Milos Selakovié

Ispitivanje uticaja olova(ll) na
primarni 1 sekundarni metabolizam
kukuruza primenom HPLC/MS 1
GC/MS metode

Ispitivan je uticaj olova(Il) na primarni i sekundarni metabolizam kukuruza
(Zea Mays) primenom HPLC/MS i GC/MS metode. Ispitivanje je radeno
tako Sto su sadnice kukuruza tretirane rastvorima olovo(Il)-nitrata kon-
centracija u opsegu 5-50 mg/L tokom 30 dana i pracen je sadriaj fenolnih
Jjedinjenja i drugih biomolekula u biljnim ekstraktima nakon tretiranja.
Uoceno je da se koncentracija fenolnih jedinjenja i aminokiselina povecava
prilikom tretiranja biljaka rastvorom olova(Il) koncentracije 5 mg/L u od-
nosu na kontrolnu grupu. Takode koncentracija ove dve klase jedinjenja
postepeno se smanjuje sa povecanjem koncentracije rastvora olovo(Il)-ni-
trata kojim su biljke tretirane.

Uvod

Jone teSkih metala, sa kojima dode u kontakt, biljka najviSe apsorbuje
korenom, zajedno sa vodom, dok manji deo apsorbuje listovima kroz pore.
Apsorbovani, ovi joni izazivaju Stetne efekate po biljku, poput smanjene
reprodukcije i smanjene sinteze hranljivih materija. Stetna dejstva teskih
metala mogu se podeliti na: (1) stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, (2)
supstituciju esencijalnih metalnih jona jonima teSkih metala i (3) vezivanje
za funkcionalne grupe biomolekula kao Sto su proteini i nukleinske kise-
line, ¢ime se naruSava njihova struktura i smanjuje ili u potpunosti zaus-
tavlja njihiva aktivnost.

Objasnjeno je nekoliko mehanizama kojima se biljka brani od stresa
izazvanog jonima teskih metala. Na primer, poveéana sinteza fenolnih jedi-
njenja u Celijskom zidu Celija korena ¢ime se smanjuje apsorpcija teskih
metala zajedno sa vodom; zatim kompleksacija teskih metala u eliji (npr.
pomocu cisteina, raznih fenolnih jedinjenja) ili biosinteza enzima i antioksi-
danasa koji smanjuju broj reaktivnih kiseonic¢nih vrsta (Michalak 2006).
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U ovom radu su ispitivani odbrambeni mehanizmi kukuruza (Zea
Mays) na prisustvo povecane koncentracije olova(Il) u zemljistu. Biljke
kukuruza tretirane su rastvorom olovo(II)-nitrata, a potom je prac¢ena kon-
centracija fenolnih jedinjenja i drugih biomolekula u biljkama. Promena
koncentracije fenolnih jedinjenja pracena je Folin-Ciocalteu-ovom me-
todom, dok je promena koncentracije ostalih metabolita pracena primenom
HPLC/MS i GC/MS tehnika. Takode, u biljnom materijalu je odreden i
sadrZaj olova atomskom apsorpcionom spektrometrijom.

Materijal 1 metode

Semena kukuruza postavljena su na vlaznu vatu u Petrijevim Soljama i
tokom 72 h pustena da klijaju u mraku. Isklijala semena preneta su u 18 po-
suda za gajenje sa zemljom, tako da se u svakoj posudi nalazilo po sedam
semena. Biljke su zalivane svakog treceg dana od dana presadivanja (ukupno
Sest puta) sa po 200 mL Hoagland-ovog rastvora (Hoagland et al. 1950). Na
ovaj nacin biljkama su obezbedeni svi potrebni nutritienti kako bi se elimi-
nisao poremecaj metabolizma usled nedostatka nekog osnovnog nutritienta.

Pocev od desetog do tridesetog dana od dana presadivanja, sadnice su
zalivane svakog treceg dana sa po 200 mL rasvora olovo(Il)-nitrata odre-
dene koncentracije, odnosno destilovanom vodom kod kontrolne probe.
Jednu probu (uzorak) ¢inilo je 7 sadnica biljaka koje su se nalazile u istoj
posudi za gajenje. Uzorci su tretirani sa ukupno 5 razlicitih koncentracija
rasvora olova(Il) i to: 5, 10, 20, 30 i 50 mg/L. Nakon tridesetog dana od
dana presadivanja nadzemni deo biljnog materijala je uzorkovan i suSen na
vazduhu 14 dana. Potom je osu$eni biljni materijal samleven.

Za odredivanje sadrzaja olova(Il) odmereno je 0.1 g suvog biljnog
uzorka za mokru digestiju. Mokro spaljivanje je vrSeno na sledeci nacin:
odmerenoj masi biljnog materijala dodato je 12 mL smeSe koncentrovane
HNO; i 71% HCIO4 (u odnosu 2 : 1). Dobijena smesa je zagrevana na tem-
peraturi ne vecoj od 210°C. Nakon zaostajanja belog peskovitog taloga,
uzorci su ohladeni i profiltrirani. Filtrat je prenet u normalni sud od 50 mL i
sud je dopunjen do crte destilovanom vodom (Allan 1971). Na ovaj nacin
pripremljeni su uzorci u kojima je odredivana koncentracija olova pomocéu
atomskog apsorbcionog spektrometra Thermo Electron corporation S Se-
ries AA Spectrometar.

Za odredivanje sadrZaja ukupnih fenola, kao i analizu ostalih metabo-
lita odmereno je 0.1 g suvog biljnog materijala i iz njega su ekstrahovana je-
dinjenja rastvorna u vodi i etanolu. Ekstrakcija je radena 30%-nim vodenim
rastvorom etanola (15 mL) uz refluktovanje od sat vremena. Dobijeni eks-
trakt je proceden, a rastvara¢ uparen na rotacionom vakuum uparivacu.

Deo suvog ekstrakta uzoraka rastvoren je u odgovarajucoj zapremini
metanola tako da je koncentracija dobijenih rastvora bila 10 g/L. Dobijeni
rastvori razdvajani su na HPLC-u (Agilent Technologies 1260 Infinity).
Koriséeni su detektori DAD (tok hromatografisanja je prac¢en na talasnim
duzinama od 210, 240, 254, 280 i 340 nm), kao i maseni spektrometar
(Agilent Technologies 6130 Quadrupole). Kao mobilna faza koris¢ena je
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smesa 0.2% rastvora siréetne kiseline u vodi (A) i acetonitrila (B) po sle-
decoj metodi: 0-5 min 90-70% A, 5-12 min 70-10% A, 12-14 min 10-0% A,
14-15 min 0-90% A (post time 5 min). Temperatura kolone je 30°C, a
protok 1 mL/min. Razdvajanje je radeno na koloni Zorbax Eclipse XDB
C18 (50 x 4.6 mm, 1.8 um).

Deo suvog ekstrakta uzorka koji su tretirani rastvorima olova(Il) kon-
centracije 5, 10, 20, 30 i 50 mg/L i kontrolne probe, rastvoren je u odgova-
rajucoj zapremini dihlormetana tako da je koncentracija rastvora iznosila 10
g/L. Dobijeni rastvori su procedeni kroz filtere (RC 0.45 pm, Agilent). U
100 pL dobijenog filtrata dodato je 50 pL. smesSe za silanizovanje — BSTFA
(N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroetanamid) i 0.1% TMCS (Trimetilsililhlorid).
Rastvor je potom termostatiran 30 minuta na 60°C. Uzorak je ohladen do
sobne temperature i analiziran gasnom hromatografijom spregnutom sa
masenom spektrometrijom. Razdvajanje je radeno na uredaju Agilent Tech-
nologies 7890A GC system: inicijalna temperatura pecnice bila je 60°C,
zatim se temperatura povecavala brzinom od 3°C/min do 315°C, i na toj
temperaturi je zadrZzana 10 min. Ukupno vreme analize iznosilo je 100 min.
Razdvajanje je uradeno na HP-5 koloni (duZina kolone 30 m, pre¢nik ko-
lone 0.20 mm, debljina filma 0.10 um). Maseni spektri razdvojenih jedi-
njenja snimani su pomocu uredaja Agilent Technologies 7890A GC system
7890A GC/240 MS ION TRAP system.

SadrzZaj ukupnih fenola u ekstraktima odredivan je u uzorcima rastvo-
renim u etanolu po proceduri Folin-Ciocalteu-a. Po 0.1 mL ekstrakta ili
standarda galne kiseline (koncentracije 50-500 pg/mL) dodato je 7.9 mL
destilovane vode. Slepa proba umesto ekstrakta sadrzala je ukupno 8 mL
destilovane vode. U rastvor uzoraka dodat je Folin-Ciocalte-ov reagens za
fenole (0.5mL), a zatim nakon 5 minuta i 1.5 mL 20 % Na,CO; (Gorunovi¢
1995). Smesa se energi¢no mesa i nakon inkubacije (120 minuta) na sobnoj
temperaturi izmerena je absorbanca na 750 nm pomocu spektrofotometra
Iskra AM5923. Koris$éena je staklena kiveta optickog puta 1 cm. Ukupni
fenoli se izraZavaju kao ekvivalent galne kiseline (GKE) po masi suvog
ekstrakta.

Za pripremu Hoagland-ovog rastvora koriS¢eni su kalcijum-nitrat, ka-
lijum-nitrat, kalijum-dihidrogenfosfat, magnezijum-sulfat, borna kiselina,
mangan(Il)-hlorid tetrahidrat, cink-sulfat heptahidrat, bakar(II)-sulfat
pentahidrat, natrijum-molibdat, natrijum-EDTA, gvoZzde(II)-sulfat. Za
tretiranje biljaka koriS¢en je rastvor olovo(Il)-nitrata. Takode u eksperi-
mentalnom radu koris¢ene su i sledece hemikalije i reagensi: Folin-Ciocal-
teu-ov reagens, galna kiselina, natrijum-karbonat, etanol, azotna kiselina,
perhlorna kiselina, dihlormetan, reagens za silanizaciju (BSTFA + 0.1%
TMCS, GC Cdistoce), metanol (HPLC cistoce), acetonitril (HPLC cistoce) i
voda (HPLC C¢istoée). Sve navedene hemikalije su p.a. ¢istoce, sa izuzet-
kom reagenasa za HPLC i GC analize.
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Rezultati 1 diskusija

Dobijeni rezultati za koncentracije olova u biljkama i za koncentraciju
ukupnih fenola predstavljaju prosecnu vrednost uzoraka tretiranih na isti
nacin. Vrednosti koncentracija olova u biljkama prikazane su na slici 1.

1z dobijenih rezultata moZze se videti da se koncentracija olova u biljka
linearno povecava sa povecanjem koncentracije rastvora olovo(Il)-nitrata
kojim je biljka tretirana do koncentracije rastvora od 30 mg/L. Nakon ove
vrednosti, zbog malog broja tacaka, ne mozZe se pratiti trend promene
koncentracije olova u biljkama u zavisnosti od koncentracije prisutnog
olova u zemljiStu. Ako se koncentracija usvojenog olova ustalila pri tre-
tiranju biljaka rastvorima vecih koncentracija to bi se moglo objasniti
ostecenjem sprovodnih sudova koji transportuju jone iz korena u nadzemne

delove.
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Slika 1. Zavisnost koncentracije
olova(Il) u biljkama od koncentracije
rastvora olova(Il) kojom su biljke
tretirane

Figure 1. Concentration of lead(Il) in
plants dependence on concentration of
solutions of lead(II) which was used
for plants’ treatments

Slika 2. Zavisnost koncentracija
fenolnih jedinjenja u biljkama od
koncentracije rastvora olova(Il) kojima
su biljke tretirane

Figure 2. Concentration of phenolic
compounds in plants dependence on
concentration of solutions of lead(IT)
which was used for plants’ treatments
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Ukupni fenoli u uzorcima racunati su kao ekvivalent galne kiseline
prema sledecoj jednacini:

A750 =0.00093 - ¢(GK) — 0.02055

Data jednacina dobijena je na osnovu kalibracione krive za galnu kise-
linu kao standarda za fenolna jedinjenja.Vrednosti ukupnih fenola u bilj-
kama prikazani su na slici 2.

Dobijeni rezultati pokazuju da se koncentracija fenolnih jedinjenja u
biljkama povecala u odnosu na kontrolnu grupu pri tretiranju biljaka sa po-
¢etnom koncentracijom rastvora olovo(Il)-nitrata. Medutim ako se koncen-
tracija rastvora olova(Il) kojim su biljke tretirane poveca iznad 5 mg/L,
dolazi do pada koncentracije fenolnih jedinjenja u biljkama. Ovo se moze
objasniti time Sto pri veéim koncentracija dostupnog olova(Il) u biljne
celije dolazi do degradacije ili blokiranja enzima koje katalizuju sintezu
fenolnih jedinjenja. Takode, smanjenje fenolnih komponenti moZe znaciti i
to da ova jedinjenja reaguju sa nusproizvodima (kao $to su slobodni radikali
i sl.) koji nastaju prilikom dejstva olova(Il) pa se koncentracija fenolnih
jedinjenja smanjuje.

Za poredenje profila ekstrahovanih jedinjenja rastvornih u vodenom
rastvoru etanola kori§éena je HPLC tehnika. Na osnovu izgleda hromato-
grama dobijenog sa DAD detektora proizilazi da su uzorci tretirani naj-
manjom koncentracijom rastvora olovo(Il)-nitrata (kao i kontrolne grupe),
veoma sloZene smese sa velikim brojem razli¢itih klasa organskih jedi-
njenja, a da se pri poveéanju koncentracije rastvora olovo(Il)-nitrata kojim
su uzorci tretirani broj komponenata i razlicitih klasa jedinjenja smanjuje.

Na osnovu gasnih hromatograma identifikovan je veliki broj metabo-
lita ekstrahovanih iz biljnog materijala. Preklapanjem hromatograma za
razlicite uzorke moZe se uociti promena koncentracije metabolita u eks-
traktu. Na slici 3 prikazani su delovi hromatograma (od 10. do 40. min) za
uzorke tretirane koncentracijama 5 i 50 mg/L (slika 3a), uzorke tretirane
koncentracijama 10 i 20 mg/L (slika 3b) i uzorke tretirane koncentracijama
201 30 mg/L (slika 3c).

Na osnovu dobijenih hromatograma moze se uociti da se koncentracija
svih ekstrahovanih aminokiselina povecala u uzorku tretiranog sa naj-
manjom koncentracijom rastvora olova(Il) (5 mg/L) u odnosu na kontrolnu
grupu. Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da su za sintezu enzima i proteina
potrebne aminokiseline, i da se neki od enzima koriste za sintezu fenolnih
jedinjenja koji su potrebni biljci za vezivanje nusprodukata nastalih dej-
stvom jona olova u éeliji. Takode moZemo primetiti i da se koncentracija
aminokiselina postepeno smanjuju pri povecanju konentracije rastvora
olovo(II)-nitrata kojim su biljke tretirane. Na osnovu dobijenih rezultata
moZze se pretpostaviti da je uzrok smanjenja koncentracije aminokiselina
povecana sinteza potrebnih enzima za sintezu fenolnih jedinjenja ili blo-
kiranje odredenih enzima koji su potrebni za sintezu aminokiselina.
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Slika 3 (naspramna strana). Deo hromatograma za uzorke kukuruza tretiranih
rastvorima olova(Il) koncentracija: a) 5 mg/L (crna linija) i 50 mg/L (siva linija);
b) 10 mg/L (crna linija) i 20 mg/L (siva linija); ¢) 20 mg/L (crna linija) i 30 mg/L
(siva linija)

Figure 3 (opposite page). Part of chromatograms of corns’ samples which was
treated with solution of lead(II) of concentration: a) 5 mg/L (black) and 50 mg/L
(gray); b) 10 mg/L (black) and 20 mg/L (gray); ¢) 20 mg/L (black) and 30 mg/L

(gray)

Zakljucak

Na osnovu dobijenih odnosa fenolnih komponenti i aminokiselina
moZe se zakljuciti da se biljna vrsta Zea Mays pri manjim koncentracijama
olova koje apsorbuje brani pove¢anom sintezom fenolnih jedinjenja ili ami-
nokiselina. Pri koncetracijama rastvora olova(Il) ve¢im od 5 mg/L biljka
nije sposobna da se odbrani od Stetnog dejstva olova, jer joni olova(Il) naj-
verovatnije denaturiSu ili blokiraju enzime koji su potrebni za sintezu fe-
nolnih jedinjenja i aminokiselina zamenom njihovog esencijalnog metalnog
jona jonom olova(ll) ili vezivanjem SH-grupa.

Pradenje promena koncentracija biljnih metabolita uzrokovanih dej-
stvom zagadivaca primenom HPLC/MS i GC/MS metoda pokazalo se kao
vrlo praktic¢ano, jer se za relativno kratko vreme dobijaju koncentracije veli-
kog broja jedinjenja prisutnih u biljnom materijalu. Klasi¢ne i spektrofoto-
metrijske u poredenju sa HPLC/MS i GC/MS metodama ne daju dovoljno
selektivne rezultate i ne mogu se koristiti za odredivanje veoma malih
koncentracija jedinjenja u uzorku.
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Milos Selakovic

Study of Influence Lead(II) on Primary and Secondary
Metabolism of Zea Mays Using HPLC/MS and GC/MS
Method

In this research corn’s defense mechanisms of presence of increase
concentration of lead(I) in soil was studied. The research was cerried out
the plant treated with solutions of different concentration of lead(Il)-nitrate
and after that followed by absorption lead using method of atomic absorp-
tion spectroscopy; concentration of all phenolic compounds by Fonic-
-Ciocalte method and concentration of other biomolecules in plant by
HPLC/MS and GC/MS method.

Research has shown that plant species Zea Mays defend of lead’s
harmful action increasing the synthesis of phenolic compounds and amino
acids. Phenolic compounds are probably used to eliminate by-products like
reactive oxygen species which was generated by lead(Il). Amino acids are
probably used to synthesis of enzymes which catalyze synthesis of phenolic
compounds. Also it shoud be noted that modern methods like HPLC and
GC allow monitoring of changes in very small concentration of compounds
which is included in primary and secondary metabolism, therefore there are
very selective.
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