asti kapucinky (). Ako Standard sa
pouzil Test Mix 9, ktory sa vyfarbil Commassie blue. Aktivita XET (vpravo) sa detegovala
zymogramovou technikou (Farkas a kol., 2005).

Typické heterotransglykozyla¢né aktivity XET sa zistili len v semenach. V pripade kapucinky boli
priradené vylu¢ne majoritnej forme XET (Stratilova a kol. 2010). Da sa predpokladat’, ze podobne to
bude aj v semenach petrzlenu, lebo v dvanastdiovej rastlinke sa uz heteroaktivity nedetegovali a naviac
aj Vvsemenach bola pritomna forma totozna stou V korenoch (Garajova akol.,, 2009), ktora
heterotransglykozyla¢né aktivity nevykazovala. Vynimkou boli aktivity merané vo vSetkych pripadoch
na substratové pary HEC/XGOS-SR a XG/CEQOS-SR, ktor¢é za heteroaktivity nepovazujeme, ked’ze HEC
je Strukturdlnym analdgom XG. Funkcia neSpecifickych foriem XET indukovanych pri kli¢eni semien
nie je znama.
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Introduction

Six novel enantiopure epimeric indolizidinediols have been easily prepared in high yields by
an effective and well-established regioselective THF ring-opening reaction as a key step.
Quarternization of these species was also studied and comparison was made to the
quaternizations of other substituted indolizidines. Importantly, a combined theoretical
DFTQTAIM study has cast light on the various factors that explain the observed
conformational selectivity. The inhibitory properties of the six synthesized indolizidines were
then investigated against the recombinant Golgi a-mannosidase-I11b (dGMIIb) and lysosomal
a-mannosidase (dLM408), human homologues of Drosophila melanogaster. Among the
tested compounds, two of them, 4a and 4b, exhibited a pH-dependent inhibition of dGMIIb at
the milimolar level (IC50 = 3.5 or 1.7 mM at pH 5.8 or 6.5, respectively) without affecting the
activity of dLM408.

Methods (Polakova et al., 2011; Paschinger et al., 2006)
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Expression of Recombinant Enzymes

The expression of both a-mannosidases was performed in Pichia pastoris. The enzyme was
expressed in a secreted form into the condition medium. The supernatant of the condition
medium was used as a crude enzyme or further purified by His-tag affinity chromatography.
a-Mannosidase Assay

The enzyme assay was performed with the substrate PNP-Manp at 37 °C in 100 mm sodium
acetate buffer at two different pH. The reactions were terminated by the addition of 100 mm
Na,COs3 (0.5 mL) and the absorbances were recorded at 410 nm. The samples were prepared
in triplicate.

Inhibition Assay

Inhibition assays of the new indolizidine analogues with dGMIIb and dLM408 mannosidases
were carried out under the conditions outlined above. Stock concentrations of inhibitors were
made up in deionized H,O at a concentration of 100 mM and stored at -20 °C. Swainsonine
and mannostatin-A were used as standard a-mannosidase inhibitors. The 1C50 values

(concentrations of inhibitor at which 50% of activity remains) were determined.

Results of biological activity

Glycosidases are enzymes that catalyse the cleavage of glycosidic bonds and are clinical
targets in the design of potent inhibitors (drugs). Inhibition of mannose-trimming enzyme
Golgi a-mannosidase Il (GMII) would provide a therapeutic tool for the blocking of onco-
related cell-surface oligosaccharide structures (Dennis et al., 1999). The alkaloid swainsonine,
a natural inhibitor of GMII, and some other indolizidine derivatives that have been
synthesized and clinically tested exhibit inhibitory effects also towards lysosomal
mannosidase (LM) and strongly induce problems identical to lysosomal storage disease,
mannosidosis (Dorling et al., 1980; Tulsiani et al., 1985). Thus the design and synthesis of
new selective GMII inhibitors is now very challenging for many synthetic and clinical
laboratories. Epimeric indolizidinediols 4a,b are analogues of the alkaloid 6-(+)-
epicastanospermine. As we planned initially, the glycosidase inhibitory activities of the six
reported compounds 2a,b, 4a,b and 7a,b were studied with two glycosidases at two different
pH values, 5.8/6.5 and 5.2/6.5, in each case, and the results are shown in Table 1. In fact, two
out of the six new indolizidine compounds tested (4a and 4b) exhibited selective inhibitory
activity towards Golgi a-mannosidase without affecting the lysosomal a-mannosidase
activity. The inhibition is more pronounced at pH values above the pH optimum of the

enzymes.
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Introduction

Endoplasmic reticulum (ER) stress is characterized by the accumulation of toxic misfolded
protein aggregates in the ER lumen. Irel is an evolutionarily conserved, ER stress sensor
present in all eukaryotes with both protein kinase and ribonuclease activities. These activities
are critical for the induction of the Unfolded Protein Response (UPR), a complex set of
homeostatic mechanisms evolved to cope with ER stress in eukaryotes by promoting protein
folding and maturation in the ER. Irel detects elevated unfolded protein levels in the ER and
transmits a signal to the nucleus by splicing mMRNAs encoding master transcriptional
regulators of the UPR response - Haclp in yeast - independent of the spliceosome. Inactive
unspliced HAC1 (HAC1") is spliced to mature HAC1 (HAC1', i - means induced) which
execute the UPR transcription program to upregulate the expression of a multitude of gene
products including ER-resident proteins that promote protein folding and maturation and ER-
associated proteins involved in protein degradation. The identical activation of UPR occurs in
metazoans through transcription factor Xbp1 (XBP1" — unspliced and XBP1° — spliced).
Irel is a type | transmembrane receptor consisting of an N-terminal ER luminal domain, a
transmembrane segment and a cytoplasmic region. The cytoplasmic region of Irel
encompasses a protein kinase domain followed by a RNase domain. In analogy to many
transmembrane receptor kinases, the signal induced dimerization/oligomerization of human
and yeast Irel in the plane of a membrane is thought to promote trans-phosphorylation on
positive regulatory sites within the protein kinase domain. In addition to effecting a change in
its protein kinase catalytic function, dimerization and autophosphorylation of Irel lead to the
activation of its ribonuclease activity.

Irel expressed in E. coli has ~3 clusters where it autophosphorylates. These are the linker

domain, the activation loop, and the insertion loop in the kinase domain. Based on knowledge
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on other protein kinases, the five phosphorylation sites in the activation loop (S837, S840,
S841, T844, and S850) are involved in formation of the kinase active conformation. In some
kinases, so-called phosphorylation-dependent RD kinases, the kinase active conformation is
formed when phosphorylated residues in the action loop are deposited into a basic pocket
formed by R796 and K833 in yeast Irel. There may be a primary phosphorylation site in the
activation loop, whose deposition into the RD pocket forms the kinase active conformation.
The other phosphorylation sites in the activation may have other (if any) roles. The role of
these pfosphorylation sites was studied as a part of cooperative project with Dr. Martin

Schréder from Durham University, UK.

Results

Single phosphorylation sites of activation loop in yeast Irel protein were generated by
mutagenesis (S837) or cloning (S840, S841, T844, S850) into YCplac33 plasmid. Plasmids
carrying single mutation in IRE1 together with empty vector or wilde type (WT) IRE1
plasmid were transformed into S. cerevisiae strain with deleted IRE1 gene (Airel). Yeast
transformed with empty vector (YCplac33) was used as Airel control (unable to activate UPR
pathway) and with WT IREL as positive control. The mutants were tested by spotting analysis
on selective media supplemented with either DTT or tunicamycin, the effectors of protein
folding. The correlation of the growth phenotype during stress conditions with HACL1 splicing

will be done in cooperation with partner at Durham University, UK.

A. P-A mutant
Q-A mutant

A AA A A

11 1

816 QTGAENLRIL ISDFGLCKKL DSGQSSFRTN LNNPSGTSGW 855
Activation loop
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Figure 1. A-loop phosphorylation is not required for RNase activity. (A) The activation

loop of Irel. Used phosphorylation sites in S. cerevisiae Irel are shown in red, indicating the
nature of the Q-A and P-A mutants. (B) Northern blot showing that Q-A-Irel retains full
RNase activity monitored as HAC1 splicing. Unspliced HAC1 (HAC1") and spliced HAC1
(HAC1', i = induced) are indicated. Two smaler bands correspond to two cleavage
intermediates consisting of the 1% exon plus the intron and the 1% exon. The ER stress was
executed using 2 mM DTT for 2 hours. (C) Spotting assays showing that Q-A and P-A-Irel
confer partial resistance to ER stress. Five microliters of five serial 1:10 dilutions of the stock
solution corresponding to density Agoo = 3 yeast culture in 100 ul of H,O were spotted on
synthetic selective SD agar medium without uracil supplemented with tunicamycin of
indicated concentration. The growth at 30 °C was recorded after 2-3 days.

Tm = tunicamycin; DTT = dithiothreitol
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differently to ER stress.

Conclusion

There is the question of how Irel gains kinase activity. Our mutational analysis of yeast Irel
supports that Irel is a phosphorylation-dependent protein kinase, and that activation loop
phosphorylation is important for kinase activity, as it is evident from multiple mutants. To test
the role of the individual phosphorylation sites single mutants in all phosphorylation sites of
activation loop in yeast Irel protein were generated and checked for the ability to activate
UPR pathway. They showed different degree of sensitivity towards ER stress. While S837
and S850 were unsensitive or almost unsensitive towards ER stress, the other three mutants
were sensitive and seem to play an important role in the formation of active kinase

conformation.
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Uvod

Polyfosfat (polyP) je linearna molekula pozostavajuca z desiatok az stoviek fosfatovych zvySkov
(Kulaev, 1975). PolyP by mohol byt bohatym zdrojom energie od prebiotického obdobia az dodnes. Je
vSak vela nezodpovedanych otazok ohl'adom pdvodu a funkcie polyP. Podla tedrii prof. Arthura
Kornberga, ktory charakterizoval polyP ako bioenergeticki fosiliu, bol polyP vytvoreny pocas
prebiotickej evolicie Zeme a stal sa hlavnym zdrojom energie prvych organizmov na Zemi (Kornberg,
1995). Polyfosfatkinazy (PPK) st kl'i¢ové enzymy zapojené do metabolizmu polyP (Kornberg et al.,
1956). Tieto enzymy katalyzuji polymerizaciu a degradaciu polyP vlakna za sti€asnej produkcie alebo
spotrebe ATP (Kornberg et al., 1956; Kuroda and Kornberg, 1997). Ked'ze otazky polyP a PPK st uzko
prepojené, z uvedenej tedrie vyplyva, ze PPK su evolu¢ne staré enzymy. Bolo popisanych viacero PPK,
prevazne vyskytujucich sa v doméne zivota Baktéria (Achbergerova and Nahalka, 2011). Nasim ciel'om
bolo objasnit’, ktord PPK vyskytujiica sa v doméne Zivota Baktéria je starsia. Ci je to PPK1 alebo PPK2.

Material a metody

Pre zostavenie kolekcie 109 proteinovych sekvencii PPK1 a 109 proteinovych sekvencii PPK2 sme
pouzili proteinovu sekvenciu Escherichia coli PPK1 (PDB kod- 1XDO) a Pseudomonas aeruginosa
PPK2 (PDB kéd- 3CZP) (Berman et al., 2000) v Standardnom vyhl'adavani v programe BLAST (Altschul
et al., 1990). Sekvencie sme zarovnali v programe Clustal X2 (Larkin et al., 2007) a USEARCH 5
(Edgar, 2010). Pre fylogenetické analyzy bol pouzity program MEGA 5 (Tamura et al., 2011).
Fylogeneticky strom bol zostaveny pouzitim Statistickej metddy Maximum Likelithood a modelu
Whelan-Goldman. Redukovany nezakoreneny strom, uloZeny vo formate Newick a graficky upraveny v
programe TreeGraph 2 (Stover and Miiller, 2010) je na obr. 1.

Vysledky a diskusia

Genetické duplikacie sa povazuju za hlavny evolu¢ny zdroj novych funkcii proteinov. Prvé prace
Susumu Ohno hovorili 0 tom, ze po zdvojeni génu sa jeden z nich vymani zo selektivneho obmedzenia
a nasledne za¢ne vol'ne hromadit’ neutralne mutacie, ktoré by boli inak v konzervovanom géne Skodlivé
(Ohno, 1999). V poslednych rokoch prevlada vsak nazor, ze véac¢Sina duplikovanych génov, ktoré su
fixované v populacii, zvySuje fitness ak st pritomné v dvoch alebo viacerych kopiach v genéme (Lynch
and Conery, 2000; Kondrashov et al., 2002). Myslime si,
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Obr. 1: Nezakoreneny strom zostaveny pouZitim S$tatistickej metody Maximum Likelihood a modelu
Whelan-Goldman. Fylogeneticky strom ukazuje evoltciu v poradi PPK2—PPKI1.

ze jednym z takych pripadov bola aj duplikéaciu génu pre protein PPK. V nasej praci sme sa snazili zistit’,
ktory z génov pre protein, PPK1 alebo PPK2 je starsi. Pouzitim metéd popisanych v kapitole material
a metody sme urobili fylogenetickt stadiu 109 PPK1 a 109 PPK2 proteinovych sekvencii. Nezakoreneny
strom sme zostavili $tatistickou metodou Maximum Likelihood (model Whelan-Goldman). Na obr. 1 je
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redukovany strom zostaveny z 38 PPK1 a 38 PPK2 sekvencii z jedenastich rodov (Pseudomonas,
Rhodanobacter, Thioalkalivibrio, Thiomonas, Chloroflexus, Microcystis, Alishewanella, Aeromonas,
Vibrio, Staphylococcus, Bacillus). Na zaklade tohto stromu mézeme povedat, ze protein PPK2 je starsi
ako PPK1.
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Uvod

Primarne zdroje prirodzene sa vyskytujucich antioxidantov su vsetky obilniny, ovocie
a zelenina (Prakash a kol., 2001). V poslednej dobe sa zvySuje zaujem o prirodné antioxidanty
vratane polysacharidov, polyfenolovych latok, vitaminu E a C a karotenoidov, ktoré su
povazované za vyznamné latky v prevencii proti oxidacnému stresu. Z chemického hladiska
sa za antioxidant povazuje latka, ktora zabranuje autooxidécii. Autooxidacia je sposobena
prevazne radikalovou retazovou reakciou medzi kyslikom a substratom. Antioxidanty su
zberace radikalov, ktoré rusia radikalovi retazovu reakciu.

Cielom priace bolo posudit’ antioxidaénti aktivitu polysacharidov kridlatky
sachalinskej (Fallopia sachalinensis) dvomi metédami.

Material a metody

Listy kridlatky boli nazbierané v aprili 2007 v Ceskom Krumlove (CR) a poskytnuté
Dr. N. Vrchotovou (Centrum vyskumu globalnej zmeny, AV CR,v.v.i.). Listy boli ususené
a pomleté na jemny prasok. Extrakciou podl'a postupu uvedeného v praci Jurecek a kol., 2012
sa ziskali dve polysacharidové frakcie. FS-1 extrahovana destilovanou vodou a FS-2
extrahovana acetatovym pufrom pH 4,8.

Obsah urénovych kyselin (UA) bol stanoveny s 3-hydroxybifenylovym c¢inidlom
(Blumenkrantz a Asboe-Hansen, 1973), kde galakturéonova kyselina bola pouzitd ako
standard. Celkovy obsah fenolov bol stanoveny s Folin-Ciocalteau metodou (Yu a kol., 2002),
kde sa ako Standard pouZzila kyselinu galovi. Na stanovenie antioxidacnej aktivity bola
pouzita DPPH metoda (Kostalova a kol. 2013) a FRAP metoda (Rao and Muralikrishna,
2006).

Vysledky a diskusia

Frakcie FS-1 a FS-2 predstavuju pektinové polysacharidy, ktoré sa lisia v obsahu
kyslych cukrov FS-1 29,2% a FS-2 57,9 %. Vodny extrakt FS-1 obsahuje zna¢ne vyssi obsah
fenolovych latok (18,9 %) v porovnani s FS-2 (7,1 %).

Schopnost’ vychytavat  stabilné volné radikaly DPPH sa testovala na obidvoch
vodorozpustnych polysacharidovych frakciach extrahovanych z listov F. sachalinensis.
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Obr. 1. Antioxida¢na aktivita polysacharidov FS-1 a FS-2 pri r6znych koncentraciach

Vychytanim DPPH" pomocou antioxidantu dochadza k zmene hodnoty absorbanie pri 517 nm
(zmena farby roztoku z fialovej na zIt), ktord sa meria spektrofotometricky. Antioxidacna
aktivita (AOA) polysacharidov sa vyrazne zvySovala so stipajicou koncentraciou vzorky
(Obr.1). Frakcia FS-1 bola aktivnejsia pri niz§ich koncentraciach, zatial' ¢o pri koncentracii
0,5 mg/ml sa aktivitou obidve frakcie vyrovnali.

Rovnaku tendenciu mali obidve vzorky pri sledovani ich redukénej schopnosti
pomocou FRAP metddy. Zakladom tejto metddy je redukcia zelezitych idnov na Zeleznaté pri
nizkom pH, pri¢om sa tvori farebny zeleznato-tripyridyltriazinovy komplex. Roztok FeSO,
pri réznej koncentracii bol pouzity na vytvorenie kalibracnej krivky a FRAP hodnota bola
vypocitana porovnanim zmeny absorbancie pri 595 nm. Vysledky FRAP metody (vyjadrené v
umol FeSO, ekvivalentu/1 g vzorky) dokazuju takmer 2,6 nasobne vyssiu redukénti
schopnost’ polysacharidu FS-1 (674.4 +£11.8) v porovnani s polysacharidom FS-2 (253.6
+15.2).

Je dokézané, ze galakturénova kyselina alebo jej polymer tj. polygalaturdnan su silné
antioxidanty (Rao and Muralikrishna, 2006). V tomto kontexte je zaujimavé, ze polysacharid
FS-1 s niz§im obsahom UA (29,1 %) dosiahol maximalnu hodnotu AOA pri niZSej
koncentracii ako vzorka FS-2 | ktora mala obsah UA az 57,9 %. Z toho vyplyva, Ze vyssi
obsah UA v polysacharide nie je jedinym doévodom vysokej antioxidacnej aktivity
testovanych vzoriek. Polysacharidové frakcie obsahovali tiez fenolové latky, ktoré si zname
svojimi antioxida¢nymi vlastnostami (Yu et al., 2002). V izolovanych polysacharidoch su
rozne druhy fenolovych latok atieto samotné maji rozdielnu antioxidacnu aktivitu
v zavislosti na ich chemickej Strukttre (Scherer and Godoy, 2009). Rozdiel medzi celkovym
obsahom fenolovych latok (TP) v FS-1 (18,9 %) a FS-2 (1,7 %) je relativne velky a je zrejmé
ze obsah azlozenie TP vyrazne prispieva k antioxida¢nej aktivite sledovanych
polysacharidov. Vysledky in vitro experimentov demostruju, Ze schopnost’ vychytavat
radikaly je spojend aj s obsahom tychto latok v polysacharidovych frakciach.
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Uvod

Kridlatka (pohénkovec) je znama invazivna rastlina pochddzajica z Vychodnej Azie
patriaca do celade stavikrvovité. Na Slovensku sa najprv rozsirili ako zdhradnd okrasna
rastlina, ale v sti¢asnosti vytlaca domace porasty v okoli riek a ciest. Bioaktivne produkty
pripravené z rastlin ¢el'ade stavikrvovité sa bezne pouzivaji v ¢inskej a japonskej medicine
(Chang and But, 1987). Z pohladu potencialneho vyuzitia listov kridlatky sa sledovalo jej
polysacharidové zloZenie. Hromadkova a kol. (2010) potvrdili, ze hlavnou zlozkou vodnych
vyluhov st pektinové polysacharidy. Pektin je zndmy pre jeho zdraviu prospesné vlastnosti,
preto je aj ¢asto pouzivany v réznych bioproduktoch.

Cielom prace bolo presetrit schopnost’ polysacharidov kridlatky sachalinskej
(Fallopia sachalinensis) zmiernit’ kasl'ovy reflex vyvolany chemickym stimulom.

Material a metody

Listy kridlatky boli nazbierané v aprili 2007 v Ceskom Krumlove (CR) a poskytnuté

Dr. N. Vrchotovou (Centrum vyskumu globalnej zmeny, AV CR,v.v.i.). Listy boli ususené
a pomleté na jemny prasok.
Extraktivne latky boli odstranené Soxhletovou extrakciou so zmesou chloroform/etanol
(65:35) 6 h anasledne s metanolom 3,5 h. Takto upravené listy boli extrahované destilovanou
vodou 2 h, 60 °C apotom 14 h pri laboratornej teplote. Sediment sa odcentrifugoval
a supernatant bol vyzrdZany do Stvornasobného objemu etanolu. Vzniknutd zrazenina sa
odfiltrovala, dialyzovala a lyofilizovala (FS-1; 1,34 g). Sediment z prvej extrakcie sa
nasledne extrahoval acetatovym pufrom pH 4,8 (800 mL; 70 °C) 2,5 h. Po extrakcii sa zmes
centrifugovala a extrakt sa este prefiltroval na frite S4, zneutralizoval na pH 7,1 a vyzrazal do
etanolu. Zrazenina sa odfiltrovala, dialyzovala a lyofilizovala (FS-2; 2,15 g).

Celkovy obsah cukrov (TC) bol stanoveny fenol-kyselina sirova testom (Saha
a Brewer, 1994) a obsah uronovych kyselin (UA) bol stanoveny s 3-hydroxybifenylovym
¢inidlom (Blumenkrantz a Asboe-Hansen, 1973). V oboch metédach bola pouzita
galakturénova kyselina ako standard. Celkovy obsah fenolov bol stanoveny Folin-Ciocalteau
metodou (Yu a kol., 2002), kde sa ako Standard pouzila kyselinu galovu.

Supresia kasl'a a Specificky odpor dychacich ciest pdsobenim polysacharidovych
extraktov sa merala na bdelych morcatach v dvojkomorovom body pletyzmografe (Hugo
Sachs Elektronik, typ 855) a vysledky sa porovnavali s G¢inkom kodeinu (Nosalova a kol.,
2011). Polysacharidy boli aplikované v davke 50 mg kg™ hmotnosti a kodein v davke 10 mg
kg™ hmotnosti. Kagl'ovy reflex bol vyvolany aplikaciou 0,3 M kyseliny citrénove;.
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Vysledky a diskusia

Vyzrazanim vodnych extraktov sa ziskali polysacharidové frakcie FS-1 aFS-2
v mnozstve 1,47 % a 2,37 % vztahované na vzducho-suchui vzorku. Hodnoty analytickych
merani su prehl'adne uvedené v tabul'ke 1. Celkovy obsah cukrov bol 65,9 % pre FS-1 a 67,9
% pre FS-2. Obidve vzorky obsahuju takmer rovnaky celkovy obsah cukrov. Podstatny
rozdiel je v pomere medzi obsahom kyslych cukrov (UA) a neutralnych cukrov. V porovnani
SFS-2, vodny extrakt FS-1 obsahuje polovicné mnozstvo UA aznafne vySS$i obsah
fenolovych latok (TP).

Tabul’ka 1
Analytické zloZzenie polysacharidov extrahovanych z listov F. sachalinensis
Vzorka UA? TP ?® Neutralne cukry (mol %)
(%) (%) Gal Glc Man Ara Xyl Rha

FS-1  292+12 189+16 28 31 8 24 6 2
FS-2 579+26 7.1+£06 29 18 2 32 6 12
UA — urénové kyseliny, TP —fenollové latky,  prepocitané na vzucho-sucha vzorku.

Papierova chromatografia hydrolyzatu potvrdila, ze galakturonova kyselina je hlavnou kyslou
cukornou zlozkou v oboch frakciach, o je charakteristické pre pektiny. Vysoky obsah
arabindzy a galaktozy vo vzorke FS-1 poukazuje na pritomnost’ arabinogalaktanu.
Arabinogalaktany sa vyskytuji v bunkovych stenach rastlin ako samostatné komponenty
alebo ako zlozky inych polysacharidov, napriklad pektinovych latok. Frakcia FS-2 je bohatSia
na UA (~58%) a z neutralnych cukrov obsahuje hlavne arabindzu, galaktéozu a ramnozu
(Tab. 1), ¢o svedc¢i o dominancii vetveného pektinového polysacharidu.

Antitusickad aktivita

Ziskané polysacharidové frakcie sa testovali na antitusickll aktivitu, kde sa sledoval
ich vplyv na supresiu kasl'a a $pecificky odpor dychacich ciest, pricom kasel’ bol vyvolany
U morciat chemicky pomocou kyseliny citronovej (Nosalova akol. 2011). Antitusicka
ucinnost’ bola porovnavana s latkami bezne pouzivanymi v klinickej praxi. ISlo o centralne
pdsobiace antitusikum — kodein v davke 10 mg kg™ hmotnosti. Aplikacia pektinovych
polysacharidov v davke 50 mg kg™ hmotnosti viedla k 3tatisticky vyznamnému poklesu
sledovanych parametrov kasl'a. Namerané hodnoty st graficky znazornené na Obr. 2.

Orélna aplikacia polysacharidu FS-1 sa prejavila znaénym zniZenim poctu néarazov
kasl'a uz po 30 min. V dalSich intervaloch, bola antitusickd aktivita eSte viac vyrazna
a maximalne potlacenie kasla bolo dosiahnuté po 120 minutach od aplikacie. Vzorka FS-2
bola ucinnejSia a maximalny pokles poctu narazov kaSla dosiahla uz po 60 minttach. po
aplikacii. Ako je vidiet na Obr. 2, pri aplikédcii obidvoch vzoriek dochadza k Statisticky
vyznamnému potladeniu kasla pocas celej dizky trvania experimentu. Supresia kasla
pektinovymi polysacharidmi z F. sachalinensis. dosiahla G¢innost’ centralne pdsobiaceho antitusika
kodeinu.
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Obr. 2. Zmeny po¢tu narazov kasl'a indukovaného chemicky po podani polysacharidov FS-1,
FS-2 (50 mg kg™) a kodeinu (10 mg/kg). N — hladina citlivosti zvierat pred
aplikéciou testovanej latky.

Podakovanie

Tato publikacia vznikla vd’aka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt: Centrum excelentnosti pre bielo-zelenti biotechnologiu, ITMS 26220120054,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.

Literatura
Blumenkrantz, N., Asboe-Hansen, G. (1973) Analytical Biochemistry 54, 484-489.

Chang, H.M., But, P.P.H. (1987) Pharmacology and Applications of Chinese Materia Medica.
World Scientific Publishing Co. Pte. Ltd. 2, 918-928.

Hromadkova, Z., Hirsch, J., Ebringerova, A. (2010) Chemical Papers 64, 663-672.
Kostalova, Z., Hroméadkova, Z., Ebringerova, A., Polovka, M., Michaelsen, T.E., Paulsen,
B.S. (2013) Industrial Crops and Products 41, 127-133.

Nosalova, G., Prisenznakova, L., Ebringerova, A., Hromadkova, Z. (2011) Fitoterapia 82,
357-364.

Saha, S.K., Brewer, C.F. (1994) Carbohydrate Research 254, 157-167.

Yu, L., Haley, S., Perret, J., Harris, M., Wilson, J., Qian, M. (2002) Journal of Agricultural
and Food Chemistry 50, 1619-1624.

~ 55 ~


http://pubs.acs.org/journal/jafcau
http://pubs.acs.org/journal/jafcau

VyuZitie tekvicovej biomasy

Zuzana Kost'alova*, Zdenka Hromadkova,

Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko
Chemicky ustav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zelenu biotechnologiu, Tr. A. Hlinku 2, SK-949
76 Nitra, Slovensko

*chemzuko@savba.sk

Klucove slova
Tekvicova biomasa, pektin, kysla extrakcia

Uvod

Doméce suroviny sa v podmienkach SR vyuzivaji iba obmedzene, relativne malo efektivne
a stupen ich vyuzitia nad’alej klesa. Cucurbita pepo L. var. styriaca je spontannym mutantom
obycajnej tekvice Cucurbita pepo, pri ktorej obalové semenné vrstvy nie st zdrevnatené
a zhrubnuté. Pouzitim tychto bezSupkovych odrdd sa koncom 19. storocia vyrazne zjednodusila
vyroba oleja. V priemysle su vyuzivané iba semena a nevyuzita tekvicovd biomasa sa bezne
zaorava. V slcasnosti sa vie, ze tekvicova biomasa je nadejny a zaujimavy zdroj pektinu (Shodina
a kol., 1998). Pektin sa bezne izoluje z jabl¢nych a citrusovych vyliskov. Najvacsie uplatnenie ma
ako zahustovadlo, ale dostava sa do popredia aj ako pridavok do bioproduktov vd’aka vybornym
zdraviu prospesnym uc¢inkom.

Cielom prace je dokéazat, Zze vysoko kvalitny pektin sa dd extrahovat aj
Z pol'nohospodarskeho odpadu akym je tekvicova biomasa.

Material a metody

Zakladny material predstavuje tekvica olejna (Cucurbita pepo var. Styriaca) zberana
v septembri 2005 v lokalite Kolinany na pokusnej baze na Skolskom pol'nohospodarskom
podniku SPU v Nitre. Tekvicova biomasa po odstraneny semien bola postrihana, volne
ususSena a nasledne pomleta.

Pomleta tekvicova biomasa (2g) bola extrahovana 0,03M HCI pri 80 °C 1 h. Nerozpustny
materidl bol oddeleny filtraciou cez tkanivovy filter a potom sa nechal volne ususit. Filtrat sa
vyzrazal do rovnakého objemu etanolu. Sediment sa odcentrifugoval (12000 rpm) a zlyofilizoval
(ODK, 84 mg). ODK bola nasledne rozpustend a upravend pomocou NaOH na pH 7,1. Ziskana
polysacharidova frakcia sa d’alej analyzovala.

Na stanovenie celkového obsahu cukrov bol pouzity fenol-kyselina sirova test (Saha
a Brewer, 1994). Obsah urénovych kyselin bol stanoveny s 3-hydroxybifenylovym c¢inidlom
(Blumenkrantz a Asboe-Hansen, 1973). V tychto dvoch metodach sa ako S$tandard pouzila
galakturénova kyselina. Obsah dusika bol merany na elementarnom analyzatore Fisons instrument
EA1108. Celkovy obsah fenolov sa stanovil spektrofotometricky s pouzitim Folin-Ciocalteau
¢inidla (Yu a ko., 2002). Ako Standard sa pouZila kyselina galova. FT-IR spektrum bolo merané v
KBr tablete na spektrometri Nicolet-Magna 750 s rozlisenim 4 cm™.Vnitorna viskozita bola
merand v 0,IM NaCl pri 25 °C pomocou Ubelohdeho viskozimetra. Stupenn metylesterifikacie
tekvicového pektinu bol stanoveny z *H-"*C HSQC NMR spektra. NMR bolo merané v D,0 pri 60
°C na pristroji Varian 400 MR.

Vysledky a diskusia
Kyslou extrakciou sa z tekvicovej biomasy izolovala pektinova frakcia (4,1 %). Zakladna
charakterizécia tekvicového pektinu je uvedena v tabul’ke 1. Z celkového obsahu cukrov (65,43
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%) tvorili urébnové kyseliny 40,15 %, priCom papierova chromatografia potvrdila pritomnost’ iba
galakturonovej kyseliny. Vysoky podiel neutrdlnych cukrov (~ 25 %) a ich zloZenie naznacilo, ze
vzorka obsahuje aj neutrdlny arabinogalaktan. Pritomnost’ pektinu a arabinogalaktdnu potvrdzuje
FT-IR spektrum izolovaného polysacharidu (Obr. 1).

Aj napriek tomu ze extrakt bol zrazany etanolom, v izolovanej polysacharidovej frakcii
ostala Cast’ proteinov, ktorych pritomnost’ potvrdzuje vyssi obsah dusika (1,23 %) vo vzorke. Tieto
proteiny sa tu mézu vyskytovat' v podobe komplexu s arabinogalaktanom (Classen a kol., 2000).
Fenolové latky st d’alSou necukornou zlozkou ktorej pritomnost’ bola potvrdena v izolovanom
polysacharide. Tieto latky byvaja Casto esterovo naviazané na polysacharidovy retazec.

Tab.1l. Analytické zlozenie tekvicového pektinu

Tekvicovy pektin

ODK
Celkové cukry (%)* 65,43 = 10,85
Urénové kyseliny (%)? 40,15+ 2,90
Fenolické latky (%) 0,6 +0,1
Dusik (%) 1,23
Stupen metylesterifikacie DE (%) ~55
Vnutorna viskozita (ml/g) 214

% pocitané na vzducho-suchti vzorku; — nebolo merané.

Zakladnou charakteristikou pektinovych polysacharidov je ich stupen esterifikdcie a
vnitorna viskozita. Stupefi esterifikacie vo vzorke (~ 55 %) bol stanoveny z "H-*C HSQC NMR
spektra (nepublikované) porovnanim metylesterifikovanej a neesterifikovanej galakturénove;j
jednotky. Izolovany pektin s DE vyssim ako 50 % sa povaZuje za vysoko esterifikovany. Tieto
druhy pektinu vytvaraji v kyslom prostredi pevné gély apreto maju uplatnenie hlavne ako
zahustovadlo pri vyrobe dzemov ¢i zelé (Voragen a kol., 1995). VysSia vnutornd viskozita 214
ml/g naznacuje zaujimavé moznosti uplatnenia tohto polysacharidu aj v inych oblastiach.

| I | I I I | I
3000 2000 1600 1200 300
Yinotet crmrt
Obr. 1. FT-IR spektrum tekvicového pektinu

Zékladna charakteristika izolovanej frakcie bola potvrdena FT-IR spektrom (Obr.1).
Spektrum obsahuje absorpéné pasy karboxylovych (1635 cm™ ) a esterovych (1743 cm ™) skupin a
v strednej oblasti spektra typické pasy pre pektinové arabinogalaktany (1076 , 1051 a 887 cm ™)
(Kagurékova a kol., 2000). Pritomnost’ proteinov bola potvrdena vibraénymi pasmi 1650 cm ™'
amidu | a 1547 cm ™! amidu II, pricom v pripade tekvicového pektinu bol pas amidu I prekryty
pasom dominantnej galakturénovej kyseliny.
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Kyslou extrakciou sa z tekvicovej biomasy izoloval viskdzny vysoko esterifikovany pektin ,
ktory by mohol ngjst’ rovnaké uplatnenie ako citrusovy pektin. Vyuzitim tohto polysacharidu
V potravinarskom ¢i farmaceutickom priemysle by viedlo k zuzitkovaniu dalSieho nevyuzivaného
a a zaroven Vysoko produkovaného pol'nohospodarskeho odpadu.
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Uvod

Glykozylacia proteinov patri medzi posttranslacné modifikécie proteinov a v stiCastnosti sa
vie, ze glykoproteiny maju kli¢ovu tlohu vo vicsine biologickych procesov zaloZzenych na
bunkovom rozpoznavani ako regulacia vyvoja, bunkova diferencidcia, imunitna odpoved’,
zéapaly, oplodnenie, interakcie atogén — hostitel' a d’alSie (Yue et al. 2009). K zmendm
glykozylacie dochadza v dosledku vyvoja r6znych ochoreni v¢itane rakoviny. V sucastnosti je
vel’ky zaujem vyvinat vhodné metddy na urCenie zmeny glykozylacie. Pouzitie lektinov
v kombinacii s niektorou z biozrozpoznavacich metod je mozny sposob ako uréit’ ticto zmeny.
Lektiny su proteiny ktoré Specificky viazu molekuly obsahujuce cukry, a preto st vhodné na
ich detekciu. Tato ich vlastnost’ sa v poslednej dobe zacina vyuZivat najmd v modernych
bioanalytickych metddach ako povrchova plazmova rezonancia (SPR), microarray
a prietokova cytometria (Mislovi¢ova et al. 2009, Katrlik et al. 2010). SPR ako "label-free"
metoda, teda metdda nevyzadujlica znacenie, je velmi popularna pre sledovanie interakcii
biomolekul. Kedze je plne automatizovatelnd a v porovnani s inymi technikami merania
interakcii vyzaduje velmi malé mnoZstvd Casto tazko dostupnych materidlov, je Coraz
CastejSie  vyuzivana pri  Stadiu  najroznejSich  biologickych  systémov, vratane
nizkomolekulovych zluc¢enin, glykoproteinov, oligonukleotidov, receptorov, protilatok, ako aj
virusov a intaktnych buniek.(Rich et al.2007).

Vysledky a diskusia

Pre Stadium pouzitelnosti SPR metédy na kvalitativne a kvantitativne hodnotenie
pritomnosti glykoproteinov vo vzorke sa pouzili 3 komercne dostupné lektiny so znamou
glykoSpecificitou na o-D-mandzové Struktury, ktoré perspektivne moézu slizit na
bioanalytické stanovenie mandzovych glykoproteinov, Konkanavalin A (Con A), SoSovicovy
lektin (LCA) ahrachovy lektin (PSA). Z glykoproteinov obsahujicich  o-D-mandzové
Struktiry sa pouzila invertdza (INV), glukoamyldza (GA) a transferin (TRSF). Merania sa
robili na pristroji Biacore 3000.
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Obrazok 1. Senzorgram interakcie GA na LCA biocipe.
Koncentracie GA boli 6,2 uM, 2,1 uM, 0,69 uM, a 0,23 uM. Najvyssej
koncentracii zodpovena najvyssia odozva.

Tabulka 1. Disocia¢né konstanty Kp Studovanych interakcii

ConA LCA PSA
Ko [uM] Ko [uM] Ko [uM]
(steady (steady (steady (steady (steady (steady
state) state, state) state, state) state,
Hillova Hillova Hillova
metoda) metoda) metoda)
Invertaza 0.31 0.78 0.09 0.26 0.41 0.47
Glukoamylaza | 2.61 3.05 1.43 4.85 5.56 3.27
Transferin 1.15 13.50 6.52 24.20 14.10 3.40

Podarilo sa pripravit’ lektinové bioCipy, ndjst optiméalne pracovné podmienky pre
interakciu s glykoproteinmi a regeneraciu, a namerat disociacné konStanty Kp interakcii
lektin — glykoprotein, ktoré boli v rozmedzi 10® - 107 M. Tieto hodnoty su v sulade s uz
publikovanymi hodnotami Kp pre interakciu invertdzy a GA s ConA nameranymi pomocou
SPR na dextranovom &ipe'', a navyse su rozsirené o Kp pre glykoprotein transferin vyuzivany
aj ako biomatker, a o interakcie s d'alSimi dvoma lektinmi Specifickymi na a-D-manozu,
vSetko na Cipe s karboxymetylovym povrchom s nizkou vézobnou kapacitou pre potlacenie
efektu klastrovania. Ziskané vysledky st dobrym zakladom pre bioanalytické vyuZitie
lektinovych bioc¢ipov na stanovenie koncentracie glykozylovanych proteinov vo vzorkach.
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Uvod

Nase predchadzajuce vysledky ukazali, ze manany and glukomanany r6zneho povodu
maji dobru antioxida¢nu aktivitu a antimutagenitu (Krizkova et al. 2001). Vysoka aktivita
extracelularneho mananu C. albicans je v sulade s vysledkami Liu et al. (Liu et al. 1997)
ktory predpokladal, Ze pritomnost’ proteinov v sacharidovych molekulach zosiliiuje ich
aktivitu odstraiiovat’ vol'né radikaly.

Vysledky a diskusia

Antioxidacnd a antimutagenickd aktivita mananov a manan-konjugatov izolovanych
z bunkovej steny kvasinick najmd Saccharomyces cerevisiae (M-S.c.) syntetickych
neoglykokonjugatov mananu S. cerevisiae s 'udskym serum albuminom (M-HSA1, M-HSA2)
a mikrobidlnym enzymom penicilin G acylazou (M-PGA) — boli skusané in vitro v
unicelularnych flagelatov Euglena gracilis posobenim genotoxickych ¢inidiel ofloxacinu a
akridin oranze (AO).

Tabulka 1. Charakteristiky mananu a manan-protein konjugatov

Vzorka Obsah sacharidov [%] Muw (HPLC)
[kDa]
Manan S.c. 100 46
M-HSA 1 25.5 160
M-HSA 2 36.0 240
M-PGA 37.2 153
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Obrazok 2. U¢inok M-S.c., M-HSA1, M-HSA2 a M-PGA na AO-indukovani genotoxicitu
v E.gracilis

M-S.c., M-HSA1, M-HSA2 a M-PGA ukazuju Statisticky vyznamnt koncentra¢ni
zavislost' ochrannej antigenotoxickej aktivity proti obom latkam. M-PGA sa javil ako
najefektivnejsi inhibitor ofloxacin- a AO-indukovaného poskodenia chloroplastu DNA,
pricom M-HSA2 a M-HSAT1 boli menej efektivne a M-S.c. mal najniz$iu antigenotoxicku
aktivitu. Predpoklada sa, Ze rozdielny mechanizmus moze byt obsiahnuty v ich ochrannom
ucinku — antioxidacnej aktivite v pripade ofloxacinom indukovaného poskodenie DNA
a priamou adsorpciou AO na konjugaty mananu ako mozny mechanizmus ochrany, ktory je
zalozeny na spektrofotometrickych meraniach. Délezité charakteristiky mananov izolovanych
z bunkovej steny kvasiniek aich konjugatov, ako ich dobra rozpustnost' vo vode, Siroké
spektrum ich biologickej aktivity, nizka toxicita, dobra stabilita a ich antimutagénne efekty s
roznym spOsobom Uc€inku, st perspektivnym faktorom pre ich prakticka aplikaciu ako
antioxidanty a antimutagénne Cinidla.
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Uvod

Glykoproteiny st produkty post-translacného procesu proteinov vo vSetkych biologickych
organizmov. Pritomnost’ sacharidovych jednotiek v prirodnych glykoproteinoch modifikuju
ich fyzikalnochemické a biologické vlastnosti. Glykozylacia proteinov ma kriticka tlohu na
ich expresiu, terciarnu S$truktiru, zvySuje tepelnu a proteolyticku stabilitu a tvori ich
interakciu s druhymi biomolekulami. Davis et al.1999, Varki A. 1993, Specker D. et al.
2007). Sacharidové zlozky, ktoré sa nachadzaju v prirodnych glykoproteinoch obyc¢ajne maju
komplexnt a nehomogénnu Strukturu. Modifikéacia proteinov so sacharidmi kedy sa ziskavaju
nové fukéné glykoproteiny nazvané neoglykoproteiny je zndma viac ako 30 rokov.
Neoglykoproteiny st latky, ktoré napodobiiuji prirodné glykoproteiny. Vyhodou
neoglykoproteinov pripravenych synteticky z proteinov je ze obsahuju sacharidy o zname;j
Struktre istej Cistote.

Uelom tejto prace bolo optimalizovat’ pripravu mannan dialdehydov, ktoré su
vychodzimi medziproduktami pri konjugécii s proteinmi — hovddzim serum albuminom
(BSA) a penicilin G acylazou (PGA). Ziskané¢ neoglykoproteiny sa charakterizovali z
hl'adiska ich molekulovej hmotnosti ako aj percentualneho obsahu sacharidov a proteinov.

Vysledky a diskusia
Miernou perjodatovou oxidaciou mananu Saccharomyces cerevisiae sa pripravili jeho
dialdehydy (Masarova et al. 2001), ktoré¢ st vhodné na syntézu novych druhov
neoglykoproteinov. Stredné molekulové hmotnosti pdvodného mananu ako aj jeho
oxidovanych derivatov sa stanovili HPLC metédou a obsah aldehydovych skupin Park-
Johnson metodou.

Tabulka 1. Produkty perjodatovej oxidacie mananu Sc.

Vzorka n(NalO)s/n(monosach.) Obsah aldehyd. skupin My, (Da)
n(aldehyd)/n(polysach.)
Manan — 1 55000
ManO1 0.054 11 54 500
ManQO2 0.135 20 51 200
ManO3 0.270 28 49 500
ManO4 0.540 22 46 100
ManO5 0.710 13 39 600

Vybrané oxidované manany sa pouzili na pripravu BSA a PGA konjugatov metédou
reduktivnej aminacie aplikovanim réznych pomerov manan/protein (4:1, 1:1, 2:3, a 2:5).
Podmienky reakcie boli: pritomnost NaCNBH3, laboratorna teplota pri reakcii s BSA a 4 °C
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pri reakcii s PGA (Masarova et al. 2002)). Ziskané neomanoproteinu sa potom
charakterizovali.

Tabul’ka 2. Molekulové characteristiky manan-BSA konjugatov

Vzorka Obsah sach. [%0] Mw Polydisperzita
[kDa] Muw/Mp
BSA 0 66.7 -
Manan 100 53.0 1.3
ManO1-BSA 25 176.2 2.8
ManO2-BSA 28 246.3 3.2
ManO3-BSA 30 169.1 3.6
Tabul’ka 3. Molekulové characteristiky manan-PGA konjugatov
Vzorka Obsah sach. Mw
[%0] [kDa]
PGA 0 80.0
Manan 100 55.0
ManO1-PGA 22 260.0
ManO2-PGA 41 310.0
ManO3-PGA 40 240.0

Dva oxidované manany s nizkym obsahom dialdehydovych skupin ManO1 a ManO2
sa pouzili na pripravu Styroch réznych konjugitov s PGA aplikovanim rozdielnych
manan/PGA hmotnostnych pomerov. SEC frakcionaciou na Sephacryl S-300 HR kolone sa
zistilo, ze kazdy pripraveny konjugat obsahoval 2 rozdielne frakcie a sice mensi podiel
vysokomolekularnej frakcie (fr.1) s molekulovou hmotnostou M, nad 10° kDa
(charakterizované s HPSEC chromatografiou na kolone HEMA-BIO 1000) a vacsi podiel
nizkomolekularnej frakcie (fr.2) s molekularnou hmotnostou v rozmedzi 286-395 kDa
(stanovené SEC-MALS-SCV systémom).

Tabul’ka 4. Charakteristiky mananPGA neoglykoproteinov

Vzorka Pomer pri konjug.  Podiel frakcii Obsah Mw  Mu/Mp
ManO/PGA(w/w) (%, wiw) sacharidu (kDa)
(%, wiw)

PGA — — — 78.4 —
ManO1-PGAa-fr.1 1:1 28 5143 >10° —
ManO1-PGAa-fr.2 1:1 72 4745 332 2.1
ManO1-PGAb-fr.1 1:3 31 5344 >10° —
ManO1-PGAb-fr.2 1:3 69 4244 283 1.5
ManO2-PGAa-fr.1 31 46 67+3 >10° —
ManO2-PGAa-fr.2 31 54 61+5 395 1.8
ManO2-PGAb-fr.1 1:3 38 4743 >10° —
ManO2-PGAb-fr.2 1:3 62 4346 286 1.8

Ziskané Udaje ukazali, Ze mnoZstvo vysoko-molekuldrnej frakcie zavisi od stupna
oxiddcie mananu a tiez od pomeru reakénych zloziek pri konjugdcii. VSetky
vysokomolekuldrne frakcie obsahovali vyssi obsah sacharidov ako nizkomolekularne frakcie
pripravené z tej istej vzorky oxidovaného mananu.
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Uvod

Manan je polysacharid, ktory sa vyznaCuje silnou afinitou k lektinu Concanavalin A
a Z tohto dévodu je vyznamny pre syntézu glykoproteinov, ktoré maji perspektivne vyuzitie
Vv lektinolégii. (Jennings et al. 1994). Je zname, Ze tento polymér obsahuje viacndsobné
Specifické manozylové skupiny, ktoré maji niekol’konédsobne vyssiu afinitu ku Concanavalinu
A ako metyl o-D-manopyranozid (a-MMP) znamy ako najsilnejsie interagujuci monosacharid
(Morell et al. 1996). Myslienka konjugovat manan s proteinom, atym zabudovat do
proteinovej molekuly polysacharidové vlastnosti, bola prvy krat pouzitd pri priprave
syntetickych antigénov (Young et al. 1998).

Vysledky a diskusia

Téato praca bola zamerand na konjugaciu mananu s proteinmi za tcelom ich interakcie s
lektinmi. Optimalizacia oxidacie mananu a jeho d’alSej konjugécie s proteinmi BSA a PGA
bola bola uz Studovana a sumarizovana.(Masarova et al. 2001, Masarova et al. 2002)
Interakcia manan-proteinu konjugatov s Con A with sa $tudovala tromi réznymi metodami: 1/
kvantitativna precipitacia; 2/ sorpéna metdd; a 3/ SPR.
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Obrazok 1. Precipitation of mannan and mannan-BSA conjugates with Con A. -e- original
mannan, -o- ManO1-BSA (25% of saccharides, M,=176 kDa) -o- ManO2-BSA (28% of
saccharides, M,,=246 kDa), -/ - ManO3-BSA (30% of saccharides, M,,=169 kDa)
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Obrazok 2. Precipitacia manan-PGA konjugatov s Con A.
-o- ManO1-PGADb (42% sacharidov, M, =283 kDa) -m- ManO2-PGAa (61% sacharidov,
M,=395 kDa) -0- ManO2-PGADb (43% sacharidov, M,,=286 kDa)

Tabulka 1. Interakcia mananu a jeho BSA konjugatov s Con A stanovena Langmuirovou
adsop¢nou izotermou na Con A-perlovej celuloze a ako disocia¢né konStanty metddou SPR

Sorbat Om Kb R® Ko (SPR)
(nmol sorbate/g (M) (M)
vlhky sorbent)

Manan 3.16x10°° 5.2x10® 0.941 —
ManO1-BSA 8.68x107° 5.67x10 0.962 5.32x10"
ManO2-BSA 3.44x107 8.98x10® 0.945 3.25x107
ManO3-BSA 5.71x107° 2.81x107 0.721 5.02x10"

Tabul'ka 2. Dissocia¢né konStanty interakcie Man-PGA konjugatov s Con A
stanovené metédou SPR

Konjugat Kb
[M]
ManO1-PGAb 4.09x10”
ManO2-PGAa 3.64x107
ManO2-PGAb 3.94x107

Modifikacia mananu jodistanovou oxidaciou sposobuje zmenu jeho interakcie s Con A a
nasledne tieZ ovplyviiuje vlastnosti manan-protein neoglykokonjugatov. Merania interakcie
neoglykonjugatov s Con A vSak potvrdili, Ze metdda ich pripravy zachovava moZnost
mananu interagovat’ s lektinom Con A. Bolo zistené vSetkymi tromi pouzZitymi metédami, ze
affinita mananu naviazaného na protein v neoglykonjugatoch je podobnd v porovnani s
poévodnym mananom. Bolo to dokumentované hodnotami Kp manan-protein — Con A
interakcie (v rozmedzi 107 a 108 mol.L™"). Tato metoda konjugicie sa da pouzit pri
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glykozylacii proteinov/enzymov, pri priprave biologicky aktivnych glykokonjugatov alebo
vSeobecne ako imobilizacna technika pre glykoproteiny.
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Uvod

Penicilin G acylaza (PGA; penicillin amidohydrolase, EC 3.5.1.11) z Escherichia coli sa
komeréne pouziva na vyrobu 6-aminopenicilanovej kyseliny a 7-deacetoxycefalosporinovej
kyseliny cez penicilin G a cefalosporin G hydrolyzu. Tieto zluCeniny st zname ako
medziprodukty  produkcie semisyntetickych [-laktamovych antibiotik (Erarslan,1993).
Rychlost’ enzymatickej reakcie vSeobecne je zavisla od teploty, takze zvysenie stability
enzymu je dolezitym faktorom z praktického hl'adiska. (Klibanov, 1983) Spdsob imobilizacie
enzymu je najviac prezentovany v stidiach venovanych tejto problematike. (Lafuente et al
1992). Chemicka modifikécia s vodorozpustnymi makromolekulami je jednym zo spdsobov
stabilizacie enzymu.(Inada, et al. 1994). V poslednych Stadiach sa dosiahol zna¢ny narast
stability voci proteolyze, vyssej teplote a pri skladovani zosietovanim proteinovej molekuly
a aktivovanym sacharidovym retazcom.

Vysledky a diskusia

Tato praca sleduje vplyv glykozylacie PGA mananom na jej pH- a tepelnu stabilitu. Studovali
sa 3 aspekty tejto stabilizadcie enzymu: najmd 1/ stupen oxidacie mananu 2/ obsah sacharidu
v manan-PGA konjugatoch 3/ priemerna molekulova hmotnost’ (My,)

Tabul'ka 1 Charakteristiky oxidovanych mananov a glykozylovanych enzymov pripravenych
ich konjugéciou s PGA

Manan  Aldehyd.skupiny M,  Pripraveny  Konjug. pomer Obsah sach. Spec.aktivita M,,

(mol CHO/mol man) glyko- man/PGA(w/w)  (%,w/w) (U/mg prot.)

enzym

- - - Native PGA - - 7.0 80000

M-1 11 44500 MPGA-1-1 3:1 25 4.1 520000
MPGA-1-2 1.1 22 3.2 260000
MPGA-1-3 1:3 18 2.8 140000

M-2 20 42000 MPGA-2-1 31 50 6.0 580000
MPGA-2-2 1:1 41 6.0 310000
MPGA-2-3 1:3 33 5.2 300000

M-3 28 40000 MPGA-3-1 31 41 6.3 490000
MPGA-3-2 1:1 40 6.4 240000
MPGA-3-3 1:3 28 5.9 310000
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pH- a tepelna stabilita konjugatov sa Studovali a vypocitali ako “half-life” a vol'na
aktivacné energia deaktivacie (Masarova et al. 2001). Ziskané vysledky hodnét ,,half-lifes* su
uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2.. Charakteristiky “half-lifes” manna-PGA a rozli¢nych podmienok.

pH 3, pH 10, pH 8, pH 8,
Vzorka 37°C 37°C 37°C 50 °C
ty, (Min) ty, (Min) ty, (Min) ty, (Min)

PGA 12 23 95 18
MPGA-1 90 98 210 138
MPGA-2 36 124 182 78
MPGA-3 76 71 104 65
MPGA-1 116 117 229 224
MPGA-2 40 141 186 108
MPGA-3 62 12 126 56
MPGA-1 160 152 334 289
MPGA-2 52 187 213 136
MPGA-3 80 122 171 68

Ziskané vysledky ukazali, Ze stabilita manan-konjugatov je vysSia v porovnani s
povodnou PGA a zavisi od charakteru derivatu mananu naviazaného na enzyme a obsahu
sacharidu v konjugate. Okrem v prostredi pH 10, bola stabilita PGA pri ostatnych pouzitych
pH timerna obsahu mananu a molekulovej hmotnosti konjugatu.

Manozylovanyma tiez schopnost tvorit vel'mi stabilné nerozpustné zrazeniny s
lektinom Con A, v dosledku bioSpecifickej lektinovej interakcie mananu s Con A. Tato
precipitacia sa m,0Ze aplikovat’ ako d’al§i sposob stabilizacie PGA, pretoZe stabilita Con A-
sietovanych manna-PGA konjugitov je vysSia ako povodnych manna-PGA konjugétov.
Utinok precipiticie s Con A na stabilizaciu manna-PGA bol pozorovany ako u
vysokomolekularnych frakcii tak aj u nizkomolekularnych frakcii. (Maséarova et al. 2004).

Derivatizicia PGA s mananom a inymi polysacharidmi vplyva tieZ na stabilitu
enzymu v prostredi organickych rozpustadiel. Konjugicia PGA s dextranom a mananom
zvySuje vyznamne ich stabilitu v extrémnych podmienkach a to pri pH 3 a mierne pri pH 9 a
tiez ukazuje zvySenie stability pri vysSej teplote 55 °C. Stabilizany uc¢inok of dextranu a
mananuv prostredi organickych rozpustadiel (n-butyl alkohol, n-propyl alkohol, metyl
alkohol and butyl acetat) spdsobuje, Ze deaktiva¢ny pol€as sa zvysil z 1,3 nasobného na 10,6
nasobny v zavislosti od typu pouzitého polysacharidu a koncentracie organického
rozpustadla. (Mislovicova et al. 2000).
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Uvod

Zvysky bunkovych stien biomasy Aspergillus niger nerzpustné v alkaliach obsahujii hlavne
chitin a (123, 1>6)-B-D-glukan. Chitin je pritomny vo forme mikrofibril fyzikalne
zabudovanych v B-glukanovej matrici.(Rosenberger, 1976, Sietsma et al. 1981).
Polysacharidy (1->3)-B-D-glukanového typu patria do skupiny takzvanych biologickych
latok tvoriacich odozvu (Machova et al. 1995, Kulicke et al. 1997). Imunofarmakologicka
aktivita B-glukanu zahfiia zvysenie rezistencie hostitel'a vo¢i virovej, bakterialnej, plesiiovej
a parazitickej infekcii.

Vysledky a diskusia

Cielom tejto prace bolo pripravit vodorozpustné chitin-glukany z mycélia Aspergillus
niger, odpadového materialu, ktory sa ziskava pri priemysel'nej vyrobe kyseliny citronove;j.
Pouzila sa metoda posobenia ultrazvuku o vysokej energii. Studoval sa vplyv podmienok
napuciavania a ¢as poOsobenia ultrazvuku na vytazok vodorozpustného produktu. Na
stanovenie vplyvu ultrazvuku na distribuciu molekulovej hmotnosti vodorozpustnych chitin-
glukanov sa pouzila chromatograficka metdéda HPLC a tieZ sa niou charakterizovali produkty
ziskané frakciondciou.

Tabulka 1. Vplyv Casu posobenia ultrazvuku na vytazok vodorozpustnych polysacharidov

Ultrasonikacia 0 10 20 30 40

[min]

Vodorozpustné 24 2.8 3.4 35 3.8
polysacharidy [mg]=

Vodorozpustné 9.6 11.2 13.6 14.0 15.2
polysacharidy [%]"

*Stanovené fenol-sirovou met
" % relativne vzhl'adom ku povodnej vahe vzorky
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Tabulka 2. Vplyv mnozstva vychodzieho CHG na vytazok vodorozpustnych polysacharidov

Vsadka CHG Bez pdsobenia Posob. ultrazvuku
ultrazvuku
[mg/25 ml 1M NaOH] [mg]=* [%]" [mg]* [%]"
25 2.4 9.6 3.4 13.6
50 3.8 7.6 6.1 12.2
100 8.2 8.2 8.5 8.5
200 17.8 8.9 14.6 7.3

* Stranovené fenol-sirovou metddou
" % relativne vzhl'adom ku povodnej vahe vzorky

Tabul’ka 3.Vplyv pomeru CHG:NaOH na vytazok vodorozpustného lyofilizatu

Vsadka Vaha lyofilizatu Vytazok lyofilizatu
[mg/25ml NaOH] [mg] [%]"
25 3.9 15.6
50 8.8 17.6
100 24.4 24.4
200 32.6 16.3

" % relativne vzhl'adom ku povodnej véhe vzorky

Tabul'ka 4. Vyt'azok vodorozpustnych frakcii

Frakc. Characterizacia Lyofilizat Lyofilizat Dusik
No [mg] rozpust. CHG [%]
[%]"
0 Vzorka pred _ 100 2.40
frakcionaciou
1 Frakcia 3.2 11.9 3.22
Mw<30 kDa,
odsolena
2 Frakcia 15.9 59.1 3.45
Mw>30 kDa
rozpust.v stud.vode
3 Frakcia 7.8 29.0 251
Mw>30 kDa
rozpust. v hortcej
vode

" % relativne vzhl'adom ku X vahy lyofilizatov (1+2+3)

Zaverom mozno konStatovat, Ze poOsobenie vysoko-energetického ultrazvuku na
vodonerozpustny CHG dochadza k Stepeniu retazcov na vodorozpustné fragmenty s vysokym
obsahom chitinu, ktoré sa odsStepuju z povrchu napucanych castic (vytvaranie dutin na
povrchu). Nasledne tieto fragmenty pdsobenim ultrazvuku tvoria agregaty s vysokou
molekulovou hmotnostou (cca 600 kDa), ktoré mdézu pri vysSej koncentracii koagulovat'.
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Mnozstvo CHG fragmentov o vysokej molekulovej hmotnosti je umerné ¢asu pdsobenia
ultrazvuku, teplote a pomeru CHG:1M NaOH.
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Introduction

Honeybee brood food, larval jelly (LJ) produced by nurses (bees aged between 5 and 15 days)
contains antimicrobial peptide defensinl. It was documented that the peptide (originally
characterized as royalisin- Fujiwara et al 1990) is capable to inhibit in vitro growth of the
honeybee bacterial pathogen Paenibacillus larvae (Bilikova et al. 2001, Bachanova et al.
2002). The pathogen is a causative agent of the most serious larval disease American
foulbrood (AFB) which causes substantial financial losses in beekeeping and agricultural
production dependent on pollination. Young larvae are infected by bacterial spores that
contaminate the brood food (Shimanuki et al. 1992, Genersch 2010). The presence of
defensinl in LJ and its antimicrobial properties suggest that defensinl could contribute to the
protection of the brood against AFB. The aim of this work was to compare defensinl levels:
(1) in royal a worker jellies representing food of queen and worker larva, respectively, (2) in
colonies of different breeding lines and to evaluate two ways of normalization of defensinl
levels- against total protein (TP) or water-soluble protein (WSP) of LJs.

Materials and Methods

Biological material

Samples of RJs and WJs were collected from Apis mellifera carnica colonies belonging to
different breeding lines. Colonies came from three apiaries: the apiary of the Institute of
Apiculture Liptovsky Hradok (L) and private apiaries in Valask4 (V) and in Slatina (S). LJs
were collected during June — July within three years. RJs were collected from natural queen
cells, mostly from one cell during swarming of colonies. WJs were gathered from a number of
worker cells containing 2—3 days old larvae in the total volumes of 40-50 ul. LJ samples were
collected into microtubes, stored at —20 °C and before weighing for analysis homogenized well
by stirring with a spatula.

Analysis of protein content of LJs

The dry weight of LJ samples was determined in around 20 mg of LJs after their lyophilization
in microtubes. In the lyophilized samples, nitrogen (N) content was determined with an
elementary analyzer (Fisons Instrument EA 1108). From N, total protein (TP) was fixed
employing the universal conversion factor of 6.25 (FAO Food and nutrition paper 77, Rome
2003, ISSN 02544725, pp.7-11). The amount of water-soluble proteins (WSP) in LJs was
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measured in their water extracts using Coomassie Blue protein assay (Sedmak & Grossberg
1977) and BSA as a reference.

Quantification of defensinl in LJs by immunobloting

RJ or WJ samples of about 2.5 mg were resuspended at a concentration 1 mg/100 ul in the
loading buffer and boiled for 8 minutes. Aliquots containing 0.2 mg of jellies were
electrophoresed on 16.5% Tricine-SDS-polyacrylamide gel (Schigger & Jagow 1987). Two
parallel gels were run in a Mini-Protean Il electrophoresis cell (BioRad), one loaded with LJ
samples and the second one with various amounts defensinl quantification standard. Proteins
were transferred onto nitrocellulose membrane and immunobloting was performed as
described Klaudiny et al. (2012).

Comparison of defensinl levels in LJs

Membranes after immunodetection were scanned or photographed with a DC120 Zoom
Digital Camera and defensinl bands were semi-quantified with 1D Image Analysis Software
(Kodak). Amounts of defensinl in bands were determined using calibration curves derived
from defensinl quantification standards. Two or three independent quantification of defensinl
in each LJ were performed from which average value was calculated. Defensinl amounts were
then normalized to the TP as well as WSP in LJs. Relative levels of defensinl in compared set
of LJs were estimated by dividing normalized defensinl amounts with the lowest value
occurred in the set.

Results and discussion

Levels of defensinl, TP and WSP were determined in 43 RJ and 9 WJ samples. Analyzed LJs
showed variability in all determined parameters. The highest differences among jellies were in
their TP and WSP contents reaching almost two-fold and more than two-fold values,
respectively. WSP/TP ratios lying in the range 56.4 - 86.0% and dry weights had lower
variability. RJs contained less TP and WSP than WJs. Defensinl levels varied in jellies
between 0.159-0.524 pg/mg LJ. WJs contained similar relative amounts of defensinl as RJs.
Relative defensinl levels normalized to TP varied between 1-3.01 and those normalized to
WSP between 1-2.72. Importantly, similar patterns of variations of LJ defensinl levels were
obtained with both types of normalizations. The average relative levels of defensinl in the LJs
were 1.61 and 1.63, respectively. In vast majority of samples, relative levels of defensinl
fluctuated between 1.0-1.9 (both normalizations) (Fig.1).

Based on obtained findings, we classified colonies according to magnitude of LJ defensinl
levels into two groups -those producing LJs with standard defensinl levels (SDef1P) and those
with higher defensinl levels (HrDefl1P). As HrDef1P colonies, we took colonies containing
LJs with relative defensinl levels higher than 1.9. Several colonies of apiaries L and V
belonging to various breeding lines met these criteria (Fig. 1). However, none of the examined
breeding lines can be marked as the line with higher LJ defensinl expression because the lines
with HrDeflP colonies contained also SDeflP colonies. Obtained data demonstrated that
defensinl is constitutive component of RJ and WJ. Further research is needed to reveal
whether the observed variability in defensinl amounts in the larval food of young larvae may
influence susceptibility of honeybee colonies against AFB.
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Fig. 1. Profile of relative defensinl levels in analyzed LJs. The picture demonstrates the extent of variances in
defensinl levels in RJs and WJs and documents that both ways of normalization of defensinl amounts in LJs
either versus total protein (TP) or to water-soluble protein (WSP) make possible to identify the identical LJs
containing higher defensinl levels (relative Defl amount higher than 1.9). WJs represented samples 28, 37, 38,
41, 50-55. Samples from distinct apiaries: (V) 1-5, 11-38; (L) 6-10, 39-41, 50-55; (S) 42-49. Samples of distinct
honeybee breeding line: Dianiska 1-5, 11-38; Sklenarka 6, 10, 53; Vucko 7; Singer 8, 39-41, 54-55; Tatranka 9,
50-52; Hontianka 42-49. Note: Three LJs are depicted twice in the graph (samples: 4, 15; 5, 17 and 41, 55).
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Uvod

Sialové kyseliny (Sias), t. j. derivaty kyseliny neuraminovej, ¢asto zakon€uju oligosacharidové retazce
nachadzajice sa na povrchu buniek a tiez na glykoproteinoch a glykolipidoch. Typické st pre stavovce
a vyssie bezstavovce, avSak vyskytuja sa aj u niektorych mikroorganizmov. V I'udskom organizme plnia
viaceré dblezité funkcie, z ktorych vyplyva aj ich praktické vyuzitie najmi vo farmaceutickom priemysle
a v medicine (Schauer, 2009; Talafova a Nahalka, 2012). Pre priemyselnu pripravu Sias a ich analdgov
sa vyuziva enzym aldolaza kyseliny sialovej (SAA, EC 4.1.3.3.), ktory katalyzuje kondenza¢nu reakciu
N-acetyl-D-manozaminu (ManNAc) a pyruvatu (Liese a kol., 2006). V prezentovanej praci bol enzym
SAA fuzovany na N-konci s doménou viaZzucou celuldzu z baktérie Clostridium cellulovorans (CBDygjos)
a exprimovany v Escherichia coli za podmienok, v ktorych dochadzalo ku kontrolovanej precipitacii
a agregacii enzymu do formy aktivnych inkliznych teliesok (IBs). Tie boli nésledne imobilizované
Vv alginatovych Casticiach, zosietované glutaraldehydom a lyofilizované. Imobilizovany enzym bol
nasledne opakovane pouzity ako biokatalyzator kondenzacnej reakcie na pripravu kyseliny N-
acetylneuraminovej (Neu5Ac) a zaroven sluzil aj ako biosenzor pri monitorovani reakcie prietokovym
kalorimetrom.

Material a metody

Gén nanA (E. coli K-12) koédujuci SAA bol amplifikovany z plazmidu pET15b-NIIl. Po PCR bol nanA
purifikovany a inkorporovany do linearizovaného plazmidu pET-34b(+) pouzitim Ek/LIC kitu
(Novagen). Vektory obsahujice gén SAA fizovany s CBDgjes boli nasledne pouzité na transformaciu E.
coli BL21(DE3). Podmienky kultivacie recipientnych kmenov a izolacie IBs uz publikovali Nahalka
a kol. (2008). Na imobilizaciu IBs bol pouzity roztok 1,5% vysoko viskézneho alginatu sodného so 60%
kyselinou D-manurénovou. Cez strickacku formované kvapky boli vnasané do 1%-ného vodného
roztoku CaCl,.2H,0 (w/v). Po inkubacii boli nerozpustné Castice suspendované v 50 mM Tris timivého
roztoku (pH 7,5) azosietované pridanim glutaraldehydu. Po premyti boli zrnie¢ka lyofilizované
(Nahalka a kol., 2008). Na monitorovanie reakcie bol pouZzity prietokovy kalorimeter (3300 Thermal
Assay Probe, Advanced Biosensor Technology, AB, Lund, Sweden). Imobilizované¢ IBs boli
stcastou kolony a taktiez boli pridané do mikroreaktora k zmesi 75 mM pyruvatu, 50 mM Tris a 50 mM
CaCl,, pH 7,8. Uvedena zmes cirkulovala cez kalorimeter az do dosiahnutia konstantnej AT. Reakcia
bola potom iniciovana pridanim ManNAc (400 mM ManNAc, 50 mM Tris, 50 mM CaCl,, pH 7,8) do
mikroreaktora (Nahalka a kol., 2008). Zaroven bola reakcia analyzovand pomocou HPLC (Shimadzu
System LC-10AD, SPD-10AV) pomocou kolony TESSEK Separon SGX NHj;. Izokraticky roztok
pozostaval z 50 mM HsPO, a 10 mM MgCl, (pH 6,4; trietylamin) pri prietoku 0,5 ml.min™, UV detekcia
pri 240 nm (Nahalka a kol., 2008). Izomerizacia GIcNAc na ManNAc prebiehala 48 h pri izbove;j teplote
vo vodnom metanolovom roztoku hydroxidu sodného (55 mM) pri réznych koncentracidch metanolu
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(0%, 25%, 50%, 75%, 85%, 95%, v/v). Sias boli z reakcie izolované krystalizaciou 99% kyselinou
octovou a nasledne vyzrazané a purifikované acetonom (Nahalka a kol., 2008).

Vysledky a diskusia

IBs vykazuju v prietokovom kalorimetri exotermicky signal, ¢o umoziiuje monitorovat’ prebiehajucu
reakciu. Standardny prietokovy kalorimeter bol adaptovany na diferencidlny systém, pri ktorom
dochadzalo k recirkularizacii substratového roztoku. Kazdy konverzny cyklus bol iniciovany pridanim
ManNAc a koniec reakcie bol stanoveny ako dosiahnutie ustdleného AT. Zaroven boli z kazdého cyklu
odobrané vzorky a analyzované vyuzitim HPLC. Vysledky ziskané oboma metédami zhodne potvrdili,
ze umerne s predlzujucim sa casom priebehu reakcie dochadzalo k znizovaniu koncentracie ManNAc ako
dosledok jeho konverzie na NeuSAc (Obr. 1). Korelaciu napétia a koncentracie ManNAc uz publikovali
Gemeiner a kol. (1996).
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Obr. 1: Kalibrécia prietokového kalorimetra. Znazornend je zavislost' zmien napétia a koncentracie ManNAc od
¢asu priebehu reakcie. Zvlast je eSte znazornena linearna zavislost’ napitia a koncentracie ManNAc.

Po 20 konverznych cykloch bola dosiahnutd operacna stabilita reaktora a vytazok NeuSAc dosahoval
stale rovnaku uroven, ato mnoZstvo vytvorené konverziou 40% ManNAc. Z vysledkov, ktoré
publikovali Maru a kol. (1998) vyplyva, Ze vytazok je mozné zvysit pridavanim pyruvatu systémom
»fed-batch®. Pridanim pyruvatu v troch dévkach sa podarilo zvysit' podiel ManNAc premeneného na
Neu5Ac na 60% (Obr. 2).

Dalsie experimenty boli venované priprave ManNAc, ktory je prili§ drahym substratom pre priemyselnu
vyrobu NeuSAc. Preto sa pripravuje epimerizaciou GIcNAc na atome C-2 bud’ enzymaticky (Marukin
Shoyu Company, Ltd.; Forschungzentrum Jiiglich, GmbH) alebo chemicky (GlaxoSmithKline) (Liese
a kol., 2006). My sme vyskusali ,,one-pot™ alkalicki epimerizaciu suspenzie GIcNAc v metanole. Ako
vyhodnejsie sa ukazalo vyuzitie refluxu, pricom optimalna koncentracia metanolu bola 25-50%. Pri
tychto koncentraciach boli ziskané vytazky nielen najvacsie, ale mali aj najvyssiu Cistotu. Pri ,,fed-batch*
experimente popisanom vyssSie bolo 55% takto pripraveného ManNAc (73% zmes) konvertovaného na
Neu5Ac. Pokles 05% Vv porovnani s predoslymi vysledkami pri pouziti ¢istétho ManNAc zapri¢inil
GlcNAc, ktory posobi ako inhibitor (Mahmoudian a kol., 1997).

Vysledny produkt (Neu5Ac) bol ziskany kryStalizdciou pouzitim kyseliny octovej a purifikaciou vodnym
roztokom acetonu, pricom jeho vysledna Cistota bola 99% (HPLC).
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Obr. 2: Postupné pridavanie pyruvatu do reakcie monitorované prietokovym kalorimetrom. Reakéna zmes
obsahovala 50 mM ManNAc, 50 mM CaCl,, 10,8 g (Cerstva vaha) IBs v reaktore a 0,4 g v kolone kalorimetra.

Vysledny objem bol 103 ml, pH 7,5. Pyruvat bol pridany v troch davkach (znazornené na obrazku sipkou), kazda
obsahovala 25 mM pyruvatu.

Uvedené vysledky dokazuju, ze produkcia enzymov fuzovanych s CBDgjos V E. coli vedie k agregacii
a tvorbe aktivnych nerozpustnych inkliznych teliesok, ktoré sa I'ahko izoluju a zosietované a viazané
Vv alginate si zachovavaju dlhotrvajicu operacnu stabilitu a procesné vlastnosti. Enzym SAA sa moZze
v tejto forme vyuzit' ako biokatalyzator a zaroven aj biosenzor pri priprave NeuSAc kondenzéciou
ManNAc a pyruvatu, pricom najvssi vytazok je mozné dosiahnut’ tzv. ,,fed-batch* priddvanim pyruvatu.
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Uvod

Sialové kyseliny (Sias) predstavuju skupinu monosacharidovych jednotiek, ktorych molekula pozostava
z deviatich uhlikov. Zvy¢ajne zakonéuju oligosacharidy pripojené k povrchu buniek alebo k proteinom
a lipidom stavovcov a vyssich bezstavovcov. Sprostredkiivaju areguluju viaceré normalne, ale aj
patologické procesy v I'udskom organizme (Schauer, 2009; Talafova a Nahalka, 2012). Vd’aka svojim
Specifickym vlastnostiam moézu byt Sias velkym prinosom, najmd pre farmaceuticky priemysel
a medicinu (Talafova a Nahalka, 2012). Na sialyl4ciu substratov sa mo6zu pouzit’ bunkové linie, avSak
urovenn sialylacie je variabilnd a Casto nedostato¢nd. Preto sa pozornost’ venuje najmi zvySovaniu
efektivity sialylacie in vitro. Uplatiuji sa dva typy enzymovych reakcii: sialyltransferaza vyuzivajica
CMP-N-acetylneuraminovi kyselinu (CMP-NeuAc) atrans-sialiddza vyuzivajuca ako substrat 3’-
sialyllaktozu alebo fetuin (Marchal a kol., 2001). KedZe tieto substraty su ndkladné, predstavujeme
metédu pripravy CMP-NeuAc a 3’-sialyllaktézy zlacného polyfosfatu. Ten je vyuzivany
polyfostatkinazou 3 (PPK3), ktora v kombinacii s d’alSimi enzymami vytvara biokatalyticki zmes na
syntézu uvedenych substratov (Obr. 1).

ManNAc
Sial
pyruvét
CSAS ST3
CBD-CMK CBD-PPK ; ;
CMP C DP laktoza
/ '\: CMP
CDP P

P.

Obr. 1: Schéma syntézy CMP-NeuAc (CMP-Sial) a 3’-sialyllaktézy pouzitim biokatalytickej zmesi. CBD-CMK,
CBD-PPK - cytidilatkindza (CMK) a polyfosfatkinaza (PPK) agregované do formy inkluznych teliesok; SAA —
aldolaza kyseliny sialovej; Sial — NeuAc; CSAS - syntetdza kyseliny CMP - sialovej; ST3 — a2,3-
sialyltransferaza.

Material a metody

Gén pre PPK3 z baktérie Silicibacter pomeroyi a gén HJd0053 kédujuci 02,3-sialyltransferazu z baktérie
Haemophilus ducreyi (ATCC 700808D) boli purifikované a vloZzené do linearizovaného vektora pET-
34b(+) pouzitim LIC kitu (Novagen). Vysledny protein bol na N-konci fizovany s CBDgjes, €0 sposobilo
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agregaciu proteinu do aktivnych inkliznych teliesok (Nahalka a kol., 2008). Rekombinantnymi vektormi
boli nasledne transformované bunky E. coli BL21(DE3). Podmienky kultivacie recipientnych kmenov
a izolacie IBs publikovali Nahalka a Pétoprsty (2009). Enzymova aktivita a celkovy priebeh reakcie boli
sledované pomocou HPLC. Kazdych 20 minat bola z rekacie odobrand vzorka 10 ul, zamrazila sa
a neskor sa pouzila na analyzu. HPLC prebiehala na zariadeni Shimadzu System (LC-10AD, SPD-10AV,
RID-10A), kolona TESSEK Separon SGX NH,. Izokraticky roztok na monitorovanie syntézy CMP-
NeuAc pozostaval z50 mM H3PO, a 10 mM MgCl;, (pH 6.,4; trietylamin), prietok 0,5 ml.min'l. Na
sledovanie syntézy 3‘-sialyllaktozy bol pouzity roztok pozostavajuci zo 60% acetonitrilu a 40% kyslého
vodného roztoku (50 mM H3POy, 10 mM MgCly), prietok 0,5 ml.min™ (Nahélka a Pitoprsty, 2009).

Vysledky a diskusia

CMP-NeuAc bola syntetizovand pouzitim biokatalytickej zmesi. Ta pozostavala z cytidilatkinazy (CMK)
a PPK3 vo forme aktivnych inkluznych teliesok a celych buniek produkujucich aldolazu kyseliny
sialovej (SAA) aj syntetazu kyseliny CMP-sialovej (CSAS) (Obr. 1). Priprava tychto buniek uz bola
predtym popisana (Song a kol., 2003; Nahalka a kol., 2004). Vysledkom reakcie bolo 52 mM CMP-
NeuAc, z ¢oho vyplyva, Ze vytazok z reakénej zmesi objemu 10 ml by mohol byt teoreticky 300 mg
CMP-NeuAc (Obr. 2).

&0
j: —— CMP-NeuAc
. —o— CMP
—»— CDP
60 4

—— CTP

CMP-NeuAce (m M)

14
Reakény éas (h)

Obr. 2: Zmena koncentracie CMP-NeuAc v zavislosti od ¢asu priebehu reakcie. Reakéna zmes (10 ml) obsahovala
4,8 mg CMK a9,2 mg PPK3 vo forme inkliznych teliesok, 150 mM polyfosfatu, 150 mM pyruvatu, 75 mM
ManNAc, 75 mM CMP, 50 mM MgCl,, 5 mM CTP, 50 mM Tris (pH 7,8), inkubované pri 30°C a po 1 hodine sa
pridalo 50 mg (sucha vaha) E. coli exprimujiucich SAA/CSAS.

Enzym a2,3-sialyltransferdaza (ST3) katalyzujuci syntézu 3’-sialyllaktézy mal vSak vo forme IBs vyrazne
znizenu aktivitu. Po opracovani detergentom a izolacii IBs predstavovala aktivita ST3 v rozpustnej aj
nerozpustnej forme iba 5% celobunkovej aktivity. Z tohto dévodu boli pri naSom experimente pouzité
lyofilizované bunky H. ducreyi so zvySenou expresiou ST3. Konverzia CMP-NeuAc na 3’-sialyllaktézu
vSak nebola kompletnd. ZvySeny vytazok 3’-sialyllaktézy bol dosiahnuty oddelenim syntézy CMP-
NeuAc a 3’-sialyllaktozy (Obr. 3). Zatial sa ale neda jednoznacne urcit, ¢i méa na vysledny produkt
reakcie rozhodujici negativny vplyv CMP, polyfosfat alebo PPi/Pi. Na zvySenie efektivity uvedenej
reakcie budu este potrebné d’alSie experimenty.
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Obr. 3: Zmena koncentracie 3’-sialyllaktozy (3’-sialLac) v zavislosti od ¢asu priebehu reakcie. K 5,75 ml reakéne;j
zmesi na syntézu CMP-NeuAc bolo pridanych 4,25 ml zmesi obsahujticej 100 mM laktozu a 50 mM Tris (pH 7,8
pri 30°C). Reakcia bola iniciovana pridanim 50 mg (sucha vaha) E. coli produkujucich ST3.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze CMP-NeuAc a 3’-sialyllaktozu je mozné efektivne syntetizovat’ tu
prezentovanym spdsobom s vyuzitim biokatalytickej zmesi. Obe latky st dolezité substraty pre sialylaciu
farmaceuticky vyznamnych glykoproteinov. Nami navrhovana metéda umoziiuje ich financne nendro¢nti
syntézu vd’aka vyuzitiu PPK3.
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Uvod:
Dedi¢né poruchy metabolizmu (DPM) su ochorenia, ktorych pri¢inou je geneticky
podmienena porucha funkcie enzymu ¢i transportného proteinu. Deficit guanidinoacetat
metyltransferazy (GAMT) je pomerne novou skupinou dedi¢nych poruch spojenych so
syntézou a transportom kreatinu. Pri¢inou tohto ochorenia si mutacie na GAMT géne, ktory
zodpoveda za tvorbu enzymu GAMT, ktory sa podiela na dvojkrokovej syntéze kreatinu z
aminokyselin, v dosledku c¢oho dochadza k zvySenej hladine kyseliny guanidinovej (GAA)
Vv telovych tekutindch. Toto metabolické ochorenie primarne ovplyviluje nervovy systém a
svalstvo. Spolo¢nym klinickym prejavom je mentalna retard4cia, oneskorenie reci, epilepsia.
Pacienti su zachytavani skriningovou HPTLC metédou z mocu a kvantifikicia GAA sa
vykonava pomocou GC-MS/MS a najnovsie 'H-NMR spektroskopiou. Cielom prace bolo
potvrdenie predpokladanej diagnozy deficitu guanidinoacetat metyltransferazy pomocou H-
NMR spektroskopie.

P

‘/ Cyklus ‘

\  moéu
\‘w-,_, — Glycin
v

Kyselina guanidinova

e ]
< Guanidinoacetat

Kreatin

i

Kreatinin

Material:

Vzorky mocu pacientov U ktorych bolo skriningovou HPTLC metédou, s vyuzitim
Sakaguchiho ¢inidla na dokaz guanidinovych zla¢enin v rannom a zbieranom moci. Obr.1
potvrdzuje extrémne zvySené vylucovanie GAA.

] Y 3 i §

63 e % " 7

Obr.1 HPTLC chromatogram vzorky mocu pacienta s fyziologickym (pozicia 1) a zvysenym vylucovanim GAA
(pozicia 2,3,4). Pozicia 5 je vodny roztok Standardu GAA 300umol/I.
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Metoda:

Na analyzu vzoriek mocu bola pouZitd nedestruktivna metoda — *H-NMR spektroskopia.
Vzorky sa merali pri 25°C na VNMRS 600MHz Varian spektrometri vybavenom triple HCN
kryosondou so zvySenou toleranciou na roztoky s vyS§im obsahom soli, pouzitim sekvencie
spinového echa na potlacenie signdlu vody. Ako interny Standard bola pridanad sodné sol’ 3-
metylsilyl propanovej kyseliny (TSP, 6 0 ppm).

Vysledky a diskusia:
V 'H-NMR spektrach mocu bola potvrdena pritomnost diagnostického signalu kyseliny
guanidinovej (Obr.2) pri 6 3.80 ppm (singlet CH, skupiny).
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Obr.2 *H-NMR spektrum mocu pacienta s GAMT. Charakteristicky signal GAA je oznaceny v expandovanej
casti.

V 'H NMR spektre mocu je poloha signdlov (chemicky posun §) protéonov v pritomnych
metabolitoch zavisld od hodnoty pH roztoku. Hodnota pH meranych vzoriek mocu pacientov
bola rozlicnd. Pre jednozna¢nu identifikaciu signdlu GAA bolo nutné upravit pH vzoriek
mocu a premerat’ spektra (Obr. 3). Po identifikacii signdlu GAA bol stanoveny aj jeho obsah
V moci.
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Obr.3 Vybrand oblast *H-NMR spektier Standardu kyseliny guanidinovej a série vzoriek mocu pacientov pred
a po uprave pH.

Na zéklade tychto vysledkov sme mohli potvrdit’ predpokladanu diagn6zu vrodenej poruchy
metabolizmu - deficit guanidinoacetat metyltransferazy.
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Uvod

26. aprila 1986 doslo kexplozii jedného zo Styroch reaktorov v Atomovej elektrarni Cernobyl
(Anspaugh et al., 1988), nasledkom ¢oho sa do prostredia uvolnilo obrovské mnozstva radionuklidov
a doslo k zamoreniu velkej Casti Eurdpy. Vécsina radionuklidov sa rozlozila v priebehu niekol’kych dni,
ale radionuklidy s dlhym pol¢asom rozpadu ako napriklad B¥Ccs a *Sr s v prostredi stale pritomné
(Mgller and Mousseau, 2006). Organizmy, ktorych prirodzenym zivotnym prostredim je okolie
Cernobyl'u, boli po vybuchu vystavené vysokym davkam ionizujliceho Ziarenia (Syomov et al., 1992).
Za obzvlast citlivé mozeme povazovat rastliny, kedze su to organizmy nehybné a neschopné opustit’
kontaminované prostredie, ¢im by sa vyhli jeho Skodlivému vplyvu. Preto ak chcl prezit, musia sa
prisposobit’ zivotu v tychto podmienkach (Dmitrieva, 1996). Nakolko rastliny rastice v oblasti
Cernobylu vykazuji znamky adaptacie, cielom prace je odhalit’ mozny molekulovy mechanizmus tohto
procesu na urovni proteinov s vyuzitim proteomickych metdd.

Material a metody

Rastliny Tanu siateho (Linum ussitatissimum, L., var. Kyivskyi) boli pestované na dvoch typoch
vyskumnych ploch. Experimentalna vyskumna plocha bola umiestnend 5 km od Jadrovej elektrarne
Cernobyl’ v blizkosti mesta Chystogalivka, kontrolna 10 km od Jadrovej elektrarne Cernobyl’ priamo
V meste Cemobyl’. Rastliny boli oznacené v deni kvitnutia a semena sa zbierali v intervaloch 14, 21, 28
dni po kvitnuti a zrelé semena. Na izolaciu proteinov sme pouZili protokol navrhnuty Hurkmanom
a Tanakom (1986). Proteiny sme rozpustili v IEF extrakénom roztoku v zlozeni 8 M mocovina, 2 M
tiomocGovina, 2% CHAPS, 2% Triton X-100, 50 mM ditiotreitol akoncentraciu sme stanovili
fotokolorimetricky metédou podl'a Bradforda (1976). Néasledne sme ich podrobili dvojrozmernej gélovej
elektroforéze. Ku vzorke obsahujucej 700 pg proteinov sme pridali 2ul IPG pufru pH 3-10, roztok sme
napipetovali do rehydratacnej nanasky a prekryli IPG pruzkom(17 cm, pH 5-8). Izoelektricka fokusacia
prebiehala za nasledujucich podmienok: aktivna rehydratacia (10 hod pri 50 V), 100 V pri 100 Vh, 500
V pri 500 Vh, 8000 V pri 99 kVh. Po jej ukonceni sme IPG pruzky inkubovali v SDS ekvilibracnom
pufri v zlozeni 1,5 M Tris-HCI pH 6.8, 6 M mocovina, 30% glycerol, 5% SDS 15 minat s 2%
ditiotreitolom, nésledne 15 mintt s 2,5 % jodoacetamidom. IPG priazky sme naniesli na gél a uskuto¢nili
sme separaciu proteinov za pritomnosti SDS pri 2W/gél pocas 16 hodin. Nésledne sme gély premyli 3
krat destilovanou vodou a farbili koloidnym roztokom Coomassie v zlozeni 20% etanol; 1,6% kyselina
fosfore¢na; 8% siran amoénny; 0,08% Coomassie Brilliant Blue G-250 po dobu 12 hodin. Gély boli
oskenované na skeneri GS-800 Calibrated Densitometer s rozliSenim 63,5%63,5 pixelov.

~ 90 ~



2.vyvinové §tadium, 3.vyvinové stadium,
experimentalna vyskumna plocha experimentalna vyskumna plocha

4.vyvinové stadium,
experimentalna vyskumna plocha

1.vyvinové $tadium, kontrolna ~9] ~ 2.vyvinové¢ stadium, kontrolna
vyskumna plocha vyskumna plocha



' B e r oo ™ ——
LN A BN = D _‘ =N A
3.vyvinové §tadium, kontrolna 4.vyvinové stadium, kontrolna
vyskumna plocha vyskumna plocha

Tato publikacia vznikla vd’aka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
Centrum excelentnosti pre Bielo-zelent biotechnoldgiu, ITMS 26220120054, spolufinancovaného zo
zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.

Literatura

Anspaugh, L.R. — Catlin, R.J. — Goldman, M. 1988. The global impact of Chernobyl reactor accident. In
Science. ISSN 0036-8075, 1988, vol. 242, 1513-1519 p.

Bradford, M. M.1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. In Analytical Biochemistry. ISSN 0003-2697, 1976, vol. 72, 248-254
p.

Dmitrieva, S.A. 1996. The adaptation of natural plant populations to chronic irradiation due to the
accident at the Chernobyl Atomic Electric Power Station. In Tsitologiia i genetika. ISSN 0095-4527,
1996, vol. 30, 3-8 p.

Hurkman W.J. — Tanaka, C.K. 1986. Solubilization of plant membrane proteins for analysis by two-
dimensional gel electrophoresis.In Plant Physiology. ISSN 0032-0889, 1986, vol.81, 802-806 p.

Moller, A. P — Mousseau, T. A. 2006. Biological consequences of Chernobyl:20 years on. In Trends in
Ecology & Evolution. ISSN 0169-5347, 2006, vol. 21, 200-207 p.

Syomov,A.B — Ptitsyna, S.N. — Sergeeva, S.A. 1992. Analysis of DNA strand break induction and repair

in plants from the vicinity of Chernobyl. In Science of the Total Environment. ISSN 0048-9697, 1992,
vol. 112, 1-8 p.

~ 902 ~
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Uvod

KIiacovou technikou proteomiky je vysokorozliSovacia dvojrozmernd elektroforéza,
jedine¢na metdda schopna ucinne separovat komplexni zmes bielkovin. Bola popisana
O’Farellom (O’Farell, 1975) a Klosom (Klose, 1975) v roku 1975. Sirokého rozsirenia
dosiahla az s rozvojom proteomiky v poslednych rokoch. Ide o inStrumentalne naro¢ni
techniku, ktora pri pouziti Spickovych komerénych aparatov vyzaduje preciznu laboratérnu
pracu a Cisté chemikalie. Cely proces pozostiva zo Specidlneho postupu pripravy vzorky,
izoelektrickej fokusacii, polyakrylamidovej elektroforézy v pritomnosti dodecyl-sulfatu

sodného a vizualizacie obrazu separovanych bielkovin (proteinovej mapy) (Rabilloud, 1996).
Piprava vzorky pre 2-DE elektroforézu

Tento krok je kvoli svojmu zdsadnému vplyvu na obraz proteinovej mapy jednou
Z najdolezitejSich ale i najproblematickejSou Cast'ou proteomiky a moze sa velmi lisit’ podla
typu vzorky. Stratégia je dand snahou o solubiliziciu (prevedenie do rozpustného stavu)
a disagregaciou (obmedzenie vzajomnych interakcii) ¢o najvacSiecho mnozstva proteinov vo
vzorke (Link, 1999). Je nutné minimalizovat’ pripadné interferencie ¢inidiel, ktoré zostali vo
vzorke z predchadzajucich krokov (soli, SDS, inhibitory proteaz). Vzorka buniek alebo
tkaniva by mala byt centrifuga¢ne premyta v pufri nie prili§ s vel'kou i6novou silou a potom
fyzikalne alebo chemicky rozbitd (rozstiepend). V zévislosti na druhu vzorky mozZno zvolit
,french press’’, sonikaciu, osmoticku lyzu a mechanicki homogeniziciu (Link, 1999;
Berkelman a Stenstedt, 1998). Sucasne je nevyhnutné enzymovo odstranit’ zvysky DNA
a RNA. Pri rozbijani a Vv naslednych krokoch je treba eliminovat’ uCinky proteolytickych

enzymov. Ich pdsobenie moze mat znacny vplyv na obraz proteinove] mapy. Ponuka sa
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aplikacia inhibitorov protedz (PMSF, Pefabloc’, EDTA), volba alkalického prostredia,
kratkodobad praca pri zvySenej teplote. V kazdom pripade sa odporuca proces co najviac
skratit’. Pre Studium iba urcitej skupiny proteinov (membranové, ribozomaélne) sa realizuje
prefrakcionacia, obvykle za pouzitia ultracentrifugacie. Ak nie je vzorka dostato¢ne
koncentrovana, je mozné zahustit' ju lyofilizaciou (Rabilloud, 2000; Molloy a kol., 1998)
alebo precipiticiou aceténom alebo kyselinou trichléroctovou. U¢inkom vzorkového pufru,
s ktorym je vzorka zmieSana pred nanesenim na IEF gél, by mali byt’ proteiny solubilizované
a desagregované. Pritomnost’ vysokej koncentracie chaotropnych cinidiel (mocovina,
tiomocovina) (Rabilloud, 1997), brania asociacii proteinov vodikovymi mostikmi.
Zwitterionové ¢i neionové detergenty (CHAPS, NONIDET NP-40, TRITON X-100, Tween
20, oktyglukozid, ASB 14) zaistuju rozpustnost hydrofobnych casti bielkovin. Redukéné
¢inidla ditiotreitol, ditoerytritol, tributylfosfin) zamedzuji vzniku disulfidovych mostikov. Pre
proteomiku je dosial’ v zna¢nej miere nevyrieSenim problémom analyza funkéne dodlezitych
membranovych proteinov (Molloy, 2000; Santoni a kol., 2000) a analyza proteinov
vyskytujacich sa v bunke v malom pocte kopii. Kvoli svojej hydrofobnosti sa membranové
proteiny zle rozpustaji (solubilizuji) a obmedzene vstupuju do IEF gélu. V dosledku toho st
ich Skvrny na proteinovej mape pod limitom detekcie 2-DE ¢asto i v pripade, Ze ich mnozstvo
V bunke je zna¢né a preto je treba volit’ ¢o najucinnejSie solubiliza¢né postupy a detergenty.
Dlho uZivanym postupom je vlozenie presolubilizaéného kroku s pouzZitim anionového
detergentu SDS. Tento detergent sa vyznacuje zna¢nou solubiliza¢nou silou, ale interferuje pri
IEF. Tento fakt mozno ale obist’ zriedenym vzorky vzorkovym pufrom obsahujici neionovy
¢1 zwitterionovy detergent (Ames a Nikaido, 1976; Harder a kol., 1999). Rozpustnost’
proteinov v priebehu 2-DE analyzy zlepSuje dvojkrokova ekvilibracia IEF gélu s pouzitim
jodacetamidu (Gorg a kol., 1987), uplatnenim redukcného ¢inidla tributylfosfinu (Herbert a
kol., 1998) a aplikacia vzorky pred rehydrataciou IPG pruzkov (Rabilloud a kol., 1994).
Bezné dvojrozmernd gélova elektroforéza je schopna sledovat’ priblizne 1200 proteinov. Preto
je vel'mi dodlezité pri planovani 2-DE experimentu zvolit’ také podmienky, ktoré poskytnu ¢o
najlepsie rozdelenie proteinov, ale nebudd na tkor ich detekovatelnosti. Jednou z moznosti je
prepufrifikicia ¢i obohatenie vzorky. To v8ak nie je bezstratové a v mnohych pripadoch mdze
Casova narocnost’ viest ik strate menej stabilnych post-translacnych modifikacii alebo
rozpadu niektorych proteinov. Druhd cesta je modifikacia parametrov samotnej 2-DE
elektroforézy. Volba rozsahu pl a hustota gélu v druhom rozmere dramaticky ovplyvni

kvalitu vysledného obrazu proteému (Hafiz, 2005).
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Ukazka moznych chyb 2-DE gélov

Skreslenie 2-DE obrazu

Mozna priina

Nerovnomernd polymerizacia gélu alebo prilis§ rychla polymerizacia
Odstranenie problému
Polymerizacia sa moze urychlit’ zvySenim 50% mnozstva siranu

amonneho a TEMEDU.

Horizontalne pruhy

MoZna pricina
Vzorka nie je kompletne solubilizovana.

Vzorka je malo rozpustna v rehydratacnom roztoku.

Odstranenie problému
Uistite sa, ¢i vzorka je Uplne a stabilne solubilizovana.
Zvysit koncentraciu rozpustacich zloziek v rehydratacnom roztoku.

Zvysit koncentraciu IPG pufra.




MozZna pricina
Vysoka nanaska vzorky.
Odstranenie problému

Separacia vyzaduje Cisté vzorky.

Predizit’ fokusa¢ny cas.

MozZna pricina
Fokusaény ¢as nebol dost’ dlhy, aby sa dosiahol rovnovazny stav.
Odstranenie problému
Predizit’ fokusaény as.
Vertikalna medzera v 2-DE vzorke

b

Rl

i

MozZna pricina

Necistota vo vzorke.
Odstranenie problému

Upravit’ pripravu vzorky.

MozZna pricina

Necistoty v rehydrata¢nom roztoku
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Odstranenie problému

Pouzitie vysoko kvalitnych ¢inidiel

- .1_;""

e | .‘.
AR, e o
| .
Mozna pricina
Bublina medzi IPG stripom a hornym povrchom gélu
Odstranenie problému
Uistit’ sa, ¢i ziadne bubliny nie su zachytené medzi IPG stripom a hornym povrchom gélu
(Simpson, 2001).
Tato publikécia vznikla vd’aka podpore v ramci opera¢ného programu Vyskum a vyvoj pre

projekt: Centrum excelentnosti pre Bielo-zelenu biotechnologiu ITMS 26220120054,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionédlneho rozvoja
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Uvod

PSenica (Triticum aestivum) je najdolezitejsia obilnina pre produkciu pekarenskych vyrobkov. Unikatne
vlastnosti pSeni¢nej muky zévisia od proteinového zlozenia pSeni¢ného zrna. Ale na druhej strane su
pSeni¢né proteiny povodcami réznych alergii a intolerancii. Na zdklade rozpustnosti moéZzeme pSenicné
proteiny rozdelit’ na Styri skupiny i) vo vode rozpustné albuminy, ii) v zriedenych roztokoch soli
rozpustné globuliny, iii) v alkohole rozpustné gliadiny a iv) v alkohole rozpustné proteiny v pritomnosti
redukéného cinidla — gluteniny.

MSE spolu s (data dependent) MS/MS poskytuju spolahlivi identifikéciu cytosolickych ribozomélnych
proteinov z modelovej rastliny arabkovky (Arabidopsis thaliana) (Hummel a kol. 2012).

Material a metody

Gliadiny (Glia) a gluteniny (Glu) sme extrahovali dvojkrokovou metodou podl'a Broeck a kol. (2009).
Glia sme ziskali extarakciou zhomogenizovanych zfn s 50% propanolom po 30 min kontinudlnom
trepani pri 1000 rpm a naslednou 15 min centrifugéaciou pri izbove;j teplote (RT) pri 2500g. Supernatant
sme odobrali. ZvySok sme reextrahovali s 50% propanolom s 50 mM Tris-HCL (pH 7,5) obsahujtcim
1% DTT 30 min pri 60°C a naslednou centrifugaciou pri 10000g 10 min pri RT a ziskali sme Glu
frakciu.

Sto mikrolitrov z oboch frakcii sme redukovali s DTT (koncentracia 10mM) a alkylovali s IAA
(koncentracia 40mM) v tme pri RT 45 min. Do roztokov proteinov sme pridali roztok trypsinu (Promega,
Madison, WI, USA), premiesali a inkubovali 16-20 h pri 37°C (cez noc). Stiepiacu reakciu sme zastavili
kyselinou mravcou (koncentracia 5%). Zmes peptidov sme precistili pomocou Peptide CleanUp C18 spin
tubes (Agilent Technologies) podla inStrukcii vyrobcu a precistené peptidy sme uskladnili v mraznicke
pri -80°C.

Do kaZzdej vzorky sme pridali interny Standard - hovddzi hemoglobin (Waters 186002327, UK), 1 pmol
na 5 ul nastrek. Vzorky sme analyzovali pomocou nanoAcquity ultravysokouc¢innym kvapalinovym
chromatografom (UPLC) spojenym s Q-TOF Premier hmotnostnym spektrometrom (Waters, UK).

Na identifikéciu proteinov sme MSF pristupom zberali data striedavo pri nizkej koliznej energii (MS)
a pri zvy3enej koliznej energii (elevated energy, MSF) (Plumb a kol. 2006; Li a kol. 2009). Kvantifikaciu
proteinov vyjadrujeme emPAI indexom, ktory je priamoumerny obsahu proteinov v zmesi proteinov
(Ishihama a kol. 2005).

MSF data boli spracované pomocou ProteinLynx Global Server v. 2.4 (PLGS 2.4; Waters, UK). Kazdy
stbor dat bol prehladavany oproti neredundantnej Triticeae UniProt databaze obsahujucej 11764
zaznamov a dodato¢ne dodant sekvenciu interného Standardu hovddzieho hemoglobinu (Hemoglobin
subunit alpha sequence, NCBI: P01966).
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Vysledky a diskusia

Glia a Glu proteiny boli identifikované a kvantifikované minimalne v troch nezavislych vzorkach.
Kvantifikovali sme 34 proteinov v Glia frakcii a22 v Glu frakcii. Tieto proteiny sme zatriedili do
funkénych skupin podl'a klasifikacie Bevana a kol. (1998) (Obr. 1). Do skupiny Zasobné proteiny sme
zatriedili 25 Glia a 20 Glu proteinov. Druhou najzastipenejSou funkénou skupinou bola Proteolyza.
Taktiez sme v Glia extrakte kvantifikovali tri beta-amylazy, ktoré maju funkciu v metabolizme cukrov
a jeden 15kDa grain softness protein, ktory ma obrannu funkciu.

Pre kazdy protein sme pocitali koeficient variancie (CV) na zistenie opakovatelnosti kvantifikacie
Vv jednotlivych vzorkdch. CV sa pohyboval v rozmedzi 0.12 az 1.39 (Obr. 2), ¢o naznacuje vyhovujuci
stupefi reprodukovatelnosti pre komplexnti vzorku. UZ§ie rozmedzie CV dosiahli s MSF kvantitativnou
proteomikou len Levin a kol. (0.1 - 0.3) (Levin a kol. 2011), ale len pre zmes 4 proteinov vo vzorke.
Hlavnou zlozkou z4sobnych proteinov pSenice je glutén, zlozeny hlavne z glutaminu a prolinu (Shewry
akol. 1997). Glutén je hlavnym spustacom celiakie (Shan a kol. 2002) pre citlivych jedincov. Hlavnou
zlozkou pSeni¢ného gluténu, zodpovedného za celiakiu, su gliadinové proteiny (Battais a kol. 2006;
Pastorello a kol. 2007; Mittag a kol. 2004; Takizawa a kol. 2001; Armentia a kol. 2002).
Najzastipenej$im proteinov v naSich analyzach bol v Glia frakcii gama-gliadin s 12 kvantifikovanymi
sekvenciami.

Proteiny alfa-amylézy/trypsin inhibitory st spdjané s respiracnou alergiou (Baker’s asthma) na pSeni¢nu
muku (Salcedo a kol 2011). Identifikovali sme nizku koncentraciu alfa-amylase trypsin inhibitors v Glia
a tiez v Glu frakeii.
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20

Number of quantified proteins
&

Obr. 1 Zatriedenie proteinov z gliadinovej (Glia) a gluteninovej (Glu) frakcie do funkénych skupin
podla Bevana a kol. (1998).
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Obr. 2 Koeficient variancie (CV), pomer Standardnej odchylky a priemeru medzi kvantifikdciami
jednotlivych proteinov
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Uvod

Proteiny pSeni¢ného zrna predstavuju pomerne velkt skupinu proteinov. Do popredia vedeckého ale 1
laického zaujmu sa dostavaji hlavne v suvislosti s ochoreniami ako alergie alebo intolerancie.
V suvislosti s tymito ochoreniami je ¢asto spominany lepok. Lepok (glutén) pozostava najmi z proteinov
nazyvanych gliadiny a gluteliny, ktoré su viazané na polysacharid Skrob v endosperme zrna obilnin
(Mamone akol., 2011). Lepkové (gluténové) proteiny tvoria najvacSiu frakciu proteinov v zrelych
semenach a zohravaji vyznamnt ulohu na rozvoji ochoreni suvisiacich s potravinovou intoleranciou.
Hlavnu skupinu tvoria prolaminové frakcie pSenicnych bielkovin nazyvanych u pSenice gliadiny.
Gliadiny sa nachadzaju v aleurénovej vrstve zrna a st zastipené predovsetkym vysokym obsahom
aminokyselin glutaminu (36—45 %) a prolinu (1430 %). Na detekciu jednotlivych pSeni¢nych frakcii sa
pouzivaji rozne elektroforetické, chromatografické a imunologické metody. AvSak najviac pouzivana
metdda na analyzu cerealnych bielkovin je elektroforéza (Hulin a kol., 2008).

Material a metody

Proteinové frakcie boli extrahované z mechanicky homogenizovanych zrelych semien pSenice letnej
formy ozimnej (Triticum aestivum L.) slovenskej odrody Venistar, Kosutka a holandskej Ilias podl'a Yan
akol. 2011 s menSimi upravami. 100mg semien z kazdej odrody bolo inkubovanych a mixovanych
(550RPM) v 1000ul 25 mM roztoku fosfore¢nanu sodného pH 7.5 pri 4°C poc€as 60 minut. Nasledne
centrifugované pri 20 800g 10minat 4°C. Supernatant s frakciou obsahujucou albuminy bol odobraty do
Cistej skimavky. Zvysny pelet bol rozsuspendovany a mixovany (550RPM) 1000ul roztoku (0.1 M
NaCl, 20mM DDT) pri 4°C 60 minut. Nasledne centrifugovany pri 20 800g 10minut 4°C. Cim sme
ziskali globulinovl frakciu pSeni¢nych proteinov. Opétovne bol pelet rozsuspendovany v 1000ul 50%
propanolu a mixovany pri 1000RPM pri 21°C 30minut. Po centrifugacii (20 800g 10 minut, 21°C) sme
supernatant odobrali do Cistej skimavky a ziskali sme gliadinovu frakciu. Postup pre ziskanie gliadinovej
frakcie sme zopakovali trikrat. Pre ziskanie gluteninovej frakcie sme zvySny pelet rozsuspendovali
roztokom (50mM Tris-HCI1 pH 7.5, 1% DDT) mixovali pri 1000RPM pri 60°C pocas 30minut, pricom
kazdych Sminat sme mixovanie prerusili na dobu 30s. Nasledne sme vzorku centrifugovali pri 10 000g
10minut pri 21°C a supernatant preniesli do Cistej skimavky. VSetky odobraté frakcie boli zrdzané
Snasobnym objemom octanu amoénneho v metanole pri 4 °C cez noc. Na d’al$i dent sme vSetky ziskané
frakcie premyvali dvakrat v 0,1M octane amonnom v metanole, dvakrat v 80% acetone a 70% etanole a
urcili sme koncentraciu proteinov vo vzorke. Nasledne sme proteiny separovali pomocou proteinovej 2
rozmernej elektroforézy, ktora zahina izoelektricki fokusaciu (IEF) a separaciu proteinov v
polyakrylovom géli v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS- PAGE). Proteiny sme vizualizovali po
farbeni s Coomassie Brilliant Blue.
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Vysledky a diskusia
Po izoelektrickej fokusacii s pH rozhranim 5-8 sme ziskali proteinové mapy vyizolovanych proteinov zo

semien pSenice (obr. 1) Proteinové mapy jednotlivych frakcii roznych odrod psenice letnej formy
ozimnej (Triticum aestivum L.) boli porovnané, ale podrobnejsie vysledky budu zname az po analyze

pomocou hmotnostnej spektrometrie a bioinformatickych pristupov.

Albuminova frakcia

Venistar Kosutka llias

Globulinova frakcia

Venistar Kosutka Ilias

Gliadinova frakcia

Venistar Kosutka llias




Gluteninovd frakcia

Venistar Kosutka

Ilias

Obr. 1: Dvojrozmerna mapa frakcii pSeni¢nych proteinov pH 5-8
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AUREOBASIDIUM PULLULANS — A YEAST-LIKE MICROORGANISM WITH DIVERSE
BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL

Peter Biely (chempbsa@savba.sk), Maria Vr§anska

Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava,
Slovakia

Aureobasidium pullulans, known as black yeast, is a wide-spread yeast-like
microorganism. Strains of this species are known to produce extracellular film-forming
polysaccharide pullulan [1], have potential to be used as biocontrol agents against plant
pathogens [2] and belong to excellent producers of B-fructofuranosidase that can be used for
the production of prebiotic fructooligosaccharides [3,4]. Recently considerable attention
received packaging materials based on pullulan films with incorporated antimicrobial agents

[5].

The strains of A. pullulans have also the ability to utilize the major hardwood and
softwood hemicelluloses, glucuronoxylan and galactoglucomannan. On selected strains it has
been confirmed that the species produces enzyme systems required for complete hydrolysis of
the mentioned polysaccharides [6,7]. The ability to utilize plant hemicelluloses as a carbon
source is compatible with the deteriorating effect of A. pullulans on painted or unpainted
wood, known as the black grow [8]. In eighties, A. pullulans was recognized as one of the best
naturally occurring producers of cellulose-free endo-f3-1,4-xylanase, an industrial enzyme
used for pulp bleaching [1]. Studies of the regulation of the synthesis of the hemicellulolytic
systems showed that the synthesis of most enzymes is under inducible type of control and
repressed by glucose. Interesting, the genome of this important yeast still has not been
sequenced  [8], however, the task appears to be on the table
(http://fungalgenomics.ca/wiki/Fungal_Genomes).
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Uvod

Od vybuchu jedného z reaktorov atémovej elektrarne v Cernobyle uplynulo uz viac ako 20 rokov. Pocas
havérie bolo do prostredia uvolnené vel'ké mnozstvo radioaktivnych prvkov (Ansoangh a kol. 1988,
Moller a Mousseau 1986). Takmer ihned’ po havérii sa zacalo s remediaciou kontaminovanych oblasti
réznymi sposobmi: (a) dekontaminicia budov a ciest dekontaminacnym roztokom; (b) aplikécia a
nasledné odstranenie polymérneho filmu, ktory absorbuje radionuklidy; (c¢) utesnenie povrchov pomocou
asfaltu; a (d) navezenie Cistej pddy do kontaminovanej oblasti. S postupom c¢asu dochadza aj k
prirodzenej remediécii, a to postupnym rozpadom radioizotopov ale aj ich diftizii do hlbSich vrstiev
pody. Molekuldrna charakterizacia vyvinu rastlin v remediovanej, povodne radioaktivne kontaminovane;j
pdde umoziuje vytvara predpoklady k vyuzitiu tychto oblasti na pol'nohospodarske ucely v budticnosti.

Material a metody

Rastliny Tanu uzitkového (Linum ussitatissimum L.) sme pestovali na dvoch lokalitach v blizkosti
atomovej elektrarne v Cernobyle. Radioaktivne kontaminovana vyskumna plocha sa nachidzala
ned’aleko dediny Chistogalovka (5 km od elektrarne). Kontrolnd nekontaminovana vyskumna plocha sa
nachadzala v blizkosti mesta Cernobyl’ (10 km). Zbierali sme semena 'anu 14, 21 a 28 dni po kvitnuti a
tiez zrelé semend. Proteiny zo semien sme extrahovali fenolovou metédou podla Hurkmana a Tanaku
(1986), koncentraciu sme stanovili pomocou Bradfordovej metdody (1976) a analyzovali 2-rozmernou
elektroforézou (O” Farell, 1975) s pouZzitim gélovych prazkov s imobilizovanym pH gradientom s
rozsahom pH 5-8. Ziskané gély sme analyzovali pomocou softvéru ImageMaster Platinum 4.9.
Proteinové Skvrny sme vyrezali z gélu a Stiepili trypsinom. Proteiny sme identifikovali metodami
hmotnostnej spektrometrie a bioinformatiky. Na identifikovanie proteinov sme pouzili databazy
proteinovych sekvencii stiahnuté z UniProtu (datab4dza z januara 2010, ktord obsahuje sekvencie z
Arabidopsis thaliana a linaceae (53 302 sekvencii) a databaza Viridiplantae z januara 2010 (685 293
sekvencii)). Identifikované proteiny sme zatriedili do funkénych skupin podl'a Bevana a kol. 1998 s
modifikaciou podl'a Miernyka a kol. (2011).

Vysledky a diskusia
Proteiny extrahované zo semien sme analyzovali pomocou 2D-elektroforézy v troch biologickych
opakovaniach, kvantifikovali s pouzitim ImageMaster 4.9 softvéru (obr.1). Kvantifikovali sme 379

proteinovych Skvin v asponi troch vyvinovych §tadidch. Identifikované proteiny (102) sme zatriedili do
11 funkénych skupin (obr. 2) podl'a Bevana a kol. (1998) s modifikaciou podl'a Miernyka a kol. (2011).
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Relativny objem identifikovanych proteinov zoradenych v spolo¢nej funkcnej skupine sme scitali a
vytvorili suthrnné grafy pre jednotlivé funkéné skupiny (Hajduch a kol. 2005).

Suhrnné grafy ukazali, Ze proteiny, ktoré st zahrnuté pri energetickom metabolizme bunky, sa najviac
akumuluji vo vyvinovom S$tadiu 14 dni po kvitnuti a postupne sa ich mnozstvo znizuje. Podobné
vysledky ziskali aj Hajduch a kol. (2006), ktori sledovali protedm vyvijajicich sa semenami repky a tiez
Houston a kol. (2009), ktori sledovali vyvin semien ricinu oby¢ajného. Semena 'anu obsahuju 10 az 37%
zasobnych preoteinov (Oomah a kol. 1993). V naSej Studii sme identifikovali len malo proteinovych
Skvin patriacich so skupiny zasobnych proteinov. Napriek tomu, Ze proteiny, ktoré zrejme patria medzi
zéasobné proteiny su pritomné vo velkom mnozstve. Tieto udaje naznacuju, ze je potrebna detailnejSia
charakterizacia zasobnych proteinov I'anu, najmé lininu (Klubicova a kol. 2011).
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Obr.1 Proteomicka analyza proteinov (500 pg) izolovanych z vyvijajicich sa semien (14, 21, 28 DAF) a
zrelych semien I'anu pestovanych v remediovanej oblasti v blizkosti Cernobyl'u. Analyzu sme robili s
pouzitim gélovych prazkov s imobilizovanym pH gradientom 5-8 a farbili pomocou koloidnej
kumazinovej modre;.
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Obr.2 Funkéné zatriedenie identifikovanych proteinov (102) podl'a Bevana a kol. (1998) s modifikaciou
podl'a Miernyka a kol. (2011).
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Obr. 3 Sthrnné expresné grafy pre proteiny zatriedené v jednotlivych funkénych skupinach. Scitali sme
relativny objem jednotlivych proteinov v kazdej skupine v kazdom vyvinovom s$tadiu (14, 21, 28 dni po
kvitnuti a zrelé semena).
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DIAGNOSTIKA VIRUSOVEHO FYTOPATOGENA OVOCNYCH DREVIN PRUNUS
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Abstrakt: Cielom prdce bolo zistit vyskyt virusového fytopatogéna Prunus necrotic ringspot virus vo vybranych
lokalitach Slovenska a diagnostikovat’ ho pomocou molekularnych a biologickych metod. Analyzovanych bolo 40
vzoriek z ovocnych stromov rodu Prunus, pricom 20 vzoriek bolo z intenzivnych vysadieb a 20 vzoriek bolo
odobratych z divorastucich jedincov. Uskutocnena bola biologicka diagnostika s pouzitim indikatora Prunus
serrulata cv. Schirofugen a molekularna diagnostika RT-PCR. Z testovanych vzoriek boli Styri infikované
virusom Prunus necrotic ringspot virus.

KPucové slovd: Prunus necrotic ringspot virus, biologickad diagnostika, molekuldrna diagnostika, RT-PCR

Abstract: The aim of this study was to determine the incidence of viral phytopathogen Prunus necrotic ringspot
virus in selected localities of Slovakia and diagnosed this phytopathogen with a molecular and biological
methods. Were analyzed 40 samples of fruit trees of the genus Prunus, 20 samples were from intensive plantings
and 20 samples were taken from wild subject. Biological diagnostic was made using the indicator Prunus
serrulata cv. Schirofugen and molecular diagnostic RT-PCR. From tested samples were four samples infected
with Prunus necrotic ringspot virus.

Keywords: Prunus necrotic ringspot virus, biology diagnostic, molecular diagnostic, RT-PCR

UvOD

Ovocinarstvo je doleZitou stcastou polnohospodérskej vyroby. NajrozSirenejSie
ovocné druhy ako slivka domdaca, marhula obyCajna, broskyna obyCajna, Ceresha vtacia
a viSna systematicky patria do rodu Prunus, pri€om ich pestovanie ma na Slovensku dlhu
tradiciu a vd’aka vSestrannému vyuzitiu plodov je ekonomicky vel'mi atraktivne. Tieto ovocné
dreviny sl napadané mnohymi virusovymi chorobami.

Medzi najzavaznejSie virusy napadajice ovocné dreviny rodu Prunus patri Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV), ktory spdsobuje ochorenie nazyvané nekroticka
kruzkovitost’ CereSne. Systematicky sa zarad’'uje medzi ilarvirusy ¢el'ade Bromovidae. Prunus
necrotic ringspot virus je prenosny pri vegetativnom rozmnozovani ovocnych drevin
aroznymi vektormi, najCastejSie voSkami. Pri CereSni, visSni a mahalebke je Casty prenos
pelom a semenom, pricom Sirenim pelom moze vysoké percento semien obsahovat’ Prunus
necrotic ringspot virus (Hluchy et al., 1997). Polak (2006) uvadza, Ze ochorenie postihuje
najma Ceresne a visne, ale méze napadnut’ aj broskyne, slivky a marhule.

Symptomatika infekcie virusom PNRSV sa prejavuje svetlozelenymi az jasnoZltymi
ostro ohrani¢enymi Skvrnami krazky, prizkami a kresbami na ¢epeliach listov. Prazky mozu
lemovat’ hlavni nervaturu listov a vytvéaraju kresby v tvare dubového listu. V mnohych
pripadoch su priznaky pozorované len v prvom a druhom roku po infekcii a v d’alsich rokoch
sa stracaju az mizni. Németh (1986) uvadza, ze v ovocnych sadoch méze dojst’ k znizeniu
urody aj o viac ako 30 %.

~110 ~



Hlavnym cielom prace bolo optimalizovat metodiky molekuldrnej a biologickej
diagnostiky PNRSV a monitoring vyskytu tohto virusu v mnozitel'skych porastoch vybranych
ovocnych S$kélok a prirodzenych lokalitich nachadzajicich sa v oblastiach intenzivneho
pestovania ovocnych drevin. Najdolezitejsim spdsobom boja proti virusovym chorobam je
pestovanie bezvirdzneho rozmnozovacieho materidlu (ockd, vruble, podpniky), ktory sa
pouziva vo vyrobnom procese ovocnych vypestkov. Prinosom diagnostiky je testovanie
vychodiskového genetického zdroja, ¢i uz domaceho alebo importovaného zo zahranicia,
ktorym sa zabezpeci dostatok bezvirézneho rozmnozovacieho materidlu pre pestovatel'ski
prax a eliminuje sa hlavny zdroj infekcie vypestkov z materskych rastlin.

MATERIAL A METODY

V roku 2012 bolo odobratych 40 vzoriek z ovocnych druhov rodu Prunus, pricom 20
vzoriek bolo odobranych z ovocnych $kolok a 20 vzoriek z divorasticich ovocnych stromov.
V ramci biologickej diagnostiky boli vzorky ockované na jednoro¢né vyhony indikatora
Prunus serrulata cv. Schirofugen, ktoré vyrazne reaguju po inokulacii ofkami ziskanych
z infikovanych rastlin virusom PNRSV. Z kaZdej testovanej vzorky sa o€kovalo 5 ociek.
Indikatori boli pravidelne hodnotené a na zéklade symptomatiky boli vyhodnotené pozitivne
vzorky. Vzorky boli nasledne pretestované molekuldrnou diagnostikou pomocou protokolu
RNzol: Total RNA Izolation Reagent (od firmy Ecoli s.r.0.), pomocou ktoré¢ho sa izolovala
RNA z rastlinnych pletiv. Samotna PCR reakcia bola vykonana podl'a Metodiky molekularnej
detekcie virusov kostkovin pomocou RT-PCR a multiplex-RT-PCR (Jaro$ova, Polak, Kumar,
2008).

Izolacia RNA bola realizovana z 50 mg pozitivnych vzoriek symptomatickych listov,
ku ktorym bol pridany 1 ml trizolu a sterilnymi mikropiestikmi boli listy homogenizované na
lade. Vzorky boli umiestnené do termobloku pri 30 °C po dobu 5 minut. Po uplynuti ¢asu
bolo k vzorkam pridanych 200 pl chloroformu anasledne boli vzorky premieSané,
inkubované 3 minuaty pri 30 °C v termobloku a odstred’ované po dobu 15 minat pri 4 °C
a 12000 otacok.min™. Zo supernatantu sa odpipetovalo 700 ul do novych mikroskumaviek,
pridany bol isopropylalkohol, roztok sa premiesal a vzorky boli inkubované v termobloku 1
minut pri teplote 30 °C. Nasledne boli vzorky odstredované 10 minut pri 4 °C a 12000
otackach.min™. Supernatant bol odpipetovany a k sedimentu bolo pridanych 500 pl 70 o
etanolu. Nasledne boli vzorky premiesané, odstredené a k sedimentu bolo pridanych 50 pl
H20O RNase free. V d’alsom kroku boli vzorky inkubované 10 minut pri 60 °C v termobloku.
Z takto izolovanej RNA bolo napipetovanych 50 pl do premixu, 3 pl primerov a 12 ul DEPC
vody. Nasledne boli vzorky umiestnené do termocyklera a nastaveny program pre PCR.
Podmienky samotnej PCR reakcie boli nasledovné: 45 °C po dobu 30 minut (reverzna
transkripcia), 94 °C po dobu 5 minut (aktivacia HotStarTaq polymerazy), 40 cyklov v troch
krokoch: 94 °C po 20 sekund (denaturacia), 51 °C po 30 sekund (hybridizéacia) a 72 °C po
dobu 1 mintty (polymerizacia), 72 °C po dobu 10 mintt (zavere¢na faza) a 12 °C
uchovavanie. Vizualizacia PCR produktu prebiehala pomocou elektroforetického delenia
fragmentov v 1,5 % agarézovom géli s ozna¢enim DNA ethidiumbromidom. Pre detekciu
velkosti PCR produktov bol pouzity 100 bp DNA dizkovy marker.

Zoznam pouzitych primerov:

Primer Sekvencia 5°- 3~ T Virus
PNcpR CTTTCCATTCGGAGAAATTCG 54 °C PNRSV
PNcpinF | GAGTATTGACTTCACGACCAC 57 °C PNRSV
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Virusy patria k najnebezpecnejSim patogénom ovocnych drevin, nakol’ko proti nim
neexistuji Géinné chemické ochranné prostriedky na ich likvidaciu. Casto sa vyskytuju
V latentnej forme, t.j. napadnuté dreviny nevykazuji ziadnu symptomatiku. Takéto infikované
jedince sa stavaji nebezpeCnym zdrojom virusov vo vyrobnom procese rozmnozovania
ovocnych drevin.

Hlavnym vyznamom diagnostiky je zachytit' infikované jedince v materskych
porastoch mnoziarni vrublov a podpnikov apo ich likvidéacii eliminovat zdroje infekcii
virusmi. V neposlednom rade je dolezity aj monitoring vyskytu virusov v okoli ovocnych
Skolok a intenzivnych vysadieb, ¢im sa po likvidacii infikovanych jedincov zamedzi prenosu
virusu z divorastucich ovocnych druhov na tieto porasty.

V naSej praci sme testovali 40 vzoriek ovocnych drevin rodu Prunus odobranych
z ovocnych $kolok avolnej prirody na pritomnost PNRSV. Podla vys$Sie uvedenych
postupov biologickej a molekularnej diagnostiky sa podarilo identifikovat’ Styri vzorky
infikované virusom Prunus necrotic ringspot virus. Vsetky Styri infikované vzorky boli
odobrané z divorastucich ovocnych drevin rodu Prunus.

Molekularnou analyzou pouzitim primerov PNCpR a PNcpinF boli pozitivne vzorky
identifikované viditeI'nym pruhom o velkosti 425 bp. Na diagnostiku PNRSV bola pouzita
pozitivna kontrola, pricom dizka PCR produktu sa zhodovala s infikovanymi vzorkami.
Kawasaki (1990) uvadza metodu RT-PCR ako vel'mi senzitivnu pre detekciu virusov drevin
aj pocas leta, kedy je vplyvom vysokych tepldt koncentracia virusov v drevinach nizka.

Na biologickt diagnostiku bol pouzity indikator Prunus serrulata cv. Schirofugen,
pricom indikatori boli pravidelne kontrolované a bola sledovand symptomatika virusovej
infekcie. Na zdklade symptomatiky boli uréené aj biologickou diagnostikou Styri pozitivne
vzorky. Vysledky biologickej a molekularnej diagnostiky boli navzajom konfrontované. Na
zéklade porovnania oboch diagnostickych postupov boli stanovené pozitivne vzorky, ktoré
boli odobrané z prirodzenych lokalit. Vo vzorkdch odobranych z ovocnych Skdlok nebola
zistend pritomnost’ analyzovaného virusu. Poldk (2006) uvadza, Ze najvyznamnejSimi zdrojmi
virusov su staré stromoradia sliviek, kry a stromy myrobalanu rastice pozdiZ ciest a vo volnej
prirode.

Shors (2009) uvadza ako doleziti ochranu pred infikovanim rastlinného materialu
v ovocnych Skdlkach alebo ovocnych sadoch dodrZiavanie izolacnych vzdialenosti od
potencialnych zdrojov nédkazy. Je preto rozhodujuce likvidovat zdroje virusovych infekcii
Z okolia intenzivnych vysadieb ovocnych drevin.

ZAVER
Ciel'om prace bolo optimalizovat’ podmienky molekularnej a biologickej diagnostiky
virusu Prunus necrotic ringspot virus azmapovat jeho vyskyt v sledovanej lokalite
pestovania. Z vysledkov mozno konstatovat’, Ze ani jedna vzorka odobrana z ovocnych $kélok
alebo z intenzivnych vysadieb nebola infikovana tymto virusom. Detegované vsak boli tri
pozitivne vzorky z divorastiicich ovocnych drevin rodu Prunus v lokalite obce Sedliska
v okrese Vranov nad Topl'ou a jedna z okolia mesta Sabinov.
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Uvod

Plody kavovnika su vyuzivané mnoho storo¢i na pripravu obl'ubenych napojov kavy
najmé kvoli stimulaénému G¢inku na organizmus a prijemnej vone. Za stimulujuci efekt je
zodpovedny alkaloid kofein, ako navykova latka a karbohydraty dodavaju kave prijemnu
ardmu po prazeni zelenych plodov kidvovnika. Bolo zistené, Ze polysacharidy ako celuldza,
(galakto)manan resp. arabinogalaktan-proteinovy komplex predstavuju asi 50-60% suchej
hmotnosti zelenych plodov (Wolfrom a kol., 1961, 1964 a 1965). Prazenim zelenych plodov
kavy sa ziskava jej charakteristickd vona a chut. Proces pripravy instantnych kav vsak
zahriuje dalSie stupne, ktoré vyrazne ovplyvituji obsah a Strukturdlny charakter
polysacharidov ako ichut avoénu finalnych produktov. Prvé zmienky o existencii
polysacharidov a to (galakto)mananu a arabinogalaktanu v instantnej kave pochadzaji od
Wolfroma and Andersona (1967), ktori zistili velmi nizky obsah arabindzy
Vv arabinogalaktdne z instantnej kavy v porovnani s arabinogalaktdnom izolovanym zo
zelenych nativnych plodov. Detailnd Strukturdlna charakterizdcia arabinogalaktanu
z instantnej kavy plodov Coffea arabica poukazala, Ze povodny polymér majici 500-1500
kDa sa v dosledku drastickych priemyselnych postupov pri spracovani zdegradoval az na
molekulovu hmotnost’ 5-6000 a jeho obsah v instatnej kave klesol az na 3% (Capek a kol.,
2009, 2010 a 2011). Za ucelom zistenia dalSich informacii o charaktére arabinogalaktan-
proteinu i instantnej kave, polysacharid bol podrobeny i6no-vymennej chromatografii
ajednotlivé izolované komponenty boli analyzované chemickymi spektroskopickymi
metodami.

Material a metody

Komer¢na instantna kava na vyskumné ucely bola ziskana od firmy lllycaffe s.p.a.,
Taliansko. Bola pripravena klasickym priemyselnym postupom z plodov C. arabica, t..
prazenim pri vysSej teplote (200220 °C), mletim na velkost' asi 2.3 mm, naslednou
extrakciou vodnou parou (150-180 °C), koncentraciou za vakua (do 50 °C) a lyofilizaciou.
Arabinogalaktan-protein bol izolovany z instantnej kavy podl'a Wolfroma and Andersona
(1967) s mensimi modifikaciami (Capek a kol., 2009).

Vodné roztoky boli koncentrované za znizeného tlaku do 45 °C. Polysacharidy boli
hydrolyzované¢ 2 M TFA at 120 °C for 1 h. Kvantitativne stanovenie monosacharidov bolo
uskutoénené plynovou chromatografiou (Hewlett—Packard 5890 Series 1I) vo forme
trifluoroacetatov. Obsah sacharidov sa stanovil podl’a Duboisa a kol. (1956). Dusik sa stanovil
na pristroji FISONS Instruments, model EA 1108. Obsah proteinov sa vypocital z obsahu
dusika (%N x 6.25). Molekulova hmotnost’ bola stanovena na HPLC pristroji Shimadzu
s RID-6A a UV-vis detektormi na kolone HEMA-BIO 40 (8 mm x 250 mm), pouZzitim
dextranovych Standardov. Infrancervena spectroskopia (FT-IR) vzoriek sa merala na pristroji
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NICOLET 6700 spektrometer s DTGS detektorom a OMNIC 8.1 softvérom, 128 skénov bolo
zaznamenané s rozlifenim 4 cm™. Vzorky boli merané metédou KBr tabletieck. NMR spektra
boli merané v D,O pri 25°C na pristroji Bruker 300 MHz Avance DPX a Varian 600 MHz
UNITY INOVA NB.

Izolacia arabinogalaktan-proteinu (AGP) bola uskutocnenda podla Wolfroma a
Andersona (1967) s mensimi modifikaciami (Capek akol., 2009). Iéno-vymenna
chromatografia arabinogalaktan-proteinu (AGP) sa uskuto¢nila na DEAE-Sepharose
Vv chloridovej forme. Kolona bola postupne eluovana vodou a roztokmi 0.008 M, 0.016 M,
0.05 M, 0.1 M, 0.25 M, 0.5 M a 1.0 M NaCl a nakoniec s 1 M roztokom NaOH. Frakcie (6
mL) boli zbierané a obsah karbohydratov bol analyzovany metédou fenol-kyselina sirova.
Podl'a eluéného profilu (Obr. 1) bol polysacharid rozdeleny na osem frakcii: F1 (voda), F2
(0.008 M), F3 (0.016 M), F4 (0.05 M), F5 (0.1 M), F6 (0.25 M), F7 (0.5 M) a F8 (1 M)
NaCl. S 1 M roztokom NaOH uz nebol eluovany ziaden karbohydratovy materidl. Skimavky
jednotlivych frakcii boli spojene, dialyzované (MWCO 500) a lyofilizované.

Vysledky a diskusia

V predchédzajucich naSich pracach bola opisana izolacia a Strukturalna charakterizacia
arabinogalaktan-proteinu (AGP) z komerénej instantnej kavy AGP sa ziskal vo vytazku 3%
na hmotnost’ praskovej instantnej kavy, obsahoval asi 2% proteinov ajeho molekulova
hmotnost’ bola medzi 5-6000. Bol zlozeny z galaktozy (85%) a arabindzy (8.2%), S nizkym
obsahom d’al§ich sacharidov ako st manoza, glukéza, xyléza arhamnoéza. Jeho hlavny
retazec pozostaval z B-(1,3)-viazanych jednotiek galaktozy, priCom niektoré z nich boli
vetvené v polohe O-6 kratkymi bo¢nymi retazcami zloZzenymi z arabindzy a galaktozy
(Capek a kol., 2009, 2010 a 2011). Kava, ako obl'ibeny kazdodenny napoj, obsahuje stovky
roznych prirodnych latok, z ktorych mnohé este nie st identifikované a dalSie st len Ciastocne
charakterizované.

Za ucelom zistenia informacii o povahe arabinogalactan-proteinu (AGP) v komerénej
instantnej kave z hl'adiska homogenity, bol frakcionovany i6no-vymennou chromatografiou
na osem frakcii (F1-F8) postupnou eliciou vodou a roztokmi NaCl so zvySujiicou sa idbnovou
silou (obr. 1).

F5

E4d80nm

Obr. 1. DEAE-chromatografia AGP.

Monosacharidové zlozenie, vytazok, obsah proteinov resp. molekulovd hmotnost
jednotlivych frakcii je uvedené v Tab 1. Znej je evidentné, ze vSetky frakcie obsahovali
sacharidy a proteiny, ¢o nasvedcuje, Ze vSetky komponenty AGP su glykokonjugaty liSiace sa
okrem molekulovej hmotnosti aj vzajomnym pomerom sacharidov a proteinov.

Tab. 1. Charakteristiky F1-F8 frakcii ziskanych iéno-vymenneou chromatografiou AGP.
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Obsah

Vytazo Monosacharidy (wt %)

Frakci Eluent K protein
a o ov (wt
(wt %0) %)
Ara Gal Xyl Rha Glc Man M,
100.0 a
AGP 1.6 8.4 874 a 14 28 5400
20.8 4600
F1 HO 0.9 6.4 853 21 14 20 2.9
0.008 M 128 14
F2 NaCl 1.3 6.0 854 0.7 25 41 2700
0.016 M 7.6 1.0
F3 NaCl 4.9 75 88.0 12 09 15 6600
F4 (Iillggl M 17.5 5.8 74 895 0.5 09 04 13 4200
F5 0.1 M NaCl 12.1 8.6 99 901 b b b b 6600
e ve2 M %2 158 119 833 *° 10 20 13 5100
F7 0.5 M NaCl 3.0 18.2 103 76.2 11 21 16 9.1 6000
F8 1 M NaCl 1.6 o 131 782 21 20 35 7.3 5600

2Stopy, ® Nezistené, © Neboli analyzované pre nizky vytazok

FT-IR s%:)ektré AGP ajeho DEAE frakcii F1-F8 su prezentované na obr. 2 v oblasti
1800-800 cm™, v ktorej sa nachadzaji najcharakteristickejSie vibracné pasy pre
polysacharidy. Ako je vidiet' z obr. 2, spektra AGP a konjugaty F1-F6 vykazuji podobné
spektralne profily, lisia sa vSak len v intenzite pasov v oblasti 1700-1600 cm*. Intenzita
pasov v oblasti 1660-1640 cm™ sa zvysuje od F1 po F6 konjugat v désledku pritomnosti
proteinov, ktoré indikuju vibracie karbonylovej skupiny v(C=0) peptidickych vézieb, ktoré st
oznatované ako Amid I. Vibraéné pasy 8(N-H) vibracii peptidickej vizby (okolo 1560 cm™),
oznacované ako Amid I, su v spektrach prekryté. V tejto oblasti sa nachadzaju aj deformacné
vibracie vody, ktorej pas je okolo 1645 cm™, ale ten je relativne maly a je pre kazdu vzorku
rovnaky, nakolko sa jedna o lyofilizaty. Intenzivne pasy v oblasti 1000-1200 cm™ v AGP
a jeho konjugéatoch F1-F6 st charakteristické pre 3,6-arabinogalaktan. FT-IR spektrda DEAE
frakcii F7 a F8 sa vyrazne liSili od AGP a F1-F6 konjugatov. Zo spektier je evidentné, Ze
majui vysSie obsahy proteinov ako povodny AGP a frakcie F1-F6, ¢o dokazuji intenzivne
pésy v oblasti 1660-1640 cm™, ktoré su charakteristické pre vibracie v(C=0) pochadzajice
z peptidickej vazby proteinov.

HSQC spektra AGP a jeho DEAE-frakcii F1-F7 st na obr. 3. Analyza NMR spektier
ukézala len malé rozdiely v ich spektrach, ktoré nasvedCuji na rozdielny stupeni substiticie
bo¢nych retazcov v jednotlivych DEAE-frakciach. Z HSQC spektier sa nezistil efekt
vysSieho obsahu proteinov na chemické posuny karbohydratov v konjugatoch.
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Obr. 3. HSQC spektra AGP a jeho konjugatov F1-F7.

Vysledky chemickych a spektroskopickych analyz F1-F8 frakcii poukazali na nové
informacie o povahe AGP v instantnej kave. Zistilo sa, ze AGP predstavuje komplex
glykokonjugatov r6znej molekulovej hmotnosti, rozdielného obsahu proteinov
a karbohydratov, pricom boli zistené aj rozdiely v monosacharidovom zlozeni jednotlivych
konjugatov.

~117 ~



Pod’akovanie

Praca vznikla vd’aka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt: Centrum excelentnosti pre bielo-zelenii biotechnologiu, ITMS 26220120054,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.

Literatura

Wolfrom, M. L., Laver, M. L., Patin, D. L. (1961). J. Organic Chem. 26, 4533-4535.

Wolfrom, M. L., Patin, D. L. (1964). J. Agricul. Food Chem. 12, 376-377.

Wolfrom, M. L., Patin D. L. (1965). J. Agricul. Food Chem. 30, 4060—4063.

Wolfrom, M.L., Anderson, L.E. (1967). J. Agric. Food Chem. 15, 685-687.

Capek,P., Matulova, M., Navarini, L., S.-Liverani, F. (2009). J. Food Nutr. Res.48, 80-86.

Capek,P., Matulova, M., Navarini, L., S.-Liverani, F. (2010). Carbohydr. Polym. 80, 180-185

Matulova, M., Capek, P., Kaneko, S., Navarini, L., S.-Liverani, F. (2011). Carb. Res. 346,
1029-1036.

Dubois, M., Gilles, K.A., Hamilton, J.K., Rebers, P.A., Smith, F. (1956). Anal. Chem. 28
350-356.

~ 118 ~



Porovnanie vyskytu PAU v tuhej a plynnej faze
Marian Schwarz
Fakulta ekologie a environmentalistiky, Technicka univerzita vo Zvolene, T. G. Masaryka 24,
SK-96053 Zvolen, Slovensko
Chemicky ustav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zelenu biotechnologiu, Tr. A. Hlinku 2, SK-
949 76 Nitra, Slovensko

schwarz@vsld.tuzvo.sk

Klucove slova
PAU, tuha a kvapalna faza, personalny odber

Uvod

V ovzdusi sa PAU moZu vyskytovat stbeZne vo forme dymov a par, teda ako
v plynnom, tak aj v tuhom skupenstve, pretoze patria do skupiny poloprchavych organickych
latok (SVOC = Semi Volatile Organic Compounds). Majoritny podiel PAU je sorbovany na
povrchu tuhych &astic, ktoré mozu byt podla dizky zotrvania v atmosfére fotochemicky
Vv priebehu niekol’kych tyzdiov degradované za vzniku rézne reaktivnych ateda aj rozne
toxickych produktov, z ktorych mnohé st karcinogénne a mutagénne (Boffetta, et al., 1997,
Satcher, et al., 1995).

Do organizmu sa PAU dostavaji najmé inhaldciou kontaminovaného vzduchu pocas
vyroby (profesiondlne expozicie), cez gastrointestindlny trakt (pitnd voda, konzumadcia
predovsetkym tepelne spracovanej potravy — peCenim, prazenim, grilovanim, udenim atd’.)
a Ciastocne aj cez kozu (hlavne pri praci — asfaltari, kominari). Pri hodnoteni celkovej
expozicie PAU z pracovného prostredia (suma PAU) je nutné sledovat aj mimopracovné
expozicie (napr. formou dotaznika) u respondentov, teda stravovacie zvyklosti a spdsob
zivota (faj¢enie, pitie kavy, konzumacia potravy s nevhodnym tepelnym spracovanim a pod.).

Ako zastupca celej skupiny PAU, ktory vykazuje najvyznamnejsie karcinogénne G¢inky
asluzi ako marker, bol zvoleny benzo[a]pyrén. Typické hodnoty benzo[a]pyrénu
Vv prevadzkach tohto typu sa pohybuju v rozmedzi 1-10 mg.m?, priCom pri profesiondlnej
expozicii boli zistené u vystavenych pracovnikov 10 az 1000 ndsobne vysSie hodnoty
V porovnani s neexponovanou kontrolnou vzorkou (Grainger, et al., 2004). Je zrejmé, ze pri
rieSeni environmentalnych problémov v stvislosti s expoziciou PAU, sa budu v buducnosti
podiel'at’ aj vysledky modernych tzv. zelenych biotechnologii, kde cielenym vyskumom
novych rastlinnych druhov alebo mikroorganizmov mozno ziskat’ uc¢inné biosorbenty, ktoré sa
moZzu spolupodiel’at’ na sanacii znecistené¢ho prostredia.

Material a metody

Odber vzoriek ovzdusia v pracovnom ovzdusi za G¢elom zachytenia PAU v plynnej
a tuhej faze bol uskuto¢neny Standardnou odberovou aparaturou na PTFE filtri s priemerom
pérov 2 um a na adsorbente XAD-2 (trubi¢ka firmy SKC 226-30-04) v sériovom zapojeni
prietokovou rychlostou 2,0 I.min™ podla metody NIOSH 5506 a STN ISO 11338-2, kde su
uvedené aj podmienky extrakcie vzorky, gradientovej elacie a vinové dizky pre detekciu na
fluorescen¢nom detektore a detektore diodového pola.

Bolo sledovanych 16 reprezentantov tejto kategoérie latok (zmesny Standard Supelco
QTM test mixture: naftalén (Naf), acenaftylén (ACN), fluorén (Flu), fenantrén (Fen), antracén
(Ant), fluorantén (FIn), pyrén (Pyr), benzo[a]antracén (BaA), chryzén (Chr), benzo[a]pyrén
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(BaP), benzo[b]fluorantén (BbF), benzo[k]fluorantén (BKF), dibenzo[a,h]antracén (DaA),
benzo-[g,h,i]perylén (BP), indeno[1,2,3-c,d]pyrén (IP)).

Po prepocte odobraného objemu vzorky na Standardné podmienky boli ziskané
vysledky vyhodnocované zvlast pre trubicku a zvlast pre filter. Limit detekcie (LOD)
a kvantifikacie (LOQ) prepocitany na benzo(a)pyrén pre pouziti metodu a zisteny objem
vzorky pri standardnych podmienkach je platny pre vSetky PAU: LOD = 0,0035 [J g.m'3 aLOQ
=0,011 I]g.m'3.

Vzorky pracovného ovzduSia boli odoberané vo viacerych prevadzkach podnikov
s expoziciou pracovnikov PAU ako aktivnym staciondrnym, tak aj persondlnym odberom po
dobu najmenej 360 min a vzorky vol'ného ovzdusia boli odoberané stacionarnym odberom po
dobu 24 hod vo viacerych mestach na Slovensku v letnom aj zimnom obdobi (Banské Bystrica,
Zvolen, Ziar nad Hronom).

Vysledky a diskusia

Z nameranych hodnét PAU ako v pracovnom, tak aj vo vol'nom ovzdusi vyplyva, ze
prevladajici podiel z ich celkového mnozstva bol zachyteny na trubicke (56-94%), na ktorej sa
zachytavaju predovSetkym PAU v plynnom skupenstve. Zvy$na cast’ PAU absorbovanych na
tuhych casticiach sa zachytavala na filtri a vo vSetkych pripadoch predstavovala iba minoritny
podiel (6-44%). Ked'ze filter v odberovej aparatire je predradeny pred trubickou, mozno
konstatovat, Ze majoritna ¢ast PAU v ovzdusi sa vyskytuje v plynnom skupenstve. Vyplyva to
aj zo zastipenia prchavejSich PAU v celkovej zmesi, ktoré je dokumentované na obr. 1., kde je
znazornené zastupenie jednotlivych PAU v pracovnom ovzdusi (obr. 1a) a vo vol'nom ovzdusi
(obr. 1b) zachytenych ako v plynnom skupenstve (trubicka), tak aj v tuhom skupenstve (filter).

V pracovnom prostredi sa koncentracie sumy PAU na jednotlivych odberovych
miestach menili najmé v zavislosti od zdroja PAU a vnutornych mikroklimatickych podmienok
(GCinnost’ odsavania a rychlost’ pridenia vzduchu) a dosahovali priemerné hodnoty 1,3-71,2
Dg.m™. Vo volnom ovzdusi boli priemerné hodnoty nizSie az o 3 poriadky v porovnani
s pracovnym prostredim a pohybovali sa v intervale 0,17-1,31 Og.m™.
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Obr 1: Porovnanie PAU zachytenych v plynnej (trubicka) a tuhej faze (filter) a) v pracovnom
prostredi; b) vo voI'nom ovzdusi

Aj ked je zastupenie jednotlivych PAU medzi odberovymi miestami premenlivé, vo
vSetkych pripadoch prevlada v plynnej faze v pracovnom prostredi prvych pat ukazovatel'ov
(naftalén, acenaftylén, fluorén, fenantrén a antracén) a vo volnom ovzduSi aj fluorantén
apyrén. Zo stapajicou molekulovou hmotnostou klesa vyskyt prchavejsich PAU a od
benzo[a]antracénu sa vyskytuji takmer vyhradne iba v tuhom skupenstve, pricom podiel tychto
nizkoprchavych PAU je v zmesi mensi ako 12,5 % , ¢o je v suhlase aj s literd&rnymi tdajmi

~ 120 ~



(Back, et al. 1992). Koncentracie samotného benzo[a]pyrénu neprekrocili v pracovnom
prostredi technickt smerni hodnotu ani v jednom pripade a pohybuju sa v rozmedzi od 0,02 do
1,81 Ogm™.

Zaver

V praci st diskutované vyskyt a posobenie PAU v tuhej a plynnej faze v pracovnom a
zivotnom prostredi, pricom bolo zistené, ze v oboch pripadoch je majoritny podiel PAU
zachyteny v plynnej faze najmé u I'ahSich PAU (Naf, Acn, Flu, Fen a Ant), zatial'¢o u vysSich
PAU (od pyrénu vyssie) prevladal zachyt tuhej fazy na filter. NizSie zastupenie menej
prchavych PAU viazanych na tuhé Castice moze byt dosledkom ucinného odsavania a z toho
vyplyvajicej nizSej prasnosti na pracovisku. Uvedené vysledky dokumentuju skuto¢nost’, ze
odber vzoriek ovzdusia pre stanovenie PAU nemoéze byt zamerany iba na zachyt prachovych
Castic, pre ktoré sa predpoklada, ze prave na ne je naadsorbovana prevazna Cast PAU, ale
sucast’ou odberu musi byt aj paralelny zachyt plynnej fazy PAU na trubicku, ktora je zapojena
v odberovej aparatire v sérii s filtrom.
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Uvod

Ozo6n patri medzi najvyznamnejSie sklenikové plyny v troposfére a rast jeho
koncentracie vyznamne prispieva k zintenziviiovaniu sklenikového efektu. Vdaka vysokej
reaktivite ozonu, ktora nachddza svoj odraz aj v jeho toxikologickych vlastnostiach, patri podl'a
letalnych davok k najtoxickej$im plynom vobec. Jeho Skodlivy Gc¢inok sa prejavuje prakticky
vo vSetkych ekosystémoch (mikroorganizmy, rastlinstvo, ZivocisSstvo, materidly). Paradoxom
sucasnosti je skutocnost, ze ochranného 0zdénu v stratosfére ubtda a koncentracie Skodlivého
ozénu sa v prizemnych vrstvdch zvySuju. Preto je nevyhnutné, aby sa na tento problém
sustredila pozornost’ nielen vramci ekologickych vied, ktoré skumaji vztahy medzi
organizmami v ich Zivotnom prostredi, ale aj v modernych, predovSetkym tzv. zelenych
biotechnologidch, ktoré cielenym vyskumom novych rastlinnych druhov vyrazne prispievaju k
zlepSeniu kvality Zivota obyvatel'ov Zeme.

Zvysené hladiny cholesterolu (CHL) zvySuji riziko srdcovo-cievnych ochoreni
(srdcovy infarkt, mozgova porazka a i.). Statistika pri¢in Gmrti na Slovensku potvrdzuje Ze
ochorenia srdcovo-cievneho systému st v rebricku umrti na najvyssej priecke (Zdravotnicka
ro¢enka SR, 2006). Na druhej strane bolo zistené, Ze ozén v terapeutickych davkach modze
hladiny CHL znizovat. V predkladanom prispevku sme sa pokusili korelovat hladiny
celkového cholesterolu ako rizikovej latky so zistenymi koncentraciami prizemného ozoénu.

Material a metody

Odbery biologickych vzoriek a vySetrenia boli vykondvané na analyzatore Reflotron®
Plus (INTES Slovakia). Po¢itacom riadeny pristroj poziva malo invazivnu metddu vySetrenia z
kvapky kapilarnej krvi odobratej z prsta pacienta. Kontrola kvality vysledkov ziskanych na
Reflotrone bola opakovane overena paralelnym vySetrenim tych istych ukazovatel'ov pouZitim
Standardnej laboratornej metodiky na oddeleni klinickej biochémie. Pacienti boli vySetrovani
nalacno a od popoludnia dila predchadzajliceho vySetreniu vylucili zo stravy jedla a napoje s
obsahom cukru.

Subor pacientov bol vysetrovany podl'a metodiky CMS Zataz obyvatel'stva faktormi
prostredia: z celkového poétu 25 393 obyvatelov okresu Ziar nad Hronom (So predstavuje
12 363 muzov a 13 030 Zien) bolo vybratych 79 probandov z uréenych 5 obci Ziarskej kotliny.
Zenska populécia pozostavala zo 7 dievéat vo veku 10 — 14 rokov, 10 dievéat vo veku 15 — 19
rokov a 21 zien vo veku 40 — 50 rokov. Muzska populacia pozostavala z 9 chlapcov vo veku 10
— 14 rokov, 13 chlapcov vo veku 15 — 19 rokov a 19 muzov vo veku 40 — 50 rokov
(Turc¢anova, 1998).

Kritériami vyberu probandov boli vek, pohlavie, minimalne 5 rocny nepretrZity pobyt v
sledovanej oblasti pred dilom vySetrenia, absencia priameho pribuzenského vzt'ahu a spolocne;j
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domécnosti probandov a dobrovolna ti€ast’ na vySetreni. Osoby Zijuce v jednej domacnosti
S vysetrovanou osobou boli vylu¢ené preto, Ze u nich mozno predpokladat’ zhodu, resp. velku
podobnost’ v stravovacich navykoch a zivotnom Style, u pribuznych zasa geneticka
determindciu pripadnych zistenych odchyliek, ochoreni alebo somatickych defektov. Ich
zaradenie do suboru by mohlo skreslit’ vysledky analyzy sledovanych zavislosti.

Vysledky a diskusia

V Slovenskej republike je umrtnost’ na kardiovaskularne ochorenia dlhodobo najvyssia
V porovnani s krajinami strednej Europy (Ginter, E, 1998). Medzi v€asnou umrtnostou na
kardiovaskuldrne choroby a strednou diZkou Zivota existuje tesna nepriama korelacia
Vv eurdpskych krajindch (Hrnciar, J. 1991). Vplyv o0zénu na hladiny cholesterolu (ale aj iné
biochemické ukazovatele) je znamy z literatiry (Hernandez, et al., 1995) a pouziva sa dokonca
k terapeutickym ucelom. Preto bola sledované ich koreldcia s 24-hodinovymi priemernymi
ozénovymi koncentraciami zodpovedajucimi diu, ktory predchadzal ditu odberu.

Z celkového poctu 79 probandov prekracuje fyziologické hodnoty celkového
cholesterolu 35,44 %. Grafy zavislosti hodndt celkového cholesterolu (CCHL) od
zodpovedajucich priemernych 24-hodinovych koncentracii prizemného ozénu si uvedené na
obr. 1 (u zenského pohlavia obr. 1a) a U muzského pohlavia obr. 1b)).

Z vypocitanych korelacii bol zisteny trend zavislosti so zapornou smernicou regresnej
priamky, ¢o znamena, zZe so zvySujucimi sa koncentraciami ozonu sa koncentracie celkového
cholesterolu znizuju, aj ked treba poznamenat’, Zze koeficienty determinacie maju hodnoty
nizSie ako 0,1 a Statistickd vyznamnost’ uskutocnenych korelacii je nizka. Predmetom d’alSieho
Stdia su korelacie s d’alsimi biochemickymi ukazovatelmi, ako su triacylglyceridy, HDL
a LDL cholesterol, rizikové indexy I, (index aterosklerozy LDL/HDL), r; (pomer CCHL/HDL
a r; (pomer TG/HDL). Najvyssi korelacny koeficient bol zaznamenany pri zavislosti
s celkovym cholesterolom u muzov, priCom u muzov vo v§eobecnosti boli pozorované omnoho
silnej$ie korelacie ako u Zien, ¢o je v suhlase s literarnymi idajmi (Stewart C.R a kol, 2007).

Korelacia CCHL a O, y=-0,0076x +0,1163 Korelacia CCHL a O y =-0,0118x + 0,1359
R?=0,0517 R*=0,0975
@ 0,20 ? 0,20
€ L R ) € ' * o0
2 =)
5 o P o § 0,15 PO -
° o0 » o o o 010 L
PS *»
0,05 * 30. . + 0,05 ' \.
PO ° * 0.00 °*e oo L 2K 4
0,00 . . : ' ' ' ' ' ' '
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Obr. 1 Graf zavislosti hodndt CCHL od priemernych 24-hodinovych koncentracii prizemného
ozonu a) zenské pohlavie, b) muzské pohlavie

Zaver

U obyvatel'stva Ziarskej kotliny boli vramci monitorovacicho systému zataZe
obyvatel'stva faktormi prostredia sledované prevalencné charakteristiky vyskytu
kardiovaskularnych ochoreni. Hodnoty celkového cholesterolu (CCHL) stanovené v kapilarnej
krvi 79 vySetrenych osob boli korelované s 24-hodinovymi priemernymi koncentraciami ozénu
Vv uvedenej oblasti. Vo vSetkych pripadoch bola zistend zéporna koreldcia s hodnotami
koeficientu determinécie R* v intervale 0,05 - 0,098.

Aterosklerozu dnes pokladame za chronické zapalové ochorenie vyvolané opakovanym
alebo trvalym pdsobenim réznorodych Skodlivin na cievnu stenu. Toto ochorenie vznika
nadmernym ukladanim cholesterolu spolu s fosfolipidmi na vntitornej stene artérii. Z nami
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uskuto¢nenej Stadie vyplyva pozitivny ucinok troposférického ozonu v prevalencii tohto
ochorenia.
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Uvod

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae maju vyznamné uplatnenie v biotechnologickej praxi
predovsetkym ako mikroorganizmy vo fermentacnom priemysle pri vyrobe piva, vina, lichu
a drozdia, v potravinarskom priemysle pri vyrobe pekarskych produktov, ale maju aj
negativny vyznam ako nevhodné kontaminanty surovin a potravin (Gorner a Valik,
2004).Vyskumu tohot mikrooganizmu sa venuje neustila pozornost, pretoze genom
Sacharomyces cerevisiae bol vobec prvym eukaryotickym genémom, ktory bol kompletne
sekvenovany (Goffeau a kol., 1996). Vyuzitiu tychto kvasiniek na produkciu biomasy, ktora
modze byt zdrojom esencidlnych latok — vitaminov a aminokyselin ich predurcuje schopnost’
za aerobnych podmienok produkovat’ vysoké mnozstvo biomasy a nemetabolizovat’ sacharidy
na etanol (Gorner a Valik, 2004).

Material a metody

Kultivované mikroorganizmy: Saccharomyces cerevisiae, kmeni 1 (tzv. Kolin), kmen 2 (tzv.
Gyong) a kmen 3 (tzv. 612).

Submerzna kultivacia vyZaduje kultivacie kvalitné uhlikaté zdroje, napr. sacharidy, alkoholy,
organické kyseliny, alkany (Rebro$ a kol., 2005; Mikola a kol., 2007). Pre zakladnu kultivaciu
kvasiniek bolo pouzité nasledovné YPD médium: 10 g.dm'3 kvasni¢ného autolyzatu (yeast
extract), 20 g.dm™ peptonu pre bakteriolégiu (ImunnaPharm), 20 g.dm™ glukézy (Hahn-
Hagerdal a kol., 2005, Jinping a kol., 2008).

Uprava zlozenia kultivaéného media s cielom dosiahnit’ ¢o najvyssiu produkciu biomasy sa
uskuto¢nila zmenou koncentracie zakladnej ziviny - glukézy v koncentraciach 20 g.dm™ az
45 g.dm'S. Kultivacia bola realizovand za aerobnych podmienok pri teplote 30 °C s
premiesavanim (280 ot.min™") pocas 48, 72 a 96 hodin.

Ziskana biomasa bola po separacii zo zivného media premyvana destilovanou vodou a bunky
boli stabilizované mrazovou sublimdciou, ¢im si pripravené  biologické preparaty
zachovavaju biologické vlastnosti a mozu sa skladovat’ bez straty biologickej aktivity (Kas a
kol., 2006). Podl'a viacerych autorov (Jones a Kompala, 1999; Kompala, 1999; Stanbury
akol., 2000) je pre produkciu kvasinkovej biomasy vhodnym kultivaénym postupom
submerzna kultivacia.
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Vysledky a diskusia
V potravinarskej praxi mézu byt vyuzivané celé kvasinkové bunky alebo len biologicky
vyznamné a aktivne Casti buniek v podobe kvasinkovych extraktov, proteinovych izolatov,
esencidlnych aminokyselinny, glukdnov bunkovej steny, vitaminov skupiny B (Abbas, 2006).
Saccharomyces cerevisiae ma dlhodobé vyuzitie v potravinarstve predovsetkym v kvasnom
priemysle, ktorého cielom je produkciou etanolu a ale aj ako zdroj biomasy a biochemikalii
(Zigova a Sturdik, 1999). Za aerébnych podmienok a nizkej koncentracii glukézy v médiu
(menej ako 5 mmol.dm™) bunka metabolizuje glukézu niZ§ou rychlostou neZ v anaerébnych
podmienkach, ¢o sa oznacuje ako Pasteurov efekt. Anaerobne dehydrogenacie su nahradené
aerébnom metabolizmom, ktory je sprevadzany intenzivnou tvorbou biomasy. Fermentacné
procesy su inhibované, pretoze substrat je oxidovany az na CO; a H,O (Walker, 1998), ¢o ma
rozhodujtci vplyv na produkciu kvasni¢nej biomasy (Rebros a kol., 2005).

Tri kmene Saccharomyces cerevisiae boli kultivované v aerdbnych podmienkach
Vv zivnom médiu so zvysSujucou sa koncentraciu glukozy, ktorej Startujuca koncentracia bola
20 g.dm™ (Kuranda a Robbins, 1991, Zyracka a kol., 2005, Jinping a kol., 2008).
Najvyssiu produkcia biomasy dosiahol kmeii 1 (Tab. 1), a to uz po 48 hodinach kultivacie
v médiu s 30 g.dm™ glukozy. Predizenim kultivatnej doby mnoZstvo biomasy klesalo (pocas
96 hodin pokles aZ 0 39 %). Kmen 2 produkoval najvy$sie mnoZstvo biomasy za 72 hodin
v médiu s mnozstvom glukézy 40 g.dm™ a 45 g.dm™, aviak v porovnani s produkciou kmena
1 bolo dosiahnutych len 72 % vytazku. Kmen 3 nie je vhodnym producentom kvasni¢nej
biomasy, pretoze najviacSie mnozstvo bunkovej hmoty bolo ziskané az pri koncentracii
glukozy 45 g.dm™ po 72 hodinach kultivacie, o je z pohl'adu mozného praktického vyuzitia
Vv potravinovych doplnok ekonomicky vel'mi naro¢né.

Tabul'ka 1
Produkcia biomasy Saccharomyces cerevisiae
Koncentracia Kultiva¢na Vytazok Vytazok Vytazok
glukézg/, doba, hod. biomasy biomasy biomasy
g.dm’ kmen 1, kmen 2, kmen 3,
g zo 100 ml g zo 100 ml g zo 100ml
média média média

20 48 1,20 1,27 1,31

20 72 1,15 1,22 1,24

20 96 1,14 1,23 1,23

25 48 1,40 1,49 1,45

25 72 1,10 1,41 1,37

25 96 1,30 1,39 1,43

30 48 2,47 1,59 1,46

30 72 2,00 1,563 1,56

30 96 1,50 1,49 1,48

35 48 2,37 1,58 1,50

35 72 2,08 1,61 1,68

35 96 1,60 1,60 1,64

40 48 1,50 1,65 1,55

40 72 1,57 1,78 1,70

40 96 1,69 1,67 1,68

45 48 1,42 1,63 1,55

45 72 1,54 1,78 1,83

45 96 1,72 1,64 1,73
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Analyzou zékladnych biologicky aktivnych a vyznamnych latok bolo zistené, Ze bielkoviny
tvoria 49 % suchej, stabilizovanej biomasy, lipidy 6 %, sacharidy 0,04 % a z vitaminov
skupiny B mal najvyssie zastipenie riboflavin (vitamin Bj), a to 2 mg v 100 g suchej
kvasinkovej biomasy (Tab. 2). Zvyzivového hladiska st velmi vyznamnymi sirne
aminokyseliny. V 100 mg biomasy kvasiniek bolo 0,69 g cysteinu a 0,65 g metioninu.
Submerznym kultivatnym postupom Saccharomyces cerevisiae kmen 1 je mozné za
aerobnych podmienok pripravit potravinovy suplement — Kkvasinkovli biomasu, ktora
obsahuje vyzivovo vyznamné mnozstvo biologicky hodnotnych bielkovin.

Tabulka 2

Obsah biologicky vyznamnych latok v biomase Saccharomyces cerevisiae kmen 1

Latka Obsah, g.kg™ Latka Obsah, mg.kg™
bielkoviny 489,7 vitamin B1 1,8
lipidy 58,8 vitamin B6 <1
glukdza 0,4 vitamin B2 20,6
fruktdza <0,1 Se <0,1
cystein 6,9 Zn 304,0
metionin 6,5 Fe 52,5
Podakovanie

Tato publikacia vznikla vd’aka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt: Centrum excelentnosti pre bielo-zelenti biotechnologiu, ITMS 26220120054,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionéalneho rozvoja.

Literatura

ABBAS, CH. A. 2006. Production of antioxidants, aromas, colours, flavours and
vitamins by yeast. In: The yeast handbook. Springer-Verlang, Berlin Heidelberg, 2006, 453 s.,
ISBN 3-540-28388-9

GOFFEAU, A. - BARRELL, B.G. - BUSSEY, H. - DAVIS, R.W. - DUJON, B. -
FELDMANN, H. - GALIBERT, F. - HOHEISEL, J. D. - JACQ, C. - JOHNSTON, M. -
LOUIS, E. J. - MEWES, H. W. - MURAKAMI, Y. - PHILIPPSEN, P. - TETTELIN, H. -
OLIVER, S. G. 1996. Life with 6000 genes. In: Science 274, 1996, p. 563-567

GORNER, F., VALIK, L. 2004. Aplikovana biologia pozivatin. 1. vyd. Malé centrum,
Bratislava, 528 s., ISBN 80-967064-9-7

HAHN-HAGERDAL, B., KARHUMAA, K., LARSSON, U.C., GORWA-
GRAUSLUND, M., GORGENS, J., VAN ZYL, W.H. 2005. Role of cultivation media in the
development of yeast strains for large scale industrial use. In: Microb. Cell Fact. 4, 2005

http 1: <http://www.vscht.cz/kch/kestazeni/sylaby/tradtech.pdf> (2008-10-6)

JINPING, L., QINGHAI, L., ERZHENG, S., DONGZHI, W., SHENGLI, Y. 2008.
Application of comparative proteome analysis to reveal influence of cultivation conditions on
asymmetric bioreduction of p-keto ester by Saccharomyces cerevisiae. In: Appl Microbiol.
Biotechnol. 80, 2008, p. 831-839

JONES, K.D., KOMPALA, D.S. 1999. Cybernetic model of the growth dynamics of
Saccharomyces cerevisiae in batch and continuous cultures. In: J. Biotechnol. 71, 1999, 105-
131

KAS, JI., KODICEK, M., VALENTOVA, O. 2006. Laboratorni techniky biochemie. 1.
vyd. Vysoka Skola chemicko-technicka v Praze, Praha, 2004, ISBN 80-7080-586-2

KIRK, P.M., CANNON, P.F., DAVID, J.C., STAPLERS, J.A. 2001. Dictionary of the
Fungi. 9. vyd. Wallingford: CAB INTERNATIONAL, 2001, 655 s. ISBN 085199377 X

KOMPALA, D.S. 1999. Cybernetic modeling of spontaneous oscillations in continuous
cultures of Saccharomyces cerevisiae. In: J. Biotechnol. 71, 1999, p. 267-274

~ 127 ~



KURANDA, M.J., ROBBINS, P.W. 1991. Chitinase is required for cell separation
dutiny growth of Saccharomyces cerevisiae. In: J. Biol. Chem. 29, 1991, p. 19758-19767

MIKOLA, M., SETO, J., AMANULLAH, A. 2007. Evaluation of a novel Wave
Bioreactor_ cellbag for aerobic yeast Cultivation Bioprocess. In: Biosyst. Eng. 30, 2007, p.
231-241

REBROS, M., ROSENBERG, M., KRISTOFIKOVA, L., STLOUKAL, R. 2005.
Mikrobidlna produkcia palivového etanolu: Baktérie alebo kvasinky? In: Chem. Listy 99,
2005, p. 402-409

STANBURY, P.F., WHITAKER, A., HALL, S.J. 2000. Principles of Fermentation
Technology. BH, Oxford, 2000

WALKER, G.M. 1998. Yeast Physiology and Biotechnology. Wiley, Chichester 1998

ZIGOVA, J., STURDIK, E. 1999. Bioinzinierske aspekty produkcie biomasy
Saccharomyces cerevisiae ako zdroja Specialnych proteinov. In: Biologické listy 64, 1999, p.
33-51

ZYRACKA, E., ZADRAG, R., KOZIOL, S., KRZEPILKO, A., BARTOSZ, G.,
BILINSKI, T. 2005. Yeast as a biosensor for antioxidants: simple growth tests employing a
Saccharomyces cerevisiae mutant defective in superoxide dismutase. In: Acta Biochim. Pol.
52, 2005, p. 679-684

~ 128 ~



Priprava zinkom fortifikovanej kvasni¢nej biomasy ako mozného
potravinového doplnku

. . ) AN I3 v I3 . ,* v 7 I3
Silvia Sillerova, Blazena Lavova, Dana Urminska , Anezka Polakova

Fakulta biotechnolégie a potravindarstva, SPU v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
Slovensko

Chemicky ustav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zelenu biotechnologiu, Tr. A. Hlinku 2,
SK-949 76 Nitra, Slovensko

*dana.urminska@uniag.sk

Klucoveé slova
Saccharomyces sp., fortifikovana kvasinkova biomasa, zinok vo vyzive

Uvod

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae sa vyznacujui schopnost'ou biosoprcie mineralnych latok
z prostredia (Wang a Chen, 2006). Wysocki a Tamas (2010) uvadzaju, Zze kvasinky su
schopné akumulovat’ aj toxické prvky ako st arzén, cadmium, antimony, ortut’, chrém a selén
a v podobe réznych ligandov viazat’ do svojich Struktur olovo, Zelezo, kobalt, nikel, med’ a
zinok (Summers 2009). Pre vSetky Zivé organizmy su kovové mikroelementy neoddelitel'nou
stcastou peoteinov, stavebnych, ale aj katalytickych (Waldron et al. 2009). Jednym z takto
vyznamnych prvkov je zinok, ktory je sice vo vysokych koncentraciach toxickym prvkom, ale
v mikromnozstvach je esencidlnym prvkom napr. antioxida¢nych enzymovach systémov
buniek (Bhagavan 2002; Sekler et al. 2007, De Nicola et al., 2009). Jednym z
najvyznamnej$ich enzymov je superoxiddismutaza (McCord a Fridovich, 1969).
Bioremediacia a biosorpcia, ktorej su schopné mikroorganizmy — baktéria, mikroskopické
huby, kvasinky a riasy, je vyznamnym procesom, ktorym je mozné v ramci tzv. zelene]
biotechnologie zlepsit’ zivotné prostredie a sic¢asne produkovat’ napr. vyuziteI'né potravinové
doplnky s vyznamnym obsahom mikroelementov.

Chen a Wang (2007) zistili, Ze bunky Saccharomyces cerevisae st schopné z vodnych
roztokov akumulovat’ zinok, ktorym sa ich biomasa obohacuje a je mozné ju potom vyuzivat
napr. v ZivociSnej vyrobe ako biopreparat fortifikovany tymto vyznamnym mikroelementom
(Fernandes et al. 1998, Swanson a Fahey 2004).

Material a metody

Kultivacia kvasiniek Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen bola realizovana
submerznym spdsobom v YPD médiu, ktoré obsahovalo 10 g.dm'3 kvasni¢ného extraktu
(Imuna Pharm, Slovakia), 20 g.dm™ pepténu (Imuna Pharm, Slovakia) a 35 g.dm™ glukézy
pri pH 6,6, teplote 30 °C, aerdbne s premiesavanim.

Ako zdroje zinku boli pouzité anorganické soli dusi¢nan zino¢naty, siran zino¢naty a chlorid
zino¢naty (Lachema, Czech Republic). Zasobné roztoky s koncentraciou 10 % (hm.) mali
nasledovné pH: dusi¢nan zino¢naty pH 5,4, siran zinoc¢naty pH 4,6 a chlorid zino¢naty pH 2,1
a boli pridavané sterilné do sterilného média v mnozstvach 25, 50, 100, 200 and 300 mg do
100 ml média.

Pociatoéna koncentracia buniek bola 0.5 x 10° buniek v 1 ml media a pocas kultivacie bola
koncentracia kvasni¢nych buniek stanovend pomocou hemocytometra. Po kultivacii boli
bunky separované a premyvané a nasledne stabilizované mrazovou sublimaciou (LYOVAC
GT 2, AMSCO/FINN-AQUA, Germany).

Koncentracia zinku bola v kvasni¢nej biomase stanovend metddou AAS (Varian FS240,
plamen acetylén—vzduch, OD = 213,9 nm, intenzita pradu zinkovej lampy 8 mA).
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Vysledky a diskusia
Pridavkom dusi¢nanu zino¢natého do zivného média sa postupne znizovala vytaznost
biomasy, ale vyznamne sa zvySovala koncentracia Zn v kvasni¢nych bunkach (Tab. 1).
Najvyraznejsi inhibi¢ny vplyv na rozmnozovanie buniek sa prejavil po pridavku 200 mg
zino¢natej soli do média, na druhej strane vSak takto kultivované bunky obsahovali az 18,5 g
Zn v 1 kg biomasy.

Tabulka 1
Biosorpcia zinku z dusi¢nanu zino¢natého bunkami Saccharomyces cerevisiae
Koncentracia Vytazok biomasy, | Narast koncentracie Zn v biomase kvasiniek,
dusi¢nanu mg zo 100 ml média mg Zn v 1 kg suchej biomasy
zino¢natého,
mg v 100 ml média
0 1.18,+0.47 320.0, + 16
25 1.13;+0.23 2400.0,+ 120
50 1.16,+ 0.25 4440.0, + 222
100 1.04,+0.25 8100.04 + 405
200 0.14.+0.48 18500.0. + 925
300 0.01,£0.01 -

P <0.05, udaj £+ smer. odchylka, n = 6.

Podobné¢ vysledky boli ziskané aj v prostedi so siranom zino¢natym (Tab. 2). ZvySovanie
koncentracie soli viedlo k zniZeniu rastu a rozmnozovania kvasiniek, ale obsah Zn v bunkach
nedosiahol takych vysokych koncentracii ako v pripade dusi¢nanu zino¢natého.

Tabulka 2

Biosorpcia zinku zo siranu zino¢natého bunkami Saccharomyces cerevisiae

Koncentracia Vytazok biomasy, Narast koncentracie Zn v biomase
siranu zino¢natého, mg zo 100 ml média kvasiniek,
mg v 100 ml média mg Zn v 1 kg suchej biomasy
0 1.18,+ 0.47 320.0,+ 16
25 1.17,£0.16 3820.0p+ 191
50 1.13,£0.19 5800.0; + 290
100 0.99,+0.14 9440.04+ 472
200 0.006,+ 0.01 -
300 0.01,+0.01 -

P <0.05, udaj £+ smer. odchylka, n = 6.

Koncentracie ZnSO4 200 a 300 mg v 100 ml YPD media boli pre bunky letdlne. Maximalna
absorpcia Zn bola z media, ktoré obsahovalo 100 mg Zn v 100 ml, pri vyssSej koncentracii
bunky neboli schopné zinok viazat’ do svojich Struktur.

Aj chlorid zino¢naty mal pri koncentraciach vysSich ako 100 mg v 100 ml média letalne
ucinky na kvasni¢né bunky (Tab. 3).
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Tabulka 3
Biosorpcia zinku z chloridu zino¢natého bunkami Saccharomyces cerevisiae

Koncentracia Vytazok biomasy, Narast koncentracie Zn v biomase
chloridu zino¢natého, | mg zo 100 ml média kvasiniek,
mg v 100 ml média mg Zn v 1 kg suchej biomasy
0 1.18,+ 0.47 320.0,£ 16
25 1.19,+0.69 3280.0,+ 164
50 1.17,+0.05 5540.0. + 277
100 0.99,£0.15 10380.04+ 519
200 0.03,+0.03 -
300 0.04,+0.01 -

P <0.05, tdaj &+ smer. odchylka, n = 6.

Chen a Wang (2007) uvadzaju, Ze optimalnym pH pre biosopciu zinku je hodnota 5,8. Je to v
sulade so ziskanymi vysledkami, kedy najlepSie tolerovanym bol roztok dusi¢nanu
zino¢natého. Stehlik-Tomas et al. (2004) pripravili fortifikované kvasinky s obsahom 700 pg
Zn v 1 g biomasy anaerobnou kultivaciou. Poreda et al. (2009) vsak prisli k zaveru, ze nie je
takto mozné pripravit’ biomasu s obsahom Zn vy$§im ako 0,6 mg v 1 g suchej biomasy.

V nasom pokuse boli submerznou kultivaciou pripravené kvasinky s obsahom 185 ug v 1 mg
suchej biomasy.
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SK-949 76 Nitra, Slovensko

Abstrakt

Vo vybranej lokalite regionu Stredné Povazie sme hodnotili hygienu pddy a
pol'nohospodarskej produkcie z pohl'adu obsahu Cd, Pb, Ni, Zn, Cu, Cr, Co, Fe a Mn.
Zvolena lokalita Vrchy sa nachddza v blizkosti troch vyznamnych priemyselnych podnikov
tohto regionu (Matador Puchov, Povazskd cementaren Ladce a sklarne RONA v Lednickych
Rovniach). Hodnoty pddnej reakcie pH/KCI v sledovanej lokalite potvrdili, ze poda bola
extrémne kysla az neutrdlna. Obsahy Cd v pddnom extrakte lu¢avkou kralovskou boli o 5% -
40% a 8% - 63% vyssie ako je hygienicky limit dany Zakonom 220/2004 platnym v SR.
Znamena to, Ze pddna kontaminacia Cd a Co bola analyticky potvrdend. Legislativne urcena
kriticka hodnota vo vztahu pdda — rastlina stanovend v pddnom extrakte NH4NO;3; bola
prekrocena iba pre pddny obsah Pb (o 20% - 200%). Semend l'anu pestovan¢ho na pdde
sledovane;j locality obsahovali vyssie mnozstva Cd, Pb, Cr a Ni (o 68% - 100%, 30% - 130%,
100% - 240% a 85% - 105%) v porovnani s hygienickymi limitmi ur€enymi Potravinovym
kédexom SR. Uvedené vysledky potvrdzuju potrebu neustadleho monitoringu obsahu
rizikovych kovov tak v pddach, ako aj polnohospodarskej produkcii v blizkosti ich
potencidlnych zdrojov s cielom zachovania bezpec¢nosti potravového ret'azca.

Klucoveé slova : pddna hygiena, tazké kovy, bezpecnost’ potravového retazca

Uvod

Atmosféra severnej pologule bola a stile je kontaminovand exhalatmi z energetickych,
dopravnych, polnohospodarskych a najmd priemyselnych zdrojov. Zmena podnej reakcie
sposobend chemickycmi reakciami kyslych komponentov tychto exhaldtov s dal$imi
zlozkami atmosféry predstavuje v sucasnosti jeden z globalnych environmentalnych
problémov. Pddna acidifikacia je v naSej krajine podmienend deStrukciou organickych a
minerdlnych podnych komponentov, zniZovanim koncentracie bazickych kationov,
imobilizéciou nutrientov, zniZovanim pédneg sorpcnej kapacity a mobilizaciou toxickych
prvkov. Z celkovej rozlohy SR 49 037,17 km* predstavuje pol'nohospodarska poda 49,3 % a
lesna poda 40,97%, priCom imisiami zat'azené tzemia predstavuju asi 13% z celkovej rozlohy
SR. Pdéda ako Startovacie miesto vstupu rizikovych latok do potravového retazca je v nasSej
krajine neustdle sledovana (Hegediisova 1999, Téth et al. 2004, Hronec et al. 2006 a i.).
Zvlast je potrebné sledovat’ obsah podnych kontaminantov v blizkosti priemyselnych
podnikov z dovodu zachovania kvality a bezpe€nosti potravinovych surovin dopestovanych v
tychtoi oblastiach. Ciel'om prace bolo zhodnotit’ podnu hygienu a bezpecnostdopestovane;j
pol'nohospodarskej produkcie z pohl'adu obsahov Cd, Pb, Ni, Zn, Cu, Cr, Co, Fe a Mn vo
vybranej lokalite regionu Stredné PovaZie v blizkosti troch vyznamnych priemyselnych
podnikov: Matador Puchov, Povazskd cementarent Ladce a sklarne RONA v Lednickych
Rovniach.

Material and metody
Vzdialenost’ pozemku Vrchy od zavodu Matador je 7 km a od Povazskej cementarne Ladce
16 km a priblizne 7 km vzdus$nou ¢iarou od sklarskeho zavodu RONA.
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Poda v sledovanej lokalite bola ilovito hlinita, podny druh stredne tazka az tazka, podny typ
fluvizem glejova a kambizem typickd. Vymera pozemku 9,4 ha, priemerna svahovitost’ 8,88 ©,
15,62 %. Na uvedenom pozemku sa pestoval 'an siaty.

Za pomoci satelitnej navigacie GPS MAP 60 Cx GARMIN (GPS) sme vytvorili digitadlne
rastrové mapy, na ktorych sme urcili odberné miesta (obr. 1)

Pozemok

Odberné body

W % E
80 1] 80 180 Meters

— S

Obr. 1 Zndzornenie plosného rozmiestnenia odbernych bodov na sledovanom pozemku Vrchy

Odbery pddnych vzoriek sa realizovali z vopred urcenych miest. Vykonali sa za pomoci
pedologickej sondy z horizontu A (0-0,2 m) s pouzitim GeoSampler fy. Fisher. Pseudototalne
obsahy Cd, Pb, Ni, Zn, Cu, Cr, Co, Fe a Mn boli stanovené v pddnom extrakte lucavkou
kral'ovskouaqua regia a obsahy mobilnych foriem vybranych tazkych kovov v pdédnom
extrakte NH4NO3 (¢ = 1 mol.dm®). Ziskané vysledky boli vyhodnotené podla Zakona
220/2004. Analytickou koncovkou bola plamenova AAS (AAS Varian AA Spectr DUO 240
FS/240Z/UItrAA).

Vzorky semien l'anu boli odobrané z tych istych miest ako podne vzorky. Po vysuSeni
a homogenizacii boli vzorky mineralizované s pouzitim HNO3; v mikrovinnej piecke MARRS
X-PRESS. Roztoky boli nasledne analyzované plamenovou AAS (AAS Varian AA Spectr
DUO 240 FS/240Z/UltrAA). Ziskané vysledky boli vyhodnotené podla Potravinového
kodexu SR.

Vysledky a diskusia

V tab. 1 su uvedené stanovené hodnoty pddnej reakcie a obsahov sledovanych tazkych kovov
V A horizonte. Stanovené obsahy tazkych kovov v podnom extrakte lucavkou kralovskou
predstavuji hodnoty celkovych obsahov kovov s vynimkou ich rezidualnej frakcie viazanej
v silikatoch.

Tabulka 1 Poddna reakcia a obsahy tazkych kovov (mg.kg“l) v A horizonte (pddny
extrakt la¢avkou kralovskou)
pH Podny extrakt lu¢avkou kralovskou
C. | Odberné | (KCI (mg.kg™)
miesto ) Cd Pb Ni Zn | Cu | Cr | Co Fe | Mn
1A 4231068 | 274|274 | 726 | 068 | 27,2 | 17,8 | 759,6 | 45.4

2A 3,80 0,86 | 19,2 | 26,8 | 58,2 | 0,86 | 30,0 | 13,4 | 786,6 | 36.4

3A 392 (060|216 | 328 | 684 | 0,60 | 36,4 | 16,2 | 1111 | 424

4A 3,70 0,74 | 26,4 | 25,4 | 55,5 | 0,74 | 30,0 | 18,0 | 8158 | 54.4

gl wN e

5A 365[0,76 | 314 | 30,8 | 688 | 0,76 | 30,4 | 24,0 | 1047 | 68.6
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6. 6A | 3641086 | 27.8 | 276 | 700 | 0,86 [ 28.8 | 21.4 [905.4 | 68.6
7 7A | 6.74 | 004 | 206 | 91,6 | 7.2 | 0.04 | 46,6 | 244 | 1447 | 63.6
8. 8A | 4011098 | 254 | 282 | 722 | 098 | 312 | 18.8 | 9056 | 44.4
Priemer | 4.21| 0.80 | 26.10 | 36.33 | 67.11] 0.80 | 32,58 | 10.25 | 972.2 | 53.0
Min 3.64 | 0.60 |19.20 | 25.40 | 55.50 | 0.60 | 27.20 | 13.40 | 750.6 | 36.4
Mo 6.74 | 0,98 | 31.4 |91.60| 72,6 | 0,98 | 46,60 | 24.40 14é6' 68.6
SD 1.04 | 013 | 402 | 22.46| 654 | 0.13 | 6.26 | 3.80 |227.7| 12.7
Hylgi:ﬁ?t‘fky - | 07 | 700 | 50,0 {150,0| 60,0 | 70,0 | 150 | - -

* Zakon 220/2004

Podna reakcia pH/KCI v sledovanej lokalite bola extrémne kysla az neutrdlna. Hodnoty
podnej reakcie maji vyznamny vplyv na prijem tazkych kovov rastlinami. V pddach s
nizkymi hodnotami pH nastava destrukcia humusu a zvySovanie mobility a biopristupnosti
rizikovych kovov (Blume et al, 1990; Torma, 1998). Vo viésine vzoriek prekracovali obsahy
Cd a Co v podnom extrakte lu¢avkou kralovskou hygienicky limit dany Zakonom 220/2004
platnym v SR (0 5% - 40% a 8% - 63%). Znamena to, Ze pddna kontaminacia Cd a Co bola
analyticky potvrdena. Kadmium patri k rizikovych kovom s najvySSou toxicitou v Zivotnom
prostredi (Das et al., 1997). Kumulacia Cd v pddach je sti€asne aj objektom potrebného
monitoringu z pohl'adu potravinovej bezpe¢nosti dopestovanej produkcie (Rahmanian et al.,
2011). Preukazal sa tiez toxicky G¢inok Cd na rastliny (Osman et al., 2004). Li et al. (2009)
vo svojich pracach potvrdili negativny vplyv vyssich mnozstiev Co na rajéiny, repku a jaCmen
pestované v pddach s réznymi chemickymi a fyzikdlnymi vlastnostami, pricom hlavnym
kritériom toxicity Co bola rozdielna rozpustnost’ jeho zlicenin, ktoré boli v roznych pddach
zastupené v odliSnych pomeroch.

Tabulka 2 Obsah tazkych kovov (mg.kg™) v A horizonte (pddny extrakt NH4NOs , ¢ =
1 mol.dm™)

Podny extrakt NH;NO;,c=1 mol.dm™
C. | Odberné mg.kg™
miesto Cd Pb Ni Zn Cu Cr Co Fe Mn
1. 1A 0,03 | 0,22 | 0,30 | 0,46 | 0,08 | 0,03 | 0,10 | 0,90 | 28,25
2. 2A 0,06 | 0,45 | 052 | 0,38 | 0,08 | 0,03 | 0,12 | 0,34 | 25,35
3. 3A 0,05 | 0,15 | 0,38 | 0,23 | 0,08 | 0,03 | 0,14 | 0,70 | 29,05
4, 4A 0,07 | 0,18 | 0,82 050 | 0,09 | 0,03 | 0,26 | 0,54 | 16,75
5. 5A 0,07 | 0,20 | 0,96 | 0,65 | 0,11 | 0,05 | 0,22 | 0,52 | 51,35
6. 6A 0,07 | 0,18 | 0,92 0,25 | 0,11 | 0,04 | 0,17 | 0,53 | 52,95
7. TA 0,04 | 0,30 | 0,28 | 0,59 | 0,12 | 0,07 | 0,16 | 0,96 | 37,80
8. 8A 0,04 | 0,47 | 061 | 0,65 | 0,09 | 0,06 | 0,13 | 0,62 | 1,05
Priemer 005 | 0,48 | 059 | 0,46 | 0,09 | 0,04 | 0,16 | 0,64 | 30,32
Min 0,03 | 0,12 | 0,48 | 0,23 | 0,08 | 0,03 | 0,10 | 0,34 | 1,05
Max 0,07 | 0,30 | 096 | 065 | 0,12 | 0,07 | 0,26 | 0,96 | 52,95
SD 0,02 | 0,06 | 0,29 | 0,17 | 0,02 | 0,02 | 0,05 | 0,21 | 17,25
Hyglemieky 1 61 | 01 | 25 | 20 | 10 | - | - | - | -
limit

* Zékon 220/2004

V tab. 2 st uvedené hodnoty obsahov sledovanych tazkych kovov v pddnom extrakte
NH4NO; (c = 1 mol.dm™). Limitné hodnoty dané Zakonom 220/2004 predstavuju kritické
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hodnoty pre pol'nohospodarske pddy vo vztahu k pestovanej rastline. Vo vSetkych odbernych
miestach bola prekrocena limitna hodnota pre obsah mobilnych foriem Pb o 20% - 200%.
Hodnoty podnej reakcie pH/KCI1 v sledovanej lokalite znazornuje obr. 2.

[ Pozemok
o Odberné body
pHEKCIA
34359
I 369397
I 397-425
I 425 - 45
B 456 -4.82
482-51
all-5.38
5.39-5.67
5.67-5.96
5.96-6.24
6.24-6.52
6.52-68l

S

&
.
Obr. 2 Hodnoty podnej reakcie pH/KCI v lokalite Vrchy (A horizont)

Obsah Cd v pddnom extrakte la¢avkou kralovskou bol v 6 odberovych miestach vyssi ako
je maximalne pripustné mnozstvo urené Zakonom 220/2004 (Obr. 3). Podobne, obsah Co
bol v 7 odberovych miestach vys$si ako je legislativne stanoveny hygienicky limit (Obr. 4).
Vysoké koncentracie t'azkych kovov v pdde zvyc€ajne zapri¢iniuju aj ich nasledni kumuléciu v
rastlinach a v koneénom désledku aj v 'udskom organizme (Buszewski et al., 2000).

Podne vlastnosti patria k dolezitym faktorom modifikujicim biopristupnost’” kovov a ich

toxicitu a preto patria nevyhnutne k monitorovanym parametrom pri ur€ovani miery rizika
kovov (Bradham et al., 2006)..

Hodnoty obsahov Pb, Ni, Zn, Cu a Cr v A horizonte stanovené v podnom extrakte
luc¢avkou kralovskou boli pod hygienickymi limitmi.

«  Ddberné body
[ Pozemok
CdLKA

0.56-06
06-0.63
0.63-067
087-0.7
0.71-0.74
0.74-0.78
078-0.82
0.82-0.85
0.85-0.89
o 089083
I 093 - 0.56
— R

Obr. 3 Obsah Cd v podnom extrakte lu¢avkou kral'ovskou v lokalite Vrchy (A horizont)
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«  DOdberné bady
[ Pozemok
ColKA

134-143
14.3-15.3
15.3-16.2
182-17.2
17.2-181
B (619
I 19120
—HBI
— R
— R
229-238

I 238248

Obr. 4 Obsah Co v pddnom extrakte lu¢avkou kral'ovskou v lokalite Vrchy (A horizont)

Legislativne urceny hygienicky limit pre pddny extrakt NH4NOj3 bol prekroceny vo
vSetkych odbernych bodoch sledovanej lokality v horizonte A len pre obsah Pb (Obr. 5).

o [dberné body

D Pazemok

PEORA
0.102- 019
019 - 035
0135- 0152
0152 - 063
0169- 0185
01850202
0.202-0219
02190235
0235 - 0252
I 025 - 0269
[ 0769 - 0.285
I 0285 - 0.302

S

Obr.5 Obsah Pb v pédnom extrakte NH4sNO3 v lokalite Vrchy (A horizont)

Vysoké hodnoty obsahu t'azkych kovov v pdde predstavuji potencialne riziko pre 'udské
zdravie. Treba mat na pamdti, Ze U¢inok roéznych tazkych kovov modze byt nielen
antagonisticky, ale aj synergicky (Bystricka et al., 2008), pricom bolo potvrdené aj vzajomné
ovplyvilovanie tazkych kovov a nutricnych zloziek rastlinnych potravin (Vollmannova et
al. 2007, Musilova et al. 2009a, 2009b etc. ).

Lan siaty (Linum usitatissimum L.) je dolezitou plodinou vyuzivanou najmi v severnej
a severozapadnej Cine. Siroké vyuzitie Panu okrem technologického wgelu (textilny
a papierensky priemysel) zahffia aj vyuZivanie jeho semien a oleja v oblasti starostlivosti
0 l'udské zdravie, ako aj vo vyzive zvierat. Vysoky obsah alfa linolénovej kyseliny predurcuje
vyuzitie 'anovych semien pri priprave modernych potravin. Konzumaciou 'anovych semien
mozno pomoct’ k zniZeniu celkového obsahu cholesterolu a LDL cholesterolu a tiez
redukovaniu rizika srdcovocievnych ochoreni. Podl'a Rubilar et al. (2010) je 'an povazovany
za funkénu potravinu alebo zdroj funkénych zloziek s pozitivnym efektom v prevencii proti
viacerym civilizaénym chorobam. V r. 2010 sa v SR l'an pestoval na ploche 2101 ha
(Tibenska, 2010). Na pestovanie tejto plodiny sa vyuZzivala aj sledovana lokalita Vrchy.

Vzorky semien l'anu boli odobrané z tych istych miest ako podne vzorky. Na zaklade
prezentovanych vysledkov mozno potvrdit’ schopnost semien lanu kumulovat’ vysoké
mnozstva rizikovych kovov, ako su Cd, Pb, Cr a Ni (tab. 3). Aj napriek nizkemu obsahu Cr a
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Ni v analyzovanych pddnych vzorkach, v semendch Tlanu sme zaznamenali zvySenu
kumuléciu aj tychto kovov.

Legislativne stanoveny hygienicky limit pre Cd v Potravinovom kddexe SR bol o 68% -
100% prekroceny vo vzorkach semien Tanu vo vsetkych odbernych bodoch (obr. 6). Aj
Angelova et al. (2004) potvrdili, ze I'an patri k plodinam s vyraznou schopnost'ou kumulovat’
tazké kovy z pddy.

Tabulka 3. Obsahy takych kovov (mgkg') v semenach lanu siateho (Linum
usitatissimum L.)

& Odberné Obsah tazkych kovov (mg.kg™)

' miesto Cd Pb Zn Cu Cr Ni Co
1. 1 0,99 2,30 44,10 | 13,70 1,40 3,90 1,30
2. 2 0,88 1,30 45,80 | 15,50 1,60 3,70 0,60
3. 3 0,84 1,50 44,80 | 15,30 1,70 3,70 0,90
4, 4 0,94 1,40 44,70 | 15,10 1,10 3,90 1,00
5. 5 1,00 1,80 45,00 | 15,30 1,00 3,90 1,20
6. 6 0,97 2,00 45,30 | 15,60 1,40 4,10 0,80
7. 7 0,95 2,20 45,30 | 15,30 1,60 4,10 0,90
8. 8 0,93 1,90 4450 | 15,40 1,70 3,90 0,70

Priemer 0,94 1,80 4494 | 15,15 1,44 3,90 0,93

Min 0,84 1,30 44,10 | 13,70 1,00 3,70 0,60

Max 1,00 2,30 45,80 | 15,60 1,70 4,10 1,30

SD 0,05 0,37 0,53 0,60 0,27 0,15 0,24
Hygienicky limit* 0,5 1,0 80,0 25,0 0,5 2,0 -

* Potravinovy kodex SR

«  Ddberné body
[ Pozemok
Cd lan 2007
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Obr. 6 Obsah Cd v semenach l'anu v lokalite Vrchy

Aj stanoveny obsah Pb v semendch I'anu bol vo vSetkych odbernycm miestach vyssi
ako hygienicky limit dany Potravinovym kédexom SR (Obr.7).
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«  [dberné body
[ Pozemuk
Pb lan 2007
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I 2.3 - 244
I 244 - 256
[ 256 - 268

S

Obr. 7 Obsah Pb v semenach l'anu v lokalite Vrchy

Aj ked je Cr esencidlnym prvkom pre zivé organizmy, niektoré jeho zluceniny su
preukazatelnymi karcinogénmi. Mnozstvo Cr v pode, ktoré je aktudlne nebezpecné pre
rastliny, je urené jeho biopristupnostou (Gauglhofer, 1986). Nami stanoveny obsah Cr v
semenach lanu bol o 100% - 240% vyssi neZ legislativne dané maximalne pripustné
mnozstvo vo vzorkach zo vsetkych odbernych bodov (obr. 8).

[ Pozemok
o [dberné body

Crlan

1-1.06

1.06-112

112-118
B 8- 124
12613
I 13- 136
55142
- 148
5154
B 516
5157
. 67173

Obr. 8 Obsah Cr v semenach 'anu v lokalite Vrchy

Podl'a Hazlett et al. (1983) je biopristupnost pddneho obsahu Ni pre rastliny
ovplyviiovand fyzikalnymi faktormi (textira, teplota, obsah vody), chemickymi faktormi (pH,
organicka hmota, redoxny potencidl) a biologickymi faktormi (variabilita rastlinnych druhov,
mikrobidlna aktivita). Aj obsahy Ni v l'anovych semenach v lokalite Vrchy boli vysSie ako

hygienicka limitna hodnota vo vzorkach zo vSetkych odbernycm miest (o 85% - 105%) (obr.
9).
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Fig. 9 Obsah Ni v semenach l'anu v lokalite Vrchy

Zaver

Na zéklade uvedenych vysledkov analyz mozZno skonStatovat, ze sledovana lokalita Vrchy
nebola vhodnou pre pestovanie I'anu siateho. Analyzovanu produkciu mozno bezpecne vyuzit
len ako technickt plodinu. NaSe vysledky sucasne potvrdili potrebu neustadleho monitoringu
obsahu rizikovych kovov tak v pddach, ako aj pol'nohospodarskej produkcii v blizkosti ich
potencidlnych zdrojov s cielom zachovania bezpecnosti potravového ret'azca
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Totalny obsah polyfenolov vo vybranych odrodach brusnic
vo vztahu k dobe mrazenia
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Abstrakt

Vo vybranych odrodach brusnic (Koralle, Ida, Sussi, Sanna, Linnea, Runo Bielawskie) sme v
priebehu 6 mesiacov sledovali celkovy obsah polyfenolov pocas ich skladovania v mraziacom
boxe pri  -18°C. Obsah polyfenolov sme stanovili v etanolovych extraktoch ovocia
spektrofotometricky po 3 a 6 mesiacoch uskladnenia brusnic. Medzi odrodami sme potvrdili
Statisticky preukazné rozdiely v celkovom obsahu polyfenolov (P<0,01). S vynimkou odrody
Sussi sme vo vSetkych ostatnych odrodach brusnic po 3 mesiacoch uskladnenia v mraziacom
boxe zaznamenali zvySené hodnoty obsahu polyfenolov o 6% - 30% v porovnani s
pociato¢nou hodnotou. Po 6 mesiacoch sme zvysenie celkového obsahu polyfenolov o 7%—
29% v porovnani s pociato¢nou hodnotou potvrdili vo vsetkych sledovanych odrodach
brusnic. Rozdiely v obsahu polyfenolov medzi odrodami boli Statisticky preukazné (P-value <
0,01), s vynimkou odrody Ida. Nase vysledky potvrdili, ze tak Cerstvé, ako aj mrazené plody
brusnic st vyznamnym zdrojom bioaktivnych latok.

Kluicové slova: brusnice, odroda, polyfenoly

Uvod
Fenolové zluCeniny patria medzi sekundarne rastlinné metabolity, ktoré zohravaji délezitu
ulohu pri ich raste a reprodukcii, ako aj ochrane voci patogénom Tieto zli¢eniny sa sucasne
vyznacuju aj mnozstvom pozitivnych U¢inkov na l'udsky organizmus, napr. antioxidacnou
aktivitou, antialergickymi, protizépalovymi, antimikrobidlnymi Uc¢inkymi, ako aj
preventivnymi U¢inkami vo¢i kardiovaskularnym ochoreniam. Na druhej strane, niektoré z
nich vykazuju aj antinutri¢né alebo az potencialne toxické u€inky (Stavric and Matula, 1988;
Singleton and Kratzer, 1969; Morton, 1989; Salunkhe et al. , 1989). Treba vSak poznamenat’,
ze prijem polyfenolov z potravy, ako aj ich biopristupnost’ je v bezne konzumovanej potrave
nizka a teda nepredstavuju pre zdravie konzumenta riziko. Drobné ovocie, ako su cucoriedky,
Cernice alebo brusnice sii zname obsahom flavonoidov a fenolovych kyselin s pozitivhym
uc¢inkom na l'udské zdravie. Brusnice obsahuji malo sodika, vela draslika, malo sacharidov a
vysoké mnozstva polyfenolov s antioxida¢nou aktivitou (Sikora et al., 2008; Vinson et al.,
2001).

Ciel'om préce bolo vo vybranych odrodach brusnic (Koralle, Ida, Sussi, Sanna, Linnea,
Runo Bielawskie) v priebehu 6 mesiacov sledovat zmeny celkového obsahu polyfenolov
pocas ich skladovania v mraziacom boxe pri -18°C.
Material a metody
Vzorky 6 odrod brusnic Sussi, Sanna, Ida, Koralle (stredne skoré), Linnea, Runo Bielawskie
(stredne neskoré,) sme ziskali z vyskumného pracoviska Kriva na Orave. Z ru¢ne nazbierancy
plodov sme navazili 100g vzorky a uskladnili v PE vreckach v mraziacom boxe pri teplote —
18 °C. Extrakty sme pripravili homogenizaciou 50 g a extrahovanim zmesi 100 ml 80%
etaanolom pocas 12 hodin. Totalny obsah polyfenolov sme stanovili na zaciatku uskladnenia,
po 3 a po 6 mesiacoch spektrofometricky (Shimadzu UV/VIS — 1240) s pouzitim Folin-
Ciocalteu agens. Absorbancia bola merana pri vinovej dizke 765 nm oproti slepej vzorke.
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Vysledky a diskusia

Vplyv odrody brusnic na obsah makro- a mikroelementov je evidentny. Stredne neskoré
odrody obsahovali viac Mg and K (o 7 a 14%) a menej Fe (o 25%) a Na (o 13%) nez stredne
skoré odrody. Vo vsetkych odrodach sme potvrdili niziy obsah sodika (tab. 1).

Tab. 1 Obsah makro- a mikrolelementov (mg.kg™) v odroddach brusnic

Odroda Mg K Fe Na
Koralle 505.3 5860 15.7 9.1

Ida 478.3 5760 14.2 stopy

Sussi 521.5 5930 29.3 stopy
Sanna 489.9 5860 22.8 7.4
Linnea 555.2 5690 19.9 4.3
Runo Bielawskie 491.9 7690 10.7 2.9

Statisticky preukazné rozdiely (P-value < 0,01) v totalnom obsahu polyfenolov (TP) sme
potvrdili len medzi odrodami Koralle — Sanna a Koralle — Sussi (obr. 1). Stanovené hodnoty
TP sa pohybovali v rozmedzi 1076.29 mgkg” (Koralle) — 1414.98 mg.kg™ (Sanna).
Borowska et al. (2009) stanovili vysSie hodnoty TP v 6 americkych odrodach brusnic (1921
mg.kg? - 3747 mgkg?) a v divorasticich brusniciach (2885 mgkg™) tiez potvrdili
signifikantné rozdiely v obsahu polyfenolov medzi odrodami. EStre vysSie hodnoty TP (7990
mg.kg™ - 4745 mg.kg™) uvadzaju v odrode Pilgrim Celik et al. (2008). Na druhej strane
Wang and Stretch (2001) zistili niz$ie hodnoty TP v 3 odrodach brusnic (1200 mg.kg™ - 1375
mg.kg™). Tieto vysledky kore$ponduju s nagimi zisteniami.

Podl'a Hakkinen et al. (1999) koncentracia fytochemikalii lesnych plodov zavisi od
viacerych faktorov, ako su environmentadlne podmienky, stupen zrelosti, odroda, lokalita,
sposob skladovania a spracovania ovocia.

& \\ ‘ \\
: : \

ml.
Il.
&l

Obr.1 Totdlny obsah polyfenolov v odroddch brusnic (mg.kg™)

S vynimkou odrody Sussi bol vo vSetkych ostatnych odrodach po 3 mesiacoch uskladnenia v
mraziacom boxe pozorovany narast TP od 6% v odrodach Linnea, Sanna po 30% v odrode
Koralle (obr. 2 — 7). V odrode Sussi sme pozorovali nepatrny pokles TP (0 2%). Po 3
mesiacoch mrazenia sme potvrdili v hodnotdich TP medzi odrodami Statisticky preukazné
rozdiely (P-value < 0,01).
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Obr. 3 Zmeny TP v odrode Ida

Obr. 5 Zmeny TP v odrode Sanna
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Po 6 mesiacoch mrazenia brusnic sme vo vsetkych odrodach pozorovali zvy$né hodnoty TP v
porovnani s prvym meranim. Zmeny v hodnotach TP boli $tatisticky vyznamné (P-value <
0,01) vo vsetkych odrodach brusnic s vynimkou odrody Ida. ZvySenie hodnot TP sa
pohybovalo v intervale 7% (lda) — 29% (Sanna). Po 6 mesiacoch mrazenia sme potvrdili
Statisticky vyznamné rozdiely (P-value < 0,01) v hodnotach TP medzi skiimanymi odrodami
brusnic. Na rozdiel od nasich vysledkov Ancos et al. (2000) nepotvrdili signifikantné zmeny v
TP v plodoch Cernic pocas 12 mesa¢ného mrazenia. Po 6 mesiacoch mrazenia zaznamenal
Skupien (2006) nepatrné zniZenie hodnot TP v odrodach Cucoriedok, ale po 12 mesiacoch
potvrdil zvysenie hodnot TP o 0,2% - 22 %.

Zaver

Nase vysledky potvrdili, Ze mrazené brusnice si uchovavaju aj po 6 mesiacoch uskladnenia
mraziacom boxe cenné bioaktivne zlozky. Dlhodobé mrazenie je teda vybornou metddou
konzervovania sezonneho ovocia s moznostou zachovania obsahu jeho chemoprotektivnych
komponentov.

Podakovanie

Tato publikacia vznikla vd’aka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
Centrum excelentnosti pre bielo-zelent biotechnologiu, ITMS 26220120054, spolufinancovany zo
zdrojov Europskeho fondu regionalneho rozvoja.

Literatura

ANCOS B. et al. 2000. Ellagic acid, vitamin C, and total phenolic contents and radical
scavenging capacity affected by freezing and frozen storage in raspberry fruit. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 48: 4565-4570

BOROWSKA, E.J. et al. 2009. Polyphenol, anthocyanin and resveratrol mass fractions and
antioxidant properties of cranberry cultivars. Food Technol. Biotechnol. 47 (1), 56-61

~ 145 ~



CELIK, H. et al.. 2008. Phytochemical accumulation and antioxidant capacity at four maturity
stages of cranberry fruit. Scientia Horticulturae, 117 (4), 345-348

HAKKINEN, S. et al.. 1999: Screening of seleceted flavonoids and phenolic acids in 19
berries. Food Research International, 32: 345 — 353

MORTON, J.F. 1989. Tannin as carcinogen in bush-tea: tea, mate, and khat. In: Chemistry
and Significance of Condensed Tannins. New York, 403-416

SALUNKHE, D.K. et al.. 1989. Dietary Tannins: Consequences and Remedies. CRC Press,
Boca Raton, FL.

SIKORA, E.et al.. 2008: The sources of natural antioxidants. Acta Sci. Pol., Technik.
Aliment., 7(1): 5-17

SINGLETON, V.L., KRATZER, F.H. 1969. Toxicity and related physiological activity of
phenolic substances of plant origin. J. Agric. Food Chem., 17: 497-512

SKUPIEN, K. 2006. Evaluation of chemical composition of fresh and frozen blueberry fruit.
Acta Sci. Pol., Hortorum Cultus, 5(1): 19-25

STAVRIC, B., MATULA, T.I. 1988. Biological significance of flavonoids in foods: a review
of some recent issues and problems. Bull. Liaison Groupe Polyphenols, 14: 95-104

VINSON, J.A. et al.. 2001. Phenol antioxidant quantity and quality in foods: fruits. J. Agric.
Food Chem., 2001, 49 (11), 5315-5321

WANG, S.Y., STRETCH, A.W. 2001. Antioxidant capacity in cranberry is influenced by
cultivar and storage temperature. J. Agric. Food Chem. 49: 969-974

~ 146 ~
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Abstrakt

V praci sme sledovali vzajomny vztah podnych obsahov vybranych tazkych kovov vo vybranych
lokalitaich Hontianskeho a Banskostiavniského regionu a ich mnozstiev kumulovanych v hl'uzach
'ul’ka zemiakového pestovaného v sledovanych lokalitach. ZvySeny obsah kadmia a olova v pode
sa prejavil zvySenym obsahom tychto kovov v hl'uzach zemiakov. Stanovené hodnoty obsahu Cd a
Pb niekol’kondsobne prevysovali (Cd 0.106-0.357, Pb 0.32-0.48 mgkg® CH) limitné hodnoty
urcené platnou legislativou.. Naopak, zvySeny podny obsah Zn sa nepremietol do jeho zvySenej
kumulacie h'uzami zemiakov (Zn 1.94-6.87 mg.kg™ CH). Obsah fenolovych zlucenin vo vzorkach
zemiakov z Hontianskeho a Banskostiavnickeho regionu sa pohyboval v interval 263,59-920,38
mg.kg™® SH. Zvyseny obsah Cd a Pb mal Statisticky signifikantny vplyv na tvorbu polyfenolov v
zemiakoch, na druhej strane sme vSak nepotvrdili Statisticki zavislost medzi obsahom Zn a
celkovym obsahom polyfenolov. Statistick(i zavislost' sme viak potvrdili aj medzi celkovym
obsahom polyfenolov a antioxida¢nou aktivitou hI'iz zemiakov.

Klucove slova: zemiaky, cadmium, olovo, zinok, polyfenoly, antioxidac¢na aktivita

Uvod

Praca je venovand tvorbe fenolovych zli¢enin a antioxidacnej aktivite v hl'uzadch zemiakov,
dopestovanych v pddach s metalickou zat'aZzou. Medzi lokality s vysokymi obsahmi kadmia, olova,
zinku, medi moZno zaradit’ Hontiansky a Banskostiavnicky region, ktoré sa nachadzaju na
juhozapade stredného Slovenska. Tato oblast’ je charakteristickdi dvoma typmi kontaminécie:
antropickym, ktory je spdsobeny tazbou rad a ich spracovanim, a prirodzenym, spdsobenym
zvetravanim hornin obsahujucich rizikové tazké kovy (Bajcan et al., 2007). Obsahy niektorych
sledovanych prvkov vyrazne prekracuja legislativou stanovené limitné hodnoty, ¢o z tohto pohl'adu
radi tieto poddy medzi rizikové (Toth et al., 2005). Je preto vel'mi dolezité sledovat’ transfer t'azkych
kovov z kontaminovanych pdd do pol'nohospodarskych plodin v uvedenej oblasti.

Polyfenolové latky obsiahnuté v potravinach rastlinného povodu patria v sucasnosti k intenzivne
sledovanym rastlinnym komponentom. Ich vplyv na zdravie l'udi je diskutovany na odbornej i
laickej urovni a nazory, pricom nézory na ich pdsobenie nie st celkom jednotné (Vollmannova et
al., 2008). Hluzy zemiakov okrem vyznamného mnoZstva polyfenolov (1226-4405 mg.kg™),
obsahuju i d’alsie latky s antioxidacnymi ucinkami — kyselinu askorbovu, karotenoidy, a-tokoferol,
Vv menSom mnozstve selén ¢i kyselinu a-lipoovu. Zo skupiny fenolové latok je najviac je zastipena
kyselina chlorogénova a jej izoméry a kyselina kavova (Lachman et al., 2006).

Material a metody

V odobranych podnych vzorkach bola stanovena vymenna podna reakcia pH/KCI, obsahy Zivin
a obsahy t'azkych kovov. Obsahy zivin (P, K, Ca, Mg) boli stanovené¢ metodou podl'a Mehlicha
(Mehlich 1II), pseudototalne obsahy rizikovych kovov vo vyluhu lac¢avkou kral'ovskou a obsahy
mobilnych foriem rizikovych kovov v pddnom extrakte NH;NOs (¢ = 1 mol.dm™®). Vzorky pody
boli odobraté v podnom horizonte 0-0,2 m podl'a zaviznej metodiky pomocou pedologickej vrtnej
sondy GeoSampler fy. Fisher. Analytickou metédou stanovenia obsahov makroelementov

~ 147 ~



arizikovych kovov bola plamenova atomova absorpnd spektrometria (AAS Varian AA Spectr
DUO 240FS/240Z/UItrAA).

Hluzy l'ulka zemiakového boli zberané v Case plnej zrelosti. Po zhomogenizovani vzoriek
anasledujucej mineralizacii mokrym sposobom sa metédou AAS stanovili obsahy rizikovych
prvkov. Totalny obsah polyfenolov (TP) bol stanoveny v extraktoch lyofylizovanej vzorky 80 %
etanolom modifikovanou metodu podl'a Lachmana (2006) s pouzitim Folin-Ciocalteauovho ¢inidla,
absorbancia bola merana pri vinovej dizke 765 nm. Obsah polyfenolovych latok bol vyjadreny ako
obsah kyseliny gallovej a prepocitany na suSinu. Totalna antioxida¢na kapacita (TAC) bola
stanovena modifikovanou metdédou podl'a Brand-Wiliamsa (1995) pomocou radikalu DPPH.

Vysledky a diskusia

Podne vzorky aj vzorky zemiakov boli odobraté zo Styroch lokalit Hontianskeho
a Banskostiavnického regionu (Terany, Hontianske Nemce, Prencov 1, Prencov 2). P6du mozno
charakterizovat’ ako stredne t'azkt, piesoCnato-hlinit, s vysokymi az vel'mi vysokymi obsahmi
zivin (P 236,38-598,85; K 474,5-6874,5; Ca 2615-3520 a Mg 384,5-591,0 mg.kg™ pody) so slabo
kyslou az kyslou podnou reakciou (pH/KCI 5,45-6,40). Obsahy Cd, Pb a Zn boli v porovnani
limitnymi hodnotami, stanovenymi Zakonom ¢. 220/2004 niekol’ko nasobne vyssie, vyrazné
zvysenie bolo vo vzorkéach pddy odobratej z oboch lokalit Prencova (tab. 1).

Tabulka I Obsah t'azkych kovov v péde (mg kg™)

lokalita Extrakéné | oy |\ py |z | Extrakéné ) o455
¢inidlo ¢inidlo
Terany 164 |976 |212 0032 | 0235 | 0,125
Hontianske |\ va (122 |87.2 |184 0035 | 024 |0,155
Nemce KraTovska NHsNO;
Prencov 1 OVSKa 1172 11290 | 1555 0,076 | 0,255 | 3.735
Prencov 2 10,26 | 1475 | 1385 0068 | 025 |3.20
Limitna Kriticka
oot |07 | 700 1500 | 101 |01 |20

Pre vacSinu rastlin predstavujii cudzorodé prvky stresovy faktor acestou potravového retazca
nasledne znamenajii nebezpecenstvo pre I'udsky organizmus. Pdsobenie cudzorodych prvkov na
rastliny je znacne variabilné. Okrem kumuldcie v rastline sa mdZe ich vysoky obsah v pode prejavit’
depresivnym uc¢inkom na jej rast (Hlusek et al., 2001). Z hygienického hl'adiska je rozhodujtice, ¢i
sa kumulujt v Castiach, ktoré sa vyuzivaju ku konzumacii.

Najvyssia kumulacia kadmia v pode je vo vrstve 0-50 mm od povrchu a jeho koncentracia klesa
s pribudajiucou hibkou. Vzhladom k tomu, Ze nemdze byt degradované, predstavuje pre podne
prostredie dlhodobi hrozbu. Kontaminacia pody sa vyrazne prejavila na jeho kumulécii
v zemiakovych hluzach, kde okrem vzoriek odobratych zlokality Terany bola prekroc¢ena
hygienicka limitna hodnota stanovena PK SR (tab. 2). Pre rast a vyvoj zemiakov nepredstavuje
obsah kadmia vV prirodzenych podmienkach Zziadne nebezpecCenstvo, avSak pokial st pddy
kontaminované, moze sa kumulovat’ v zemiakovych hl'uzach a pri ich pravidelnej konzumécii so
zvySenym obsahom Cd dochéadza k toxickému posobeniu na 'udsky organizmus.

Olovo je zo vsetkych tazkych kovov najsilnejSie viazané Specifickymi adsorpénymi procesmi a po
Hg ma najmensSiu pohyblivost’ v pddnom horizonte (Alloway, 1990). Napriek tomu, Ze zemiaky st
ovela menej citlivé na zvySeny obsah olova v pode, nez na obsah kadmia (Hlusek et al., 1996),
zaznamenali sme zvySenie jeho obsah v hl'uzach, ¢o je pravdepodobne ovplyvnené synergickym
ué¢inkom kadmia (Hronec et al., 2002). ZvySeny obsah kadmia aolova v péde sa prejavil ich
zvySenou koncentraciou v hl'uzach zemiakov v takej miere, Ze bola niekol’kondsobne prekroc¢ena
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limitné hodnota stanovend platnou legislativou. ZniZenie obsahov tazkych kovov v zemiakovych
hl'uzach mozno ¢iastone dosiahnut’ spracovavanim zemiakov. V pripade olova sa uplatituje najméa
oSupanie zemiakov, zatial’ o vylihovanie ovplyviiuje i obsah inych prvkov (Mica & Vokal, 1996).
Zvysenie obsahu zinku v pode v lokalite Pren¢ov nad kritickli hodnotu sa neprejavilo zvySenim
jeho obsahu v hl'uzach zemiakov, pretoze obsah zinku v hl'uzach zavisi od jeho obsahu v pristupnej
forme v pode, ¢o koreSponduje s vysledkami Hluseka et al. (1998). Najvyssi obsah Zn (6,87 mg.kg'1
CH) bol v hl'uzach zemiakov zo stanoviit'a Prencov 2 (tab. 2).

Tabulka 2 Obsah tazkych kovov v &erstvej hmote (CH) avsuchej hmote (SH) zemiakov

(mg.kg™)
. Cd Pb Zn

Lokalita CH |SH |CH [SH |cH SH
Terany 0,039 0,201 0,030 0,156 5,289 27,192
Hontianske Nemce 0,106 |0,493 |[0,318 |1,478 |6,100 28,371
Prencov 1 0,357 1,946 | 0,361 1,969 | 4,939 26,916
Prencov 2 0,256 1,354 0,483 2,556 6,868 36,336
PK SR™ 0,1 0,1 -

Polyfenolové latky su sekundéarne rastlinné metabolity, ktoré mozno najst’ v mnohych rastlinnych
druhoch vratane zemiakov. Akumuluju sa v zdravom tkanive priliechajicom k poskodenému tkanivu
zemiakov ako reakcia na napadnutie patogénom. Pripista sa isynergické posobenie medzi
Strukturalne podobnymi fenolovymi latkami (Kristafek et al., 2001).

Obsah polyfenolov vo vzorkach zemiakov z Hontianskeho a Banskostiavnického regionu
sazvySoval so zvySujucim sa obsahom Cd Vzemiakovych hl'uzach. Prejavila sa ipozitivna
suvislost medzi TP a TAC (tab. 3).

Tabulka 3 Totalny obsah polyfenolov (TP) a celkova antioxidacnd kapacita (TAC) vzoriek
zemiakov

LOKALITA TP (MG.KG'1 SH) TAC (%)
Terany 263,59 6,27
Hontianske Nemce 423,17 7,85
Prencov 1 920,38 10,67
Prencov 2 835,57 9,97

Celkovy obsah polyfenolov v hl'uzach zemiakov bol signifikantne ovplyvneny obsahom Cd (R =
0,961; P-value: 9,478.10™), ako aj Pb (R = 0,864; P-value: 5,182.10°®). Na druhej strane z hodnot R
= 0,456 a P-value: 0,025 vyplyva, Ze medzi obsahom Zn a celkovym obsahom polyfenolov bola
potvrdena iba stredne silna pozitivna korel4cia.

Vzhl'adom k tomu, Ze pri vyhodnoteni zavislosti medzi obsahom kumulovaného zinku
a obsahom polyfenolov bolo vypocitané, mézeme hovorit” iba o stredne silnej pozitivnej korelacii
medzi sledovanymi veli¢inami. Mierne zvySenie obsahu celkovych polyfenolov pri ekologickom
pestovani moze suvisiet' sich ochrannou ulohou proti Skodlivym ¢initefom, napr. napadnutiu
mikroorganizmami (Lachman et al., 2001). Hamouz et al. (2006, 2007) zistili najvyssi obsah
polyfenolov (05,7 az 56,3 % vyssi nez v inych lokalitach) v lokalite, ktora bola charakteristicka
niz§imi teplotami a vy$Sou nadmorskou vyskou, ¢im sa potvrdil vplyv lokality. Lachman et al.
(2008) vo svojom prispevku potvrdili 1 signifikantny vplyv odrody. Na zaklade naSich vysledkov
predpokladame, Ze zvySeny obsah fenolovych zlucenin moéze byt ireakciou na také stresové
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podmienky, akymi st vysoké obsahy tazkych kovov vpode aich nasledna kumulacia
V zemiakovych hl'uzach.

Silnti pozitivnu korelaciu sme potvrdili i medzi kumulovanym Cd a TAC (R = 0,949; P-value:
1,676.10%%), kumulovanym Pb a TAC (R = 0,883; P-value: 1,100.10®) aslabu zavislost medzi
kumulovanym Zn a TAC (R = 0,464; P-value: 0,022).

Pozitivnu alebo negativnu korelaciu antioxidatne pdsobiacich latok s d’alSimi zla¢eninami
zemiakovej hl'uzy potvrdzuje André et al. (2009). Nase vysledky potvrdzuju tiez silnii pozitivau
korelaciu medzi TP a TAC (R = 0,974 a P-value: 1,124.10° 5). Podobne silnt korelaciu medzi TAC
a obsahom TP uvadzaju Lugasi et al. (1999). Sulc et al. (2008) zase zaznamenali tendenciu zniZenia
hodnoty TP aplikéciou vysokych davok draslika a horcika.

Lachman &Hamouz (2008) rozdelili faktory ovplyviiujuce obsah antioxidantov a antioxidacnu
aktivitu zemiakov na: vnatorné, dané odrodou a vonkajSie, zahffajuce podmienky a spdsob
pestovania, podmienky uskladnenia, kulinarske a technologické spracovanie.

Zaver

V prirodzene metalicky kontaminovanej pode, kde obsahy rizikovych prvkov niekol’konasobne
prevySuju limitné hodnoty, je riziko ich kumulécie hl'uzou zemiakov evidentné, napriek tomu, ze
zemiaky patria k vysoko tolerantnym plodindm voc¢i metalickej zatazi. Uvedené poznatky sa
potvrdili v sledovanych lokalitach Hontianskeho a Banskostiavnického regionu, kde obsah kadmia
aolova Vvzemiakoch niekolkonasobne prekroCil najvysSie pripustné mnozstvo uréené
Potravinovym kdédexom SR.

Vo vzorkach zemiakov z Hontianskeho a Banskostiavnického regionu sa so zvySujucim sa
obsahom Cd, Pb a Zn v hl'uzach $tatisticky preukazne zvySoval i celkovy obsah polyfenolovych
latok. Potvrdila sa sticasne aj pozitivna korelacia medzi TP a TAC.
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Vzt’ah celkovych obsahov kadmia a zinku v zemiakovych hP’uzach a ich obsahov
V roznych frakciach sacharidov
Alena Vollmannova, Tomas Téth, Janette Musilova, Judita Bystricka

Fakulta biotechnologie a potravinarstva, Slovenska polnohospodarska univerzita
v Nitre, SR
Chemicky ustav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zelenu biotechnologiu, Tr. A. Hlinku 2,
SK-949 76 Nitra, Slovensko

Abstrakt

V praci sme sledovali vztah celkovych obsahov kadmia a zinku aich obsahu v réznych
frakcidch sacharidov pritomnych v hl'uzach zemiakov pestovanych vo vybranych lokalitdch
Hontianskeho a Bansko-stiavnického regionu. Podne vzorky ivzorky zemiakov (Solanum
tuberosum) boli odobraté na 4 odbernych miestach (Terany, Hontianske Nemce, Prencov-1,
Prencov-2). Pdodne obsahy Cd aZn, stanovené v extraktoch lac¢avkou kralovskou,
prekracovali na vSetkych odbernych miestach legislativou stanovené limitné hodnoty pre Cd
(0,7 mg.kg™) apre Zn (150,0 mg.kg™). Obsah zinku, stanoveny vo vyluhu NH4NOs, bol
v porovnani s kritickou hodnotou viac ako 1,5-nasobne vyssi vo vzorkach pdd z odbernych
miest Pren¢ov-1 a Pren¢ov-2 (kritickd hodnota pre Zn: 2,0 mg.kg™ pody). Zvysené obsahy sa
potvrdili iba v pripade Cd (0,106-0,357 mg.kg® CH) v zemiakoch z odbernych miest
Hontianske Nemce, Pren¢ov-1, Prencov-2. Okrem celkovych obsahov Cd aZn
v zemiakovych hl'uzach boli tieto tazké kovy stanovené ivo frakcii vodorozopustnych
sacharidov (VRS) a nerozpustnych sacharidov (NRS). Obsah VRS bol v rozmedzi od 0,32 do
2,33 % aobsah NRS od 12,74 do 16,56 % Vv zemiakoch zo vSetkych 4 odbernych miest.
Medzi obsahom Cd v CH av oboch sacharidovych frakciach je silna Statistickd zavislost
(VRS: R = 0,878; P-value = 1,686.10% NRS: R = 0,956; P-value = 3,387.10™%%). Medzi
kumulaciou Zn v CH a vo frakcii VRS sa nepotvrdila $tatisticky preukazné zavislost’ a medzi
obsahom Zn v CH a v NRS je slaba negativna korel4cia (P-value = 0,047).

Klucoveé slova: zemiaky, kadmium, zinok, sacharidy, kontaminacia

Uvod

Zemiaky maji vyznam nielen v l'udskej vyZive, ale iv spracovatel'skom priemysle. Vo
vyzive Cloveka plnia zemiaky predovSetkym objemovu, sytiacu a ochrannt funkciu.
V prirodzenom stave obsahuju priblizne 75 % vody, priCom hlavny podiel susiny (asi 75 %)
tvori S§krob. St zdrojom bielkovin, mineralnych latok, vitaminov, polyfenolov a minimalneho
mnozstva tukov. Doélezitym faktorom pre producentov aj konzumentov zemiakov je okrem
vynosu hl'iz aj ich vonkajSia a vnutorna kvalita. Kvalitu zemiakov, zahfnajacu ich zdravotnu
nezévadnost’, ovplyviluje mnoho faktorov. Nie je teda dana iba zlozkami vyznamnymi vo
vyzive Cloveka, ale ilatkami neziaducimi. Do skupiny takychto latok sa zarad'uju i tazké
kovy, ktoré v nizkych koncentracidch mézu vykazovat’ stimulaény vplyv na rast rastlin, avSak
vo vysokych davkach Casto posobia toxicky (HluSek et al., 1998a). Zemiaky mozno zaradit
do skupiny rastlin tolerantnych k zvySenym hladindm cudzorodych prvkov v pode (Hlusek et
al., 1996). K najzavaznej$im kontaminantom Zivotného prostredia sa zarad’'uje kadmium. Z
hladiska prestupu do rastlin ma kadmium vysSiu prijatenost’ ako olovo, med” a zinok. Na
rastliny mdze pdsobit’ ako stresovy faktor vyvolavajuci fyziologické zmeny, ktoré mozu
vyustit’ do inhibicie rastu az vyhynutia rastliny. Zinok v optimalnom koncentracnom intervale
patri k esencidlnym prvkom pre rastlinny aj ZivociSny organizmus. V rastlindch sa akumuluje
prevazne v korenioch, vo vyssich koncentraciach je fytotoxicky (Tomas, Hronec et al., 2007).
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Vysoké obsahy zinku v rastlinnych pletivach inhibuju funkciu proteinov, obsahujicich iné
kovy, ktoré su substituované zinkom (Broadley et al., 2007; Malakouti et al., 2007).

Material a metody

Vzorky pody aj rastlinného materialu boli odobraté zo 4 odbernych miest v lokalite
Hontianskeho a Banskostiavnického regionu (Terany, Hontianske Nemce, Prencov 1, Prencov
2), ktoré sa nachadzaju v okoli rieky Stiavnice, odvodiujicej znaénu &ast’ Stiavnickych
vrchov. Vyznamnym transportnym médiom tazkych kovov je prave rieka Stiavnica, ktora
prameni v oblasti Stiavnickych vrchov. Do nej sa dostavaji priesaky z banskych $acht a hald
a tym aj znacné mnozstvo rizikovych kovov, ktoré pri zéplavach kontaminovali pril'ahlé
aluvidlne pody. V odobranych pddnych vzorkdch bola stanovend agrochemicka
charakteristika pody (aktivna pddna reakcia pH/H20 a vymenna pddna reakcia pH/KCI),
obsahy zivin (P, K, Ca, Mg) boli stanovené metdédou podl'a Mehlicha (Mehlich II), a obsahy
tazkych kovov: pseudototdlne obsahy rizikovych kovov vo vyluhu lucavkou kralovskou
(Zékon 220/2004) a obsahy mobilnych foriem rizikovych kovov (Zékon 220/2004 — kritické
hodnoty vo vzt'ahu poda — rastlina) v podnom extrakte NH4sNO3 (¢ = 1 mol.dm-3). VVzorky
boli odobraté v pddnom horizonte 0 — 0,2 m podl'a zdviznej metodiky pomocou pedologickej
vrtnej sondy GeoSampler fy. Fisher. Analytickou metédou stanovenia obsahov
makroelementov a rizikovych kovov bola plameiiova atdbmova absorp¢né spektrometria (AAS
Varian AA Spectr DUO 240FS/240Z/UltrAA). Vysledky sa vyhodnotili v zmysle prisluSnych
legislativnych predpisov.

Sktimanou plodinou bol Tulok zemiakovy (Solanum tuberosum L.), odroda Adora (vel'mi
skora odroda), zberala sa v konzumnej zrelosti. Obsahy Cd a Zn v hl'uzach T'ulka
zemiakového boli stanovené po zhomogenizovani vzoriek a nasledujucej mineralizacii
mokrym sposobom metédou AAS. Frakcie obsahujice rozpustné sacharidy (RS) a
nerozpustné sacharidy (NRS) boli izolované sekvenc¢nou analyzou z lyofylizovanej a
delipidovanej vzorky postupnou extrakciou a zrdZanim nasledovnymi €inidlami: dest. voda,
NaCl (c = 1 mol.dm™) v fosfore¢nanovom pufti (¢ = 0,1 mol.dm™), 70 % etanol, NaOH (c =
0,05 mol.dm?®); Z: octan olovnaty, tanin. NRS a popoloviny boli mineralizované
koncentrovanou HNO; a v mineralizate boli stanovené obsahy rizikovych kovov. Jednotlivé
frakcie boli separované modifikovanou metodou podl'a Osborne (Michalik, 1982), obsahy
rizikovych prvkov boli stanovené metodou AAS.

Vysledky a diskusia

Podu odobrati na jednotlivych stanoviStiach mozno charakterizovat’ ako stredne tazkq,
pieso€nato-hlinitd, s vysokymi az vel'mi vysokymi obsahmi Zivin a so slabo kyslou az kyslou
podnou reakciou (tab. 1).

Tabulka 1 Obsah Zivin v mg.kg™ v pode a pddna reakcia

lokalita pH/H,O | pH/KCI P K Ca Mg
Terany 8,55 6,40 338,32 474.5 2675 459,5
Hontianske 7,51 6,15 460,19 6874,5 3520 591,0
Nemce
Prencov 1 7,45 5,45 236,38 794,5 2615 384,5
Prencov 2 7,51 5,74 598,85 1032,5 3190 497,5

Obsahy Cd, Pb, Zn a Cu boli v porovnani limitnymi hodnotami, stanovenymi
Zakonom ¢. 220/2004 niekol’ko nasobne vysSie, vyrazné zvysenie bolo vo vzorkach pody
odobratej z lokality Prencov, kde bol obsah kadmia 16,7-nasobne vyssi ako je limitna hodnota
pre tento prvok a obsah zinku 10,4-nasobne vyssi v porovnani s limitnymi hodnotami.

~ 153 ~



Kfritické hodnoty, stanovené pre zinok, boli prekrocené v pdde odobratej z lokality Prencov 1,
Prencov 2 1,6 — 1,87-nésobne (tab. 2).

Tabulka 2 Obsah tazkych kovov v mg.kg'1 V pdde

lokalita Extrakéné | 0y 1 Extrakéné cd | zn
¢inidlo ¢inidlo
Terany 1,64 212 0,032 | 0,125
Hontianske Nemce lucavka 1,22 184 NH4NO3 0,035 | 0,155
Prencov 1 kralovska 11,72 1555 | (c=1 mol.dm'3) 0,076 | 3,735
Prencov 2 10,26 | 1385 0,068 | 3,20
Limitna Kriticka
hodnota 0.7 150,0 hodnota 0.1 2,0

Pre vacsinu rastlin predstavuju cudzorodé prvky stresovy faktor a cestou potravového
ret'azca nasledne znamenaju nebezpecenstvo pre l'udsky organizmus. Pdsobenie cudzorodych
prvkov na rastliny je znacne variabilné. Okrem kumulacie v rastline sa moze ich vysoky
obsah v pode prejavit’ depresivnym Géinkom na jej rast (HluSek et al., 2001). Z hygienického
hl'adiska je rozhodujuce, ¢i sa kumuluji v Castiach, ktoré sa vyuzivaji ku konzumdcii.
Kontaminacia pody sa vyrazne prejavila na jeho kumulacii v zemiakovych hl'uzéch, kde
okrem vzoriek odobratych z lokality Terany bola prekro¢end hygienickd limitnd hodnota
stanovena PK SR (Hontianske Nemce: 1,1-nasobne, Prencov 1: 3,6-nasobne, Prencov 2: 2,6-
nasobne. ZniZenie obsahov tazkych kovov v zemiakovych hl'uzach moZno Cciastocne
dosiahnut’ spracovavanim zemiakov. V pripade olova sa uplatiiuje najmi ostipanie zemiakov,
zatial' o vyluhovanie ovplyviiuje i obsah inych prvkov (Mic¢a & Vokal, 1996). ZvySenie
obsahu zinku v pode v lokalite Prencov nad kriticki hodnotu sa neprejavilo zvySenim jeho
obsahu v hl'uzach zemiakov, pretoze obsah zinku v hluzach zavisi od jeho obsahu
Vv pristupnej forme v pdde, o koreSponduje s vysledkami HluSeka et al. (1998b). Najvyssi
obsah Zn (6,87 mg.kg™ CH) bol v hluzach zemiakov zo stanoviita Prendov 2 (tab. 3).

Obsahy sacharidovych frakcii sa pohybovali vrozmedzi od 0,32 do 2,33 %
(vodorozpustné sacharidy) a od 12,74 do 16,56 % (nerozpustné sacharidy (tab. 3). ZvySené
obsahy Cd a Zn v ¢erstvej hmote do urcitej miery koreSpondovali so zvySenymi obsahmi
tychto tazkych kovov v sacharidovych frakciach (Cd RS: 0,020-0,067; NRS: 0,017-0,039
mg.kg? CH, Zn RS: 1,429-2,999; NRS: 0,404-0,750 mg.kg” CH). Najvyraznejsi rozdiel
v kumulacii TK v sacharidovej frakcii bol medzi obsahmi Cd v RS z lokalit Terany a Prencov
2.

Tabulka 3 Obsah sacharidovych frakcii a obsah TK vo frakcii RS a NRS v 1 kg CH
zemiakov z Hontianskeho a Banskostiavnického regiénu (mg.kg™)

lokalita Qd Zvn % Cd Zn % Cd Zn
vCH | vCH | VRS v RS v RS NRS | vNRS | vNRS
528 | 2,33 0,020 1,771 0,017 | 0,517
Terany 0,039 9 1454
Hontianske 0,106 | 6,10 | 1,06 0,052 2,999 0,023 | 0,404
Nemce 0 16,56
Preniov 1 0,357 | 493 | 1,04 0,067 2,006 0,039 | 0,750
9 12,74
Prenioy 2 0,256 | 6,86 | 0,32 0,062 1,429 0,032 | 0,621
8 14,32
PK SR 0,1 | 10,0

" Potravinovy kodex SR
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Medzi obsahom kadmia v CH a vo frakciach sacharidov je silna pozitivna korelacia (RS: R =
0,878; NRS: R = 0,956) (graf 1, 2).
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celkového Cd 5
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Kumulécia zinku nemala Statisticky preukazny vplyv na jeho kumuléciu vo frakcii RS (R =
0,000; P-value = 0,930), medzi obsahom Zn v CH zemiakoch a v NRS je slaba negativna
korelacia (R = 0,410; P-value = 4,651.10%) (graf 3).
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Graf 3 Zavislost’ obsahu Zn v NRS od celkového Zn
kumulovaného v zemiakoch (mg.kg™ CH)

Kultirne plodiny (niekedy 1odrody) sa liSia svojimi poziadavkami a citlivostou na
mikroelementy. Existuju irozdiely vich schopnosti prijimat tieto prvky zpody, ¢o sa
prejavuje Vv mineralnom zlozeni jednotlivych rastlinnych organov. Ich obsah v hl'uzach
zemiakov je vel'mi vyznamny ako z hl'adiska nutri¢ného, tak i1 hygienického. Pokial’ dosiahne
vysSie hodnoty, m6Zu mat’ tieto prvky negativny dopad na rastlinu i zdravie ¢loveka (Hlusek
et al., 1998b).

Zaver

Jednou z moznosti vstupu uvedenych rizikovych kovov l'udského organizmu je ich prijem
potravou. Ak je vyznamnym podielom stravy potravina s ich zvySenou kumulédciou, moze jej
konzumacia znamenat’ riziko pre zdravie Cloveka. Zemiaky su v strave nasej populacie
zastupené vo vyraznej miere, a preto je nevyhnutné dosledne monitorovat’ vstup rizikovych
prvkov do ich hluz, ako aj Specifikovat kumuldciu tazkych kovov v jednotlivych
komponentoch hluzy T'ul’ka zemiakového. Poznanie tychto skutocnosti moze byt
vychodiskom pre d’alsi vyskum v oblasti §l'achtitel'stva, ako aj potravinarstva.
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Uvod

Biotechnoldgia, ktord vyuZziva vedecké a inzinierske pristupy na vyrobu réznych produktov s
vyuzitim biologickych objektov sa v sucasnosti povazuje za technologiu, ktord vyraznym
sposobom redukuje nasu zavislost’ na neobnovitelnych zdrojoch a je teda klI'ic¢ovou
technolégiou veducou k trvale udrzatelnému rozvoju spolo¢nosti.1 Okrem toho, Ze
biotechnologia je komplementarnou k chemickej produkcii Sirokej palety latok (vitaminy,
aminokyseliny, organické kyseliny), umoziuje produkovat’ latky, ktoré nie je mozné pripravit
klasickymi chemickymi procesmi (napr. antibiotiké a proteiny). Len trh vyroby antibiotik je
odhadovany na 30 milidrd dolarov a produkcia rekombinantnych proteinov, vakcin a
protilatok je odhadovana na 40 miliard dolarov.1 Produkcia rekombinantnych proteinov
nielen znizuje cenu produkcie, ale zaroven zvysuje reprodukovatelnost’ ich pripravy s
moznost'ou purifikacie v jednom kroku a vyraznym spésobom zniZuje variaciu vytazku pocas
purifikacie.2

Priroda vytvorila vel'mi efektivne a presné sposoby kontroly biologickych procesov. Vel'kou
vyzvou pre nds je preniest’ tieto principy do pripravy technicky aplikovatel'nych a presnych
analytickych nastrojov, ktoré mézu byt’ vyuzité na rozli¢né ucely. Monitorovanie bioprocesu
je kI'i€ovym faktorom zabezpecujucim skratenie ¢asu produkcie, zvySujicim kvalitu a
produktivitu procesu. Doraz na kvalitu vysledného produktu sa kladie hlavne pri naslednom
vyuziti v klinickych alebo terapeutickych aplikaciach. Na sledovanie dolezitych parametrov
bioprocesu (pH, O2, Ziviny, substrat, otac¢ky, hustota buniek) je vyuZivanych viacero prob s
moznost'ou riadenia procesu spitnou vizbou, ked’ je mozné tieto hodnoty drzat’ v rdmci
optimalneho rozmedzia.3 Biosenzory sa pri vyuZiti v monitorovani biotechnologickych
procesov nestratili a vyuzivajl sa rutinne na stanovenie nizko molekulovych latok (glukoza,
glutamin, kys. mlie¢na) a to dokonca aj v priemyselnych procesoch (firmy Ciba-Geigy,
Degussa/Fermas, Merck, Novo Nordisk).3

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako sorbitoldehydrogenéza, diaforaza, dialyzacnd membréana a
NAD+ boli najvyssej moznej Cistoty, zakupené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pri
vSetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana voda (3 [1S).
Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regeneraciou zlatych povrchov sa
uskuto¢nilo na laboratérnom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia

Vitamin C (kyselina askorbovd) je takmer vylu¢ne produkovany s vyuzitim
biotransformacného kroku, ktorym je oxidacia D-sorbitolu na L-sorbézu bunkami G. oxydans
s celosvetovou produkciou 60 000 ton.4 Je to teda vel'mi zaujimavy bioproces, ktory bol
monitorovany biosenzorom s vyuzitim SDH a diaforazy (DP). Pristup vyuziva pridavny
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enzym DP na efektivnu oxidaciu kofaktoru dehydrogendzy (NADH) s vyuZitim rozpustného
mediatora (ferikyanidu) a jednoduchej imobilizacie enzymov pod dialyza¢nou membranou s
kalibra¢nou krivkou zobrazenou na Obr. 1. Takyto concept mal operacné charakteristiky
porovnateI'né s publikovanymi biosenzormi na stanovenie D-sorbitolu, ale jeho relativne
nizka stabilita nebola kompatibilné s on-line monitorovanim procesu. Preto bol Dsorbitol
stanoveny vo vzorkach odobratych z bioprocesu off-line a ich analyza biosenzorom bola
podrobend porovnaniu s dvomi referencnymi metédami GC (smernica 0,97, R2=0,999) a
HPLC (smernica 0,99; R2=0,999, Obr. 2). Oba ticto vysledky potvrdzuji, Ze biosenzor
fungoval spolahlivo.
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Obr.2.: Porovnanie analyzy D-sorbitolu zo vzoriek odobratych z biotechno logického
soosobu ko nverzie D-sorbitolu na Lsorbdzu biosenzorom a kvapalinovou chromatografiou
HPLC (A) a plynovou chromatografiou GC (B)
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Uvod

Nanomateridly st pre svoje unikatne vlastnosti, casto liSiace sa od tych ktoré vykazuju ich
makroskopicke analdgy, hojne vyuzivané vo vyskumnych aplikaciach aj praxi. Medzi ¢asto
vyuzivané patria zlaté nanocastice, ktoré¢ vynikaji — okrem svojich unikdtnych optickych
vlastnosti, aj katalytickymi vlastnost’ami a reaktivitou. Zvysenie povrchu, ktoré je dosledkom
modifikéacie tohoto povrchu pomocou nanocastic, ma vyrazne pozitivny vplyv na zvysenie
citlivosti biosenzorov kvoli zvySeniu imobiliza¢nej plochy. Sféricky model zlatych nanocastic
navyse poskytuje moznost’ (oproti planarnym povrchom) v pripade imobilizacie velkych
molekul bioselektora (napr. proteiny) aplikovat’ medzi tieto molekuly vacSiu vzdialenost’ a
spristupnit’ tak biorozpoznavacie miesta pre analytl. Glykany st molekuly uréujuce funkciu
ale aj iné vlastnosti svojich biologickych nosi¢ov. Proteiny schopné Specificky interagovat s
uréitymi sacharidickymi Struktrami sa nazyvaju lektiny. Tieto proteiny st Casti izolované z
prirodnych zdrojov, najmi rastlin. Je mozna ale aj ich priprava pomocou rekombinantnych
buniek, ¢i priprava tzv. artificidlnych lektinov (boronolektiny). V st€asnosti existuje niekol'’ko
metod vyvinutych na detekciu glykanovych Struktar zahfnajicich lektiny. Prave priprava
lektinovych biosenzorov a bio¢ipov v sebe zahfila moZnost’ uplatnenia nanomaterialov —
najmd v kombinacii so samousporiadanymi monovrstvami (SAM), schopnymi vel'mi citlivo
kontrolovat’ hustotu, pripadne orienticiu bioselektora v nanoskéale2. Osvedceny systém dvoch
glykoproteinov — fetuinu s vysokym obsahom kyseliny N-acetylneuraminovej (8,7% kys.
sialovej) a asialofetuinu (<0,5% kys. sialovej) sluzil ako analyt pre lektin izolovany z bazy
Ciernej (Sambucus nigra lektin I). Po imobilizacii lektinu nasledovalo blokovanie
nespecifickych interakcii pomocou PVA. S vyuzitim nanocastic sa dosiahla vysoka citlivost’ a
detekény limit na urovni attomolarnych koncentracii, spolu s linedrnym rozsahom
presahujucim niekol’ko poriadkov.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie, vratane roztokov rozne vel'kych zlatych nanocastic v citratovom
pufti boli najvyssej moznej Cistoty, zakupené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Lektin SNA-
I bol zakupeny v spolo¢nosti Gentaur (Belgicko). Zlaté elektrody a zlaté Cipy pouzité v tejto
praci st zo spoloénosti BAS (USA), resp. Litcon (Svédsko). Pri vietkych experimentoch sa
pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana voda (3 [JS). Elektrochemické merania, vratane
procedur spojenych s regenerdciou zlatych povrchov sa uskutocnilo na laboratéornom
potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko). Pri priprave SAM vrstiev sa pouzili
anaerobne pripravené 1 mM roztoky alkantiolov v etanole pre UV/VIS spektroskopiu (Slavus,
Bratislava).

Vysledky a diskusia
V prvom kroku bola na zlatom povrchu pripravend monovrstva nanocastic s vyuzitim
aminoalkantiolov s r6znou dlzkou retazca (C2, C6 a C11). Na monovrstve nanocastic sa d’alej
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vytvorila druhd, zmesna SAM vrstva, ktora slizila na imobilizdciu biorozpoznavacich
elementov. Po blokovani bol takto pripraveny biosenzor pouZzity na detekciu glykoproteinov v
roztoku. Citlivi metédu pre detekciu glykoproteinov predstavuje elektrochemicka
impedan¢na spektroskopia. Merania sa uskutoc¢iiovali pomocou systému troch elektréd —
pracovna (modifikovand) zlata elektroda, pomocna platinova a referencna Ag/AgCl elektroda,
v roztoku rozpusten¢ho elektrochemického mediatora s negativnym ndbojom. Inkubécia
biosenzora s roztokom analytu prebichala pre laboratornej teplote za ob¢asného premiesania,
sterilne, priblizne 30 minut.

1001 nm

2001 nm
|
Orm

Obr.1.: Zlaté nanocastice s priemerom 20 nm pod skenovacim elektronovym mikroskopom na zlatom Cipe (vfavo). Zlaté
nanocastice s priemerom 5 nm pod AFM mikroskopom (vpravo).
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Obr.2.: Schéma jednotlivych krokov pripravy vyssie opisaného biosenzora.

Pripraveny biosenzor vykazoval vysoku citlivost’ na $pecificky analyt fetuin (338+11 Q /
poriadok) a na druhy analyt asialofetuin (109+£10 Q / poriadok, s niz§im obashom kyseliny
sialovej). Ako kontrola bol pouzity chemicky oxidovany asialofetuin (79+13 Q / poriadok).
Nielen ze bol nami pripraveny biosenzor schopny ultracitlivej detekcie, ale dokazal dokonca
rozliSit' rézne zastipenie kyseliny sialovej v glykanovych Struktirach stanovovanych
glykoproteinov. Takto pripraveny biosenzor je mozné vyuzit’ i v biotechnologii pri kontrole
kvality produkovanych rekombinantnych proteinov, ktoré su ¢astokrat glykozylované.
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Obr.3.: ZvySovanie odporu vrstvy vofi prenosu elektrického naboja (reprezentovangého polkruhom Nyquistovho plotu)
v zavislosti na inkubacii biosenzora s roztokmi analytu. Odpor Cistého biosenzora (€ierna), narast odporu po inkubacii
5 asialofetuinom (zelend) a nasledny narast po inkubdcii s fetuinom (modra).
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Uvod

Galaktozaoxidaza (GalOD) je vel'mi zaujimavym enzymom, ktorého aktivne centrum bolo
vel'mi dlho zdhadou, s unikatnou kombinaciou kovu (Cu+/2+) s tyrozinovym radikalom.1
Tento enzym nie je substratovo Specificky a dokaze okrem galaktdzy oxidovat’ aj d’alSie latky
ako polyoly (dihydroxyaceton) pripadne vyssie molekulové sacharidy s terminalnou
galaktozou (napr. lakt6za). Uvolfiovanim alebo spotrebou tepla su sprevadzané mnohé
biochemické deje vratane biokatalytickych procesov (oxidaciou glukédzy gluk6zaoxidazou sa
uvolni 80 kJ mol-1) a preto je mozné tento typ detektora vyuzit,, ¢i uz v kombinacii s
enzymami alebo mikrobialnymi bunkami, pri konstrukcii biosenzorov.2,3 Tento typ
prevodnika je schopny detegovat’ zmeny v teplote radovo 10-3 °C a stanovovat’ koncentracie
latok radovo v mM. Tento prevodnik je skonsStruovany v dvojkanalovej konfugurécii, pricom
signal zaznamenany v kolonke s imobilizovanym biorozpoznavacim elementom je
automaticky odc¢itany od signalu nameraného v referencnej kolonke bez imobilizovaného
biorozpoznéavacieho elementu. Tymto spdsobom je mozné vyraznym spdsobom zvysit’
selektivitu stanovenia odfiltrovanim nespecifického signalu. Takyto biosenzor s
imobilizovanou galaktozaoxidazou bol vyuzity na monitorovanie dihydroxyacetonu pocas
biotechnologického procesu.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako zloZzky médii pre baktérie, galaktézaoxidaza,dialyzacna
membrane a d’alSie boli najvyssej moznej Cistoty, zakupené v Sigma Aldrich (St. Louis,
USA). Pri vSetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana voda (3
[1S). Kalorimetrické merania, sa uskutocnili na enzymovom termistore.

Vysledky a diskusia

Dihydroxyaceton (DHA) sa pouziva pri vyrobe samoopal’'ovacich krémov, pripadne ako
nutri¢ny doplnok. DHA je mozné vo vysokych vytazkoch pripravit’ oxidaciou glycerolu
viacerymi kmenmi octovych baktérii (Gluconobacter alebo Acetobacter) a tento
biotransformacény proces bol off-line monitorovany galaktézaoxidazovymi biosenzormi.
Kalorimetricky princip stanovenia je zat'aZzeny vacSou chybou stanovenia DHA v
pociato¢nych hodinach biotransformdacie v porovnani s ampérometrickym prevodnikom. To
moze byt’ spdsobené vyssou citlivostou stanovenia DHA ampérometricky (detekény limit 0,8
[IM), ked’ tdto metoda umoziuje vzorku vyrazne nariedit, ¢o znizuje koncentracie moznych
interferujucich latok. Realny zaznam merania kalorimetrickym biosenzorom spolu s typickou
kalibra¢nou krivkou st znazornené na Obr. 1. Mierna interferencia glycerolu na stanovenie
DHA kalorimetricky sa prejavila aj v korelacnom koeficiente validacie metody voci
referenénej metdde (R2=0,996) (Obr. 2).
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Obr.2.: Validacia entalpického biosenzora referenénou analytickou metddou s vyuZitim spektrofotometrického stanovenia.
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Uvod

Pri konStrukcii biosenzorov je velmi ddlezité optimalizovat zlozenie vrstiev sliziacich na
modifikéaciu elektrod, na zvysenie selektivity stanovenia, inkorporaciu medidtorov pripadne
enzymov (mikrobidlnych buniek) a mechanické ukotvenie enzymov pod alebo vo vonkajsej
membrane. Dlhy ¢as boli tieto membrany pripravované s kontrolou hrabky v mikroskale, s
imobilizaciou enzymov bez kontroly hustoty a orientacie na povrchu. V sucasnosti
(poslednych 5-7 rokov) je vSak trend vyuzivat uplne nové nanomateridly (nanocastice,
nanorurky, mezoporézne prasky) a nové postupy s kontrolou hustoty a povahy ligandov v
nanoskale pripadne na molekuldrnej urovni Biotechnoldgia, ktord vyuziva vedecké a
inzinierske pristupy na vyrobu rdéznych produktov s vyuzitim biologickych objektov sa v
sucasnosti povazuje za technologiu, ktord vyraznym spdsobom redukuje nasu zavislost’ na
neobnovite'nych zdrojoch a je teda kl'icovou technologiou vedicou k trvale udrzatelnému
rozvoju spoloc¢nosti.1 Typickym formatom analyzy je at-line (diskontinudlne meranie blizko
fermenta¢nej nddoby po odobrati vzorky) alebo on-line (meranie mimo fermenta¢nej nadoby
vo vzorke kontinualne odoberanej z fermentaénej nadoby). Off-line monitorovanie procesu je
obyc¢ajne uskutocnené mimo miesto alebo ¢as fermentacie. On-line monitorovanie bioprocesu,
ktoré umoziiuje aj proces riadit’ spatnou védzbou je preferovanym spoésobom analyzy. V praci
sme techniku FIA pouzili na off-line monitorovanie biotechnologickej konverzie D-glukozy
na etanol biosenzorom. Na pripravu tohto biosenzora bol vyuzity nanokompozit CNT s
baktériami.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako média pre kultivaciu baktérii, dialyzacnd membrana, chitozan
a CNT boli najvyssej moznej Cistoty, zakiipené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pri
vSetkych experimentoch sa pouzivala sterilni, redestilovand a filtrovand voda (3 [IS).
Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regeneraciou zlatych povrchov sa
uskuto¢nilo na laboratérnom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia

Robustny mikrobidlny biosenzor na stanovenie etanolu bol pripraveny z nanobiokompozitu,
ktory pozostaval z mikrobialnych buniek priamo integrovanych s uhlikovymi nanorurkami
(CNTSs). Na zvySenie citlivosti celého merania bol vyuzity redoxny mediator ferrikyanid a
nasledne bolo celé zariadenie integrované do prietokového systému (FIA). Okrem eanolu
biosenzor reagoval aj na d’alSie analyty ako naznacuje Obr. 1. Vysledné zariadenie bolo
extrémne citlivé s citlivostou (74 + 2.7) [JA mM-1 cm-2, vel'mi nizkym detekénym limitom 5
[IM a linearnym rozsahom od 10 [JM po 1 mM. Vel'mi rychla odozva biosenzora dovolovala
analyzovat’ s rychlostou 67 vzoriek za 1 hodinu pri prietoku 0.3 ml min-1 (Obr. 2). Biosenzor
vykazoval vysoku operacnu stabilitu s poklesom citlivosti len 1.7% za 43 h kontinualnej
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analyzy. Vysledky analyzy etanolu biosenzorom boli vo vel'mi dobrej zhode s vysledkami
ziskanymi referen¢nou analytickou metodu — HPLC.
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Obr.1.: Substratova Specificita etanolového biosenzora.
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Obr.2.: Vplyv prietoku vo FIA na citlivost stanovenia ako i na pofet analyzovatefnych vzorek za 1 h (viavo) a kalibraéna krivka
biosenzora.
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Uvod

Protilatky su proteiny produkované imunitnym systémom schopné Specificky rozpoznat
vyssie molekulové latky, ktoré nie su organizmu vlastné (antigény). Protilatky zname aj ako
imunoglobuliny (IgG) st biomolekuly s molekulovou hmotnostou okolo 150 kDa,
pozostavajuce z 2 tazkych a 2 T'ahkych retazcov. Kombinaciou oboch retazcov vznika tzv.
hypervariabilna oblast, ktora je zodpovedna za selektivne rozpoznavanie antigénu s vyuzitim
Sirokej Skaly interakcii (elektrostatické, hydrofobne, vodikové a van der Waalsove vizby).
Interakcia protilatka-antigén patri k najsilnej$Sim biologickym vézbam s afinitnou konstantou
KD v rozmedzi 10-7 — 10-9 M (vynimkou je vizba biotinavidin s KD=10-15 M), pri¢om
protilatka rozpoznava antigén s vysokou Specificitou a hlavne s vysokou selektivitou, ¢o
znamena, ze aj relativne mald zmena v Struktire antigénu sa prejavi vysokou zmenou v
hodnote KD.

Produkcia rekombinantnych proteinov tvori v sucasnosti zna¢ny podiel na trhu rozli€énych
biotechnologickych a farmaceutickych firiem. Aj ked’ je to uz velmi dobre zvadnuta
technologia, je velmi potrebné pochopit’ procesy vedice k produkcii rekombinanntych
proteinov za Ucelom vyssej efektivity ich pripravy. Produkcia rekombinantného, a teda bunke
cudzieho proteinu, je znacnym stresom a ak je vyuzity silny indukény systém cCastokrat to
vedie k pretazeniu Dbiosyntetického aparatu bunky, c¢o negativne ovplyvni rast
mikroorganizmu ako aj aktivitu, pripadne funkciu rekombinantného proteinu.l Dekadu
dozadu stres sposobeny produkciou rekombinantnych proteinov sa Studoval skor
semikvantitativnymi metédami a cielom tejto bolo navrhnut’ robustny analyticky systém,
ktorym by bolo moZzné uroven stresu v bunke spolahlivo kvantifikovat. Na tento ucel bola
vyuzitd technika SPR s imobilizovanymi protilatkami vo€i dvom proteinom -
rekombinantnému rhSOD proteinu (vyuZivany na terapeutické ti¢ely)2 a stresovému proteinu
DnaK.3

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako protilatky, blokovacie latky a d’alSie pomocné latky v procese
imobilizacie a celkového merania boli najvysSej moznej Cistoty, zakipené v Sigma Aldrich
(St. Louis, USA). Pri vsetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana
voda (3 [JS). Optické merania technikou SPR sa uskutoénili na pristroji Biacore (Svédsko).

Vysledky a diskusia

V prvej faze bol optimalizovany protokol imobilizacie protilatok voci proteinu DnaK a
podmienky merania ako aj vzorkovaci protokol a hlavne sposob dezintegracie buniek E. coli
za ucelom uvolnenia intracelularnych proteinov. Typicky priebeh merania analytu tymto
biosenzorom je znazorneny na Obr. 1 spolu s kalibra¢nou krivkou. Porovnanie analyzy SPR

~ 167 ~


mailto:*Jan.Tkac@savba.sk

metddou s referencnou ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) ukdzalo vel'mi dobra
zhodu so smernicou 1,06 a korelatnym koeficientom R2=0,956 (Ob. 2), ¢o bolo velmi
dolezité pri merani vo vel'mi komplexnej matrici, akym bunkovy lyzat je. Vhodny vzorkovaci
protokol zarucil, Ze aj malé zmeny v koncentracii DnaK (maximalny narast z 120 nM na 240
nM) boli velmi reprodukovatelne monitorované. Off-line monitorovanie oboch tychto
analytov skutocne potvrdilo, Ze intenzita indukcie musi byt vel'mi starostilo nastavena a
menej pridaného induktora skutocne znamenal viac naprodukovaného aktivneho rhSOD.
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Obr. 1: Realny z3znam merania proteinug Dnakl s metodou SPR (Wave) a kalibracia tohot biosenzor (vpravo))
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Obr. 2: Validacia SPR biosenzora referencnou analytickou technikou ELISA
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Uvod

Biotechnoldgia, ktord vyuziva vedecké a inzZinierske pristupy na vyrobu réznych produktov s
vyuzitim biologickych objektov sa v stcasnosti povazuje za technologiu, ktora vyraznym
sposobom redukuje nasu zavislost na neobnovitelnych zdrojoch a je teda kltucovou
technolégiou veducou k trvale udrzatelnému rozvoju spolocnosti.l Typickym formatom
analyzy je at-line (diskontinualne meranie blizko fermenta¢nej nadoby po odobrati vzorky)
alebo on-line (meranie mimo fermentacnej nadoby vo vzorke kontinudlne odoberanej z
fermentac¢nej nadoby). Off-line monitorovanie procesu je obycajne uskutoénené mimo miesto
alebo ¢as fermentacie. On-line monitorovanie bioprocesu, ktoré umoziuje aj proces riadit’
spitnou vézbou je preferovanym spdsobom analyzy.

NajcastejSie sa na on-line monitorovanie vyuziva prietokova analyza FIA (z angl. Flow
Injection Analysis) vyvinuta v roku 19752, ked” je do kontinualneho toku mobilnej fazy
(vacsinou tlmivy roztok) nastreknuté presne definované mnozstvo analytu (vzorky) urcené
velkost'ou slucky. Vyhodou takéhoto usporiadania je vysoka reprodukovatel'nost, kratky cas
analyzy, vysoka flexibilnost’ a cenova nenarocnost’ s moznost'ou vyuzivat’ viaceré prevodniky
(elektrochemicky, opticky a kalorimetricky).3

On-line monitorovanie si vSak vyzaduje kontinualne aseptické odoberanie vzorky, ¢o nie je
vobec jednoduché. V principe st k dispozicii dve techniky — dialyza alebo filtracia.
Problémom vyuzitia dialyzy je fakt, Ze poc€as fermentacie je permeabilita membrany zmenena
adsorpciou komponentov z fermentaéného média, a preto CastejSie vyuzivanou je filtracna
proba. Filtracnd proba zase moze do systému vnasSat’ vzduchové bubliny, ktoré negativnym
sposobom mozu ovplyviiovat’ on -line merania s nutnostou vyuzivat’ odvzdusiovanie vzorky.
V praci sme techniku FIA pouzili na off-line monitorovanie biotechnologickej konverzie D-
sorbitolu na L-sorbézu, ktora je prekurzorom pri vyrobe vitaminu C. Na pripravu tohto
biosenzora bol vyuzity nanokompozit CNT s HA (kys. hyalurénova).

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako sorbitoldehydrogendza, dialyzacnd membrana, CNT a NAD+
boli najvyssej moznej Cistoty, zakupené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pri vSetkych
experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana voda (3 [JS). Elektrochemické
merania, vratane procedur spojenych s regenerdciou zlatych povrchov sa uskutoc¢nilo na
laboratornom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia

Vitamin C (kyselina askorbovd) je takmer vyluéne produkovany s vyuzitim
biotransforma¢ného kroku, ktorym je oxidacia D-sorbitolu na L-sorbézu bunkami G. oxydans
s celosvetovou produkciou 60 000 ton.4 Je to teda velmi zaujimavy bioproces, ktory bol
monitorovany biosenzorom s vyuzitim SDH a bionanokompozitu CNT v HA. Citlivost
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stanovenia NADH na CNT/HA modifikovanej electrode sa vyrazne zvysila (z 0,73 [JA mM-1
na 2,20 [JA mM-1) pouzitim redoxného mediatora toluidinovej modrej, ktora bola na
CNT/HA adsorbovana a drzana silnymi elektrostatickymi silami. Okrem toho bol pracovny
potencial detekcie NADH znizeny z cca +400 mV vs. Ag/AgCl na 0 mV vs. Ag/AgCI a teda
umoznoval pracovat v  optimdlnom rozsahu potencidlu. Takto pripravenym
bionanokompozitom modifikovany povrch bol vyuzity na pripravu biosenzora na stanovenie
D-sorbitolu s velmi dobrymi operaénymi vlastnostami, ako rychlost odozvy (25 s) a
detek¢ny limit (4 [JM) (Obr. 1 a 2). Navyse operacna stabilita bola vynikajaca s poklesom
cilivosti biosenzora na 85% povodnej citlivosti pocas 19 h kontinudlneho pouzivania. Tento
biosenzor bol nasledne pouzity na analyzu D-sorbitolu vo vzorkiach odobratych z
biotransformacie D-sorbitolu na L-sorb6zu s ve'mi dobrou zhodou vysledkov v porovnani S
HPLC met6dou (smernica 0,99 a R2=0,999) (Obr. 3).

GO0 T

T
* Bach mode

FLA o

—

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
c/m

Obr.A.: Kalbracna krivka bioserzora na stanovenie D-sorbibolu w prietokovom systeme (FIA mode) a vo vsadskovom rezime
{batch mode).
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Obr2: Fakladné charakteristiky D-sorbitoldehydropenazoveho biosermora ra stanovenie D-sorbitolu v bistechnologickich
wzorkach od prietoku vo FIA systéme akymi =0 celkowa pridova odoveva v id a frekvencia analyzovatelnosti veoriek (sample
throughput).
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Obr.3.: Porownanie analyzy D-somioly zo vooriek odobratych z biotechnologického spisobu komwerzie D-sorbitolu na L-
sorbazu bioserzomm a kvapalinovou chromatografiou HPLE
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Uvod

Problematika alergii a potravinovych intolerancii je v sti€asnosti vel'mi aktudlna, pretoze uz
prijem malého mnoZstva potraviny mdze vyvolat’ patologickul reakciu. Jednym z takychto
ochoreni je aj gluténsenzitivna enteropatia, znamejsia pod ndzvom celiakia (Ciacci et al.,
2002).

V obilnindch sa nachadzaju rozne typy zasobnych bielkovin, z ktorych prolaminy tvoriace
sucast’ lepku, mozu vyvolat’ prejavy intolerancie. Za alergénne agens su pokladané prolaminy s
nizkou molekulovou hmotnost'ou okolo 30 kDa.

Po presnej diagnostike je jedinou liecbou celiakie prisna eliminacnd bezlepkové diéta (Fasano
a Catassi, 2001). Lepok je vSak vyznamnou zlozkou obilného zrna, sklada sa z bielkovin
rozpustnych v etylalkohole, tzv. prolaminov a bielkovin rozpustnych v zéisadach, tzv.
glutelinov. Priprava bezlepkovej suroviny pre vyrobu potravin je ¢asovo a finan¢ne naro¢na, a
preto sa perspektivnymi potravinami pre celiakov stavaju pseudocerealie pohénka, laskavec,
mrlik (quinoa) a d’alSie. Pre celiakov nevhodné frakcie bielkovin sa v nich takmer nevyskytuju
(Szabova et al., 2003).

Imunitna odpoved’ organizmu na pritomnost’” prolaminovych bielkovin vznikd po pdsobeni
traviacich enzymov, ktoré Stiepia prolaminy na peptidy, ktoré maju typickt sekundarnu
Struktaru (Jabri a Sollid, 2006) a ktoré prechadzaju stenou ¢revnej sliznice do lamina propria.
Transglutaminadza deaminuje glutaminy, ¢o umozni vézbu tychto peptidov na imunoproteiny
HLA DQ2 a DQS8 (Waszczuk et al., 2007) a aktivaciu T-buniek (typ CD4+). Stimulacia T-
buniek vyvola sekréciu pro-zapalovych cytokinov (Wieser, 2004, Wieser a Koehler, 2008), a
tym Startuje alergicka reakcia na konzumaciu prolaminov (Jabri a Sollid, 2006). T-bunky
celiatikov rozpoznavajii predovSetkym peptidy bohaté na prolin a glutamin: PFPQPQLPY,
PQPQLPYPQ a PYPQPQLPY.

Material a metody

Zakladnou metdodou pre stanovenie pritomnosti celiakdlne aktivnych  prolaminovych
bielkovin je frakciondcia na zdklade rozdielnej rozpustnosti s ndslednym stanovenim
koncentracie bielkovin destilanou metdédou podla Kjeldahla. Pre Specificki analyzu je
potrebnda imunochemicka metoda, napr. ELISA, zadkladom ktorej v tzv. sendviCovom
usporiadani je protilatka RS, ktora bola pripravend imunizaciou mysi raznym peptidom. Je
Specificka voci sekvencidm QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLPFP (Osman et al., 2001; Valdés et
al., 2003). Kahlenberg et al. (2005) predpokladaji, Ze imunodominantnou Struktirou
prolaminov je sekvencia QQQ/PFP. Vzhl'adom na to, Ze v aveninoch ovsa sa tieto epitopy
nenachadzajl, protilatka RS nie je vhodnd na stanovenie bielkovin ovsa. VyuZziva sa vSak na
stanovenie kontaminacie ovsa jaémennymi bielkovinami. Méndez et al. (2005) dokazali, Ze
ELISA s R5 je vhodnou metddou aj pre stanovenie raznych sekalinov.
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Sendvicova ELISA s protilatkou RS a enzymom chrenova peroxidéza je referen¢nou metédou
pre stanovenie lepkovych bielkovin podl'a Potravinového kédexu. Ako prirodzene bezlepkova
surovina a potravina je oznacena iba taka, ktora obsahuje menej ako 20 ppm gluténu.

Rastlinny material ziskany v tzv. biopredajniach: pSenica letna, pSenica Spaldova, pSenica
tvrda, ovos (vlocky), jaCmen jarny, pohanka lipand, ryza natural, kukurica. Tritikale a laskavec
metlinaty boli dopestované na pokusnom poli KUPaH FAPZ v areali SPU.

Stanovenie celkového dusika a frakénej skladby bielkovinového komplexu podl'a Kjeldahla
(Michalik et al., 2002). Stanovenie mnozstva celiakalne aktivnych bielkovin metédou ELISA s
vyuzitim testu Ridascreen Gliadin Test (R-Biopharm, Germany).

Vysledky a diskusia

Celiakia, glutén-senzitivna enteropatia, je ochorenie sliznice tenkého creva, ktoré vznika po
prijme gluténu v potrave.

Podla Codex Commitee on Nutrition and Foods for Special Dietary Uses st od roku 2007
potraviny rozdelené do troch skupin:

* potraviny, ktoré neobsahuju ziadne prolaminy z rastlin druhu Triticum, ja¢mena, raze a ovsa.
Limit pre obsah gluténu je 20 mg.kg™ ,

* potraviny, ktoré obsahuju zlozky pSenice, jaCmena, raze, ovsa, a su povazované za ,.gluten-
free*. Limit pre obsah gluténu je 100 mg.kg™,

* potraviny, ktoré su zmesou zloziek uvedenych v predchadzajucich bodoch. Limit pre obsah
gluténu je 100 mg.kg™.

Zakladnou metoédou pre kvalitativhu a kvantitativhu analyzu bielkovin zrna ceredlii a
pseudoceredlii je ich frakéné rozdelenie na zaklade rozdielnej rozpustnosti (Tab. 1).

Tabulka 1

Zastupenie jednotlivych bielkovinovych frakcii v zrne ceredlii a pseudocerealii
Biologicky material | Albuminy a  Prolaminy, Gluteliny,

globuliny, % %
%

PSenica letna 22,7 33,8 35,0
PSenica Spaldova 24,3 42,2 25,1
PSenica tvrda 26,7 37,8 26,3
Ovos 48,0 14,1 33,0
Tritikale 31,4 34,6 28,0
Jaémen jarny 29,0 31,4 29,7
Laskavec metlinaty 56,8 3,2 23,1
Pohanka lupana 50,1 6,3 18,8
Ryza 12,6 3,6 449
Kukurica 17,3 23,6 32,1

Celiakalne aktivnymi bielkovinami st prolaminy, resp. bielkoviny rozpustné v etylalkohole.
Najvyssie mnozstvo obsahovali druhy rodu Triticum, predovsetkym pSenica Spaldova, tvrda a
letnd. Prekvapivym zistenim je vysokéa koncentracia tychto bielkovin v zrne kukurice, ktora sa
povazuje za potravinu vhodnu pre pripravu bezlepkovej diéty.

Z uvedeného jednoznacne vyplyva, ze pre stanovenie celiakdlne aktivnych bielkovin su
nevyhnutné imunochemické metody.

S vyuzitim testu, ktory obsahoval $pecificku protilatku RS boli v analyzovanych surovinach
stanovené koncentracie prolaminov, vyvolavajucich celiakiu. Test zahrnhal extrakciu vzorky
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roztokom, ktory obsahoval 2-merkaptoetanol a guanidin hydrochlorid, ktorymi sa redukuju
mozné disulfidické mostiky, stabilizujuce Struktiru zasobnych bielkovin. Preto je mozné
predpokladat’, ze vSetky prolaminy boli extrakénym postupom uvol'nené a analyzované (Tab.
2).

Tabul’ka 2
Celiakalne aktivne bielkoviny v zrne ceredlii a pseudocerealii

Biologicky material ELISA Ridascreen Gliadin, mg.kg™
PSenica letna 16200
Psenica Spaldova 17500
PSenica tvrda 15000
Ovos 14000
Tritikale 2200
Jamenl jarny 1300
Laskavec metlinaty 8,80
Pohanka lupana 7,50
Ryza 5,00
Kukurica 6,20

Vysledky ELISA testu potvrdili nevhodnost’ pSenice, tritikale a jacmena pre vyzivu celiakov,
pretoze v 1 kg suroviny bolo 14 — 16,2 g celiakalne aktivnych bielkovin. Pozitivnym zistenim
je, ze protilatka RS, ktora je Specificka prave voci takym peptidom, ktorych aminokyselinové
sekvencie sa v ovse nevyskytuju, citlivo reagovala aj s bielkovinami izolovanymi z ovsa.
Kahlenberg et al. (2005) zistili, Ze R5 reaguje aj s epitopmi QQQFP, LQPFP a QLPFP. Na
zéklade analyz a pozorovani viacerych autorov (Janatuinen et al., 2000; Hogberg et al., 2004),
venujucich sa problematike celiakie, je vSak pravdepodobné, ze analyzované ovsené vlocky
boli kontaminované jacmenom alebo pSenicou. Pre bezpeCny stravovaci rezim celiakov je
preto nutné odportcanie, Zze ovos by nemali konzumovat’. VSetky cerealie vysoko prekracovali
limit v obsahu celiakalne aktivnych bielkovin, ktory je pre celiakov bezpecny.

Ryza natural, pohanka, laskavec a kukurica, resp. kukuriény Skrob st vhodnou surovinou
a potravinou pre pacientov s celiakiou, pretoze obsahuju iba 5 - 8,8 mg.kg™" alergénnych
bielkovin.
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Rizikové prvky v podmienkach intenzivneho hospodadrenia
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Abstrakt
Limitné hodnoty A pre celkovy obsah kadmia 0,80 mgkg™ boli prekrotené na
vietkych parcelach s rozpitim 0,80 — 0,97 mg.kg™. Limitna hodnota A 20 mg.kg™ bola pre
kobalt taktiez prekrocend, pricom sme dosiahli zvySené obsahy v rozmedzi 20,30 — 28,50
mg.kg™t.Vyrazne bol prekrodeny limit A 35 mgkg™ pre nikel s dosiahnutymi hodnotami
34,80 — 44,80 mg.kg™.
Potencidlne uvolnitel'né formy rizikovych a stopovych prvkov pre limitne hodnoty A
boli prekrogené len u kadmia (0,30 mg.kg™ ) na troch sledovanych parcelach s rozsahom 0,30
— 0,361 mg.kg™.Obsah kadmia na d’alsich Siestich parcelach nebol pod 0,20 mg.kg‘l.Tieto
udaje svedc¢ia o moznej rizikovosti kadmia v pddnom prostredi pri moznej zmene pH pddneho
roztoku.

Klucove slova: podny typ, cudzorodé latky, stopové prvky, extrakcné cinidla

Uvod

Intenzivne pouzivanie priemyselnych hnojiv v uplynulom obdobi vo vyzive rastlin
prinieslo so sebou okrem pozitivneho ovplyvilovania trod viacero problémov ekologického
a hygienického charakteru. Jednym z nepriaznivych prejavov pouZzivania vysokych davok
priemyselnych hnojiv je moZznost’ kontaminécie pol'nohospodarskych pdd tazkymi kovmi. Ich
prijem rastlinami a transport do potravinového retazca v konecnom ddésledku ovplyviuje
zdravie I'udskej populacie.

JANKOVIC et all.(1988) uvadza, 7e samotné priemyselné hnojiva prispievaju
k znecisteniu pody t'azkymi kovmi priblizne 25 — 35 % podielom. V tomto smere v najvicsej
miere spdsobuji znecistenie hnojiva s obsahom oxidu fosfore¢ného ( superfosfaty ) ,najma
pokial' ide o kadmium achréom. TOMKOVA et all. (1989) popisuju, ze davky kadmia
vnasané do pody v europskom meradle fosfore¢nymi hnojivami dosahuju v priemere 3 —4
g.ha™ za rok, ale uvadzaju aj vy$§ie mnozstva viac nez 10 g.ha™ za rok.

V podmienkach intenzivneho pol'nohospodarstva sa v okoli Nitry, taktiez aplikovali
vysoké davky fosforeCnych priemyselnych hnojiv, ktoré mohli mat’ negativne dosledky na
pohyblivost’ zapracovanych tazkych kovov do pody. BIELEK (1996) poukazuje, Ze ak su
kontaminované pody v dobre prevzdusnenom stave s podmienkami pre priebeh intenzivnych
oxidaénych procesov , toto prispieva k znizovaniu Skodlivého tazkych kovov  aich
pohyblivosti a naopak. CHRENEKOVA et all.(1994), HOLOBRADY et all. (1992) popisuji,
ze jednou z pri¢in rézneho vplyvu pddy na obsah tazkych kovov moze byt ich rozdielna
distribucia z pddneho roztoku do nadzemnych casti rastlin.

Material a metody

Na sledovanie obsahu rizikovych a stopovych prvkov v podmienkach intenzivneho
hospodarenia sme zvolili pol'nohospodarsky podnik v okrese Nitra s vysokou uroviou
pol'nohospodarskej vyroby aj v stiCastnom obdobi.

Odber pddnych vzoriek sme uskutocnili na deviatich parcelach, kde sa vyskytuju
hnedozeme typické na spraSiach s miernou svahovitostou a bez skeletu. Odber pédnych
vzoriek sme uskuto¢nili podla metodiky VUPVR v troch hibkach: 0 — 0,10m; 0,20 — 0,30 m;
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0,35 — 0,45m.V jednotlivych horizontoch ana réznych pestovatel'skych plochéch boli
uskuto¢nené chemické analyzy na obsah rizikovych a stopovych prvkov ( Fe, Mn, Zn, Cu,
Co, Ni, Cr, Pb, Cd ). Analyzy sa uskuto¢nili v pddnych vzorkidch po spracovani ako
jemnozem II.V podnych vzorkach sme stanovovali celkovy obsah sledovanych prvkov suchou
cestou apotencialne uvolnitelné obsahy sledovanych prvkov v 2 M HNOs.Stanovenie
sledovanych rizikovych astopovych prvkov sa uskuto¢nil atdmovou absorpcnou
spektrofotometriou. Agrochemické charakteristiky z X. cyklu ASP st uvedené v tabulke ¢.1.

Agrochemicka charakteristika
Tabulka ¢.1

Obsah )
Parcela | humusuv | pH/KCI |Pvmgkg?|Kvmgkg? Mg ~|Cavmgkg
% v mg.kg

1. 2,05 7,2 59 251 374 5350
2. 1,97 7,0 59 223 417 3370
3. 2,21 6,9 67 279 380 5200
4, 1,76 7,3 86 264 317 5770
5. 1,64 7,2 48 200 361 5050
6. 1,78 6,9 70 257 471 4 320
7. 1,69 7,1 87 279 388 4630
8. 1,93 6,9 67 279 380 5200
9. 1,82 7,2 82 298 343 5770

Dosiahnuté vysledky a diskusia

Na zaklade agrochemického skuSania pod (Tab.¢.1 )je mozné konStatovat’, ze na
sledovanych parcelach bol nizky obsah humusu v rozpiti 1,4 — 2,21 % a je nevyhnutne na
zvysenie obsahu organickych latok aplikovat’ organické hnojiva v pozadovanych dévkach pre
pestované plodiny. Hodnota pH je neutralna, ktord je vhodna pre pestované plodiny a zaroven
priaznivo ovplyviiuje pohyblivost rizikovych prvkov ako je Cd aPb. Obsahy
makrobiogennych prvkov je na strednej az vel'mi vysokej Grovni, ¢o poukazuje, ze v danom
podniku aj napriek ekonomickym problémom polnohospodarstva venujii Grodnosti pody
zvySenu pozornost’.

Celkovy obsah rizikovych a stopovych prvkov je uvedeny v tabul'ke 2.
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Celkové obsahy rizikovych a stopovych prvkov v mg.kg™

Tabulka ¢.2 o
Nazovd Fel Mnz Zno Cuz Cono Nix Cro Pbz Cdo
e (o 01mY) 261100 662 90 63,000 27.60m| 24 70| 3820m| 53.00m| 2580z 0,820z
1 om0 20 3mY| 261100 67190 61200 21,600 26 800| 39.10m| 52500 26,600 07700

oo 035045 my 247450] 644.1o| 58.50o] 20,605 24,600 36,300 5040o] 26,70z 0,660z
-------------------------- 0—0,1m9 260150 709.55| 63.10z] 20,80z 26.40a] 39.60| 53.705| 28.30z| 0,870z
2 0.2—03mq 265651] 720.92| 61.502] 20.20a( 26,60a] 39,50=| 53.60] 26,602 0.800=
------------------- 0.35-0.45mq 26035z 701.05 62205 2130z 26.20c] 4020a] 52.205] 27.40z] 08400
-------------------------- 0—0,1m9 283150] 759.63| 6430z 23.50z| 2820m| 44.802| 54.603] 29.60z| 0900z
: ~0.2—03mY 286452 768.0z| 63700 2250z 27.90z| 41.20z[ 53.80z] 28802 0830z
------------------- 0.35—045md 28225a] 771.23[ 63.205 2250z 28.50m| 41.40a] 54.105] 28.80z| 0960z
-------------------------- 0—0,1m9 26860z] 688.15 7640z 2220z 21.40o] 36702 5330z] 27.90z] 0970z
4o 0.2—0,3m9 268102] 697,50 75.105] 21.400] 21.60a] 37,10z] 55.605] 27.402] 0,930z
------------------- 0.35—0.45mq 266250] 683.55] 73.505] 20,80z 21.60m] 36.90a| 52,505 26,50=| 0,970z
—0—0,1m{ 257000 698.4c] 70.40z] 23.100] 21.105] 36.405] 51.40z] 27.000] 0,7900
: 02—0,3mq 265105] 707.1z| 7100z 2140z 22.80z| 37.80z| 52.702] 26,00z 0.760z
------------------- 0.35—0.45mq 266451 71753 7050z 21.50=| 23.40m| 37.502] 52.503] 2680z| 0760z
-------------------------- 0—0.1mq 259550 740.63| 6100z 19.60z] 20.70z] 36802 52.90z] 2930z| 0900z
. cooreeneere 02—03mq 261202] 703.62| 61.802] 17.90z 20.30z] 3590z| 51.80z] 2850 0790z
------------------- 0.35-0.45mq 267751 72023[ 6230z 1970z 21.10z] 36.602] 53.805] 27.00z| 0790z
------------------------- 0—0.1m<| 275305] 649.45[ 86,205 22,20z 20.90a] 36,602| 53.705] 27.40=] 0.860=
R 0.2—0,3mY| 277250 668.65] 86.905] 22.105| 21,60a| 36,10a] 53.005] 27.20a| 07500
------------------ 0.35—0.45mo] 275705] 683.65] 82,505 22,50z 21.50m] 35402 50.705] 28.70=| 0,890%
------------------------- 0—0.1m%| 26890a] 73123 7690z 2140z 20.50z] 3580a] 51.603] 2680z| 08202
R 02—03mY| 264250] 7454z| 7030a] 20.803| 21.20a| 36.00a| 52.70z| 28102 0.880%
------------------ 0.35—0.45mo| 28560a] 740.9a| 67.502 21.00z] 22.70o] 36.102] 52.405] 28.00z| 0880z
------------------------- 0—0,1m¥| 26985a] 679,63 7110z 23.30z| 19.20z| 35.70a| 52.205] 27.10z| 0790z
_ 0.2—03m9| 264200] 6713z 6730z 23.100| 19.80z| 34.80z| 51303 2650z 0,840z
------------------ 0.35—0.45mo] 265805] 688.95] 68,205 23,90c] 21.00a] 36.032] 51.605] 27.302] 08300

[<0NN= 0N === 0N =0 = 0= 00N =00 = 0 = D = 0= D= 000 = 2 = N = 0 = 0 = 0= M= 0 = M = D= 0 = M = i = M =]

Celkovy obsah rizikovych a stopovych prvkov zahriiuje vSetky formy ,v ktorych sa urcity
prvok v pode vyskytuje. Pri pouziti tychto idajov dostdvame celkovy obraz o stave pod aj
napriek tomu, Ze len malé cast’ sa moZe dostat’ do potravového ret'azca.

Dosiahnuté vysledky poukazuji na pomerne vysokli vyrovnanost obsahov
jednotlivych rizikovych a stopovych prvkov na jednotlivych honoch. AvSak limitné hodnoty
A (LINKES et all.1997) boli prekro¢ené najmi u kadmia ,kobaltu a niklu na vsetkych
sledovanych plochéch.

V pripade kadmia limitny obsah pre A kategoriu predstavuje 0,8 mgkg™” anami
namerané hodnoty sa pohybovali v rozmedzi 0,75 — 0,97 mg.kg™ Prekroeny limit bol na
vSetkych parcelach, ktorého rozpétie bolo 0,8 — 0,97mg.kg™ .Limitny obsah kobaltu je 20
mg.kg™ a na sledovanych plochach bol obsah 19,20 — 28,50 mg.kg™*.Na v3etkych sledovanych
miestach prekro&enie bolo v rozsahu 20,30 — 28,50 mg.kg™ .Zvyseny prekrogeny limit A 35
mg.kg™® bol dosiahnuty aj pri stanoveni niklu. Rozsah celkového obsahu bol 34,80 — 44,80
mg.kg™ .Limit A bol prekrogeny u vietkych horizontov s vynimkou jedného na parcele €.9
(0,20 - 0,30 m).

Aj napriek tomu, Ze zcelkového obsahu sa modze len nepatrnd Cast dostat’ do
potravového retazca je nevyhnutné tymto trom rizikovym prvkom venovat zvySenu
pozornost’.

Potencidlne uvolnitené obsahy rizikovych a stopovych prvkov (vyluh M HNOj3) su
uvedené v tabulke ¢. 3.
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Potencialne uvolnite'né obsahy v mg.kg™
Tabulka ¢.3

Nazova Feu Mn Zna Cua Cox Nia Cra Pbo Cda
USSR 0--01mY 2026 80 41150 882u| §73m| 502u| 627u| 199u| 1188w 02740

w0203 mY 201409 41050| 811lm| 866c| S501o| 644u| 2040 12310| 02650
w035 -0.45my 200804 43050 823c| 8670 521o| 639n| 2130 12,000 02530
.......................... 0—0.1m% 1061 81 42030 826 | §14n| 623c| 7600| 2180 12,830 02940
2 02—03mY 106489 4300c| 984 | 861u| 641c| 7660 | 2120 12.66m 03070
................... 035—-045m7 11675d 4530c| 887c| 873m| 660m| 796u| 2180 13350 02930
.......................... 0—0,1m9% 103384 4085z 738z | 848c| 5570| 743o| 213o| 12250 02240
30 20,3 mY 108239 412,0c] 6.88c| §,59m| 5720| 7.08u| 2270 12,693 02310
------------------- 035-045mq 1142.5d 41450 69pu| 9060 | 568 7550| 241m| 12550 02220
.......................... 0—01mY 126159 3883u| 17650 933m| 571o| 7060 2040 13090 03190
40 20 3 mY 144509 429 80| 17560 984c| 628u| 751o| 2320 13240 03280
------------------- 0,35—045m0 1324,0d 40780 16580 934m| 6040| 721a| 2150 1344 03050
.......................... 0—01mY 123609 413 8c| 15270 882m| 636u| 7450 1990 12520 03450
8 et 02-03m9 115404 3663c| 14750 8820 | 6090 724o| 2000 12380] 03370
------------------- 0,35-045m7 1289,0q 3950 14980 9.10m| 6350| 743m| 221o| 1226m| 03610
.......................... 0—0,1m9% 1314,84 4320 826m| 8090| 6,070| 7170| 2240 12,73m| 02250
B oo e 02—03m9Y 128850 393.0ca| 803u| 7.63m| s560a| 6.67m 290 | 1229a| 02280
------------------- 0,35—045m7 120634 35930 786u| 7750 5725u| 6460 0o | 12.420) 02290
......................... 0—0.1mY| 177200 4473c| 11,750 977a| 6520 7750 1o | 13,840 03240
e . 02-03m9Y 1578,8d 41250] 11.17a| 943 | 5850 709z| 277z 13.17=] 03070
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Potencialne uvolniteI'ny obsah rizikovych a stopovych prvkov zahriiuje rozne frakcie
prvkov z hl'adiska ich rozpustnosti. Tieto vyluhy umoznuju s dostato¢nou citlivost'ou zistit’ aj
minimalne, aj maximalne obsahy u vSetkych prvkov v pdédach.

Z celkove deviatich sledovanych stanovist’ len na troch parcelach bol prekroc¢eny limit
A: (0,3 mg.kg™t ) pre kadmium. Na daldich parcelach nebolo vyrazné znizenie obsahov
pricom nebola dosiahnuta ziadna hodnota pod 0,20 mg.kg'1 .V pripade kadmia sa potvrdzuju
vysledky ( TOTH et all.1998;TOTH et all.2000; TOMAS et all. 2000 ),Ze aj zvysené pH pody
nemusi zniZovat' potencidlne uvolniteIné obsahy rizikovych prvkov v podach.Pouzivanie
vysokych davok fosfore¢nych priemyselnych hnojiv mézu ovplyvnit’ celkovy obsah kadmia
v pode avSak agronomickymi zdsahmi sa neprekroci limitna hodnota.

V sledovani potencidlne uvolnitelnych foriem niklu a kobaltu neboli prekrocené
limitné hodnoty ¢o svedc¢i o tom, Ze tieto prvky su pre rastliny vo forme neprijatelnej aj ked’
limitna hodnota celkového obsahu je prekrocena.

Zaver

V podmienkach intenzivneho pol'nohospodarstva aj napriek ekonomickym problémom je
mozné dosahovat” vysledky na vysokej Standartnej urovni. Agrochemické vlastnosti pody
svedcia o0 vysokej odbornej starostlivosti 0 trodnost’ pody. Je nevyhnutné zvySena pozornost’
venovat’ zapracovaniu organickej hmoty na zvySenie obsahu humusu na jednotlivych
parcelach. Limitné hodnoty A pre celkové obsahy rizikovych prvkov boli prekrocené
v pripade kadmia, kobaltu a niklu. Potencialne uvolnitel'né¢ formy rizikovych a stopovych
prvkov boli prekrocené na troch parcelach pri sledovani limitnej hodnoty A; pre
kadmium.Obsa tohto rizikového prvoku na d’al§ich parcelach nebol nizsi ako 0,20 mg.kg™ ,¢o
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sved¢i o moznej rizikovosti tohto prvku v pddnom prostredi pri moznej zmene pH pddneho
roztoku.
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Uvod

Kombinatoricky potencidl sacharidov vysoko presahuje pocet moznych kombindcii
oligomérov dosiahnutel'ny nukleovymi kyselinami alebo proteinmi. Prave glykozylacii
proteinov sa pripisuje vysokd réznorodost’ I'udského protedmu, vzhl'adom na relativne mala
velkost’ genomu. Glykany s teda molekuly vel'mi citlivo modulujuce nie len funkciu, ale aj
dalsie vlastnosti  glykoproteinov ¢i glykolipidov a dalSich glykokonjugatov. V
eukaryotickych organizmoch ma vysoké zastupenie v glykdnovych Struktirach kyselina
sialovd (N-acetylneuraminova kyselina), najmd v koncovych castiach glykdnov
exponovanych do vonkajSicho prostredia. Zmeny v zastipeni kys. sialovej (desialylacia
proteinov) byva Casto sprievodny jav niektorych abnormdlnych, patofyziologickych prejavov
rozvijajuceho sa ochorenial.

Z diagnostického hl'adiska je preto dolezité vyvinut metddu, ktord selektivne odhali zmeny v
glykoprofile vybranych biomolekul, a to aj vo vel'mi nizkych koncentraciach, nakolko tieto
zmeny v glykdnovych Struktirach sa objavuji eSte pred prvymi symptomami daného
ochorenia. Proteiny schopné viac ¢i menej Specificky viazat' ur€ité sacharidické Struktary sa
nazyvaju lektiny. V tejto praci sa vyuZiva lektin izolovany z kory bazy ciernej SNA
(Sambucus nigra aglutinin), resp. jeho izoforma, tzv. izolektin SNA-I so $pecificitou na kys.
sialovl viazani na susedny monosacharid pomocou 2,6- glykozidovej vizby2. Systém pre
sledovanie citlivosti biosenzora v tomto pripade predstavuje fetuin/asialofetuin/chemicky
oxidovany asialofetuin s obsahom kys. sialovej 8,7% pre fetuin (FET) a <0,5% pre
asialofetuin (ASF). NizSie opisany biosenzor bol schopny detekcie jednotlivych
glykoproteinov pri femtomolarnych koncetraciach s vyuZzitim elektrochemickej impedancne;j
spektroskopie (EIS). Dalie metédy pouzité pre podrobnu charakterizaciu povrchu a
sledovanie aktivacie samousporiadanych monovrstiev pre imobilizaciu lektinu su AFM
mikroskopia a XPS spektroskopia. Ako dva faktory najviac vplyvajuce na citlivost
biosenzora je hustota lektinu na povrchu, ktora sa da jemne kontrolovat’ pouZzitim zmesnych
samousporiadanych monovrstiev (SAM), a volba blokovacicho c¢inidla. Z komeréne
dostupnych a ¢asto vyuzivanych mozno spomentt’ mlie¢ne proteiny, kazein ¢i hovadzi sérovy
albumin (BSA)3. V tejto praci sme dokazali pozitivny vplyv polyvinylalkoholu (PVA) v
porovnani s hovddzym sérovym albuminom pre tento systém. Hustota biorozpoznavacieho
prvku na povrchu fyzikalneho prevodnika, ktory predstavovali zlaté elektrody, sa kontrolovali
pomocou zastipenia karboxylovych funkénych skupin na povrchu elektrod, ktoré d’alej sluzili
pre vytvorenie peptidovej viazby s lektinom. Vel'mi nizky koncentracia lektinu na povrchu nie
je schopna vytvorit dostatocne velky signal pri interakcii s analytom pri nizkych
koncentraciach, naopak vysok4 koncentracia lektinu na povrchu ma za nasledok zhorSenu
pristupnost’ relativne velkych molekul analytu k vdzobnym miestam lektinu. Pre riedenie
karboxylov v SAM vrstve (konkrétne 11- merkaptoundekanovej kyseliny, MUA) sa pouzil v
roznych pomeroch 6-merkaptohexanol (MH).
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Pripraveny biosenzor vykazoval linedrnu oblast’ v rozsahu siedmych poriadkov a detekény
limit 0,33 fM pre fetuin a 0,54 fM pre asialofetuin.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikélie boli najvysSej moznej Cistoty, zakipené v Sigma Aldrich (St.
Louis, USA). Lektin SNA-I bol zakupeny v spolo¢nosti Gentaur (Belgicko). Zlaté elektrody a
zlaté &ipy pouzité v tejto praci st zo spolo¢nosti BAS (USA), resp. Litcon (Svédsko). Pri
vSetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana voda (3 [IS).
Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regenerdciou zlatych povrchov sa
uskutoc¢nilo na laboratornom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko). Pri priprave
SAM vrstiev sa pouzili anaerdbne pripravené¢ 1 mM roztoky alkantiolov v etanole pre
UV/VIS spektroskopiu (Slavus, Bratislava).

Vysledky a diskusia

Elektrochemickéd impedancna spektroskopia sa merala v rozsahu 50 réznych frekvencii (0,1
Hz aZz 100 kHz), v trojelektrodovom systéme (Au WE, Ag/AgCl RE a Pt CE), s rozpustenym
mediatorom (5 mM zmes hexakyanozelezitanu/hexakyanozeleznatanu draselného v pomere
1:1) v 0,1 M KCI. Pre sledovanie readlneho obrazu povrchu sa pouzila AFM mikroskopia na
zlatych ¢ipoch. Pre vyhodnotenie dejov na povrchu sa pouziva Standardne parameter Rq
(strednd kvadratickd drsnost’). Pokles drsnosti medzi obr. 3a a 3b znamena viazanie
blokovacieho ¢inidla prednostne medzi lektiny na povrchu (na miesta bez biorozpoznavacieho
elementu). Pre citlivost’ biosenzora sa ukdzalo byt okrem blokovacieho ¢inidla doélezité aj
riedenie karboxylov v SAM monovrstve. Prehl'ad vysledkov — citlivost’ (narast impedancie na
jeden rad), linearny rozsah, ¢i pomer Specifickych a neSpecifickych interakcii je uvedeny v
tab.1., rovnako ako porovnanie PVA a BSA ako blokovacich ¢inidiel a ich vplyv na vykon
biosenzora. Na zdklade nameranych udajov sa z hl'adiska citlivosti a linearneho rozsahu,
rovnako ako blokovania nespecifickych interakcii, ukazala konfiguracia s 1:1 zmesnou SAM
monovrstvou a PVA ako blokovacim ¢inidlom4. Takto pripraveny biosenzor je mozné vyuzit
i v biotechnologii pri kontrole kvality produkovanych rekombinantnych proteinov, ktoré su
Castokrat glykozylované.
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Obr.1.: Zaznam Nyquistovho plotu z EIS. Viditefny rozdiel priemeru polkruhu reprezentujiceho odpor voéi prenosu naboja

tistého biosenzora (rufova), odozva na 100 fM roztok asialofetuinu (Cervend) a odozva na fetuin s rovnakou koncentraciou
(zelena).
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Obr.2.: Zaznam z XPS merania. Po aktivacii karboxylovej skupiny pomocou EDC/NHS sa na povrchu zlatych Eipov detekuje
dusik, ktory predtym nebol na povrchu pritomny. Rovnako moZné je pozorovat zvySenie obsahu kyslika, pritomného v molekule
NHS (N-hydroxysukcinimid ).
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Obr.2.: AFM obrazky powrchu zisteho cpu modifikovaneho SAM pre imobilizaciu lektinu. Cisty zlaty o (viavo hore, Rg=0,9
nm}, Gip modifikovany SAM vrsteou 1:1 (vprawo hore, Rg=1,1 nm). Ten isty dp po aktivaci EDC/NHS a imobilizaci SMA kektinu
{Wfavo dole, Rg=3,1 nm) a po blokovani (vpravo dole, Rg=2.4 nm).

Tab.1_: Preffad réemych pomeroy MUA 3 MH v roztolu 3 ich vplyw na wwhon biosenzora. RS0 — relativna Standardna cdehylka
Pomer Citlivost [2 rad™] Linearny rozsah | Pomer FET/ASF
MUA:MH v [poriadky]
1mM roztoku
1+0
1+3 110 £ 20 4 0.84
1+1 550 =20 T 35
3+ 870 50 9 1.3
0+1 44 +3 3 0.88
Blokovacie Citlivost [0 rad’] Linearny rozsah | Pomer FET/ASF RSD
cinidlo [poriadky] [3%]
BSA 790 £40 3 15202 84+58
PVA 550 =20 T 35205 46+37
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Uvod

Nanomaterialy (asponn jeden z rozmerov do 100 nm) sa velkostou priblizuji velkosti
biorozpoznavacich elementov — proteinov a protilatok (3 — 10 nm) a pri ich spolocnej
integracii dochadza k interakcii na vel'mi malej ploche, ¢o neumoziuje, aby sa protein po
povrchu roztiahol (,,lateral speading®), ¢o vedie nasledne k denaturacii proteinu a znizeniu
aktivity. Nanomateridly st teda povazované za biokompatibilné¢ matrice. Okrem toho velky
pomer plocha/objem spdsobuje, ze nanomaterialy st extrémne katalyticky aktivne.

Uhlikové nanortirky od ich objavu, ¢i uz vo forme viacstennychl alebo jednostennych?2,
ovplyvnili rozvoj prakticky kazdej vedeckej discipiny a s obl'ubou sa pouzivaji na pripravu
ultracitlivych senzorov, nanozariadeni, nanoobvodov, separa¢nych zariadeni a zariadeni na
skladovanie energie; na administraciu lie¢iv, ako aj na pripravu palivovych a biopalivovych
¢lankov.3,4 Uhlikové nanorurky (CNT) je vel'mi tazké dostat’ do kvapalnej fazy5 a je preto
dolezit¢ ich modifikovat' niektorou z modifikaénych procedur pri priprave disperzii v
organickej alebo vodnej faze.6 Kovalentna modifikacia uhlikovych nanorurok vsak ¢astokrat
vedie k negativnym zmenam ich fyzikdlnochemickych vlastnosti, preto by preferenc¢nou
modifikaciou mala byt’ nekovalentna modifik4cia. Disperzné ¢inidlo by malo byt v idedlnom
pripade, okrem dispergovania uhlikovych nanortrok, schopné vniest funkéné skupiny
(vyuzite'né na nasledné modifikéacie disperzii uhlikovych nanorurok) a zabezpecit' vysoku
biokompatibilitu. Reprodukovatel'nd praca s CNT je mozna len v pripade, ze s dispergované
v kvapalnej faze. Vel'mi ddlezité je, aby disperzné ¢inidlo neovplyvnilo fyzikalno-chemické
vlastnosti CNT, preto sa vyuziva iny ako kovalentny modifikaény protokol. Senzory a
biosenzory pripravené na baze nanokompozitov s CNTs maji vysoky potencial pri
monitorovani biotechnologickych procesov.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako peroxid vodika, uhlikové nanortrky, dialyzacna membrane a
chitozan boli najvy$Sej moznej Cistoty, zakipené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pri
vSetkych experimentoch sa pouZivala sterilnd, redestilovand a filtrovana voda (3 [IS).
Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regeneraciou zlatych povrchov sa
uskutocnilo na laboratérnom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia

Zo siedmich testovanych disperznych cinidiel (organické rozpustadla, povrchovo aktivna
latka a nabité polyméry) najstabilnej$im disperznym cinidlom bol chitozan (Obr. 1). Jeho
vyhodou nie je len stabilita disperzie, ale 1 kratky cas potrebny na jej pripravu (20 min),
mechanicka stabilita naneseného CNT filmu a moznost’ vyuzit' -NH2 skupinu chitozanu na
imobilizaciu biorozpoznavacich elementov.

Detekcia peroxidu vodika bola moznd pri nizSom potencidli (,,overpotential®), ¢i uz s
vyuzitim oxidacie peroxidu vodika alebo jeho redukcie. Celkovo mozZno povedat, Ze na
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zabezpecenie stability disperzie je dolezité pouzit’ disperzné ¢inidlo s ndbojom (¢i uz kladnym
alebo zapornym), ¢im sa znizi agregacia jednotlivych CNT elektrostatickou repulziou.
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Obr.1.: Signal z cyklicksj woltamperometrie pre 5 mM Ho0. odéitany od pozadia pre clekirodu rmodifikovanl disperou

uhlikowych nanorirok v A) dimetyformamide | ) cylkdohexandne [—) a v B} Mafidne v etancle [—), Nafione vpufi ()
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Uvod

Bielkoviny zrna obilnin je mozné rozdelit na zéklade rozpustnosti do Styroch skupin:
albumin, ktor¢ st rozpustné vo vode, globuliny — rozpustné v roztokoch soli, prolaminy, ktoré
si rozpustné v alkoholoch a bielkoviny, ktoré nie st rozpustné v neutralnych roztokoch soli,
ani v alkoholoch — gluteliny (Ciccocioppo et. al., 2005). Osborne nazval frakcie prolaminov a
glutelinov zasobnymi bielkovinami zrna obilnin.

Pseni¢né gluteliny su komplexom nizkomolekulovych a vysokomolekulovych gluteninov s
Mr 15 - 150 kDa, pSeni¢né prolaminy st tvorené gliadinmi s Mr 30 - 80 kDa (van Eckert et.
al., 2010) a obsahuju vysoké zastiipenie prolinu a glutaminu (20 - 55 %). Okrem pSenice, sa
prolaminy nachédzaji aj v jaémeni ako hordeiny, v ovse s aveniny a v razi sa vyskytuja
sekaliny (Weber et. al., 2009). Sekvencie bohaté na Pro a Gln vytvaraji v prolaminoch
sekunarne Struktury, ktoré u citlivych jedincov spdsobuju potravinovi intoleranciu — celiakiu.
Celiakiu charakterizuje spektrum roéznych gastro — intestinalnych a koznych prejavov, ktoré
st dosledkom poskodenia epitelu tenkého ¢reva po jeho patologickej reakcii na pritomnost’
prolainov v potrave (Zingone et. al., 2010) a néslednej malnutricie. Zakladom liecby celiakie
je bezlepkova diéta, ktora prisne eliminuje obilniny a vyrobky z nich (Pruska-Kedzior et. al.,
2008). Surovinovl zékladiiu vyzivy celiakov tvori ryza a kukurica, a preto je potrebné
postupne rozsirovat’ dopiiat’ ponuku o menej tradiéné, ale nutri¢ne hodnotné rastlinné druhy.
V potravinovom kodexe st presne stanovené limity pre obsah zésobnych bielkovin obilnin,
oznacovanych ako lepok. Bezlepkové potraviny nesmu obsahovat’ viac ako 20 ppm lepku. Je
vel'mi dolezité, aby toto stanovenie bolo presné a jednozna¢né. Nezastupite'né miesto v tomto
smere maji imunochemické metody ELISA alebo imunobloting po elektroforetickej separacii
bielkovin v polyakrylamidovom géli, tzv. Western-blot (Battais et. al., 2003).

Imunochemické metddy su zaloZené na reakcii antigliadinovych protilatok ziskanych z
imunizovanych zvierat s antigénmi — celiakdlne aktivnymi peptidmi v prolaminovych
bielkovindch (Wieser, Koehler, 2008). V stucasnosti sa najCastejSie vyuziva monoklonalna
protilatka RS, ktora bola pripravena proti raznym sekalinom (Konic-Ristic et. al., 2009) a
reaguje so sekvenciami QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLPFP (Kahlenberg et. al., 2006; van
Eckert et. al., 2010), ktoré sa nachadzaji aj v gliadinoch a hordeinoch (Konic-Ristic et. al.,
2009). Okrem toho sa pri Western- blot reakcii vyuzivaja aj polyklonalne protilatky.

Material a metody
Biologicky material bol ziskany z Génovej banky SR (SCPV Piestany):

Cerealie a pseudocerealie Odroda
Ovos (Avena sativa) Ardo, Atego
Ovos nahy (Avena sativa) Detvan, Izak, Polar
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Ja¢men jarny (Hordeum vulgare)

Levan, Ludan, Radegast, Sladar

Ja¢men ozimny (Hordeum vulgare)

Amsterdam, Babette, Gerlach, Luran

Raz ozimna (Secale cereale)

Amilo, Dankowskie Nowe

Tritikale jarné (Triticosecale)

Wanad

Tritikale ozimné (Triticosecale)

Kendo, Kinerit

PSenica jarna (Triticum aestivum)

Granny, Saxana

Psenica ozimna (Triticum aestivum)

Arida, Balaton, Blava, Brea, Hana, Karpatia,
Ignis, Markola, Viginta, Vlada

Psenica tvrda (Triticum durum)

Riveldur, Soldur

Psenica Spaldova jarna (Triticum spelta)

Ceralio, Jary B10, Rubiota

Psenica Spaldova ozimna (Triticum spelta) | Schwabenkorn
Proso siate (Panicum miliaceum) Unikum

Cicer barani (Cicer arietinum) Punjab, Slovak
Vika siata (Lathyrus sativus) Arida

Mohar taliansky (Setaria italica)

Ciernoklas, Friderika, Z2300002

Mrlik (Chenopodium quinoa)

Baer, Carmen, Faro

hypochondriacus)

Pohanka streliciova (Fagopyrum | FAG 120/82, Pyra, Spaginska
esculentum)
Laskavec  Cervenoklasy  (Amaranthus | Koniz

Ryza siata (Oryza sativa)

okruhlozrnna, basmati, natural

Kukurica siata (Zea mays)

bez odrodového oznacenia

Extrakcia prolaminov bola realizovana pridanim 15 ml 70 % etylalkoholu k 1 g celozrnného
Srotu, SDS-PAGE bola uskuto¢nend podla metdédy Schigger a von Jagov (1987).
Electrotransfer proteinov po elektroforetickej separacii na PVDF membranu ImmobilonP>?
sa uskutocnil pocas 1,5 h. pri 170 mA (Millipore, USA) a na vizualizdciu proteinov bol
pouzity roztok Ponceau S-red. Pre Western-blot bola membrana inkubovana pocas 1 h. v
roztoku TBS s 1 % hovadzim sérovym albuminom pH 7.6 a po premyti bola prenesena na 1,5
h. do roztoku primarnej protilatky. Nasledne, po premyti, bola membrana umiestnena do

roztoku  sekundéarnej protilastky na dobu 1 h. Detekcia sa uskuto¢nila pomocou
diaminobenzidinu.
Vysledky

Z imunochemickej analyzy prolaminovych bielkovin vyplyva, Ze neexistuji odliSnosti medzi
alergénnou aktivitou tychto bielkovin izolovanych z rozdielnych druhov odrdd rodu Triticum.
Identifikované boli gliadiny s Mr 32 kDa (a-gliadiny), 38 - 42 kDa (y-gliadiny) a 55 - 79 kDa
(w-gliadiny) (van Eckert et al., 2010). Rozdiely st len v kvantitativnom zastupeni a preto
musi byt’ pSenica ako surovina Uplne eliminovand z vyzivy celiaka (Obr. 1).
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Obsah bielkovin (ng): 1. Ignis (41,0); 2. Markola (35,6); 3. Arida (31,5); 4. Balaton (19,7); 5.
Blava (32,8); 6. Viginta (31,5); 7. Brea (25,.8); 8. ID Karpatia (37,1); 9. Hana (41,0); 10.
Vlada (35,7); 11. Granny (25,9); 12. Saxana (31,8); 13. Riveldur (34,2); 14. Soldur (30,6); 15.
Rubiota (34,1); 16. Ceralio (29,9).

Hordeiny ja¢mena tvoria predovSetkym proteiny s Mr 30 — 45 kDa (Obr. 2), ktoré pozitivne
reaguju s protilatkami a preto celiatik nesmie konzumovat jacmen a vyrobky z neho.

Obrazok 2 SDS-PAGE (a) a Western-blot (b) prolaminov rodu Hordeum
Obsah bielkovin (ng): 1. Levan (49,5); 2. Ludan (58,1); 3. Radegast (45,3); 4. Sladar (60,4);
5. Amsterdam (65,3); 6. Babette (58,2); 7. Gerlach (48,7); 8. Luran (55,6).

Sekaliny raze st tvorené predovsetkym proteinmi s Mr >35 kDa a Mr > 66 kDa, tritikale
obsahuje typické proteiny pSenice aj raze, a to je predovsetkym frakcia s Mr 35 - 45 kDa a 66
kDa (Obr. 3). Aveniny ovsa su bielkoviny S Mr < 35 kDa a ich reakcia s protilatkou bola
vel'mi vyrazna, ¢o je v rozpore so zisteniami viacerych autorov, ktori pokladaju ovos za
potravinu bezpecnu pre vyzivu celiakov (Janatuinen et. al., 1995; Stersrud et. al., 2003; Silano
et. al., 2007). Zastupenie prolaminov v zrne pseudocerealii je minoritné a z imunochemickej
reakcie vyplyva, Ze tieto bielkoviny nereaguju s protilaitkami voci gliadinom. Léskavec,
pohanka, proso a cicer st vhodnymi surovinami pre pripravu tzv. bezlepkovej diéty.

Obrazok 3 SDS-PAGE (a) a Western-blot (b) zasobnych bielkovin ovsa, raze, tritikale,
pohanky, ciceru a laskavca

Obsah bielkovin (ug): 1. ovos Ardo (25,3); 2. ovos Atego (17,2); 3. ovos Detvan (25,7); 4.
ovos Izak (12,9); 5. raz Dankowskie Nowe (17,6); 6. tritikale Kendo (16,2); 7. tritikale Kinerit
(38.7); 8. tritikale Wanad (44,1); 9. pohanka Spa¢inska (5,5); 10. pohanka FAG 120/82 (5,1);
11. pohéanka Pyra (3,3); 12. cicer Punjab (2,8); 13.laskavec Koniz (0,6);

a) b)
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Obrazok 4 SDS-PAGE (a) a Western-blot (b) zasobnych bielkovin prosa, cicero, viky, mrlika,
mohar, ryze a kukurice

Obsah bielkovin (pg): 1. proso Unikum (5,3); 2. cicer Slovak (4,4); 3. vika Arida (3,3); 4.
mohéar Ciernoklas (62,5); 5. mohér Friderika (62,1); 6. mohar Z2300002 (65,1); 7. mrlik
Carmen (0,2); 8. mrlik Faro (0,5); 9. mrlik Baer (0,3); 10. ryza (18,9); 11. ryZa natural (5,5);
12. ryza Basmati (18,7); 13. kukurica (53,8); 14.kontrola pSenica Ignis (41,0).

Zrno ryze obsahuje predovsetkym bielkoviny s Mr 15 kDa (Obr. 4), mohar obsahuje vysoké
koncentracie bielkovin typu prolaminov s Mr < 25 kDa, zeiny kukurice maju Mr > 25 kDa.
Vel'mi prekvapiva bola pozitivna reakcia zeinov kukurice s antigliadinovymi protiladtkami.
Kukurica tvori zéklad vyzivy celiakov a je bezpe¢ne povazovana za bezlepkovi, nealergénnu
surovinu. Na zaklade ziskanych vysledkov je mozné predpokladat’, Ze nativne proteiny mozu
pozitivne reagovat s protilatkou, ale v procese tepelnej upravy a technologického
spracovania, resp. v procese travenia potravy, su zeiny kukurice Stiepené a vzniknuté peptidy
nie st alergénnym agens. Vika, ryZa a mrlik mézu byt’ vyuZivané vo vyzive celiakov.
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RIZIKA APLIKACIE KALOV NA OBSAH KADMIA A OLOVA V
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Abstrakt:

Biokal, vyhnity substrat, je produktom, ktory vznika pri vyrobe bioplynu po
kontinualnej kofermentacii zZivo¢iSnch exkrementov a rastlinnych zvySkov. Takto ziskany
biokal je mozné aplikovat’ na podu ako alterantivne hnojivo, ktoré mé svoje charakteristické
vlastnosti, ale aj rizikd. Vyuzivanim alternativnch zdrojov energie sa ziskava aj znacné
mnozstvo vedl'ajSiecho produktu, ako je biokal.. Z pohl'adu odberatel’a, rozhodujuce vlastnosti
kalov spo€ivajii vich priaznivom hnojivom ucinku vplyvom obsahu: organickej hmoty,
makroelementov, mikroelementov. V praci sme sa zamerali na hodnotenie kvality pody po
aplikacii biokalu ziskaného po kontinudlnej kofermenticii Zzivoc¢iSnych exkrementov a
rastlinnych odpadov. Pokusy sa uskutocnili na Vyskumnej baze SPU — Koliany v rdmci
projektu VEGA ¢. 1/345/04 - Vyskum vyuzitia biokalu po kontinudlnej kofermentacii
zivociSnych odpadov a energetickych plodin pre udrzanie raciondlnej intenzity rastlinnej
vyroby a kvality prirodného prostredia

KPucové slova: biokal, tazké kovy, pddna hygiena, kontaminécia

Uvod

Na ornu pddu je mozné priamo aplikovat’ tekuté, alebo odvodnené kaly podl'a narokov
pol'nohospodarskych plodin. Pody musia vyhovovat kritériam, t.j. vhodné pH, sorpcna
kapacita, obsah Skodlivin v pode 1 v kaloch a pod. Problematika podnej hygieny v nadvéznosti
na obsahy tazkych kovov v pdde ako aj ich nésledného vstupu do rastlin je v dneSnej dobe
aktuadlna. Jednym zo spdsobov pri vyuZivani alternativnych zdrojov energie je aplikacia
vyhnitého substrdtu po kontinualnej vyrobe bioplynu anésledne sledovanie jeho
komplexného vplyvu na stav podnej hygieny so zretel'om na input tazkych kovov. Sem patria
Cistiarenské odpadové kaly a dnové sedimenty vodnych diel, ako aj biokal, ziskany na
kontinualnej kofermentacii zivo¢iSnych exkrementov. S aplikéciou biokalu suvisi aj mozné
riziko vstupu kadmia a olova, ako aj dalsich rizikovych prvkov do pody. Ich mnozstvo
aforma v stcéinnosti s pddnymi vlastnostami moéze predstavovat’ riziko ich vstupu do
rastlinnych komodit, pestovanych na tychto podach. Mobilitu alebo imobilitu tazkych kovov
Vv pdde ovplyviluji nasledovné vlastnosti: pddna reakcia, organickd hmota, mineralne
zlozenie, obsah oxidov....S aplikaciou biokalu sGvisi aj mozné riziko vstupu rizikovych
prvkov do pddy. Ich mnozstvo aforma v saéinnosti s podnymi vlastnostami moze
predstavovat’ riziko ich vstupu do rastlinnych komodit, pestovanych na tychto podach.
Mikroelementy zastupené v kaloch mézu priaznivo ovplyviiovat’ ich zasobu v pode. V praxi
vSak predstavuju riziko, nakol’ko, obsah mikroelementov je ¢asto vysoky (Cu, Zn, Mo) To
isté plati pre Pb, Cr, Ni, Hg, Cd a As. Prave obsah tazkych kovov a toxickych prvkov limituje
pouzitelnost biokalov, ako hnojivého substratu. Cinnostou mikroorganizmov v pdde
dochadza k bioakumulécii kovov v rastlinach, cez krmoviny sa tazké kovy nasledne dostavaji
do 7ZivoCisSnych organizmov. Bioakumulaciou dochadza casto k fyzikdlnym zmendm,
napriklad k redukcii alebo oxidécii kovov (As, Mn, Se, Tc), ale aj k ich metylacii (Hg, Cd, Pb,
Te), ¢im sa vyrazne menia ich fyziologické ucinky. V zmesiach sa toxické ucinky
jednotlivych kovov mézu navzijom zosiliiovat’ (synergizmus Cd+Zn, Ni+Zn, Hg+Cu a
d’alSie), ale tiez zoslabovat’ (antagonizmus Se+Cd, Se+Hg...). Prijem kadmia korefimi rastlin
je determinovany jeho rozpustnostou v pode, pH pddy, obsahom alkalickych kovov a kovov
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alkalickych zemin, ako aj pritomnostou inych tazkych kovov. Kadmium je pristupnejsie pre
rastliny na kyslejSich pddach ako na podach s vyssim pH. NajcastejSie sa vyskytujuce formy
olova v pevnej faze pody: Pb COz aPb SO, Z hl'adiska mobilnosti olovo v podach patri
k najmenej pohyblivym prvkom. Mnohi autori zistili, ze pridavok huminovych latok vyrazne
imobilizoval rozpustné a vymenné formy niektorych t'azkych kovov vratane olova. Olovo ma
vysoku afinitu k tvorbe komplexov s nerozpustnymi huminovymi latkami, ¢o vedie k fixacii
a imobilizacii tohto prvku v humusovych vrstvach pody.

Material a metody
Vstup kadmia aolova do pody aplikaciu biokalu ziskaného po kontinualne;

kofermentacii zivocisnych odpadov a energetickych plodin Sme zistovali v podmienkach
poloprevadzkového pokusu na Vyskumnej baze SPU v Kolinanoch. Zaujmova plocha je
situovana vychodne od obce Kolinany na parcele ,,Letisko*. Severnou hranicou je §tatna cesta
Nitra — Zlaté Moravce, vychodnou hranicou letisko VPP a juhozapadnou hranicou je koryto
miestneho potoka. Parcela ma vychodozépadny sklon s nadmorskou vyskou v rozpiti 160 —
180 m n. m. Podny typ : hnedozem kultizemna.
Varianty pokusu :

» Kontrola : bez aplikacie biokalu

» Variant 1 : aplikacia biokalu na jesei — 50 t.ha™

> Variant 2 : aplikacia biokalu na jar —50 t.ha™

V ramci poloprevadzkovych pokusov sa na parcelach o vel'kosti 18x100 metrov pestovali
nasledovné plodiny : jaémen jarny , cukrova repa, kukurica na sildz, slnecnica rocnd. Medzi
jednotlivymi parcelami boli zaradené ochranné plochy o velkosti 6x100 m. Pri odbere a
tiprave podnych sme postupovali podl'a ,,Zaviznych metodik rozborov pod, CMS — Pdda. Pre
hodnotenie pddnej hygieny sme stanovili celkové obsahy tazkych kovov (Cd a Pb) vo vyluhu
HNO3+HCIO4s+HF. Analyzy podnych mineralizatov sa uskuto¢nili metdédou plamenovej
atbmovej absorpcne] spektrofotometrie v plameni acetylén — vzduch na zéklade
charakteristickej absorpcie zZiarenia na rezonan¢nych ¢idlach tychto prvkov. Celkové obsahy
tazkych kovov zahriiuja ich vSetky formy, ktoré sa v pode nachadzaju a podl'a Rozhodnutia
MP SR o najvysSich pripustnych hodnotach Skodlivych latok v pdde €. 531/1994 st urcujlice
pre hodnotenie pddnej hygieny. V zdujme postudenia biopristupnosti tazkych kovov sme
sledovali sledovat’ distribicia tazkych kovov v jednotlivych podnych typoch metddou
selektivnej sekvenénej extrakcie (SSE) podl'a metodiky Ziehena a Briimmera v hibke 0 — 0,1
m. V tejto hibke prebieha najaktivnejsi prijem tazkych kovov, a preto je hodnotenie ich
biopristupnosti najvyznamnejsie.

Stanovili sme nasledujucich sedem frakcii :
frakcia : mobilné formy tazkych kovov, Extr. : 1 M NH4;NO3
frakcia : lahko pristupné formy tazkych kovov, Extr. : 1 M NH;OAC
frakcia : tazké kovy viazané na Mn — oxidy, Extr. : 0,1 M NH,OHHCI + 1 M NH,OAc
frakcia : kovy viazané na organickii hmotu, Extr. : 0,025 M NH;-EDTA
frakcia : kovy viazané na amorfné Fe — oxidy, Extr. : 0,2 M NH;OAc
frakcia : kovy viazané na krystalické Fe — oxidy, Extr. : 0,1 M kys. askorbova + 0,2M
NHj-oxalat
7. frakcia : rezidudlna frakcia, EXtr. : 65 % HNOg3, 72 % HCIO,
Analytickd metdda stanovenia bola plameniova AAS (PYE UNICAM SP-9).

ook wdE

Vysledky a diskusia
Aplikaciou biokalu (v davke 50 t.ha™) na jar a na jeseti, sa do pody dostalo aj uréité
mnozstvo Cd a Pb. Mnozstvom kadmia a olova v aplikovanom biokale je uvedené v tab. 1.
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Tabulka 1 Obsah kadmia a olova v aplikovanom biokale a v mg.kg™

Biokal aplikovany na jesen Biokal aplikovany na jar
Susina (v %) 5,084 4,925
Kadmium 0,010 0,034
Olovo 0,111 0,479

Celkovy obsah kadmia v pdde je uvedeny v tabulke 2. Vo vsetkych variantoch bol
celkovy obsah kadmia v pdde vyssi, ako je legislativne stanovend hodnota (0,8 mg.kg'l).
V porovnani s kontrolnym, nehnojenym varinatom (1,16 Cd mgkg™) sa aplikiciou biokalu
zvysil obsah kadmia v pode vo variante 1 0 6,8 % (1,24 Cd mg.kg™) a vo variante 0 3,4 % .
Celkovy obsah olova je v kontrolnom a vo variante 2 vyssi ako je limitna hodnota (35 mg.kg
1). V porovnani s kontrolnym variantom sa vo variante 1 znizil obsah Pb v pode o 10,2 % a vo
variante 2 sa zvysil obsah Pb o 3,4 %.

Metddou selektivnej sekvenénej extrakcie (SSE) sme stanovili formy Cd a Pb v pode.
Namerané hodnoty podl'a jednotlivych frakcii st uvedené v tab. 3 a4 av obrazkoch 1 az 6.
Z hl'adiska pristupnosti tazkych kovov v pode su pre rastliny najviac pristupné frakcie 1 az 4.

Tabul’ka 2 Celkovy obsah kadmia a olova v pode v mg.kg™

" Limitny e e
Podny Humus Limitny
subtyp PH/KCI (%) Cd og;ih Pb obsah Pb *
kontrola hnedozem 4,59 1,86 1,16 35,2
variant 1 rultizemnda 5,02 1,98 1,24 0,8 31,6 35
variant 2 5,09 1,87 1,20 36,4

* - Limitné hodnoty pre obsah Cd a Pb v pddach podl'a Vestnika MP SR (€. 531/1994 — 540)

Tabul’ka 3 Frakcionacia kadmia v mg.kg™

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.
VARIANT frakcia | frakcia | frakcia | frakcia | frakcia | frakcia | frakcia
kontrola 0,075 0,067 0,082 0,030 0,142 0,091 1,497
variant 1 0,045 0,067 0,075 0,037 0,135 0,061 1,570
variant 2 0,085 0,082 0,082 0,105 0,127 0,105 1,617

Frakcionaciou kadmia sme zistili, Ze aplikaciu biokalu do pody sa podiel jednotlivych
frakcii zmenil len v minimalnej miere. Podiel jednotlivych frakcii vo vSetkych sledovanych
variantoch je uvedeny v obrazkoch 1 az 3.

Tabulka 4 Frakcionacia olova v mg.kg™

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.
VARIANT frakcia | frakcia | frakcia | frakcia | frakcia | frakcia | frakcia
kontrola 0,30 0,67 3,22 17,02 4,12 6,75 7,80
variant 1 1,35 0,45 2,17 10,80 5,32 5,77 7,31
variant 2 1,11 2,32 1,21 9,60 571 4,12 6,01

~ 194 ~




Obrazok 1 Percentudlne vyjadrenie zastipenia kadmia v podach podla jednotlivych frakcii
v kontrolnom variante

7. frakcia
79%

5. frakcial /4. frakcia 3. frakcial 2. frakcial
7% 2% 4% 3%

1.frakcia]
2%

6. frakcial
3%

Obrazok 2 Percentualne vyjadrenie zastipenia kadmia v podach podl'a jednotlivych frakcii
Vo variante 1

7. frakcia
75%

1.frakcia
4%

6. frakcia 5. frakcial 4. frakcia 3. frakcia| |2 frakcial
5% o 0% % |

Zastipenie frakcii 1 az 4, predstavujucich rastlinami prijatelné formy kadmia je
v kontrolnom variante v sumare 13 %, vo variante 1 je to 11 % a vo variante 2 je to 17 %
z celkového obsahu kadmia v pdde.

Najvicsie zastipenie ma rezidudlna frakcia, a to v rozpiti 72 az 79 %. Z uvedeného
vyplyva, ze 72 az 79 % kadmia v pode sa nachadza vo forméch, ktoré nie st pre rastliny
prijate'né a nepredstavuju riziko ich zvySeného prijmu.

Obrazok 3 Percentudlne vyjadrenie zastupenia kadmia v pddach podla jednotlivych frakcii
VO variante 2

7. frakcia|
72%

6. frakcia 5. frakcia 4. frakcia 3. frakcia] |2. frakcia 1.frakcia
5% 6% 5% 4% 4% 4%

Zastupenie jednotlivych frakcii olova je uvedeny v obrazkoch 4 az 6. Na rozdiel od
kadmia, zastipenie pristupnych foriem Pb v pode je vyssi, s prevladajucou frakciou €. 4 (Pb
viazané na organicku hmotu).
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Obrazok 4 Percentudlne vyjadrenie zastipenia olova v podach podla jednotlivych frakcii v
kontrolnom variante

4. frakcia 5. frakcia
42% 10%

\

N \\\\\\\\\ —

6. frakcia
17%

3. frakcial 2. frakcia| [1 frakcia ’ f;gi(/ma
8% 2% 1% -

Obrazok 5 Percentudlne vyjadrenie zastipenia olova v pddach podla jednotlivych frakcii
vo variante 1

5. frakcia 6. frakcia

4. frakcia 16% 17%

33%

3.frakeial |2 frakcia 1.frakcia 7. fraI:ma
7% 1% 4% 22%

Zo sumaru frakcii 1 az 4 vyplyva, ze podiel tychto frakcii Pb v pdde je v kontrolnom
variante 54 %, vo variante 1 to je 45 % a vo variante 2 je to 47 % podiel. V porovnani
s kontrolnym variantom sa aplikaciou biokalu znizil podiel pristupného Pb v pode 09 %
(variant 1) a0 7 % (variant 2) ale zaroven sa zvysilo zastipenie Pb v 5. frakcii ( Pb viazané
na amorfné Fe oxidy) o0 6 % (variant 1) a0 9 % (variant 2). Zastipenie ostatnych frakcii sa
zmenilo v minimalnej miere.

Obrazok 6 Percentudlne vyjadrenie zastiipenia olova v pddach podla jednotlivych frakcii
Vo variante 2

4. frakcia|

5. frakcia|
31%

19%

; 6. frakcia
2. frakcia 1.frakcia 7. frakeia 14%

8% 4% 20%

3. frakcia
4%
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Zaver

Na zéklade rozborov pod na obsah a formy Kadmia a olova mozno konstatovat’, ze
obsah Cd prekracuje limitni hodnotu, z ¢oho vyplyva riziko jeho vstupu do rastlin, avSak
metddou SSE sme zistili, ze 72 az 79 % Cd sa nachadza v pode vo formach, ktoré nie st pre
rastliny prijate'né. Aplikaciu biokalu sa obsah kadmia v pode zvysil o 6,8 % a 3,4 % (variant
1 a2). Celkovy obsah olova v pdde je nizsi ako je legislativne stanovena limitna hodnota iba
vo variante 1. Aplikdciu biokalu sa jeho obsah v pdde nezvysil. Metddou SSE sme vsak
zistili, Ze aj podlimitny obsah Pb v pdde moze predstavovat riziko jeho zvySeného prijmu
rastlinami, nakol’ko 45 az 54 % zjeho celkového obsahu v pdde sa nachadza vo formach,
ktoré su rastlinami prijatelné. Aplikaciu biokalu sa podiel pristupnych foriem v porovnani
s kontrolnym variantom znizil 0 9 a 7 %, ¢o mozno hodnotit’ ako pozitivny vplyv na pddnu
hygienu.
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Uvod

Bilirubin oxidéza (BOD) patii mezi tzv. ,,Multicopper oxidazy, tedy rodinu oxidoreduktdz
zabezpecujicich jednoelektronovou oxidaci substratu a nasledné ctyfelektronovou redukci
kysliku na vodu pomoci ¢tyf atomi médi. K samotné oxidaci dochdzi v aktivnim centru
zvaném T1 a odtud jsou elektrony transportovany k aktivnimu centru oznc¢enému T2/T3. Zde
dochézi k navazani molekuldrniho kysliku a pfes intermedidty k jeho redukci na vodu. T1 a
T2 centra obsahuji po jednom Cu atomu, T3 je tvofeno dvéma Cu atomy [1]. Diky efektivité
redukce kysliku je BOD spolu s lakdzami nejc¢astéji pouzivanymi enzymatickymi katalyzatory
pro konstrukci katod biopalivovych clankl, tedy zafizeni, v nichz je biokatalyticky
pfeménovana ¢ast chemické energie doddvaného substratu na energii elektrickou. Diky témto
moznostem vyuziti byla vénovana velka pozornost detailnimu zkoumani mechanismu redukce
kysliku stejné jako hleddni hlavnich parametrt s vlivem na operacni vlastnosti pfipravenych
biokatod [2,3].

V ptedchozich studiich bylo pfipraveno nanostrukturované elektrodové rozhrani vhodné pro
efektivni imobilizaci BOD [4]; takto pfipravend biokatoda byla pouzita na elektrochemickou
charakteristiku jednotlivych aktivnich center, ktera byla detekovatelnd pomoci cyklické
voltametrie (CV). Byla zjisténa pomérné komplexni zavislost mezi jednotlivymi atomy médi,
kdy redoxni stav jednoho aktivniho centra ma vliv na elektrochemické vlastnosti sousedicich
aktivnich center. Dalsi parametr ovlivitujici elektrochemii jednotlivych Cu atomi jsou
ligandy, kterymi jsou komplexovany.

V této préci je zjiStovana elektrochemicka charakteristika aktivnich center BOD v zavislosti
na pH elektrolytu. Pomoci pH profilu redoxnich pontecialt jednotlivych center 1ze detekovat
jednak deprotonaci jednotlivych Cu ligandi a obecné porovnat charakter protonového
transportu pro jednotliva aktivni centra.

Material a metody

Uhlikové nanotrubicky (d = 1.1 nm, I = 0.5-100 pum, distota > 90%), BOD (izolovédno z
Myrothecium verrucaria), chitosan (CHI, MW = 50-190 kDa) — Sigma Aldrich; St. Louis,
USA. KetjenBlack EC 600-JD (Akzo Nobel Polymer Chemicals B.V., Amersfoort,
Nizozemsko) darovano firmou Biesterfeld Silcom s.r.o. (Praha, Ceska republika). Ostatni
chemikalie Cistoty p.a. Modifikované uhlikové elektrody (GCE; BAS) byly charakterizovany
na potenciostatu PGSTAT 128N (Ecochemie, Utrecht, Nizozemsko) s tfielektrodovym
uspotradanim (Ag/AgCl referencni, diskova platinova jako pomocna a modifikované uhlikova
jako pracovni elektroda). BOD biokatody byly pfipraveny podle protokolu publikovaného v
[4]: na povrch piecisténé GCE bylo deponovano 5 1 disperze KB (4,3 mg ml-1) a CNT (0,67
mg ml-1) dispergovanych v chitosanu (0,1% v 0,3% kyseliné¢ octové), ta byla nechana
zaschnout a takto pfipravena elektroda byla po oplachnuti v pufru inkubovana 8 h s roztokem
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BOD (0,25 U na elektrodu; 0,IM acetatovy pufr, ph 6). Jako elektrolyt byly pouzity tyto
pufrovaci systémy: pro pH 3,7 — 6,0 acetatovy pufr; pH 6 — 9 fosfatovy pufr; pH 4,5 — 6,5
MES/NaOH; pH 6,0 — 9,0 HEPES/HCI.

Vysledky, diskuze

Cyklickou voltametrii biokatody v deaerovaném acetatovém pufru, pH 6, byly detekovany tii
katodické a jeden anodicky pik, které byly pfifazeny k elektrochemickym transformacim
jednotlivych center nasledujicim zptisobem: katodicky pik pii ~500 mV — redukce T1 centra;
katodicky pik pii ~370 mV — redukce T3 centra; redoxni par s ptlvhovym potencialem ~220
mV — redukce a oxidace T2 centra [4]. Nasledné byly v sérii pufri s riznym pH méfeny
biokatody spolu s elektrodami bez adsorbované BOD, jejichz odezva byla pouzita jako
pozadi. Na CV korigovanych o toto pozadi byly vyhodnocovany jednotlivé piky a jejich
pozice (tzn. redoxni potencidl ptislusné reakce) vynaSeny do grafu proti hodnoté pH.

Z obr. 1A - zavislost potencialu redukce T1 (ET1) na pH - je evidentni, Ze toto centrum je v
kyselém prostiedi redukovano prakticky nezavisle na pH, tzn. bez ptispéni protont. Pii pH 5
— 7 lze ale pozorovat pokles ET1 rychlosti 663 mV pH-1. Tato hodnota je velmi blizko
teoretickému poklesu 59 mV pH-1 odpovidajicimu elektrochemické transformaci s vyménou
ekvivalentniho mnozZstvi elektronil a protonti. Pfi dal§im zvysSeni pH byl pozorovan pokles 13
mV pH-1, coz svéd¢i opét o minimalni protonové vymeéné pii redukci T1. Z hodnot pH, pfi
kterych doslo ke zméné zavislosti ET1 na pH (t.j. pH 5 a 8) Ize usuzovat na vliv aminokyselin
s deprotonizovatelnymi bo¢nimi fetézci — Glu (pKa = 4,25), Asp (pKa = 3,86) a Cys (pKa =
8,33). Je znamo, Ze cystein je jeden z ligandli T1 Cu [4] a kyselina glutamova (Glu463) a
asparagova (Asp105) jsou soucasti protonového transferu nezbytného ke katalyze redukce O2.
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Obr. 1: Zawiskost redowniho potencialu T1 katodického (A). T3 katodickeho (B), T2 amdlche'n (C) a T2 katodického (D)
procesy na pH Zysfovano z OV hmgnva yoh o pozadi, skenovaci rychiost 10 My 57, v deasrovanem acetitovem | {Cema)
fosfatovemn (cenvera ), HEPES (zelena) a asrovanem MES (modra) pufru

Redukce T3 probihd ziejmé zcela bez prispéni protont, jak je patrno z grafu na obr. 1B.
Zaroven byl ale pozorovan pomérné zasadni vliv pouZzitého pufru — v acetatovém byla
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hodnota ET3 pfiblizné¢ o 100 mV vyssi nez v HEPES a MES pufru. Je nicméné znamo, Ze
nizsi karboxylové kyseliny pusobi jako inhibitory lakazy [5].

Potencial oxidace (ET2A; obr. 1C) a redukce (ET2C; obr. 1D) T2 centra vykazuje v témét
celém rozsahu vyraznou zavislost na pH, nicméné¢ stejné jako pii ET1 lze pozorovat pii pH 8
zlom. To poukazuje na vliv cysteinu, v uvahu by ovSem mohl piipadat pouze Cys457 (ligand
T1 Cu). Je tedy evidentni, ze elektrochemické vlastnosti aktivniho centra jsou ovliviiovany
redoxnim stavem sousedicich center a tedy i jejich ligandy. Uvedeny zlom pfti pH 8 byl zjistén
pii ET2A 1 ET2C zavislosti, pfi redukci bylo navic stejn€ jako u T1 zjistén nulovy vliv pH v
kyselé oblasti. To poukazuje na rozdilnou elektrochemii enzymu v plné¢ redukovaném a plné
oxidovaném stavu.
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Uvod

Enzymy su biokatalyzatormi proteinovej (polypeptidovej) povahy, ktoré Specificky katalyzuja
chemické reakcie s vysokou rychlostou, priCom pocas reakcie nie st spotrebuvané. Ich vel'mi
komplikovana 3-D struktira je vysledkom skladania polypetidového ret'azca pocas procesu
translacie s aktivnym miestom lokalizovanym vacSinou blizko povrchu enzymu (pristupnost’
substratu) tvorenym 5-10 aminokyselinami. Aktivne miesto je pristupné kavitou, ktorej
vel'kost’ a povaha urcuje substratovi preferenciu a aktivne miesto urcuje, aky typ reakcie je
enzymom katalyzovany. Nésledkom toho su enzymy ovela selektivnejSie katalyzatory v
porovnani s chemickymi katalyzatormi a su schopné katalyzovat' procesy s kontrolou
vel'kosti, polarity, funkénych skupin pripadne stereoorienticie substratu. Vynimkou su
niektoré enzymy schopné vyuzivat’ Siroku paletu substratov, avSak katalyzujucich len jeden
typ reakcie (napr. hydrolyzu fosfodiesterovej vazby). Najvac¢sou skupinou enzymov su
oxidoreduktazy plniace v bunke hlavne tlohu v primarnom metabolizme a bioenergetike.
Prakticky vSetky oxidoreduktazy si vyzaduji pritomnost’ kofaktorov na spravnu cinnost
(NADH, FAD, PQQ) a podra toho sa delia do r6znych podskupin.1,2 V tejto praci je enzym
glyceroldehydrogenaza vyuzity pri unikdtnom on-line monitorovani koncentracie glycerolu s
jednoduchym odoberanim vzoriek.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako glyceroldehydrogendza, dialyzatnd membrana a dalSie
pomocné¢ latky boli najvyssej moznej Cistoty, zaktipené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pri
vSetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovand a filtrovand voda (3 [IS).
Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regeneraciou zlatych povrchov sa
uskutoc¢nilo na laboratornom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia

On-line monitorovanie procesu je spojené s kontinualnym vzorkovanim z bioreaktora, ¢o je
castokrat komplikovany proces, pretoze okrem toho, Ze musi byt zachovana sterilita odberu,
pocas fermentacie by sa nemal menit’ tok komponentov média cez vzorkovacie zariadenie
(filtracna alebo dialyzacna préba). Dialyzacnd proba nie je preferovanou volbou kvoli zmene
toku cez membranu adsorbovanymi latkami z fermentacného média (bunky, pripadne
proteiny), priCom s casom kultivacie je tento problém markantnej$i, kedze sa zvySuje
koncentracia buniek a proteinov v bioreaktore.

Filtracna préba pri odbere nenaried’uje vzorku jej zmieSanim s d’alSim paralelnym tokom
mobilnej fazy, ako je tomu v pripade dialyzaCnej proby a aj preto sa cCastejSie vyuziva.
Problémom je vSak tiez zanaSanie povrchu filtracného zariadenia, ¢o spdsobuje nasavanie
bublin, ktoré negativne ovplyviiuja, pripadne znemoznuju analyzu vzoriek.
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Ked je biosenzor pripraveny s vysokou citlivostou, je mozné vzorku po odobrati z
bioreaktora zna¢ne nariedit’ bez ovplyvnenia reprodukovatelnosti stanovenia. Takyto pristup
nielen minimalizuje vplyv interferentov na analyzu, ale dokonca umoziuje pracovat’ aj v
pritomnosti buniek. Ak je cely proces analyzy biosenzorom vedeny v prietokovom systéme
FIA, c¢as kontaktu so vzorkou obsahujucou bunky je kratky (cca mintta) a vysoky lateralny
tok neumoznuje, aby sa bunky na povrch biosenzora viazali, negativne ovplyviiujic jeho
funkciu. VSetky tieto predpoklady boli vzaté do tivahy pri konstrukcii prvého vzorkovacieho
zariadenia na on-line monitorovanie bioprocesu, ktoré sa nezanasa, ked’ze neobsahuje ziadnu
membranu a na tento Gcel bola pouzita hadicka (Obr. 1). Na vyrazné a reprodukovatel'né
nariedenie vzorky (500x) pred nastrekom do FIA systému bola vyu zitd zmieSavacia komora.
Vysledky on-line monitorovania glycerolu boli vo vel'mi dobrej zhode s referenénou HPLC
metodou s akceptovatel'nou operac¢nou stabilitou a rychlost'ou odozvy (Obr. 2).

s

1 F

Obr. 1: Experimentaine usporiadanie na ondine monitorovanie bioprocesu zjednodusenym odberom vzorky: (1) bicreaktor, (2)
Standard ghyceroly, (3) destilovana voda na ranedenie vzorky, (4) Umivy moziok s NAD®, (5) timivy roziok s mediatorom, (6-1)
ventil (6-2 aB6-3) inekcne ventily, (7-1 a 7-2) penstaiicke pumpy, (8) zmiesavacia komom, (D) odvedusnovas, (10) prstokova
cela s biosenzonem a (11) cdpad.
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Obr. 2: Operatna stabilita giycemloveho biosenzom a jeho éas cdozvy pri wylditi na on-line monitorovanie bioprocesu (Wiavo)
a porownanie on-ine analyz giycenolu biosenzomm s HPLC metadou (vpravo).
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Biopristupnost’ niklu v zavislosti od fyzikalno-chemickych vlastnosti pody
Tomas Toth, Alena Vollmannova, Dana Urminska

Fakulta biotechnolégie a potravinarstva, Slovenska polnohospoddrska univerzita v Nitre, SR
Chemicky ustav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zelenu biotechnologiu, Tr. A. Hlinku 2,
SK-949 76 Nitra, Slovensko

Uvod

Zatazenie pod perzistentnymi stopovymi latkami sa stalo v poslednych rokoch jednym
Z najvyznamnej§ich problémov ochrany Zivotného prostredia. Tazké kovy, ako jedna zo
skupin stopovych prvkov, maji velky ekologicky vyznam, dany ich -ekotoxicitou
a schopnostou akumulacie. Poznanie vidzieb tazkych kovov v pode je kI'i¢om k hodnoteniu
ich biopristupnosti ako aj z pohl'adu hl'adania moznosti ovplyviiovania ich mobility.

Tazkym kovom, ktoré vyznaduju ako biogénny esencialny prvok pre niektoré zvieratd a na
niektoré rastliny posobi priaznivo v nepatrnych koncentraciach (Scheffel, Schachtschabel,
1989) patri nikel.

Kabata — Pendias, Pendias (1984) zarad’uji Ni spolu s Hg, Cu, Pb, Co aCd medzi
najtoxickejsie rizikové prvky pre vyssie rastliny a niektoré mikroorganizmy.

Priemerny obsah Ni v zemskej kore sa pohybuje okolo 45 mg.kg™. V pddach s podotvotnym
substraitom bohatym na Ni sa v§ak moZu vyskytovat’ aj extrémne vysoké obsahy Ni (100 —
7000 mg.kg™t). Takéto pody obsahuju tieZ nezvycajne vysoké mnozstva Cr, Mg a Fe a malé
mnozstva Ca a Si. Vyznamnym faktorom antropogénnej kontaminacie pody Ni je spalovanie
pohonnych hmét a zvyskov olejov, spal’ovanie uhlia, tazba a spracovanie nikelnatych rud.
Symptomy toxicity sa v rastlindch objavuji obvykle pri prekroceni koncentracie 50 mg Ni.kg
! susiny v tkanivach vegetativnych Casti (Adriano, 1986).

Mechanizmus fytotoxicity niklu nie je dostatone objasneni. Pri nadbytku tohto kovu sa
prejavi u rastlin znizenie rastu, pripadne dlhodobé poSkodenie rastlinnych tkaniv. Vysoky
obsah Ni spdsobuje chlorézu, zabranenie rastu korena, brzdenie metabolizmu v rastlinach,
obmedzenie absorpcie niektorych inych prvkov a brzdenie fyziologickych procesov. Cataldo
akol. (1978) predpokladaju, ze spravanie sa niklu v rastlindich moéze byt regulované
utiliza&nymi mechanizmami pre i6ny Zivin podobne ako u Cu?* a Zn?*

Material a metoda

Cielom tejto prace je v modelovych podmienkach ziskat'® poznatky o sorpcii niklu
monitorovanymi pddnymi typmi a formulovat zavislost medzi mierou sorpcie niklu
a pddnymi parametrami.

Odberové miesta pddnych vzoriek :

CAc — Dolny Stal (¢iernice karbonatové)

CMc — Trnovec nad Vahom (¢ernozem karbonatova)

RM — Velké Levare (regozem)

LMg — Tomasovce (luvizem pseudoglejova)

KMm — Chvojnica (kambizeme)

PGi — Cicarovce (pseudogleje luvizemné)

FMc — Imel’ (fluvizeme karbonatove)

Vzorky boli odobraté ztroch hibok 0 ,0 -0,dm; 0,2 — 0,3 m; 0,35 — 0,45 m v sulade
s metodikou pre Ciastkovy monitoring pod Slovenska (Linkes, 1995)

Pre celkovu vychodiskovli charakteristiku pouzitych pod boli uréené niektoré parametre
pddnych vlastnosti a stanoveny totalny obsah Ni, obsah Ni vo vyluhu 2M HNOs3, vo vyluhu
0,05M EDTA a 0,01M CaCl..

NoookrwbdPE
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V simulovanych prirodnych podmienkach premyvného rezimu pdd bola sledovana
translokacia jednotlivych frakcii chromu. Rozoberatel'né kolony z PVC boli naplnené 0,5 kg
pody a po predbeznom navlhéeni pouzitej] pddy na maximdlnu vodnu kapacitu premyvané
roztokom, ktory obsahoval 70 mg niklu (o je dvojnasobna davka referencnej limitnej
hodnoty A pre Ni). Nikel sa vo vodnom prostredi nachadzal vo forme rozpustnych soli, a to
Ni(NO3); . 6H,0.

Mobilny resp. mobilizovatel'ny (potencialne aj aktudlne) obsah Ni z prvych troch Casti kolon
(vyska vrstvy 0,05 m o priemere 0,05m) boli extrahované 2M HNO3, 0,01M CaCl; a 0,05M
EDTA po dvojhodinovej kinetickej extrakcii za studena a nasledne stanovené metodou AAS
(tab).

Vysledky a diskusia

Celkovy obsah Ni v pouzitych podach sa pohyboval v rozmedzi 8,2 — 45,8 mg Ni.kg™ pody .
Z toho potencidlne mobilizovatelné formy Ni (vyluh v 2M HNO3) predstavovali priblizne 10-
35%, aktualne mobilizovatelné (vyluh v 0,5M EDTA) 5-10% a mobilné (vyluh v 0.01M
CaCly) 0,5- 1% z celkového mnozstva.

Extrahovatel'nost’ zvySené¢ho obsahu Ni po simulovani prirodnych podmienok premyvného
rezimu Vv jednotlivych extrahovadlach vykazovala zna¢né rozdiely v zavislosti od typu
testovanej pody. Obsah niklu vo vyluhu 2M HNOjz; Vv uvedenych pddnych typoch klesal
v poradi RM > FMc > KMm > LMg > CMc > PGl > CAc. Obsah niklu v elutoch 0,05M
EDTA a 0,01M CaCl; klesal v analogickom poradi ako vo vyluhu 2M HNO3.

Zaver

Z vysledkov vyplyva, Ze extrahovatel'nost niklu je ovplyvnend fyzikdlno-chemickymi
vlastnostami pod. A to hlavne pddnou reakciou, obsahom a kvalitou humusu. Ziskanymi
vysledkami sa potvrdil aj predpoklad nizkej mobility niklu v pédnom profile. Z uvedeného
vyplyva, ze ako najrizikovejSie pre rastlinnu produkciu sa javia pddy kyslé, snizkym
obsahom humusu ako aj nizkym obsahom huminovych kyselin a vysokym obsahom
fulvokyselin.

Tab.1. Obsah Ni vo vyluhoch (%)

2M HNO3 0,05M EDTA 0,01M CaCl2
Poda Sonda I 1. Il l. Il. I1. l. Il. .
0-10 100 0,13 0,00 81,31 0,16 0,30 56,90 | 0,01 | 0,01
RM 20-30 | 90,87 0,00 0,00 87,33 0,05 0,23 53,04 | 0,04 | 0,05

35-45 | 90,86 0,07 0,21 85,73 0,10 0,23 46,20 | 0,05 | 0,06
0-10 2,50 0,17 0,08 1,16 0,06 0,03 0,02 0,01 | 0,00
CMc 20-30 4,90 0,05 0,01 1,88 0,02 0,01 0,01 0,00 | 0,01
35-45 | 48,22 0,04 0,05 18,40 0,00 0,01 0,34 0,03 | 0,02
0-10 57,26 0,25 0,02 22,39 0,00 0,01 0,98 0,01 | 0,01
FMc 20-30 | 48,88 1,42 0,10 17,74 0,69 0,18 1,73 0,07 | 0,04
35-45 | 46,91 0,01 0,01 19,22 0,02 0,15 1,54 0,06 | 0,05
0-10 1,28 0,17 0,09 3,10 0,29 0,35 0,07 0,09 | 0,08
PCI 20-30 2,09 0,19 0,14 4,96 0,27 0,17 0,12 0,10 | 0,09
35-45 2,50 0,24 0,26 7,42 0,42 0,51 0,15 0,17 | 0,14
0-10 19,65 6,05 4,39 18,19 5,55 3,88 2,54 0,94 | 0,40
LMg 20-30 | 16,41 | 11,59 | 12,69 | 1520 | 10,82 | 11,64 4,01 2,56 | 3,61
35-45 | 10,29 1,38 0,21 9,41 0,87 0,15 521 0,35 | 0,08
0-10 0,06 0,03 0,04 0,00 0,05 0,05 0,00 0,00 | 0,00
CAc 20-30 2,28 0,11 0,01 1,06 0,07 0,00 0,01 0,00 | 0,00
35-45 2,12 0,01 0,00 0,73 0,04 0,11 0,02 0,00 | 0,00
0-10 27,29 0,05 0,04 25,55 0,04 0,01 7,85 0,00 | 0,00
KMm 20-30 | 40,49 0,00 0,00 32,86 0,00 0,03 14,23 | 0,00 | 0,00
35-45 | 55,58 0,24 0,02 36,94 0,01 0,01 12,13 | 0,00 | 0,00

(100% - najvyssie vyluhovatelné mnozstvo)
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Zhodnotenie obsahu t’azkych kovov na vybranych pédnych typoch
a pestovanych plodinach v Podtatranskej oblasti

Tomas To6th, Dana Urminska, Juraj Missik

Fakulta biotechnologie a potravinarstva, Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre, SR
Chemicky ustav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zelenu biotechnologiu, Tr. A. Hlinku 2,
SK-949 76 Nitra, Slovensko

Abstrakt

Tazké kovy st dolezité z niekolkych dovodov : mnohé sa pouzivaju priemyselne v
technologicky vyspelych krajinach, niektoré su fyziologicky dolezité pre rastliny a zvierata,
mnoh¢ su vyznamné ako polutanty ekosystému po celom svete. Vyznamny podiel na zniZeni
hygienickej kvality pody maju agrochemikalie. Ich intenzivna aplikacia agrochemikalii do
pdd ma za nasledok zvySenie kyslosti pdd a zvySeny vyskyt toxickych latok. Sledovanie
rizikovych prvkov v podach a pestovanych pol'nohospodarskych plodinach sa uskuto¢nilo na
parcelach PD Strba v okrese Poprad, ktoré lezi v nadmorskej vyske 850 m. n m. na Upiti
Vysokych a Nizkych Tatier. Na zaklade dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat, ze stav
podnej hygieny v tomto regione je znacne ovplyvneny Cinnostou chemického podniku
Chemosvit , ktory je vyraznym producentom rizikovych latok, ¢o sa prejavuje na stave podne;j
hygieny, ako aj kvalite dopestovanych rastlinnych produktov.

Z hodnotenia obsahu sledovanych tazkych kovov (Cd, Co, a Ni) v pddach vyplyva, ze
najmé obsah kadmia a niklu v tomto regione je dolezitym kontamina¢nym faktorom pody.
ZvySenu pozornost’ treba venovat’ aj kobaltu, ktorého obsah poukazuje na jeho zvySenu
kumulaciu v pode.

Uvod

Priemerné obsahy tazkych kovov v pddach Slovenska ziskané analyzou suboru
podnych sond signalizuja, Ze pddy boli vystavené zatazi tazkymi kovmi a inymi
zneCistujucimi latkami. Negativne dosledky zvySeného prisunu Skodlivych latok sa vyrazne
prejavuju na zniZeni priemerného doZzitého veku, ktory je zvIast’ u muzov jednym z najniZSich
v Europe, zvySeni frekvencie kardiovaskularnych, nddorovych a alergickych ochoreni.

Tazké kovy st dolezité z niekolkych dovodov : mnohé sa pouzivajii priemyselne v
technologicky vyspelych krajinach, niektoré su fyziologicky dolezité pre rastliny a zvierata - a
tak maju priamu suvislost’ s 'udskym zdravim a pol'nohospodérskou produkciou - a mnohé su
vyznamné ako polutanty ekosystému po celom svete (Durza, 1998). Vyznamny podiel na
znizeni hygienickej kvality pddy maji agrochemikalie. Ich intenzivna aplikacia
agrochemikalii do pod ma za nésledok zvySenie kyslosti pdd a zvySeny vyskyt toxickych
latok (Uher, 1995; Filip, Bielek, 1996; Gabris, 1997).

Dynamika tazkych kovov v systéme pdda — rastlina je ovplyvnena mnohymi faktormi,
ako su : zdroje kontaminécie, druh pestovanych plodin aich kultivary, vek rastlin,
vyplavovanie zrazkami, erézia a vypar. O mnozstve tazkého kovu prijatého koreiom vo
vSeobecnosti rozhoduje obsah prvku v poédnom roztoku, prisun poédneho roztoku ku
koreflovému systému a v neposlednom rade afinita koreiového systému vzhl'adom k prijmu
daného prvku.

Material a metody

Sledovanie rizikovych prvkov v podach a pestovanych pol'nohospodarskych plodinach
sa uskutoénilo na parcelach PD Strba v okrese Poprad, ktoré lezi v nadmorskej vyike 850 m.
n m. na updti Vysokych a Nizkych Tatier.

~ 206 ~



Z pokusnych miest sme odobrali vzorky pddy raz ro¢ne (na jar), pedologickou sondou,
ato ztroch hibok : 0 — 0,20 m, 0,20 — 0,30 m a 0,35 — 0,45 m, podl'a metodiky pre
,2Monitoring pod SR* (Linkes, 1997). Priemerna odberovd plocha pre plosny prieskum
kontaminacie pdd v rdmci polnohospodarskeho podniku je priblizne 10 ha. V poédach sme
sledovali tazké kovy : Co, Cd, Ni. Analyzy sme vykonali vo vzorkach pddy, ktoré boli
vytriedené na jemnozem I (priemer 2 mm) a Z tejto jemnozeme bola obobrana vzorka zeminy
a preosiata cez sito s priemerom 0,2 mm (jemnozem II). Obsahy t'azkych kovov sme sledovali
V nasledujucich vyluhoch :

Celkovy obsah - je jednym zhlavnych kritérii posudzovania limitnych hodnot
obsahov rizikovych prvkov v pode. Zahriiuje vSetky formy, v ktorych sa urcCity prvok v pode
vyskytuje.

Potenciilne mobilizovatel’né formy — zahriiuje r6zne frakcie prvkov z hl'adiska ich
rozpustnosti. Vzorky rastlinného materialu sme odoberali v plnej zrelosti a analyzovali
nadzemni biomasu, ato U obilnin zrno aslamu, uolejnin semeno aslamu aV pripade
krmovin nadzemni biomasu, odobratu pred prvou, druhou a tretou kosbou. V rastlinnych
vzorkach sme stanovili obsah sledovanych tazkych kovov (Cd, Co, Ni) po predchadzajice;
mineralizacii suchou cestou plamenovou AAS. Pestované plodiny na sledovanych honoch su
uvedené v tabul’ke 1.

Tab. 1. Pestované plodiny na sledovanych honoch
stanovist
€

Plodina

Ja¢men siaty jarny
PSenica ozimna
Triticale
Datelina siata
TTP
Zemiaky

OO IWIN| -

Vysledky a diskusia

Obsahy sledovanych tazkych kovov v pdde poukazuji na zvySenu ekologickl zataz
tychto pdd az hladiska hodnotenia pddnej hygieny je im potrebné venovat zvySenu
pozornost. Namerané hodnoty sme porovnavali s limitnymi hodnotami pre celkovy obsah
prvku v pdde (hodnota A) aslimitnou hodnotou Al, ktora je stanovena pre obsah
potencionalne mobilizovate'nych foriem tazkych kovov vo vyluhu 2M HNO; (Rozhodnutie
MP SR €. 531/1994 — 100).

Najvyssia hrani¢na hodnota A pre kobalt je 20 mg.kg™. Na zaujmovych stanovistiach
bola tato hodnota prekrofena na stanovistiach 2, 4, 5 a6 ato v priemere 029,75 %. Na
ostatnych stanoviStiach sme nenamerali hodnoty prekracujuce limitnu hodnotu A. Pre obsah
kobaltu v pdde vo vyluhu 2M HNOj3 (A1) nie je stanovena legislativna hodnota.

Celkovy obsah niklu v pdde bol vyssi ako je hodnota A (35 mg.kg™) na stanovistiach
2, 3,4 a 5. Prekrocenie bolo v priemere 0 46 %. Obsah niklu stanoveny vo vyluhu 2M HNOs,
pre ktory je stanoveny najvyssi povoleny obsah (A1) 10 mg.kg'1 bol prekroceny na stanovisti
5 034,46 %. Na ostatnych stanovistiach bol obsah Ni pod limitnou hodnotou. Namerané
obsahy tazkych kovov v pdde st uvedené v tabulke 2.
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Tab. 2 : Obsah sledovanych tazkych kovov v péde v mg.kg™
Hibka Cd Co Ni
Stanoviste| odberu |Celkovy| 2M |Celkovy| 2M |Celkovy| 2M
(m) obsah | HNO3z | obsah | HNO3 | obsah | HNO;
0-0,10| 1,36 0,304 15,6 4,72 22,8 2,28
0,2-0,3| 1,64 0,264 12,8 4,18 23,6 2,12
1 %’:25_ 1,84 0,154 52 2,74 20,3 1,38
Priemer| 1,61 0,241 11,2 3,88 22,2 1,92
0-0,10| 1,08 0,138 32,0 3,70 49,6 3,32
0,2-03| 1,44 0,252 24,4 5,90 48,0 5,60
2 05 | 188 | 0260 | 208 | 582 | 508 | 598
Priemer| 1,47 0,217 25,7 5,14 49,4 4,96
0-0,10| 1,44 0,288 16,8 3,74 41,6 7,58
0,2-03| 1,88 0,244 14,4 2,94 45,2 5,24
3 %5 | 220 | 0220 | 100 | 268 | 580 | 7.80
Priemer| 1,84 0,251 13,7 3,12 48,2 6,87
0-0,10| 1,28 0,240 28,8 4,54 38,8 5,02
0,2-03| 1,84 0,248 22,8 4,68 40,0 5,10
4 %’ig 1,84 0,292 14,4 5,14 44 4 6,56
Priemer| 1,65 0,260 22,0 4,78 41,1 5,56
0-0,0| 1,48 0,228 29,2 6,52 62,0 14,78
0,2-03| 1,76 0,204 29,6 4,98 69,6 13,24
S %’35_ 2,12 0,174 26,4 4,30 66,0 12,38
Priemer| 1,78 0,202 28,4 5,26 65,8 13,46
0-0,10| 1,36 0,286 34,8 5,60 32,4 3,68
0,2-0,3| 1,44 0,248 27,6 4,16 30,0 2,98
03-04| 2,04 0,116 20,8 2,18 27,2 1,76
Priemer| 1,61 0,216 27,7 3,98 29,8 2,80

U ostatnych plodin sme odobrali nadzemnu biomasu a analyzovali tazké kovy zv1ast
v slame a zvlast’ v zrne, resp. semene pestovanych rastlin. U zemiakov sme hodnotili obsah
sledovanych tazkych kovov v nadzemnej biomase. Namerané obsahy tazkych kovov su
uvedené v tabulke ¢. 3, kde sme uviedli aj najvyssie pripustné mnozstva sledovanych prvkov,
ktoré su determinované legislativou — Vestnik MP SR ¢. 1497/1997-100 o kfmnych
surovinach a 0 hospodarskych krmivach, Vestnik MZ 981/1996 — 100 Potravinovy kodex SR.
Na zéklade porovnani najvy$Sich pripustnych mnozstiev v jednotlivych komoditach
s nameranymi obsahmi Cd, Co a Ni Vv rastlinich mozno konstatovat, ze obsah kadmia
v nadzemnej biomase d’ateliny neprekrocil legislativne stanovené obsahy a obsah kadmia bol
na urovni 80,4 % z NPM. Analyza biomasy TTP poukazuje na zvySeny obsah kadmia v tejto
krmovine, v porovnani s NPM sme namerali prekrocenie o 63 %. U pestovanych obilnin
(pSenica, jac¢men, triticale) bol obsah kadmia v zrne prekro¢eny vo vsetkych vzorkach.
V porovnani s NPM Cd v zrne (0,07 mg.kg™) sme u jaémefia namerali 131 % prekrocenie
NPM. V zrne pSenice bolo prekrocenie tejto hodnoty o 70 % a u triticale az o 300 %.
V pripade hodnotenia obsahu kobaltu v rastlinnych vzorkach treba konStatovat’, Ze pre obsah
kobaltu nie je stanovena hranica najvysSieho pripustného mnoZstva pre pozivatiny. U krmovin
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to je 2,0 mg.kg’l,této hranica vSak nebola prekrocend ani v d’ateline, ani v TTP. Stanovenim
obsahu niklu v zrne obilnin vyplyva jeho vel'mi nizke zastipenie, ato 7 % U jaCmena
a penice a 14 % u triticale z najvyssicho pristupného mnozstva ( 3,0 mg.kg™) pre tento prvok
Vv cerealiach. Obsah niklu v krmovinach (d’atelina a TTP) dosiahol 53,8 % z NPM (5,0 mg.kg
1y, Zvlastnu pozornost’ treba venovat’ pestovanym zemiakom v tomto regiéne, nakol’ko obsah
kadmia aj niklu v nadzemnej biomase vykazuje vel'mi vysoka kumulaciu.

Tab. 3. Obsah tazkych kovov v pestovanych plodindch a porovnanie s najvyssimi pristupnymi
mnozstvami (NPM) v mg.kg™ .

ST Plodina Cd [NPM| Co [NPM[ Ni [NPM
. [ Jagmen —slama [0.463| - [0323] - |0646] -
Jaémeni —zmo 10,162 0,07 10,108 - 10.215] 3.0
, | Plenica—slama [0506| - |026] - [0323] -
PSenica_ zmo | 0,119 0,07 [0,00L| - 10.215] 3.0
Triticale =957 - |0431| - |0646| -
3 slama
Triticale - zrno | 0,280 | 0,07 | 0,431 - 0,431 ] 3,0
Datelina =1 9161 14 |1203] 20 |1724] 50
1.kosha
g | Datelina— 155000 445 1o969| 20 |3125| 50
2.kosba
Datelina =1 200 | 1 5 |g647] 20 |3.232] 50
3.kosba
5 TTP 1638] 1.0 [0647] 2.0 | 2047] 5.0
6 Zemiaky | 1,875] 0,05 [1,939| - | 431 | 05

Zaver

Na zéklade dosiahnutych vysledkov mozno konStatovat, ze stav podnej hygieny
V tomto regione je znacne ovplyvneny ¢innostou chemického podniku Chemosvit , ktory je
vyraznym producentom rizikovych latok, o sa prejavuje na stave podnej hygieny, ako aj
kvalite dopestovanych rastlinnych produktov.

Z hodnotenia obsahu sledovanych tazkych kovov (Cd, Co, a Ni) v podach vyplyva, Ze
najmd obsah kadmia a niklu v tomto regione je dolezitym kontaminaénym faktorom pody.
ZvySenu pozornost’ treba venovat’ aj kobaltu, ktorého obsah poukazuje na jeho zvySen
kumuléciu v pode.

Na zaklade hodnotenia obsahov tazkych kovov v rastlinnom materidly vyplyva, Ze
zvySeny obsah tazkych kovov v pdde indikoval aj zvySené obsahy tazkych kovov
Vv rastlinnych komoditach. Najmé u pestovanych obilnin bol namerany zvySeny obsah kadmia
V zrne pSenice, jaémena a triticale, ale aj TTP. U pestovanej d’ateliny sa zvySena kumulacia
a prekrocenie najvysSich pripustnych mnozstiev nepreukdzalo. Zvlastnu pozornost’ treba
venovat pestovanym zemiakom v tomto regidne.
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Uvod

Jednym z najCastejSie vyuzivanych prevodnikov pri charakterizacii biorozpoznavania je
technika SPR (z anglického Surface Plasmon Resonance). Je to vel'mi u¢inny analyticky
nastroj poskytujici meranie interakcie vézbovych partnerov v realnom case, ¢o umoziuje
ziskat’ kinetické parameter (asociacnll a disociacni konS$tantu) a tym aj afinitni konStantu
interakcie.1l Okrem toho tato technika umoziiuje merat’ v tzv. ,label-free* fomate bez nutnosti
znacenia (fluorescencne pripadne enzymovo) jedného z vizobnych partnerov za ucelom
detekcie tejto interakcie2. Tato technika meria skutoéne interakciu oboch vidzbovych
partnerov neovplyvneni negativne zna¢enim jedného z nich. Pri merani sa vyhodnocuje
zmena Vv indexe lomu v blizkosti vodivého povrchu (do 100 nm) ako nasledok interakcie a
tdito zmena je priamo Umernd zmene koncentricie analytu v roztoku pripadne zmene
mnozstva analytu na povrchu po jeho viazani. Tato technika bola uspesne pouzitd pri
optimalizacii procesu imobilizacie biorozpoznavacich elementov ako aj pri optimalizacii
jednotlivych krokov modifik4cie a aktivacie povrchu v procese imobilizécie.

Produkcia rekombinantnych proteinov tvori v sucasnosti zna¢ny podiel na trhu rozli€énych
biotechnologickych a farmaceutickych firiem. Aj ked’ je to uz velmi dobre zvadnuta
technologia, je velmi potrebné pochopit’ procesy vedice k produkcii rekombinanntych
proteinov za U¢elom vyssej efektivity ich pripravy. Na tento Gcel bola vyuzitd technika SPR s
imobilizovanymi protilatkami vo¢i rekombinantnému rhSOD proteinu (vyuzivany na
terapeutické ucely)3 s on-line dezintegranym procesom odoberania vzoriek pocas
biotechnologického procesu.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako protilatky, blokovacie latky a d’alSie pomocné latky v procese
imobilizacie a celkového merania boli najvysSej moznej Cistoty, zakipené v Sigma Aldrich
(St. Louis, USA). Pri vsetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana
voda (3 [JS). Optické merania technikou SPR sa uskutoénili na pristroji Biacore (Svédsko).

Vysledky a diskusia

Tento spOsob on-line dezintegracie umoznoval plne automatické odoberanie vzorky,
dezintegraciu vzorky a jej uloZenie na mikrotitraénu platni¢ku (Obr. 1). Jedinou ru¢nou
operaciou bolo prenesenie platnicky do miestnosti s SPR pristrojom. Tu je dolezité
podotknut’, ze teoreticky bolo mozné predpripravenu vzorku z fermentora ukladat’ na
mikrotitracnll platnicku uloZent priamo v SPR pristroji, prakticky vSak kvoli bezpe¢nostnym
pravidlam to nebolo mozné. Rekombinantné kmene sa povazuji za kategériu dva (,,safety
level 2°) mikrobiologickej bezpecnosti a je preto mozné s nimi pracovat’ len v na to uréenych
laboratoriach. V principe tento systém je mozné vyuzit na plne automatické sledovanie
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koncentracie intracelularneho proteinu pocas celého bioprocesu. To by v budicnosti malo
viest’ k plne automatickym on-line analyzatorom, schopnym napomdct’ nielen monitorovaniu,
ale 1 riadeniu bioprocesov. On-line dezintegracia buniek bola validovana voc¢i off-line
manualnej dezintegracii tych istych vzoriek s velmi dobrou zhodou (smernica 0,98, R2=
0,999) (Obr. 2). Vysledna analyza rekombinantného proteinu on-line vzorkovanim a on-line
dezintegraciou s at-line SPR meranim bola validovana s referenou ELISA metodou.
Vysledok porovnania ukazuje na vel'mi dobra korelaciu (R2=0,963), SPR metddou vsak bolo
namerané¢ vicSie mnozstvo analytu ako ELISA metdédou, na ¢o poukazuje smernica
0.77+0.08. Celkovo vsak meranie ELISA metodou bolo zatazené¢ ovela vidcSou chybou
(priemerna RSD 16,2%) v porovnani s SPR meranim (priemerna RSD 3,0%), ¢o sa mohlo
odrazit’ na niz8ej korelacii tychto dvoch metod (Obr. 2).

154 [uM]

On-fine 500 [

T T T T T
a 1 2 3 £ -} & o 1 2 3 4 5 B

OfT-ing SO0 [ub] Biosenzor [uM]

Obr. 2: Validicia ondine desintegracie bumiek porownanim s offline dezintegraciou bunisk wyjadrenou ako mnozZstvo
uvolnengho intracelulameho rekombinantného thS00 proteinu (Wiave) a validaca atine analyzy rhS0D proteinu (s on-ine
vZorkovanim 3 dezintegraciou) porovnanim s referentnou ELISA metadou (off-line dezintegracia bunisk) (vpravo).
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Uvod

Bilirubin oxiddza (BOD) patii mezi oxidoreduktazy disponujici tfemi aktivnimi centry
tvofenymi atomy médi. Tzv. T1 aktivni misto (1 Cu atom) je zodpovédné za vazani substratu
a jeho oxidaci, zatimco na tzv. T2 (1 Cu atom) a T3 (2 Cu atomy) aktivnich mistech dochazi k
navazani molekuly O2 a jeji redukce na vodu pomoci elektronti uvolnénych pii oxidaci
substratu, resp. ptenesenych z povrchu elektrody na T1, pficemZz mechanismus redukce
doposud neni zcela objasnén. Diky schopnosti pfimého elektronového transferu (DET) mezi
aktivnimi centry enzymu a pevnym povrchem elektrody a diky efektivni redukei kysliku pii
vysokém potencialu je BOD casto vyuzivana jako katodicky biokatalyzator pii konstrukci
biopalivovych ¢lankt [1,2,3].

Pro konstrukci efektivnich biokatod je nutné spiesnit poznatky o mechanismusmu redukce
kysliku na aktivnich centrech BOD, ¢imz se zabyva nékolik podrobnych studii kombinujicich
prevazné elektrochemické a spektroskopické metody, z prvné jmenovanych typicky cyklickou
voltametrii (CV) [4,5]. Pomoci CV lze detekovat zmény redoxnich stavi (tedy oxidaci nebo
redukci) analytil, resp. jednotlivych aktivnich center. V nasi pfedchozi studii [6] byla BOD
adsorbovana na nanostrukturované elektrodové rozhrani takovym zplisobem, ze v ramci
jednoho CV skenu lze detekovat tfi samostatné redoxni procesy, l1ze tedy predpokladat, Ze
vSechna aktivni centra jsou schopna pifimého elektronového transferu. V této praci je sledovan
vliv ménicich se parametrli (skenovaci rychlost, velikost horniho potencidlu) CV na
elektrochemickou transformaci jednotlivych aktivnich mist imobilizované BOD, coz
vypovida o kinetice pfenosu ndboje nejen mezi elektrodou a enzymem, ale - diky mozZnosti
detekovat separatné vSechna aktivni centra - 1 mezi témito jednotlivymi Cu atomy.

Material a metody

Uhlikové nanotrubicky (d = 1.1 nm, 1 = 0.5-100 pm, ¢istota > 90%), BOD (izolovéno z
Myrothecium verrucaria), chitosan (CHI, MW = 50-190 kDa) — Sigma Aldrich; St. Louis,
USA. KetjenBlack EC 600-JD (Akzo Nobel Polymer Chemicals B.V., Amersfoort,
Nizozemsko) darovano firmou Biesterfeld Silcom s.r.0. (Praha, Ceskéa republika). Ostatni
chemikalie Cistoty p.a. Modifikované uhlikové elektrody (GCE; BAS) byly charakterizovany
na potenciostatu PGSTAT 128N (Ecochemie, Utrecht, Nizozemsko) s tiielektrodovym
uspotadanim (Ag/AgCl referenéni, diskova platinova jako pomocnéa a modifikované uhlikova
jako pracovni elektroda). BOD biokatody byly pfipraveny podle protokolu publikovaného v
[6]: na povrch piecisténé GCE bylo deponovano 5 (11 disperze KB (4,3 mg ml-1) a CNT (0,67
mg ml-1) dispergovanych v chitosanu (0,1% v 0,3% kyseliné¢ octové), ta byla nechana
zaschnout a takto pfipravend elektroda byla po oplachnuti v pufru inkubovana 8 h s roztokem
BOD (0,25 U na elektrodu; 0,1M acetatovy pufr, ph 6). Jako elektrolyt byl pouzit rovnéz
0,1M acetatovy pufr, pH 6, deaerovany pomoci N2, pfipadné probublavan vzduchem.
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Vysledky, diskuze

Na obr. 1 je zobrazen voltamogram biokatody s BOD naméieny v nepiitomnosti a korigovany
0 pozadi. V katodické casti jsou zietelné tii piky, jejichz pfifazeni k jednotlivych aktivnim
centriim bylo diskutovéano v piedchozi studii [6]. Redukce pii nejvyssim potencidlu (493 mV)
je pripsana T1 centru, v souhlasu s udaji uvadénymi v literatufe. Redoxni proces pfi
potencialu 374 mV je pak podle tdaji v literatufe mozné piifadit T3, pfi¢emz oba piky jsou
detekovatelné nejen v nepiitomnosti kysliku, ale | na CV v aerovaném elektrolytu. Tim je
dale prokazano, ze ob& centra jsou schopna piimé elektronové komunikace s elektrodou.
Katodicky pik pti 203 mV mé anodicky protipik pfi 239 mV a tento process muze byt piipsan
elektrochemické transformaci bud’ T2 centra, elektrochemicky aktivnich boc¢nich fetézct
nékterych aminokyselin (Tyr), pfipadn¢ kombinaci obou [6].

I (wA)

E (V)

Obr. 1: anodické a katodicke éasti CV sestrojeng biokatody korigované o pozadi zjisténé v deasrovanem 100 mM acetatovém
pufru pH 6.0 s vyznatenymi anodickymi a katodickymi piky.

Sledovanim zmény proslého elektrického néboje pro konkrétni elektrochemicky proces (tedy
integrovana plocha CV piku) se zménou rychlosti CV skenovani lze usoudit na povahu limitu
pfenosu naboje (reakeni rychlost enzymu nebo limitace difuzi latky, resp. substratu). V naSem
ptipad¢ byly testovany biokatody pomoci CV se skenovaci rychlosti 0,5 - 50 mV s-1. Na obr.
2 je vidét zavislost proslého naboje pro katodické procesy T1, T2 a T3 a anodicky T1 proces.
Z uvedené zavislosti je patrna odliSna povaha centra T2 na jedné a T1 a T3 na druhé strané.
Prvné jmenované vykazuji maximalni elektricky naboj prosly (jak pro anodicky, tak
katodicky proces) pii skenovaci rychlosti 25 mV s-1. Pfi této hodnoté jiz T1 a T3 prakticky
nevykazuji zévislost Q na skenovaci rychlosti, coz naznacuje jinou povahu limitace prestupu
naboje pro T1 a T3 redukci oproti T2, kde 1ze predpokladat, ze rozdil by mohl byt zplisoben
zprostitedkovanou vyménou elektronii mezi T2 a elektrodou s tyrosinovymi rezidui jako
mediatory. Maximum pii skenovaci rychlosti 25 mV s-1 pak mutze byt dusledek zmény
elektronové vymeny; po dosazeni rychlostniho limitu T1 a T3 centra za¢ne ¢im dal tim vic
elektronti proudit efektivnéjsi cestou, ¢imZ je umoznéno dalsi zvySovani QT2 s rostouci
skenovaci rychlosti.

Velmi rozdilnou elektrochemii u stejnym zplisobem nasorbované BOD lze sledovat pfi
aplikaci snizeného rozsahu potencialu (0 - 420 mV), kdy horni hodnota byla niz$i nez zjistény
redoxni potencial pro T1, méli bychom tedy detekovat pouze elektrochemii T2 a T3 center. Z
grafu zévislosti elektrického ndboje jednotlivych redoxnich procesti na skenovaci rychlosti
(obr. 2) je vidét, ze efektivita elektrochemické transformace T2 centra neni témét zavisla na
skenovaci rychlosti, z ¢ehoz lze odvodit, Ze oxidace a redukce T1 centra aplikovanym
napétim ma zasadni vliv na kinetiku transformace ostatnich center. Pribéh zavislosti QT3 na
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skenovaci rychlosti je shodny u obou skenovacich rozsaht, pfi §ir§im potencialovém rozsahu
vSak pozorujeme pii pomalém skenovani daleko vyssi hodnotu naboje. Lze piedpokladat, ze
tento narust je zpuisoben neustdlou intramolekularni elektronovou vymeénou iniciovanou
aplikaci vyssiho potencialu, resp. vynucenou elektrochemickou transformaci T1. Ta je po
redukci elektrodovym potencidlem reoxidovana T2/T3 centrem, jehoz opétovnd oxidace je
zajisténa vkladanym napéti.
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Obr. 2: zavislost elektrického naboje prosiého pfi anodickém T2 a katodickém T1, T2 a T3 procesu na skenovaci rychlosti. CV
méreno v potencialovém rozsahu 0 - 700 mV v 0,1M acetatovém pufru, pH 6, deaerovaném dusikem.
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Obr. 3: zavislost elektrického naboje proSieho pfi anodickém T2 a katodickém T2 a T3 procesu na skenovaci rychlosti. CV
méfeno v potencidlovém rozsahu 0 - 420 mY v 0,1M acetatovém pufru, pH 6, deasrovaném dusikem.

Zaver

Aplikaci Skaly skenovacich rychlosti pfi CV pfipravené biokatody s BOD byly zjistény
rozdily v povaze aktivnich center tohoto enzymu, kdy T1 a T3 vykazovaly pomérné rychly
pokles efektivity detekované elektrochemické transformace s rostouci skenovaci rychlosti,
oproti tomu T2 vykazovala maximalni efektivitu az pfi rychlosti 25 mV s-1. To Ize pfipsat
zméng povahy elektronového transferu pti dosaZeni limitu rychlosti vymény u T1 a T3.
Propojeni jednotlivych aktivnich center bylo dale potvrzeno CV skenovanim ve snizeném
potencialovém rozsahu, kdy T2 centrum vykazovalo daleko mensSi zavislost mnoZstvi
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proslého néboje na skenovaci rychlosti nez v ptipadé€, kdy skenovaci potencial byl dostatecny
i na oxidaci/redukci T1.

Rovnéz katodicka transformace T3 byla méné efektivni, coz opét potvrzuje zasadni vliv T1 na
chovani celého systému, resp. na propojenost a vzajemnou ovlivnitelnost jednotlivych
aktivnich mist bilirubin oxidazy.
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Uvod

Vyrazné zmeny v kvalite zivota, ktoré nastali hlavne v 19 storo¢i, ako aj zmeny
V stravovacich
navykoch aV zivotosprdve, maji za ndasledok vzostup civilizaénych chordb. Vysoka
chorobnost’ a umrtnost’ na kardiovaskuldrne a onkologické ochorenia, diabetes a obezita su
priamym dosledkom stresu, fajcenia, konzumacie alkoholu a zlej zivotospravy cloveka
modernej doby. Faktory vonkajSieho prostredia, faj¢enie a stres s pri¢inou vzniku volnych
radikélov v organizme, ktorych pritomnost’ v organizme moze byt Startérom onkologickych
ochoreni. Hoci I'udsky organizmus ma obranné mechanizmy na ich eliminiciu, na zvySenie
obranyschopnosti je nevyhnutné prijimat’ v potrave antioxidanty, ktoré chrania organizmus
pred civilizatnymi chorobami. Medzi vyznamné antioxidanty patria vitamin C, E, fenolové
kyseliny, flavonoidy, karotenoidy, glykozidy a zo stopovych prvkov selén. Problematiku
potencidlnych zdrojov selénu vo vyZzive obyvatel'stva riesi v sii€asnosti kolektiv autorov vo
vyskumnom projekte VEGA 1/1325/04

Vyskyt selénu

Nizky obsah selénu v l'udskom organizme je v dosledku jeho nizkeho obsahu v pddach
Slovenska, a tym aj v rastlinnych a zivo¢iSnych organizmoch a samozrejme aj v potravinach.
Selén sa vyskytuje v zemskej kore spolu so sirou, v prirodnych vodach a v atmosfére. Obsah
Se Vv jednotlivych regionoch a lokalitich sveta, kontinentov a Statov je velmi rozdielny.
Zdrojom rozneho mnoZstva selénu su aj potraviny (tab. 1).

Tab. 1. Obsah selénu v niektorych potravinach konzumovanych na Slovensku
v r.1997(Kadrabova, Jet al. 2003)

min max priemer
Pocet
] ng/100g merani
Potravina

miso

hovédzie plece 1,73 3,12 2,34 10
hovéddzi mocing (Iytko) 3 6,67 5,72 5
hoviadzia hrud’ 1,04 2,61 1,83 4
hovidzia pecent 5,81 15,48 9,56 10
hovidzie pl'uca 3 3,34 3,19 4
hovidzie srdce 4,7 5,52 515 4
hovidzia roStenka 2,03 3,57 2
bravéové plece 10,21 10,56 10,56 4
brav¢ové stehno 5,53 9 7,77 4
bravcovy krk 5,73 16,43 9,96 6
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bravCova peceinl 20,48 25,5 23,09 3

jahnacie stehno 4,47 4,8 2

kuracie stehno 9,43 21,51 14,01 7

kuracie prsia 11,62 13,2 12,32 3

kuracia pecen 32,34 46,48 39,83 5

kacacie stehno 1,8 1,91 2

kacacia pecent 7,3 7,8 2

giler N ezné) morskych  ryb 50,5 52,07 5

kapor 20,4 27,25 24,33 4

pstruh 19,61 20,7 2

mésové vyrobky

brav¢ova Sunka 6,05 8,34 6,87 3

bravcové parky 4,47 5,53 2

salama 2,36 4,15 3,2 7

hydinova salama 9,2 94 2

vajcia

slepacie vajce celé 18,92 23,34 21,52 5

slepaéi Zitok 28,17 44,3 34,22 12
slepaci bielok 8,16 10,88 8,75 12
mlie¢ne vyrobky

pas_terizované kravské 0.4 1,16 0,71 10
mlieko

Cerstvé kozie mlieko 0,75 0,95 2

ovocny jogurt 0,4 0,75 2

tvaroh 2,44 3,17 2,76 3

taveny syr 1,92 2,72 2,25 4

eidam 3,86 4,14 4,05 4

cerealne vyrobky

pSeni¢nd muka 15 3,23 2,51 11
ovsené vlocky 1,22 1,62 2

biely chlieb 1,43 2,15 1,76 6

razny chlieb 1,55 1,85 1,65 3

rozky 1,59 2,6 2,12 12
vajecné cestoviny 5,3 5,9 5,68 3

ryza 2,35 3,4 2

kukurica 1,28 2,23 1,8 4

zelenina

cibula 0,07 2,19 0,58 6

cesnak 0,14 12,9 5,79 8

por 0,16 0,26 2
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zeleny hrasok 0,31 2,72 1,35 7
suSeny hrach 3,25 5,05 4,35 4
fazul'a (biela a hned4) 1,92 8,2 3,75 6
SoSovica 2,75 7,97 2
soja 2,84 5,06 2
hlavkovy salat 0,05 0,13 0,09 3
mrkva 0,07 0,26 0,13 6
petrzlen 0,07 0,32 0,2 5
red’kovka 0,07 0,07 2
paradajky 0,03 0,07 0,05 3
paprika 0,06 0,07 0,07 3
kalerab 0,07 0,31 0,21 5
karfiol 0,12 0,47 0,22 4
zemiaky 0,05 0,57 0,35 8
kapusta hlavkova 0,2 1,66 3
huby

kuriatka 1,28 2,01 2
masliaky 17,55 23,98 2
Sampinony pestované 5,05 9,52 2
ovocie

jahody 0,31 0,33 2
viSne 0,11 0,13 2
jablka 0,08 0,25 0,14 6
pomarance 0,08 0,13 2
mandarinky 0,16 0,2 2
banany 0,58 0,79 3
napoje

¢aj 0,07 0,08 2
kava 0,06 0,08 2
ovocna limonada 0,06 0,1 2
kola napoj 0,07 1
pivo 0,07 0,2 2

V potravinach sa nachadza len vo forme jeho organickych zli€enin, najmé selénmetionin
(v potravinach rastlinného povodu), selénocystein (v potravinach zivoc¢isneho povodu) ale aj
vo forme peptidov, nukleovych kyselin s derivdtmi Se. Anorganické formy selénu sa
nachadzaju v potravinach vo forme vyzivovych doplnkov alebo kontaminantov.

Vyznam selénu

Selén zohrava dolezitu tllohu pri ochrane nasho zdravia. Spomaluje proces starnutia tkaniv
a neutralizuje UCinky niektorych rakovinotvornych latok. Je nevyhnutny pre cinnost
pankreasu a prispieva k pruznosti tkaniv. Uzivanie selénu ma velmi dobré ucinky na
organizmus zien v menopauze, pretoze zmieriuje navaly horu¢avy a nevolnosti. Muzi vSak
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potrebuju selén esSte viac, pretoze vela tejto latky sa ststred’uje v semennych zlazach a velké
mnozstvo odchddza z tela so spermiami. Selén a vitamin E ucinkuju synergicky, zosiliiovanim
vzajomnych ucinkov prispievaju k spravnej funkcii srdca a k produkcii ochrannych teliesok
v Krvi.

Nizke koncentracie selénu su esencidlne pre I'udsky a zivoéiSny organizmus. Jeho vysoké
koncentracie vSak pdsobia toxicky. Je dolezitou sucastou enzymatickych systémov. Enzymy
glutationperoxidaza, jod-5-deiodindza chrania bunky pred oxidéaciou. Posobi ako katalyzator
metabolizmu v peeni, inhibitor toxickych kovov v organizme za vzniku nerozpustnych
selenidov. V l'udskom organizme sa nachadza 5 — 10 mg selénu, z ktorého polovica je
zhromaZdena v pe¢eni. Dalej sa nachadza v oblickach a v titnej Zl'aze. V krvi by mala jeho
koncentracia dosahovat’ 0,1 mg.I™".

Pri jeho nedostatku v organizme vyrazne klesd aktivita enzymu glutationperoxidazy, ¢o
dosledkom je znizena antioxidacnd schopnost’ organizmu. Mnohé Studie potvrdili ddlezity
uc¢inok na imunitny systém l'udského organizmu. Nedostatok selénu okrem znizenia imunity
suvisi aj srozvojom nadorovych ochoreni, ochoreni obli¢iek, cirhdézou pecene, svalovou
distrofiou, o¢nym zakalom, srdcovo-cievnimi ochoreniami atd’. Na druhej strane dlhodobé
testy potvrdili jeho preventivne antikarcinogénne U¢inky hlavne proti nddorom prostaty, pluc
a prsnikov.

Nedostato¢nému prijmu selénu st vystavené najma tieto skupiny populéacie : mladi l'udia,
ktori nekonzumuju vyzivnu stravu (Studenti), vegetariani, stari l'udia, tehotné a doj¢iace Zeny,
fajciari, chronicky chori jedinci.

4 )
Ryby a vyrobky z

ryb

Bravéové maiso,
vyrobky z masa
20%

Mlieko, syry a
mlieéne vyrobky
7%

9%

Hydina .
W N polievky
6%
Obilniny a
— vyrobky

Hovadzie maso 14%

2% . .
0 Zelenina, ovocie,
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0 ) Zemiaky strukoviny
18% Iné
1% 7%
7%
- J

Obrazok 1. Prijem selénu z jednotlivych potravin
Toxicita selénu
Selén pri vyssich davkach (nad 1000 pg denne) posobi na organizmus toxicky. Jeho
toxicita sa prejavuje zédpalom dychacich ciest, edémom pl'uc, zvySend krvacavost, koznymi
zmenami, depresiami. Vazne otravy moézu viest' k cirhdze peCene, vypadavaniu vlasov,
zlyhaniu obli¢iek. Vysoky prijem selénu sposobuje okrem akutnej toxicity organizmu aj
mutagénne a teratogénne U¢inky v organizme.

Zaver
V sucasnosti sa venuje zvysend pozornost’ vplyvu vyzivy na zdravie v suvislosti s prijmom
antioxidantov zabranujucim tvorbe Skodlivych oxidaénych produktov v organizme, ako su
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vitaminy a esencidlne stopové prvky — napr. selén, ktory je sucastou antioxida¢nych
enzymov. Jeho nedostatok mdze sposobit’ mnohé ochorenia aje nevyhnutny pre ludsky
imunitny systém. Prijem selénu potravinami je na Slovensku nizky, ¢o suvisi aj z jeho nizkym
obsahom v pode. Jeho nedostatok sa da nahradit’ pozivanim vyzivovych doplnkov, alebo
preparatov so zvySenym obsahom selénu. Pozornost’ by sa v§ak mala venovat’ aj konzumaécii
selénu, ktora je prirodzenou sucastou potravin rastlinného a zivociSneho povodu. Medzi
potraviny bohaté na selén patria vlasské orechy, cesnak, hriby, pecen, vajcia, ryby a
vnutornosti.

Kontaktna adresa : Tomas Toth Katedra chémie, Fakulta biotechnoldgie a potravinarstva,
SPU v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 01 Nitra. e-mail : tomas.toth@uniag.sk
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Tato publikacia vznikla vd’aka podpore v ramci operaéného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt: Centrum excelentnosti pre bielo-zelenti biotechnologiu, ITMS 26220120054,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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OBSAH KADMIA, OLOVA A NIKLU V POCNOHOSPODARSKYCH
PLODINACH V BLIZKOSTI CHEVMICKEHO ZAVODU CHEMKO
STRAZSKE

Tomas Téth, Dana Urminska, Juraj Missik, Alena Vollmannova, Jalius Arvay
Fakulta biotechnologie a potravinarstva, Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre, SR
Chemicky ustav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zelenu biotechnologiu, Tr. A. Hlinku 2,
SK-949 76 Nitra, Slovensko

Uvod

Pol'nohospodarska prvovyroba ako jedna zo zloziek trvalo udrzatelného rozvoja je
vyrobcom produktov, ktoré priamo poskytuji surovinova zakladiu pre vyrobu potravin. Od
podmienok prvovyroby je zavisla aj kvalita produkcie a kvalita vyrobenych potravin.

Podmienky stanovista, lokalita hospodarenia a vplyv priemyselnej vyroby v okoli
pol'nohospodérskej vyroby sa vyraznou mierou podpisuje pod kvalitu dopestovanych
produktov. Kvalita dopestovanych produktov nésledne uzko koreluje aj s vyrobou zdravotne
nezavadnych potravin. Hlavne sa to tyka oblasti, kde vplyvom priemyselnej vyroby je
naruSena kvalita zivotného prostredia.

Kontaminécia pod je integralnou stcast'ou zivotného prostredia, je sicasne aj zdrojom pre
znecistenie ostatnych zloziek zivotného prostredia a potravového retazca. Kontamindcia
rastlin cudzorodymi latkami je jednym z hlavnych Ccinitelov, ktoré sa podielaji na
zdravotnom stave obyvatel'stva. Z hladiska zataze patria k najproblematickej$im z
anorganickych kontaminantov kadmium, olovo a ortut, z organickych polychlérované
bifenyly a rezidua chlérovanych pesticidov.

Priemerné obsahy tazkych kovov v pddach Slovenska ziskané analyzou suboru podnych
sond signalizuju, ze pddy boli vystavené zatazi tazkymi kovmi a inymi znedistujucimi
latkami. Negativne dosledky zvySeného prisunu Skodlivych latok sa vyrazne prejavuju na
zvySeni frekvencie kardiovaskularnych, nadorovych a alergickych ochoreni.

Vyskyt tazkych kovov v rastlinach suvisi sich pritomnostou v pédach. Miera ucinku
tazkych kovov na produkény a bioenergeticky potencidl rastlin zavisi od ich mnoZstva
a povahy. V prirodzenych podmienkach je obsah tazkych kovov v rastline podmieneny
genetickym potencidlom rastliny, no sucasne vysoké a ¢asto nekontrolovatel'né antropogénne
znecist'ovanie moze viest' k zvysSeniu ich obsahu v rastlinach a k naslednému moznému inputu
tazkych kovov do potravového retazca (Alloway, 1990).

Kadmium

Kadmium patri medzi priemyselne vyuzivané kovy. Kontaminacia potravového retazca
kadmiom suvisi s kontaminéaciou vSetkych zloziek prostredia ato predovSetkym pody.
Vyskytuje sa vo vSetkych typoch pdd, viaze sa v hornych castiach pddneho profilu,
V pol'nohospodarskych pddach v ornicnej a podorni¢nej vrstve.

Vysledky prac viacerych autorov potvrdili, Ze na kontaminécii rastlin ma vyznamny podiel
znecistené ovzdusie. Uvadza sa, Ze rozne druhy rastlin méZu prijimat’ priamo z atmosféry 10
— 60 % z celkového obsahu Cd v rastline, pricom urcujuci vplyv na prienik Cd do pletiv maja
vodorozpustné komponenty.

Olovo

Olovo nepatri medzi mikroZiviny a neplni ani Ziadnu biologicku funkciu pre rastliny
a zivocichy. Pre rastliny je charakteristicka akumulacia olova v korenovom systéme, v ktorom
sa nachadza az 90 % z jeho celkového obsahu v rastline. V nadzemnych cCastiach rastlin su
obsahy olova aj pri silne zamokrenych podach pomerne nizke. Obsahy olova v rastlinach sa
pohybuji medzi 0,2-5,0 mg.kg'l(Beneﬁ, 1994). Rastlina kumuluje Pb z pody hlavne
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Vv korenioch a minimdlne sa translokuje do nadzemnych ¢asti (Chrenekova, 1994).

Nadzemna cast’ rastlin je kontaminovana predovSetkym olovom zo znecistenej atmosféry.
Pri prevahe mimokoreniového prijmu klesa obsah olova v jednotlivych castiach rastliny
V poradi : nadzemna Cast’ > korene > plody.

Olovo je vpdde vel'mi imobilné. Transport a vymyvanie Pb je v dosledku jeho nizke;j
rozpustnosti vel'mi maly. Okolo 80 % Pb celkovo obsiahnutého v imisiach zostava v orni¢nej
vrstve pody.

Nikel

Nikel je dolezitym a nepostradatelnym esencialnym prvkom pre rastliny a niektoré

zivoCichy. V prirode sa vyskytuje prevazne vo forme sulfidov a kremicitanov. Nadbytok
posobi fytotoxicky.
Z hladiska karcinogénneho ucinku st najnebezpeénejsie sulfidy a oxidy niklu (Bencko ai.,
1995). Organicka hmota v pdde ma vel’kl schopnost’ Ni adsorbovat, ked’ dokdze mobilizovat’
Ni z uhli¢itanov a zniZuje jeho sorpciu ilmi. Na mobilitu Ni vplyvaju aj oxidy Fe a Mn, ako aj
pH. VSeobecne plati, ze rozpustnost’ Ni je nepriamo umerna hodnote pH, najviac je rozpustny
Vv podach s pH 6,5 — 7,0. Priemerné¢ hodnoty v pddach sa pohybuju medzi 30 — 80 mg.kg™.

Material a metody

Sledovanie obsahu kadmia, olova a niklu v dopestovanych pol'nohospodarskych
komoditach sa uskuto¢nilo na Agrodruzstve Staré (stanoviste 1-4) a Rolnickom druzstve
Vola (stanoviSte 5-9) v okrese Michalovce, ktoré sa nachadzaju v okruhu 10 km od
chemického zavodu Chemko StrdZzke, vyznamného producenta cudzorodych latok
a kontaminantov, ktoré maju priamy vplyv na kvalitu pol'nohospodarskych produktov v tomto
regione.

Analyze rastlinného materialu predchadzal rozbor pody na obsah tazkych kovov, kde sme
zistili prekro¢enie obsahu Cd v pdde o0 42 %, obsah Pb bol prekro¢eny o 10 % a obsah Ni 0 39
% prekracoval limitné hodnoty pre ich obsah v pode (Rozhodnutie MP SR ¢. 531/1994-100).
Zdrojom t'azkych kovov v pdode je ¢innost’ chemického zadvodu v Strazskom.

Vzorky rastlinného materialu sme odoberali v plnej zrelosti a analyzovali nadzemnu
biomasu, a to u obilnin zrno a u olejnin nazky a SeSule. Obder vzoriek rastlinného materialu
sme uskutocnili z toho istého miesta, z ktorého sme odobrali pddne vzorky. Vzorky boli
vysuSené apred analyzovanim pomleté. V rastlinnych vzorkdch sme stanovili obsah
sledovanych tazkych kovov (Cd, Pb, Ni) po predchédzajicej mineralizacii suchou cestou
plameniovou AAS(atdémova absorp¢na spektrofotometria). Pestované plodiny na sledovanych
honoch st uvedené v tabul’ke 1.

Tabul’ka 1: Pestované plodiny na sledovanych honoch
stanovist
€

Plodina

1 Kapusta repkova prava (Brassica napus L.)
2 Ja¢men siaty jarny (Hordeum vulgare L.)
3 PSenica letna forma ozimna (Triticum
aestivum L.)
PSenica letna forma ozimna (Triticum
aestivum L.)
PSenica letna forma ozimna (Triticum
aestivum L.)
Slnecnica ro¢na (Helianthus annuus L.)
PSenica letna forma ozimna (Triticum
aestivum L.)
Ja¢men siaty jarny (Hordeum vulgare L.)
PSenica letna forma ozimna (Triticum

~ 224 ~

SN

O N |Ooo o1




| | aestivum L.) |

Vysledky a diskusia

Na stanovenie obsahu sledovanych tazkych kovov v rastlinach sme pouzili vzorky
pestovanych plodin, ktoré sme odobrali v plnej zrelosti. Namerané obsahy tazkych kovov st
uvedené v tabul’ke €. 2 , kde sme uviedli aj najvyssie pripustné mnozstva sledovanych prvkov,
ktoré s determinované legislativou — Vestnik MZ 981/1996 — 100 Potravinovy kodex SR. Na
zéklade porovnani najvysSich pripustnych mnozstiev (NPM) v jednotlivych komoditach
S nameranymi obsahmi Cd, Pb a Ni Vv rastlinach mozno konS$tatovat, Ze obsah kadmia
v semene repky a slne¢nice neprekrocil legislativne stanovené obsahy. U pestovanych obilnin
(pSenica, ja¢men) bol obsah kadmia v zrne prekroceny vo vsetkych vzorkach. Najvyssie
pripustné mnoZstvo kadmia v zrne obilnin je 0,07 mgkg™, v nasich vzorkach bol obsah
kadmia v rozmedzi 0,169 — 0,883 mg.kg™, priemerné hodnota za cely stbor bola 0,429 mg.kg
! NPM bolo prekroené o viac ako 6 nasobok tejto hodnoty. V pripade niklu v rastlinnych
produktoch ani v jednej vzorke nebolo prekrogené najvyssie pripustné mnozstvo pre tieto
prvky.

Namerané obsahy olova uzko koreSponduju z obsahom kadmia v rastlinnych
vzorkach. U olejnin bolo NPM prekro¢ené v semene repky 02,81 nasobok v porovnani
s NPM (1,0 mg.kg™?) pre Pb, vo vzorkach slne¢nice obsah olova bol pod touto hodnotou.
Vzorky obilnin obsahovali vy§§ie mnoZstvo olova, ako je NPM (0,7 mg Pb.kg™). Priemerny
obsah olova v rastlinnych vzorkach bol 1,16 mgkg™. Zo siedmych vzoriek obilnin bolo
prekrocené NPM v 5 vzorkéach, dve vzorky boli pod touto hodnotou. Najvyssi namerany

cvwr

obsah bol 2,43 mg.kg™ a najnizsi 0,21 mgkg™.

Tabul’ka 2: Obsah t'azkych kovov v pestovanych plodinach a porovnanie s najvyssimi
pristupnymi mnoZstvami (NPM) v m .kg'1

ST Plodina Cd |[NPM| Pb [NPM| Ni |NPM
1 Repka — sesule 0,300 05 | 281 | 10 | 1,00 -
2 Jamenl — zrno 0,243 | 0,07 | 243 | 0,7 | 0,42 | 3,0
3 PSenica — zrno 0,247 | 0,07 | 0,96 | 0,7 1,30 | 3,0
4 PSenica — zrno 0,883] 0,07 | 159 | 0,7 | 1,49 | 3,0
5 PSenica — zrno 0,709 | o,07 | 0,64 | 0,7 | 0,86 | 3,0
5 Slnecnica — nazky (obaly) | 0,421 - 0,21 - 1,10 -
Slnec¢nica — nazky (jadro) | 0,423 | 0,5 0,70 1,0 5,40 -
7 PSenica — zrno 0,169 | 0,07 | 1,17 | 0,7 1,16 | 3,0
8 Jameil — zrno 0,421] 007 | 021 | 0,7 | 1,47 | 3,0
9 PSenica — zrno 0,343| 0,07 | 1,18 | 0,7 | 0,75 | 3,0
NPM — najvyssie pripustné mnozstvo v mg.kg ™ (Potravinovy kodex SR)
Zaver

V praci sme sa zaoberali problematikou pddnej hygieny, obsahmi tazkych kovov
v produkénych castiach rastlin na lokalitich Agrodruzstva Staré a Rol'nickeho druZstva
Vola v okrese Michalovce, nachadzajucich sa v blizkosti chemického podniku Chemko
Strazske. Na zaklade dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat’, stav pddnej hygieny je
V tomto regione znacne ovplyvneny c¢innostou chemického podniku Chemko Strazske,
ktory je vyraznym producentom rizikovych latok, €o sa prejavuje na stave podnej hygieny,
ako aj kvalite dopestovanych rastlinnych produktov.

Na zaklade hodnotenia obsahov tazkych kovov v rastlinnom materidly vyplyva, Ze
zvySeny obsah tazkych kovov v pdde indikoval aj zvySené obsahy tazkych kovov
Vv rastlinnych komoditach. Najmi u pestovanych obilnin bol namerany zvySeny obsah
kadmia v zrne pSenice ajaCmena. U pestovanych olejnin sa zvySena kumulacia
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a prekrocenie najvyssich pripustnych mnozstiev nepreukazalo.

Podmienky pestovania a vyroby potravin, ako je zrejmé, zna¢ne ovplyviiuju kvalitu
produktov Vv zavislosti od stanoviStnych podmienok. Antropickou c¢innostou cloveka
V tomto regione sa vytvorili zhorSené podmienky, ktorych vysledkom je aj produkcia
surovin pre vyrobu potravin zo zvySenym obsahom tazkych kovov v komoditach uré¢enych
na spracovanie potravinarskym priemyslom.

V sledovanej oblasti je nutné venovat’ zvySenu pozornost’ vstupu rizikovych prvkov do
pody, do rastlin anasledne do potravinového retazca, ako aj eliminovat ucinnost
amobilitu tazkych kovov vpdde ato najmd upravou pddnej reakcie vapnenim
a pestovanim metalofilnych rastlin na kontaminovanych pddach.
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Uvod

Biosenzory a bioCipy tvoria vyznamnu oblast’ bioanalytického a biomedicinskeho vyskumu. S
vyuzitim réznych metod, v sicasnosti najma elektrochemickych a optickych, sa kladie déraz
na pripravu citlivych zariadeni na detekciu réznych ochoreni z biologickych vzoriek.
Elektrochemické (voltametrické a impedancné) biosenzory patria medzi najcitlivejSie,
dosahujuce atto- az yoktomoldrne detekéné limity pre rdzne analyty, od nukleovych kyselin a
proteinov az po relativne malé molekuly, ako napr. pesticidy. V tejto praci predstavujeme
afinitny, impedimetricky biosenzor — schopny detekcie glykdnovych Struktur v nezna¢enom
mode, ktorym je mozné stanovenie glykdnov viazanych na proteinovy nosi¢ az k
femtomolarnym koncentraciam1.

Okrem hustoty a orientacie biorozpoznavacich elementov je v procese pripravy biosenzora,
resp. bio¢ipu kl'ic¢ovym krokom blokovanie neSpecifickych interakcii, a to najmi v pripade
analyzy komlexnych, biologickych vzoriek (krv, sérum). Standardne vyuzivané v mnohych
technikach (ELISA) je vyuZivanie komerénych blokovacich €inidiel, pripadne aj Cistych latok
(mliecne proteiny, sérovy albumin, niektoré oligo-/polyméry). Pri vyuziti tzv.
samousporiadanych monovrstiev (SAM) je moZnost okrem aplikacie takychto cinidiel
pouzitie alkantiolovych derivatov priamo vo vrstve, nestcich rozne funkéné skupiny
podiel'ajice sa na tomto blokovani (biofouling). Latkami Studovanymi a €asto pouZivanymi v
tomto smere su derivaty betainu — zwitterionu (N,N,N-trimetylglycinu)2,3. V tejto praci sa na
povrchu zlatych elektrod vytvarali zmesné SAM vrstvy (11-merkaptoundekanova kyselina,
MUA a betainovy derivat na baze kyseliny lipoovej v pomere 1:1). Po néslednej aktivacii
karboxylov pomocou syst¢ému EDC/NHS a kovalentnej imobilizacii lektinu sa sledovala
odpoved’ pripravené¢ho biosenzora na sledované glykoproteiny. Pre demonstraciu pouzitia pre
rozne glykdny v molekulach glykoproteinov pomocou lektinov sa pouzili tri systémy lektin-
glykoprotein — SNA-I lektin a system fetuin/asialofetuin, RCA lektin a systém
asialofetuin/fetuin, a Con A lektin a system invertdza/transferin. Takyto biosenzor ma
potencidl vyuzitia aj pri detekcii glykdnov terapeutickych proteinov pripravenych
biotechnologicky rekombinantnymi technikami.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie, vratane roztokov rozne vel'kych zlatych nanocastic v citrdtovom
pufri boli najvyssej moznej Cistoty, zakupené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Lektin SNA-
I bol zakupeny v spolo¢nosti Gentaur (Belgicko), ostatné v Sigma Aldrich. Zlaté elektrody a
zlaté Cipy pouzité v tejto praci st zo spolo¢nosti BAS (USA), resp. Litcon (Svédsko). Pri
vSetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovand voda (3 [IS).
Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regenerdciou zlatych povrchov sa
uskutocénilo na laboratornom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko). Pri priprave
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SAM vrstiev sa pouzili anaerdbne pripravené 1 mM roztoky alkantiolov v etanole pre
UV/VIS spektroskopiu (Slavus, Bratislava).

Vysledky a diskusia

Derivaty kyseliny lipoovej a betainu boli pripravené podl'a Lawrence, L. J.; Eisenberg, R. L.
US 2007/0083054 A1, ¢o je naznacené v nasledujucej schéme.
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Obr.1.: Kalibratné kriviy pre tri sledované lektiny — zfawa hore SMA | RCA 2 Con &

V pripade Con A sluzil ako neSpecificky analyt transferin, ktory aj napriek tomu Ze
neobsahuje man6zu v koncovych Castiach glykanu s lektinom pomerne silno interaguje. Z

toho dovodu bola na vySetrenie
invertaza.

nespecifickych interakcii pouzitd chemicky oxidovana

SNA RCA

Obr.2.: Glykanove Struktlry sledovanych glykoproteinov spolu so Struktirami powZitych lektinov.

~ 228 ~



Reductive
desnrptmn Sorption of thiols

Clean Au surface

88 i

Biorecognition surface Mixed SAM
Lectin \ A\ratinn of
immobilization -COOH gropus

Activated mixed SAM

Obr.3.: Postupna schéma pripravy povrchu biosenzora na detekciu réznych glykoproteinov, vratane reduktivnej desompcie tiolov
na regeneraciu zlatych povrchov pri aplikaci negativneho potencialu.
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- princip analyzy ako v pripade ELISA
- rozlicné konfiguracie

- jednoducha a univerzalna

- vysoka reprodukovatelnost

- nutnost’ pouzivat znacky

Y Y

hzyme-linked lectin assays)

Obr 2: Dve konfiguracie ELLA

Obr 3: Struktdra dvoch glykoproteinov

Metdéda poskytla

- Kp porovnatelné s literattrou

- Udaje o kooperativite vazby

- Kp hodnoty v sulade s poétom Man
jednotiek ako i jej dostupnostou

Mislovicova et al. Colloids Surf. B: Biointerf. 94 2012 163

‘vzorky RA

lektin SNA

SNA/RCA
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Obr 4: Analyza krvi [udi s RA pomocou ELLA.

Metéda umozriuje

- analyzu mnohych vzoriek
- vidiet rozdiely v glykoprofile

Nutnost’ vyuzit’ viacero lektinov
alebo predseparaciu

~ 231~



= v =

Lektinové bioCipy (lectin microarrays)

Obr 5: Tri konfiguracie lektinovych bio¢ipov (vlavo) a typicky vysledok analyzy glykoproteinov (vpravo)

- malé spotreba lektinov/vzoriek - nutnost’ pouzivat znacky
- rozliéné konfiguracie - relativne nizka citlivost — DL pM — nM
- vysoko-paralelné merania - nutnost’ predupravy vzorky

- vysoka reprodukovatelnost

Gemeiner et al., Biotechnol. Adv. 27 2009 1 Katrlik et al., Med. Res. Rev. 30 2010 394

SPR - Surface Plasmon Resonance

__*| - analyza bez znacky
f . v .
\/ - absoltutne mnozstvo proteinov
o - analyza afinitnych konstant
' - analyza v realnom ¢ase
_j/ T - drahy p.rilstroj’
- nizka citlivost
- merania v ultratenkej vrstve
Obr 6: Princip &innosti SPR a sensorgram = UZky rozsah pOVFGhOV
Table 1
prass Dissociation constants of glycoprotein - lectin interactions from SPR assays.
o Kp* (LM) Kp® (pM)
30000
4000 Analyte ConA LCA ConA LCA
= a0 INV 03 01 08 0.1
f GA 26 14 3.0 4.8
& 2000 TRF 1.2 6.5 135 242
GO 038 0.3 1.3 1.6
by BAM 27 0.5 8.8 1.2
[} INV - invertase; GA - glucoamylase; TRF - transferrin; GO - glucose oxidase; BAM -
° » m“me [mi:j e = albumin, a-p-mannopyranosylphenyl isothiocyanate, ConA - concanavalin A, LCA
- Lens culinaris agglutinin.
Obr 7: Uréenie mnozstva lektinu Katrlik et al., Colloids Surf. Physicochem. Eng. Asp. 382 2011 198
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Obr 8: Cinnosti biosenzora na baze EIS

Bertok et al., Microchim. Acta, v tlai
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Obr 9: Modifikacia povrchu pre EIS meranie

- analyza bez znacky
- lacny pristroj

- ultravysoka cilivost
- kratky ¢as analyzy

ektrochemicka impedan€na spektroskopia

- vysoka flexibilita modifikacii
- kontrola merania v realnom c¢ase

- komplikovanejsi array format
- kompatibilna s vodivym povrchom

B. == 1001MASF
~v= SNAI+PVA
~4= 100 M FET

Obr 10: Realny zaznam EIS merania

ntrola imobilizacie v nanoskale

Obr 11: Zmena povrchu poéas pripravy biosenzora: 1. zlato, 2. SAM (self-assembled monolayer), 3. lektin a 4. blokovanie
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Obr 12: Kalibracia biosenzora

Charakteristiky biosenzora

Rozsah: 7 poriadkov

l?L: 1 fM (24 000 molekul v 40 pl)
Cas: 30 min vratane inkubacie
Kvantitativne stanovenie SA

Vysoké nesp. interakcie
Jednorazové pouzitie

Bertok et al., Microchim. Acta, zaslané
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uzitie zlatych nanocastic
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© @ Mannose a
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Legend: ) NH-terminated AT ) OH-terminated AT ) COON-terminated AT ) Activated COOH-terminated AT cM

Obr 13: Priprava biosenzora
Obr 15: Kalibracia biosenzora

Charakteristiky biosenzora

Rozsah: 7 poriadkov

DJLs 1 aM (24 molekul v 40 pl)
Cas: 30 min vratane inkubacie
Kvantitativne stanovenie SA

Gpn UM

Obr 14: Zlaté nanoc¢astice na povrchu biosenzora Bertok et al., Anal. Chem, zaslané
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Uvod

V sucasnom svete, ktory je charakterizovany prudkym narastom miery poznania veci a dejov
s vel'kym vplyvom rychle sa rozvijajucich technologii je pre kazdého z nas stale dolezitym
aspektom zvySovanie kvality Zivota a produktivity prace. S tym ide ruka v ruke vyvoj novych
metdd, ktoré nam umoznia vplyv tychto dejov sledovat’ po stranke kvalitativnej i
kvantitativnej. Jednou z oblasti, ktord méa vyraznym spdsobom napomdct’ vyrovnat sa s tymto
naporom je vyvoj a praktické vyuzivanie novych a robustnych analytickych technik s
dosahom na r6zne oblasti akymi su biotechnolégia, zdravotnictvo, potravinarstvo,
farmaceuticky priemysel, klinickd diagnostika, sledovanie kvality Zivotného prostredia a
dalsie. Dolezitymi parametrami takychto analytickych =zariadeni su najmi presnost,
spolahlivost’, rychlost’, vysoka citlivost’, simultannost’ analyz s moZznostou miniaturizovat’
analytické zariadenia, tak aby boli prenosné s moznostou ich vyuZzitia prakticky kdekol'vek.

V stcasnosti je trendom priprava zariadeni, ktoré integruju spracovanie vzorky s jej ti€innou
analyzou vo formate Cipov (lab on a chip), pripadne umoziluju vysoko paralelni analyzu
vzorky na povrchoch s vysokou hustotou biorozpoznéavacich elementov (microarray format
analyzy). Doraz je v dneSnej dobe kladeny na kontrolu imobilizacie v nanoskale, pripadne na
modifikaciu povrchov s kontrolou ich vlastnosti a funk¢nosti s integraciou nanotechnologii
(vyuzitie nanoStruktar pripadne ich priprava a manipulacia s nimi).

Jednym z modernych a vel'mi perspektivnych pristupov spifiajucich tieto poziadavky je vyvoj
a aplikacia bioanalytickych zariadeni pripadne biosenzorov. Biosenzory predstavuju
perspektivnu alternativu k tradicnym analytickym technikdm, pretoZe s eleganciou kombinuju
Specificitu a citlivost’ biomolekul (enzymy, DNA, protilatky, bunky, bunkové Struktiry,
aptaméry a peptidové aptaméry) so silou a ucinnostou mikroelektroniky pri priprave
jednoduchych, rychlych, citlivych, Specifickych a cenovo nendrocnych analytickych
systétmovl. Prevadzkové naklady su relativne nizke a variabilita konStrukénych rieSeni
umoziuje vysoku flexibilitu systému, ked’ je moZzné jednoduchou modifikaciou dosiahnit’
Specificitu analyzy Sirokého spektra analytov ako i rozlicnych typov vzoriek, vratane
biotechnologickych.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako galaktézaoxidaza (GalOD), uhlikové nanorurky (CNT),
dialyza¢néd membréna a chitozan boli najvysSej moznej Cistoty, zakupené v Sigma Aldrich (St.
Louis, USA). Pri vsetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana
voda (3 [1S). Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regeneraciou zlatych
povrchov sa uskutoc¢nilo na laboratornom potenciostate/galvanostate (Ecochemie,
Holandsko).

Vysledky a diskusia

Chitozan bol pouzity na pripravu CNT disperzie vyuzitej pri konstrukcii GalOD biosenzora.
Chitozan je vysoko biokompatibilny polymér pouzivany na imobilizaciu enzymov a Sirokt
Skalu biomedicinskych a biotechnologickych aplikacii.2,3 Bol vySetrovany vplyv rozli¢nych
parametrov, ako povaha vnutornej a vonkajSej vrstvy; sietovanie enzymového filmu;
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pracovny potencial a prietok vo FIA forméate na citlivost, selektivitu a detek%cny limit
stanovenia (Obr. 1). Finalna konfiguracia biosenzora bola natol’ko mechanicky stabilna, Ze
odolala vysokym prietokovym rychlostiam az 3,75 ml min-1 pocas premyvania prietokovej
cely a bolo skutocne t'azké ju pri mechanickom cisteni elektrody odstranit’. Po optimalizacii
vplyvu pracovného potencidlu na selektivitu stanovenia galaktdézy v pritomnosti kyseliny
askorbovej (vitamin C) a vplyvu prietokovej rychlosti na citlivost’ a ¢as analyzy (Obr. 2) bolo
mozné skonstruovat’ robustny biosenzor schopny detegovat’ galakozu aj v krvnej plazme S
extrémne vysokou rychlost'ou analyzy (150 vzoriek za 1 h).
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Obr.1.: Vplyv pracovného potencialu na citivost (sensitvity) a detekény limit (detection limit) biosenzora.
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Obr.2.: Vplyv prietoku na citivost (sensitivity) biosenzora a na mnoZstvo analyzovatelnych vzoriek (sample throughput)
v prietokovom systéme.
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Uvod

V konvenc¢nich palivovych ¢lancich je jednokrokové transformovana ¢ast chemické energie
dodavaného paliva na energii elektrickou pomoci anorganickych katalyzatort, pfedev$im na
bazi vzacnych kovi. V posledni dekadé je vSak predevsim diky rozvoji nanotechnologii
dosahovano ¢im dal vétsi efektivity pfi konstrukci tzv. biopalivovych ¢lanktt (BFC,
biobaterii), ve kterych jsou anorganické katalyzatory nahrazeny biokatalyzatory — jak Cistymi
enzymy, tak celymi bunikami, popf. jejich ¢astmi [1].

Pro dosazeni co nejvyssi efektivity biopalivového ¢lanku je dilezité imobilizovat maximalni
mnozstvi biokatalyzatoru (v tomto pifipadé¢ enzymu) na povrch anody a katody. Za timto
ucelem se zvysSuje povrch elektrody jejim strukturovanim v nanoskéle, napt. deponovanim
vodivych nanocéstic (kovovych nebo uhlikovych). Jako velmi efektivni se ukéazaly napft.
modifikace vodnou disperzi zlatymi nanocasticemi [2] nebo sférickymi uhlikovymi
nanocasticemi (KetjenBlack) dispergovanymi v hydrofobnich fluorovanych polymerech [3,4].
Pozitivni vliv na efektivitu bioelektrokatalyzy ma ptfitomnost uhlikovych nanotrubicek
(CNT), jez zvysuji celkovou vodivost nanokompozitli. Jako jedno z disperznich ¢inidel pro
CNT byl s dobrymi vysledky testovan i chitosan — ekonomicky vyhodny polysacharid na bazi
biopolymeru chitinu [5].

V této praci je testovana kombinace KetjenBlack (KB) jako nanomateridlu s dobrymi
adsorp¢nimi vlastnostmi a CNT jako nanomateridlu zvySujici celkovou vodivost pro piipravu
nanostrukturované anody a katody a po adsorpci pfisluSnych enzymi (fruktoza
dehydrogenaza — FDH — jako anodicky a bilirubin oxidaza — BOD — jako katodicky, kyslik
redukujici  biokatalyzator), jejich vyuziti v  konfiguraci  fruktézo-kyslikového
jednokomorového biopalivového ¢lanku spolu s voltamperometrickou charakteristikou
samostatnych elektrod i sestrojeného BFC. Jako disperzni ¢inidlo KB a CNT je pouzit
chitosan, ¢imz se sniZi vyrobni cena a zvysi biokompatibilita zafizeni.

Material a metody

CNTs (d = 1.1 nm, | = 0.5-100 um, cistota > 90%), BOD (8 U mg—1, Myrothecium
verrucaria), chitosan (CHI, MW = 50-190 kDa) — Sigma Aldrich; St. Louis, USA. FDH —
Sorachim; Pafiz, Francie. KetjenBlack EC 600-JD (Akzo Nobel Polymer Chemicals B.V.,
Amersfoort, Nizozemsko) darovany firmou Biesterfeld Silcom s.r.o. (Praha, Ceska republika).
Ostatni chemikalie Cistoty p.a. Modifikované uhlikové elektrody (GCE; BAS) byly
charakterizovany pomoci cyklické voltamperometrie (CV) na potenciostatu PGSTAT 128N
(Ecochemie, Utrecht, Nizozemsko) s trielektrodovym usporadanim (Ag/AgCl referencni, Pt
pomocna a modifikovana uhlikova jako pracovni elektroda). GCE byly modifikovany pomoci
chitosanovych disperzi s riznym obsahem KB a CNT a nasledné nechany uschnout na
volném vzduchu a oplachnuty destilovanou vodou. KB-CHI disperze (13 mg ml- 1) byla
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pfipravena homogenizaci chitosanu (0,1% v 0,3% kyseliné octové) s KB, CNT-CHI (5 mg
ml-1) pfipravena dispergaci CNT v chitosanu pomoci ultrazvukové lazn¢ (Bandelin DT 102
H, Bandelin electronics, Berlin, Némecko). Vysledna KB/CNT-CHI smés byla pfipravena
smisenim KB-CHI, CNTCHI a chitosanu v optimalizovaném poméru. Ptipravené elektrody
(GCE||[dKB/CNT-CHI) byly nasledné inkubovany (8 h, 4°C) s roztokem BOD (0,25 U; 100
mM acetatovy pufr pH 6) nebo FDH (15 U; 100 mM acetatovy pufr pH 5), ¢imz byla
finalizovana pftiprava bioanody (GCE|[dKB/CNT-CHI||FDH) a biokatody (GCE||dKB/CNT-
CHI||FDH).

Vysledky

Prvnim krokem k optimalizaci elektrodového rozhrani bylo zajisténi mechanické stability
nanokompozitu po zaschnuti. Pti aplikaci 10 [J1 disperze s obsahem KB 13 mg ml-1 na
elektrodu se po zaschnuti ¢ast kompozitu ponofenim elektrody do pufru odplavila.
Koncentrace KB byla proto snizena zifedénim disperze roztokem chitosanu v poméru KB-
CHI:chitosan = 1:2 (dKB-CHI) a rovnéz bylo snizeno mnozstvi disperze aplikované na
elektrodu (5 [J1). Tim bylo dosazeno stabilni modifikace GCE uhlikovymi nanoc¢asticemi.

V dalsim kroku byl zjistovan vliv integrace CNT do dKB-CHI. Na obr. 1 jsou cyklické
voltamogramy elektrod modifikovanych dKB-CHI a dKB/CNT-CHI disperzemi, pficemz v
druhém ptipadé byly zjistény vyssi kapacitni proudy svédcici o vétsi elektrochemicky aktivni
plose povrchu elektrody.

Nasledn¢ byl optimalizovan pomér CNT a KB v modifika¢ni disperzi porovnavanim
biokatalytické odezvy v pfitomnosti kysliku poté, co GCE|[dKB/CNT-CHI elektrody
pfipravené ze smési s riznymi koncentracemi KB a CNT byly inkubovany s roztokem BOD.
Nejvvyssi proudova odezva byla dosazena s GCE|dKB/CNT-CHI|BOD pfipravené z
disperze obsahujici 0,67 mg ml—1 CNT a 4,3 mg ml—1 KB. U takto ptipravené biokatody byla
porovnanim CV méfenych v deaerovaném a aerovaném pufru zjiSt€éna maximalni proudova
hustota 272 pA cm—2 pfii potencialu 0 mV (viz obr. 2).

GCE||[dKB/CNT-CHI byla pouzita i na konstrukci bioanody, bez dal$i optimalizace na
bioelektrokatalytickou aktivitu FDH vzhledem k tomu, ze za limitujici faktor pro tc¢innost
BFC byva povazovan transport naboje na/z povrch biokatody. Po inkubaci s FDH byla u takto
pfipravené bioanody pomoci porovnani CV v Cistém elektrolytu a v pfitomnosti 200 mM
fruktozy zjiSténa maximalni proudova hustota 451 pA cm—2 pfi potencidlu +300 mV (viz obr.
2).

= FCE||dKECHT-CHI
—— GLE|[dKB-GHI

1 i)
|
|

o a1 a2 83 L
E

0br. 1: CV elekimd modfkovanych deB-CHI [Zerverd kivia) 3 dkKBCNT-CHI (tema kvia). Skenovacl pchiost 10 my s-1,
mefeno v 100 mil acetatowsm pufru pH 6.

Optimalizovana GCE||dKB/CNT-CHI||BOD a GCE|[dKB/CNT-CHI||FDH byly nasledné
pouzity jako elektrody jednokomorového biopalivového ¢lanku, pracujicitho v 5 ml 100 mM
acetatového pufru pH 6 s obsahem 200 mM fruktézy (anodicky substrat) a probublavaného
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vzduchem (kyslik jako katodicky substrat). Pro zkonstruovanou biobaterii byly zjistovany
zékladni operacni charakteristiky:

Voltamperometrickd charakteristika je znazornéna na obr. 3, stejné jako zavislost vykonu na
napéti biobaterie. Z grafu na obr. 3 je rovnéz patrné, ze maximalni vykon zafizeni (50 [IW
cm-2) byl dosédhnut pfi vlozeném napéti 300 mV.
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Uvod

Galaktézaoxidaza (GalOD) je velmi zaujimavym enzymom, ktorého aktivne centrum bolo
velmi dlho z&hadou, s unik4tnou kombinaciou kovu (Cut+/2+) s tyrozinovym radikélom.1
Tento enzym nie je substratovo Specificky a dokaze okrem galaktézy oxidovat’ aj d’alSie latky
ako polyoly (dihydroxyaceton) pripadne vyssie molekulové sacharidy s terminalnou
galakt6zou (napr. laktoza).

Biosenzory na rozdiel od klasickej inStrumentalnej techniky analytického laboratéria
vyuzivaju biorozpoznavacie molekuly, ¢o je koncept, ktory ma svoje vyhody a nevyhody.
Vyhodou je zvysSena selektivita stanovenia a védc¢Sinou aj rychlost’” merani s jednou velkou
nevyhodou — problémom so stabilitou biorozpoznavacich elementov. Tento fenomém putal
vel'ki pozornost od pociatku konStrukcie biosenzorov. Skladovacia (biosenzor nie je
pouzivany) a opera¢na (pocas pouzivania biosenzora) stabilita do znac¢nej miery urcuje
uzitocnost’ tychto zariadeni. Inaktivacia biorozpoznavacich elementov je komplexnym
fenoménom s celkovou zmenou 3-D Struktiry, ¢o sa nakoniec prejavi v zmene Struktiry
biorozpoznavacej Casti. Zna¢nou komplikaciou je, ze technika stabilizacie G€inna pre jeden
biorozpoznavaci element nie je efektivna pre stabilizaciu inych. VysSie molekulové latky -
polyelektrolyty stabilizuj proteiny prostrednictvom elektrostatickych interakcii.

Tento koncept stabilizacie proteinov (enzymov) pri priprave biosenzorov bol rozvinuty v 90-
rokoch Gibsonom2 a bol tGspes$ne vyuzity aj dizertantom v kombinacii s enzymami pripadne
mikrobialnymi bunkami. Kombinacia viacerych polyelektrolytov a polyolov, ktoré vyraznym
sposobom zvysili skladovaciu stabilitu pri laboratornej teplote (30°C) bola pouzita aj v tejto
praci. Jedna z kombinacii (inozitol s polyetyléniminom) zvysila polCas zivotnosti
galakt6zového biosenzora takmer o jeden poriadok.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako zlozky médii pre baktérie, galaktdézaoxidéza,dialyzacna
membrane a d’alSie boli najvysSej moznej Cistoty, zakupené v Sigma Aldrich (St. Louis,
USA). Pri vSetkych experimentoch sa pouzivala sterilnd, redestilovana a filtrovana voda (3
[)S). Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regeneraciou zlatych povrchov
sa uskutoc¢nilo na laboratornom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia

Na zvySenie citlivosti merani bol pouzity pomocny enzym HRP, ktory sluzil na odstranenie
peroxidu vodika produkované¢ho GalOD. Pridany medidtor ferocén zase s vysokou efektivitou
regeneroval HRP na elektrode, o dovolovalo vyuZit' nizky takmer idealny pracovny
potencidl (0 mV vs. SCE). Elektroda bola ferocénom modifikovand z jeho roztoku v
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parafinovom oleji, ¢o potlacilo kapacitny prad a teda aj Sum merania, ¢o znizilo aj detekény
limit.

Dihydroxyaceton (DHA) sa pouziva pri vyrobe samoopalovacich krémov, pripadne ako
nutricny doplnok. DHA je mozné vo vysokych vytazkoch pripravit oxidaciou glycerolu
viacerymi kmenmi octovych baktérii (Gluconobacter alebo Acetobacter) a tento
biotransformaény proces bol off-line monitorovany galaktdézaoxiddzovymi biosenzormi.
Biosenzor bol velmi citlivy na svoj analyt s vysokou stabilitou vo¢i zvySenej teplote s
detek¢ny limitom 0,8 [JM a linearnym rozsahom po 0,5 mM (Obr. 1).

Tato metéda umoziiuje vzorku vyrazne nariedit, ¢o znizuje koncentrdcie moznych
interferujucich latok.

Pri ampérometrickom stanoveni DHA je cilivost’ na glycerol len 0,2% citlivosti na DHA, ¢im
pociatocna koncentracia glycerolu 50 g 1-1 dava koncentracny ekvivalent DHA 0,2 g 1-1. V
pripade ampérometrického biosenzora bola korelacia vysoka s R2=0,999 (Obr. 2).
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Obr.1.: Odozva DIGSEMZOR Na Zviseni tapioty pofas analfzy (viavo) 3 fypicka kallbratna kivka v dvoch rozliémych typoch
timiveno rozioku {napravo).
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0br.2.: Valldacla blosenzora referanénou analytickow mettdou s vyuHitim spekbrofotomeinciehg stanovenia.
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Uvod

Trh biosenzorov v roku 2003 bol podl'a dvoch nezavislych zdrojov od 6,1 po 7,3 miliardy
americkych dolarov s rastom na 10 miliard v roku 2007 alebo 8,2 miliardy v roku 2009.1
Dalsi zdroj odhaduje cenu trhu biosenzorov na 6,1 miliardy v roku 2012.2 Trhmi, kde sa
biosenzory uplatiuji st vo farmaceutickom/biotechnologickom priemysle, potravinarskom a
vo vojenskom sektore.3,4

Mikrobialne bunky sa s obl'ubou pouZzivaju pri priprave biosenzorov, najma kvoli tomu, ze
enzymy nemusia byt pracne izolované, enzymy sa nachadzaju vo svojom prirodzenom
prostredi a kofaktory a aktivatory su taktiez pritomné. To z nich robi vel'mi lacn1 alternativu k
enzymovym biosenzorom. Ich nevyhodou je vSak nizka selektivita stanovenia kvoli
lokalizécii celej sady roznych (interferujicich) enzymov a pomald odozva kvoli pritomnosti
difiznych bariér (cytoplazmatickd membrana). Aj kvoli tomu sa casto vyuzivaju v
aplikaciach, v ktorych je z tejto nevyhody razom velkd vyhoda napr. stanovenie sumarnych
parametrov (biologicka spotreba kyslika, asimilovatel'né sacharidy atd’.), pripadne konstrukcia
biopalivovych ¢lankov. V tejto praci st vyuzité najmé bakteridlne bunky Gluconobacter
oxydans, vyznacujuce sa unikatnou organizaciou respiratného retazca s lokalizaciou
viacerych dehydrogenaz v cytoplazmatickej membrane s orientaciou aktivnych centier
enzymov smerom k periplazme. Takato orientacia aktivnych centier enzymov je vyhodna pri
konstrukcii biosenzorov s rychlou odozvou a vysokou citlivost'ou stanoveni. Takyto biosenzor
bol vyuzity na monitorovanie etanolu pocas biotechnologického procesu.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako celuloza cetat, dialyzatnd membrana a zlozky médii pre
baktérie boli najvy$Sej moznej Cistoty, zakipené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pri
vSetkych experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovand a filtrovand voda (3 [IS).
Elektrochemické merania, vratane procedur spojenych s regeneraciou zlatych povrchov sa
uskuto¢nilo na laboratérnom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia

Typickd nevyhoda mikrobidlnych biosenzorov — ich nizka selektivita je v literatire rieSena
viacerymi pristupmi, ako napr. indukciou, pripadne inhibiciou trasportnych/metabolickych
dréh; inkorporaciou plazmidov na vnesenie vhodnych enzymov; pripadne vyberom vhodného
prevodnika; ¢ pH merania.5 Dalsie nové techniky, ako uvolnenie kofaktorov z bunky,
nadexpresia enzymov bunke prirodzenych alebo cudzich, pripadne zvySenie afinity analytu
boli tiez popisané. Tieto techniky su viac, ¢i menej asovo a technicky ndro¢né, a preto
predmetom jednej naSej Studie bolo vyuzitie jednoduchého a univerzalneho principu —
pouzitie membrany so ,,size-exclusion® efektom (priepustna pre molekuly s molekulovou
velkostou do 100 Da) pripravenej z acetatu celuléozy. Vyhodou tejto metddy je, ze
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b113

mikroorganizmy nie je nutné ,upravit* akymkol'vek spdsobom, ale vyuziju sa intaktné
nemodifikované bunky, ktoré sa len prekryju acetat celul6zovou membranou, ¢o je vel'mi
jednoduchd, cenovo nenarocna a rychla procedura (40 min). Takto pripraveny biosenzor bol
porovnavany s biosenzorom, kde vrstva buniek bola prekrytd len dialyzatnou membranou
(priepustnd pre molekuly do 12 kDa). Analyza vysledkov odhalila, ze acetat celulozova
membrana nie je limitujucim faktorom pri difuzii etanolu (EtOH, 46 Da), zatial’ o difuzia
glycerolu (Gly, 92 Da) bola ovplyvnena sudiac podl'a zmeny faktora citlivosti EtOH/Gly z
hodnoty 183 (dialyzatna membrana) na hodnotu 1367 (acetat celulozovda membrana) (7,5-
nasobok) (Obr. 1A). Difazia glukézy (Glu, 180 Da) bola vyraznej§im spésobom limitovana so
zmenou faktoru citlivosti EtOH/Glu z hodnoty 9,3 na 541 (58-nasobok).

Typicky ¢as odozvy 13 s (Obr. 1B) a detekény limit pod 1 [1M bol lepsi alebo porovnatel'ny s
najlepSimi enzymovymi biosenzormi na stanovenie etanolu.
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Obr.1.: Selekivita stanovenia etanol v priomnost glukozy mikrobldinym bosenzomm & dialyzatnou alebo acetat celuldzovou
vonkajiou membranou (&) &as odozvy 1akahobo blosenzona (B).

Analyza etanolu biosenzorom bola porovnana s referen¢nou analytickou metédou (HPLC) na
vzorkach z etanolovej fermentacie s velmi dobrou zhodou (R2=0,996, b=1,06) i napriek
tomu, Ze v pociato¢nych hodinach fermentacie bola glukéza pritomna v koncentraciach az
200 g I-1 (Obr.2). Mikrobialny biosenzor mal dalSiu vyhodu oproti enzymovym
biosenzorom, Ze jeho citlivost moze byt modulovana do zna¢nej miery substratom, ktory je
na pripravu mikrobidlnych buniek pouzity, co mdze byt’ vel'mi i¢innym nastrojom hlavne pri
detekcii neobvyklych napr. chiralnych substratov.6
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Uvod

Biosenzory na rozdiel od klasickej inStrumentalnej techniky analytického laboratéria
vyuzivaju biorozpoznavacie molekuly, ¢o je koncept, ktory mé svoje vyhody a nevyhody.
Vyhodou je zvysSend selektivita stanovenia a védc¢Sinou aj rychlost’” merani s jednou velkou
nevyhodou — problémom so stabilitou biorozpoznavacich elementov. Tento fenomém putal
vel’ku pozornost od pociatku konstrukcie biosenzorov. Skladovacia (biosenzor nie je
pouzivany) a opera¢na (pocas pouzivania biosenzora) stabilita do znac¢nej miery urcuje
uzitocnost’ tychto zariadeni. Inaktivacia biorozpoznavacich elementov je komplexnym
fenoménom s celkovou zmenou 3-D Struktury, ¢o sa nakoniec prejavi v zmene Struktury
biorozpoznéavacej Casti. Zna¢nou komplikéciou je, Ze technika stabilizacie Gi¢inna pre jeden
biorozpoznavaci element nie je efektivna pre stabilizaciu inych. V praxi sa tento problém riesi
vacSinou systémom pokus/omyl vyuzitim viacerych pristupov ako napr. vyber vhodnej
imobilizacnej] metdédy (kovalentnd, adsorpcia, prekrytie membranou, inkorporacia do
vhodného matrixu pripadne zosietenie)l,2, aplikdcia proteinového inzinierstva (cielena
evolucia, pridavok peptidového retazca, mutagenéza, ,,rational design®)3, vyuzitie rozli¢énych
stabilizujicich molekul (polyelektrolytov a polyolov) a najnovsie aj vyuZzitie Sirokej palety
nanoStruktir (nanocastice, nanovlakna/nanorirky, mezoporézny material)4.

Pravdepodobna funkcia nizkomolekulovych aditiv (sacharidy, polyoly) je v ich interakcii so
solvatatnym obalom proteinov a zvySenim povrchového napitia vody, ¢o ma za nasledok
zniZenie pravdepodobnosti denaturacie proteinu (zvysenie povrchu proteinu), ked’Ze toto je
energeticky nevyhodny stav.Vyssie molekulové latky - polyelektrolyty stabilizuji proteiny
prostrednictvom elektrostatickych interakcii. Tento koncept stabilizacie proteinov (enzymov)
pri priprave biosenzorov bol rozvinuty v 90-rokoch Gibsonom5 a bol tspesne vyuzity aj
dizertantom v Kombinacii s enzymami pripadne mikrobiadlnymi bunkami. V tejto praci boli
nevyhody vyuzitia relativne nizko stabilnych enzymov odstranené vyuzitim mikrobidlnych
buniek, ktoré boli eSte dodatocne stabilizované d’al§imi pomocnymi latkami pocas
skladovania biosenzora.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako zlozky médii pre baktérie, dialyza¢na membrana a d’alSie boli
najvysSej moznej Cistoty, zakipené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pri vSetkych
experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana voda (3 [JS). Elektrochemické
merania, vratane procedur spojenych s regenerdciou zlatych povrchov sa uskutoc¢nilo na
laboratornom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia
Relativne vel'kou vyzvou bola analyza skvasiteInych (utilizovate'nych) sacharidov vo
vzorkdch odobratych z fermentacie lignocelulézového hydrolyzatu. Je to dané tym, Ze
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lignocelulézovy hydrolyzat, ktory je obnovitelnym zdrojom na pripravu alternativnych
zdrojov energie (bioetanol)6, je vel'mi komplexnou zmesou latok obsahujiicou okrem
sacharidov aj mnohé inhibitory zo skupiny aromatickych aldehydov. Tieto inhibitory je pri
uspesnom pouziti enzymovych biosenzorov nutné pracne odstranit’ upravou vzorky s
naslednou separaciou napriklad kvapalinovou chromatografiou.7 Aj preto boli vel'mi ¢asto na
analyzu sacharidov v lignocelulézovom hydrolyzate vyuzivané neselektivne metdody ako
stanovenie redukujucich sacharidov. Baktérie G. oxydans st kvoli pritomnosti viacerych
enzymov schopné detoxikovat’ tieto inhibitory oxidativne.8 Nizka citlivost’ (50 nA mM-1)
mikrobialneho G. oxydans biosenzora na baze stanovenia kyslika bola vylepSena vyuZzitim
ferrikyanidu (hexakyanozelezitan draselny) ako mediatora. VysSia citlivost’ bola skuto¢ne
nutnd, pretoze koncentracia sacharidov pritomnych vo vzorkdch lignocelulol6zového
hydrolyzatu je nizka (1- 30 g I-1).

Citlivost’ sa podarilo vyraznym spdsobom zvysit’ (20x), ¢o umoznilo vyuzit' biosenzor aj na
analyze nizkych koncentracii sacharidov s detekénym limitom v rozmedzi od 0,9 — 19,3 mg I-
1 v zavislosti od sacharidu. Navyse bolo zistené, ze aj ked’ pritomnost’ lignocelul6zového
hydrolyzatu mierne znizuje odozvu biosenzora, tento pokles citlivosti je Gplne reverzibilny a
po vymene roztoku v meracej nadobke bola citlivost’ biosenzora na glukézu rovnaka ako pred
pridavkom vzorky hydrolyzéatu. Na kompenzéciu tejto inhibicie bola pouzita metdda Standard-
vzorka-standard. Reprodukovatelnost’ merani vzorky (priemerna RSD 4,0%) ako aj opera¢na
stabilita biosenzora bola vel'mi dobra (Obr. 1).

Skladovacia stabilita bola zvysena pouzitim trehaldzy ako polyolu. Vysledky analyzy vzoriek
lignocelul6zového hydrolyzatu boli vyjadrené ako arabindzovy ekvivalent, ked’Ze tento
sacharid nie je skvasitelny a je pritomny v rovnakej koncentracii pocas celého bioprocesu.
Vysledky analyzy biosenzorov boli vo velmi dobrej zhode s vysledkami ziskanymi
referenénou metdodou (papierova chromatografia) s korelacnym koeficientom 0,968 (vsetky
vzorky, smernica b=1,11) alebo 0,997 (vzorky s nemonotonnym poklesom koncentracie
sacharidov ur¢ené papierovou chromatografiou boli vyla¢ené, smernica b=1,06).
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0br.1.: Odozva biosenzora na rodicng substraty, wratane skvasitefmych sacharidoy (vwfavo) a typlcky realny zaznam merania
vZnriek [napravia).

Podakovanie

Tato publikacia vznikla vd’aka podpore v rdmci operatného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt: Centrum excelentnosti pre bielo-zelenti biotechnologiu, ITMS 26220120054,
spolufinancovany zo zdrojov Europskeho fondu regionalneho rozvoja.

Literatura

1 D'Souza S.F., Curr. Sci. 1999, 77, 69.

2 Chaniotakis N.A., Anal. Bioanal. Chem. 2004, 378, 89.

3 O'Fagain C., Enzyme Microb. Technol. 2003, 33, 137.

4 Kim J., Grate J.W., Wang P., Chem. Eng. Sci. 2006, 61, 1017.

~ 246 ~



5 Gibson T.D., Hulbert J.N., Parker S.M., Woodward J.R., Higgins 1.J., Biosens. Bioelectron.
1992, 7, 701.

6 Xu Q., Singh A., Himmel M.E., Curr. Opin. Biotechnol. 2009, 20, 364.

7 Persson P., Andersson J., Gorton L., Larsson S., Nilvebrant N.O. a kol., J. Agric. Food
Chem., 2002, 50, 5318. Buchert J., Niemela K., Puls J., Poutanen K., Proc. Biochem. 1990,
25, 176.

8 Buchert J., Niemela K., J. Biotechnol. 1991, 18, 1.

~ 247 ~



Monitorovanie vzniku 1,3-propandiolu z glycerolu pocas
biotechnologického procesu mikrobialnym biosenzorom

Tkac Jan*, Katrlik Jaroslav, Seféovicova Jana, Gemeiner Peter

Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-845 38 Bratislava
Chemicky ustav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zelenu biotechnologiu, Tr. A. Hlinku 2,
SK-94976 Nitra

*Jan.Tkac@savba.sk

Klicove slova
Biosenzor, Gluconobacter oxydans, ampérometrické stanovenie, 1,3-propandiol, biopaliva

Uvod

Baktéria Gluconobacter oxydans je schopna vel'mi vysokymi rychlostami a ne$pecificky
oxidovat’ Siroku paletu organickych latok ako cukry, alkoholy a polyoly (napr. aktivita
fruktozadehydrogenazy oxidovat cca 3 000 molekul substratu za 1 s). Siroké spektrum
moznych analytov je dané jednak viacerymi enzymami, ktoré su v cytoplazmatickej
membrane pritomné a jednak tym, Ze viacero enzymov je neSpecifickych (napr.
alkoholdehydrogenaza alebo ald6zadehydrogenaza). Okrem toho lokalizacia tychto
redoxnych enzymov v cytoplazmatickej membrane s orientaciou aktivnych centier smerom do
periplazmatického priestoru je vel'mi vitanou vlastnost'ou pri priprave biosenzorov. Je to dané
tym, Ze periplazmaticky priestor je I'ahko pristupny diftizii nizkomolekulovych latok smerom
k enzymom (cez poriny s velkostou umoziujicou priepustnost’ latok do 1000 Da) a
produktov enzymatickej reakcie smerom z bunky von. Tato ¢rta umoziiuje konstrukciu
mikrobidlnych biosenzorov s rychlostami odozvy a inymi parametrami porovnatelnymi s
enzymovymi biosenzormi.l Okrem toho, aktivne miesto enzymov je mozné regenerovat
nizkomolekulovymi redoxnymi latkami (medidtormi), ¢o zvySuje citlivost’ stanoveni v
porovnani s konfiguraciou bez vyuzitia medidtora (meranie respirdcie baktérie detekciou v
zmene v koncentracii kyslika). V tejto praci prezentujeme mikrobialny biosensor na
stanovenie 1,3-propandiolu, ¢o je vychodiskova surovina pri produkcii viacerych polymérov,
pocas biotechnologického procesu biosenzorom.

Materialy a metody

Vsetky pouzité chemikalie ako galakt6zaoxidaza, dialyzatnd membrana a d’alSie pomocné
latky boli najvy$Sej moznej Cistoty, zaktipené v Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pri vSetkych
experimentoch sa pouzivala sterilna, redestilovana a filtrovana voda (3 [JS). Elektrochemické
merania, vratane procedir spojenych s regeneraciou zlatych povrchov sa uskutocnilo na
laboratornom potenciostate/galvanostate (Ecochemie, Holandsko).

Vysledky a diskusia

Vyhoda vyuzitia mikrobidlneho biosenzora sa naplno potvrdila pri monitorovani 1,3 —
propandiolu (1,3-PD), pretoze dosial’ nebol publikovany Ziaden enzymovy biosenzor na
stanovenie tohto analytu (neboli informacie o tom, ze by niektory z enzymov tento analyt
vedel oxidovat’). Pri jeho konStrukcii sa vyuzila neSpecificita buniek G. oxydans oxidovat
viaceré Strukturne podobné molekuly. 1,3-PD je komerc¢ne vel'mi zaujimavy produkt, ktory
moze sluzit’ na produkciu plastov — polyesterovych zivic a vlakien so svetovou produkciou 1
000 t h-1.2 V 90-rokoch existovali tri technologie na pripravu tohto polyméru, dve z nich
zalozené na chemickom principe a jeden vyuZzivajtci glukézu ako prekurzor.3

V sucasnosti je velky zaujem nahradit’ klasické chemické technologie zaloZzené na
petrochémii novymi ,,zelenymi“ technolégiami s vyuzitim obnovite'nych zdrojov energie.
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Vytazok 1,3-PD z glukdzy je nizsi ako z glycerolu, ktory je odpadnou surovinou v procese
vyroby bionafty a je teda velmi lacnou surovinou s vel'mi priaznivym ekonomickym
dopadom na pripravu 1,3-PD.4 Na efektivne monitorovanie procesu transformacie glycerolu
na 1,3-PD boli vyuzité biosenzory na monitorovanie ako substratu (glycerolu), tak i produktu
(1,3-PD). V pripade monitorovania 1,3-PD boli vyuzité dva pristupy zalozené na mediatoroch
— rozpustny mediator ferikaynid a redoxny polymér na baze komplexu Os. Druhy pristup je
skuto¢ne unikatnym vo svetovom meradle a po prvy krat bol popisany kolegom Vostiarom
pocas staze v Lunde.5 Tento koncept bol neskor pouzity aj na redoxné zosietenie dalSich
bakteridlnych buniek s lokalizaciou enzymov smerom do periplazmatického priestoru.6
Unikatnost’ tohto pristupu spociva v elektrickom prepojeni intaktnych buniek s elektrédou
tymto redoxnym medidtorom, ¢im si zabezpecené vysoké pradové hustoty porovnatelné s
konfiguraciou biosenzora pracujiceho s rozpustnym mediatorom. Takto pripravené zariadenie
je jednoduchsie v porovnani s biosenzorom vyuzivajicim rozpustny mediator s moznostou
integracie pri konsStrukcii jednoduchsich a miniaturizovate'nych biopalivovych ¢lankov a
biosenzorov. V praci bolo postulované na zéklade praktickych experimentov a teoretickych
informdcii, Ze enzymami zodpovednymi za oxidaciu 1,3-PD st alkoholdehydrogendza a
aldehyddehydrogenaza. Tieto dva enzymy z G. oxydans boli purifikované7 a mézu v
budiicnosti sluzit’ na pripravu enzymovych biosenzorov na stanovenie 1,3- PD. Ked'ze vSak
enzymova aktivita glyceroldehydrogenazy je vyrazne niz§ia v porovnani S
alkoholdehydrogenazou (cca 180x), glycerol so stanovenim 1,3-PD neinterferuje ani v
pripade pouzitia buniek ako biorozpoznavacieho elementu. Biosenzor bol velmi citlivy s
detekénym limitom 0,4 mg I-1 s linearnym koncentracnym rozsahom pokryvajiicim takmer 4
poriadky. Stabilita biosenzora bola vynikajuca, ked’ aj po 140 h kontinualneho pouzivania
biosenzora vysledky stanovenia 1,3-PD boli vysoko reprodukovatel'né. Validacia biosenzora
referencnou analytickou metédou (HPLC) dopadla vel'mi dobre s korelaénym koeficientom
R2=0,998 a smernicou b=1,01 (Obr. 1).
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Obr.1.: Realny ziznam analyzy 1,3-propandiolu dvemi rozfiénymi konfiguraciam biosenzora {wawo) a validacia biosenzora
s metddou HPLC (napravo)
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Uvod

V stcasnosti predstavuji odpady z banskej a priemyselnej ¢innosti zavazny celosvetovy
ekologicky problém, pretoze svojim mnozstvom a zloZenim ohrozujii Zivotné prostredie. Casto
si ukladané na skladky alebo odkaliskd vo velkych mnoZstvach, veternou erdziou dochadza
k zna¢nému rozptylu pevného aerosélu do ovzdusia, dazd'ova voda a kyslé banské vytoky
(dalej AMD. zangl. Acid Mine Drainage) zvySuji mobilitu toxickych tazkych kovov do
vodného prostredia (Druschel, G. K. a kol., 2004) a riziko nedostato¢ne vybudovanych hradzi
Vv pripade extrémnych podmienok predstavuje hrozbu pre obyvatel'stvo v blizkom okoli. Na
Slovensku patria k takymto lokalitam napr. Slovinky, Horna Ves, Stiavnicky rudny revir,
skladky nebezpe¢ného priemyselného odpadu z vyroby oxidu hlinitého v Ziari na Hronom,
z vyroby niklu v Seredi a mnoh¢é d’alSie.

Jednou z moznosti vyuzitia takychto odpadov predstavuje vyroba pigmentov, po
ktorych sa svetovy dopyt zvySuje. Tieto odpady Casto predstavuju vyznamny zdroj surovin,
ktorych sekundarne zhodnotenie poméha rieSit naznacené environmentdlne problémy.
Pigmenty tvoria farebné zlu€eniny nerozpustné vo vode a v spojivach, ktoré¢ dodavaju farbu,
transparentnost’, mechanicki tvrdost aodolnost médiu, v ktorom si rozptylené
(Bendiganavale, 2008; V6lz, 2011). Vhodnost’ vyuzitia priemyselnych a banskych odpadov pre
takéto ucely si vSak vyZaduje dokonalé Stadium ich chemickych, mechanickych,
protikorozivnych a inych fyzikalnochemickych vlastnosti. Na§ prispevok uvadza predbezné
vysledky elementarnej, termalnej, fazovej a morfologickej analyzy odpadovych produktov
uskutoénenych v spolupraci s Ustavom anorganické chemie, AV CR, v Rezi u Prahy.

Material a metody

Ako vstupné suroviny na syntézu pigmentov boli analyzované:

1) Banské odpady: hydratované oxidy Fe™: prirodné AMD-produkty zo starych $t6Ini a
odkalisk (oznacCené ako H, V - vzorky zo starych §t6lni v blizkosti Belianskej vodnej nadrze a
Dolnohodrusskej vodnej nadrze; SE - vzorka z odkaliska Sedem Zien, ktord sa nachadza v
blizkosti Banskej Belej, SM - vzorka z odkaliska v blizkosti Smolnicka Huta severo-vychodne
od loziska medenej rudy).

2) Priemyselné odpady: oznacené ako LU - luZenec z haldy po vyrobe Ni v Seredi a
RMB - hnedy kal z odkaliska po vyrobe oxidu hlinitého v Ziari nad Hronom.
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Elementarna analyza surovin bola uskuto¢nena metoédou ICP-ES po rozklade v
kyselinach (HNOs, HCIO4, HF a rozpusteného zvysku v HCI) — analyzované v ACME
Analytical Laboratories Ltd., Vancouver.

Vzorky boli mlet¢ na gulovom mlyne FRITSCH Pulverisette 6 (vyrobca FRITSCH
GmbH, Germany, objem mlecej misky 150 cm?®, priemer g’ 8 mm.

Termalna gravimetricka analyza (TG) a diferencidlna termdlna analyza (DTA) boli
uskuto¢nené na pristroji SETARAM SET-SYS Evolution-16-MS, vyrobca SETARAM
Instrumentation. Ohrev vzorky pri atmosférickych podmienkach sa uskuto¢nil v intervale 20-
1100 °C rychlostou 10 °C.min™'; mnoZstvo vzorky cca 20 mg.

Féazova analyza sa uskutocnila na praskovom rtg difraktometri PANalytical X'PertPRO
MPD (vyrobca PAMalytical B.V.), vybavenom konven¢nou rontgenovou trubicou (CoKa
radiation, 40 kV, 30 mA, line focus) a viackanalovym detektorom X'Celerator s anti-scatter
Stitom. Meranie sa robilo v intervale od 10 do 95° ® 2 s posunom o 0,0167° a s casovym
intervalom 1050 sekund. Pouzilo sa klasické Bragg-Brentanovo usporiadanie s fixnou
divergen¢nou clonou a protirozptylovou clonou. Kvalitativna analyza bola vykonana s
balickom software HighScorePlus ods PANalytical, Holandsko, verzia 3.0d) a JCPDS PDF-2
databazy.

Stadium morfolégie bolo uskutoénené na skenovacom elektronovom mikroskope
(SEM) JEOL JSM-6510LV (vyrobca JEOL Ltd.), vybavenom EDX (Energy Dispersive X-ray)
a WDX (Wavelength Dispersive X-ray). Vzorky boli pred mikroskopovanim potiahnuté tenkou
vodivou vrstvou zliatiny Au-Pd. Tento mikroskop umoziuje meranie v sekundarnych a spétne
odrazenych elektronoch. Mikroskop pracuje ako vo vysokovakuovom, tak aj nizkovakuovom
rezime. Nizkovakuovy rezim umoziiuje pozorovanie nevodivych vzoriek bez nutnosti
pokovovania ich povrchu. K mikroskopu je pripojeny EDS detektor SSD INCA od firmy
Oxford Instruments, ktory deteguje prvky od boru po uran.

Vysledky a diskusia

Vysledky elementarnej analyzy potvrdili, Ze hlavnou zlozkou banskych odpadov
(vzorky H, V, SE a SM) je zelezo s obsahom 42,3-47,3 %, podobne ako v pripade
priemyselného odpadu LU, kde Zelezo tvorilo 51,5 % podiel. U vzorky RMB bol podiel Zeleza
iba 16 % a majoritny podiel tvoril vapnik s obsahom 17,3 %.

Fazova analyza vzoriek uskuto¢nena pred a po termdlnej analyze umoziluje
pozorovanie materidlovych zmien vyvolanych pdsobenim tepla. Pri vzorkach H, V, SE fazové
zlozenie po termalnej analyze preukazuje pritomnost” hematitu, ktory pravdepodobne vznikol
transforméciou (dehydroxylaciou) faz goethitu, akaganéitu, schwertmanitu a ferrihydritu
posobenim tepla (Bigham, J. M., a kol. 1996), ¢o je typické mineralogické zlozenie usadenin
tvoriacich sa z kyslych banskych vytokov (Gagliano W. B. a kol., 2004).

Termogravimetrickou (TG) a diferencidlnou termélnou analyzou (DTA) bolo zistené,
ze u vsetkych sledovanych vzoriek k prvym poklesom hmotnosti dochadza v intervale teplot od
110 - 152 °C, pricom v pripade LU a RMB ako priemyselnych odpadov je to iba 1,3; resp. 7,2
% a Vv pripade banskych odpadov st to podstatne vyssie hodnoty (17,5-26 %). Uvedeny pokles
hmotnosti mozno pripocitat’ na vrub straty fyzikalne viazanej vody v materiali, d’alSie termické
premeny pri vysSich teplotdch mozu v pripade banskych odpadov suvisiet’ s dehydroxylaénymi
reakciami a uvolnovanim CO; a NOy. Priklad TG a DTA analyzy vzorky priemyselného
odpadu luzenca uvadza obr. 1. V tomto pripade je proces transformacie ukonceny cca pri
teplote 750 °C a celkovd zmena hmotnosti azZ do 1100 °C je relativne nizka a neprevySuje 2,1
%, na rozdiel od vzorky RMB, kde celkovd zmena hmotnosti dosiahla 23,1 % do teploty 780
°C, kedy bola tepelnd transformacia ukongena.
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Obr. 1 DTA/TG analyza vzorky LU

Morfolégia vzoriek H,V SE, SM Studovana pomocou SEM je uvedend na obr. 1.
Z obrazku je zrejmé, ze vsetky vzorky banskych odpadov st aglomerované do zoskupeni
s velkost’ou niekol'kych um.

Obr. 2 SEM analyza vzoriek H, V, SE, SM

Zaver

Z uskutocnenych experimentov mozno usudzovat, ze produkty AMD sa daji termicky
transformovat’ na Zelezité pigmenty (az na kone¢ny hematit) a podla kalcina¢ne;j teploty, ktoru
mozno odhadnut’ na zaklade termogravimetrickej analyzy, aj na rdzne odtiene. V tejto oblasti
sa moézu v budicnosti uplatnit’ aj mechanochemické transformécie (reakcie prebiehajiuce
v tuhej faze), kde bude potrebné podrobne preskimat experimentalne podmienky. Okrem
pigmentov V pripade vhodnej farebnosti v naterovych hmotach je vS8ak mozné odpady
z banskej a priemyselnej ¢innosti vyuzit' aj v inych oblastiach, napr. ako zdroje dalSich
cennych surovin, ako adsorbenty, katalyzatory, regulatory pH, modifikatory pri remedidciach
pod a pod.
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Uvod

Stratégia na pripravu vakciny proti patogénu Bacillus anthracis je zaloZena na priprave
oligosacharidov L-ramndzy na ktoré sa naviaze vhodny nosi¢ a potom synteticky naviazu
d’alsie komponenty. Boli pripravené metyl 6-hydroxyhexanoyl glykozidy ako latky vhodné
na dalSiu syntézu. Na sledovanie pokrokov syntézy a Cistoty prekurzorov sme sa snazili
vyvinit® metdédu vhodni na tieto ucely a pouzitelni pre rychlu analyzu. Hmotnostna
spektrometria je jedna z takychto metdd, pretoze je rychla, spolahliva a vyzaduje malé
mnozstvo vzorky. Naviac, vysledky hmotnostnej spektrometrie sa daji vyuzit' pre
stanovenie Struktary biomolekul.

Materidl a metddy

Skdmané latky:

_ HyC . H,C T HyC —
. gic;:,/\-o(cuﬂsom Ho\;:/\ O(CHy)sCO0Me HO\Q/\ O(CH,)sCOOMe o a\m-g(cuﬂsooom
) °  om "o Ho
y HiC —
H 3 O HiC -~ -
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H4C -
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Hmotnostna spektrometria: Na analyzu bol 1 mg latky rozpusteny v 1 ml acetonitrilu a vody
(1:1, viv).

MS#* ESI analyza v pozitivnom 1 negativnom modde bola vykonana na pristroji Esquire 3000
ion-trap mass spectrometer (Bruker Daltonik, Bremen, Germany).

Vzorka bola zavedend do ESI i6nového zdroja prietokom 30 pL/min cez kovovu kapilaru pod
vysokym napétim 3.5 kV. Ako susiaci plyn bol pouzity dusik o teplote 250 °C a prietoku 5
L/min,

Na interpretaciu hmotnostnych spektier bol pouzity softvér Mass Frontier 4.0, modul
Fragments and Mechanisms.

Vysledky a diskusia:

Hmotnostné ESI MS" spektrd a- a B- monoramnozidov su takmer rovnaké z hladiska
fragmentacie. Malé rozdiely, ktoré su na spektrach viditel'né vSak nie st vhodné na rozliSenie
jednotlivych anomérov. Dominancia v MSMS spektre zakladného piku m/z 169 je peknym
dokazom aduktu sodika na metyl 6-hydroxyhexanoyl glykozid. Z kationizovanej molekuly sa
uvolni molekula vody [M+Na-H,0]", alebo acetaldehydu [M+Na-CH3HO]® a vzniknu
fragmenty s m/z 297 a 271. Spektra MS® tychto dvoch druhov vytvaraju sekundarne
fragmenty [M+Na-CH3CHO-CH,0]" s m/z 241. Odstiepenim glykozidu potom dostidvame
16n m/z 169.

o Na+ a+
mOW\/U\ HOW\/U\
o —— (@]
HO—""Ho OH |

[M+Na]* m/z315 m/z 169

Mass Spectrum Yiew - vp0103.d

Obr.1: spektrum vzorky metyl 6-hydroxyhexanoy! L-ramnozidu, ESI MS? v pozitivnom mode
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Hlavnou fragmentaciou u diramnozidov je skracovanie oligosacharidového retazca
pripominajuca vznik i6nov Y typu podla nomenklatiry Dommon a Costello. Tymto
sposobom je produkovany monomér s kationom sodika, ¢im vytvara hlavny pik spektra.
V nasledujicom fragmentaénom kroku je produkovany sodikovy adukt metyl 6-
hydroxyhexanoy! glycosidu (m/z 169) z monomérnych iénov m/z 315. Sodikovy adukt
metyl 6-hydroxyhexanoyl glycosidu teda nevznika hned’ v prvom fragmenta¢nom kroku, ale
az nasledne po eliminacii vdzby medzi sacharidmi. Hmotnostné spektra dimérov s réznou
interglykozidickou vdzbou 1- >2 a 1->3 su kvalitativne identické a nevykazuji ziadne
vyznamné rozdiely, ktoré by boli vhodné na ich rozlisenie.

Q Na' OnNa

Rh-o- Rh\ \/M Ma
[¢] HO
of X :
[M+Na]* miz461 \ / m/z 169

m/z 315

U o a f anomérov triméru su spektra podla ocakavania prakticky identické. Nie je to
prekvapenim, pretoze hlavna fragmentacia spociva v skracovani oligomérneho retazca
[M+Na]® bez ohladu na anomérnu konfiguriciu, ¢im vznikd sodikovy adukt diméru a
monoméru m/z 461 a 315. Fragmentacia MS? je potom podobna fragmentacii diméru a
monoméru ako su popisan¢ vyssie.

o Na' O Na"

Rh-o-Rh-o-Rh\M Ma
o HO
<|) o}

[M+Nal]* m/z607 ‘ / m/z 169

a O-Rh\ M -
o
|

o-Rh
Y,

Yy



.Mass Spectrum Yiew - vp0201.d

Obr 2: spektra vzoriek a) metyl 6-hydroxyhexanoyl L-ramnobiozidu, ESI MS? v pozitivnom
mobde

b) metyl 6-hydroxyhexanoyl L-ramnotriozidu, ESI MS® v pozitivnom méde.

Nasou snahou bolo vyuzit' na identifikaciu latok tohto typu aj hmotnostni spektrometriu
V negativnom modde. V tomto mdéde mono a oligosacharidy produkuju i6ny aniénovych
aduktov, deprotonovanych molekl aich fragmenty. Casto sa stava, e niektoré
oligosacharidy nepodliehaju deprotonizacii I'ahko, respektive ich vytazok nie je dostatocny
pre analyzu.Z tohto dovodu sa Casto pridavaju vhodné aditiva na zvySenie produkcie i6nov.
Vicsinou sa pridavaji rézne aniony pre tvorbu [M+A"] iénov v EST a MALDI hmotnostnej
spektrometrii. V naSom pripade sme ale nepridali ziadne aditiva, napriek tomu v spektrach st
viditeI'né i6ny [M+HCI]  vd’aka pritomnosti stopového mnozstva chloridovych aniénov v
destilovanej vode, ktora bola pouzitd na pripravu vzoriek. Tieto anidnové adukty sa celkom
lahko rozkladaju, pretoze ESI process vnaSa nadbytok energie a tym slaba vézba anidnového
aduktu disociuje. V pripade glykozylovanej ramnoézy hlavny pik v spektre m/z 291
reprezentuje deprotonizované iény [M-H] . MS?® fragmenty je vidiet ako i6ny [M-H-MeOH]
s m/z 259. Podobné fragmenty sa vytvaraju aj v pripade dimérov a triméru. Hmotnostna
spektrometria latok takéhoto typu vykonand v negativnom modde teda prinasa v spektrach
viditelné i6ny [M-H]" , [M+HCI]" , [M-H-MeOH]". Prekvapujico je v spektrach vidiet i
idnovomolekulovy produkt [2M-H]™ kedy [M-H] anion reaguje s neutralnou molekulou.
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Obr. 3: Negativne ESI MS spektrum vzorky metyl 6-hydroxyhexanoyl L-ramnozidu.
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Introduction

Synthetic model, which is analog of the side chain of the major glycoprotein of the Bacillus
anthracis exosporium, have been studied by electrospray ion trap mass spectrometry MSn. The
primary act efect of the ESI method is the attack by sodium cations, giving rise to the formation
of [M+Na]+ adducts. The positions of attachment of sodium cations to the molecule of the methyl
6-hydroxyhexanoyl glycoside of antrose, and the structure and coordination behavior with
sodium cation have been studied by quantum chemical calculations. The knowledge about
position of sodium cation to the molecule is important for the correct interpretation of
experimental mass spectra.

Experimental. o CHs

Compound investigated: %—NH fq\
/F HO - O(CH)sCOOMe
H3C CH3

All quantum chemical calculations were carried OMe
out using the Jaguar program?, version 5.5. The HO
optimization of the geometry was done using the
density functional method? (DFT). The hybrid functional B3LYP was used3* since it was found to
provide reasonable results for structures of coordinate compounds. All calculations were
performed using a 6-311++G** basis set.

Results and discussion.
The structure of compound was fully optimized at the density B3LYP/6-311++G** level and the
lowest energy conformation was selected to generate initial structures of Na* complexes. The
structure is characterized by the all-trans conformation of the aglycon, the (Z)-anti orientation of
amido group, and by an intramolecular hydrogen bond between hydrogen atom of hydroxyl
group and ether oxygen.

HE1
H57  HS6
st i 49 H59
He3
\QY H13>O8 H58 /@ﬂS
AT
e €5 H23 H5Z2 H53
H21/ H12 NO €45 €50
1 ¢ €16 Hs1 M pss
H2g P H15,/ " H14
H25 \oz €2 \lo4s
H35 c24 £
H28
o7 H26 C107122
40 Hay/ H34 H32 Hig H17
\\czeE3
Ha4
H38
39
A
H43
H42

Figure 1. Schematic representation of the lowest energy conformer together with the labeling of
atoms.
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The model compound has nine potentially coordinating centers; two hydroxyl oxygen atoms
(08, 048), two carbonyls (040, 046), four ether-type oxygen atoms (02, 07 019, 029), and a
nitrogen atom (N9). Considering two lone-pair eletrons on oxygen atoms, a location of a sodium
cation is possible at least two different locations. Therefore, altogether 17 different initial
structures were proposed for the 1:1 complex. A full optimization of these structures led to 11
different chelate structures. The values of selected geometrical parameters together with the
relative binding energies of 11 resulting complexes are given in Table 1. It appears that in three
complexes, M1, M2, and M5, three oxygen atoms participate in the coordination of Na*. In six
complexes, M4, M6, M7, M8, M9, and M11, Na+ is coordinated by two and in the M10 complex
only by one oxygen atom. Four optimized structures are shown in Figure 2. The Na-O distance
calculated for 11 complexes range from 2.12 to 2.56 A. For the closest donor oxygen atoms this
distance is in a range from 2.12 to 2.27 A. A comparison of optimized structures of complexes
with the lowest energy conformer of the free one revealed that formation of a chelate structure
influenced mainly the conformation of the side chains. This is illustrated by values of dihedral
angles listed in Table 1.

Table 1. The B3LYP/6-311++G** calculated energy (hartree) and the binding energy (kcal/mol)
of the optimized structures and selected structural parameters of complexes (length in A and
angles in deg) with Na*.

Chelating
Comp  Energy Evind  Tnvao  T16  T20  T24  T27  T39  Tas  Tas at.
M 1402.066377 -107 66  -175  -179  -171  -173  -174
M1 -1564.254010  -62.8 2214 -141 68 -176  -178  -175  -173 45 08,046,048
M2 -1564.251844  -61.4 2.262 139 -56 98 56 155 176 -172 08,040,046
M3 -1564.246285  -57.9 2143 -132 70 -175 180  -175  -173 64 046,048
M4 -1564.240121  -54.1 2164  -109 -63 107 60  -161  -171 176 039,040,046
M5 -1564.239818  -53.9 2223 -144 71 173 180  -174 172 172 040,046
M6 -1564.239149  -535 2205  -166 68 -176  -179  -175 165  -171 07,08
M7 -1564.231491  -48.7 2250  -158 63 -166  -179  -178 166 -171 07,019
M8 -1564.219031  -40.8 2.258 99 -156 171 178 176 -172 -172 06,019
M9 -1564.208605  -34.3 2131 -102 -65 168 -179 177 -174 172 040
M10 -1564.203324  -31.0 2270 -102 -64 178  -177  -175  -174  -172 039,040
M11 -1564.183070  -18.3 2233 -102 -63 177 -174  -170  -173  -173 039

a AE = Ecomplex — Exx = Ena+; Eng+(6-311++G**) =-162.087567 a.u.; Exx(6-311++G**) = -14-2.066377
a.u.
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M3

Figure 2. The B3LYP/6-311++G** optimized structure of [M+Na]* complexes. Carbon atoms are
represented by a black sphere, oxygen atoms by a red , nitrogen by a blue, and sodium cation by
a violet sphere, respectively.

Conclusion

The most stable structure of the Na* complex has the sodium interacting with three hydroxyl
oxygen atoms; two from hydroxyl groups (08, 048) and one from carbonyl (046). The result of
calculations is important for correct determination of mass spectrometric fragmentation
pathways of methyl 6-hydroxyhexanoyl glycoside of antrose and their oligomers.
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Introduction

Bacillus anthracis is the causative agent of anthrax [1], a fatal desease in humans and other
mammals, caused by gram-positive rod-shaped, aerobic soil bacterium. Because of possible
use of some form of the bacterium as a biological weapon, there is a wordwide effort to
develop a powerful vaccine [2] for the desease. Bacillus anthracis is aspore-forming
pathogen; spores form when vegetative cells are deprived of essential nutrients. Therefore
a strategy toward the vaccine for antrax could be based on targeting spores with neutralizing
antibodies, specific for a component on their surface. Such is, for example, the tetrasaccharide
B-Ant-(1->3)-a-L-Rhap-(1->3)-a-L-Rhap-(1->2)-L-Rhap (Ant stands for 4,6-dideoxy-2-O-
methyl-4-(3-hydroxy-3-methylbutamido)-D-glucose, antrose) which was discovered to be the
oligosaccharide side [3] chain of a collagen-like region of the major glycoprotein of the B.
Anthracis exosporium [4]. To allow conjugation to suitable carriers, the methyl 6-
hydroxyhexanoyl glycosides of model substances [5-7] were prepared. With the aim to find
methodology useful for structure elucidation of compounds of this class and consequently the
marker of antrose in antrax containing materials , we studied mass spectral fragmentation of
related synthetic model compounds. Here, we describe positive as well as the negative mode
electrospray multistage ion trap mass spectrometry (ESI MS") of synthetic saccharides. This
technique is one of the most effective method of structural analysis of biomolecules in
micro/pico quantities.

Compounds investigated Experimental
ESI analysis and multistage MS?> were
S I performed with an Esquire 3000 ion-trap
H,cﬂfg;r., “‘3\"‘1;\,;"’“:"*% mass  spectrometer  (Bruker Daltonik,
| O(CH5COOMe Bremen, Germany), equipped with an
2 ggz\”/ electrospray ionization source. For analysis,
oo ”;\"Wa%""c’ o 1 mg of the sample was dissolved in 1 ml of
"~ I Hfm;mwm gcetonitril_e/water (1:1, v/v) and introduced
HoL into the ion source at a flow rate of 10
. o H;w ~ pL/min, and entered via a metal capillary
- Eﬁ;““.;i;i/o oH held at high voltage (3.5 kV). Nitrogen was

o B used as both a nebulizing and drying gas.
Il Hol L2y oo The nozzle-skimmer potential and octopole

ng::f potential were modified and optimized prior
7 om to each experiment.
HaC o
?\ CH?’FCI;O
. RS 4 The mass spectra interpretation software
¥ HO s Ohe - - -
v Mass Frontier 4.0 was used in some cases in

order to assist in the elucidation of the
fragmentation mechanisms. The Fragments
~ 2( and Mechanisms modiile nf the nroaram is



Results and discussion

The 4,6-dideoxy-2-O-methyl-4-(3-hydroxy-3-methylbutamido)-D-glucose (antrose) differ
from rhamnosyl derivatives by the presence of 4-(3-hydroxy-3-methylbutamido) side chain.
Antrose was discovered to be the end unit of the the oligosaccharide side [3] chain of
a collagen-like region of the major glycoprotein of the B.anthracis exosporium. This makes
the antrose unit a marker in the identification of the spores. The primary effect of the ESI
positive method is the attack by sodium cations, giving rise to the production of [M+Na]"
adducts. The site of attachment of the sodium cation to the molecule of the methyl 6-
hydroxyhexanoyl glycoside of antrose | has been studied by quantum chemical calculations.
According them the most stable structure of the Na* complex has the sodium interacting with
three hydroxyl oxygen atoms; two from hydroxyl groups (O8, O48) and one from carbonyl
(046). The basic cleavage of the [M+Na]" ions is the elimination of 2-hydroxy-propene
molecule from the N-substituent. The 4-(3-hydroxy-3-methylbutamido)-derivatives of
oligosaccharides exhibit also Y cleavage of interglycosidic linkage. The internal residue loss
[8] was not observed. Consequently the tentative mechanism of fragmentation of oligomer
IV includes the combination of eliminations of 2-hydroxy-propene and Y-cleavages as
oligomere shortages. As example the ESI IT positive tandem mass spectra of the compound
IV is introduced on the Figure 1.

Mass Spectrun Yiew - wpO701.d =

Irtens.
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Fig.1: ESI MS? spectrum of 1V in positive mode; m/z 867 [M+Na]*
The tentative mechanism of fragmentation of the oligomers in positive mode includes the

combination of 2-hydroxy-propene eliminations and Y-cleavages and are introduced on the
example of the compound 1V on the scheme 1.
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[M+ Na]* - o! H -Rha

m/z 867 = 5 m/z 808 m/z 664
o i _ OH
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m/z 607 - Rha
OH
- Ant-O-Rha mz574 — m/z 516
m/z 461 - Rha
_ OH
- Ant-O-Rha-0O-Rha m/z 428 m/z 370
m/z 315 - Rha
m/z 224

Scheme 1.

With the aim to find the best techniques for antrax models identification, we studied the
synthetic antrax models by the ESI IT mass spectrometry also in the negative mode. In this
mode, mono- and oligosaccharides produce anionic adducts, deprotonated molecules, and
fragments thereof. The ions [M+CI] are visible in the negative spectra because of presence of
trace amounts of chloride anions in the distilled water that was used for sample preparation.
These adducts easily decompose from [M+CI]" —» [M-H]" — [M-CH,COHCHjs] asison
the Figure 2.

Mass Spectrum Yiew - vp0451.d

Fig. 2.: ESI MS? spectrum of | in negative mode; m/z 404 [M-H]", m/z 440 [M+CI]", m/z 346
[M-CH,COHCHj3]

NH™ 7Y H |
£ :
[M-H  m/z404 m/z 346

HO CHz —H
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Scheme 2.

Conclusion

The ESI IT MS can be successful used for the elucidation as marker of antrose unit in antrax
containing materials in positive as well as in negative mode. As an evidence in positive mode
can serve the stable [M+Na]® adducts of molecular and shortened fragment ions. The
interesting new finding is, that the 4-(3-hydroxy-3-methylbutamido)-derivatives  of
oligosaccharides exhibit Y cleavage of interglycosidic linkage. On the other side in negative
mode the antrose mono and oligosaccharides characterize the intensive deprotonated [M-H]
ions and main fragment, produced by elimination of 2-hydroxy-propene together with
deprotonated lower oligosaccharide. The negative ESI IT spectra of the trimers as well as
tetramers show Y cleavage only of the end unit.
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INTRODUCTION

Glycosylamines (mono- and di-) are compounds of interest for the enzymology of
carbohydrates, because they are considered as reversible inhibitors of different
glycosidases [1,2]. These compounds are used as universal auxiliaries for the synthesis
of biologically active compounds [3].

Some monoglycosylamines were prepared by reaction of reducing sugar residue with
concentrated alcoholic solution of ammonia in cold. These derivatives were used as
reagent to next reaction step-transglycosylation in boiling methanol.

By this way we have prepared set of combined diglycosylamine from
monoglycosylamines, so that resultants contained different two units (pentose, hexose,
deoxyhexose, heptose). The structures of those products were determined by mass
spectrometric methods. Mass spectra were obtained by electrospray QTOF MS. The
primary effect of the electrospray method in positive mode is the protonation of the
molecule, giving rise to the formation of [M+H]* adducts.
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EXPERIMENTAL

Monoglycosylamines were prepared by reacting the corresponding reducing sugars (D-
Xylose, D-Glucose, L-Rhamnose and D-Glycero-D-Guloheptose) in a methanolic solution
of ammonia. These derivatives were then refluxed in anhydrous methanol with the
exclusion of external moisture.

ESI analysis and MS/MS were performed with an mass spectrometer QToF Premier,
(Waters Manchester, UK), equipped with an nanoelectrospray ionization source.

For analysis, 1 mg of the sample was dissolved in 1 ml of acetonitrile/water (1:1, v/v)
and introduced into the ion source at a flow rate of 5 pL/min, and entered via a metal
capillary held at high voltage (3.5 kV). Nitrogen was used as a nebulizing and also as a
drying gas. The potentials were modified and optimized prior to each experiment.

The mass spectra interpretation software Mass Frontier 4.0 was used in order to assist
in the elucidation of the fragmentation mechanisms.
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Quantum chemical calculations were carried out using the Hyperchem program, version
8.0.6. The optimization of the geometry was done using the density functional method.
The hybrid functional B3LYP was used since it was found to provide reasonable results
for structures of coordinate compounds. All calculations were performed using a 6-
311++G** basis set.

RESULTS AND DISCUSSION

The basic mass spectrometric fragmentation pathways derived from mass spectra of L-
Rhamnosyl -D-Xylosylamine obtained by nanoeletrospray MS in positive mode are
present on Scheme 1. Ions m/z 150 and m/z 164 clearly show the both parts of molecule
- rest of pentose and deoxyhexose. Interpretation of fragmentation was performed by
software Mass Frontier 4.0 and compared with experimenmtal results of MS2 On the
mass spectra is distinguished decomposition of different parts of amine. It is evident,
that using the mass spectrometric methods in structural analysis that kind of
compounds is very favourable. The same situation is in interpretation of mass spectra of
compounds where the molecule of amine is formed by sugars with various molar weight.
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Fig.1: nESI mass spectrum of L-Rhamnosyl-D-Xylosylamine in positive mode,
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Introduction

The yeast Pichia stipitis is of special interest to biotechnology due to its ability to
ferment xylose to ethanol and utilize xylan as a single carbon source [1,2]. Thus the yeast has
a potential to carry out one-step conversion of xylan in lignocellulosic side-products and
wastes into fuel-grade ethanol. Many studies are focused on xylose converting pathway of P.
stipitis while its natural xylan-degrading enzyme system remains poorly understood. We
examined the xylanolytic enzyme system of the strain, genome of which was recently
sequenced, P. stipitis CBS 6054 [3].

Results
The strain was found to grow on 1% birchwoodglucuronoxylan as a single carbon

source. However, the growth yields on the polysaccharides were much lower than on xylose
and B-1,4-xylooligosaccharides (Fig. 1). The reason of the incomplete utilization of the

Xylose

Xylooligosaccharides

Growth (0D, )

0 20 40 60 80 100
Time (h)

Fig. 1.Growth of P. stipitis CBS 6054 on several related carbon sources (0.5 % wi/v).

polysaccharide remains unknown. However, the absence of accumulation of acidic
oligosaccharides (aldouronic acids) in the growth medium by the yeast, served as an evidence
for production of not only endoxylanase but also a-glucuronidase. To learn more about the
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nature of the xylan-utilizing system of this yeast, three enzymes required for complete
utilization of glucuronoxylan were assayed in the extracellular medium and also on intact
cells (Fig. 2). Chromogenic substrates were used in all three cases:Remazol Brilliant Blue
xylan for assay of endoxylanase, 4-nitrophenyl -D-xylopyranosidea-1,2-substituted with 4-
O-methyl-D-glucuronic acid (MeGIcA) as substrate of a-glucuronidasein a B-xylosidase
coupled assay,and 4-nitrophenyl 3-D-xylopyranoside as substrate of B-xylosidase [4].

120
100
80

60

Secreted

40

20

Enzyme activity (%)

Secreted
Cell-bound
Secreted
Cell-bound

Fig. 2.Distribution of endoxylanase, B-xylosidase and a-glucucuronidase in xylan-
grown P. stipitis between extracellular medium and cells surface.

The yeast secreted most of the endoxylanase into the medium, however, more than one
third of the enzyme remained associated with the cell surface. It remains to be established
whether the same enzyme is secreted and confined to the cells. f-Xylosidase assayed on 4-
nitrophenyl xyloside was found to be almost completely cell-bound. Another secreted enzyme
is a-glucucuronidase. Thus the glucuronoxylan degrading enzyme system of P. stipitis seems
to include the following steps: extracellular hydrolysis of the polysaccharide with
endoxylanase into neutral and acidic oligosaccharides, and liberation of MeGIcA from the
polysacchariude and acidic oligosaccharides. The endoxylanase is quite unique because it
liberates from xylan mainly xylobiose and converts longer linear xylooligosaccharides mainly
into xylobiose. Resulting neutral xylooligosaccharides are either hydrolyzed by a cell-surface-
localized or periplasmic B-xylosidase or taken up by the plasmamembrane transport system
and hydrolyzed to xylose by an intracellular B-xylosidase. All these three enzymes were found
to be inducible with xylan, xylooligosaccharides and partially also by xylose. Examination of
the transport system for xylobiose indicated that the specific rate of the transport for
xylooligosaccharides does not differ too much between the cells grown on glucose and xylan.

The activity of the cell-bound B-xylosidasecould be determined on intact cells only on
artificial chromogenic substrate,NPh-Xylp, which is based on liberation of 4-nitrophenol. The
cells showed little or no B-xylosidase activity when assayed on xylobiose or xylobiitol.p3-
Xylosidase could be followed as xylose liberation only in the presence of inhibitors of energy
metabolism: 0.1% NaN3; or 0.2 mM 2,4-dinitrophenol. In their absence, liberated xylose is
immediately taken up by cells from the medium by an active transport system. B-Xylosidase
of P. stipitis remains covered with more mystery. Disintegration of cells distroys cell-bound
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B-xylosidase activity (same results in the presence of proteinase inhibitors).B-Xylosidase
activity could not be recovered in homogenates, cell walls, membrane fractions, or in toluene-
permeabilized cells. Thus -xylosidase appears to be an integral part of cell surface structures
and possibly associated with xylobiose transport. Elucidation of this phenomenon could be
valuable for further engineering of xylose-fermenting yeasts. The scheme of glucuronoxylan
utilizing system of P. stipitesis depicted in Fig. 3.

Glucuronoxylan

Endoxylanase
- Glucuronldasa

| Xyl; Xyl, Xyl, thIn| IcA
/ Endoxylana
L2 Glucuronlda

(Xyl) | MeGIcA

- Xylosidase

Xylobiose
permease

cr.-GIucuronldase

EtOH

Incluctioni 5 =
\ VY
‘ Enzyme synthesis

|

Fig. 3.Schematic representation of the glucuronoxylan utilizing enzyme system of the
yeast P. stipitis.Two enzymes, endoxylanase and a-glucuronidase are secreted, while
B-xylosidase remains localized somewhere at the cell surface and possibly coupled
with the transport system of xylooligosaccharides.

Conclusions

For utilization of glucuronoxylan the yeast P. stipitis secretes unique endoxylanase
and a-glucuronidase which convert xylan and xylooligosaccharides to xylobiose and
MeGIcA.  Xylobiose appears to be transported to the cells under concomitant hydrolysis
with cell-bound B-xylosidase. a-Glucuronidase of P. stipitisis capable of liberating MeGIcA
from both aldouronic acids and the polymer. The xylanolytic system of P. stipitis is not
complete. It is deficient in a-arabinofuranosidase and acetylxylanesterase. The yeast
obviously shares its enzymes with other xylanolytic microorganisms in its natural habitat
which is digestive gut of wood-eating beatles. Isolation and characterization of the individual
xylanolytic enzymes of this yeast may lead to discovery of new types of enzymes involved in
degradation of plant hemicellulose which are not included in the CAZY website [5].

This contribution is the result of the project implementation: Centre of excellence for white-

green biotechnology, ITMS 26220120054, supported by the Research & Development
Operational Programme funded by the ERDF.
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Uvod

Synovialne kiby (Obr. 1) predstavuju $pecializované $truktary kostrového aparatu, ktoré umoziiuju
pohyb. Vo vnutornom priestore kibu sa nachidza synovium, tj. synovidlna membrana, chrupavky
pokryvajiice povrch kosti a synovidlna tekutina, ktora vyplia priestor medzi chrupavkami. Zakladnou
zlozkou synovidlnej tekutiny je vysokomolekulovy biopolymér hyaluronan/kyselina hyaluronova (HA),
ktory vd’aka svojej schopnosti viazat' vodu vytvara géloviti Struktaru s vysokou viskoelasticitou. HA
tvori tiez zakladn osnovu extracelularneho matrixu chondrocytov, tj. chrupavky. Cielom prace bolo
overovanie potencidlnych Strukturnych zmien vo vzorkach HA modifikovanych ucinkom tiolov
(cysteamin, N-acetyl-L-cystein a L-cystein) pocas degradaéného procesu pomocou metddy Fourier-
transformovanej infraéervenej spektroskopie (FT-IC) a neizotermalnych metéd — chemiluminometrie
(CL), diferencidlnej skenovacej kalorimetrie (DSC) a diferencidlnej termogravimetrie (DTG).

Normal Joint (Representation) Joint Aftected by Bone Loss/Erosion
T . Rheumatoid Arthritis ) Canilage Loss
Muscle Cartilage Tendon (Hﬂﬂ'ﬂsuﬂﬂfﬂm f

Symovium

1 |
Bone Loss Inflamed Symovium
(Generalized) |

Bone | Synovial Fluid  Bope

Joind Capsule

Swollen Joinl Capsulbe

Obr. 1. Porovnanie zdravého synovialneho kibového systému (vIavo) s chronickym §tadiom zapalu synovidlneho kibu
(vpravo) [http://www.niams.nih.gov/Health_Info/Rheumatic_Disease/graphics/joint_vert.gif; valid: August 16, 2012].

Material a metody

FT-IC spektra sa merali pomocou spektrometra Nicolet 6700 vybaveného s DTGS detektorom a
softvérom Omnic 8.0. Spektra sa zberali v strednom rozmedzi od 4000 do 400 cm™ pri
rozliSitelnosti 4 cm™ a podet skenov bol 128. Zoslabena totalna reflektancia (ATR) na merania
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v tuhom stave sa uskutocnila s pouzitim pristroja Diamond Smart Orbit. Merania fragmentovanych
vzoriek HA v tuhom stave metédou CL prebichali s pouzitim od¢itavaca fotonovych impulzov
pristroja Lumipol 3 (Ustav polymérov SAV v Bratislave). Prietok plynu (&isty kyslik alebo dusik)
cez kyvetu so vzorkou bol 3,0 I/h. Meralo sa Vv teplotnom rozmedzi 40-220 °C s linearnym
gradientom 2,5 °C/min. Signal fotokatody bol zaznamenavany v intervale zberu dat 10 sekund.
Mnozstva testovanych vzoriek boli v rozmedzi 0,98-1,62 mg. Kalorimetrické merania prebiehali
s pouzitim diferencidlneho skenovacieho kalorimetra MettlereToledo DSC 821°. Teplota sklenného
prechodu (Tg) a termalna stabilita vzoriek sa vyhodnotili z druhého ohrevu vzoriek pocnic
laboratérnou teplotou az do teploty 550 °C (10 °C/min) v atmosfére dusika (50 ml/min). Prvy ohrev
(laboratorna teplota—170 °C) sa aplikoval kvoli odstraneniu vlhkosti zo vzoriek. Termooxidativna
dekompozicia bola sledovana v teplotnom rozsahu (laboratérna teplota—550 °C; 10 °C/min)
v prietoku kyslika (50 ml/min). Mnozstva testovanych vzoriek sa pohybovali v rozmedzi 0,80-1,77
mg. Termogravimetrické merania prebiehali s pouZitim pristroja MettlereToledo TGA/SDTA 851°
v atmosfére kyslika alebo dusika (30 ml/min) s rychlost'ou ohrevu 10 °C/min v teplotnom rozsahu
od laboratornej teploty az po teplotu 550 °C. Mnozstva testovanych vzoriek sa pohybovali
v rozmedzi od 0,28 do 1,0 mg.

Vysledky a diskusia

Zistilo sa, ze samotny rozsah degradacie HA, ktory je vysledkom cCasovo a koncentraéne zavislého
ucinku nielen samotného oxidovadla (hydroxylové, alkoxylové a peroxylové radikdly), ale aj
potencidlneho ochranného ucinku latok s obsahom tiolovej skupiny, méze byt ovplyvneny aj tvorbou
asociovanych/vetvenych, ¢i dokonca sietovanych Struktir v dosledku potencialnej inkorporécie tiolu do
fragmentu HA, ¢o bolo najviac evidentné v pripade HA modifikovaného uc¢inkom N-acetyl-L-cysteinu.
Na zéklade FT-IC merani (Obr. 2) mozno konstatovat, Ze vysledny efekt posunu vlnoétu k niz§im
hodnotam, zvlast v pripade HA modifikovaného u¢inkom N-acetyl-L-cysteinu, V porovnani s hodnotou
vino¢tu pre intaktny HA je funkciou zmeneného pomeru inter- a intramolekulovych vodikovych vizieb
ako aj ich vzajomnych interakcii v dosledku jeho modifikacie pocas degradaéného procesu a tiez
Ssamotnym typom vysuSovace]j procedlry po precipitacii z roztoku. Z porovnania vysledkov CL intenzit
v désledku disproporcionacie peroxylovych radikalov (Obr. 3) a vysledkov DSC v désledku propagacnej
reakcie peroxylovych radikélov za uvolnenia tepla (Obr. 4 vlavo) je zrejmé, Ze urcujucim procesom
pocas degradacie HA boli reakcie peroxylovych radikdlov, resp. dekompozicia hydroperoxidov na
alkoxylové a hydroxylové radikaly. Téato reakcia je v prevaznej miere zodpovedna za oxidac¢nu
fragmentaciu HA. Metodou DTG (Obr. 4 vpravo) sa zistil néarast hmotnosti v pripade HA
modifikovaného ucinkom N-acetyl-L-cysteinu v teplotnom rozmedzi 100-200°C pravdepodobne v
dosledku tvorby relativne stabilného konjugatu, resp. sietovanej Struktuary.

Absorbance

1150 1100 1050 1000 950

Wavenumbers [cm™]
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Obr. 2. FT-IC spektralne zaznamy fragmentov hyaluronanu modifikovanych u¢inkom endogénnych tiolov: L-cystein
(Gervend), cysteamin (zelend), N-acetyl-L-cystein (modrd) a intaktného hyaluronanu (Gierna). Vplyv modifikacie
hyaluronanu na posun hlavného maxima.
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Obrazok 3. Testovanie fragmentov hyaluronanu modifikovanych G¢inkom latok s obsahom tiolovej skupiny po
ich izolacii v suchom stave na obsah hydroperoxidov metédou neizotermalnej chemiluminometrie: v kysliku
(A) a dusiku (B). Koncentracia aplikovaného tiolu: 100 uM (pridanie tiolu pred zacatim degradacie
hyaluronanu): L-cystein (modra), N-acetyl-L-cystein (¢ierna), cysteamin (Cervend), intaktny hyaluronan (3eda).
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Obrazok 4. Testovanie fragmentov hyaluronanu modifikovanych uc¢inkom latok s obsahom tiolovej skupiny po ich
izolacii v suchom stave na obsah uvol'neného tepla pri ohreve vzorky metddou diferencidlnej skenovacej kalorimetrie
v dusiku (vlavo) ana obsah popola metodou diferencidlnej termogravimetrie v kysliku (vpravo). Koncentracia
aplikovaného tiolu: 100 uM (pridanie tiolu pred zacatim degradacie hyaluronanu): L-cystein (modra), N-acetyl-L-
cystein (Cierna), cysteamin (Gervend), intaktny hyaluronan (Seda).
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Uvod

Ked’ze pokles viskozity synovialnej tekutiny méze byt primarnou pri¢inou zvysenej erdzie chrupaviek,
cielom priace bolo experimentdlne modelovat (per)oxidaéni degradaciu vysokomolekulového
biopolyméru — hyaluronanu (HA; Obr. 1) pésobenim reaktivnych foriem kyslika v podmienkach in vitro.
Navrhol sa preto chemicky model simulujici pociatoénii fazu akutneho zapalu synovialneho kibu
aplikaciou Weissbergerovho biogénneho oxida¢ného systému {askorbat plus Cu(Il)}, ktorym sa
indukovala vol'noradikadlovd degradidcia HA. Navrhol sa tiez model ochrany HA pred jeho neZiaducou
degradaciou aplikaciou endogénnych latok s obsahom tiolovej skupiny — derivatov L-cysteinu (L-
glutation, cysteamin, N-acetyl-L-cystein a L-cystein) — Vv ilohe potencidlnych zhasacov hydroxylovych,
alkoxylovych a peroxylovych radikalov.

CH oc OH OH
NH / H oc
\%C\ /C O HO 0
+ / o
OH /NH n
CH,OC

Obr. 1. Kyselina hyalurénova

Material a metody

Na S§tadium degradacie HA sa pouzili dva komeréné preparaty — P9710-2A (M,, = 808,7 kDa;
Mw/M, = 1,63) a P0207-1 (M,, = 1070 kDa; M/M, = 1,60) — dar od vyrobcu Lifecore Biomedical
Inc., Chaska, MN, U.S.A. Roztoky hyaluronanu (2,5 mg/ml) sa pripravili v 0,15 M NaCl. Na
pripravu vSetkych roztokov bola pouZzitd deionizovand voda s vysokym stupiiom Ccistoty a s
vodivost'ou <0.055 uS/cm — produkt TKA systému na Cistenie vody — Water Purification Systems
GmbH, Niederelbert, Nemecko. Vsetky ostatné roztoky boli tiez pripravené v 0,15 M NaCl.

Na $tadium tzv. neinhibovanej degradacie hyaluronanu indukovanej u¢inkom ‘OH radikalov sa
pouzil Weissbergerov oxida¢ny systém {askorbat plus Cu(ll)}. Koncentracie askorbatu a Cu(Il)
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i6nov v reakénom roztoku (8,0 ml) boli 100 uM a 1,0 pM. Testovanie tzv. inhibovanej degradacie
hyaluronanu in vitro spocivalo v davkovani antioxidantu do reak¢ného systému, bud’ na zaciatku
experimentu alebo po 1. hodine. Endogénne tioly — derivaty L-cysteinu — sa zakupili od vyrobcu
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemecko. Pripravili sa s aktualnymi koncentraciami 25,
50 a 100 uM. Vysledna reakéna zmes (8,0 ml) sa preniesla do viskozimetrickej nadobky typu
Teflon® rota¢ného viskozimetra typu Brookfield LVDV-11+PRO (Brookfield Engineering Labs.,
Inc., Middleboro, MA, U.S.A.). Zmeny v hodnotach dynamickej viskozity (77) reakéného systému
sa merali pri 25,0 + 0,1 °C v trojmintitovych intervaloch po dobu 5 hodin. Vreteno viskozimetra
typu Teflon® rotovalo pri otakach 180 rpm, tj. pri §mykovej rychlosti 237,6 s™.

Vysledky a diskusia

Zistilo sa, ze casovo akoncentratne determinovany ochranny ucinok endogénnych tiolov
(inhibi¢ny, pripadne retardacny) voci degradacii HA (Obr. 2) klesal v poradi: L-glutation,
cysteamin, N-acetyl-L-cystein a L-cystein. Paradoxnym zistenim bolo, ze nizkomolekulové tioly pri
nizkych koncentraciach v ulohe reduktantov kovov prechodového mocenstva vykazovali skor pro-
oxidacny ucinok, urychl'ujici degradaciu HA.

Testované endogénne tioly sice nie si typickymi lieCivami, ale sa bezne pouzivaji ako vyzivové
antioxidacné doplnky. Niektoré znich sa na zaklade svojho ochranného potencidlu javia
perspektivne pre pripadné testovanie v in vivo podmienkach. Z tohto pohladu nase pozitivne
vysledky s tymito latkami mozno vnimat ako argument pre ich perspektivne vyuzitie v prevencii
a liecbe ochoreni sprevadzanych neziadiicou volnoradikalovou degradaciou HA ako aj d’alSich
zivotne dolezitych biomakromolekul.
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Obr. 2. Vyhodnotenie antioxida¢nych u¢inkov endogénnych tiolov — odvodenych od L-cysteinu — voci
degradacii vysokomolekulového hyaluronanu (P9710-2A; 2,5 mg/ml) indukovanej Weissbergerovym oxidaénym
systémom in Vvitro po dobu 5 hodin pri 25 °C. Roztoky pripravené v 0,15 M NaCl. Referen¢na oxida¢na proba
(Cierna): 100 uM askorbat plus 1 uM Cu(ll); nulova koncentracia tiolu. Davkovanie tiolu: panel 1 — pred zacatim
degradacie hyaluronanu; panel 2 — po 1. hodine od zacatia degradécie hyaluronanu. Koncentracie tiolov v uM:
Cervena (25); zelena (50); modra (100). Panely Al a A2: L-glutation; panely B1 a B2: L-cystein; panely C1 a C2:
N-acetyl-L-cystein; panely D1 a D2: cysteamin.
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Uvod

Zatial’ ¢o zivocisne bunky vyuzivaju glykomicky jazyk (tzv. ,,self-recognition®) pre komunikéciu bunka-
bunka, adheziny patogénnych baktérii pouzivaju tento jazyk pre rozpoznanie oligosacharidov hostitel'skej
bunky. Tieto Specialne proteiny/lektiny sa vyvinuli ako néstroje pre Citanie glykokodu. Asi polovica
populécie je infikovana baktériou Helicobacter pylori. Najvyznamnej$i adhezin tejto baktérie, SabA
(adhezin viazuci kyseliny sialové), sa vybral ako model v boji proti samotnému patogénu. Je zname, Ze
selektivne lokalizovanie lieku v blizkosti miesta jeho G¢inku ma preukazatel'né terapeutické vyhody, napr.
redukovanie toxicity lieCiva vd’aka nizSej hladine davkovania. Dnes sa vynakladd vyznamné usilie na
tvorbu readlnych dorucujucich systémov s vlastnostami glykocieleného smerovania. Nami navrhnuté
rekombinantné glyko-nanomaterialy, konkrétne tzv. ,.glyco-tailored” inkluzne telieska (IT) mozu spinat
funkciu antimikrobidlnych terapeutik so Specificky glykocieliacimi vlastnostami voc¢i bakteridlnym
patogénom.

Material a metody

Fyziologické agregacia lektinovych funkénych domén do aktivnych IT poskytuje jednoduchy prostriedok
na Citanie glykokodu vd’aka dobre osvedcenym aglutinaénym testom. SabA lektin bol naprodukovany vo
forme aktivnych IT, izolovanych z E. coli, zavedenim vy¢leneného génu izolovaného z genomickej DNA
H. pylori tak, aby N-koniec vysledného proteinu bol fhzovany s celuldza-viazicou doménou C.
cellulovorans (CBDclos). Takyto bunkovy systém bol kultivaéne napropagovany, centrifugovany,
lyofilizovany apouzZity po lyzovani a findlnom premyti do PBS pufru (pH 7,0) na izolaciu
rekombinantného proteinového konstruktu vo forme IT (sabIT). Podobnym biotechnologickym procesom
sa pripravil konstrukt gfpIT nestci tzv. indikatorovy protein (zeleny fluorescencny protein; GFP) a intein
pomocou zavedenia prislusnych génov do E. coli.

Na pripravu konjugatov IT nesucich GFP a intein s fetuinom (F), resp. albuminom (A) a asialofetuinom
(A-F) — oba sluzili ako kontroly — sa pouzil ako linker glutaraldehyd (0,25%). Na deaktivaciu
nezreagovanych aldehydovych skupin sa pouzil glycin a lyzin. Pripravené ,tailored* konjugaty gfpIT-F,
resp. gfplT-A-F/gfplT-A sa pouzili na testovanie Specifického rozpoznavania adherentného patogénu
(sabIT) prostrednictvom naviazania sa nai v pritomnosti erytrocytov pomocou hemaglutinacno-inhibicnej
metody.

Vysledky a diskusia

V nasej stadii GFP predstavoval lie¢ivo, tj. terapeutikum, zatial’ o sialylovany protein — fetuin — vo forme
gfpIT konjugatu mal za ulohu Specificky rozpoznavat' ndS modelovy SabA adhezin vo forme IT, ktory
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simuloval samotny patogén. Nesialylované proteiny (albumin, resp. asialofetuin) — tiez vo forme gfpIT
konjugatu — sluzili ako kontrola kvoli dokazu Specificity interakcii v zavislosti od pritomnych sialovych
kyselin. Erytrocyty s povrchovo naviazanymi oligosacharidmi s koncovymi sialovymi kyselinami
predstavovali model tkaniva l'udského zaludka pre potencidlnu interakciu so SabA adhezinom. Je zname,
ze tento lektin je zodpovedny za in vitro aglutinaciu erytrocytov. Zistilo sa, ze nekonjugované gfpIT
inhibovali pozitivnu hemaglutinaciu erytrocytov pravdepodobne v dosledku hydrofébnych interakeii
medzi sablT a nekonjugovanymi gfpIT/konjugovanymi gfpIT-A (Obr. 1A), v dosledku ¢oho schopnost’
sablT viazat’ sa na erytrocyty poklesla. Problém sa vyriesil substiticiou nepolarneho glycinu polarnym
lyzinom, ¢im sa docielila vyznamna redukcia hydrofébnej adhézie medzi konjugovanymi gfpIT-A a
sablT, medzi sebou navzajom a tiez na plasticky material platnicky. Tato skuto¢nost’ vyznamne prispela k
roz$ireniu zony pozitivnej hemaglutinacie (Obr. 1B).

Pomocou hemaglutina¢no-inhibi¢ného testu sa tiez vyhodnotili inhibi¢né Uc¢inky konjugatov gfpIT-F a
gfpIT-A-F. GfpIT-F konjugaty inhibovali, zvlast' pri vyssich koncentraciach, aglutinaciu erytrocytov, ¢o
bolo pozorovatelné skratenim zoény pozitivnej hemaglutinacie (Obr. 2A) v porovnani s kontrolnou
vzorkou (sabIT s erytrocytmi, bez konjugatu). Naopak, hemaglutinicia nebola vyznamne ovplyvnena
ucinkom gfpIT-A-F konjugatov, pretoze ako je zrejmé z obrazka 2B, hemaglutinacnd zéna sa vyznamne
nemenila v porovnani s kontrolnou vzorkou.

Na zéklade vysledkov sa d4 preto predpokladat’, ze naSe ,,glyco-tailored* konjugaty vo forme IT mdzu
takto predstavovat’ potencidlne ndastroje pre Specifické cielenie na adheziny patogénnych buniek a
davkovanie terapeutickych proteinov.
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Obr. 1. Redukcia hydrofébnych interakcii medzi konjugovanymi IT s obsahom GFP (gfpIT) a SabA adhezinom agregovanym
do IT (sabIT). A — gfpIT konjugované s albuminom za pouzitia nepolarneho glycinu na inaktivaciu glutaraldehydu. B - gfplT
konjugované s albuminom za pouzitia polarneho lyzinu na inaktivaciu glutaraldehydu. Konjugaty gfpIT-albuminu pripravené
z 1,25 mg gfpIT a 25 mg albuminu v 400 ul PBS (pH 7,0) boli 1,5-krat zriedené od linie H do D v 10 ul PBS. Suspenzia sablT
izolovana z 10 mg lyofilizovanych transformovanych E. coli buniek v 1000 pl PBS bola zriedena v pomere 1:16 a 1,5- (A)
alebo 1,2-krat (B) sériovo riedena od stipca 1 do 12 v 15 pul PBS. Findlne boli jamky titrované s 50 pul suspenziou erytrocytov.
Linia A - negativna kontrola (erytrocyty v PBS), Linia B (zeleny ramcek) — interakcia sabIT s nekonjugovanymi gfpIT a
erytrocytmi, Linia C - kontrolna interakcia sablT s erytrocytmi. Modry ram¢ek definuje zonu pozitivnej hemaglutinacie.
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A. Testing of gIB-fetuin conjugates
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Obr. 2. Testovanie pripravenych konjugatov gfpIT-fetuinu (A) a gfpIT-asialofetuinu (B) vyhodnotenim ich G¢inku na rozsah
pozitivnej hemaglutinaénej zony. Hemaglutinaéno-inhibiény test bol navrhnuty kvoli optimizacii (Obr. 1). 1 — kontrola (sabIT s
erytrocytmi, bez konjugatu), 2-6 — interakcia sablIT s konjugatmi a erytrocytmi; koncentracia konjugatov gfpIT-fetuinu a gfpIT-

asialofetuinu bola 1,5-krat vzostupna od 2 do 6.
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Uvod

Pretoze bakterialne inkltzne telieska (IT) maja biologicky povod, vyznacuji sa mechanickou stabilitou a
moznostou regulacie velkosti Castic, maju velky potencidl sluzit v biomedicine na davkovanie
terapeutickych proteinov vo forme nanocastic/nanotabliet. Po Specifickom rozoznani tkaniva ¢i naviazani
sa na bunky patogénu, tieto nanocastice maju byt’ schopné uvolnit’ lie¢ivo, proteinové terapeutikum. IT st
nerozpustné proteinové agregaty, povazované len v neddvnej minulosti za odpadny material v
biotechnologickych procesoch. V nasej praci sme rekombinantné IT (CBDclos-SrtA-GFP a CBDclos-
intein-GFP) vyuzili na §tadium ¢asovo determinovaného potencidlu uvolfiovania indikatorového proteinu
— zeleného fluorescenéného proteinu (GFP) v rozpustnej forme, ktory predstavuje uvol'iovanie samotného
proteinového terapeutika — s pouzitim samostiepiacich modulov (sortdza A a Ssp DNAB intein) pri
neutralnom a kyslom pH. Stiepenie sortazy A malo za nasledok uvoliovanie GFP v relativne kratkom
casovom rozhrani, zatial’ o Stiepenie inteinu trvalo niekol’ko tyZdiov. Tento poznatok ma vel'ky vyznam
z hladiska perspektivneho vyuZitia roznych samoStiepiacich modulov pre rézne terapeutické cielenia
vzhl'adom na selektivne ddvkovanie lie¢iva v zavislosti od typu ochorenia.

Material a metody

Celuloza-viazica doména C. cellulovorans (CBDclos) sluzi na stiahnutie exprimovanych proteinov,
meniac ich z rozpustnych na nerozpustné pri si€asnom zachovani aktivity fizovaného proteinu. GFP
predstavuje potencidlne terapeutikum, ktoré by sa mohlo z IT castic uvolnit’ v rozpustenej forme.
Samostiepiace moduly — S. aureus sortaza A (SrtA) a Ssp DNAB intein — boli insertované medzi
CBDclos a GFP sekvencie v plazmide pET34b a trasformované do E. coli. Proteaza SrtA vyzaduje na
svoju optimalnu aktivitu pritomnost Ca?* i6nov. Ssp DNAB intein z Synechocystis sp. vykazuje
samoStiepiacu aktivitu v zavislosti od teploty a pH. Takéto bunkové systémy boli kultivacne
napropagované, centrifugované, lyofilizované a pouzité po lyzovani a premyti do PBS pufru (pH 7,0) na
izolaciu rekombinantnych proteinovych konstruktov vo forme IT castic.

V praci sa Studovala kinetika uvolfiovania GFP z CBDclos-SrtA-GFP v 50 mM fosfatovom pufri (2,0 mM
Ca’* pri pH 7,0; 5,0 mM Ca?* pri pH 2,5) a CBDclos-intein-GFP v 50 mM Tris pufri (pH 7,0). Vzorky po
dokladnom rozsuspendovani boli odoberané vzdy v rovnakych objemoch v ¢asovych intervaloch ako je
zrejmé z obrazkov 1 a 2, centrifugované a uskladiiované pri +4°C. Relativna fluorescen¢na intenzita (RFI;
excitatna vlnova dizka 482 nm; emisnd vinova dizka 502 nm) a absorbancia (Azs0) boli merané pomocou
fluorimetra (BioTek FLx 800TM Multi-Detection Microplate Reader, Germany) a spectrofotometra
(Infinite M200 TECAN, Switzerland). Pri kyslom pH sa RFI nemerala v désledku odfarbenia GFP, ¢o
bolo spdsobené zmenou konformacie jeho chromoforu protonizaciou amino-skupin proteinov.
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Kolorimetricka metoda na principe pouzitia kitu Total Protein Kit zlozeného z Biuret Reagent a Folin and
Ciocalteu’s Phenol Reagent (TP0200 a B 3934, Sigma, Germany) sa pouzila na stanovenie koncentracie
rozpustnych proteinov v 0,85% NaCl. Absorbancia pri 750 nm sa merala pomocou vyssie uvedeného typu
spectrofotometra. Koncentracia proteinu versus ¢as sa vyhodnotila graficky. Celkova koncentracia
proteinu v IT pred zacatim procesu uvoliiovania GFP v poc¢iato¢nom Case tg sa vyhodnotila po rozpusteni
zostatkovych IT v 1% SDS. Je pozoruhodné, Ze CBDclos-intein-GFP boli ovela tazsie rozpustné v SDS
Vv porovnani s CBDclos-SrtA-GFP.

Vysledky a diskusia

Nase vysledky potvrdzuju, Ze SrtA protedza moze UCinne uvolnovat’ rozpustny protein GFP z IT pri
neutrdlnom pH za relativne kratky €as. Pri kyslom pH, ktoré¢ je charakteristické pre vnutorné prostredie
zaludka, bol progres uvolfiovania GFP evidentne pomal$i v porovnani s podobnym procesom pri
neutrdlnom pH. Na druhej strane, vel'mi pomaly proces uvolnovania GFP (niekolko tyzdnov) bol
pozorovany pri testovani u¢inku IT s obsahom inteinu. Napriek tomu, Ze samostiepiaca kapacita inteinu
nie je vhodnéd na proteinové purifikdcie, samotny intein moze mat velky vyznam v biomedicinskych
cieleniach, pretoze jeho u¢inkom podporované a dlhotrvajuce uvol'fiovanie terapeutika moze byt vel'mi
ziadice napr. pri liecbe chronickych ochoreni. Naopak, liecba niektorych infekcii vyzaduje okamzité
nasadenie vysokych davok lie€iva, indikujic tak jeho rychle postupné uvoliiovanie od niekol’kych minut
az hodin. Tuto situdciu mozno dosiahnut prave vyuzitim samosStiepiacej aktivity SrtA proteazy. V
sucasnosti su popisované rézne mechanizmy kontrolovaného uvolfiovania lieciv a ich u€innost’ zavisi od
sposobu ich administracie ako aj od typu infekcie, ¢i ochorenia. Nami predstaveny novy koncept nano-
materidlov schopnych terapeutického cielenia povazujeme za vel'mi perspektivny.
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Obr. 1. Uvoltiovanie GFP z IT zlozenych z CBDclos-SrtA-GFP fuzovacieho proteinu. a) Fluorescencia rozpusteného proteinu
uvolnena z IT pri neutralnom pH. Vlozeny obrazok zobrazuje zafarbenie supernatantu a sedimentu pred uvolnenim GFP
(vpravo) a po jeho uvolneni (vlavo). RFI - relativna fluorescencna intenzita. b) Koncentracia rozpusteného proteinu
uvolneného z IT pri kyslom a neutralnom pH. Celkova koncentracia CBDclos-SrtA-GFP fluzovacieho proteinu bola 5,42
mg/ml.
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Obr. 2. Uvoltovanie GFP z IT zlozenych z CBDclos-intein-GFP fizovacieho proteinu. Celkova koncentracia CBDclos-intein-
GFP fuzovacieho proteinu bola 6,86 mg/ml.
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