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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
AH- antioksidant
Cca— koeficient sposobnosti tvorbe kompleksov (chelating activity)
CoA-koencim A
Cr - redukcijska mo¢
DPPHe — 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil radikal

EDso0 — koncentracija fenolnih spojin, ki je odgovorna za 50 % zmanjSanje zacetne
koli¢ine DPPHe

FC - Folin-Ciocalteu reagent
FS — fenolne spojine
GC - gvanin-citozin

HPLC - tekoc¢inska kromatografija visoke locljivosti (High-performance liquid
chromatography)

ISP 4 — kompleksno ¢vrsto gojisce, ki se uporablja za namnoZevanje in sporulacijo
bakterije Streptomyces tsukubaensis

MetOH — metanol
PEG - polietilenglikol

PROD-MON - kompleksno tekoc¢e gojisce, ki se uporablja za produkcijsko fazo kultivacije
bakterije Streptomyces cinnamonensis

PSTS - kompleksno tekoce gojisce, ki se uporablja za produkcijsko fazo kultivacije
bakterije Streptomyces tsukubaensis

Re — prosti radikal
ROOQe — peroksilni radikal
ROOH - peroksid

SAM - kompleksno ¢vrsto gojisce, ki se uporablja za namnozevanje in sporulacijo
bakterije Streptomyces cinnamonensis

SPE - ekstrakcija na trdni fazi
S. cinnamonensis — Streptomyces cinnamonensis
S. tsukubaensis — Streptomyces tsukubaensis

VEG-MON - kompleksno tekoc¢e gojisce, ki se uporablja za vegetativno fazo kultivacije
bakterije Streptomyces cinnamonensis

VSTS - kompleksno tekoce gojisce, ki se uporablja za vegetativno fazo kultivacije
bakterije Streptomyces tsukubaensis

v —masna koncentracija
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1 UvOD

Fenolne spojine iz razlicnih naravnih virov so Ze leta predmet raziskav. Poleg zaviranja
oksidacije lipidov in mikrobne rasti v Zivilih izkazujejo tudi biolosko aktivnost in vivo, saj
delujejo protivnetno, antialergijsko, antimutageno in antikancerogeno, torej $¢itijo pred
Stevilnimi boleznimi. Rastlinske fenolne spojine so naravni antioksidanti. Antioksidant je
molekula, ki zavira oz. preprecuje proces oksidacije drugih molekul (Boyer, 2005).

Spojine v Zivih organizmih lahko razdelimo na dve glavni skupini: primarne in sekundarne
metabolite. Primarni metaboliti so tisti, ki nastanejo in so vklju€eni v primarne metabolne
procese, tako kot npr. glikoliza, celicno dihanje in fotosinteza. Sekundarni metaboliti
nastajajo iz primarnih metabolitov. Najbolj pomembni so: poliketidi, fenolne spojine,
terpenoidi, cianogeni glikozidi in alkaloidi. Flavonoidi so med fenolnimi spojinami
najvecja skupina (Bravo, 1998).

V rastlinah so flavonoidi rdeci, beli in rumeni pigmenti cvetov, sadezev, lupin in korenin.
Akumulirajo se predvsem v epidermalnem tkivu rastline in sodelujejo v zasciti pred
zunanjimi stresi (UV, mikrobi, insekti), u¢inkujejo kot vizualni markerji (cvetovi, sadezi)
ter vplivajo na senzori¢ne lastnosti (barva, okus, aroma) zivilskih izdelkov. V celici so v
vakuoli ali so vezani na elemente celicne stene (Abramovi¢ in sod., 2008). V naravi so
flavonoidi obi¢ajno glikozirani, kar pomeni, da imajo vezane razlicne monosaharide, npr.
glukoza, galaktoza, ipd (Caballero, 2003).

Prosti radikali so atomi, molekule ali ioni, ki vsebujejo enega ali ve¢ neveznih valen¢nih
elektronov. So visoko reaktivne zvrsti, ki poSkodujejo celicne strukture, vklju¢no z
nukleinskimi kislinami in geni (Halliwell, 1996). Antioksidativna ucinkovitost fenolnih
spojin je posledica njihove sposobnosti lovljenja radikalov, vezave kovinskih kationov ali
sposobnosti inhibicije encimskih sistemov, ki katalizirajo nastanek radikalov (Gorinstein in
sod., 2003). Uporaba fenolnih spojin v vsakdanji prehrani se je v zadnjih letih povecala, saj
naj bi pomembno prispevali k zmanjSevanju zdravstvenih tezav oz. k preprecevanju
nekaterih degenerativnih bolezni prav zaradi svoje sposobnosti lovljenja prostih radikalov
v celicah.

Streptomicete so grampozitivne aerobne bakterije iz druZine Streptomycetaceae in spadajo
v rod aktinomicet (Likar, 1987). Streptomicete vecino Casa obstajajo v obliki metabolno
neaktivnih spor, ki so zelo odporne, v zemlji se nahajajo kot saprofiti in tvorijo znacCilen
vonj po zemlji, kar je posledica njihove tvorbe metabolitov, ki jim pravimo geozmini
(Swanson, 2003). Poleg tega proizvajajo Se terapevtske spojine kot so antimikrobioloski
agensi, farmakolosko aktivne spojine, herbicidi in vrsto ekstracelularnih encimov.

Zaradi sposobnosti sinteze antibiotikov se streptomicete v farmacevtski industriji
uporabljajo ze od zgodnjih 50 let prejSnjega stoletja. Dva industrijska seva, ki se zelo
uporabljata za proizvodnjo sekundarnih metabolitov, sta Streptomyces cinnamonensis, Ki je
proizvajalec polieterskega kokcidiostatika monenzin in Streptomyces tskukubaensis, ki je
proizvajalec medicinsko pomembnega imunosupresorja FK506 (Plhler, 1993). Dodatek
ustreznega promotorja pred vneSenim genom rppA, ki izvira iz aktinomicete
Saccharopolyspora erythraea in kodira sintezo flaviolinov v obeh streptomicetah zveca
produkcijo flaviolinov med njuno kultivacijo.
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1.1

1.2

NAMEN NALOGE
Cilj diplomskega dela je bil:

ugotoviti razlike v produkciji fenolnih spojin med dvema vrstama bakterij
(Streptomyces tsukubaensis in Streptomyces cinnamonensis), v katere smo
predhodno vnesli gen kalkon sintazo iz Saccharopolyspora erythraea, ki kodira
biosintezo flaviolinov,

pokazati, da na produkcijo fenolnih spojin vpliva vneSeni gen rppA,

optimizacija metode predpriprave sistema (ekstrakcija na trdni fazi) za dolocitev
flaviolinov s HPLC v supernatantu kulture streptomicet,

preveriti, ali metoda ekstrakcije na trdni fazi vpliva na vsebnost fenolnih spojin in
njihovo antioksidativno uc¢inkovitost,

dolociti, ali ima supernatant kulture streptomicet antioksidativni u¢inek,

doloditi, ali je antioksidativni uc¢inek supernatanta odvisen od seva streptomicet,
dolo¢iti, ali na antioksidativni u¢inek supernatanta vpliva izbira promotorja,
preveriti, ali je vsebnost flaviolinov v supernatantu kulture streptomicet povezana z
antioksidativnim u¢inkom omenjenega supernatanta.

DELOVNE HIPOTEZE
Tekom raziskave pri¢akujemo:

bakteriji Streptomyces tsukubaensis in Streptomyces cinnamonensis, v katere smo
predhodno vnesli gen kalkon sintazo iz Saccharopolyspora erythraea, ki kodira
biosintezo flaviolinov, izlocata fenolne spojine, produkte gena rppA iz S.erythraea,
med preiskovanima vrstama bakterij obstajajo razlike v produkciji fenolnih spojin,
izbira promotorja vpliva na produkcijo fenolnih spojin,

postopek ekstrakcije na trdni fazi vpliva na vsebnost fenolnih spojin v supernatantih
in njihovo antioksidativno uc¢inkovitost,

supernatant obeh sevov streptomicet ima antioksidativni ucinek,

antioksidativni uéinek supernatanta je odvisen od seva streptomicet,

na antioksidativni u¢inek supernatanta vpliva izbira promotorja,

prisotnost flaviolinov v supernatantu Kkulture streptomicet je povezana z
antioksidativnim u¢inkom omenjenega supernatanta.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ANTIOKSIDANTI
2.1.1 Prosti radikali

Prosti radikali so atomi, molekule ali ioni z vsaj enim neparnim elektronom. So reaktivne
spojine, ker hitro reagirajo z drugimi snovmi na nacin, da jim poskusSajo odvzeti elektron.
Kadar dolocena spojina izgubi elektron, postane sama prosti radikal, kar privede do verizne
reakcije, katere posledica je nastanek razli¢nih radikalskih zvrsti (Halliwell, 1996).
Najpomembnejsi kisikovi radikali so superoksidni anion (¢O;"), hidroksilni radikal (¢OH),
radikal duSikovega oksida (NOe) in peroksilni radikal (ROQOe). Med reaktivne kisikove
zvrsti sodita tudi singletni kisik (*O) in vodikov peroksid (H.O.). Poruseno ravnoteZje
med radikali in antioksidanti imenujemo oksidativni stres (Huang in sod., 2005).

Avtooksidacija mas¢ob je verizna radikalska reakcija, kar pomeni, da poteka kot serija
ponavljajo¢ih se reakcij, v katerih nastajajo radikali. Avtooksidacija mascob vsebuje tri
osnovne faze:

* iniciacija-zacetek
» propagacija-Sirjenje
= terminacija-zakljucek

Antioksidanti preprecijo verizne reakcije oksidacije s tem, da se vkljucijo v fazo iniciacije
ali propagacije, kar privede do prekinitve verizne reakcije in odloZitve degradacijskih
reakcij.

Antioksidanti so spojine, za katere velja, da preprecujejo oksidacijo snovi s tem, ko
reagirajo s prostimi radikali, odstranjujejo oksidativno poSkodovane molekule ali vezejo
kovinske ione (Boyer, 2005). Antioksidante delimo v tri velike skupine. V prvi so pravi
antioksidanti, ki reagirajo s prostimi radikali, v drugi so reducenti in v tretji so spojine, ki
povecujejo ucinkovanje antioksidantov prve skupine (Kac, 2000).
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2.1.2 Delitev antioksidantov

Primarni antioksidanti nastajajo v organizmu ali jih tvorijo mikroorganizmi, to so
predvsem encimi, npr. superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, ceruloplazmin.
Njihova vloga je preprecevanje tvorbe prostih radikalov. Med primarne antioksidante
pristevamo tudi snovi, ki lahko reaktivne radikale spremenijo v bolj stabilne produkte in s
tem prekinejo verizno reakcijo avtooksidacije. Najpogosteje antioksidant poseze v reakcijo
avtooksidacije s tem, da hitro odda vodikov atom lipidnemu radikalu (Re, ROOe), ki bi
sicer omogocil tvorbo novih radikalov. Nastali radikal antioksidanta (Ae) mora biti bolj
stabilen, kot sam lipidni radikal (Madhavi in sod., 1996):

Re+AH — Ae+RH (1)

ROOe + AH — Ae +ROOH (2

V to skupino uvr§¢amo naslednje spojine:

= Fenoli: galati, hidrokinoni.

= Derivati fenolov: guajak gume, butiliran hidroksianisol, butiliran hidroksitoluen,
tokoferoli, t-butilhidrokinon.

» Razli¢ni primarni antioksidanti: Etoksikvin, Anoxomer, Trolox-C.

Sekundarni antioksidanti so snovi, ki zavirajo avtooksidacijo brez direktnega vkljucevanja
v verizno reakcijo. Njihova znacilnost je, da reagirajo s kovinskimi ioni, ki so katalizatorji
oksidacije, odvzemajo kisik iz medija, razgrajujejo hidroperokside do komponent, ki niso
radikali in absorbirajo UV svetlobo. Sekundarne antioksidante uvr§¢amo v naslednje
skupine:

= Qdjemalci O,
= Sinergisti

Odjemalci kisika delujejo na principu, da z reakcijo odvzemanja kisika, preprecijo
nezeleno oksidacijo Zivila. Te spojine reagirajo s prostim kisikom in ga kot taksSnega
odstranijo iz sistema. Prosti kisik reagira z odjemalci kisika, ki jih tudi oksidira. Med
najpomembnejSimi odjemalci kisika so: askorbinska kislina, askorbil palmitat, encimi
(katalaza, ksantin oksidaza), flavonoidi, karotenoidi, polifenoli in sulfiti (Madhavi in sod.,
1996).

Sinergisti so snovi, za katere velja, da niso Cisto pravi antioksidanti, so pa zelo u¢inkoviti v
reakcijah, ki preprecujejo oksidacijo. Tako je na primer citronska kislina aktivna s
primarnimi antioksidanti in odjemalci kisika. Glavni princip reakcije je v tem, da vezejo
kovinske ione, kot sta Zelezo in baker in tvorijo stabilne komplekse.
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Med najpogostejSimi tvorci kelatov so: etilen diaminotetraocetna kislina (EDTA), fitinska
kislina, polifosfati, vinska Kislina, citronska Kkislina, lecitin, aminokisline, peptidi in
fosfolipidi.

Terciarni antioksidanti so snovi, ki popravljajo poSkodbe, ki jih povzro¢ajo prosti radikali
v strukturi celice (encimi, ki »popravljajo« poSkodbe DNA, npr. metionin sulfoksid
reduktaza) (Madhavi in sod., 1996).

Naravni antioksidanti imajo nekaj prednosti, vendar tudi slabih strani v primerjavi s
sinteti¢nimi (Abram in Sim¢i¢, 1997).

Prednosti naravnih antioksidantov:
= 350 bolj sprejemljivi za potrosnike
= porabniki jih imajo za bolj varne

= posebnih testov o njihovi Skodljivosti ni potrebno opravljati, ker veljajo za splosno
priznane in varne (GRAS) sestavine zivil

Slabosti naravnih antioksidantov:
= drazji, ker jih je treba ocistiti
= ¢e niso ocisceni, so manj ucinkoviti
= Jastnosti lahko zaradi tega variirajo med razli¢nimi pripravki

= poleg tega lahko dajo Se dodatno barvo, priokus in slabsi vonj izdelku
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2.2 FENOLNE SPOJINE
2.2.1 Splosno o fenolnih spojinah

V naravi najdemo veliko Stevilo strukturno raznolikih spojin, ki jim s skupnim imenom
pravimo polifenoli ali fenolne spojine. Fenolne spojine so sekundarni metaboliti, ki
nastajajo v rastlinski celici (Balasundram in sod., 2006). Obicajno je fenolnih spojin v
rastlinah priblizno 1 - 2% (w/w). Za rastlino so posebnega pomena, tako s fizioloSkega kot
z morfoloskega staliS¢a. Fenolne spojine dajejo karakteristicen vonj in okus ter
farmakoloske ucinke rastlinam. Opravljajo funkcijo barvil, koencimov, protimikrobnih
agensov in fitoaleksinov. Fenolne spojine so najbolj razsirjeni antioksidanti v nasi prehrani
in se nahajajo samo Vv zivilih rastlinskega izvora (Vrhovsek, 2001). Najve¢ raziskav na
podrocju polifenolov je bilo narejenih na podro¢ju njihove antioksidativnosti, s katero naj
bi pozitivno prispevali k zmanjSanju kroni¢nih degenerativnih bolezni, kardiovaskularnih
bolezni ter raka. Protimikrobno aktivne snovi v Zivilih so lahko endogenega izvora, torej
izhajajo iz surovine, bodisi rastlinskega, zivalskega ali mikrobnega izvora. Primer so
Stevilne organske kisline in fenolne spojine v sadju in zelenjavi.

Fenolne spojine imenujemo vse tiste spojine, ki imajo najmanj en aromatski obro¢ in
najmanj eno ali ve¢ hidroksilnih (-OH) skupin, neposredno vezanih na aromatski obroc¢
(Gordon, 2003).

2.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi so spojine zgrajene iz 15 C-atomov. Te spojine so sestavljene iz aromatskih
obro¢ev A in B, ki ju povezuje heterocikli¢ni obro¢ C. Med flavonoide spadajo razli¢ne
spojine, ki se razlikujejo po oksidacijski stopnji heterociklicnega C obroca, kot tudi po
razli¢nih substituentah na obrocih A, B, in C (Javornik, 2008). Na flavonoidnem skeletu so
—OH skupine na mestih Cs3, Cs in v 0-polozaju na B obrocu. Slika 1 prikazuje osnovno
strukturno formulo flavonoidov. Tako so flavonoidi razdeljeni na 12 skupin:
dihidroflavonole, flavone, flavonole, katehine, flavanone, antocianidine, kalkone, avrone,
flavan-3,4-diole, neoflavone, dihidrokalkone in izoflavone (Caballero in sod., 2003).

Flavonoidi so v rastlinah ve¢inoma prisotni kot glikozidi. To pomeni, da imajo na eno ali
ve¢ hidroksilnih  skupin aglikona (nesladkorni del molekule) vezano sladkorno
komponento. Sladkorna komponenta je vezana s hemiacetal-hidroksilno vezjo (Rice-Evans
in sod., 1996).
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Slika 1: Osnovna strukturna formula flavonoidov (Balasundram in sod., 2006)

Flavonoidi so antioksidanti, ki lahko preprecijo oksidacijo lipidov na ve¢ na¢inov:

= Z lovljenjem radikalov
= Vezavo kovinskih ionov
= Zinhibicijo encimskih sistemov, ki katalizirajo nastanek prostih radikalov

Flavonoidom kot antioksidantom prepisujejo predvsem zmoznost lovljenja radikalov, za
kar je pomembna stabilnost radikala antioksidanta. Reaktivnost mnogih radikalov s
flavonoidi je zelo odvisna od pH. Pomembna lastnost flavonoidov, posebno tistih, ki imajo
na obro¢u B dve —OH skupini v orto polozaju, je sposobnost vezave kovinskih ionov v
kelatne spojine (Cushnie in Lamb, 2005).

Antioksidativno ucinkovitost flavonoidov zviSa vecje S$tevilo hidroksilnih skupin na
B-obroc¢u v molekuli, dvojna vez med drugim in tretjim ogljikovim atomom, konjugirana s
4-0kso skupino v C-obrocu in prisotnost hidroksilne skupine na tretjem ogljikovem atomu
v C-obrocu ter stopnja polimerizacije (Abram, 2000). Flaviolin sodi med naftokinone, ki
jih Goodwin in Mecer uvrS¢ata med fenolne spojine z osnovnim skeletom CgCy4 in ima
podobno kot druge rastlinske fenolne spojine antioksidativni u¢inek (Goodwin in Mecer
(eds.), 1983 cit. po Abram, 2000).
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2.3 METODE DETEKCIJE IN DOLOCITVE ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI
FENOLNIH SPOJIN

Med metodami, ki se uporabljajo v analitiki fenolnih spojin, sta spektrofotometrija in
tekoCinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC) najbolj razsirjeni. HPLC je vrsta
kromatografske metode, ki se uporablja za doloCanje razli¢nih spojin v zivilih. Je zelo
uporabna, hitra, zanesljiva in ucinkovita metoda za dolocanje velikega Stevila snovi.
Osnova kromatografskih metod je v razliki hitrosti migracije posameznih komponent pod
vplivom mobilne faze (tekocina) zaradi selektivnega zadrZevanja (retencije) komponent na
stacionarni fazi (trdna povrSina ali nemobilna teko¢ina) (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).
Fenolne spojine so polarne snovi in so topne v polarnih topilih. Za lo¢bo fenolnih snovi
uporabljamo tekofo polarno mobilno fazo in nepolarno trdno stacionarno fazo
(reverznofazna kromatografija). Za izpiranje se lahko uporablja metanol, acetonitril in
raztopine ocetne kisline, fosforne kisline ali mravlji¢ne Kisline (Caballero, 2003).

Detektorji zaznajo in merijo koli¢ine snovi, ki se eluirajo iz kolone. Sama meritev poteka
kontinuirano, saj je ¢as zadrZzevanja na koloni karakteristicen za posamezno snov. Sama
izbira detektorja je odvisna od komponent, ki jih zelimo dolocati. Za analizo posameznih
spojin flavonoidov se HPLC uporablja v kombinaciji z razli¢nimi detektorji: dioda array,
masnim, fluorescenénim in elektrokemijskim detektorjem. V zadnjih letih naras¢a uporaba
kombinacije tekoCinske kromatografije z masno spektrometrijo za detekcijo polifenolov.
Rezultat kromatografske meritve je kromatogram, ki podaja podatke o kvalitativni sestavi
vzorca (polozaj vrhov), kvantitativni sestavi vzorca in kompleksnosti vzorca (Stevilo
vrhov) (Skoog in sod., 2006). Shema visokolo¢ljivostnega tekoCinskega kromatografa je
predstavljena na sliki 2.
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Slika 2: Visokoloc¢ljivostni tekoc¢inski kromatograf (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007)
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Za detekcijo in kvantitativno dolocanje vsebnosti fenolnih spojin se lahko uporabljajo
spektrofotometriéne metode v obmocju ultravijoli¢ne ali vidne svetlobe. Za flavonoide sta
znacCilna dva absorpcijska pasova: prvi v razponu 240-285 nm, za katerega se verjame da
nastane iz A obroca in drugi z maksimalnim razponom 300-550 nm, ki nastane iz B obroca
(Murkovic, 2003). Sam absorpcijski spekter je odvisen od strukture spojin, Stevila in vrste
substituent ter velikosti konjugiranega sistema. S spektrofotometriénimi metodami je
mogoce dolocevati skupne antociane, nizkomolekularne flavonoide in flavonoide visjih
molekulskih mas. Sestava spektrofotometra je predstavljena na sliki 3.

Slika 3: Dvozarkovni UV in VIS spektrofotometer (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007)

Najbolj razSirjeni testi, ki se uporabljajo za dolocitev antioksidativne ucinkovitosti
flavonoidov, temeljijo na merjenju sposobnosti lovljenja prostih radikalov, vezave
kovinskih ionov, inhibicije inducirane lipidne avtooksidacije in mo¢i redukcije. Pri in vitro
metodah se uporabljajo razli¢ni radikali, kot so 2,2'-azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-
sulfonska kislina) radikal (ABTSe), N,N-dimetil-p-fenilendiamin radikal (DMPD+") in
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPHe) (Locatelli in sod., 2009). Obstaja veliko metod
za dolocanje antioksidativne ucinkovitosti in vsaka ima svoje omejitve. Dokazano je bilo,
da razlicne metode dajo razlicne rezultate o antioksidativni ucinkovitosti (Gorinstein in
sod., 2003).
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2.4 AKTINOMICETE
2.4.1 Splosno o aktinomicetah

Aktinomicete so po Gramu pozitivne bakterije in so umesc¢ene v red Actinomycetales,
kamor sodijo druzine Actinomyces, Cornynebacterium, Nocardia, Propionibacter,
Streptomyces, Micromonospora in Frankia. Vecina aktinomicet naseljuje prst in humus ter
daje tem substratom zaradi svoje proizvodnje substanc, ki jim pravimo geozmini, znacilen
vonj po prsti (Madigan in sod., 2004). Aktinomicete se razmnoZzujejo s pomo¢jo spor, ki se
tvorijo iz verig celic, ki rastejo iz podlage v zrak in dajejo kolonijam znacilen Zametni
ali hranilni agar (Holt in sod., 1994). Aktinomicete imajo zelo debelo celicno steno
(ve¢ kot 40 plasti peptidoglikana). Peptidoglikan je pomembna strukturna sestavina
bakterijskih celi¢nih sten, saj daje celicam trdnost in jih §¢iti pred osmotskim pritiskom v
citoplazmi (Raspor, 1996).

2.4.1.1 Pomen aktinomicet

Aktinomicete so pomembne, ker tvorijo Stevilne sekundarne metabolite, od Kkaterih so
najbolj pomembni antibiotiki. VV znanosti so aktinomicete postale zanimive od leta 1940,
ko so odkrili, da proizvajajo antibiotik aktinomicin in Cez tri leta streptomicin, ki velja za
prvi ucinkovit antibiotik v zdravljenju tuberkuloze (Madigan in sod., 2004). Sekundarni
metaboliti aktinomicet imajo protibakterijske, protiglivne in protirakave lastnosti.
Antibiotiki jim pomagajo zadrzevati konkuren¢ne mikroorganizme ¢im dlje od njihove
hrane in Zivljenjskega prostora. Mikroorganizmi, ki proizvajajo antibiotike so odporni proti
lastnim antibiotikom, kar pa jih ne §¢iti pred antibiotiki drugih mikroorganizmov, ¢e ne gre
za enak tip antibiotika oz. enak princip odpornosti proti antibiotiku (Watve in sod., 2001).

2.4.3 Streptomicete

Streptomicete so grampozitivne nitaste bakterije iz reda Actinomyces (Raspor, 1996).
Streptomicete so striktni aerobi. Optimalna T za njihovo rast je 25-35 °C, optimalni pH pa
6,5-8,0. V njihovem genomu je molski delez parov gvanin-citozin (GC) od 63 do 78 %
(Holt in sod., 1994). Streptomicetni sevi rastejo v obliki filamentov, ki jim pravimo hife in
se povezujejo v obliki mreze, ki ji pravimo micelij (Likar, 1987). Mnogi sevi proizvajajo
enega ali ve¢ antibiotikov. Od vseh vrst aktinomicet, kar 80 % antibiotikov proizvajajo
bakterije rodu Streptomyces (Kieser in sod., 2000). Poleg antibiotikov streptomicete
proizvajajo Se druge pomembne bioloSko aktivne snovi, kot so: inhibitorji encimov,
ekstracelularni encimi in imunoaktivne spojine (imunosupresorji) (Madigan in sod., 2004).
Na sliki 4 je prikazana streptomiceta S. coelicolor.
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Slika 4: Barvna kolonija modelne streptomicete S. coelicolor (Marinelli, 2009)

Vse vrste streptomicet so sposobne celicne diferenciacije. Diferenciacija in antibiotska
produkcija sta bili raziskani predvsem na organizmu Streptomyces coelicolor, ki proizvaja
vsaj Stiri razlicne antibiotike in prvi celostni pregled kloniranja streptomicet je bil prvic
objavljen deset let nazaj. V teoriji so lahko konjugacija, transformacija in transdukcija kot
metode uporabljene za prenos DNA v streptomicete. Standardna tehnika je PEG
(polietilenglikol) za transformacijo protoplastov. Elektroporacija se uporablja pri Stevilnih
aktinomicetah pa tudi pri streptomicetah, ampak rezultati transformacije niso tako uspesni
kot z PEG-om (Puhler, 1993).

2.5 SEKUNDARNI METABOLITI

Sekundarni metaboliti so produkti celicnega metabolizma, ki niso nujno potrebni za rast
organizma. Pri sintezi sekundarnega metabolita obicajno sodeluje veriga encimov, ki enega
ali ve¢ produktov primarnega metabolizma preoblikujejo v novo obliko, t.j. sekundarni
metabolit. Njihova sinteza se zmeraj za¢ne ob stresni situaciji. Po navadi gre za
pomanjkanje hranil (Merillon in Ramawat, 2007). Sekundarni metaboliti imajo razli¢ne
funkcije, in sicer lahko so antibakterioloski in antiglivni agensi, protirakava zdravila,
imunosupresorji, herbicidi ali orodja za genski inZeniring (Bibb, 2005). K sekundarnim
metabolitom priStevamo tudi spojine, ki se pojavijo v rastlinah kot odgovor na infekcije,
npr. fitoaleksini, izoprenoidi, flavonoidi (Bravo, 1998). Antibiotiki so sekundarni
metaboliti, ki jih mikroorganizmi obicajno proizvajajo pri nizkih stopnjah rasti ali ko je
rast prakticno Ze konCana in za samo rast mikroorganizma niso esencialni (Gasparic,
2009). Antibiotiki v celici delujejo na pet tarénih mest: celicna stena, membrana, geni,
proteini in metabolne poti (Chess in Cowan, 2009).
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2.5.1 Poliketidi

Poliketidi so spojine naravnega izvora, ki jih najpogosteje proizvajajo plesni in
filamentozne bakterije (Petkovi¢ in sod., 1998). Mednje spadajo Stevilne medicinsko
pomembne spojine, kot so antibiotiki eritromicin in tetraciklin, imunosupresanti FK506 in
rapamicin, zdravila proti raku daunorubicin in epotilon ter Stevilne druge trzno pomembne
spojine (Blazi¢ in sod., 2009). Spojine poliketidnega izvora obsegajo Sirok spekter
biolosko aktivnih ucinkovin, kot so protibakterijske, protiglivne, protirakaste in
imunosupresivne aktivnosti (Petkovié¢ in sod., 2006). Stevilne raziskave na podrodju
poliketidov in poliketidnih sintaz (multiencimski kompleksi, ki katalizirajo biosintezo
poliketidov) v zadnjih desetih letih so v veliki meri posledica prakti¢no neiz¢rpne palete
bioloskih aktivnosti in komercialne vrednosti teh naravnih spojin, ki trenutno predstavljajo
ene izmed bolj obetavnih kandidatov za nova zdravila (Kus¢er in sod., 2009).

2.5.2. Antibiotiki, ki jih proizvajajo bakterije Streptomyces spp.

Streptomicin je aminoglikozid, odkrit leta 1943 v laboratorijih Selmana Waksmana.
Proizvaja ga bakterija Streptomyces griseus. Je prvi antibiotik, s katerim so zdravili
tuberkulozo. Waksman je odkril tudi druge antibiotike, vklju¢no z aktinomicinom in
neomicinom (Hopwood, 1997).

Monenzin je pomembna vrsta poliketida, ki ga proizvaja bakterija Streptomyces
cinnamonensis in je tudi toksicna za nekatere vrste bakterij, gliv in vi§jih organizmov. Za
sintezo monenzina so najpomembnejsi trije prekurzorji, in sicer malonil-CoA,
metilmalonil-CoA in etilmalonil-CoA (Li in sod., 2009). Monenzin je najbolj Siroko
uporabna snov, ki se dodaja h krmi za goveda. Ugotovljeno je bilo, da dodatek monenzina
prispeva k povecanju teze samih goved. Odmerek 350 mg/dan naj bi povecal samo tezo
goveda za 6 %. Monenzin deluje tako, da spremeni bakterijsko populacijo v govejem
vampu, s ¢imer vpliva na ravnotezje koncnega metabolizma vampa (Glazer in Nikaido,
2007). Struktura formula antibiotika monenzin je predstavljena na sliki 5.

Imunosupresor FK506 ali tacrolimus je 23-¢lenski makrocikli¢ni poliketid, ki ga proizvaja
bakterija Streptomyces tsukubaensis. Velja za pomembni antibiotik, ki ima visoko
imunosupresivno aktivnost. Leta 1984 so ga prvi izolirali japonski znanstveniki iz
mikroorganizma Streptomyces tsukubaensis, ki so ga nasli v tleh japonske zemlje. Po
dolgih letih raziskovanj, je FK506 postal komercialno dostopen Sele leta 1994, najprej na
Japonskem, istega leta pa Se v Evropi. Danes se tacrolimus uporablja predvsem kot
imunosupresor po transplantaciji organov (Kim in Park, 2008).
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Monensin A

Slika 5: Strukturna formula antibiotika monenzin (Glazer in Nikaido, 2007)

2.5.3 Produkcija flaviolina

Flaviolin je temno rdece-rjavo topen pigment, ki ga sintentizira encim kalkon-sintaza.
Molekulo flaviolina so prvi¢ izolirali leta 1953 iz organizma, ki so ga preucevali zaradi
njegove zmoznosti produkcije citronske kisline iz glukoze in pri tem naleteli na neznano
spojino, ki so jo poimenovali flaviolin (McGovern in Bentley, 1975). Osnovni gradnik iz
katerega se sintentizira poliketid flaviolin je malonil-CoA. To je metabolit primarnega
metabolizma. Posamezni deli malonil Co-A se pogosto poveZzejo v linearen pentaketid, Ki
se po koncani sintezi sprosti iz encima in v celici dalje ciklizira v
1,3,6,8-tetrahidroksinaftalen (THN), ki je zelo nestabilna molekula, ki se dalje oksidira v
2,5,7-trihidroksi-1,4-naftokinon, t.j. flaviolin (Funa in sod., 1999). Molekule flaviolina
pogosto dimerizirajo, nastali dimeri pa se zdruZijo v vecje polimerne strukture. Tako
dobimo mesanico heterogenih pigmentnih molekul flaviolina in njemu podobnih spojin -
flaviolinov (Cortes in sod., 2002). Shema nastajanja flaviolina je prikazana na sliki 6.

Slika 6: Potek sinteze flaviolina iz malonil Co-A (Magdevska in sod., 2010)
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2.5.3.1 Kalkon- sintaze

Kalkon sintaze so poliketidne sintaze tipa Ill, ki sintentizirajo kalkone. Poliketidne sintaze
(PKS) so multi-encimski kompleksi, na katerih se sintentizira poliketidna veriga. Kalkon je
kemijsko 1,3-difenil-2-propenon (CisH;,0). Za kalkone velja, da so osnovni gradniki
flavonoidov in drugih rastlinskih snovi, ki vplivajo na obarvanost cvetov, sodelujejo pri
obrambi rastlin pred patogenimi organizmi in omogoc¢ajo komunikacijo med
mikroorganizmi. Prva kalkon sintaza, ki so jo odkrili je bila iz vrste Streptomyces griseus
(Funa in sod., 1999).

2.5.3.2 Promotor

Promotor je nukleotidno zaporedje, ki se nahaja na 5' koncu gena in regulira njegovo
izraZzanje. Promotorji so specificne DNA sekvence, kjer se RNA polimerazni encimi
prepisujejo. Promotor ErmE* je mocan Kkonstitutiven promotor, izoliran iz bakterije
Streptomyces erythraea (Bibb in sod., 1985). Promotor ErmE* se uporablja za moc¢no
ekspresijo heterolognih proteinov v streptomicetah, saj se je v Stevilnih raziskavah pokazal
kot zelo mocan promotor (Binnie in sod., 1997).

2.5.3.3 Gen rppA

Gen rppA, izoliran iz aktinomicete Saccharopolyspora erythraea je robusten in
veénamenski reporterski sistem, ki nam omogoca enostavno kvalitativno in kvantitativno
merjenje, kjer lahko uporabimo laboratorijska ali kompleksna industrijska gojis¢a. Gen
rppA ima zaradi svoje majhnosti, robustnosti in vsestranske uporabnosti velik potencial za
uporabo v razli¢nih aktinomicetnih gostiteljih tako v teko¢em kot tudi v trdnem mediju.
Tako je lahko uporabno orodje za Studije biosinteze sekundarnih metabolitov, kjer moramo
za doseganje izkoristkov tarénega produkta in industrijske relevantnosti ze Vv
eksperimentalnih fazah uporabljati skrbno nacrtovana kompleksna industrijska gojisca
(Magdevska in sod., 2010).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
3.1.1 Mikroorganizem

Delali smo z dvema rekombinantnima sevoma Streptomyces tsukubaensis in Streptomyces
cinnamonensis, v katere smo vnesli gen rppA, izoliran iz aktinomicete Saccharopolyspora
erythraea. Oba seva sta bila transformirana z integrativnim plazmidom, ki je vseboval gen
rppA pod kontrolo promotorja ErmE in mo¢nega promotorja ErmE*. Kot kontrolo smo
uporabili ekstrakte obeh sevov, ki niso vsebovali rppA gena. Po inokulaciji vseh Sestih
Sevov V ustrezna gojis¢a in inkubaciji, Smo dobljene kulture obdelali s centrifugiranjem in
supernatante uporabili za nadaljnje analize. PodrobnejSi opis postopka je opisan v ¢lanku
(Magdevska in sod., 2010). Tako pridobljene supernatante smo uporabili za naSe analize.

..........

smo dobili na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost Zivil Oddelka za
zivilstvo na Biotehniski fakulteti, kjer je bil opravljen tudi zgoraj navedeni postopek, ki je
vodil v pridobitev supernatantov. V preglednici 1 je podan opis vseh delovnih
mikroorganizmov, ki smo jih uporabili tekom raziskave.

Preglednica 1: Opis delovnih mikroorganizmov

Oznaka Opis

S.tsukubaensis k Streptomyces tsukubaensis kontrola (nima promotorja za
sintezo flaviolina)

S.tsukubaensis ErmE Streptomyces tsukubaensis, ki ima promotor za SibkejSo
sintezo flaviolina

S.tsukubaensis ErmE* | Streptomyces tsukubaensis, ki ima promotor za mo¢nej$o
sintezo flaviolina

S.cinnamonensis k Streptomyces cinnamonensis kontrola (nima promotorja
za sintezo flaviolina)

S.cinnamonensis ErmE | Streptomyces cinnamonensis, ki ima promotor za SibkejSo
sintezo flaviolina

S. cinnamonensis ErmE* Streptomyces cinnamonensis, ki ima promotor za
mocnejSo sintezo flaviolina
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3.1.2 Reagenti in topila

= etanol (96%, Merck, Nemcija)

= natrijev karbonat (Alkaloid, Makedonija)
=  galna kislina (Sigma, Nemcija)

= natrijev hidroksid (Merck, Nemcija)

=  kalijev heksacianoferat (111) (Kemika, Hrvaska)
= trikloroocetna kislina (Merck, Nemcija)

= Zelezov (1) klorid (Carlo Erba Reagenti, Italija)
= Zelezov (1) klorid (Kemika, Hrvaska)

= ferozin (Sigma, Nemcija)

= DPPH reagent (Sigma, Nemcija)

= fosfatni pufer (Sigma, Nemcija)

=  Folin-Ciocalteu reagent (Fluka, Svica)

= acetonitril (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija)

=  metanol (Merck, Nemcija)

= Skrob (Merck, Nemcija)

= dikalijev hidrogenfosfat (Merck, Nemcija)
= magnezijev sulfat (Merck, Nemcija)

= natrijev klorid (Merck, Nemcija)

= Kkalcijev karbonat (Kalcit, Slovenija)

= amonijev sulfat (Kemika, Hrvaska)

= Zelezov sulfat (Kemika, Hrvaska)

=  manganov (II) klorid (Sigma, Nemcija)

= cinkov sulfat (Kemika, Hrvaska)

= sojina moka ( Cargill Foods, ZDA)

= glukoza (Merck, Nemcija)

= Skrob (Cerestar, ZDA)

= kvasni ekstrakt (Sigma, Nemcija)

Za pripravo raztopin smo uporabljali bidestilirano vodo.
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3.1.3 Aparature

HPLC instrument Agilent 1100 in sestavni deli: binarna gradientna ¢rpalka
(Agilent 1100, G1312A), avtomatski podajalnik (Agilent 1100, G1130B) in
termostat za kolono (Agilent 1100, G1316A)

analitska tehtnica AT201 (Mettler Toledo, Svica)

analitska tehtnica (Sartorius analytic)

ultrazvocna kopel (Bandelin Sonorex TK52, Nemcija)
vrtinénik Vibromax (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)
hladilnik z zmrzovalnikom (Gorenje HZS 2926, Slovenija)
Stoparica

UV-VIS spektrofotometer (Hewlett-Packard 8453, Zdruzene drzave Amerike)
centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415C, Nemdija)
centrifuga (Centric 322 B)

vodna kopel (Biichi B-480, Svica)

pH meter (Mettler Toledo, Svica)

laminarij (P10 SMBC 122)

avtoklav (Sutjeska)

stresalnik (HT Infors)

kolona Strata X (500 mL, Phenomenex)

3.1.4 Pribor

avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija)

ladjice za tehtanje

parafilm

plasti¢ne epruvete

steklene epruvete

zlicka za tehtanje

gorilnik

casSe

Erlenmajerjeve steklenice (50 mL, 100 mL, 250 mL)
1 mL plasti¢ne centrifugirke (Eppendorf, Nemcija)
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= 2 mL plasti¢ne centrifugirke (Eppendorf, nemcija)
= Falcon centrifugirke (50 mL)

= merilni valji (100 mL, 250 mL)

= nastavki za pipete (10 ul, 200 uL, 1000 pL)

= Kivete (1,5 mL; 2,5 mL)

= sterilni zobotrebci

= petrijeve plosce

= membranski filtri (0,45 pm)

= rokavice

= aluminijeva folija
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3.2 METODE DELA
3.2.1 Ekstrakcije na trdni fazi

Supernatante smo dodatno ¢istili z metodo ekstrakcije na trdni fazi (SPE). Najprej smo
odpipetirali v stekleno epruveto 3 mL supernatanta posameznega vzorca in dodali isto
koli¢ino (3mL) acetonitrila (CH3CN). MeSanico smo 1 min ro¢no mesali, nato je sledilo
centrifugiranje 10 min pri 3000 obr/min oz. 1700 G. Dobljeni supernatant smo prelili v
epruveto in dodali destilirano vodo, tako da je bil kon¢ni volumen 50 mL. Nato je sledila
ekstrakcija na trdni fazi z uporabo kolone Strata-X. Kolono smo najprej aktivirali z 4 mL
80 % metanola (MetOH:H,O, 80:20, w/w). Zatem smo skozi kolono spustili 4 mL
destilirane vode. Po tem koraku je sledil nanos vzorca. Za spiranje vzorca s kolone smo
uporabili po 4 mL metanola razli¢nih koncentracij (15, 30, 40, 50, 60, 80, 100 %, v/v). Pri
spiranju z metanolom dolo¢ene koncentracije smo dobili razlicno obarvane frakcije, od
brezbarvne (pri spiranju s 15 % metanolom) do rdece barve (pri spiranju s 80 %
metanolom). Frakcija, najbolj podobna barvi flaviolina se je pri vseh Sestih vzorcih
pojavila pri uporabi 80 % metanola, zato smo to frakcijo uporabili za HPLC analizo in
ugotavljanje antioksidativne u¢inkovitosti.

3.2.2 HPLC analiza

Analizo smo izvedli na HPLC sistemu Agilent 1100, ki ga sestavljajo:

* Dbinarna gradientna ¢rpalka (Agilent 1100, G1312A)
= avtomatski podajalnik (Agilent 1100, G1130B)
= termostat za kolono (Agilent 1100, G1316A)
= predkolona: Gemini C18 (Phenomenex, ZDA), 4,0 mm x 2,0 mm
= kolona: Gemini C18 (Phenomenex, ZDA), 3um, 150 mm x 2,0 mm
= mobilna faza: mobilna faza A: 1 % HCOOH v H,0
mobilna faza B: acetonitril

Pogoji analize:

= volumen injiciranja: 10 uL

= pretok: 0,250 mL/min

= temperatura kolone: 25 °C

= temperatura vzorca: 8 °C

= detektor: DAD-Diode Array

= masni detektor: Micromass, Quatro Micro APC
= (as trajanja analize: 30 minut
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3.2.3 Dolocitev skupnih fenolnih spojin

Metoda s Folin-Ciocalteu reagentom spada med starejSe metode, ki se uporablja za
dolocitev skupnih fenolnih spojin. Metoda je preprosta, obcutljiva in natan¢na, zato se zelo
pogosto uporablja (Prior in sod., 2005). Sama metoda temelji na redukciji Folin-Ciocalteu
reagenta (Huang in sod., 2005). Reagent med drugim vsebuje natrijev fosfomolibdat ter
natrijev volframat, katerega reducirana oblika se obarva modro, ki maksimalno absorbira
pri valovni dolzini 765 nm. lzmerjena absorbanca je premosorazmerna koncentraciji
fenolnih spojin (Boti¢ in sod., 2009). Postopek dolocitve vsebnosti skupnih fenolnih spojin
je potekal po metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981). Najprej smo k 0,2 mL supernatanta
(razred¢en z bidestilirano vodo v razmerju 1:40, v/v) dodali 0,125 mL Folin-Ciocalteu
reagenta in premesali. Potem smo dodali 0,125 mL 20 % raztopine natrijevega karbonata
(Na,CO3). Po dodatku 20 % raztopine Na,COs; smo reakcijsko zmes dopolnili z
bidestilirano vodo do kon¢nega volumna 1 mL. Sledi filtracija skozi filtrni papir z
velikostjo por 0,45 um in centrifugiranje. MeSanico smo centrifugirali v Eppendorfovi
centrifugi 10 minut pri 14 000 obr/min. Po 40 minutah smo supernatantu s
spektrofotometrom izmerili absorbanco pri valovni dolzini 765 nm (Azes) proti slepemu
vzorcu, ki smo ga predhodno pripravili na isti nacin, le da Smo namesto ekstrakta dodajali
bidestilirano vodo. Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo izracunali iz umeritvene krivulje,
ki smo jo pripravili na osnovi galne kisline. VVsako meritev smo opravili v dveh oz. treh
paralelkah.

Priprava reagentov

Priprava Folin-Ciocalteu reagenta: 1 mL Folin-Ciocalteu reagenta smo razred¢ili z 2 mL
bidestilirane vode.

Priprava 20 % raztopine Na,COg: odtehtali smo 20 g Na,COj; in prenesli v 100 mL bucko
ter dopolnili z bidestilirano vodo do oznake.

3.2.3.1 Priprava umeritvene krivulje

Za umeritveno krivuljo smo uporabili galno kislino. Najprej smo pripravili standardno
raztopino galne kisline. Zatehtali smo 10 mg galne kisline v 100 mL bucko in jo raztopili v
bidestilirani vodi. Masna koncentracija galne kisline v tako pripravljeni raztopini je bila
0,1 mg/mL. Nato smo ustrezne volumne te raztopine prenesli v epice, dodali 125 uL
reagenta Folin-Ciocalteu, 125 uL. 20 % raztopine Na,COgs, dopolnili z bidestilirano vodo
do 1 mL in po 40 minutah izmerili absorbanco pri 765 nm proti slepemu vzorcu. V
preglednici 2 so predstavljeni vsi volumni (V) izhodne raztopine galne kisline, ki smo jih
odpipetirali v reakcijsko zmes, vrednosti masne koncentracije galne kisline (ygk) V
reakcijski zmesi in povpre¢ne vrednosti izmerjene absorbance (Azes).
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Preglednica 2: Volumen (V) galne kisline, vrednosti masne koncentracije galne kisline
(Ygx.) in povprecne vrednosti absorbanc (Aves)

V(ul) Yok (ng/mL) | Azes (1.par) | Ages (2.par) Azes £ SD
20 2 0,2377 0,2379 0,2378 + 0,0002
40 4 0,4550 0,4552 0,4551 + 0,0001
60 6 0,6542 0,6545 0,6543 + 0,0002
80 8 0,8390 0,8382 0,8386 + 0,0006
100 10 1,0054 1,0059 1,0057 + 0,0003

Iz izmerjene absorbance in masne koncentracije galne kisline smo narisali umeritveno

krivuljo ter z linearno regresijo dolocili naklon premice, ki je prikazana na sliki 7.
Vrednost koeficienta k je (0,1045 + 0,00211) (ug/mL)™.

Asss
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(=)
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koncentracija (mg/L)

Slika 7: Umeritvena krivulja z galno kislino
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Masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin v reakcijski meSanici smo izracunali tako:

y =D - (3)

Y — masna koncentracija fenolnih spojin v reakcijski meSanici (pg/mL)

Azgs — absorbanca pri valovni dolZini 765 nm

k — naklon premice

Maso fenolnih spojin v reakcijski mesanici smo izracunali:

M — masa fenolnih spojin v reakcijski mesanici (ng)

V —volumen reakcijske mesanice (ml)

Dolocili smo $e masno koncentracijo fenolnih spojin v supernatantu:

m
Yes=—— R )

Vpip
Vpip — Volumen pipetiranja supernatanta v reakcijsko mesanico (mL)

R — razredcitveni faktor (pri neprecis¢enih vzorcih je 40 in pri precis¢enih 1)

Masno koncentracijo fenolnih spojin za vse analize antioksidativne ucinkovitosti smo
izraCunali iz rezultatov Folin-Ciocalteujeve analize z ustrezno razred€itvijo supernatanta.
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3.2.4 Ugotavljanje antioksidativnega delovanja supernatanta
3.2.4.1 Dolocitev sposobnosti lovljenja radikala DPPHe

Pri ugotavljanju sposobnosti antioksidantov za lovljenje radikalov se pogosto uporablja
2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPHe) radikal, ki je eden redkih stabilnih in komercialno
dostopnih organskih duSikovih radikalov (Georgiev in sod., 2010). Strukturna formula
DPPHe je prikazana na sliki 8. Metoda DPPHe je enostavna in hitra metoda, za njeno
izvedbo potrebujemo le UV-VIS spektrofotometer, kar je ocitno tudi poglavitni razlog, da
se ta metoda pogosto uporablja pri dolo¢anju antioksidativne ucinkovitosti (Prior in sod.,
2005). Metoda temelji na reakciji prenosa vodikovega atoma z antioksidanta na DPPHe
radikal. Radikal DPPHe v reakciji z antioksidantom preide v neobarvano spojino, kar
opazimo kot spremembo barve iz vijolicne v bledo rumeno ter zniZanje absorbance pri
517 nm, kjer je absorbcijski maksimum radikala. BoljSa kot je antioksidativna
ucinkovitost, manjsi delez radikala preostane v reakcijski zmesi in niZja je absorbanca.
Svetloba, kisik in pH vrednost reakcijske meSanice mocno vplivajo na absorpcijsko mo¢
DPPHe radikala (Sharma in Bhat, 2009).

Postopek analize je potekal tako, da smo najprej odmerili 1,45 mL raztopine DPPHe in
dodali 0,05 mL 96 % etanola. Nastalo raztopino smo premeSali in jo uporabili za t.i.
kontrolni vzorec. Izmerili smo ji absorbanco pri valovni dolzini 517 nm. To je absorbanca
kontrole. Odpipetirali smo 1,45 mL osnovne raztopine DPPHe ter ustrezen volumen
supernatanta (od 0 ml do 0,05 mL) ter do kon¢nega volumna (1,50 mL) dopolnili s 96 %
etanolom. Mesanico smo premesSali in centrifugirali v Eppendorfovi centrifugi 10 minut pri
14 000 obr/min. Po 30 minutah smo izmerili absorbanco pri valovni dolzini 517 nm proti
slepemu vzorcu, ki je bil v tem primeru 96 % raztopina etanola.

Priprava reagenta DPPHe: 3,94 mg DPPHe smo raztopili v 100 mL 96 % etanola.

NO,,

N—N NO,

NO,,

Slika 8: Strukturna formula DPPHe (Prior in sod., 2005)


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e9/DPPH_radical.svg
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3.2.4.2 Dolocitev sposobnosti redukcije

Redukcijska sposobnost dolocene spojine lahko deluje kot pomemben indikator njene
potencialne antioksidativne ucinkovitosti. Med analizo sposobnosti redukcije prisotnost
reducentov (antioksidantov) v preiskovanih vzorcih vodi v redukcijo zelezovih(III) ionov
(Fe**) do Zelezovih(ll) ionov (Fe**), kar zasledujemo spektrofotometri¢no (Juntachote in
sod., 2006).

Postopek analize smo izvedli tako, da smo najprej odpipetirali 50 ul supernatanta v
plasti¢no epruveto in dodali 450 ul bidestilirane vode (volumen raztopine 0,5 mL). K tej
raztopini smo dodali 2,5 mL fosfatnega pufra, (pH=6,8), 2,5 mL Kkalijevega
heksacianoferata(lll) in 2,5 mL 20 % raztopine trikloroocetne kisline. MeSanico smo
premesali in prenesli 2 mL v plasti¢no epico ter centrifugirali 15 minut pri 13 000 obr/min.
Po centrifugiranju smo odpipetirali 2,5 mL supernatanta, dodali 2,5 mL bidestilirane vode
in 1 mL raztopine Zelezovega(lll) klorida (c=0,002 mol/L). Vse skupaj smo premesali in
po 25 minutah izmerili absorbanco pri valovni dolzini 740 nm proti slepemu vzorcu, ki
smo ga pripravili po istem postopku, le da smo namesto supernatanta uporabili
bidestilirano vodo.

Priprava reagentov

Priprava fosfatnega pufra: odtehtali smo 3,38 g kalijevega kalijevdihidrogenfosfata (V)
(KH,PQO,4), 3,53 g dinatrijevega hidrogenfosfata (V) (NapHPO,) in raztopili v 1 L
bidestilirane vode.

Priprava raztopine kalijevega heksacianoferata(lll) K3(Fe(CN)g)): 1 g Ks(Fe(CN)g)) smo
zatehtali v 100 mL bucko in z bidestilirano vodo napolnili do oznake.

Priprava raztopine trikloroocetne kisline (C,HCI3O,): odtehtali smo 20 g C,HCI3;O, v
100 mL bucko in dopolnili z bidestilirano vodo do oznake.

Priprava raztopine Zelezovega(lll) klorida (FeCls): 0,5 g FeCI3 smo prenesli v 50 mL
bucko in z bidestilirano vodo dopolnili do oznake.
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3.2.4.3 Dolocitev sposobnosti vezave kovinskih ionov

Dolocitev sposobnosti tvorbe kompleksov fenolnih spojin s kovinskimi ioni temelji na
dejstvu, da se v prisotnosti teh spojin porusi struktura kompleksa, ki ga tvori izbrani
komercialni kelator (ferozin) in kovinski ion (Fe®") zaradi vezave ionov Fe?* na fenolne
spojine. Posledi¢no se zmanjSa intenziteta rdeCe barve. Nizja absorbanca pomeni vecjo
sposobnost ekstraktov za tvorbo kompleksov s kovinskimi ioni (Decker in Welch, 1990).
Sam postopek metode je potekal tako, da smo v plasticno epruveto odpipetirali
1 mL ekstrakta, h kateremu smo dodali 3,7 mL vode, 0,1 mL raztopine Zelezovega(ll)
klorida (c=0,002 mol/L) in 0,2 mL raztopine ferozina (c=0,005 mol/L). Reakcijsko
meSanico (V=5mL) smo premeSali in pustili 10 minut na sobni temperaturi ter nato merili
absorbanco pri valovni dolZini 562 nm proti slepemu vzorcu, ki je vseboval 1 mL ekstrakta
in 4 mL bidestilirane vode. Pri tej metodi je potrebno predhodno pripraviti tudi kontrolni
vzorec, ki namesto ekstrakta vsebuje enako koli¢ino bidestilirane vode.

Priprava reagentov:

Priprava raztopine zelezovega(ll) klorida (FeCl,): odtehtali smo 19,88 mg FeCl, in prenesli
v 50 mL bucko ter napolnili z bidestilirano vodo do oznake.

Priprava raztopine ferozina: 61,79 mg ferozina smo raztopili v 25 mL bidestilirane vode.

3.2.5 Statisticna obdelava

Povprec¢na vrednost

Rezultate analiz smo podali kot povpreéne vrednosti () vseh meritev znotraj dolocene
metode, v skladu z enacbo (6) (Kosmelj, 2001).

7= (E?:1 x:‘)

n — Stevilo vzorcev,
Xj — vrednosti i-te meritve.
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Standardni odklon

Za oceno Vvariabilnosti rezultatov smo uporabili standardni odklon (SD), ki smo ga
izracunali po enacbi (7) (KoSmelj, 2001).

! 2
5D = |E?=1 [xi_ xj‘
! n

N - (7

X; — vrednosti i-te meritve,
n — Stevilo vzorcev,
i — povpre¢na vrednost.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO
41  HPLC ANALIZA

V celoti smo postopali tako, da smo najprej nacepili kulturo obeh streptomicet, in sicer v
vseh treh oblikah (kontrola, ErmE in ErmE*) na ustrezna gojis¢a ter jih primerno dolgo
kultivirali. Tako pripravljene brozge vseh Sestih vzorcev smo centrifugirali in dobljene
supernatante uporabili za nadaljnjo analizo. Supernatante smo Se dodatno precistili s
pomocjo ekstrakcije na trdni fazi (SPE). SPE je tehnika, pri kateri preiskovani vzorec
filtriramo skozi trdno fazo, ki zadrzuje raztopljene snovi. Te snovi nato eluiramo z
ustreznim topilom. Pridobljene eluate smo uporabili za nadaljnje analize. Omenjeno
tehniko izvajamo predvsem z namenom pridobivanja dovolj Cistih vzorcev, ki jih v
nadaljevanju analiziramo z ustreznimi kromatografskimi metodami.

Iz primerjave kromatogramov za supernatant kulture streptomicet, kjer ni bilo dodanega
gena rppA za sintezo flaviolina (kontrola) in supernatant kulture, ki je vseboval gen rppA
pod kontrolo dveh razli¢nih promotorjev (ErmE in ErmE*) za sintezo flaviolina, se pokaze
naslednje: pri mikroorganizmu Streptomyces tsukubaensis se v primeru dodanega moc¢nega
promotorja ErmE* glede na kontrolo, kjer pika ni, pokaze dodatni pik, ki naj bi ustrezal
molski masi flaviolina (287,95 g/mol). V primeru dodanega promotorja ErmE ustreznega
pika ne zaznamo. Pri mikroorganizmu Streptomyces cinnamonensis se dodatni pik, ki naj
bi potrdil prisotnost flaviolina, ne pokaze v primeru nobenega dodanega promotorja. Na
sliki 9 je prikazan kromatogram pridobljen z uporabo DAD. Na kromatogramu je signal za
flaviolin posebej oznacen.

lavio_100706_005 g 3 Diode Array
1843) Range: 1.624e+1

i !
B 1.08*'13 i
< 170 ]

[ 1745, | IIH 2[];35

OUL III R ____-..M-»ﬂ_.._,,_,m_,u.JJ o \‘\\H L
5.0 10, 15.00 2000 2.0 3000

W v W

Slika 9: Kromatogram precis¢enega vzorca Streptomyces tsukubaensis Ermg*
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4.2 VSEBNOST SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN

Skupne fenolne spojine smo dolocili spektrofotometricno z uporabo Folin-Ciocalteu
reagenta. Metoda temelji na prenosu elektronov iz fenolnih spojin na molibden v reagentu
Folin-Ciocalteu, kar posledi¢no povzro¢i nastanek modrega kompleksa, kateremu nato
izmerimo absorbanco pri 765 nm (Azs). Sama metoda velja za preprosto in natan¢no.
Absorbanca, ki jo izmerimo, je premo sorazmerna s koncentracijo fenolnih snovi v
reakcijski meSanici (Boti¢, 2009; Medina, 2011). Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo
dolo¢ili s pomoc¢jo umeritvene krivulje, za njeno pripravo pa smo uporabili raztopino galne
kisline. Vsebnost fenolnih spojin smo izrazili kot ekvivalent galne kisline, to je v mg galne
kisline na mL supernatanta.

Skupne fenolne spojine smo dolo€ili v supernatantih pred in po tem, ko smo jih izpostavili
ekstrakciji na trdnem nosilcu, to je v neprecisc¢enih in pre¢iséenih vzorcih. V preglednici 3
so podane vrednosti Az in vrednosti masnih koncentracij fenolnih spojin neprecis¢enih
supernatantov bakterij Streptomyces tsukubaensis in Streptomyces cinnamonensis.

Preglednica 3: Vrednosti absorbanc (Azs) in masnih koncentracij FS (y) neprecis¢enih
vzorcev Streptomyces tsukubaensis in Streptomyces cinnamonensis

Vzorec (F;:\7fﬁ-51) (;;:1?52) (K’)A;I’G.SGS) Az5% SD | yes(mg/mL)
S.tsukubaensis k 0,605 0,627 0,639 0,62+0,01 | 1,19+0,02
S.tsukubaensis ErmE 0,735 0,742 0,761 0,75+0,01 | 1,43+0,02
S.tsukubaensis ErmE* 0,966 0,969 0,994 0,98+0,01 | 1,87+0,02
S.cinnamonensis k 0,784 0,764 0,769 0,77+0,01 | 1,38+0,02
S.cinnamonensis ErmE 0,816 0,816 0,797 0,81+0,01 | 1,55%0,02
S.cinnamonensis Erme* | 0849 | 0852 | 0874 |086%00L | 1g4+002
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Iz dobljenih rezultatov lahko ugotovimo, da pri obeh mikroorganizmih neprecisc¢eni
supernatanti vsebujejo spojine, ki jih dolo¢imo s Folin-Ciocalteu metodo. Poleg tega
ugotovimo, da smo tudi supernatantu kontrole dolo¢ili spojine, Ki reagirajo s Folin-
Ciocalteu reagentom. Pri bakteriji Streptomyces tsukubaensis je teh spojin v kontroli
1,19 mg/mL, medtem ko jih je v supernatantu ob dodatku promotorja ErmE* 1,87 mg/mL.
Pri vrsti cinnamonensis ima kontrola 1,38 mg/mL omenjenih spojin, medtem ko jih oblika
ErmE* vsebuje 1,64 mg/mL. Za boljSo predstavljivost smo dobljene rezultate prikazali na
sliki 10. Dejstvo je, da pri obeh bakterijah kontrola vsebuje manj omenjenih spojin kot
ErmE. Najve¢ teh spojin vsebujeta supernatanta streptomicet ob dodatku mocnejSega
promotorja (ErmE*). Najve¢ spojin vsebuje supernatant vrste Streptomyces tsukubaensis
ErmE*. Supernatant vrste tsukubaensis jih vsebuje za 0,23 mg/mL ve¢ kot supernatant
vrste cinnamonensis.

Vsebnost fenolnih spojin (ing/mL)

S.tsukubaensis  S.tsukubaensis S.CInnamonensisg qiy qponensis

8. tsukubaensisk ErmE ErmE* S, cinnanonensisk ETIE ErmE*

Slika 10: Koncentracije fenolnih spojin v nepreciscenih vzorcih S .tsukubaensis
in S. cinnamonensis

Folin-Ciocalteujeva metoda velja za preprosto, a nespecificno metodo, s katero dolo¢amo
vsebnost skupnih fenolnih spojin. Pri interpretaciji rezultatov se je potrebno zavedati tega,
da so v neprecis¢enih vzorcih verjetno prisotne razlicne snovi, ki vplivajo na analizo in
posledi¢no tudi na dobljene rezultate. Vemo, da bakterije proizvajajo v ustreznem okolju
Stevilne snovi, kot so sladkorji, vitamini, antibiotiki, aminokisline (Hanson, 2003). Te
snovi so verjetno reagirale s Folin-Ciocalteujevim reagentom in posledi¢no vplivale tudi na
kon¢ne rezultate. Predvidevali smo, da bodo razlike v koli¢ini izlo¢enih fenolnih spojin ob
dodatku Sibkejsega (ErmE) in moc¢nejsega (ErmE*) promotorja. Rezultati so potrdili naso
domnevo, saj je oblika ErmE* pri obeh kulturah povzrocila veéje izlocanje spojin, Ki jih
dolo¢imo s Folin-Ciocalteu metodo kot oblika ErmE. Do sedaj narejene raziskave so
pokazale, da ErmE* velja za enega mocnejSih promotorjev, ki se uporablja pri izraZzanju
Stevilnih proteinov in drugih snovi v streptomicetah (Binnie in sod., 1997).
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Kot reCeno smo supernatante preéistili s SPE tehniko in nato dolocili vsebnost skupnih
fenolnih spojin. V preglednici 4 so podane vrednosti Ass in vrednosti masnih koncentracij
fenolnih spojin  precis¢enih supernatantov bakterij Streptomyces tsukubaensis in
Streptomyces cinnamonensis.

Preglednica 4: Vrednosti absorbanc (Azs) in masnih koncentracij FS (y) pre€iséenih vzorcev
Streptomyces tsukubaensis in Streptomyces cinnamonensis

A A A A7e5+ SD
Vzorec 708 705 705 ves (Mg/mL)
(par.1) (par.2) (par.3)
S.tsukubaensis k 0,502 0,538 0,569 0,54 +£0,02 | 0,0257 +0,0009
S.tsukubaensis ErmE 0,658 0,691 0,684 0,68 +0,02 | 0,0324 + 0,0009
S.tsukubaensis ErmE* 0,888 0,888 0,887 0,89 +0,01 | 0,0427 +0,0004
S.cinnamonensis k 0,686 0,675 0,667 0,68 +£0,01 | 0,0323 +0,0004
S.cinnamonensis ErmE 0,720 0,746 0,734 0,73+0,01 | 0,0350 + 0,0004
S.cinnamonensis ErmE* 0,778 0,784 0,768 0,78 +0,01 0,0371 + 0,0004

Iz preglednice 4 lahko ugotovimo, da pre¢is¢eni vzorci obeh streptomicet vsebujejo
spojine, ki jih dolo¢imo s Folin-Ciocalteu metodo. Primerjava vseh Sest vzorcev kaze, da je
koncentracija spojin, ki reagirajo s Folin-Ciocalteu reagentom, najmanjsa v kontroli
bakterije Streptomyces tsukubaensis, kjer znaSa 0,0257 mg/mL, medtem ko jih je pri vrsti
cinnamonensis ve¢, in sicer 0,0323 mg/mL. Pri obeh mikroorganizmih je teh spojin ve¢ v
ErmE kot v kontroli, a manj kot v ErmE* (0,0371 mg/mL pri S. cinnamonensis ErmE* in
0,0427 mg/mL pri S. tsukubaensis ErmE*). Slika 11 nam nazorno prikazuje, da so razlike v
koli¢ini fenolnih spojin med kontrolo, ErmE in ErmE* znatno vecje pri bakteriji
Streptomyces tsukubaensis, kot so razlike v primeru bakterije Streptomyces cinnamonensis.
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Vsebnost fenolnih spojin (mg/mkL)

0,005 ~
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S.tsukubaensisk

S.tsuknbaensis ) S.cinnamonensisk _ S.cinmamonensis
FrmE S.tsukubaensis 8. cinnamonensis FrmE*

ErmE* ErmE

Slika 11: Koncentracije fenolnih spojin v pre¢is¢enih vzorcih S. tsukubaensis
in S. cinnamonensis

Dejstvo je, da oba mikroorganizma izlocata spojine, ki jih dolo¢imo s Folin-Ciocalteu
metodo. Te spojine mikroorganizma izlocata v ve¢ji meri ob dodatku mocnejsega
promotorja. Primerjava rezultatov Folin-Ciocalteu metode v preglednicah 3 in 4 je
pokazala, da prec¢iséeni vzorci vsebujejo znatno manj spojin, ki reagirajo s Folin-Ciocalteu
reagentom, od nepreciS€enih vzorcev. Predvidevamo, da se tekom samega postopka
CiS¢enja odstranijo razli¢ne snovi (monosaharidi, oligosaharidi, polisaharidi, aminokisline,
proteini,..), Ki reagirajo (reducirajo¢i sladkorji, aromatske aminokisline) s Folin-Ciocalteu
reagentom. Ob upostevanju, da smo s postopkom odstranili predvsem nefenolne spojine,
med tem, ko fenolnih ne odstranimo, lahko sklepamo, da so v precis¢enih vzorcih prisotne
predvsem slednje.
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4.3 SPOSOBNOST LOVLJENJA RADIKALA DPPHe

Za ugotavljanje antioksidativne ucinkovitosti fenolnih spojin smo uporabili metodo z
radikalom DPPHe. Metoda temelji na reakciji antioksidantov z radikalom DPPHe, ki je
sinteti¢ni stabilni radikal. Ve¢ kot DPPHe radikala antioksidanti ulovijo, manjsi delez ga
preostane v reakcijski zmesi. Posledicno se zniza tudi absorbanca, ki jo s
spektrofotometrom izmerimo pri valovni dolZini 517 nm, kjer je absorbcijski maksimum
samega radikala (Matthdus, 2002). Sposobnost spojin za lovljenje radikala DPPHe smo
izrazili kot deleZ preostalega radikala DPPHe (tisti, ki ni reagiral z antioksidantom) v
reakcijski zmesi po 30 minutah inkubacije.

DeleZ preostalega radikala DPPHe (%), ki po 30 minutah inkubacije preostane v reakcijski
zmesi smo izracunali po enacbi:

% DPPHe = (Ayzs17/Aks17) X100 % .. (8)

A.s17 - absorbanca vzorca
Ays17 - absorbanca kontrolnega vzorca (1,45 mL raztopine DPPHe in 0,05 mL 96 % etanola)

Preglednica 5 prikazuje vrednosti masnih koncentracij fenolnih spojin v reakcijski
mesanici, vrednosti za absorbanco Ayzs17, ki smo jo izmerili pri ¢asu, t = 30 min in deleze
preostalega DPPHe po 30 min inkubacije. Awsiz je pri meritvah za nepreciscene
supernatante znaSala 1,0906 in Awsiz; je pri meritvah za precis€en supernatant
S.tsukubaensis ErmE* znaSala 1,0823. V preglednici 5 vidimo, da so pri obeh
mikroorganizmih prisotne spojine, ki so lovilci prostega DPPHe radikala. Tudi supernatant
vzorcev streptomicet brez dodanega promotorja za sintezo flaviolina vsebuje spojine, ki so
sposobni inhibicije DPPHe radikala. Za primerjavo rezultatov smo analizirali Se

supernatant precis¢enega vzorca Streptomyces tsukubaensis ErmE*, saj smo v njem zaznali
prisotnost flaviolina.

Sposobnost lovljenja prostih radikalov smo podali kot koncentracijo fenolnih spojin, ki
povzroc¢i zmanjSanje zacetne koncentracije DPPHe za 50% (EDso,).

—50 9%
EDsoo =

.. (9)

k —smerni koeficient oz. naklon premice
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Kot primer je na sliki 12 za neprecis¢en supernatant bakterije Streptomyces cinnamonensis
ErmE* grafi¢no prikazan delez DPPHe, ki je preostal v reakcijski meSanici po 30 minutah
inkubacije, v odvisnosti od koncentracije fenolnih spojin. 1z slike lahko ugotovimo, da
vrednost za delez preostalega DPPHe v reakcijski zmesi po 30 minutah inkubacije z
vecanjem koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi linearno pada. Za vse
preiskovane vzorce smo s pomoc¢jo metode linearne regresije dolocili naklone premic in
njihove vrednosti podali v preglednici 5.

Preglednica 5: Vrednosti volumnov (V), absorbanc (Ayz17), masnih koncentracij FS (y),
deleZev preostalega DPPHe po 30 min inkubacije, vrednosti k in masnih koncentracij FS, ki
so potrebne za zniZzanje DPPHe za 50 % (EDsgqs)

\Y Ayzs17 Y 0 k EDsog%
Vzorec (L) | (t=30min) | (ugmi) | PP gyt | (ugmD)
o |G| e
S.tsukubaensis k 38 0:7196 31:82 66 -1,1922 +0,12 419+4
0,5731 39,78 53
50
10 0,9402 9,51 86
S.tsukubaensis 20 0,7516 19,04 69
ErmE 30 0,6790 28,56 62 -1,1731+0,11 | 42,6+4
40 0,6411 38,08 58
50 0,5368 47,60 49
10 0,8539 12,45 78
S.tsukubaensis 20 0,7107 24,90 65
ErmE* 30 0,6032 37,35 55 -1,3022+0,12 | 383+4
40 0,5402 49,81 49
50 0,4394 62,26 40
10 0,9505 9,21 87
20 0,8548 18,42 78
S_cinnamonensis k 30 0,7899 27,63 72 -0,9324+0,081 | 5364
40 0,7419 36,84 68
50 0,6584 46,06 60
10 0,9610 10,32 88
20 0,8339 20,64 76
S.cinnamonensis 30 0,7657 30,96 70 -0,9046 £ 0,074 | 55244
ErmE 40 0,7016 41,28 64
50 0,6194 51,61 57
10 0,9328 10,94 85
20 0,8168 21,89 74
S cinnamonensis 30 0,7226 32,84 66 -0,9514 +0,072 | 525+4
ErmE* 40 0,6591 43,78 60
50 0,5706 54,73 52
20 1,0044 0,54 92
Preciscen 50 0,9345 1,35 86
vZorec 100 0,8857 2,71 81 -4,4122 0,71 | 113+2
S.tsukubaensis 200 0,8534 5,42 78
ErmE* 250 0,7998 6,78 74
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Iz preglednice 5 je razvidno, da se za nepreciSCene vzorce Streptomyces tsukubaensis
vrednosti k v okviru eksperimentalne napake med seboj ne razlikujejo. Prav tako se med
seboj ne razlikujejo vrednosti k za nepreciS¢ene vzorce Streptomyces cinnamonensis. Med
nepre¢is¢enimi vzorci ima S. tsukubaensis ErmE* sicer najnizji k (-1,3022 + 0,12)
(ng/mL)™. Med vsemi preiskovanimi vzorci pa smo pre¢iséenemu vzorcu S.tsukubaensis
ErmE* dolo¢ili daled najniZji k (-4,4122 + 0,71) (ug/mL)™, kar pomeni, da bi mu lahko
pripisali tudi najboljSo ucinkovitost lovljenja prostega radikala, saj v tem primeru z
vecanjem koncentracije preiskovanih spojin delez preostalega radikala DPPHe pada v
najvecji meri.
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Slika 12: Delez preostalega DPPHe v reakcijski zmesi po 30 minutah inkubacije v
odvisnosti od koncentracije fenolnih spojin (y) neprecis¢enega supernatanta bakterije
Streptomyces cinnamonensis ErmE*

h
=

Vrednosti za EDsgy SO podane v preglednici 5. ViSja vrednost EDsgy, pomeni slabSo
sposobnost lovljenja radikalov. Zaradi boljSe ponazoritve smo na sliki 13 prikazali EDsgq
za neprecis¢ene vzorce obeh streptomicet in preciS¢en vzorec S. tsukubaensis ErmE*. Iz
slike 13 je, ob upostevanju napake za EDsgy (preglednica 5), razvidno, da se med
nepre¢iséenimi vzorci vrednosti EDsgy, med seboj statisticno znacilno ne razlikujejo.
Vzorec S. tsukubaensis ErmE* ima sicer najnizjo EDsg, (38,3 ng/mL), kar pomeni, da ima
med preiskovanimi nepre€iS€enimi vzorci tudi najboljSo ucinkovitost lovljenja prostega
radikala, saj je v tem primeru za inhibicijo 50 % radikala potrebna najnizja koncentracija
preiskovanih antioksidantov. Nekoliko slabSo sposobnost inhibicije DPPHe radikala je
pokazal S. tsukubaensis ErmE, za katerega smo dolo¢ili vrednost EDsgy, (42,6 ng/mL).
Podobno sposobnost je pokazala tudi kontrola Streptomyces tsukubaensis, katere EDsqy, je

41,9 pg/mL.
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Na sliki 13 lahko vidimo, da vsebuje kontrola Streptomyces cinnamonensis spojine, Ki
slabSe lovijo DPPHe radikal od Streptomyces cinnamonensis ErmE*, ki ima niZji EDsgo
(52,5 pug/mL) in posledi¢no tudi najboljSo sposobnost lovljenja radikalov od vseh oblik
bakterije  Streptomyces cinnamonensis. Ob primerjavi EDsgy, Vvrednosti obeh
mikroorganizmov vidimo, da so spojine pri mikroorganizmu Streptomyces tsukubaensis
boljsi lovilci prostega radikala kot pri Streptomyces cinnamonensis.

Primerjava nepreciS¢enih vzorcev s precis¢enimi je pokazala, da neprecisceni vzorci obeh
streptomicet potrebujejo v povpreéju 47 pg/mL fenolnih spojin za zmanjSanje polovice
zaCetne koncentracije DPPHe. Precis¢en vzorec jih potrebuje le 11 pg/mL. Sklepamo

lahko, da so spojine v prefisCenem vzorcu boljsi lovilci prostega radikala od neprecis¢enih
vzorcev in imajo torej boljSo antioksidativno ucinkovitost.
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Slika 13: Koncentracije fenolnih spojin nepre¢iséenih vzorcev kultur S. tsukubaensis in
S. cinnamonensis ter precis¢enega vzorca S. tsukubaensis ErmE*, ki so potrebne za
razgradnjo 50 % DPPHe radikala (EDso)
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4.4 SPOSOBNOST REDUKCUNE

Redukcijsko sposobnost smo dolocili v supernatantu preciSenega in nepreciScenega
vzorca Streptomyces tsukubaensis ErmE*. Omenjeni supernatant smo izbrali zato, ker smo
v njem zaznali prisotnost flaviolina in se je med vsemi preiskovanimi izkazal za
najucinkovitejSega pri lovljenju DPPHe radikala. Poleg tega, pa smo zeleli dodatno
preveriti, kako CiSCenje supernatantov (ekstrakcija na trdni fazi) vpliva na redukcijsko
sposobnost. Vecja vsebnost reducentov (t.j. snovi z antioksidativnim u¢inkom) v reakcijski
zmesi je razlog za ve&jo koli¢ino nastalih Fe** ionov v reakciji redukcije iz Fe** ionov, kar
opazimo kot spremembo barve reakcijske meSanice iz rumene v modro-zeleno. Vsebnost
nastalega iona Fe?* smo doloéili spektrofotometri¢éno z meritvijo absorbance pri valovni
dolzini 740 nm (A740). Dejstvo je, da vecja vsebnost prisotnih reducentov bolj zvisa
vrednost Azs in intenzivnejSe je modro-zeleno obarvanje. V preglednici 6 so tako
prikazane vrednosti za absorbanco Az4 v odvisnosti od koncentracije fenolnih spojin v
reakcijski meSanici za pre¢iSéene in nepreCi§ene supernatante kulture Streptomyces
tsukubaensis ErmE*.

Preglednica 6: Vrednosti volumnov (V), absorbanc (A-s) masnih koncentracij FS (y) in

redukcijske moé¢i (Cr) v nepreciséenem in preciS¢enem vzorcu Streptomyces tsukubaensis
ErmE*

Vzorec \% v Ao Cr £SD
(uL) | (we/ml) —4 A As (hg/mL)*
10 0,97 0,114 | 0,116 | 0,118 | 0,116 0,001
S.tsukubaensis 20 1,94 0,246 0,247 0,247 | 0,247 +0,001
ErmE* 30 2,01 0,368 | 0373 | 0371 | 0,371+0,003 | 0,136 + 0,004
(nepreciscen) | 40 3,89 0,501 | 0506 | 0509 | 0,505+ 0,004
50 4,86 0,704 | 0,706 | 0,710 | 0,707 +0,003
50 0,11 0,009 | 0,010 | 0,012 | 0,010+ 0,001
S.tsukubaensis 100 0,21 0,058 0,058 | 0,058 | 0,058+ 0,000
ErmE* 300 0,63 0,093 | 0,103 | 0,094 | 0,097 +0,005 | 0229+0,03
(precicen) 400 0,85 0,156 | 0,158 | 0,159 | 0,158 + 0,002
500 1,06 0,300 | 0,301 | 0,301 | 0,301+ 0,001

Redukcijsko sposobnost nepreciS€enega in precisSCenega vzorca bakterije Streptomyces
tsukubaensis ErmE* smo kvantitativno ovrednotili kot naklona premic, ki opiSeta
odvisnost Az od koncentracije fenolnih spojin in sta predstavljeni na slikah 14 in 15.
Redukcijska mo¢ (Cr) je dolocena kot naklon premice. Vecji naklon premice pomeni tudi
veéjo redukcijsko mo¢ (Cr). Naklona premic smo dolocili s pomo¢jo linearne regresijske
analize. Iz slik 14 in 15 je razvidno, da A4 naras¢a s koncentracijo fenolnih spojin.
Vrednosti za redukcijsko mo¢ za vzorec Streptomyces tsukubaensis ErmE* pred in po
¢is€enju supernatantov so podane v preglednici 6.
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Slika 14: Odvisnost A74 0od koncentracije fenolnih spojin neprecis¢enega supernatanta
S. tsukubaensis ErmE*
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Slika 15: Odvisnost Az4o 0d koncentracije fenolnih spojin pre¢is¢enega supernatanta S.
tsukubaensis ErmE*
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Iz rezultatov, ki so zbrani v preglednici 6, opazimo, da imata oba vzorca sposobnost
reducirati Fe** v Fe*". V primerjavi z nepre¢i§enim vzorcem, ki ima redukcijsko
sposobnost 0,136 (ug/mL)™, je sposobnost redukcije pre¢iséenega vzorca vedja in znasa
0,229 (ug/mL)™. To se vidi tudi na sliki 16, kjer sta zaradi bolj$e razvidnosti grafiéno
prikazani redukcijski sposobnosti obeh vzorcev. Iz tega lahko sklepamo, da smo s fazo
&idtenja uspeli v vzorcu zadrzati spojine, ki so sposobne reducirati Fe** v Fe** in imajo
posledi¢no tudi boljSo antioksidativno ucinkovitost.
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Slika 16: Sposobnost redukcije neprec¢iséenega in precis¢enega supernatanta
S. tsukubaensis ErmE*
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45 SPOSOBNOST VEZAVE KOVINSKIH IONOV

V nadaljevanju smo Zeleli preveriti, ali se v supernatantu streptomicete Streptomyces
tsukubaensis ob dodatku moé¢nejSega promotorja ErmE*, ki se je pri do sedaj obravnavanih
metodah izkazal za najucinkovitejSega in v katerem smo zaznali prisotnost flaviolina,
nahajajo spojine, ki so sposobne vezave kovinskih ionov. Sposobnost tvorbe kompleksov
izrazimo kot koeficient sposobnosti tvorbe kompleksov (Ccp) in izratunamo po naslednji
formuli:

CCA=[1——Aﬂ)x100%

“Tk562

.. (10)

Cca— koeficient sposobnosti tvorbe kompleksov (%)

Ayzs62 - absorbanca vzorca

Ayse2 - absorbanca kontrolnega vzorca (za nepreciscen vzorec znasa 0,9936 in za preciscen
vzorec 1,0637)

V preglednici 7 so podane vrednosti za absorbanco Ayzse2, Vrednosti masnih koncentracij
fenolnih spojin v reakcijski meSanici in vrednosti Cca nepreciS¢enega in preciSéenega
supernatanta Streptomyces tsukubaensis ErmE*. Opazimo lahko, da veja vsebnost
fenolnih spojin povzro¢i zniZzanje absorbance. To pomeni, da se je v reakcijski zmesi bolj
ali manj porusila struktura kompleksa ferozin — ioni Fe?* in tvoril se je novi kompleks
fenolne spojine — ioni Fe®*. Sposobnost tvorbe kompleksov s kovinskimi ioni smo za
precis€¢en vzorec S. tsukubaensis ErmE* dolocali v znatno vi§jem koncentracijskem
obmocju kot smo dolocali sposobnost za nepre¢iséen vzorec S. tsukubaensis ErmE*. Pri
koncentracijah, ki smo jih uporabili za neprecis€en vzorec, je namre¢ priSlo v primeru
preCiséenega do prevelikega znizanja absorbance in obratno, fenolne spojine pri
koncentraciji, ki smo jih uporabili za pre¢is€en vzorec, v primeru nepreciséenega niSo
povzrocile opazne spremembe v absorbanci.
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Preglednica 7: Vrednosti volumnov (V), absorbanc (Ayzse), masnih koncentracij FS (y) in

Wew W Wew W

koeficientov sposobnosti tvorbe kompleksov (Cca) nepreciséenega in preciSéenega vzorca
Streptomyces tsukubaensis ErmE*

AV2562
Vzorec M v 14_552 +SD Ceca (%)
(ML) | (ng/mL) A A, As
20 747 | 0,9200 | 09198 | 0,9188 | 0,9195+0,0061 | 7.45+0,05
. 40 14,94 | 0,6287 | 0,6285 | 0,6289 | 0,6287 +0,0002 | 36,72 +0,01
S.tsukubaensis
- 60 2241 | 05630 | 05626 | 0,5621 | 0,5625 +0,0004 | 43,38+ 0,03
rm
) 70 26,15 0,4635 | 0,4628 | 0,4626 | 0,4630+0,0004 | 5340+ 0,05
(nepregiscen) 80 2088 | 0,3703 | 0,3693 | 0,3693 | 0,3697 +0,0005 | 62,79 + 0,08
100 37,35 | 02244 | 02241 | 02236 | 0,2240 +0,0004 | 77,45+ 0,14
150 122 | 0,0854 | 0,9867 | 0,9887 | 0,9869+0,0016 | 7,22+ 0,01
| 200 1,62 | 0,0794 | 0,9806 | 0,9800 | 0,9800+0,0006 | 7,86+ 0,01
S.tsukubaensis
- 300 244 | 09643 | 09648 | 0,9648 | 0,9646 +0,0002 | 9,31+ 0,002
rm
' 400 325 | 0,9354 | 09360 | 0,9363 | 0,9359+0,0004 | 12,01+ 0,01
(preciScen) 600 488 | 07476 | 07455 | 0,7466 | 0,7466 +0,0010 | 29,81+ 0,04
900 732 | 0,6244 | 06261 | 06283 | 0,6263+0,0019 | 41,12+ 0,12

Na slikah 17 in 18 je grafi¢no predstavljena odvisnost Cca 0d masne koncentracije
fenolnih spojin nepreciSCenega in preiSCenega supernatanta S. tsukubaensis ErmE*.
Vrednosti Cca se ve€ajo z narasajoCo koncentracijo. Ocenimo lahko, da sposobnost
tvorbe kompleksov s kovinskimi ioni linearno narasca s pove¢anjem koncentracije fenolnih
spojin. S pomocjo metode linearne regresije smo dolocili naklon premic (k). Vrednost
naklona premice znaSa za neprecis€en vzorec S. tsukubaensis ErmE* (2,06 + 0,02)
(ng/mL)™ in za preciscen vzorec S. tsukubaensis ErmE* (5,40 + 0,04) (ng/mL)™.
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Slika 17: Odvisnost koeficienta antioksidativne uc¢inkovitosti (Cca) 0d masne
koncentracije fenolnih spojin (y) neprec¢is¢enega supernatanta S. tsukubaensis Erme*
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Slika 18: Odvisnost koeficienta antioksidativne uc¢inkovitosti (Cca) 0d masne
koncentracije fenolnih spojin (y) preciscenega supernatanta S. tsukubaensis ErmE*
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Zaradi nazornejSe primerjave smo iz smernih koeficientov izracunali vrednosti Cca pri
koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski zmesi 7 ug/mL in na sliki 19 grafi¢no predstavili.
Vidimo lahko, da so fenolne spojine precisCenega supernatanta pri koncentraciji Vv
reakcijski zmesi 7 ug/mL dosegle znatno vecje vrednosti Cca 0d spojin neprec¢iséenega
supernatanta. Vrednost Cca pri pre¢is¢enem vzorcu znaSa 37 %, medtem ko je pri
neprecis¢enem 14 %. To potrjuje tudi opazanja na slikah 17 in 18, kjer je razvidno, da smo
pri pre¢is¢enem vzorcu pri znatno manjSi koncentraciji kot pri neprecis¢enem dosegli
boljSo sposobnost tvorbe kompleksov.
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Slika 19: Koeficient sposobnosti tvorbe kompleksov (Cca) za nepreciséen in preciséen
vzorec S. tsukubaensis ErmE* pri masni koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski meSanici
7 pg/mL
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5 SKLEPI

Glede na dobljene rezultate v okviru diplomskega dela lahko zaklju¢imo:

Seva bakterij Streptomyces tsukubaensis in Streptomyces cinnamonensis, v katera je
vnesen gen rrpA pod kontrolo promotorja ErmE in moc¢nega promotorja ErmE*,
izloCata fenolne spojine.

Z izrazanjem gena rppA pod mocnim promotorjem ErmE* pri obeh sevih,
S. tsukubaensis in S. cinnamonensis, dosezemo vecjo produkcijo fenolnih spojin,
kot pri sevih, ki vsebujejo gen pod SibkejSim promotorjem ErmE. Kot je bilo
pricakovano, smo tudi pri kontroli sevov, ki ne vsebujeta gena rppA, dolocili
fenolne spojine, vendar v nizji vsebnosti.

S postopkom ekstrakcije na trdni fazi delno odstranimo spojine, ki reagirajo s
Folin-Ciocalteu reagentom, kar je posledi¢no vplivalo na znizanje rezultatov.
Predvidevamo, da odstranimo reducirajoce snovi, kot so sladkorji, aminokisline in
peptidi.

Supernatanti obeh sevov streptomicet, ki sta vsebovala gen rppA, so pokazali
antioksidativni uc¢inek fenolnih spojin.

Na antioksidativni uc¢inek fenolnih spojin vpliva izbira promotorja. Pri obeh vrstah
streptomicet so imele fenolne spojine pri sevu, ki je imel gen rppA izrazen pod
mo¢nim promotorjem ErmE*, boljSo antioksidativno uéinkovitost od rppA gena
pod ErmE promotorjem.

Antioksidativni ucinek je tudi odvisen od seva streptomicet. VV supernatantu
mikroorganizma Streptomyces tsukubaensis so spojine boljsi lovilci DPPHe
radikala kot pri Streptomyces cinnamonensis.

Preciscen vzorec Streptomyces tsukubaensis ErmE* ima znatno boljSo sposobnost
lovljenja prostega DPPHe radikala od nepreCiSCenega vzorca Streptomyces
tsukubaensis ErmE™*.

Pre¢iséeni vzorec Streptomyces tsukubaensis ErmE* reducira ve& Fe** ionov od
neprec¢iséenega vzorca Streptomyces tsukubaensis Erme*,

Precisceni vzorec Streptomyces tsukubaensis ErmE* ima boljSo sposobnost vezave
kovinskih ionov od neprec¢is¢enega vzorca Streptomyces tsukubaensis ErmE*.

HPLC analiza vseh Sestih vzorcev je pokazala na prisotnost flaviolina le v
supernatantu bakterije Streptomyces tsukubaensis z rppA genom izrazenim pod
moc¢nej$im promotorjem ErmE™*.

Rezultati raziskovalnega dela so potrdili vse naSe delovne hipoteze.
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6 POVZETEK

V okviru diplomskega dela smo ugotavljali razlike v produkciji fenolnih spojin pri dveh
rekombinantnih sevih Streptomyces tsukubaensis in Streptomyces cinnamonensis, v katere
smo vnesli gen rppA, izoliran iz aktinomicete Saccharopolyspora erythraea. Gen rppA
kodira encim kalkon sintazo, zato oba seva proizvajata rdece-rjavo obarvane flavioline.
Oba seva sta bila transformirana z integrativnim plazmidom, ki je vseboval gen rppA pod
kontrolo promotorjev ErmE in mo¢nega promotorja ErmE*. Kot kontrolo pa smo uporabili
ekstrakte obeh sevov, ki niso vsebovali rppA gena. Oba seva streptomicet smo v vseh treh
dobljene supernatante uporabili za nadaljnjo analizo. Zaradi potreb kromatografske analize
smo supernatante precistili tako, da smo izvedli ekstrakcijo na trdnem nosilcu.

Rezultati HPLC analize so pokazali, da se pri bakteriji Streptomyces tsukubaensis, ki ima
vnesen gen rppA, ki je izrazen pod kontrolo promotorja ErmE* v primerjavi s kontrolo,
Kjer pika ni, pojavi dodatni pik, ki naj bi ustrezal molski masi flaviolina. V primeru
dodanega SibkejSega promotorja (ErmE) ustreznega pika ne zaznamo. Pri bakteriji
Streptomyces cinnamonensis se dodatni pik, ki naj bi potrdil prisotnost flaviolina, ne
pokaze v primeru nobenega dodanega promotorja.

Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo dolo¢ili s Folin-Ciocalteu metodo in izrazili kot
ekvivalent galne kisline. Analiza je pokazala, da vsebuje kontrola manj spojin, ki jih
dolo¢imo s Folin-Ciocalteu metodo, kot pa supernatanti streptomicet, Kjer je bil prisoten
promotor. Prisotnost mo¢nejSega promotorja ErmE* je pri obeh kulturah povzrocila vecje
izlo¢anje spojin, ki jih dolo¢imo s Folin-Ciocalteu metodo, kot dodatek SibkejSega
promotorja. V neprecis¢enih vzorcih vsebuje najmanj spojin, ki jih dolo¢imo s Folin-
Ciocalteu metodo, supernatant Streptomyces tsukubaensis kontrola (1,193 mg/mL),
medtem ko jih je imel najve¢ Streptomyces tsukubaensis ErmE* (1,868 mg/mL).
Primerjava rezultatov je pokazala, da vsebujejo neprecisceni supernatanti obeh bakterij vec
spojin, ki reagirajo s Folin-Ciocalteu reagentom, od prec¢is¢enih vzorcev. Tako je med
slednjimi supernatant mikroorganizma Streptomyces tsukubaensis ErmE* vseboval
0,0427 mg/mL omenjenih spojin. Z metodo ¢is¢enja smo iz supernatantov najverjetneje
odstranili predvsem razlicne nefenolne snovi, ki sicer reagirajo s Folin-Ciocalteu
reagentom in dobili nizje vrednosti rezultatov.

Pri ugotavljanju antioksidativne uc¢inkovitosti smo izvedli metodo doloCitve sposobnosti
lovljenja DPPHe radikala. Pri tem so se spojine v supernatantih Streptomyces
cinnamonensis izkazale kot manj ucinkovite od spojin v supernatantih Streptomyces
tsukubaensis. Med slednjimi se je kot najbolj ucinkovit izkazal supernatant Streptomyces
tsukubaensis ob prisotnosti moc¢nejSega promotorja ErmE*. Preéis¢en supernatant
Streptomyces tsukubaensis ErmE* je, za razliko od neprec¢is¢enih vzorcev, ki so pokazali
dosti slabSo sposobnost lovljenja DPPHe radikala, potreboval le 11,3 ug/mL fenolnih
spojin za polovi¢no zmanjsanje zacetne koncentracije DPPHe radikala.

Redukcijsko sposobnost in sposobnost vezave kovinskih ionov smo dolo¢ili v supernatantu

neprecisCenega in pre¢iséenega vzorca Streptomyces tsukubaensis ErmE*. Slednjega smo
izbrali zato, ker smo v njem zaznali prisotnost flaviolina in se je med vsemi preiskovanimi
izkazal za najuCinkovitejSega pri lovljenju DPPHe radikala. Poleg tega, pa smo Zzeleli

Ww W

dodatno preveriti vpliv ¢is¢enja supernatantov (ekstrakcija na trdnem nosilcu).
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Ugotovili smo, da so spojine v supernatantu Streptomyces tsukubaensis ErmE* sposobne
redukcije in vezave kovinskih ionov. Raziskava je pokazala, da prec¢is¢eni vzorec
S. tsukubaensis ErmE* vsebuje ve¢ spojin, ki reducirajo Fe*'ione v Fe** ione kot
nepre¢iséen vzorec S. tsukubaensis ErmE* in da so spojine v precis¢enem supernatantu
boljsi kelatorji kovinskih ionov.
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