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ABSTRACT

Quality assurance is a major issue in the food industry. The authenticity of food ingredients
and their traceability are required by consumers and authorities. Plant species such as barley
(Hordeum vulgare), rice (Oryza sativa), sunflower (Helianthus annus), wheat (Triticum
aestivum) and maize (Zea mays) are very common among the ingredients of many processed
food products and are objects of interest of genetic modification (GMO); therefore the
development of specific assays for their specific detection and quantification of GMO are
needed. Furthermore, the production and trade of genetically modified lines from an
increasing number of plant species brings about the need for control within research,
environmental risk assessment, labeling/legal, and consumers' information purposes.
Electrochemical sensors and biosensors based on modification of a surface of working
electrode could be suitable tool for these purposes. Here, we report the using of a modified
carbon paste electrode for rapid and sensitive determination of avidin in solution and in a
transgenic maize extract. The process could be used to determine avidin concentrations up to
3 pM (100 amol in 3 pl drop) in solution and 174 nM in a maize seed extract. Moreover, we
applied the method to analyze of different maize flours.
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ABSTRACT

Zajisténi kvality potravin je hlavni ukol moderniho potravinaiského priimyslu. Moznosti
zjisténi pravosti jednotlivych slozek potravin a schopnost jejich stanoveni jsou v dne$ni dobé
vyzadovany nejen kontrolnimi organy ale také konzumenty a vyrobci. Rostlinné druhy jako
je¢men (Hordeum vulgare), ryze (Oryza sativa), sluneCnice (Helianthus annus), pSenice
(Tritium aestivum) a kukufice (Zea mays) jsou nejcastéjSimi slozkami potravinovych produkti
a jsou predmétem zajmu genetickych modifikaci (GMO). A proto je nezbytné vyvijet
specifické postupy pro detekci a kvantifikaci GMO. Navic zvySena produkce a obchodovani
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vhodnym nastrojem pro tyto ¢ely mohou byt elektrochemické senzory a biosenzory zalozené
na modifikaci pracovniho povrchu elektrody. V nasich experimentech byla modifikovana
uhlikova pastova elektroda vyuzita pro rychlé a senzitivni stanoveni avidinu v roztoku
v transgennich rostlinach kukufice. Tento postup umozni stanovit avidin v koncentraci nizsi
nez 3 pM (100 amol v 3 ul kapce) a 174 nM v extraktu semen transgenni kukufice. Dale byla
vyvinuta elektroanalyticka metoda ovéfena na analyze né¢kolika rozdilnych kukuti¢nych mouk
dostupnych v obchodni siti.

Kli¢ova slova: Avidin, Kukufice, Square-wave voltametrie, Modifikovana elektroda, GMO.
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Avidin je minoritni slozkou vaje¢ného bilku plazli, obojzivelniki a ptakt, jde o
glykosylovany a pozitivn¢€ nabity protein (pii neutralnim pH), ktery se obvykle vyskytuje ve
form¢ tetrameru [1,2]. Pouze nékolik ¢lankd popisuje ptimou detekci avidinu ve vejci. Na
druhou stranu je avidin selektivné spojeny s biotinem. Tento vitamin ma velmi vysokou
afinitu k avidinu (disocia¢ni konstanta 107> M), a této interakce je vyuZito v mnoha typech
avidin-biotin technologii, jako je imunohistochemie, elektronové mikroskopie, ELISA, DNA
hybridizace a konstrukce biosensort [2-5]. Pro zabezpeceni vhodné stravy pro expandujici
lidskou populaci je nezbytné vyuzit novych technologii, které by mohli napomoci ke zvySené
produkci potiebnych latek v zemédélskych produktech a tedy i potravinach. Produkce
kvalitnich potravin je velmi Casto potlacena bakterialnimi nebo virovymi nemocemi, ale také
poskozenim zplsobené hmyzimi Skiidci. Témto nezddoucim procesim se mize predchéazet
pouzivanim chemickych slouceniny, jako jsou pesticidy [6]. AvSak vyuziti téchto sloucenin
pfedstavuje vyznamné riziko kontaminace zivotniho prostfedi a tim také umoziiuje jejich
vstup do potravniho fetézce. Nové techniky molekularni biologie napomahaji vyzkumu
ptirozenych sloucenin pesticidli, které by byly produkovéany rostlinami pro jejich vlastni
ochranou vuci Skodlivému hmyzu [7]. Teprve zcela nedavno, bylo zjisténo, ze avidin je
toxicky pro Siroké spektrum motyld, brouki, a dvouktidlého hmyzu [8-11]. Za ucelem
bezchemické ochrany rostlin byly navrzeny transgenni rostliny vyuZzivajici biosyntézy
avidinu. K tomu, aby bylo mozné studovat expresi musely byt navrZzeny nové bioanalytické
postupy mezi, které je mozné zaradit také elektroanalytické metody. Je zndmo, Ze uhlikova
pastova elektroda (CPE) piedstavuje vhodny ndstroj pro konstrukci biosenzord [12-15].
Navic, uhlikova pastova elektroda mize byt jednoduse modifikovana pfidavkem rozmanitych
sloucenin s cilem zvysit senzitivitu, selektivitu a rychlost stanoveni [4,16,17]. Zamé&fili jsme
se na vyuziti uhlikovych elektrod (CPE a modifikovand CPE) v kombinaci square-wave
voltametrii a adsorptivni pfenosové rozpoustéci techniky pro méfeni nanogramového
mnozstvi avidinu.



Obr. 1 Schéma adsorptivni pfenosové voltametrie pro stanoveni avidinu
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MATERIAL A METODIKA
Chemikalie

Avidin, biotin, uhlikovy prasek, octan sodny, octova kyselina, mineralni olej byl
zakoupeny od Sigma Aldrich Chemical Corp. (St. Louis, USA). Ostatni reagencie ACS
Cistoty byly zakoupeny od Sigma Aldrich. Roztoky byly pfipraveny za pouziti ACS vody od
Sigma Aldrich. Zasobni standardni roztoky avidinu a biotinu 1 pug.ml” byly pfipraveny a
skladovany ve tmé pii 4°C. VSechny roztoky byly filtrovany ptes 0.45 pum teflonovy
membranovy filtr (MetaChem, Torrance, CA, USA). pH bylo méfeno za pouziti WTW
inoLab Level 3 instrument (Weilheim, Némecko), fizeny pomoci osobniho pocitace a
programu (MultiLab Pilot; Weilheim, Némecko). pH-elektroda (SenTix H) pro kalibraci byl
pouzit set WTW pufri (Weilheim, Némecko).

Elektrochemické meéreni

Elektrochemické méfeni bylo provedeno za pouziti Autolab analyzatoru (EcoChemie,
Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Zurich, Svycarsko). Systém elektrod je
slozen z uhlikové pastové pracovni elektrody, Ag/AgCl/3 M KCI referentni elektrody a
platinovy dratek pomocné elektrody. Acetatovy pufr (0.1 M CH3;COOH + 0.1 M CH3COONa,
pH 4.0) byl pouzit jako zakladni elektrolyt. Parametry pro adsorptivni transferova rozpoustéci
potencial = 1,3 V, amplituda = 25 mV, step potencial =5 mV, a frekvence = 200 Hz. VSechny
pokusy byly provedeny pii 25°C.

Priprava CPE a avidiem-modifikované CPE

Uhlikovéa pasta (kolem 0.5 g) byla vyrobena =z grafitového prasku (Aldrich) a
mineralniho oleje. Podil grafitového prasku a mineralniho oleje byl testovan. Tato pasta byla
vlozena do teflonového téla, diskovy povrch mél praimér 2,5 mm (Obr. 1). Po predeslém
méfenim byl elektrodovy povrch obnoven leSténim pomoci mékkého filtra¢niho papiru.



Avidinem-modifikovand CPE byla pfipravena jiz zminénym postupem (viz vyse), s
ptidavkem avidinu k CPE.

Priprava vzorki z transgennich rostlin

Konstrukce transgennich byla jiz diive popsdna nasimi americkymi kolegy [18].
Vzorky z transgennich rostlin asi deset grami transgennich nebo ne-transgennich (kontrola)
kukufiénych obilek bylo rozdrceno béhem 1 min v kdvovém mlynku. Vznikly prasek byl
extrahovan 1 h pii 4°C za neustdlého michani v 50 ml pufru obsahujicitho 50 mM uhli¢itanu
sodného (pH 11,0), 500 mM NaCl, 5 mM EDTA, a 0,05% (v/v) Tween-20. Extrakéni smés
byla centrifugovana pii 16 000 g po dobu 15 min (Jouan MR 23i) pfi 4°C. Supernatant byl
odstranén a filtrovan. Filtrat byl opét centrifugovan pii 14 500 g po dobu 15 min pti 4°C.
Supernatant byl upraven na pH 10,5 a pak centrifugovan pii 14 000 g po dobu 30 min
(Eppendorf 5402) pti 4°C [4,18]. Vysledny supernatant byl nasledné pouzit pro piipravu
modifikované CPE.

VYSLEDKY A DISKUZE

Adsorptivni pFenosovd rozpousteci voltametrie avidinu na uhlikové pastové elektrode

Z elektrochemického hlediska byla nalezena elektroaktivita pouze u tyrosinu (Y) a
tryptofanu (W). Square-wave voltametrickd analyza na pevné uhlikové elektrod€ neni velmi
senzitivni. Nicmén¢, pouzitim CPE s dimyslnou upravou, jsme ziskali dobie rozliSeny
voltametricky signal jak pro Y tak i W 0.78 a 0.92 V vs. Ag/AgCl/3 M KCI. Piky byly
studovany pii koncentraci avidinu 100 pg.ml” (~ 7 pM) za pouziti adsorptivni pfenosové
rozpoustéci square-wave voltametrie. Tato technika je zalozena na silné adsorpci avidinu na
elektrodovy povrch a nésledny elektrodovy transfer, omyti elektrody a ptesun do elektrolytu
neobsahujicitho avidin, kde bylo provedeno vlastni elektrochemické méteni. Vyhoda
pouzitého postupu neni jen v malém mnozstvi vzorku pottebného (6 a/nebo 3 pl kapka) pro
voltametrickou analyzu. Stanovena vySka piku byla linedrn¢ zavisla na dobé akumulace
avidinu az do 2 min, nad tuto hodnotu vyska piku klesd. Zavislost na koncentraci avidinu
byla studovéana v rozmezi koncentraci od 0 do 100 pg.mlI™. Limit detekce (3 x S/N) byl kolem
500 pg.ml™ (~ 3 pM).

Elektrochemické chovani avidinu v modifikované CPE

Avidin-modifikovand CPE byla pfipravena jednoduSe smichdnim poZadovaného
mnozstvi avidinu s tradi¢né piipravenymi sloZzenim CPE grafitovy prasek a mineralni ole;j.
Nejdrive jsme porovnali elektrochemické chovani avidinu na uhlikové elektrodé (CPE) a
avidinem-modifikované CPE. Nami ziskany vysledek je v dobré shodé¢ s dalSimi studiemi
vyuZivajicich nemodifikovanych CPE [4,16] a ukazuje se, Ze avidin-modifikovana CPE ma
podobné elektrochemické vlastnosti jako CPE. Také jsme zkoumali zda avidin miiZze byt
uvolnén z pasty modifikované CPE elektrody do roztoku elektrolytu. Voltametricky signél se



snizuje asi o 15% (ve srovnani s ptivodni vyskou) béhem 20 min inkubace. Z téchto vysledkt
je jasné, ze doba akumulace 2 min nebude mit zjevny vliv na vysku piku avidin. Dale jsme
studovali, zda voltametricky signal zavisi na mnozstvi avidinu v avidin-modifikované¢ CPE.
Kalibra¢ni kiivka pro sledované koncentracni rozmezi byla linearni s linearni regresi y =
1,00x + 9,04 (R* = 0,996). Niz§i koncentrace, pii které byl voltametricky signal sledovan pro
nase experimentalni podminky, byl 10 ng.ml" avidin v avidin-modifikované CPE (700 pM;
R.S.D. =3,4%, n=23).

Stanoveni avidinu v extraktu transgenni kukurice pomoci avidin-modifikované CPE.

Moderni technologie genového inzenyrstvi pfinaSeji nové moznosti ve zpusobu
pripravy rostlinnych druht produkt a zvySené produkci proteinti (monoklonalni protilatky,
antigeny pro vakciny, atd.). Neddvno byla pfipravena transgenni kukufice, ktera produkuje
avidin jako insekticid proti Skodlivému hmyzu. V nasi praci jsme smichali extrakt obilek z
transgenni kukufice s uhlikovym praskem. Tak byla pfipravena avidinu-modifikovana CPE.
Vyska vysledného elektrochemického signalu odpovida koncentraci avidinu vyskytujiciho se
ve vzorku kukufice. Urcovali jsme vysku piku avidinu v souvislosti se zménou mnozstvim
extraktu z kukufice pfidan¢ho k uhlikovému prasku (R.S.D. = 7,8 %, n = 3). Pro analytické
ucely jsme sestrojili kalibrac¢ni kiivku, linedrni zavislost mezi koncentraci avidinu a objemem
extraktu transgenni kukufice (y = 0,1611x — 0,1531; R* = 0,9923). Vyska piku
voltametrického signalu se linearné zvysuje s ptidavkem extraktu do CPE od 15,6 ul do 500
ul. Nejnizsi detekovany objem rostlinného extraktu byl kolem 15 ul, to odpovida 2,5 pg.ml™
avidinu ve vzorku. KdyZ jsme testovali netransgenni rostliny byl pozorovan velmi nizky
signal. Pro ovéfeni naSi metody byly analyzovany extrakty fady vzorki komer¢nich
kukufiénych mouk (mouka hrubd, krupice, a mouka hladkd). Voltametricklé signaly ziskané z
téchto vzorka byly také velmi nizké a jejich vyska kolem 2-8% vici signalim ziskanych z
transgennich extraktll vzorkli. Tento postup mlze byt vyuzit pro analyzu jinych transgenich
produktii, které obsahuji avidin, jako napfiklad v transgenni kukufice, obili, tabdk a ryze
[10,19].

Avidinem-modifikovana CPE v pritomnosti biotinu

Interakce mezi avidinem a biotinem je jedna z nejsilnéjSich znamych vazeb mezi
proteinem a ligandem [20-23]. Hodnotili jsme vlastnosti avidin-modifikované elektrody v
ptitomnosti biotinu, ktery jsme pfidali k zdkladnimu elektrolytu a nasledné jsme sledovali
voltametrickou odezvu avidinu. UdrZovali jsme konstantni mnozstvi avidinu v avidinem-
modifikované CPE a dobu akumulace (10 pg.ml”'; 120 s) a ménila se koncentrace biotinu v
elektrochemické cele od 0,5 do 14 uM. Sledovali jsme voltametricky signal avidinu.
Vysledny sledovany pokles signalu avidinu po pifidavku biotinu byl zpiisoben skute¢nym
formovanim komplexu avidin-biotin komplexu, ktery mutze piekryt nékteré elektroaktivni
tryptophany a tyrosinit v avidinu. Elektrochemicky signdl avidinu byl téméf nezjistitelny pfi



koncentraci biotinu 10 pM. Tvar vysledné kiivky byl exponencialni (y = 80,2 ¢*>%). Pro
analytické ucely jsme se pokusili oddélit koncentra¢ni zavislost do dvou ¢asti. Prvni cast
(koncentrace biotinu = 0 — 2 pM) byla striktng linearni (y = -42,73x + 99,92; R* = 1) a druha
¢ast koncentracni zavislosti byla: koncentrace biotinu = 2 — 10 uM s nasledujicimi parametry:
y=-3,70x +37,11; R* = 0,9907; n = 5; R.S.D. = 5,9%.

ZAVER
Navrhli jsme proteinem-modifikovanou voltametrickou bioelektrodu vclenénim

proteinu do CPE (avidin-modified CPE). Tato technologie nabizi fadu slibnych moznosti na
poli vyvoje biosensort pro detekci GMO a avidin-biotinové technologie.
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