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Abstrakt

Pomoci ¢tyt vybranych potravinaiskych protedz byly vytvoieny caste¢né
hydrolyzaty dvou typt bramborovych proteinovych koncentrati (PC). Komercné
produkovany proteinovy koncentrat spole¢nosti Lyckeby a laboratorné vyrobeny
proteinovy koncentrat odridy Ornella byly podrobeny enzymatické hydrolyze
enzymy Fromase 220TL, Fromase 220XLG, Maxiren XDS (komeréné dostupné
formy chymosinu) a neutralni proteasa z Bacilus subtilis. Pomoci metody SDS-
PAGE byl vytvofen proteinovy profil hydrolyzati. U vSech hydrolyzata byla
stanovena rozpustnost a antioxidac¢ni aktivita metodou DPPH. Hlavnim cilem bylo
hodnoceni uc€innosti $tépeni bramborovych proteinli vybranymi protedzami.
Z vysledki prace vyplyva, zZe nejucinnéjSim enzymem pouzitym pro hydrolyzu PC

byl enzym neutralni proteasa z Bacillus subtilis.

Kli¢ova slova: ¢aste¢na hydrolyza, potravinaiské proteazy, bramborovy proteinovy

koncentrét



Abstract

Partial hydrolysates of two types potato protein concentrates were produced
by four selected food proteases. Commercialy produced (company Lyckeby) protein
concentrate and laboratory prepared concentrate from tubers of Ornella cultivar were
subjected of enzymatic hydrolysis by Fromase 220TL, Fromase 220XLG, Maxiren
XDS (commercialy available forms of chymosin) and Neutral protases from bacterial
Bacillus subtilis. Protein profile of hydrolysates was created using SDS-PAGE. All
hydrolysates were determined by solubility and antioxidant activity using DPPH
method. The main aim of this study was to evaluate the efficiency of digestion potato
protein concentrate by these selected proteases. Based on the results, the most
effective enzyme used for hydrolysis of PC was Neutral proteases form Bacillus
subtilis.

Key words: partial hydrolysis, food proteases, potato protein concentrate
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1. Uvod

Nutri¢ni kvalita bramborovych proteinii je vysoka. SuSina hliz bramboru
(Solanum tuberosum L.) obsahuje kolem 10 % proteini. Na zakladé¢
aminokyselinového slozeni je kvalita bramborovych proteinid ze 70 % srovnatelna
s kvalitou proteinii obsazenych ve vejcich. Bylo prokdzano, ze nutri¢ni hodnota
bramborovych proteind je lepsi, nez nutri¢ni hodnota proteint z hlavnich rostlinnych
zdroji primarné urcenych pro jejich produkci a nasledné spottebé v lidské vyzive

(Ralet & Guéguen, 2000).

V soucasné dob¢ jsou bramborové proteiny produkovany z hlizové stavy
brambor, ktera je odpadnim produktem v primyslové vyrobé Skrobu. V
primyslovém méfitku probiha izolace proteinii z hlizové $tavy brambor (PFJ)
kombinovanym procesem kyselé precipitace a nasledné tepelné koagulace. Vlivem
téchto pouzitych procesti dochazi k vysokému stupni denaturace bramborovych
proteini, coz vede ke =ztrat¢ jejich funkcnich vlastnosti. Timto zpiisobem
vyprodukované proteiny nachédzeji své vyuziti predev§im jako soucdst potravy
hospodatskych zvitat. Jejich vyuziti pro lidskou spotfebu, naptiklad jako soucasti
potravindiskych vyrobki, je vzhledem ke Spatné rozpustnosti a dal$im funkénim

charakteristikdm omezené (Ralet & Guéguen, 2000).

Enzymova hydrolyza je jednou z moZnosti jak zlepSovat nepfiznivy stav
pramyslové vyprodukovanych bramborovych protein, jejich fyzikalnich,
chemickych, funkénich a nutriénich vlastnosti (Wei & Zhimin, 2006). Bylo
prokdzano, ze peptidy s kratkym fetézcem, vzniklé z proteinli procesem enzymové
hydrolyzy, maji vy$$i nutriéni hodnoty a mohou byt efektivn&ji vyuzity, nez
odpovidajici smési volnych aminokyselin. Diky témto vlastnostem je lze oznacit jako

bioaktivni peptidy. (McCarthy et al., 2013).

Pro =zlepSeni funk¢nich vlastnosti bramborovych proteinii procesem
enzymové hydrolyzy - produkci bramborovych proteinovych hydrolyzati s
pfiznivymi vlastnostmi, které by bylo mozné vyuzit jako soucast potravinaiskych
vyrobkil je nutné vyuziti preparatd, jejichz pouZiti je pro tyto ucely v potravinaistvi

povolené (Spok, 2006).



2. Literarni prehled

2.1 Rostlinné proteiny v lidské vyZivé

Rostlinné proteiny, byly vzdy soucasti lidské stravy. Ve srovnani
s zivocisnymi bilkovinami jsou rostlinné proteiny relativné levné a dostupné, presto
je jejich ptfimé konzumace v konvenéni stravé ¢loveka, v potravinatskych vyrobcich,

limitovana (Day, 2013).

V soucasnosti je vétSina rostlinnych proteint vyuzita jako soucast krmnych
smési pro hospodaiska zvifata, tedy pro konverzi na funkéni ZivociSné proteiny
v mléce, ve vejcich a mase. Proces je ve své podstaté neefektivni. Rada autort uvadi
hodnoty konverze rostlinného proteinu v podobé objemovych krmnych smési nizsi
nez 15 %, celych 85 % je v pfeméné nevyuzito (Day, 2013; Aiking, 2011; Pimentel
& Pimentel, 2003).

Zivodisna vyroba, ve srovnani srostlinnou a tedy i tvorba potravin
zalozenych na zivociSnych proteinech (maso, vejce, mléko) je spojena
S nepfiméfenou zatézi Zivotniho prostiedi (de Boer & Aiking, 2011). Ptikladem je
spotfeba vody na mnozstvi vyprodukovaného proteinu, kterd je ve srovnani az

stokrat nizsi pro produkci rostlinnych proteint (Pimentel & Pimentel, 2003).

Zajisténi dostatku kvalitnich potravin je vzhledem k neustdle rostouci
populaci velkou vyzvou pro zemé&délstvi a potravinafsky primysl. Pro udrZeni
dostatecného mnoZstvi potravy je nutnd mensi zavislost na potravinach zivocisného
puvodu a tedy lepsi vyuziti potravin vyrobenych z rostlinnych zdroji. Piikladem je
zrychlujici se vyvoj v oblasti analogti masnych vyrobku. Nejslibnéjsimi alternativami
se zdaji byt produkty na bazi proteinii ze s6ji nebo hrachu. Nahrazky masa a
mlécnych vyrobki mohou pfinést srovnatelnou kvalitu za nizs§i ndklady pfi splnéni
priorit jako je sniZeni emisi sklenikovych plynli a omezeni ni¢eni lesnich ploch
v souvislosti s vyrobou potravin (Day, 2013; Dijkstra et al., 2003). Zaroven mohou
splnovat kvalitativni pozadavky na ochranu lidského zdravi - spravnd kombinace
rostlinnych bilkovin mulze =zajistit pifisun dostatecného mnoZstvi nezbytnych

aminokyselin (Day, 2013).
VétSina rostlinnych proteind je ulozena v semenech rostlin, které kumuluji
vétsinu dusikatych zdroji. Z pohledu lidské rostlinné vyzivy, pfijmu rostlinnych

proteind, hraji nejvyznamnéj$i roli skupiny obilovin a luSténin, vcetné rostlin



péstovanych pro vyrobu oleji, kdy jsou proteiny obsazené v produktech jako je
mouka (obiloviny) a meziproduktech vzniklych pii extrakcei oleja (Day, 2013).

Vyuziti rostlinnych proteinii pro vyrobu potravin je stale nizké a Day (2013)

ve své praci definoval fadu divodu.

* Nizkd nutricni hodnota nékterych bilkovin rostlinného ptivodu oproti
bilkovindm zivocisného, je dana predevSim jednoduchosti zastoupeni

aminokyselin.

* Obtizné zlepSovani fyzikalnich funkénich vlastnosti v disledku molekulové
hmotnosti a velikosti rostlinnych bilkovin a s tim spjatd mala rozpustnost

rostlinnych proteinti ve vodé
» Ekonomické naklady spojené s izolaci proteint

2.2 Funkéni vlastnosti proteini

Proteiny jsou zékladni strukturni a funkéni elementy v fadé potravinatskych
systému a jejich vyuZiti je zavislé na fyzikalné-chemickych vlastnostech, které lze
spoleéné oznacit jako funkéni vlastnosti. Funkéni vlastnosti ovliviiuji chovani
proteini uvnitf systému a tedy i jejich interakce s ostatnimi slozkami jako je voda,
sacharidy, nebo tuky. Pro aplikaci proteinii v potravinaistvi je klicova jejich
chemickad struktura (zastoupeni polarnich aminokyselin v primarnim fetézci,
molekulovd hmotnost proteinu, tvar molekuly (konformace), distribuce naboje
(isoelektricky bod), ktera urcuje klicové funkeni vlastnosti jako rozpustnost bilkovin
v prostiedi a s tim spjatou reten¢ni vodni kapacitu, interakce proteint s tuky, pénéni,
gelovaténi a emulgaci (Zayas, 1997). Jinak feCeno, funk¢ni vlastnosti piedstavuji
souhrn interakci mezi konformaci, strukturou, sloZzenim a fyzikaln&-chemickymi
vlastnostmi proteinu, ktery je ovlivnén fadou dalSich slozek systému a vnéjSimi
faktory (Mirmoghtadaie et al., 2016). Proteiny maji v potravinaiskych systémech

fadu funkci, jejich ptehled je uveden v tabulce €. 1.
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Tab. ¢. 1 — Ptfehled funkénich vlastnosti proteinti v potravinaiskych systémech

(Ptevzato a upraveno podle Hettiarachchy, 2012).

Funkéni

Zpusob ucinku VyuZiti v: (potravina)
vlastnost
rozpustnost solvatace proteinu napoje, polévky

absorpce vody

tvorba vodikovych vazeb

maso, pecené produkty

viskozita

zahus$t'ovani, tvorba

vodikovych vazeb

polévky, omacky, salatové

dresinky

tvorba geli

vlakna proteinu vytvaieji

maso, tvaroh, Zelatina

tukdi

matici
adheze o y maso, pecené vyrobky,
protein jako pojidlo _
(ptilnavost) téstoviny
o deformace (pf. rozruSeni
elasticita ' ' maso, pecené vyrobky
disulfidickych mustkil)
o deformace (pf. rozruSeni _
plasticita o tésta z pSeni¢né mouky
vodikovych vazeb)
redukce na rozhrani vody a . )
emulgace zmrzliny, salamy

adsorpce tuki

proteiny vazou volné tuky

maso, salamy, koblihy, krekry

vazba prichuti

adsorpce, uvolnéni, zachyceni

nahrazky masa, pecené
produkty, mikroenkapsulace
chuti

tvorba pén

formace filmu na rozhrani

pevné a tekuté faze, zachyceni

plynu

Slehané polevy, dorty,

zmrzliny, proteinové napoje

enzymaticka

syntéza nebo degradace

syry - prichut’

katalyza chemickych sloucenin
formovani formovani vlaken po nahrazky masa (tofu),
vlaken denaturaci proteint extrudované cerealie

Maillardova reakce pecené vyrobky, smazené
barva A .

(neenzymatické hnédnuti) vyrobky atd.

i um¢la prichut’ (pt. cokoladova

prichut’ proteolyza

prichut)
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2.2.1 Rozpustnost proteint

Rozpustnost je termodynamicky parametr definovany jako koncentrace
proteinu v nasyceném roztoku, kterd je v rovnovazném stavu vuci pevné fazi

(krystalické, amorfni fazi) ve specifickych podminkach (Karmer et al., 2012).

Na zaklad¢ rozpustnosti proteinil v riiznych roztocich, 1ze proteiny rozd¢lit do

nasledujicich frakci (Horax et al., 2010).

e Albuminy - proteiny rozpustné ve vodé
e Globuliny - proteiny rozpustné v roztocich soli
e Prolaminy - proteiny rozpustné v koncentrovanych roztocich alkoholu

e Gluteliny - proteiny rozpustné v roztocich zésad

Toto rozdeleni neni zcela jednozna¢né, jelikoz mezi skupinami proteint

neexistuji jasné hranice (Kalac, 2001).

vvvvvv

a je ovlivnéna mnoha faktory, které lze rozd€lit na vnitfni a vné&j$i. Jednim
z vnitinich faktorti je samotné slozeni aminokyselin (obsah polarnich a nepolarnich
skupin ve struktufe proteinu) a jejich sekvence v primdrni struktuie proteinu. Dal§imi
vnitinimi faktory jsou molekulovd hmotnost celého proteinu a konformace proteinu,
kterd zahrnuje hydrofobni a hydrofilni vlastnosti molekuly. Vnéj$imi faktory které
maji vliv na rozpustnost urcitého proteinu je pH, typ rozpoustédla, iontova sila,
teplota a stav proteinu po jeho produkci (Zayas, 1997). Na rozpustnosti urcitého

proteinu jsou zavislé i dalsi procesy.

2.2.2 Emulgaéni vlastnosti

Emulze vznikaji smisenim dvou nebo vice navzajem nesmisitelnych kapalin.
Jedna z tekutin je ve druhé rozptylena v podob¢é malych kapek o velikosti mezi 0,1 —
100 mm. Typickym piikladem emulze v potravindiském primyslu je smés oleje (O)
ve vodé (W) - mléko, rizné krémy, dresinky majonéza, nebo polévky. Nebo disperze
vody (W) voleji (O) — maslo, margarin. Objevuji se i dokonalejsi systémy
vicenasobnych emulzi (W/O/W, O/W/O). Emulze jsou vytvafeny v ptitomnosti
dalsich latek v systému, jejichz ukolem je stabilizace rozptylené tekutiny.
Emulgétory, jak se nazyvaji tyto latky, maji z chemického hlediska jak hydrofobni

tak hydrofilni ¢ast molekuly a jsou funkéné€ uspotadany na rozhrani kapalin v emulzi,
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kde vytvareji elasticky film a snizuji povrchové napéti. Timto zplisobem stabilizuji

cely systém emulze po urcitou dobu (Lam & Nickerson, 2013).

2.2.2.1 Stabilizace emulzi proteiny

Rada rostlinnych proteinti mize byt vyuzita v procesu emulgace. Oproti
menS$im molekuldm (napf. estery glycerolu), které jsou v procesu vyuzivany, maji
tyto biologické makromolekuly mensi emulgacni kapacitu (tj. mnozstvi proteinu,
které je nutné K udrzeni uréitétho mnozstvi oleje). Zaroven je Casto potieba vystavit
proteiny Castené tepelné denaturaci, tak aby byl povrch olejové kapky obalen
hydrofobnimi aminokyselinami a do vodné faze emulze smétovaly hydrofilni fetézce
aminokyselin, coZ je v nativnim stavu, kdy je protein do ur¢it¢ miry sbalen,
nemozné. Vyhodou je, Ze na povrchu olejovych kapek je pii vyuziti vétSich
makromolekul, proteinti, vytvoren silny viskoelasticky film, ktery odolava
mechanickému plsobeni. V zavislosti na pouzitém rozpoustédle film poskytuje
elektrostatickou stabilitu, v zavislosti na pouzitém proteinu stabilitu sterickou (Lam
& Nickerson, 2013).

Protein, bariéra kolem olejové kapky, snizuje rychlost agregace olejové faze
prostfednictvim svého elektrostatického naboje a vytvofenim prostorové bariéry
mezi obéma fazemi. Z toho ditvodu jsou proteiny jako emulgétory nejvice stabilni
v prosttedi, které podporuje elektrostatické odpuzujici sily, jako podminky o
odlisném pH neZ je izoelektricky bod proteinu, nebo nizka iontova sila prostiedi

(Karaca et al., 2015).

Proces emulgace je ovlivnén fadou fyzikalnéchemickych vlastnosti proteind.
Povrchova hydrofobicita proteinti souvisi s relativnim zastoupenim hydrofobnich
skupin vystavenych na povrch molekuly proteinu, kde vétsi mnozstvi téchto skupin
umoziuje veétsi adsorbcei na olejovou fazi, tedy vyssi emulgacni kapacitu (Karaca et

al., 2015, Sikorski, 2001).

Velikost molekuly proteinu ovlivituje rychlost, jakou se protein stabilizuje na
rozhrani fazi béhem tvorby emulze. Malé proteiny maji vySsi rychlost difuze a
dostanou se béhem tvorby emulze na rozhrani olejové kapky a vody dfive, nez
proteiny, jejichz molekuly jsou vétsi. Vyhodou emulgatord s velkymi molekulami je,
ze vytvaii silnéjsi film na povrchu fazi, ktery poskytuje vétsi ochranu (Karaca et al.,

2015, Sikorski, 2001).
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Rozpustnost proteinu ovlivitluje rychlost jeho migrace na rozhrani
jednotlivych fazi emulze. Je ovlivnéna typem rozpoustédla, jeho pH a iontovou silou.
Tyto faktory maji vliv i na velikost pfitazlivych a naopak odpudivych sil mezi
kapkami v emulzi a zapfi¢inuji celkovou stabilitu, nebo nestabilitu systému (Karaca

et al., 2015, Sikorski, 2001).

2.2.2.2 Emulgace masovych produktii rostlinnymi proteiny

V procesu emulgace masovych produktii jsou celosveétoveé nejvice uplatnény
rostlinné proteiny. Rostlinné proteiny v masovych produktech zadrzuji vlhkost,

emulguji tuky a diky nim maji vyrobky celistvy vzhled.

Nejvice vyuzivanymi proteiny pro emulgaci masovych vyrobkil jsou sdjové
proteiny ve form¢ ISP (s6jovy proteinovy izolat). Hydratovany s6jovy protein je
typicky vyuzivan k nahrazeni az 15 % libového masa ve vyrobé masovych systémi.

Séjovy proteinovy izolat ma vysokou rozpustnost a dobré vlastnosti pro tvorbu gelu.

V Evropé je stejnym zplsobem vyuzivan i hrachovy protein. Jeho vyuziti se
zvysilo zejména se zavedenim geneticky modifikované sdji a postojem EU k jejimu
vyuZziti.

DalSim proteinem, ktery je vyuzivan v masovych vyrobcich, je pSeni¢ny
protein. Jeho vyuziti neni pfili§ rozsifené, pouziva se piedevsim v severni Americe,
Australii a na Novém Z¢landu. Existuji rizné typy pSeni¢nych proteinovych vyrobki
pouzivajicich se ve vyrobé masnych produkti, jako je pSeni¢nd mouka, vitalni smési
pSeni¢ného glutenu (lepku), vitalni pSeni¢ny lepek a modifikované pSeni¢né proteiny.
Nejlepsi emulgacni vlastnosti ma modifikovany pSeni¢ny protein, ale ma i své
nevyhody. V systému do systému pfinasi strukturni problémy — vyrobek $patné drzi
tvar. Naopak pSeni¢na mouka zajiStuje celistvost vyrobkii, ale nema tak dobré

emulgacni vlastnosti (Egbert & Payne, 2009).

Emulgac¢nimi vlastnostmi ¢o¢kovych a cizrnovych proteinti se zabyval A. C.
Karaca a jeho kolegové. Optimalizovali podminky vyuziti téchto proteinti pro

ptipravu emulzi s dobrymi vlastnostmi.
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2.2.3 Tvorba pén — pénéni

Hlavnim rozdilem mezi systémem emulze a pény je zastoupeni jednotlivych
fazi. Pfi procesu pénéni je plynna faze mikroenkapsulovana za vyuziti surfaktantt a
rozSifena po fazi tekuté. V potravinafstvi se procesu pénéni vyuziva pii piiprave
Slehanych polev, zmrzlin, dorti a nespocet dalSich vyrobki. Pény jsou tedy koloidni
systémy obsahujici bubliny plynu rozptylené ve vodné fazi. V zavislosti na objemu

plynné faze maji bubliny sféricky nebo mnohosténny tvar (Sikorski, 2001).

Faktory, které ovliviluji stabilitu pén, jsou velice podobné faktorim, které
ovliviiuji stabilitu emulzi. OvSem existuji urcité rozdily mezi obéma systémy. Na
rozhrani plynné a tekuté faze pény je oproti rozhrani fazi v emulzi mnohem vé&tsi
fazové napéti a interakce proteinu v mezifazoveém regionu jsou jiné (Sikorski, 2001).
Stabilitu a tvorbu pény ovliviiuji pfedevs§im faktory jako povrchové napéti, viskozita
a charakter filmu vytvoreného na povrchu tekuté faze. Cely systém (péna) je stabilni
pfi nizkém povrchovém napéti a vysoké viskozité filmu, jehoz tvorba, popsana jako
adsorbéni efekt, je zavisla na koncentraci proteinu v roztoku a jeho schopnosti

denaturace a precipitace na rozhrani fazi (Cherry & McWatters, 2009).

Schopnost proteinli vytvaret pénu je popsdna dvéma faktory - pénivou silou a
stabilitou pény. Sila pénivosti je méfena jako zvétSeni objemu pény pii zavadeéni
plynné faze do roztoku proteinu. Stabilita pény je stanovovana jako mira Gniku
tekuté faze z pény, nebo jako mira snizeni objemu pény za jednotku Casu. I pies jasné
stanoveni téchto faktori je wvelice obtizné porovnani jednotlivych proteint
(surfaktantl), jelikoz cely systém je ovlivnén fadou dalSich faktort - pH, teplota,

metodika tvorby pény (Kato el al., 2009).

Kato a jeho kolektiv (2009) popsal ve svém ¢lanku jednoduchou metodu pro
charakterizaci pénivych vlastnosti proteinli, ktera je zalozena na vodivosti pény

meéfené na sklenéné koloné€ s vodivym ¢lankem.
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2.2.4 Koagulace a tvorba gelii

Dalsi dtlezitou funkéni vlastnost proteint, tvorbu geld, popsal J. D.
Culbertson (2005). Gel je trojrozmérna sit’ tvoiend tekutou slozkou a navzajem
propojenymi molekulami proteini. Ve struktufe proteinii je zachycena tekutina a
dalsi slozky. V potravinarstvi jsou na zakladé procesu gelovaténi vytvareny produkty
jako jsou syry, jogurty a mnoho dalSich. Ve struktufe geli je zadrzeno velké

mnozstvi vody (95 — 98 %) a i pfesto si zachovavaji charakter pevnych latek.

Gely jsou vytvareny procesem zahiivani a v potravinaistvi rozliSujeme dva
typy gelt. Prvnim typem jsou gely, jejichZ struktura je po dal$im zahtati zachovana
(irreverzibilni gely). U druhého typu gelti dochazi po zahtati k rozpadnuti struktury a
navraceni tekuté formy (Culbertson, 2005).

2.3 Modifikace proteint a zlepSovani funkénich vlastnosti

Jednou z cest jak zlepsit funkéni vlastnosti proteind, je jejich modifikace
chemickym, fyzikalnim, nebo enzymatickym procesem. Ve vét§iné piipadd jde
jednodusSe o zlepSeni rozpustnosti proteinu, kterd ovliviiuje vSechny dalsi funkéni

moznosti proteinu (Culbertson, 2005).

Funk¢ni vlastnosti proteind jsou obecné citlivé na zmény ve struktufe
molekuly proteinu, jeji velikost, konformaci a miru rozlozeni iontového naboje na
povrchu molekuly. Proteiny mohou byt upraveny enzymaticky, nebo jinymi
metodami jako je teplotni denaturace, ionizace, chemicka Uprava a dalsi, tak aby

doslo ke zlepseni jejich funkénich vlastnosti.

2.3.1 Enzymova hydrolyza

Enzymova hydrolyza je dulezity nastroj pro zlepSovani fyzikalnich,
chemickych, funk¢nich a nutri¢nich vlastnosti proteini a zaroven je ucinnou
metodou pro tvorbu biogennich (aktivnich) peptidl, které nesou fadu zajimavych
fyziologickych vlastnosti. Aktivni peptidy interaguji s mineralnimi latkami, maji
opoidni aktivitu, pozitivné ovliviiuji rast bakterii traviciho traktu, maji vyznam pfii
regulaci vysokého krevniho tlaku, nebo regulaci imunitniho systému a bojuji proti
rakovinnému bujeni (Wei & Zhimin, 2006).

Oproti chemické hydrolyze, kde se vyuziva extrémnich teplot a hodnot pH

pozadovanych pro probéhnuti reakce, nedochazi v procesu enzymatické hydrolyzy
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k destrukci jednotlivych aminokyselin a vyzivové vlastnosti proteinovych

hydrolyzata jsou do jisté miry zachovany (McCarthy et al., 2013).

Produkty enzymatické hydrolyzy, hydrolyzaty, mohou byt rozdéleny na
zakladé jejich velikosti na dvé kategorie. Prvni kategorii jsou produkty s vysokym
obsahem aminokyselin, druhou kategorii tvoii produkty s nizkym obsahem
aminokyselin, tzv. bioaktivni peptidy. Bioaktivni, nutricné prospésné peptidy jsou
v rdmci struktury celého proteinu v procesu jejich traveni neaktivni, ale po vyStépeni

ze struktury proteinu se stavaji aktivnimi (McCarthy et al., 2013).

Snizena velikost enzymovych hydrolyzati v disledku hydrolyzy peptidovych
vazeb a tim padem zvySeny pocet snaze ionizovatelnych skupin ( - NH4*, - COOH")
maji vliv na zvySeni jejich rozpustnosti a tedy i na jejich dalsi aplikace (Miedzianka

etal., 2014).

2.3.1.1 Kontrola procesu enzymové hydrolyzy

Za ucelem ziskani zadoucich organoleptickych vlastnosti hydrolyzata, musi
byt proces hydrolyzy kontrolovan, tak aby bylo mozné stanovit optimélni stupeni
hydrolyzy (DH). Stupett hydrolyzy je obecné definovan jako procentualni podil

roz§tépenych vazeb uvniti molekuly hydrolyzovaného proteinu (Nissen, 1997).

DH = h/htt * 100

hit = celkovy pocet peptidickych vazeb v ekvivalentnim proteinu (v zavislosti na

obsahu a sloZeni aminokyselin v ¢istém proteinu)
h = pocet hydrolyzovanych vazeb

V literatufe je popsand fada metod pro stanoveni stupné hydrolyzy. Naptiklad
pH — statickd technika kontroluje stupenn hydrolyzy na zakladé¢ udrzovani
konstantniho pH béhem procesu. Konstantni pH je udrzovano ptidavani zasady, nebo
kyseliny v zavislosti na pH prostiedi, ve kterém hydrolyza probiha. Mnozstvi ptidané
zasady (kyseliny) indikuje stupeni hydrolyzy. V praxi je metoda limitovana vy$$imi
hodnotami pH (Nielsen et al., 2001).

Osmometrickd metoda je zaloZena na méfeni zmény bodu tuhnuti smési.

Zmény této hodnoty, koreluji se stupném hydrolyzy (DH). Osmometrie je rychla
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metoda. Jeji pouziti je omezeno pouze u velice viskdznich roztokil, nebo roztokl

s vysokou koncentraci rozpusténych latek (Nielsen et al., 2001).

Metoda TNBS je zalozena na reakci TNBS (trinitrobenzensulfonova
kyselina) s aminokyselinami. Tato reakce je méfena spektrofotometricky a stupen

DH je stanoven v zavislosti na kolorimetrickém zabarveni roztoku (Nissen, 1997).

P. M. Nielsen a jeho kolektiv (2001) vytvofili novou metodu pro stanoveni
DH. Metoda je v principu podobna metodé, ktera vyuziva TNBS. Rozdilem je
vyuziti  optaldialdehydu  (OPA), ktery rovnéz reaguje s jednotlivymi
aminokyselinami. OPSA je na rozdil od OPA nestabilni a k prostiedi neSetrna
chemikalie.

2.3.1.2 Castena enzymova hydrolyza

Hydrolyzaty proteintit mohou byt zahrnuty do dvou zakladnich skupin, které
se navzajem li§i stupném hydrolyzy peptidovych vazeb (viz. Kap. X). Proteiny u
kterych doslo ptisobenim enzymu k rozstépeni méné nez 10 % peptidovych vazeb ve
struktufe, jsou oznaCovany jako ¢astecné hydrolyzaty. Takto pfipravené hydrolyzaty
se vyznacuji zlepSenymi funk¢énimi vlastnostmi (rozpustnost, emulgace, tvorba pén).
Naopak intenzivné Stépené proteiny, kde doSlo k rozstépeni vice jak 10 %
peptidovych vazeb, mlZeme oznacit jako uplné hydrolyzaty vyznacujici se
predev§im dobrymi nutriénimi vlastnostmi, ale co je dalezit¢ Spatnymi funkénimi

vlastnostmi (Barac et al., 2011).

2.3.2 Proteolytické enzymy

Proteolytické enzymy, které jsou vyuzivané v procesu enzymatické
hydrolyzy, jsou obecné nazyvany jako endopeptidazy. Stépi peptidovou vazbu mezi
dvémi sousedicimi aminokyselinami v primarnim fetézci proteinu za vzniku kratSich
fetézcl, peptidi. Proces Stépeni je ovlivnén specifitou enzymu vyuzitého v procesu,
rozsahem denaturace St€peného proteinu, koncentraci enzymu a substratu v reakci,
dale pH a iontovou silou prostfedi reakce. Cely proces ovliviiuje i1 jeho teplota a
pfitomnost inhibi¢nich latek (Panyam & Kilara, 1996). Stejné jako proces $tépent,
tak 1 funk¢ni vlastnosti proteinovych hydrolyzatl, jsou ovlivnény vySe uvedenymi

faktory (Martinez et al., 1997).
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Vsechny proteolytické enzymy hydrolyzujici peptidickou vazbu ve struktuie
proteint, jsou bézné popisovany nékolika nazvy jako proteazy, proteinazy, nebo
peptidazy. Historicky maji tyto terminy mirn¢ odli$ny vyznam, ale dnes jsou tyto
rozdily zapomenutg, a vyrazy jsou autory pouzivany jako synonyma. Jako vSeobecny
termin pro vSechny enzymy, které $tépi peptidovou vazbu, byl spole¢nosti NC-
IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) doporucen termin peptidazy a autofi podporuji jejich rozhodnuti
(Barrett el al., 2004).

2.3.2.1 Klasifikace proteolytickych enzymu

V soucasné dob€ jsou protedzy zatazovany do kategorie na zdkladé tii
hlavnich kritérii. Prvnim kritériem je typ reakce, kterou katalyzuji, drunym chemicka
povaha katalytického mista enzymu a poslednim kritériem jsou evolu¢ni vztahy mezi

strukturami katalytickych mist.

Nejjednoduseji  lze skupinu peptiddz rozdélit na endopeptiddzy a
exopeptidazy a to v zavislosti na misté pusobeni. Exopeptidazy, jak jiz nazev
napovida, $tépi peptidické vazby od konce proteinového fetézce (N — konec / C —
konec) a analogicky je lze oznacit jako karboxypeptidazy, nebo aminopeptidazy.
Naopak endopeptidazy $tépi peptidové vazby uprostied fetézce, tedy vazby vzdalené

od koncti (Rao et al., 1998).

Na zakladé charakteru funkénich skupin v aktivnim misté je mozné proteazy

rozdélit do 4 skupin:

e Serinové proteazy
e Aspartatové protedzy
e Cysteinové proteazy
e Metalloproteazy
Klasifikace nékterych proteaz vysSe popsanym zplsobem, je v nékterych
ptipadech obtizna. Piikladem je enzym ATP-dependentni proteaza, ktery vyzaduje
aktivitu ATP.
Na zaklad¢é sekvencni podobnosti jsou protedzy rozdéleny do raznych rodin.

V ramci jednotlivych rodin jsou dale klasifikovany do podskupin nazyvanych jako

klany, v nichz jsou shromazdény proteazy na zakladé evoluce. Kazda rodina je
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oznacena velkym pismenem, které odpovida typu katalytické reakce: S — serinové
protedzy, C — cysteinove protedzy, A — asparaginové protedzy, M -
metallopeptidazy, U — neznamy typ (Rao et al., 1998).

Pro Stépeni proteinli se vyuzivaji proteazy ziskané ze zvirecich, rostlinnych,
nebo houbovych a bakteridlnich producent. Z zivocisnych tkani jsou izolovany
nejcastéji enzymy rennin, trypsin, chymotrypsin a pepsin. Z rostlinnych pletiv se
provadi izolace papainu a bromelainu a keratinazy. Poslednim a velice vyznamnym

zdroje proteaz jsou mikrobialni organismy - houby, bakterie a viry (Rao et al., 1998).

2.3.2.2 Mikrobalni peptidazy

Mikrobialni proteazy jsou jednou z nejvyznamnéjSich skupin hydrolytickych
enzymu. Mikroorganismy, jejich producenti, vytvaii velkou fadu intercelularnich a
extracelularnich protedz. V jejich buiikach jsou intercelularni proteazy duleZzité pro
rizné metabolické procesy uvniti bunék, jako je sporulace, diferenciace, dozravani
hormondlnich latek a dalSich. Extracelularni protedzy jsou pro bunky
mikroorganismu dilezité z pohledu vyzivy. Jsou vylu¢ovany do okolniho prostfedi a
umoznuji pfijem proteini v podobé hydrolyzati. Protedzy produkované
mikroorganismy je mozné klasifikovat do riiznych skupin podle jejich aktivity
V neutralnim, zasaditém, nebo kyselém prostiedi a také podle povahy skupin
v aktivnim misté enzymu. V tomto piipad¢, analogicky se zdkladnim rozdélenim
vSech protedz, na metalloprotedzy, aspartitové proteazy, cysteinové/sulthydrilové

proteazy a serinové proteazy (Gupta et al., 2002).

2.3.2.2.1 Bakterialni protedzy
Nejveétsim producentem komercné dostupnych proteaz, zejména neutralnich a

alkalickych enzymi, jsou bakterie rodu Bacillus (Rao et al 1998).

Bakteridlni neutrdlni protedzy jsou aktivni v prostiedi pH 5 — 8 a jsou
relativné malo termotolerantni. Jejich reakéni rychlost je niZ$i, nez reak¢ni rychlost
ekvivalentli produkovanych ZzivociSnymi producenty a diky tomu se v procesu
hydrolyzy produkuje méné hotkosti v produktech, ktera je vysledkem vystaveni
mnozstvi hydrofobnich skupin na povrch hydrolyzati. Tato vlastnost je cennd pii
jejich pouziti v potravinaistvi. Dalsi vyhodou neutralnich protedz je jejich necitlivost
K ptirodnim rostlinnym inhibitorim proteaz a diky tomu se vyuzivaji v pivovarnictvi.

Na zaklad¢ charakteru aktivniho mista enzymu, jsou nékteré neutrdlni protedzy
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zatazené¢ do skupiny metalloprotedz a pro svou funkci vyzaduji pritomnost

dvojmocnych kovovych iontti (Rao et al., 1998).

Alkalické bakterialni protedzy jsou aktivni v zasaditém prostiedi a maji Sirokou
substratovou specifitu. Optimalni teplota pro funkci enzymu je kolem 60 °C.
Vyuzivaji se ve vyrob¢ Cisticich prostfedkli. Funkce serinovych alkalickych proteaz
je inhibovéna piisobenim diisopropylfluorofosfatu (DFP) a inhibitory obsazenymi
vV bramborach. Nejznamé;jsi alkalickou serinovou proteazou je subtilisin produkovany
bakteriemi rodu Bacillus, dalsi proteazy tohoto typu jsou produkovany bakteriemi
rodu Arthrobacter, Streptomyces a Flavobacterium (Rao et al., 1998).

Subtilisin, je produkovan bakteriemi rodu Bacillus, konkrétné druhy Bacillus
subtilis, B. amyloliquifaciens a B. licheniformis. Bakterie tento enzym produkuji
extracelularné, tj. vypoustéji enzym do prostiedi za ucelem zachyceni zivin. Tento
typ proteaz je specificky pro aromatické, nebo hydrofobni zbytky aminokyselin jako
je tyrosin, fenylalanin a leucin. Subtilisin je citlivy vic¢i pusobeni
fenylmethylsulfonylfluoridu, diisopropylfluorofosfatu a bilkovinnym inhibitorim
bramboru. Jejich molekularni hmotnost se pohybuje mezi 15 — 30 kDa a nejaktivnéjsi
jsou pii pH 10. Izoelektricky bod subtilisinu je blizko hodnoty 9 (Gupta et al., 2002).

2.3.2.2.2 Houbové proteazy

Vysoky zdjem o houbové producenty mikrobidlnich protedz je predevsim
z diivodu jejich vysoké rozmanitosti, Siroké substratové specificnosti a jejich stability
za extrémnich podminek prostfedi. Nespornou vyhodou je jednoduchd kultivace
houbovych producentt v pevné fazi fermentace a jednoducha separace mycelia a
kultivaéniho média filtraci. Houbovi producenti produkuji Sirokou Skdlu enzymil.
Protedzy produkované houbami jsou aktivni v Sirokém rozmezi pH (pH 4 — 11).
Piikladem rozmanitosti produkce enzymu je houba Aspergillus oryzae, kterad
produkuje rizné druhy proteaz, které jsou aktivni v prostiedi o odliSnych hodnotach
pH (kyselé, neutralni, alkalické proteazy). Oproti bakteridlnim protedzam maji

houbové proteazy nizsi reakeni rychlost a horsi teplotni toleranci (Rao et al 1998).

Z houbovych producentii bylo izolovdno né€kolik aspartatovych protedz, které
byly dale charakterizovany jako protedzy reninového typu a pepsinového typu. Podle
producenta Endothia parasitica jsou proteazy reninového typu nazyvany také jako

endothiapepsin a jeho dal§imi producenty jsou houby rodu Mucor a Rhizomucor.
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Molekulova hmotnost téchto enzymii se pohybuje mezi 30 — 45 kDa a aktivni misto
obsahuje jeden, nebo dva konzervované aspartatové zbytky. Optimalni pH pro jejich
funkci se pohybuje mezi pH 3 — 5 a jejich funkce je specificky inhibovana
papstatinem A. Diky vySe popsanym vlastnostem jsou tyto enzymy vyuzivané

V potravinafstvi, konkrétné jako syfidla pii vyrob¢ syra (Hsiao et al., 2014).

2.3.2.3 Enzymy v potravinaistvi — legislativa

V roce 2008 vydala Evropska unie nové natizeni (1332/2008), kterym
stanovuje jednotny systém pouzivani a oznaCovani enzymu v potravinach. V rdmci
tohoto nafizeni budou enzymy zafazeny na pozitivni seznam spolecenstvi, kde bude
uvedeno oznaceni enzymu, specifikace enzymu (zvlastnost ptivodu), Cistota, druhy
potravin do nichz mize byt enzym aplikovan, podminky jeho pouziti a piipadné
omezeni piimého prodeje enzymového piipravku. Jednotlivé enzymy budou

posuzovany uradem EFSA - European Food Safety Authority (Sukova, 2009).

Od roku 2011 dochézi ke sbéru dat, kdy kazdy vyrobce nebo uzivatel enzymu
¢1 enzymatického piipravku by mél sdm pozadat o povoleni takového piipravku.
Povoleni urcit¢ho enzymu ¢i enzymatického ptipravku je tak zalezitosti kazdého
konkrétniho subjektu, ktery ma zdjem na tom, aby se takovy piipravek dostal na

seznam povolenych latek (anonyms,).

2.3.3 Vlastnosti proteinovych hydrolyzati

Proteinové hydrolyzaty byly definovany jako smési polypeptidil, oligopeptidi
a aminokyselin, vyrobené v procesu ¢asteéné hydrolyzy. Bylo prokazano, ze peptidy
s kratkym fetézcem, vzniklé z proteinti, maji vyssi nutricni hodnoty a mohou byt
efektivngji vyuZzity, neZ odpovidajici smési volnych aminokyselin. Diky témto
vlastnostem je lze oznacit jako bioaktivni peptidy. Dale byly prokazany zmény

funk¢énich vlastnosti produkt enzymatické hydrolyzy (McCarthy et al., 2013).
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2.3.3.1 Antioxida¢ni aktivita rostlinnych hydrolyzati

Antioxidanty jsou definovany jako latky, které omezuji aktivitu kyslikovych
radikalt. Skrze interakce molekul antioxidantii s radikdly dochazi ke snizeni nebo

uplnému zastaveni jejich aktivity (anonymy).

Vysledky mnoha studii potvrdily antioxidacni aktivitu rostlinnych
proteinovych hydrolyzatu, tedy peptidd, které v pribéhu hydrolyzy vznikaji. Tyto
hydrolyzaty mohou byt vyuzity jako pfirodni zdroje antioxidantli v potravinach
prodluzujici trvanlivost potravin. Antioxidaéni vlastnosti hydrolyzati jsou zavislé na
celé fad¢ faktorti véetné rostlinného proteinu a enzymu vyuzitych pro jejich ptipravu.
Schopnost peptidi (hydrolyzat) zabraiiovat nezadoucim zménam v prabéhu oxidace
slozek potravin je zavisla i na jejich aminokyselinovém slozeni, konkrétné na
ptitomnosti uréitych aminokyselinovych zbytkd v jejich sekvenci. Zasadni roli ve
spojitosti s antioxida¢ni aktivitou téchto peptidl hraji aminokyseliny tyrosin, histidin,

metionin a tryptofan (Amarowicz, 2008).

Antioxida¢ni aktivita (AA) hydrolyzatd byla zkoumana v tadé ptipada.
Antioxidacni aktivitu sdjovych proteinovych hydrolyzati zkoumali Pefita-Ramos a
Xiong (2002). Sojovy protein podrobili hydrolyze tfemi €istymi biochemickymi typy
peptidaz (pepsin, papain a chymotrypsin) a tfemi typy komeréné dostupnych enzymi
(Alcalase®, ProtamexTM, FlavourzymeTM). Antioxida¢ni aktivita jednotlivych
hydrolyzati byla stanovena jako koncentrace TBARS (kyselina thiobarbiturova).
Nejvyssi inhibi¢ni efekt oxidace lipidi vykazovali hydrolyzaty chymotrypsinu a

Flavourzymu.

2.3.3.2 Antihypersensitivni vlastnosti rostlinnych hydrolyzati

Medikamentézni 1é¢ba vysokého tlaku je zalozena na pusobeni inhibitort
angiotensin konvertujiciho enzymu. V soucasné dob¢ je velky zajem o nové latky,
které mohou inhibovat funkci této konvertdzy. Bylo prok4zano, Ze né&které
metabolity bioaktivnich peptidi mohou byt metabolizovany travicimi enzymy za
vzniku inhibitori tohoto enzymu. Prokazatelny efekt byl sledovan u hydrolyzath
pohankovych proteinil, proteinli slunecnicovych semen, Spenatu a dalSich (McCarthy

etal., 2013).
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2.3.3.3 Hydrolyzaty a jejich funkéni vlastnosti

Enzymatickd hydrolyza proteini je jednou z moznosti, jak ménit funkéni
vlastnosti proteint. Po $tépeni se projevuje zvysend rozpustnost hydrolyzatl a s tim

spojené zmény dalSich funkcnich vlastnosti jako je emulgace a tvorba gelt.

Erkan Yalcin a S. Celik zkoumali rozpustnost je¢émenného proteinu v podobé
je¢menné mouky, je¢menného proteinového izolatu a také jecmenného proteinového
hydrolyzéatu v zavislosti na pH a iontové sile prostfedi. Pro hydrolyzu jeémenného
proteinového izolatu vyuzili enzym alkalasa a vytvoftili hydrolyzaty o rizném stupni
hydrolyzy (3%, 6%). Zjistili, Ze rozpustnost proteind 1 proteinovych je¢mennych
hydrolyzatl, je ovlivnéna hodnotami pH a iontovou silou roztoku ve vSech
piipadech. Také bylo zjisténo, Ze rozpustnost je¢mennych hydrolyzata oproti
rozpustnosti je¢mennych proteint se v prostfedi o hodnotach okolo izoelektrického

bodu zvysila a to pravé diky omezené hydrolyze.

Wu a jeho spolupracovnici se zabyvali funkénimi vlastnostmi hydrolyzati,
ziskanych S§tépenim sojovych proteinti enzymem papain. Hydrolyzaty dale rozdélili
na jednotlivé frakce ultracentrifugaci. U peptidove frakce, stejné jako u celého
hydrolyzatu a pro srovnani i u kontrolniho nemodifikovaného proteinu stanovili
hodnoty povrchové hydrofobicity (So), rozpustnost (PS), index emulgaéni aktivity
(EAI) a index emulgacni stability (ESI). U so6jovych hydrolyzati zaznamenali
vyznamné zvySeni So, PS, EAI a ESI. Peptidovd frakce meéla ve srovnani
s hydrolyzaty vyssi rozpustnost, a index emulgacni aktivity, ale naopak nizsi
povrchovou hydrofobicitu. Jinak feceno, tyto peptidy méli lepsi emulgacni vlastnosti,
niz$i molekulovou hmotnost a lepsi rozpustnost, nez celkové hydrolyzaty a intaktni

sOjovy protein.

Bara¢ (2001) a jeho kolegové podrobili hrachovy proteinovy izolat
enzymatické hydrolyze za vyuziti enzymu chymosin v komeréné dostupné formé
Maxiren. Sledovali efekt enzymatické hydrolyzy na rozpustnost a dal$i funkcni
vlastnosti izolatu. Plisobenim enzymu byly vytvoteny hydrolyzaty s nizkym stupném
hydrolyzy (3,9 — 4,7%) v odlisnych pH podminkach (3, 5, 7 a 8 pH). U hydrolyzatt
byly sledovany zlepSené funk¢ni vlastnosti (rozpustnost, emulgacni aktivita,

stabilizace pén) zejména v pH 3 a 5.
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X. Zao a L. Hou (2009) pouzili enzym neutrdzu a trypsin pro c¢asteCnou
hydrolyzu séjovych proteinti. V podobé soéjového proteinového izolatu (SPI) a
sojoveho proteinového koncentratu. Pomoci SDS-PAGE charakterizovali velikost
vzniklych hydrolyzati. Vzhledem k rozdilné specifité enzymit, peptidy piipravené
pusobenim enzymu trypsin mély vétsi velikost, nez peptidy pfipravené pisobenim
neutrdzy. Déle stanovili index emulgacni aktivity hydrolyzatd. Z jejich vysledki je
ziejmé, Ze lepsi emulgacni schopnosti meli hydrolyzaty pripravené trypsinem, tedy

hydrolyzaty o vétsi molekulové hmotnosti.

2.4 Hlizové proteiny bramboru

vvvvvv

literatute bylo rozdéleni bilkovin postaveno na zaklad¢é rozpustnosti jednotlivych
frakci na globuliny, albuminy a prolaminy. Globulinova frakce brambor je
ozna¢ovana jako tuberin, a albuminova frakce jako tuberinin. Jejich zastoupeni je
70% a 30%, respektive. Dnesni autofi vyuzivaji rozdéleni postaveného na zéakladé
velikostnich charakteristik proteinti ziskanych zobrazovacimi elektroforetickymi

technikami (Béarta & Bartova, 2007).

Bramborové proteiny jsou bézné rozdélovany do tii hlavnich frakci (Waglay
et al 2014). Pots (1995) pouzil separaéni metodu k charakterizaci jednotlivych
bilkovinnych spekter bramborovych proteini a definoval jejich molekulové

hmotnosti.

e Patatinova frakce (patatin) je slozena z glykoproteini o molekulové
hmotnosti 43 kDa. a predstavuje 20 - 40 % vSech extrahovatelnych bilkovin
bramboru (Waglay et al 2014, Barta & Bartova, 2007).

e Frakce zahrnujici inhibitory protedz — Inhibitory proteaz tvoii 20 — 30 %
bilkovin bramboru. Molekularni hmotnosti heterogenni skupiny bilkovin se
pohybuji mezi 8,1 — 25 kDa (Béarta & Bartova, 2007).

e Ostatni proteiny — Z celkového obsahu bilkovin piedstavuji ostatni bilkoviny
20 — 30%. Tyto proteiny jsou charakteristické vysokou molekulovou
hmotnosti a do skupiny patii enzymy jako je syntdza Skrobu, hlizovy lektin,
nebo fosforylaza (Barta & Bartova, 2007).
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2.4.1 Patatin

Patatin, také znamy jako tuberin , je bramborovy glykoprotein, ktery je
nejvice zastoupen v hlizach a stolonech bramboru, kde je uloZzen zejména ve
vakuolach parenchymatickych pletiv. Patatinovy komplex tvoii zhruba 40 %
rozpustnych proteinti hliz a je skupinou glykoproteini o molekulové hmotnosti 40 —
45 kDa. Molekula patatinu je tvofena az 366 aminokyselinami a izoelektricky bod

patatinu byl stanoven v pH 4.9 (Waglay & Karboune, 2016).

Ve struktufe molekuly patatinu jsou tfi charakteristickd glykosilaéni mista
tvofena rezidui asparaginu umoziujici vazbu molekul oligosacharidii na protein.
V organismu  jsou spojovana S ochrannou proti proteolytickym enzymuim,
mezibunéénymi signaly a udrzovanim proteinové stability pomoci tvorby kratkych

linearnich struktur v molekule (Waglay & Karboune, 2016).

Struktura patatinu je ze 45 % tvofena strukturou B — fetézce a z33 %
strukturou a — helixu. K denaturaci patatinu dochazi pii teploté 55 °C a vyse (Pots et
al., 1998).

Patatin vykazuje antioxida¢ni aktivitu a z pohledu funkénich vlastnosti ma

vynikajici penivé, zelirovaci a emulgacni vlastnosti (Seo et al., 2014).

2.4.2 Inhibitory proteaz

Tuberinin je souhrnné oznaceni pro velice diverzifikovanou skupinu
inhibitord proteaz. Z celkového mnozstvi bramborovych proteint tvofi, stejné jako
patatin, 30 — 40 %. Jejich molekulovd hmotnost se pohybuje mezi 5 — 25 kDa. Jak
nazev napovida, inhibuji proces pusobeni nekterych proteaz (Waglay & Karboune
2016). Jednotlivé inhibitory jsou rozdélené na zéklad¢ jejich molekulové hmotnosti,
stavby molekuly, hodnoty izoelektrického bodu a poctu sulfidickych mustki.
Vlastnosti jednotlivych skupin inhibitori protedz, jejichZz rozdéleni provedli

Pouvreau a jeho kolegové (2001) popsali Barta a Bartova (2007) nasledovné.

1. Bramborovy inhibitor I (P1-1) — Tento sérinovy inhibitor proteaz je slozen
Z péti podjednotek o velikosti 7,7 - 7,9 kDa. Ve §tavé brambor predstavuji asi
4,5 % ze vSech ptitomnych bilkovin.

2. Bramborovy inhibitor Il. — Stejn¢ jako PI-1 je PI-1I sérinovy inhibitor
protedz. Molekula je sloZena ze dvou podjednotek spojenych disulfidickym
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mustkem o velikosti 10,2 kDa. V bramborové §taveé bylo doposud oznaceno 7
isoforem, které dohromady zastupuji 22 % z celkovych bilkovin.
Bramborovy cysteinovy inhibitor (PCP1) — Skupina zahrnuje piedevs§im
inhibitory cysteinovych protedz jako je papain, svoji aktivitu maji i vaéi
trypsinu a chymotrypsinu. Ve §tavé odridy Elkana bylo nalezeno nejméné 9
riznych inhibitoru lisici se svou molekulovou hmotnosti.

Bramborovy aspartatovy inhibitor protedz — Ve stavé odrudy Elkana je
pfitomno 6 rOznych inhibitord této skupiny a dohromady tvoii 6 %
z celkovych bilkovin. Molekulova hmotnost kolisa v rozmezi 19,9 — 22 kDa.
Inhibuji zejména proteazy cathepsinu D, ale vykazuji i chymotrypsinovou a
trypsinovou inhibicni aktivitu.

Bramborové inhibitory protedz Kunitzova typu — Skupina zahrnuje dveé
bilkoviny o molekulové hmotnosti 20,2 kDa. Skupina ptedstavuje 2 %
z celkové chymotrypsinové a 3 % trypsinové inhibi¢ni aktivity inhibitort
proteaz.

Ostatni serinové inhibitory protedz — Skupina je tvofena dvéma zastupci o
molekulové hmotnosti 21 kDa a 21,8 kDa. Z celkové chymotrypsinové
aktivity inhibitort tvoii 2 %, z trypsinove aktivity 3 %. lzoelektricky bod
téchto bilkovin je v rozpéti 7,5 az 8,8.

Bramborovy karboxypeptiddzovy inhibitor proteaz — Pouze jedina
bilkovina této skupiny, jejiz molekulova hmotnost je 4,3 kDa, tvoti ptiblizné
1 % ze vSech bilkovin §tdvy bramboru. Inhibi¢ni aktivitu vykazuje vici

proteaze — karboxypeptidaze A. Molekula je pozoruhodné tepelné odolna.
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2.4.3  Ostatni bilkoviny hliz bramboru

Do skupiny jsou zatazeny bilkoviny o vys$i molekulové hmotnosti (nad 45
kDa), jenz na zakladé jejich vlastnosti nelze zatradit ani do jediné skupiny predeslych
bilkovin. Patfi sem hlizovy lektin, polyfenoloxidazy, protein kindza a enzymy

ucastnici se v syntéze Skrobu (Barta & Bartova, 2007).

2.5 Nutri¢ni kvalita bramborovych proteini

SuSina bramborovych hliz obsahuje kolem 10 % proteini. Na zakladé
aminokyselinového slozeni je kvalita bramborovych proteind ze 70 % srovnatelna
s kvalitou proteini obsazenych ve vejcich. Aminokyselinové sloZeni je bohaté na
lysin, ale nékteré sirné aminokyseliny jako je methionin, nebo cystein jsou spiSe
Vv nedostatku. Za nutricné nejvyhodnéjsi slozku bilkovinného spektra je povazovéan
patatin. Index esencialnich aminokyselin (EAAI) patatinu je 86,1% (Bértova et al.,
2015)

2.6 Produkce hlizovych proteini brambor

V soucasné dobé€ jsou bramborové proteiny soucésti vedlejSich produktl pfi
primyslové vyrobé Skrobu. Pro ptedstavu, pifi zpracovani jedné tuny brambor
uréenych pro produkci $krobu, je vyprodukovano 5 — 12 m® bramborové §tavy, ktera
obsahuje 300 — 410 g proteini na jeden kilogram jeji susiny. Z odpadniho produktu,
hlizové vody, jsou bramborové proteiny izolovany procesem tepelné koagulace a
nasledné cestou kyselé precipitace. Vlivem tepelné koagulace dochazi k vysokému
stupni denaturace proteintl, coz vede ke ztraté jejich funkénich vlastnosti (Ralet &

Guéguen, 2000).

2.6.1 DalSi moznosti separace proteini

Volba metody separace proteini v malém méfitku, ale i v pramyslovém
(obrovském) méfitku zavisi na koneéném vyuziti samotného proteinu. Setrné metody
jejich separace, diky nimz lze ziskat proteiny v nativnim stavu, umoznuji zachovani
funkénich vlastnosti proteinli, které rozhoduji o jejich dalSim vyuZiti naptiklad
V potravinafstvi. Mén¢ Setrné metody mohou byt vyuzité pro separaci proteintii

urcenych ke zkrmovani hospodarskymi zvitaty (Lekra & Straetkvern, 2009).

Cena bramborovych proteinli na trhu je zavisléa ne jejich Cistoté, kdy proteiny

urcené ke zkrmovani maji mnohem nizsi cenu, nez proteiny urcené k lidské vyzive,
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nebo pro farmaceuticky primysl. Cena jednoho kilogramu krmného proteinu se
pohybuje mezi 0,5 — 1 US$ a cena proteinu uréeného pro potravinaistvi nebo
farmacii mezi 8 — 10 US$ (Lokra & Streetkvern, 2009).

Bramborové proteiny Ize izolovat i jinymi metodami, nez je jejich precipitace
kyselinami. Precipitace proteinu mize byt navozena i jinymi ¢inidly, Barta a Bartova

(2008) izolovali bramborové proteiny precipitaci ethanolem.

Separace proteinu na membranach je bézny zptsob separace pSeni¢ného a
sojového glutenu, ale pro separaci bramborovych proteinti neni metoda vhodna,
vzhledem ke znecisténi membrany mnozstvim vlakniny obsazené v bramborové
staveé. Dalsi moznosti Setrné izolace proteint jsou chromatografické metody (Lokra

& Straetkvern, 2009).

Amanda Waglay a jeji kolegoveé (2014) zkoumali vliv koncentrace a typ
precipita¢niho ¢inidla na vynos a Cistotu bramborového proteinového izolatu (PI).
Celkovym cilem jejich prace bylo porovnat G¢inek nékolika extrakénich technik pro
izolaci proteini z brambor. Mezi sebou porovnavali nésledujici techniky -
kombinace tepelné a kyselé precipitace proteinii, kyseld precipitace proteind,
precipitace za vyuziti FeCls s MnCly, precipitace ethanolem a precipitace za vyuziti
(NH4)2SOs, U jednotlivych vySe popsanym zplisobem piipravenych PI
(proteinovych) izolatl porovnavali nasledujici: Obsah proteintl, rozpustnost proteintl,
spektra proteinii na SDS-PAGE a aktivitu inhibitorti proteaz v jednotlivych PIl. Ve

svoji praci rovnéz charakterizovali efekt pH a teploty na rozpustnost PI.

Vysledky ukazuji, ze relativni rozpustnost proteinu ziskaného kombinaci
kyselé a tepelné koagulace je méné nez 15%. Podle autora je nizkd rozpustnost
zpusobena konformaénimi zménami, zasitovanim a zménou elektrického naboje na

povrchu ¢éstic a nasledné zménou izoelektrického bodu.
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2.7 Funkéni vlastnosti bramborovych proteini

Jak uz bylo ptedeslano, nejvice vyuzivanou metodou pro separaci proteinil v
prumyslu je jejich kysela precipitace a nasledna tepelna koagulace (pH 3,5 — 5,5).
Ziskany tepelny koagulat je charakteristicky vysokym obsahem proteini (> 80 %),
svétlym zabarvenim, nizkym obsahem popelovitych slozek, nizkou rozpustnosti a
snizenou schopnosti adsorpce vody, nebo oleje. Tyto vlastnosti jsou limitujici pro
jeho dalsi vyuziti v potravinaistvi a ztoho divodu je vyuzivan predevSim jako
krmivo pro hospodaiska zvirata (Miedzianka et al., 2012). Autor popsal rozpustnost

timto zptisobem ziskaného PI v riiznych podminkéach pH.

Vzhledem k tepelnému ptisobeni v jednotlivych procesnich krocich vyroby Pl
jako je suSeni, koncentrovani PFJ (potato fruit juice), sterilizace PFJ, se autofi Barta
a Béartova (2008) rozhodli charakterizovat jednotlivé proteinové frakce na zakladé
jejich zpétné rozpustnosti, jako vlastnosti, ktera mize byt pfimo spojovana se
stupném jejich denaturace. Jejich vysledky ukazuji rozdily v tepelné stabilité
jednotlivych slozek bramborovych proteint. Patatin byl v jejich préci klasifikovan
jako termolabilni sloZka, kdy k jeho nerozpustnosti doslo pii teplotach vySSich nez
40 °C. O né&co stabilngjsi se v jejich praci jevila skupina inhibitorG proteaz, ale uz
teploty nad 45 °C zpusobily denaturaci vétSiny inhibitort. Jako teplotné
nejstabilnéjsi byl charakterizovan karboxypeptidazovy inhibitor o molekulové
hmotnosti 4,3 kDa, ktery si zachoval zpétnou rozpustnost i pfi vystaveni vysokym

teplotam (nad 70 °C).

M. Ch. Ralet a J. Guéguen (2001) ve své praci porovnavali funk¢ni vlastnosti
hrubé rozdélenych proteinovych frakei bramboru. Jednotlivé proteinové frakce
bramboru separovali na zakladé jejich rozdilného naboje. Cilem jejich prace bylo
uplatnit separaéni metodu v primyslovém méfitku a vytvofit tak postup pro
vytvoteni Pl obohacenych o ur€ité frakce. Nutnosti bylo porovnani funkénich

vlastnosti jednotlivych frakci i nedenaturovanych proteint.

2.7.1 Enzymova hydrolyza bramborovych proteinu

J. Miedzianka a jeji kolegové (2014) podrobili bramborovy protein ureny ke
krmnym ucelim enzymové hydrolyze. Cilem jejich prace bylo zkoumat vliv
prodlouzené enzymatické hydrolyzy za vyuziti proteazy alkalaza, na levny a snadno

dostupny bramborovy proteinovy hydrolyzat s nezadoucimi funkénimi vlastnostmi.

30



Sledovali zmény funkénich vlastnosti v disledku vystaveni proteinu enzymatické
hydrolyze, jako je schopnost hydrolyzatu zadrzovat vodu, nebo olej (vodni, olejova
kapacita), index rozpustnosti hydrolyzatu (PSI) a jeho pénivé vlastnosti, dale

analyzovali chemické slozeni hydrolyzati (aminokyselinovy profil).

Pro hydrolyzu PPC (bramborovy proteinovy koncentrat) vyuzili bakteridlni
endopeptidazu z kmene Bacillus licheniformis. Podminky enzymatické hydrolyzy
stanovili v zavislosti na vyuzitém enzymu. Teplota procesu byla stanovena na 50 °C
a pH 8,5. MnoZzstvi enzymu stanovili na zdkladé deklarované ucinnosti vyrobcem
(2,4 AU/qg proteinu). V prvnim piipadé byl PPC inkubovan spole¢né s enzymem 2h,
v druhém hodiny 4 (PPC-Alc2, PPC-Alc4). U PPC-Alc2 doslo ke zlepSeni vSech
funk¢nich vlastnosti, jakozto i aminokyselinového slozeni, kdy PCI hydrolyzatu byl
98%, pénivy vykon vice nez 150 % a olejova kapacita 5,4 cm®/g, ve srovnani
s nemodifikovanym proteinem (PCl = 13%, olejova kapacita 2,1 cm®/g a pénivy
vykon 5,33 %). Jejich vysledky poukézaly na potencidlni vyuziti PPC v ptipravé

ptipravki piimo vyuzitelnych v potravinafstvi (Miedzianka et al., 2014).

Ch. Kamnerpdtch a jeho kolegové vyuzili k hydrolyze bramborovych
proteinti Ctyf riznych enzymu: Alkalasa (ALC), Novo-Pro-D (NPD), Flavourzyme
(FLA), Colorésa (COR). Podminky enzymové hydrolyzy stanovili na 50 °C po dobu
26 h. bez kontroly pH. Z vysledki (stupen hydrolyzy) jejich prace dosli k zavéru, ze
nejvhodnéjs$imi enzymy pro hydrolyzu bramborovych proteini je endopeptidaza
Alkalasa a exopeptidaza Flavourzyme, naproti tomu enzym NPD — endopeptidaza a

exopeptidaza COR maji velmi nizkou hydrolyzac¢ni aktivitu pro tento typ proteinu.
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3. Cile prace

Za pomoci vybranych potravinaiskych proteaz byly vytvorené hydrolyzaty dvou typu

proteinovych koncentrata a jednotlivé cile prace byly:

1. Vytvoteni proteinového koncentratu z hliz odrady Ornella

2. Podrobeni laboratorné piipraveného koncentratu z hliz odridy Ornella a
prumyslové produkovaného koncentratu enzymové hydrolyze vybranymi
preparaty

3. Stanoveni zpétné rozpustnosti bramborovych hydrolyzati pfipravenych
pomoci enzymovych preparat

4. Hodnoceni efektu hydrolyzy jednotlivych hydrolyzati pomoci elektroforézy
na polyakrylamidovém gelu

5. Hodnoceni efektu hydrolyzy pomoci testu antioxidacni aktivity u vSech

vytvotenych hydrolyzati
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4. Metodika a pouzity material

4.1 Bramborovy proteinovy koncentrat (PPC)

Jednotlivé analyzy probihaly soubézné na dvou vzorcich bramborovych
proteinovych koncentrati. Jeden z koncentrati byl piipraven laboratorné z hliz
odridy Ornella, druhy koncentrat byl ziskdn z komer¢niho zdroje, konkrétné Svédskeé
spole¢nosti Lyckeby, ktera se zabyva vyrobou Skrobu. Analogicky jsou v celé préci
koncentraty nazyvany jako PC Lyckeby a PC Ornella.

4.1.1 Priprava hlizové $t’avy z brambor odrudy Ornella

Pro wvytvoteni PPC byly vybrany hlizy odridy Ornella, kterd je
charakteristickou odriidou vyuzivanou ve vyrob¢ skrobu. Hlizy byly peclivé omyty a
osuseny. Za vyuziti odstaviiovace typu Catler JE 4010 byla ziskéna hlizova $tava, ze

které byl procesem kyselé precipitace a nasledné tepelné koagulace ziskan PPC.

4.1.2 Separace bramborovych proteinii — piiprava PPC

Pomoci H2SOs bylo upraveno pH hlizové §tavy na pH 5. Hlizova $tava
s takto upravenym pH byla pfelita do tub o zndamé hmotnosti a ve vodni lazni zahtata
na teplotu 80 °C po dobu 10 minut. Nasledné byla provedena centrifugace tub (4500
rpm, 10 min.) pro oddéleni proteinovych slozek. Pelety byly nasledné promyty
deionizovanou vodou (10 ml) a znovu centrifugoviny (10 min, 4500 rpm).
Zamrazené pelety (-80 °C) byly lyofilizovany na lyofilizatoru Alpha 1-4 LSC,
(Martin Christ, Germany), za nasledujicich podminek: t = - 65 °C, p = 0,420 mbar,
trvani (doba) asi 72 h (do neménné hmotnosti). Timto zptisobem byl piipraven PC

Ornella.
4.1.3 Enzymaticka hydrolyza PPC vybranymi preparaty

4.1.3.1 Pouzité preparaty

Laboratorné vytvoteny proteinovy koncentrat z hliz odridy Ornella i druhy
PPl Lyckeby byly vystaveny enzymatické hydrolyze komeréné dostupnymi
preparaty: Fromase 220 TL, Fromase XGL, Maxiren XDS a Proteasa neutralni z
Bacillus subtilis. Rovnéz podminky enzymatické hydrolyzy byla stanovené na

zaklad¢ informaci o jednotlivych pfipravcich. Prvni tfi jmenované ptipravky jsou
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produkovany Svédskou firmou DMS food specialities B. V. a primarni smér jejich
vyuziti je v mlékarenstvi, kde se vyuzivaji jako syfidla ve vyrobé syri. Konkrétné
Fromase 220 TL a Fromase 220 XLG jsou mikrobialni syfidla ptfipravené fermentaci
Rhizomocur Mihei s certifikaci non-GMO. Jedné se o analogy chymosinu. Aktivita

enzym je distributorem deklarovana 220 IMCU/ml.

Maxiren je kvasinkou Kluyveromyces laris produkovany rekombinantni

chymosin. Aktivita enzymu deklarovana vyrobcem je 600IMCU/ml.

Piipravek Proteasa neutralni, Bacillus subtilis (EC 3.4.24.28) byl ziskan od
distributora, ktery uvadi, ze piipravek je v potravinaiské Cistoté a jeho enzymova
aktivita je 50 000 U/g. Efektivni rozpéti pfipravku je pH: 6,0 — 7,5, efektivni
rozmezi teplot pro jeho funkci je 20 — 60 °C.

4.1.3.2 Podminky enzymové hydrolyzy

Podminky enzymové hydrolyzy byly stanoveny na zdkladé dostupnych

informaci o jednotlivych enzymovych ptipravcich nasledovné:

Jako prosttedi pro hydrolyzu ptipravky Fromase 220 TL, Fromase XLG a
Maxiren XDS byl zvolen 50 mM roztok acetatového pufru o pH 4,5 a teploté 37 °C,
Pro srovnani byly zvoleny dva rtzné Casy, po které hydrolyza probihala: 2
hodiny/24hodin.

Pro enzym neutralni proteasa byly podminky nasledujici: 50 mM TRIS-HCI
pufr o pH 7, teplota Stépeni 50 °C a dvé rizné varianty doby §té€peni: 2 hodiny/24
hodin.

Vzorky uréené pro Stépeni piipravky Fromase TL, Fromase XLG a Fromase
XDS byly navazeny v mnozstvi 99 — 101 mg do pfedem zvazenych tub ve Ctyfech
opakovani. Zaroven byly navazeny vzorky pro kontroly, kdy ke kazdé varianté
Stépeni byla vytvotrena kontrola obsahujici pouze pufr (P) urc¢eny k danému enzymu

a druha kontrola obsahujici pouze vodu (V).

Vzorky urcené pro Stépeni piipravkem neutrdlni proteasa byly navazeny
v mnozstvi 199 — 201 mg do pfedem zvazenych tub ve dvou opakovanich. Pro
srovnani byly rovnéz vytvotfeny kontrolni vzorky bez ptitomnosti enzymu v podobé¢

pufrus PC a vody s PC.
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4.1.3.2.1 Koncentrace preparati - enzymu

Koncentrace preparatii Fromase 220 TL, Fromase 220 XLG, a Maxiren XDS
byla zvolena nasledovné: 30 ul tekutého piipravku bylo piidano k 10 ml acetadtového
pufru o pH 4,5 s ptisluSnym vzorkem PC (99 — 101 mg). Koncentrace enzymového
ptipravku neutralni proteasa byla zvolena v poméru 1:20, tedy 1 mg enzymu na 20
mg substratu v objemu 1 ml. Pro celkovy objem 10 ml byl k 9 ml pufru se vzorkem
pfidan 1 ml pufru s rozpusténymi 10 mg enzymového preparatu. Celkova smés pro

hydrolyzu: 99 — 101 mg vzorku + 1 ml 0,5 M TRIS HCI 0 pH 7 + 10 mg enzymu.

4.1.3.2.2 Proces enzymové hydrolyzy

Pted zapocetim procesu enzymové hydrolyzy, jsme zkontrolovali pH
v celkové smési. Proteinovy koncentrat ma své urcité pH, které miZze ovlivnit
celkové pH smési, které musi byt optimalni pro funkci zvoleného enzymu. Hodnota

pH byla v piipadé potfeby upravena.

Samotny proces Stépeni probehl ve vodni lazni v uréené teploté po vyse
zminénou dobu (2/24 hodin). Po dokonceni §té€peni byla aktivita enzymu zastavena
zahtatim vzorku na 100 °C po dobu 10 minut. Tuby se vzorky byly nasledné
ochlazeny a zcentrifugovany po dobu 15 minut pii 45000 rpm. Supernatant byl
uchovan a vyuZit pro stanoveni antioxida¢ni aktivity hydrolyzatd. Pelety byly
promyty 5 ml destilované vody a znovu centrifugovany za stejnych podminek.

Z ubytku hmotnosti vzorkl byla dale stanovovana rozpustnost hydrolyzatt, a

proto byly pelety ve zvaZzenych dézach lyofilizovany. Lyofilizace méla stejné

parametry popsané vyse.

4.1.4 Stanoveni rozpustnosti hydrolyzati

Rozpustnost byla stanovena jako procentudlni podil hmotnosti vzorkl pred
enzymatickym Stépenim a po enzymatickém Sté€peni, tedy jako rozdil hmotnosti
vzorku navéazeného pro enzymatické St€peni a hmotnosti lyofilizovaného peletu po

enzymatickém Stépeni.

415 Elektroforetické analyza hydrolyzatia PC

Na SDS-PAGE analyzu byl vytvofen 15% separacni gel a 3,75% zaostfovaci
gel. Zaostiovaci gel m¢l nasledujici slozeni: 12,15 ml dH20, 2,5 ml 30% akrylamidu,
5 ml pufru B, 200 pl 10% SDS, 20 ul sifi¢itanu sodného, 150 pl 15% persiranu
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amonn¢ho a 20 pl tetramethylethylendiaminu (TEMED). Separacni gel obsahoval
28,6 ml dH20, 40 ml akrylamidu, 10 ml pufru A, 800 ul sodiumdodecilsulfatu
(SDS), 400 pl persiranu amonného, 60 ul sifi¢itanu sodného, a 40 ul TEMED.

4.15.1 Extrakce a pfiprava vzorki pro SDS-PAGE

Do mikrozkumavek bylo navazeno 20 mg lyofilizovaného proteinového
hydrolyzatu ke kterému bylo piidano 200 pl extrakéniho pufru s piidavkem
merkaptoethanolu. Vzorky byly fadné¢ promichany a umistény na led, kde probihala
extrakce po dobu 4 hodin. V pribéhu byly vzorky s extrakénim pufrem nékolikrat
promichévany. Po dokonceni extrakce byly mikrozkumavky centrifugovany po dobu
10 minut pfi 4500 rpm. Vznikly supernatant byl piepipetovan do novych
mikrozkumavek (1,5 pl).

Pro nanaSeni na gel byly vzorky zifedény extrakénim pufrem v poméru 1:4
(celkovy objem 50 pl). K takto nafedéné smési bylo pfidano 10 ul nanaseciho pufru
(loading buffer) a po jeho ptfidani byly vzorky zahtaty na 100 °C po dobu 3 minut.
Nanaska na gel byla 20 pl takto ptipraveného vzorku.

Pro snadné stanoveni pfipadnych zmén souvisejicich s rozdilnym ptisobenim
enzymovych pfipravkil byly vzorky riznych hydrolyzatl a jejich ptislusné kontroly

nanaSeny na gel vedle sebe.

4.15.2 Pribéh SDS-PAGE

Gel s nanesenymi vzorky byl vloZen do vertikalni elektroforetické vany
(model SE 600, Hoefer) s pufrem o sloZeni: 192 mM glycin + 25 mM Tris + 0,1 %
SDS (dodecylsiran sodny). Cela soustava byla zapojena do elektrického proudu a

vloZena do chladnicky, z ditvodu chlazeni sestavy.

Po skonceni béhu elektroforézy byly bilkovinné hydrolyzaty detekovany
ponofenim gelu do roztoku obsahujiciho barvivo Coomassie Brilliant Blue R-250 a
naslednym odbarvenim gelu odbarvovacim roztokem. Nasledné byly gely
digitalizovany a pro lepsi zietelnost jednotlivych pruhi upraveny v grafickém editoru

Gimp.

4.1.6 Peptidova elektroforéza

Pro analyzu S$tépli, menSich peptidovych frakei vzniklych v prib¢hu

proteinové hydrolyzy byla vyuzita modifikace metod SDS-PAGE (Laemmli, 1970).
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Systém je zaloZen na separaci malych peptidu v systému tii gelt, jejichz slozeni je

uvedeno v tab. ¢. 2 v kapitole pfilohy.

4.1.6.1 Priprava vzorki pro peptidovou elektroforézu

Supernatanty ziskané po Stépeni byly zakoncentrovany. Sml supernatantu
bylo piepipetovano do tub o objemu 15 ml a ty byly lyofilizovany. Peptidy
rozpu$téné v této tekuté frakci byly timto zplisobem pievedeny do pevné faze.
Nasledné byly peptidy rozpustény ve 250 pl dH2O. Ztohoto objemu bylo pro
analyzu na peptidovou elektroforéezu odebrdno 80 pl vzorku, ke kterému bylo
ptidano 20 pl nanasSeciho pufru. Timto zpisobem pfipravené vzorky byly zahtaty na

100 °C po dobu 3 minut. Kone¢nd nanaSka vzorku na gely byla 60 pl.

4.1.6.2 Priibéh peptidové elektroforézy

Elektroforéza probihala v systému dvou rtznych vanovych pufri, horniho
vanového pufru — katodového pufru (1M Tris, 1 M Tricine, 1 % SDS, 10 x zifedéné)
a dolniho vanoveho pufru — anodového pufru (2 M Tris, 10 x zfedéné). Pro pribéh
byl zvolen konstantni proud 50 mA na gel. Po skonéeni byly proteiny v gelu
fixovany a gel odbarven. Gel byl digitalizovan a pro lepsi zietelnost “bendd” upraven

v grafickém editor Gimp.

4.1.7 Stanoveni antioxida¢ni aktivity hydrolyzati

Antioxidacni aktivita jednotlivych hydrolyzath byla stanovena metodou
DPPH. Metoda vyuzivd schopnosti antioxidanti zhaset radikdl DPPH
(difenyltrinitrofenylhydrazyl). Diky své struktute je DPPH akceptorem atomt vodiku
a Vv procesu zhaSeni piechazi z volné formy na formu stabilni. Aktivita antioxidantt,
V naSem piipadé€ proteind, je stanovena spektrofotometricky a pfevedena na hodnotu
ekvivalentu TROLOX. Spole¢né s pfechodem DPPH na jeho stabilni formu dochazi

ke zméné barevné intenzity, ktera je mefena pii 517 nm.

4.1.7.1 Priprava zasobniho roztoku radikalu DPPH

0,025 g radikalu DPPH bylo rozpusténo v metanolu a doplnéno do 100 ml
v odmérné bance. Takto pfipraveny roztok o koncentraci 0,634 mmol/l byl ulozen do

tmy do chladnicky.
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4.1.7.2 Priprava kalibraénich roztoka standardu TROLOX

Mnozstvi 0,0501 g TROLOXu (kyselina
hydroxytetrametylchromankarboxylovd) bylo kvantitativné pievedeno do 100 ml
80% metanolu. Koncentrace TROLOXu vV takto pfipraveném kalibraénim roztoku
byla ¢ = 2 mmol/l = 0,002 mol/l. Koncentrace jednotlivych kalibra¢nich roztok, u
kterych jsme méfili absorbanci, byla 0,1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 0.6; 0.7; 0.8; 1.0; 1.2
mmol/l, na zaklad¢ téchto hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka TROLOXu, kterd

poslouzila jako standard k vypoctu antioxidaéni aktivity jednotlivych vzork.

4.1.7.3 Priprava pracovniho roztoku radikalu DPPH

Tésné pied zacitkem meéfeni bylo 10 ml zdsobniho roztoku o znadmé
koncentraci (¢ = 0,000634 mmol/l) v odmémé bance doplnéno do 100 ml.

Koncentrace pracovniho roztoku byla ¢ = 0,0000634 mol/l.

4.1.7.4 Méreni absorbance vzorku

Nejprve byla zméfena absorbance pracovniho roztoku DPPH. Celkovy
ubytek absorbance pro urceni celkové antioxidacni aktivity vzorku byl méten po 30
minutach. Hodnota antioxida¢ni aktivity jednotlivych vzorkli byla stanovena
v jednotkéch ekvivalentu TROLOX (g/kg). Jednotliva méfeni probihala pfi 517 nm
na kyvetovém spektrofotometru BioMate 5.

4.1.8 FPLC - kapalinova chromatografie

Charakterizace hydrolyzati vytvofenych pusobenim enzymu neutralni
proteasa probéhla metodou vysokorychlostni kapalinové chromatografie (BioLogic
DuoFlow Pathfinder 20 System) za vyuziti kolony ENrich SEC. 70. Software
digitalizoval prabéh frakcionace hydrolyzati ptipravenych plsobenim enzymu
Neutrélni proteasa z Bacillus subtilis. Protokol o prabéhu chromatografie je

konkrétn€ popsan v tab. ¢. 3 v kapitole piilohy.

4,19 Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistické vyhodnoceni dat byla vyuZita tfifaktorovad analyza rozptylu —

ANOVA test.
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5. Vysledky

5.1 Rozpustnost ¢astecnych hydrolyzatia

Jednotlivé hodnoty byly ptevedeny do formy grafti pro lepsi znazornéni

zmén, které nastaly po ¢astecné enzymatické hydrolyze jednotlivymi preparaty.

Graf ¢. 1 - Fromase TL: zména rozpustnosti hydrolyzatu (PC — LYCKEBY)
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Graf ¢. 2 - Fromase TL: zména rozpustnosti hydrolyzatu (PC — ORNELLA)
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Z graft (C. 1; €. 2) je zfejmé Ze vlivem enzymové hydrolyzy se rozpustnost
obou proteinovych koncentratd, komercniho koncentratu Lyckeby (graf ¢. 1) a
laboratorn¢ ziskaného koncentratu z odridy Ornella (graf ¢. 2), zvySila. U PC
Lyckeby se vlivem enzymové hydrolyzy trvajici 2 hodiny rozpustnost zvysila o 3,5
%, po delsim puasobeni preparatu (24 hodin), doslo ke zvySeni rozpustnosti o
ptiblizn¢ 10 %.

U PC Ornella rovnéz doslo ke zvySeni rozpustnosti vlivem Stépeni. Ve
varianté Stépeni po dvou hodinéach doslo ke zlepSeni rozpustnosti o 4,3 %, ve varianté

Stépeni, ktera probihala 24 hodin o 10,3 %.

V dusledku enzymové hydrolyzy preparatem Fromase 220 TL se rozpustnost
obou PC zlepsila. Ve varianté §tépeni po dobu 2 hodiny pfiblizn€ o 4 %, ve varianté

Stépeni 24 hodin piiblizn¢ o 10 %.

Graf €. 3 - Fromase 220 XLG: zména rozpustnosti hydrolyzatu (PC — LYCKEBY)
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Graf ¢. 4 — Fromase 220 XLG: zména rozpustnosti hydrolyzatu (PC — ORNELLA)
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Zgrafti €. 3 a 4 je zietelné malé zlepSeni rozpustnosti hydrolyzatl. Ve
varianté, kdy Sté€peni probihalo 2 hodiny, do§lo u PC Lyckeby ke zlepSeni o0 3,5 % a
rozpustnost tohoto hydrolyzatu byla 16%. Po hydrolyze pfipravkem Fromase 220
XLG, trvajici 24 hodin, doSlo k nardstu rozpustnosti proteinového koncentratu

Lyckeby z 12,6 % na 21,2 %.

Rozpustnost  proteinového koncentratu Ornella se vlivem Sté€peni
enzymatickym preparatem Fromase 220XLG, které probihalo 2 hodiny, zvysila o 7,2
% a byla 31,2%. U dvacetictyfhodinové varianty stépeni doslo ke zlepseni o 13 %,

vysledna rozpustnost hydrolyzatu byla 37%.
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Graf ¢. 5 — Maxiren XDS: zména rozpustnosti hydrolyzatu (PC — LYCKEBY)
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Graf ¢. 6 — Maxiren XDS: zmé&na rozpustnosti hydrolyzatu (PC — ORNELLA)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

kontrola (2h) 2 (ornella)  kontrola 24h (ornella)
(24h)

M nerozpustna ¢ast

Hrozpustna &ast

Sté€peni se rozpustnost zvysila oproti kontrole pouze o jediné procento, ale tento

vysledek je diskutabilni vzhledem k vazkové metodé stanoveni rozpustnosti. O néco

L4

zieteln€jsi je vysledek hydrolyzy v druhém ptipade, kdy byl PC Lyckeby vystaven

Vlivem $tépeni doslo pouze k malé zméné rozpustnosti. Po dvou hodinach

Stépeni po dobu 24 hodin. Rozpustnost se zvysila o necelé 4 %.

rozpustnost, oproti 24,1% rozpustnosti kontrolniho vzorku. Plisobenim enzymového

preparatu na bramborovy protein Ornella po dobu 24 h doslo ke zméné rozpustnosti

v rozsahu 6 %.
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Graf ¢. 7 — Proteasa neutralni: zména rozpustnosti hydrolyzatu (PC — LYCKEBY)
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Graf ¢. 8 - Proteasa neutralni: zména rozpustnosti hydrolyzatu (PC — ORNELLA)
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Poslednim enzymem vyuzitym pro hydrolyzu obou PC byla neutrdlni
proteasa z Bacillus subtilis. Rozpustnost proteinového koncentratu Lyckeby, jehoz
rozpustnost v kontrole byla 16,7% , se zvySila témétf o 18 % na hodnotu 34,4 %.

V delsi varianté $tépeni (24 hodin) doslo ke zvyseni rozpustnosti o témét 27,5 %.

Rozpustnost proteinového koncentrdtu Ornella vlivem enzymové hydrolyzy
rovnéZ vzrostla. V kratsi varianté $tépeni (2 hodiny) o 12,2 % v delsi varianté Stépeni

0 15,1 %, vysledna rozpustnost hydrolyzath byla 35,8% a 37,8%.
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Z jednotlivych graft, které jsou pro piehlednost uspofadany ve dvojicich je
jasné, Ze proteinovy koncentrat ziskany od komer¢niho subjektu mél nizsi zpétnou
rozpustnost, nez proteinovy koncentrat z odridy Ornella, ktery jsme pfipravili

laboratorné.

Obecné doslo vlivem hydrolyzy nami vybranymi preparaty k malému nartstu
rozpustnosti hydrolyzatii. To je zpusobeno typem pouzitého preparatu, tedy

konkrétné jeho specifitou. Z vysledki je jasné, ze preparaty na bazi chymosinu, tedy
5.2 Antioxidac¢ni aktivita hydrolyzati

Hodnoty antioxida¢ni aktivity hydrolyzati byly pifevedeny do podoby grafi,

pro jejich snadné srovnavani.

Graf ¢. 9 — Fromase TL — antioxidac¢ni aktivita hydrolyzati
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Antioxidacni aktivita hydrolyzath pfipravenych plisobenim enzymu Fromase
TL se oproti kontrolnim vzorkim zvysila ve vSech piipadech. V nejmensim rozsahu
doslo ke zvySeni antioxidacni aktivity u hydrolyzatu pfipraveného v kratsi varianté
Stépeni (2 hodiny), konkrétné o 0,14 g/kg troloxového ekvivalentu. Naopak
V nejveétsim rozsahu doslo ke zvySeni antioxidacni aktivity u hydrolyzatu PC Ornella,
ktery byl vystaven plisobeni enzymu po delsi dobu (24 hodin), doslo zde ke zvySeni
o celych 2,66 g/kg troloxového ekvivalentu. Zmény antioxidacni aktivity
proteinovych hydrolyzati pfipravenych ptisobenim Fromase 220 TL jsou uvedeny

v grafu €. 9

44



Graf ¢. 10 — Fromase XLG — antioxidac¢ni aktivita hydrolyzati
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Graf €. 10 popisuje zmény antioxidacni aktivity, ke kterym doslo v disledku
pusobeni enzymu Fromase 220XLG. U hydrolyzatu PC Lyckeby pfipravené¢ho kratsi
variantou $tépeni doslo k nejvétSimu nartstu antioxidacni aktivity, konkrétné o 2,1
g/kg troloxového ekvivalentu. Jeho vysledna antioxida¢ni aktivita byla 2,16 g/kg.
Vibec nejvyssi antioxidacni aktivita byla nameéfena u hydrolyzatu pfipraveného

Stépenim enzymem Fromase XLG, konkrétné bylo naméteno 4,28 g/kg troloxového

ekvivalentu.
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Graf ¢. 11 — Maxiren — antioxidaéni aktivita hydrolyzati
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Dal$im vyuzitym enzymem byl Maxiren XDS. Vysoky narust antioxida¢ni
aktivity (az 16 x) byl oproti kontrolnim vzorkim, sledovéan ptfedevs§im u hydrolyzata
ptipravenych kratsi variantou $tépeni po dobu 2 hodin a to u PC Lyckeby i Ornella.
U hydrolyzatt pripravenych delsi variantou Stépeni, 24 hodin, byl také zaznamenan

narQst antioxidacni aktivity. Konkrétni vysledky jsou zobrazeny v grafu ¢. 11.

Graf. ¢. 12 — Neutralni proteasa - antioxida¢ni aktivita hydrolyzata
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jejich rozpustnost. Vlivem hydrolyzy enzymem neutralni proteasa doslo ke zvySeni
antioxidacéni aktivity u vSech vzorkd. Nejvétsi rozdil byl zaznamenan u hydrolyzatu
PC Lykeby kdy doslo ke zvySeni antioxida¢ni aktivity o vice nez 2 g/kg troloxového

ekvivalentu. Vyssi antioxidaé¢ni aktivitu mél proteinovy koncentrat Lyckeby.

5.3 SDS-PAGE - profily proteinovych koncentrati

Byly vytvofeny profily proteinovych koncentratli podrobenych enzymové
hydrolyze.

Obr. ¢. 1 — Digitalizovany a upraveny gel se vzorky peleta PC Lyckeby; HM —
hmotnostni marker; K(2) - kontrola $té€peni (2h); TL(2) - Fromase 220TL, 2 hodiny;
XLG(2) - Fromase 220XLG, 2 hod.; XDS(2) — Maxiren XDS, 2 hodiny. Analogicky
$tépéni 24 hodin.

Na digitalizovaném gelu (obr. ¢. 1) jsou nejvyraznéjsi proteinové pruhy v
profilu koncentratu Lyckeby (kontroly) viditelné na trovni 57, ~36, ~33, 8 kDa. Na

profilu jsou viditelné charakteristické proteinové skupiny jako bilkoviny patatinu o
molekuloveé hmotnosti 43 kDa a inhibitory proteaz o hmotnosti 8 — 25 kDa. Podle
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intenzity pruht oznacujici charakteristické skupiny lze tedy usuzovat o jejich
destrukci v dusledku neSetrného postupu vyroby proteinového koncentratu. Mezi
profilem proteinového koncentratu Lyckeby a profily jeho hydrolyzati ptipravenych
nami zvolenymi protedzami nejsou zietelné rozdily v molekulové hmotnosti
zastoupenych bilkovin, ale spise v jejich mnozstvi. U hydrolyzatu piipraveného
enzymy Fromase 220TL a Fromase 220XLG jsou bilkoviny vySe popsanych

velikosti zastoupené ve v&tSim mnozZstvi, coZ se na gelech projevuje intenzivngj$imi

pruhy.

240
kDa

57 —

8 —

13—

XLG(24) XDS(24)

Obr. ¢. 2 — Digitalizovany a upraveny gel se vzorky pelett PC Ornella; HM —
hmotnostni marker; K(2) - kontrola $té€peni (2h); TL(2) - Fromase 220TL, 2 hodiny;
XLG(2) - Fromase 220XLG, 2 hod.; XDS(2) — Maxiren XDS, 2 hodiny. Analogicky
Stépéni 24 hodin.

Profil proteinového koncentratu Ornella se 1isi od profilu PC Lyckeby. Na
gelu (obr. ¢. 2) jsou viditelné charakteristické proteinové skupiny jako patatin a
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inhibitory proteéz (8 — 23 kDa) Pruhy na gelech jsou Vv této oblasti u kontrol jasné&jsi,
nez u jednotlivych hydrolyzatd, 1ze tedy usuzovat o destrukci ¢asti proteini o této
velikosti v prib&éhu enzymové hydrolyzy preparaty. Na gelu je viditelna i po¢inajici
separace menSich proteini vzniklych v pribéhu hydrolyzy u hydrolyzath
ptipravenych preparaty Fromase 220TL a 220 XLG.

Z celkového pohledu na gely je jasny rozdil mezi jednotlivymi pouzitymi
koncentraty. Bilkovinny profil PC Lyckeby je Vv rozsahu moznosti naseho
separacniho systému je mnohem méné zietelny, nez bilkovinny profil PC Ornella.
Tyto rozdily, stejné jako rozdily v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci jsou
s nejveétsi pravdépodobnosti zplisobeny metodikou pfipravy koncentrati a dal§imi

vlivy jako je napftiklad typ odridy.

5.4 Peptidova elektroforéza — vizualizace peptidovych frakci

Peptidové frakce rozpusténé ve vodné fazi, kratké useky proteinii vzniklé

Vv pribéhu enzymové hydrolyzy, byly charakterizovany na peptidové elektroforéze.
kDa 26 —

17 —

Obr. ¢. 3 - Digitalizovany a upraveny peptidovy gel se vzorky hydrolyzatd PC
Lyckeby; HM — hmotnostni marker; K(2) - kontrola $té€peni (2h); TL(2) - Fromase
220TL, 2 hodiny; XLG(2) - Fromase 220XLG, 2 hod.; XDS(2) — Maxiren XDS, 2

hodiny. Analogicky §tépéni 24 hodin.
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kDa 26 —

Obr. ¢. 4 — Digitalizovany gel a upraveny peptidovy gel se vzorky hydrolyzati PC
Ornella: HM: hmotnostni marker; K(2) — kontrola $tépeni (2h); TL(2) - Fromase
220TL, 2 hodiny; XLG(2) - Fromase 220XLG, 2 hod.; XDS(2) — Maxiren XDS, 2
hodiny. Analogicky §tépéni 24 hodin.

V profilu jednotlivych hydrolyzati je velice malo viditelnd, ale oproti
kontrolnim vzorkiim PC Lyckeby zietelnd separace bilkovin o molekulové hmotnosti
~25 kDa. Podobn¢ je tomu tak i v ptipadé peptidového profilu hydrolyzati PC
Ornella a to zejména u hydrolyzata piipravenych del§im pusobenim enzymu (24
hodin).

5.5 Chromatograficky profil hydrolyzatia

Na obrazku €. 5 a €. 6 je zndzornén prubéh chromatografické analyzy vzorka
hydrolyzati PC Lyckeby Na obrazku ¢. 7 a ¢. 8 chromatogramy popisuji analyzu
vzorki vzniklych enzymovou hydrolyzou PC Ornella. Cisla na kiivkach popisuji
zastoupeni peptidi ve vzorcich, udavaji cas, ve kterém byly peptidy na koloné

zachyceny. Z této hodnoty Ize usuzovat 0  jejich velikosti.
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Obr. ¢. 5 — Profil hydrolyzéatu PC Lyckeby - Neutralni proteasa (doba $tépeni

: 2 hodiny)
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Obr. ¢. 6 — Profil hydrolyzatu PC Lyckeby - Neutralni proteasa (doba $tépeni
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Obr. ¢. 7 - Profil hydrolyzatu PC Ornella - Neutralni proteasa (doba stépeni: 2 hodiny)

-15.74
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-18.12

Y Min.Tenh

Obr. ¢. 8 - Profil hydrolyzatu PC Ornella - Neutralni proteasa (doba $tépeni: 24. hodin)
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Z programov¢  digitalizovaného pribéhu vysokorychlostni  kapalinové
chromatografie na kolon¢ ENrich SEC 70 je vidét rozdilny profil jednotlivych
Stépeni PC Lyckeby, kdy obr. ¢. 5 charakterizoval velikost proteinti hydrolyzatu
piipravené¢ho dvéma hodinami S$tépeni. Obrazek ¢. 6 ukazuje profil proteint
ziskanych del$i variantou, dvaceti ¢tyrhodinovym Stépenim. Stejnym zplisobem jsou
usporadané chromatogramy popisujici zastoupeni frakci v hydrolyzatech PC Ornella
(obr. €. 6; obr. €. 8).

Po srovnani vysledkt se standardem, konkrétné vitaminem B12 (Mr = 1,350),
kdy podle informaci o koloné se pik oznacujici jeho pritomnost objevuje v Case
okolo 16 minuty béhu vzorku, je zfejmé, ze hlavni skupinu hydrolyzath tvofi peptidy,

jejichz relativni molekulovad hmotnost je mensi nez 1,350.

5.6 Statistické zhodnoceni vysledkii prace

Statistickymi metodami byl zhodnocen vliv jednotlivych faktori na nami
stanovovanou rozpustnost pfipravenych bilkovinnych hydrolyzati. Tt rozmérnym
testem bylo na hladiné vyznamnosti > 0.05 potvrzeno, Zze na rozpustnost
proteinového koncentratu ma vliv typ pouzitého koncentratu, doba Sté€peni 1 pouzity

enzym. Bohuzel nebyl potvrzen vliv té€chto tii faktor zaroven (tab. €. 2).

Tab. ¢. 2 — ANOVA test — Vyhodnoceni vlivil jednotlivych faktorti na rozpustnost
PC

] suma stupei |
efekt interakce | ¢tverec F P
¢tverca | volnosti

absolutni ¢len 34033,77 1 34033,76 |3183,21| 0,000000
proteinovy koncentrat 983,36 1 983,36 | 91,97 | 0,000000
doba Stépeni 306,39 1 306,39 28,66 0,000006
enzym 1403,54 3 467,85 43,76 0,000000
proteinovy koncentrat*doba

8,30 1 8,30 0,78 0,384457
Stépeni
proteinovy koncentrat*enzym 435,08 3 145,03 13,56 | 0,000006
doba $tépeni*enzym 130,91 3 43,64 4,08 0,014063
proteinovy koncentrat*doba

40,97 3 13,66 1,28 0,297774
Stépeni*enzym
Chyba 363,52 34 10,69
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Tab. ¢. 3 — ANOVA test — Vyhodnoceni vlivl jednotlivych faktord na antioxidacni

aktivitu hydrolyzati
. suma stupeii
efekt interakce | ¢tverec F P
¢tvercd | volnosti
absolutni ¢len 280,62 1 280,62 2211,89 | 0,000000
proteinovy koncentrat 0,20 1 0,20 1,55 0,230982
doba §tépeni 8,45 1 8,45 66,62 0,000000
enzym 5,12 3 1,71 13,46 0,000122
proteinovy koncentrat*doba
0,59 1 0,59 4,67 0,046263
Stépeni
proteinovy koncentrat*enzym 3,66 3 1,22 9,63 0,000720
doba Stépeni*enzym 18,11 3 6,04 47,57 | 0,000000
proteinovy koncentrat*doba
9,85 3 3,28 25,87 0,000002
Stépeni*enzym
Chyba 2,03 16 0,13

Statistickymi metodami byl rovnéz zhodnocen vliv jednotlivych faktord na
antioxidacni aktivitu. Z naSich vysledkl nebyl jednoznacné prokazéan vliv pouZzitého
proteinového koncentratu, avSak byl prokazan vliv proteinového koncentratu,
enzymu, kterym byl Sté€pen 1 doby po kterou enzymova hydrolyza probihala (tab. €.
3).
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6. Diskuze

6.1 Rozpustnost proteinového koncentratu

Miedzianka J. a jeji kolektiv (2014) zkoumali rizné funkéni vlastnosti
bramborového proteinového koncentratu. Materidl (PC) ziskali z komer¢niho
subjektu zabyvajiciho se vyrobou S$krobu v Lomze v Polsku. Da se tedy
predpokladat, Ze proces vyroby PC z hlizové st'avy probihal cestou kyselé precipitace
a nasledné tepelné koagulace za vyuziti pary ohfaté na vysokou teplotu. Bohuzel
nejsme schopni zjistit presnou specifikaci téchto podminek, ale v zasad¢ se da fici, ze
PC Lyckeby pouZity pro nasi praci byl ziskan za stejnych, primyslovych, podminek.
V praci charakterizovali rozpustnost proteinového koncentratu pomoci indexu
rozpustnosti, stejn¢ jako v nasi praci byl stanoven procentudlni podil rozpustné ¢asti
stanovené ve vztahu k celkovému mnozstvi PC. Z jejich vysledkt vyplynulo, zZe
index rozpustnosti PC byl 13 %. Z vysledku je zietelné, ze rozpustnost PC Lyckeby
byla 12,4%. Velice maly rozdil mezi naSimi vysledky miiZze byt zpisoben mirné

odlisnymi charakteristikami priimyslové vyroby PC.

6.2 Vybér enzymovych preparata

Barac¢ a jeho kolegové (2011) se zabyvali ¢astecnou hydrolyzou hrachovych
proteinit za vyuZziti enzymu chymosin v komeréné dostupné formé Maxiren. Jejich
hlavnim cilem bylo prokazat vliv ¢innosti tohoto enzymu, v podobé levného a
dostupného ptipravku, na zlepSeni funk¢nich vlastnosti hrachového proteinu. V nasi
praci jsme pro tvorbu bramborovych hydrolyzati vyuzili hned tfi forem chymosinu.
Jako prvni jsme pouzili nerekombinantni chymosin pod komerénim nazvem Fromase
ve dvou odlisnych termostabilnich forméch. Stejné jako ve studii, kterou publikoval

Barac a jeho kolektiv, jsme vyuZili ptipravek Maxiren.

Dal§im vyuzitym enzymem v naSi praci byla Neutralni proteasa z Bacillus
subtilis. Stejny enzymovy piipravek pod obchodnim nazvem Neutrasa byl vyuzit pro
¢asteCnou enzymovou hydrolyzu proteind v sdjové extrudované mouce, za ucelem
zlepSeni funkénich vlastnosti a vytvofeni nové funkéni slozky potravin (Suréwka et
al., 2004). Stejny enzym byl pouzit pro hydrolyzu sdjového proteinového
koncentratu. Byl sledovan vliv hydrolyzy na jeho funkéni vlastnosti, rozpustnost,

schopnost tvorby gelu a dalsi (Hou & Zhao, 2011; Jung et al., 2005).
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V dostupné literatufe nebyly nalezeny informace o vyuziti chymosinu,
proteolytického enzymu, pro zlepSeni funkénich vlastnosti bramborovych proteini.
Byla nalezena pouze jedind zminka o pouziti tohoto enzymu pro ¢astecnou hydrolyzu
hrachovych proteinti. Nase prace je tedy zaméiena predevsim na objasnéni, zdali je

enzym pouzitelny pro bramborovy proteinovy koncentrat (bramborovy protein).

Vyuziti neutralni proteasy pro zlepSovani funkénich, poptfipadé nutri¢nich
vlastnosti rostlinnych proteinii a to zejména sdjovych proteini je v literatuie jiz

popsangé, ale chybi informace o jeho vyuziti konkrétn€ pro bramborovy protein.

6.3 Caste¢na hydrolyza a rozpustnost bramborovych proteinii

Miedzianka a jeji kolegové (2014) wvystavili bramborovy proteinovy
koncentrat pasobeni enzymu alkaldza. Ve své studii vytvorili dvé riizné varianty
Stépeni o vysledném rozdilném stupni hydrolyzy proteind. Rozpustnost (index
rozpustnosti) hydrolyzatu vytvofeného krat§i variantou Stépeni, tedy hydrolyzatu
S niz§im stupném hydrolyzy se vlivem piisobeni enzymu zvysila, konkrétné z 13 %
na 99 %. Stejny enzym pouzili Wang a Xiong (2005) a zjistili, Ze rozpustnost
hydrolyzath o rizném stupni hydrolyzy (0,72; 1,9; 2,3) se zvysila 14 — 19 x.

V nasi préaci doSlo vlivem hydrolyzy rovnéz ke zvySeni rozpustnosti obou
hydrolyzati. Pfi pouzZiti nerekombinantné ptipraveného chymosinu ve formé
pripravkt Fromas 220TL a Fromase 220XLG doslo u hydrolzatu Lyckeby
ptipravené¢ho hydrolyzou trvajici 2 hodiny ke zvySeni rozpustnosti o 3,5 %, jeho
rozpustnost byla 15,9%. U hydrolyzatu pfipraveného delsi variantou doslo ke
zvySeni rozpustnosti o 10,3 %, jeho celkovd rozpustnost byla 22,6%. Z naSich
vysledkii a vysledki jinych studii je jasné, ze nami pouzité enzymy Stépily
bramborovy protein v mnohem mens$im rozsahu, nez enzymy pouzité v jinych

studiich, odpovida tomu mala zména jejich rozpustnosti.

Bara¢ a jeho kolektiv (2011) pouzili enzym Maxiren pro hydrolyzu
hrachovych proteini v poméru 1:200 (enzym:substrat). Rozpustnost hrachového
proteinového izolatu jako vychoziho materialu pro hydrolyzu a rozpustnost
vytvofenych hydrolyzatu zkoumali v odliSnych pH podminkach. Ve vSech

stanovenych podminkach doslo ke zlepSeni rozpustnosti vlivem hydrolyzy.
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V nasi préaci nebyl vliv hydrolyzy enzymem chymosin, v podobé Maxirenu,
na rozpustnost bramborového proteinu ve srovnani s pokusy na hrachovém proteinu

tak velky.

6.4 Antioxidac¢ni aktivita hydrolyzata

Na zaklad¢ stanovené antioxidacni aktivity metodou DPPH se podafilo
potvrdit hydrolyzu PC. ZvySend antioxida¢ni aktivita naméfend u vSech nami
vytvotenych hydrolyzatl je s nejvétsi pravdépodobnosti vysledkem tvorby peptidi
s charakteristickym  zastoupenim aminokyselin v jejich struktufe, které hraji

dualezitou roli v procesu stabilizace radikalt.

Antioxida¢ni aktivitu bramborovych bilkovinnych hydrolyzatt studovali L.
L. Wang a I. L. Xiong (2005). Ptipravili hydrolyzaty pusobenim enzymu Alkalaza o
rizném stupni hydrolyzy. Antioxidacni aktivitu jednotlivych hydrolyzath
charakterizovali pomoci metody FRAP (Ferric reducing/antioxidant aktivity) a
ABTS a zjistili, ze antioxida¢ni aktivita hydrolyzati se oproti intaktnimu proteinu

mnohokrat zvysila.
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7. Zavér

Na zékladé vysledk prace a okolnosti, které byly v priibéhu prace zjistény, je

mozné vyvodit nasledujici zavéry.

Nejlepsi rozpustnost mély proteinové hydrolyzaty pfipravené plsobenim
enzymu neutrdlni proteasa. DoSlo zde k nejvyraznéjSimu zlepSeni
rozpustnosti, hlavniho limitujiciho faktoru vyuzitelnosti pramyslové
produkovanych  bramborovych  proteinovych  koncentratd. 'V rdmci
hydrolyzati pfipravenych enzymem neutrdlni proteasa mél nejlepsi
rozpustnost hydrolyzat PC Lyckeby piipraveny delsi variantou S$tépeni (24
hodin). Jeho rozpustnost byla 43%, oproti 16% rozpustnosti kontrolniho
vzorku. U ostatnich hydrolyzati pfipravenych enzymy Fromase doslo
k mirnému zlepSeni rozpustnosti. Hydrolyzaty enzymu Maxiren vykazovaly
spiSe zanedbatelné zlepSeni rozpustnosti a to zejména u PC Lyckeby. Obecné
Ize tici, Ze PC Lyckeby mél horsi poc¢atecni rozpustnost nezZ PC Ornella, to je
nejspise zpisobeno rozdilnymi podminkami vyroby PC.

Antioxidac¢ni aktivita vSech hydrolyzati se oproti kontrolnim vzorkim
zvySila. Z tohoto faktu lze usuzovat o zméné zastoupeni jednotlivych
proteinovych frakci vlivem S$tépeni, tedy o tvorbé peptidi s antioxidacni
aktivitou. NejvysSi antioxidac¢ni aktivitu mél hydrolyzat PC Lyckeby
pfipraveny pusobenim enzymu neutralni proteasa z Bacillus subtilis,

konkrétné 4,65 g troloxového ekvivalentu na kg hydrolyzatu.

Statistickymi metodami byl prokdzan vliv jednotlivych faktord (typ

proteinoveho Kkoncentratu, pouzity enzym, doba Sté€peni) na rozpustnost PC.

Statisticky se nepodafilo prokdzat vliv proteinového koncentratu na antioxidacni

aktivitu hydrolyzata.

Dalsi vyzkum by se mél vénovat piedev§im navazujicimu tématu a to dalSim

funk¢énim schopnostem bramborovych hydrolyzati jako je emulgace, nebo tvorba

pen, které jsou sté€zejni pro jejich vyuziti v potravinaistvi.
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9. Ptilohy

Tab. €. 4 — Slozeni gelti pro analyzu peptidi

Separacni gel

134 ml | dH20

20 ml separa¢ni/spacer gelovy pufr (3 M Trizma base, 0.3 % SDS, upravit
HCl na pH 8.9)

20 ml separacni/spacer akrylamid: 1 X crosslinker (AC/bis = 48/1.5 g)

6.4 ml glycerol

20 ul TEMED

200 pl 10 % persiran amonny

Spacer gel

13.8 ml | dH20

10 ml separacni/spacer gelovy pufr (3 M Trizma base, 0.3 % SDS, upravit

6 ml separac¢ni/spacer akrylamid: 1 X crosslinker (AC/bis = 48/1.5 g)

10 ul TEMED

100 ul 10 % persiran amonny

Zaostiovaci gel

20.6 ml | dH20

3.8 ml zaosttovaci gelovy pufr (1 M Tris-HCI, pH 6.8)

5ml zaostfovaci akrylamid (AC/bis = 30/0.8 g)

300 ul EDTA

15 ul TEMED

300 ul 10 % persiran amonny
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Tab. ¢. 5 — Protokol k chromatografické (FPLC) pomoci kolony ENrich SEC. 70

faze Objem Popis pribéhu Provadéci Objem pufru a
v dané fazi dane faze komponenty pritoky
1. 0,00 ml Vynulovani Quad Tec
zakladni cary
2. 0,00 ml Isokraticka eluce Pufr A Objem: 30 ml
Pufr B Prutok:
1 ml/min
3. 1,00 ml Vynulovani Quad Tec
zakladni Cary
4, 1,00 ml Pfidani vzorku vzorek
Staticka smycka
5. 1,00 ml Isokraticka eluce Pufr A Objem: 30 ml
Pufr B Pritok:
1 ml/min
31,1 ml Konec protokolu
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