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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva vlivem enzymové hydrolyzy na zménu
rozpustnosti bilkovinnych izolatu a zménu jejich antioxida¢ni aktivity. V praci byla
pouzita pramyslova hlizova voda a hlizova voda z odrid Sibu a Ornella. Izolaty
ziskané pomoci tepelné koagulace jsou obecné $patné rozpustné, a proto je jejich
vyuziti limitovano (jen krmné ucely). Prace popisuje, pozitivni vliv enzymové
hydrolyzy na rozpustnost a antioxidacni aktivitu proteinu. Napiiklad antioxida¢ni
aktivita $tépd dosahovala 99 mg L - askorbové kyseliny na gram §tépt. Nejvyssi

podil rozpustného izolatu bylo zjisténo u sté€peni enzymem alkalasa.

Kli¢ova slova: brambory, hlizova voda, enzymova hydrolyza, hlizovy protein,

antioxidaéni aktivity



Abstract

This bachelor thesis is focused on effect of enzyme hydrolysis on solubility
and antioxidative properties of potato protein. It was used industrial potato fruit
juice and potato fruit juice from tubers two varieties Sibu and Ornella. Isolates
derived from heat coagulation are generally poorly soluble so their use is limited
(only feeding purporses). This work describes positive effect of enzyme hydrolysis
on solubility and antioxidative properties of potato protein isolates. For example,
antioxidative activity of soluble isolates was 99 mg of L - ascorbis acic per mg
grifts. The highest share of soluble isolates was found at cleaved of enzyme alkalasa.

Keywords: potatoes, potato fruit juice, enzyme hydrolysis, potato protein,

antioxidative properties
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1. Uvod

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) je vyznamnou plodinou
zemé&délstvi. Sklizené produkty jsou konzumovany Vv tepelném stavu. Hliza bramboru
v riznych kuchynskych podobach patii do jidelnicku vétSiny obyvatel zemékoule.
Jsou piedevsim spojovany s vysokym obsahem Skrobu. V poslednich desetiletych si
spolecnost zac¢ina uvédomovat, ze hliza neni pouze zdrojem Skrobu, ale i dalSich
cennych latek. Radime mezi né komplex dusikatych latek, bilkovin (Barta a Bartova,
2007). Obsah bilkovin v hlizach je sice nizky, ale dilezita je jejich nutri¢ni hodnota.
Brambory obsahuji fadu vyznamnych slozek, a to vitamind a mineralnich latek
(naptiklad vapnik, draslik a fosfor). Antioxidanty jako je napf. L - askorbova
kyselina a fenolické slouceniny podporuji zdravi. Brambory jsou také slibnym
zdrojem biologicky aktivnich latek jako slozek pro vyrobu funkénich potravin, které

maji ptiznivy vliv na kardiovaskulérni stav.

Hlizov4 voda, ktera, vznikd jako odpad pii vyrobé Skrobu, se vétSinou
pouziva piedevsim jako zavlaha pro zemédélské plodiny. AvSak vysraZzené bilkoviny
z hlizové vody lze vyuzit jako bilkovinné krmivo (Barta et al., 2013). Tepelna
procedura pii koagulaci bramborovy protein denaturuje a sniZuje jeho funkcnost.
Enzymova hydrolyza by mohla vést ke zlepSeni funk¢nosti dfive denaturovanych
bilkovin (Wang a Xiong, 2005). Bilkoviny se bé¢hem hydrolyzy §tépi na mensi
molekuly — peptidy a volné aminokyseliny, proto se zlepSuje jejich stravitelnost.
Tepelna koagulace vede ke ztraté¢ rozpustnosti a zredukovani funkénich vlastnosti
proteint (Kudo et al., 2009). Diky enzymové hydrolyze by mohly byt tyto vlastnosti

zlepSeny.
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2. Literarni piehled

2.1 Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.)

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) fadime do rodu lilek (Solanum)

a cCeledi lilkovitych (Solanaceae). Brambor ma mnoho biologickych vlastnosti
typickych pro tuto Celed’. Ke spoleCnym vlastnostem patii tvorba jedovatych latek
glykosidi a alkaloidd. Brambor hliznaty vytvaii napt. glykosid solanin, chaconn. Do
rodu Solanum zafazujeme vytrvalé i jednoleté druhy (Rybacek et al., 1988). Brambor
hliznaty je jednoleta bylina. Charakteristickym znakem je kiidleni na hranach stonku.
Listy jsou lichozpetené, slozené z ¢epele a fapiku. Kvétenstvi je dvojvijan. Kvéty
brambor jsou péticetné, ale setkdvame se i s SestiCetnymi nebo sedmicetnymi kvéty.

Plodem je bobule, ktera obsahuje semena (Minx a Divis et al., 1994).

V zeméd¢lské vyrobe se u nds a témét ve vSech zemich brambor rozmnozuje
vegetativné. Ve Slechténi se uplatiiuje generativni mnoZeni semeny. Ze semen se

péstuji tzv. semenacové rostliny (semenace) (Rybacek et al., 1988).

Podle Rybacka et al., (1988) matefské hlizy po vyCerpani jejich zasob
Vv pribehu vegetace odumiraji a spolu s nimi také vSechny podzemni a nadzemni

organy krom¢ semena a dcetiné hlizy s Zivymi spicimi pupeny.

2.2 Latkové slozeni hliz

Hlizy bramboru hliznatého maji vyznam hlavné v lidské vyzivé a ve
zpracovatelském primyslu. Vyznam je spojen s obsahem Skrobu a zdrojem vitaminu
C v ptipad¢ piimé lidské vyzivy. Konzument — laik ¢asto opomiji vyznam dusikatych
latek véetné bilkovin kvili jejich nizkému obsahu v &erstvé hmoté (Barta a Curn,
2004). Latky, obsazené v hlize obecné rozd€lujeme na latky kalorické a latky
nekalorické Vytvareji nutriéni hodnotu brambor. Jejich slouceniny se podileji i na

kone¢né chuti a viini hotového produktu (Mica et al., 1995).
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Nekalorické latky Ize rozdélit na:

a) latky pochutinové - podileji se na vini a chuti

b) latky v hlize pfitomné — nepodileji se na viini a chuti

Ke kalorickym latkam patti Skrob, dusikaté latky a tuky. K pochutinovym latkam
fadime cukry, mineralni latky, organické kyseliny, aromatické latky, fenoly
a glykosidy. Do latek v hlize pfitomnych patii polysacharidy (mimo Skrob),
vitaminy, enzymy a barviva. Lze fici, Ze hranice mezi jednotlivymi latkami je tézko

rozlisitelna (Zrust, 2004).

Z biochemického hlediska hliza obsahuje mnoho sloucenin nebo komplexii
sloucenin. Tyto komplexy nejsou v hlize rozmistény rovnomérné (Hruska et al.,
1974). Za hlavni latku obsazenou v hlizach je povazovana voda. Obsah vody
se urcuje vrozmezi 70-80 % 1 vice Cerstvé hmoty. Voda se vyskytuje ve formeé
vazané ¢i volné. Forma vody volné tvofi hlavni podil tzv. hlizové vody. Forma vody
vazané je spojovana s hydrataci bunéénych koloidt. Hlizy jsou rostlinny produkt,
ktery obsahuje vysoké procento Skrobu (az 30 % v Cerstvé hmot¢). Je hlavni slozka
suSiny hliz. Obsah suSiny se pohybuje v rozmezi 16-32 % cerstvé hmoty (Prugar et
al., 2008). Hodnota susiny je zavisla na mnoho faktorech. Faktory jsou naptiklad
odrtida, podminky péstovani. V obdobi mezi plnym kvétem a odkvétem je u suSiny
nejvyssi intenzita tvorby. Nejniz§i intenzita tvorby je mezi jejim odkvétem a zranim

rostliny (Hruska et al., 1974).

Skrob je hlavni zasobni latka. V hlizach bramboru je uloZzen v $krobovych
zrnech. Skrob patii k méné stravitelnym Skrobim i pies vysokou energetickou
hodnotu. Nejvyssi koncentrace obsahu dosahuji oblasti centralniho kruhu cévnich
svazkl. Jeho slozky jsou — amylosa a amylopektin. Zakladni stavebni jednotkou
obou komponent je D-glukosa (Prugar et al., 2008). Jako hlavni rostlinny zasobni
polysacharid se uklada ve formé zrn v amyloplastech a chloroplastech. Zde probiha

vvvvvv

prostiedi. V suchém stavu jsou Skrobova zrna hygroskopicka (Zrast, 2004).
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Hliza neni jen zdrojem Skrobu, ale i zdrojem zajimavych a cennych slozek. Jsou
obsazeny v men$ich mnozstvich ve srovnani se Skrobem. Zatrazujeme k nim komplex
dusikatych latek a predevSim bilkovin. Bilkoviny hliz patfi k nejkvalitnéjSim

rostlinnym bilkovinam (Barta a Bartova, 2007).

2.3 Dusikaté latky hliz brambor

Dusikaté latky v bramborové hlize obsahuji 50 % bilkovin, 25 % amidi, 15 %
volnych aminokyselin a 12 % ostatnich dusikatych latek. K tém zafazujeme
napiiklad glykoalkaloidy, adenin, guanin, narkotin, trigonelin, kadevarin aj. Barta
a Bartova, (2007) uvadi, ze volné aminokyseliny jsou v hlize zastoupeny predevsim
dvaceti béznymi aminokyselinami. Ptevazuji glutamové kyseliny a amidy
asparagové. V hlize se mohou vyskytovat i jiné méné obvyklé aminokyseliny a to
napiiklad B-alanin (Barta a Bartova, 2007). Volné aminokyselliny maji také vliv na
chut’ brambor — zesiluji G¢inky jinych sloucenin. Maji téz vlastni chut’, od neutralni
(fenylalanin, tryptofan, tyrosin) az ke sladké (prolin, alanin). Jejich obsah je zavisly
piedevsim na odradé (Zrast, 2004). Podle Rybacka et al., (1988) dalsi vyznamnou
slozkou dusikatého komplexu tvofi dusi¢nany. Jejich obsah neni vysoky. Uvadi se
zhruba 4 % celkového dusiku. Je vyznamny V potravinaiské sfére. Obsah dusi¢nanti
zavisi na velikosti hlizy, ale 1 na ¢astech hlizy. Brambory nepatfi totiz mezi plodiny
se schopnosti nadmérné akumulovat dusi¢nany (Mica, Vokal a Penk, 1991).
Ptipustné mnozstvi pro brambory rané je 500 mg a pro brambory ostatni je stanoveno
latek je tzv. Cistd bilkovina, jejiz obsah se pohybuje kolem 58%. Hraji vyznamnou
roli v interakci s ostatnimi slozkami v rostling, jako jsou cukry, fenoly, hormony,
apod. Vyznam je i vjejich vysoké biologické hodnoté, kterd se blizi vajecné

bilkovinné (Zrust, 2004).
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2.4 Hlizové bilkoviny brambor

Bilkoviny, obsazené v hlizach bramboru nejsou homogenni slozkou. Nazory na
zpusob klasifikace jednotlivych slozek se lisi (Barta a Bartova, 2007). Napiiklad
Rybacek et al., (1988) uvedl, ze bilkovina je tvoiena zhruba ze 70 % globulinem a z
30 % albuminem. Albuminova frakce se téz nazyva tuberinin a globulinova frakce
tuberin. Nov¢;jsi klasifikace frakci hlizovych bilkovin je z analyz elektroforetickymi
technikami (Barta a Bartova, 2007). Napiiklad Pots (1999) separoval hlizové
bilkoviny pomoci techniky SDS-PAGE neboli elektroforesa na polyakrylamidovém
gelu v ptitomnosti anionického detergentu dodecylsulfatu sodného. Na zakladé

ziskanych spekter klasifikoval hlizové bilkoviny dle jejich molekulové hmotnosti na:

a) Patatinové bilkoviny nebo jen patatiny s molekulovou hmotnosti 39-44 kDa
b) Inhibitory proteaz s hmotnosti 4-25 kDa (Barta et al., 2009).
c) Ostatni bilkoviny, které nepatii ani k jedné z uvedenych skupin molekulova

hmotnost vyssi nez 45 kDa (Barta a Bartova, 2007).

2.4.1 Patatin

Patatinové bilkoviny predstavuji 20-40 % vSech extrahovanych bilkovin.
Patatinovy komplex je homogenni skupina isoforem. Isoformy se skladaji
z glykoproteinti o velikosti 43 kDa. Patatin byl poprvé izolovan Racusen a Foote
pomoci iontovyménné a afinitni chromatografie. (Barta a Bartova, 2007). Pfitomnost
patatinu je ve vSech odriidich brambor i v pfibuznych divokych diploidech ze

skupiny Andigena a Phujera (Barta a Curn, 2004).

2.4.1.1 Zakladni charakteristika patatinu

Isoelektricky bod bilkovin patatinu je v rozpéti pH 4,6-5,2, protoze isoformy
patatinu maji rozdilnou nabojovou heterogenitu. Patatinové komplexy jsou v hlize
lokalizované v parenchymatickych bunkéch, které se nachazeji v centralni vakuole.

Z tohoto duvodu spolu svysokym obsahem v hlize jsou bilkoviny patatinu
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povazovany za hlizové bilkoviny, které maji zasobni funkci (Barta a Bartova, 2007).

Obsah patatinu je snizovan v priab¢hu skladovani hliz a pfi jejich klieni (Barta
a Curn, 2004).

Patatinovy komplex se za normalnich podminek vyskytuje ve vyznamnych
mnozstvich jen v hlizach. V malém mnozstvi se také vyskytuje v listech, kofenech
a stoncich. Existuji dvé tfidy gend, které koduji patatinové bilkoviny. Multigenova
rodina tfidy I koduje patatinové komplexy v hlizach. Zatimco multigenova rodina
ttidy II koduje patatin v celé rostlingé. Ob¢ tfidy se mezi sebou lisi pfitomnosti ¢i
nepiitomnosti sekvence o délce 22 bazi v 5 netranskribové oblasti. Tato sekvence je
pfitomna v multigenové rodiné t¥idy I a nepiitomna v multigenové rodiné tridy II

(Barta a Curn, 2004).
2.4.2 Inhibitory proteaz

Inhibitory proteaz tvoti 30 % z celkového rozpustného proteinu hlizy. Jsou
vice heterogenni skupina proteinli neZ patatin. Mezi sebou se 1i§i molekulovou
hmotnosti, aminokyselinovym sloZenin a inhibi¢ni aktivitou. Uloha proteaz je hlavng

veer

a Curn , 2006).
2.4.2.1 Klasifikace inhibitoru proteaz

Na zaklad¢ typu, popf. typll enzymu (proteaz), které inhibuji 1ze pfirozené se

vyskytujici inhibitory protedz rozdélit do 4 tiid:

1. Trida — serinové proteazy (serin ¢i histidin v aktivnim misté proteaz)

2. Tiida — cysteinové proteazy (cystein v aktivnim misté proteaz)

3. Ttida — aspartatové proteazy (aspartatova skupina v aktivnim misté)

4. Trida — mettaloproteazy (s kovovym iontem v aktivnim misté) (Jongsma
1995, Hanusova a Curn, 2006)
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Podle prace Pouvreau et al., (2001) je mozné inhibitory protedz klasifikovat dle

jejich molekulové hmotnosti na:

1. Bramborovy inhibitor | (PI-1) — jedna se o sérinovy inhibitor proteaz, ktery je
slozen z 5 podjednotek.

2. Bramborovy inhibitor II (PI-2) — jedna se o sérinovy inhibitor, ktery je slozen

z 2 podjednotek.

Bramborovy cysteinovy inhibitor (PCPI)

Bramborovy aspartatovy inhibitor proteaz (PAPI)

Bramborovy inhibitor proteaz Kunitzova typu (PKP)

Ostatni serinové inhibitory proteaz (OSP)

N o a &~ w

Bramborovy karboxypeptidovy inhibitor proteaz (PCI)

Tabulka €. 1: Vlastnosti inhibitori proteaz piitomné v hlize bramboru

(pFevzato a upraveno dle Pouvreau et al., 2001).

Skupina Pocet MW pl Inhibovany enzym hlavni
podjednotek [kDa]

PI-1 5 35-40 5,1-7,8 Chymotrypsin

PI-2 2 20,5 5,5-5,9 Trypsin

PCPI 1 20,1-22,8 5,8-9,0 Papain

PAPI 1 19,9 8,2 CathepsinD

PKPI 1 20,2 8,0-9,0 Trypsin

PCI 1 4,3 - karboypeptidasa A

OSP 1-2 21-24 7,5-8,8 trypsin,chymotrypsin,
elastasa

Inhibitory proteaz zaujimaji v rostlinach fadu roli. Pusobi jako zasobni
proteiny. Dale ptsobi jako regulatory endogenni proteolytické aktivity. Jsou soucasti
programované bunécné smrti. Tvori slozku obranného mechanismu rostlin. Vykazuji
rezistenci rostlin vii¢i hmyzu a patogentim (Hanusova a Curn, 2006).
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2.4.3 Ostatni bilkoviny

Ostatni bilkoviny pfedstavuji 20-30 % z extrahovanych bilkovin. Skupina
zahrnuje bilkoviny s vysokou molekulovou hmotnosti (Barta a Bartova, 2007). Patii
sem nejcastéji hlizovy lektin, polyfenoloxidasy, protein kinasa a enzymy, které se
ucastni na syntéze Skrobu a fosforylové isoenzymy. Molekulova hmotnost ostatnich
bilkovin se pohybuje vrozmezi 49 kDa az do velikosti 600 kDa (fosforylasa)
(Koningsveld et al., 2001).

Velmi zajimavy z pohledu vyuziti v genovém inzenyrstvi a biotechnologii je
bramborovy lektin. Oznacuje se také jako Solanum tuberosum agglutinin (STA).
Hmotnost v nativnim stavu je 100 kDa (Barta a Bartova, 2007). Vodrazka (2002)
uvadi, Ze lektin je vyznamny z hlediska ucasti ochrany rostlin. Zpomaluje rast

infekce u hub, které obsahuji chitin ve vné&jsi sténé.

2.4.4 Nutri¢ni hodnota hlizovych bilkovin brambor

Hlizova bilkovina patfi mezi nutricn€ nejhodnotnéjsi bilkoviny. Nutri¢ni
hodnota je déana pfedevS§im podilem esencidlnich aminokyselin. Nedostatek
esencidlnich aminokyselin limituje pribéh proteosyntézy u konzumenta (Barta
a Bartova, 2007). Bramborova bilkovina kromé esencidlnich aminokyselin je tvofena
i jinymi aminokyselinami (Zrust, 2004). Z nutri¢niho pohledu je kvalita bilkovin
zéavisla na jejich stravitelnosti a aminokyselinové skladbé. Sirné aminokyseliny, které
jsou obsazené v bilkovindch bramboru lze povazovat za limitujici. Zejména je

uvadén methionin. Vyznam ma i vysoky obsah lysinu (Barta a Curn, 2004).

2.5 Antioxidanty — obecna charakteristika

Antioxidanty, jsou latky, které jsou schopny pievadét volné radikaly na
nereaktivni nebo méné reaktivni formy. V potravinach se daji €lenit na pfirozené

a syntetické. Syntetické antioxidanty se pfidavaji pouze do potravin, které by byly
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bez jejich pridavku oxidaci poskozovany. Antioxidanty, obsazeny v lidské vyzivé
snizuji aterosklerotické procesy, inhibuji akumulaci cholesterolu v krevnim séru

a zvySuji rezistenci cévnich stén (Zrust, 2004).

Proteiny také predstavuji antioxidanty ptidatnych latek v potravinach, protoze
inhibuji oxidaci lipidi prostfednictvim raznych cest, v€etn¢ inaktivace reaktivnich
forem kysliku, volnych radikalt zmény fyzikélnich vlastnosti potravin. Nejslibnéjsi
metoda vyroby peptidil se jevi pomoci hydrolytickych reakci. Jejichz antioxidacni
aktivita je podstatné vyssi nez u intaktnich bilkovin. I kdyZ jsou proteiny a peptidy
povazovany za vynikajici potravinové antioxidanty, jejich problémem je schopnost

vyvolat alergie, hotké pfichuté a zménit texturu a barvu potravin (Elias et al., 2008).

2.5.1 Antioxidanty v hlizach bramboru

Brambory jsou fazeny k tzv. fytopotravinam. Z hlediska toho, Ze obsahuji
urCité typy antioxidanti Lachman et al., 2000). Antioxidanty obsazené v hlizach
bramboru patii k nejbohat§im zdrojim antioxidantl v lidské vyziveé. Zajistuji denni

ptijem asi 64 mg polyfenolil na osobu spolu s ovocem a zeleninou.

Bramborové hlizy jsou nejbohatSi na polyfenoly a L — askorbové kyseliny.
Dale jsou zastoupeny karotenoidy, o — tokoferol, selen a L — lipova kyselina.
Z fenolickych hydroxyskupin brambor obsahuje aminokyselinu L — tyrosin, kdvova
kyselina, skopolin, chlorogenova kyselina, ferulova kyselina a kryptochlorogenova
kyselina (Lachman et al., 2005). Antioxida¢ni schopnost je také prokdzana u
patatinové bilkoviny a inhibitord protedz. Ty maji anti — karcinogenni a anti

mikrobialni vlastnosti a schopnost potlacit hlad (Waglay et al., 2014).
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Tabulka ¢cislo 2: Jednotlivé zastoupeni nékterych  antioxidantd v hlize

bramboru. (pfevzato dle Lachman et al.,2005).

Antioxidanty MnoZstvi v hlize bramboru [mg.kg”]
Polyfenoly 1226-4405

L — askorbova kyselina 170-990

Karotenoidy 4

o — tokoferol 0,5-2,8

Selen 0,01

Heinonen et al., (1997) uvadi, ze G¢innost antioxidantt je vétsi, pokud jsou

pouzity ve vzajemné kombinaci. Maji synergicky ucinek.

2.5.2 Vliv faktoru na antioxidaéni aktivitu

V soucasné dobé jsou provadény Slechtitelské pokusy S cilem zvysit
antioxidacni aktivitu brambor. Podstatnou roli v antioxida¢ni kapacité bramboru
hraje obsah polyfenoll a antokyant. Flavanoidy a u barevnych odriid antokyany jsou
zastoupeny v buné¢nych vakuolach peridermu. Celkovy obsah polyfenolovych latek
a antokyant je rozdilny v riznych stadiich zralosti hliz. Podle pokusu Lachmana ma
nejveétsi vliv ze sledovanych faktori odriida. Kdy vyssi obsah celkovych polyfenola
je u odrtd s fialovou barvou duZzniny nez u odrid s bilou nebo zlutou duzninou. To je
zpusobeno pritomnosti antokyanu u odrud s fialovou barvou (Lachman et al., 2006).
Bylo také zjisténo, ze vysSe polozené chladnéjsi stanovisté s vySSim Uhrnem srdzek
poskytuji hlizy s vy$§im obsahem celkovych polyfenold. K dal$im faktorim, které
ovlivituji antioxida¢ni aktivitu, je vliv hnojeni. Obsah celkovych polyfenoli
ovlivituje pouziti draselnych hnojiv. Kdy draselnd hnojiva snizuji celkovy obsah

polyfenolt (Lachman et al., 2006).
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2.5.3 Vyznam antioxidanti v hlize bramboru

Brambory jsou fazeny k tzv. fytopotravinam. Z hlediska toho, Ze obsahuji

urcité typy antioxidantti Lachman et al., 2000).

Bramborové hlizy obsahuji sekundarni metabolity — polyfenolické slouceniny, které
reprezentuji substrat pro enzymové Sednuti brambor. To se objevuje béhem loupani
nebo krajeni syrovych hliz. Napiiklad skoficové polyfenolické kyseliny mohou
zastavit 1 rust nékterych rakovinnych bunék. Askorbova kyselina patii k hlavnim
pfirodnim inhibitorim enzymového Sednuti duzniny brambor. Dale muze také
inhibovat bramborovou polyfenoloxidazu piimo blokovanim atomu médi v aktivnim
centru enzymu. Flavanoidy jsou schopné vazat kovové ionty a branit jim pusobit jako
katalyzatory v téle. Antioxidanty pfitomné v hlize bramboru se také podileji na

zbarveni — pfedevsim Sednuti duzniny a ¢ernani syrovych hliz (Zrust, 2004).

Dilezité antioxidanty v hlize bramboru dle Lachmana et al., (2005).

2.5.4 Polyfenoly

Radime je mezi sekundarni metabolity. Jejich funkce je chranit rostlinu pred
napadenim bakteriemi, houbami a viry. Jsou to silné antioxidanty. Do skupin
polyfenolti patii fenolické skupiny, aminokyselina tyrosin a flavanoidy. Jejich
zastoupeni z 90 % tvofi skoticové polyfenolické kyseliny. (Lachmann et al., 2000).
Jsou to latky, které jsou rozpustné pievazné ve vod¢. Jejich vyznam je chranit
vitamin C a § — karoten. Derivaty skoficové kyseliny mohou zastavit rist nékterych
rakovinnych bunék. Flavanoidy maji schopnost zachytit a zneutralizovat pfebytecné
volné radikaly v tkanich nebo jsou schopné vazat kovové ionty (Zrist, 2004).

Jejich obsah v bramborové hlize je ovlivnén fadou faktort.. K nejvyznamnéjs$im patii
odriida, lokalita zplsob péstovani a fada dalSich vné&jSich faktord. Naproti tomu
celkovy obsah polyfenoli lze mirné zvysit ekologickym zplisobem péstovani

brambor. (Zrist, 2004)
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2.5.5 L — askorbova kyselina

Je dulezitym zdrojem vitaminu C. Jeji zastoupeni v bramborach se udava
kolem 170-990 mg . kg™ . Bylo prokazéno, Ze i ve vafenych bramborach se vyskyt L-
askorbové kyseliny pohybuje primérné okolo 130 mg v kilogramu. Pfedstavuje
hlavni inhibitor enzymového hnédnuti brambor, redukuje primarni produkty oxidace.
Inhibuje také bramborovou polyfenoloxidasu, kdy piimo blokuje atom médi
v aktivnim centru enzymu (Lachmann et al., 2005).

Obsah v bramborové hlize je ovlivnén vngj§imi i vnitinimi podminkami.
Napriklad z pokusu Dipierra a de Leonardese vyplyva, Ze obsah kyseliny zavisi na
podminkach skladovani hliz. Vysokych hodnot kyseliny askorbové 1ze dosahnout
cilenym hnojenim hnojivy, které obsahuji draslik (Zrast, 2004).

2.5.6 Karotenoidy

V bramborové hlize je jejich obsah kolem 4 mg.kg™. Podle Dukeho (1992),
nejvice jsou zastoupeny 3 — karoteny a jeho 5,6 monoepoxidy. Ong a Tee (1992), ale
uvadgéji, Ze nejvice je zastoupen lutein, zeaxanthin, poté az nasleduje  — karoten
Patii k lipofilnim antioxidantim. Jsou schopné ochrany ur€ité tkané, kdy ochranné
ucinky jsou vyssi, jsou — li vSechny karotenoidy obsazeny v kompletni smési. Chrani

také bunky pokozky pted UV — zafenim (Zrust, 2004).
2.5.7 Antokyanova barviva

Patii k vyznamnym skupindm antioxidantl. Jsou to pfirozenad barviva, kterd jsou
obsaZena v Cervené a modie zbarvenych odrtidach brambor. Antokyanova barviva se
vyskytuji hlavné ve slupkach a duznin€¢ bramborovych hliz (Lachman et al., 2005).
Brown et al., (2003) uvadi, Zze celkovy obsah antokyanti u brambor s ¢ervenou
duzninou je 69-350 mg v kg cerstvé hmoty. U brambor s modrou duzninou je
celkovy obsah antokyanii v rozmezi 55-171 mg. Antioxida¢ni kapacita cervené nebo
modie zbarvenych brambor je 2-3 x vys$i ve srovnani s bramborami se Zlutou, resp.

bilou duzninou hliz (Zrast, 2004).
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2.5.7.1 Vyznam antokyanu v hlizach

Antokyany zlepSuji celkovy vzhled a pfispivaji ke zdravi konzumentd. Pfi
dieté¢ predstavuji ucinné antioxidanty, jejichz piijem je odhadovan na 180 mg na
osobu. Antokyany obsazené v Cervenych a modrych bramborach maji také schopnost
blokovat bramborovou pliseil. Diky jejim fungicidnim vlastnostem. Maji trvalou
rezistenci, ta zabranuje pronikani plisné do podzemnich ¢asti brambor (Lachman et
al., 2005).

2.5.8 Dalsi antioxidanty

Za rustovy faktor lze povazovat a — lipoovou kyselinu, ktera je uvnitt bunék
snadno redukovana na dihydrolipoovou kyselinu. Ta likviduje Skodlivé radikaly
(Packer et al., 1995). K dalsim antioxidantiim také pfitazujeme o — tokoferol a selen.
Vyznam selenu spocivéa v tom, Ze spolecné s vitaminem E zastavuje reakce volnych

radikald, které mohou poskozovat Zivé bunééné struktury (Zrist, 2004).

2.6 Enzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza je §t&peni chemickych vazeb za ucasti vody. Stépeni se
ucastni enzym — hydrolaza. Hydrolazy jsou jednoduché proteiny, které se podili na
hydrolytickém rozkladu Zivin. Katalyzuji $t€peni chemickych vazeb (zejména C-C,

C - O, C - N) za ucasti vody. Mechanismus reak¢ni je zaloZen na pfenosu radikalu

z hydrolyzovaného substratu na vodu (Vodrazka et al., 1991).).

2.6.1 Proteazy

Velmi rozsahla skupina enzymd, ktera katalyzuje hydrolyzu peptidovych vazeb

peptida a proteinti. Rozdélujeme je na dvé hlavni skupiny:

e peptidazy (exopeptidazy) — S$tépi aminokyseliny nebo dipeptidy
postupné. Radime sem a—aminopeptidhydrolazyy, dipeptidhydrolazy,
dipeptidylhydrolazy a peptidylpeptidhydrolazy.
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e proteinazy (endopeptidazy) — hydrolyzuji vazby uvnitt peptidového fetézce.
Patii sem serinové proteinazy, thiolové proteinazy, kyselé proteinazy,

metaloproteinazy a proteinazy (Belitz a Grosch, 1986).

2.6.2 Enzymy digestivni

Patii k enzymtm, které jsou nepostradatelné pro Stépeni, traveni a autolyzu proteintl.
Jejich ulohou je traveni proteintl, nazyvame je proto enzymy digestivni. Rada téchto
enzymi je produkovédno v inaktivni formé& proenzymt, proto museji byt v misté
pusobeni aktivovany. Jejich uplatnéni je predevSim v potravindiském primyslu

(Belitz a Grosch, 1986).

e Proteazy zivo¢iSného pivodu - rozdélujeme je na serinové proteazy
a aspartatové proteazy. Nejvetsi vyznam maji trypsin, chymotrypsin, pepsin a
chymozin. Komercné se jesté naptiklad vyrabé&ji elastasa, karboxypeptidaza

A (Vodrazka et al., 1991).

Pepsin (3.4.23.1)

Enzym, ktery patii mezi karboxylové proteazy, Izoluje se z veptové nebo hovézi
Zalude¢ni mukosy. Ma Sirokou specifitu. Prednostné Sté€pi peptidové vazby, na nichz
se podileji aromatické aminokyseliny. Stépi také syntetické substraty
a vykazuje esterdzovou aktivitu. Optimalni pH je kolem 2. Pro syntetické substraty je
pH optimum 2-4. Preparaty pepsinu se pouzivaji jako digestiva, k pfipravé
bilkovinnych hydrolyzatt atd. (Vodrazka et al., 1991).

Trypsin (3.4.21.4)

Enzym, ktery se nachazi v pankreatické staveé. Patii do skupiny serinovych
proteinaz. Trypsin §té€pi specificky peptidové vazby, na nichZ se podileji karbolovou
skupinou bazické aminokyseliny (lysin a arginin). Pfi hydrolyze bilkovin trypsinem
vznikaji velké peptidové fragmenty, jejichz terminalni aminokyselina na C-konci je

lysin nebo arginin. Optimalni pH je v rozmezi 7-9 (Vodrazka et al., 1991).
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Chymotrypsin (3.4.21.1)

Enzym, ktery je produkovdn v bunkach slinivky bfisni ve formé

chymotrypsinogenu. K jeho aktivaci dochazi po proteolyze chymotrypsinogenu
trypsinem. Patfi do skupiny serinovych protedz. Preferencné $tépi peptidové vazby,
na nichz se podileji aromatické aminokyseliny (tyrosin, fenylalanin a tryptofan)
(Vodrazka et al., 1991).
Po chemické strance se chymotrypsin sklada z 241 aminokyselinovych zbytk. Jeho
molekula ma tii peptidové fetézce: A fetézec se 13 zbytky, B fetézec ze 131 zbytky a
C fetézec s 37 zbytky. Optimalni pH je 7,8. Teplotni optimum se pohybuje kolem 50
°C (Anonymy).

e Proteizy rostlinného ptvodu — Zrostlinnych proteaz maji prakticky
vyznam pouze papain, ficin a bromelain. Bromelain se ziskava bud’
Z ananasov¢ S§tavy, nebo ze zbytkd (stonkil) po vyrobé ananasovych
kompott. Ficinové preparaty jsou analogicky suSenym latexem z riznych
rostlin rodu Ficus. Pouziva se predev§im ke stabilizaci piva, k ziskavani
stfibra z pouzitych filmt a k hydrolyze riznych bilkovin (Vodrazka et al.,
1991).

Papain (3.4.22.2)

Jako papainovy preparat je nejcastéji uzivan suSeny latex z nezralych
papajovnikovych plodi (Carica papaya). Mimo jiné obsahuje i jiné enzymy napft.
chymopapain a lysozym (Vodrazka et al., 1991).

Enzym, patfici do skupiny cysteinovych proteas. Z chemické stranky se sklada
z jednoho polypeptidového fetézce se tiemi disulfidickymi mistky a skupiny — SH,
ktera je nezbytna pro jeho aktivitu. Papain katalyzuje §tépeni peptidovych vazeb
zékladnich aminokyselin, leucinu, nebo glycinu. Hydrolyzuje také estery a amidy

(Anonymy).

e Proteazy mikrobidlniho ptivodu — rozd€lujeme je na bakteridlni a plisnové
protedzy. Do bakterialnich proteaz patii neutrdlni protedzy a alkalické
proteazy. Jsou to proteazy ziskané z bakterie rodu Bacillus. Neutralni

proteazy rozdélujeme na metalprotedzy a serinové proteazy. Optimalni pH je
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5-8. Alkalické proteazy — jejich pH optimum je v rozmezi kolem 6-12.
Plisiiové proteazy rozdélujeme na kyselé, neutrdlni a alkalické. Maji Siroké
rozmezi pH 4-11. Jsou to proteazové plisné zrodu Penicilium
a Asperigillus (Vodrazka et al., 1991).

Subtilisin (3.4.21.62)

Casto oznaGovan jako bakterialni alkalicka proteinaza, Subtilopeptidasa A nebo
Subtilisin Carisberg. Je produkovan z bakterie Bacillus licheniformis fermentaci.
Patii do skupiny serinovych endoproteinaz. Ma Sirokou specifitu. Hydrolyzuje

nativni a denaturované bilkoviny. Aktivni je v alkalickém prostiedi (Anonyms).

2.7 Hlizova voda

Bramborové hlizy krom¢ kvalitniho $krobu obsahuji i mnozstvi vody (70-80 %).
Do této vody ve Skrobarn¢ ptechazi rozpustny podil suSiny a tim vznika tzv. hlizova
voda neboli PFJ — potato fruit juice. Je to odpad, ktery vznika pii vyrobé skrobu.
V nejvétSich Skrobarnach ve svété se z hlizové vody separuje bilkovina, kterd ma
vynikajici kvalitu a uzitecné vlastnosti. Zbyvajici tekutina se po separaci bilkoviny
zahustuje, v mnoha pfipadech aZz do suchého stavu. To je investi¢né i provozné
extrémné naro¢né. V mensich Skrobarnéach se hlizova voda pouziva jako zavlaha pro
zemédelské plodiny (Potravinaiska komora, 2009). Bilkoviny vysrazené z hlizové

vody lze pouzivat jako bilkovinné krmivo (Barta et al., 2013).
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Tabulka ¢islo 3: Prumérné sloZeni potato fruit juice (prevzato dle Koninsgveld

etal., 2001).

Komponenta Koncentrace v PHJ (g/l) | % suSiny
(min.-max.)

Bilkoviny (N x 6,25) 13,4 26,8
(8,5-22,2)

Peptidy 2,2 4,4
(1,5-3,1)

Aminokyseliny + amidy (N x 5,13) | 4,8 9,6
(3,3-7,8)

Ostatni dusikaté latky 0,9 1,8

Cukry 7,9 15,8
(3,0-24,9)

Lipidy 1,1 2,2

Citronova kyselina 5,0 10,0
(2,0-12,0)

L - askorbova kyselina 0,3 0,6
(0,1-0,6)

Ostatni organické kyseliny 1,3 2,6
(0,7-5,4)

Chlorogenova kyselina 0,2 0,4
(0,1-0,5)

Kavova kyselina 0,07 0,1
(0,03-0,3)

Draslik 5,6 11,2
(3,9-7,3)

Fosfor 0,5 1,0
(0,2-0,9)

Ostatni latky 50 10,1
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Obsah jednotlivych slozek v susiné PFJ se mlze ménit v zdvislosti na
zpracovavanych odridach a na péstitelskych podminkach (Barta et al., 2013).
PFJ obsahuje ti1 zdkladni skupiny bilkovinnych komponent. Jedna se o bilkoviny
patatinového komplexu (43-39 kDa), které tvoii pfiblizné 38 % vSech bilkovin. Dale
to jsou inhibitory proteaz (25-4,3 kDa), ty tvoii 45 % bilkovin a tzv. ostatni bilkoviny
(90-100 kDa), které v prumyslové hlizové vodé zaujimaji 16 %. Nejvyznamngjsi
z PHJ bilkoviny jsou patatinové komponenty a inhibitory proteaz (Barta a Bartova,
2007). Bramborovy protein ma relativné vysokou nutri¢ni hodnotu, proto ma dobry

potencial pro vyuziti v potravinach (Koningsveld et al., 2006).

2.7.1 lzolace bilkovin z hlizové vody brambor

Jako nejefektivnéjsi se jevi tepelna koagulace injekci pary. Tento zpusob
izolace se vyuziva ve velkych skrobarnach v Némecku a v Nizozemi (Zwijnenberg et
al., 2002). Postup spociva v zakoncentrovani priamyslové hlizové vody pomoci
reverzni osmosy, Upravou PFJ na hodnotu pH 5. Nasledné jsou bilkoviny vysraZzeny
pomoci tepelné koagulace. Vysledny koncentrat se pouziva jako bilkovinné krmivo
(Barta et al., 2013). Tento postup izolace bilkovin z hlizové vody zarucuje vysokou
vytéznost (Barta a Bartova, 2007).

Podle Koningsvelda et al., (2001), srazeni bilkovin z PFJ bez tpravy pH je
mozZné pozorovat pii prekroCeni 40 °C. Z primyslové hlizové vody je pii zahtati nad
60 °C vysrazeno 50 % ptitomnych bilkovin. Zahtati nad 70 °C zpiisobuje vysrazeni
kompletnich bilkovin. Tyto bilkoviny jsou z 90 % nerozpustné. Teplota 70 °C je
z hlediska stability hlizovych bilkovin pfili§ vysoka a zplsobuje jejich denaturaci
a nerozpustnost (Koningsveld et al., 2001). Technologie zalozena na principech
tepelné koagulace vede kzisku koncentratu, ve kterém hlizové bilkoviny maji
Spatnou rozpustnost a poskozenou biologickou aktivity. Vyhodné pro bilkovinna
krmiva. Z tohoto divodu je snaha zpracovat hlizovou vodu i jinymi technologiemi.

(Barta et al., 2013).
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2.7.2 1zolace hlizovych bilkovin pomoci sraZecich ¢inidel

Izolace bilkovin z hlizové vody brambor pomoci jejich vysrazeni je z hlediska
prumyslového vyuziti perspektivni zptisob. Pro tento typ izolace hlizovych bilkovin
byly testovany organické i anorganické kyseliny (Knorr et al. 1977; Koningsveld et
al., 2001), jejichz u¢innost z hlediska vytéznosti izolovanych bilkovin byla nejvyssi
pii dosazeni pH 3. B&éhem srdzeni pomoci organickych rozpoustédel dochazi k
uvolnéni tepla, to vede knizké vytéznosti a zpétné rozpustnosti vysrazenych
bilkovin. Vysoka vytéznost izolovanych bilkovin se zachovanim zpétné rozpustnosti
byla zaznamenana také pii pouziti soli kovti (FeCls, ZnCl,, FeSO,). Pti pouziti téchto
srazecich Cinidel nebyla pozorovana tak vysoka citlivost viici teploté.(Koningsveld et

al., 2001; Barta et al., 2008).

2.7.3 Dalsi zpusoby izolace hlizovych bilkovin

Pro izolaci bilkovin zPFJ byly testovany i1 chromatografické metody.
Ptikladem muze byt iontovymeénna chromatografie na carboxymethylcelulose. AvSak
ziskané bilkoviny byly z velké casti denaturovany. Uplatiiuji se 1 membranoveé
techniky ultrafiltrace. Dochdzelo, ale ke koncentrovani antinutri¢nich latek
v bilkovinném izoldtu. VyuZivda se 1 reversni osmoéza. Ta se pouziva
ke zkoncentrovani hlizové vody pred injektaci pary a vysrazenim bilkovin. To
snizuje pracovni objem hlizové vody a energetickou ndrocnost procesu (Barta

a Bartova, 2007).

28



3. Cil prace

Cilem prace bylo ovéfit moznost vyuziti enzymové hydrolyzy pro zlepSeni
rozpustnosti izolatd proteini vzniklych z hlizové vody pomoci tepelné koagulace
a u vzniklych stépt ovétit zda doslo ke zvyseni jejich antioxidacni aktivity a v jaké
mife. Konkrétné prace probihala podle nasledujici osnovy dil¢ich cili:
e Laboratorné piipravit pomoci tepelné koagulace izolaty proteint ze dvou typt
materialu — primyslové hlizové vody ze Skrobarny a hlizové vody ziskané

Z hliz brambor odriid Sibu a Ornella, které jsou pouzivany pro zpracovani na

skrob.

e Enzymové Stépeni vzorkl ve dvou casech Stépeni — pro piipravu hydrolyzatu

byly vybrany enzymy alkalasa, trypsin a papain.
e Stanoveni obsahu dusikatych latek ve vysraZzenych proteinech pomoci
Dumasovy metody a nasledny prepocet celkového obsahu dusiku

koeficientem N x 6,25.

e Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS — na ziskanych tepelnych

koagulatech spektrofotometricky stanovit antioxida¢ni aktivita.

e Statistické vyhodnoceni dat.
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4. Material a metody

4.1 Material

Byly pouzity vzorky ze dvou typi materidlu — primyslova hlizovéa voda (odridova

sm¢s) a hlizova voda ziskana z hliz brambor odrd Sibu a Ornella

e (Qdrida Sibu - odrida, ktera se pouziva k vyrobé skrobu. Skupina ranosti je

polopozdni az pozdni.

e (Odrida Ornella — odriida, ktera se pouziva k vyrobé Skrobu a smazenych

vyrobki. Skupina ranosti je polopozdni az pozdni.

e PFJ — primyslova hlizova voda — vznika jako vedlejsi produkt pii vyrobé
Skrobu, vétsinou jde o smés odrid. PFJ byla ziskana z provozu podniku

Lyckeby Amylex a.s. (Horazd’ovice).

4.2 Priprava a zpracovani vzorki

Vzorky hlizové stavy pochdzely z primyslové hlizové vody ze Skrobarny
a z hlizové vody z odrud Ornella a Sibu. Pomoci pH metru bylo upraveno jejich pH
na hodnotu 5 ptidavkem 0,5 HSO4. Stejny objem hlizové §tavy z hliz odriid Ornella
a Sibu (30 ml) byl pfeveden do 10 tub o znamé hmotnosti. U pramyslové hlizové
vody byl pouzit objem 20 ml do 20 tub o zndmé hmotnosti. Takto pfipravené tuby se
zahtaly na vodni lazni pifi 80 °C, po dobu 10 minut. Probéhla tepelnd koagulace.
Tuby po ochlazeni ve studené vod¢, byly zcentrifugovany pii 4500 otackach po dobu
15 minut (centrifuga Rotina 420 R). K peletim (vzorkim) bylo pfidano 10 ml
deionizované vody a byly opatrné rozmichany pomoci sklenéné tycinky. Takto
pfipravené smési byly opét zcentrifugované. Vznikly supernatant byl odstranén a
pelety byly zamrazeny v mrazicim boxu na - 80 °C a poté zlyofilizovany do doby,
dokud vzorky nebyly zcela vysuSeny. Homogenizace vzorku byla provedena pomoci

tteci misky. Homogenizované vzorky byly uchovany v fadn¢ uzavienych tubach.
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4.3 Enzymové Stépeni

St&peni probihalo ve dvou &asech po 2 a 24 hodinach. U kazdého ¢asu §tépeni
byly provadény dvé opakovani. Celkem bylo vyzkouseno 7 variant Stépeni. Od
vzorkli odrtid brambor Sibu a Ornella bylo navazeno 99 — 101 mg navazky pro
kazdou variantu a Cas Stépeni. Izolaty vzniklé z primyslové hlizové vody byly

navazovany v mnozstvi kolem 79 — 80 mg pro kazdy ¢as a variantu $té€peni.

Varianty §tépeni:

e voda (V) — ke vzorkim bylo pfidano 10 ml vody.
e enzym papain (EP) — ke vzorkiim bylo ptfidano 9 ml 50 mM Na acetatového
pufru o pH 7 + 1 ml enzymu papain.
e enzym trypsin (ET) — ke vzorkiim bylo ptidano 9 ml 50 mM Tris — HCI pufru
0 pH 8 + 1 ml enzymu trypsin.
e enzym alkalasa (EA) — ke vzorkiim bylo pifidano 10 ml 50 mM Tris — HCI
pufru o pH 7 + 0,050 ml enzymu alkalosa.
e 50 mM Tris — HCI pufr, pH 8, pufr pro trypsin (KT) — ke vzorkim bylo
pridano 10 ml tohoto pufru, jako kontrola k ET.
e 50 mM Tris — HCI pufr, pH 7, pufr pro alkalasa (KA) — ke vzorkiim bylo
ptidano 10 ml tohoto pufru, jako kontrola k EA.
e 50 mM Na acetatovy pufr, pH 6,5, pufr pro papain (KP) — ke vzorkim bylo
pridano 10 ml tohoto vzorku, jako kontrola k EP.
e Pouzité enzymy pochazely z firmy Sigma Aldrich
v' Papain — vyrobni ¢islo P3250-25 G, specifita 0,5 - 2,10
v' Alkalasa — proteinaza z bakterie Bacillus licheniformis, vyrobni ¢islo
P4860-50 ML, specifita > 2,40
v" Trypsin — vyrobni ¢islo T4799-25 G
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Nejprve bylo navazeno 150 mg enzymu papain a enzymu trypsin. Navazené
mnozstvi papainu bylo rozpusténo ve 30 ml Na — acetatového pufru a nasledné byl
zahtat na teplotu 37 °C po dobu 15 minut V termostatu. Stejné mnoZzstvi enzymu

trypsin, bylo rozpousténo v 5ml 1mM HCI a 25 ml Tris — HCI pufru (pH 8).

Stépeni probihalo v termostatech, kdy pro varianty s enzymem alkalasa byla
teplota Stépeni nastavena kolem 60 °C. Pro varianty s obéma zbylymi enzymy byla
teplota nastavena na 37 °C. Po skonceni §tépeni byla Cinnost enzymu zastavena
varem, kdy tuby byly ponofeny do vrouci vody po dobu 10 minut. Poté byly
zcentrifugovany pti 4500 otackach po dobu 15 minut (centrifuga Rotina 420 R).
Vznikl¢ supernatanty byly slity a 1 ml supernatantu od kazdého vzorku byl
napipetovan do mikrozkumavek o objemu 2 ml. Supernatanty byly uloZeny do
mrazaku a poslouzily jako vzorky pro stanoveni antioxida¢ni aktivity. K peletim
bylo pfidano 10 ml dH,O poté byly promichany a opét zcentrifugovany pii 4500
otackach po dobu 15 minut. Vzniklé supernatanty byly odstranény. Pelety byly
zamrazeny v mrazicim boxu na — 80 °C a poté zlyofilizovany do uplného vysusSeni.
Po lyofilizaci bylo provedeno vazeni s vyuzitim hodnot navazek byla stanovena
zména hmotnosti (Ubytek) jednotlivych vzorkli. Rozpustnost byla stanovena jako

procenticky podil ubytku hmotnosti k pivodni navazce.

4.4 Stanoveni obsahu dusikatych latek ve vysrazenych proteinech brambor

Od kazdé odriidy brambor a primyslové hlizové vody bylo navaZeno 50 mg
izolatl ziskaného tepelnou koagulaci vzdy ve dvou opakovanich pro odridu Sibu,
Ornella a PFJ. Na automatickém analyzatoru N-latek Flash EA 1112 (ThermoQuest,
USA/Italie) byla provedena analyza celkového dusiku modifikovanou Dumasovou

metodou. Jako standart pro analyzator byla pouzita aspartova kyselina.
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4.5 Stanoveni antioxidacni aktivity

Vzorky (supernatanty) byly ziskany po enzymatickém Stépeni bilkovin. Antioxida¢ni
aktivita byla stanovena ABTS testem dle metodiky publikované v piispévku Sulc et

al., (2007). Nejprve byl ptipraven radikal, ktery obarvil dany vzorek svétle zelenou

barvou.

Ptiprava radikalu:

e Bylo navazeno 54,8 mg ABTS a 1 g MnO,. Navazky byly rozpustény s 20 ml
destilované vody. Vznikly roztok byl michan po dobu 20 minut na
magnetickém michadlu. Poté byl =zfiltrovan a postupnym ptidavkem

fosfatového pufru (5 mM, pH 7,4) byla jeho absorbance snizena na

absorbanci A7z, =0,7.

Ptiprava vzorkii:

e Do kyvety bylo vzdy pfidano po 1 ml vzniklého radikdlu a 100 pl vzorku

(nafedéného) a promichano.

Na spektrofotometrickém pfiistroji byla zméfena a odectena absorbance danych
vzorkll pii vinové délce 734 nm, po 1 minuté od promichani vzorki s radikalem.
Antioxidacni aktivita byla vypoctena zkoncentrace danych vzorkd a nasledné

vyjadiena v miligramech askorbové kyseliny na gram stépu.

Graf ¢. 1: Kalibracni kiivka L — askorbové kyseliny.
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5. Vysledky

5. 1 Enzymatické Stépeni

Z grafti (2-10) vyplyva, ze $tépenim po dobu 24 hodin je mnohem u¢inngjsi
nez $tépeni trvajici 2 hodiny. Avsak z ekonomického a praktického hlediska by bylo
vyhodnéjsi pouzivat Cas Stépeni 2 hodiny. Rozpustnost izolatii se pohybovala
V rozmezi 28,5 % - 74,8 %. Z pouzitych enzymi, bylo nejuicinnéjsi Stépeni enzymem
alkalasa, kdy rozpustny podil izolati ¢inil 74,8 %. U papainu a trypsinu rozpustnost
izolatu dosahovala50,6 % a 44,4 %. Kontroly pro dané enzymy, ukazaly to, ze i pii
pouziti pufru 1ze dosdhnout urcitého podilu rozpustnosti. I kdyZ ibytek hmotnosti byl
niz$i nez u pouzitych variant enzymu. Naptiklad pti kontrole pro alkalasu dosahoval
podil rozpustnosti pouze 24,8 %, coz je 3X mén€ nez u zminovaného enzymu. U
proteinovych izolatt ziskanych z hlizové vody z odridy Sibu byla rozpustnost
izolatl u enzymi stanovena v rozmezi 28,5 % - 65,2 %. Naproti tomu u §tépil z
odridy Ornella bylo dosazeno nejvys$siho % rozpustného podilu a to 74,8 %.
Nejucinngjsi stépeni po dobu 24 hodin bylo také prokazano u proteinového izolati
ziskaného z PFJ. Zjisténé podily rozpustnosti byly ale niz$i nez u §tépti odrudy

Ornella.

Graf ¢ 2: Zména rozpustnosti izolatu z odrady Sibu ptsobenim enzymu

trypsin.
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Pozn.: KT — kontrola k trypsinu, ET — enzym trypsin
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Graf €. 3: Zména rozpustnosti izolatu z odriidy Sibu ptisobenim enzymu papain.
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Pozn.: KP — kontrola k papainu, EP — enzym papain

Graf ¢. 4: Zména rozpustnosti izolatu odridy Sibu ptlisobenim enzymu alkalasa.
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Pozn.: KA — kontrola k alkalasa, EA — enzym alkalasa
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Graf ¢. 5: Zména rozpustnosti izolatu z odriidy Ornella pisobenim enzymu

trypsin.
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Graf ¢. 6: Zména rozpustnosti izolatu z odriidy Ornella pisobenim enzymu

papain.
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Graf ¢ 7: Zména rozpustnosti izolatu z odriidy Ornella ptisobenim enzymu

alkalasa.
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Graf €. 8: Zména rozpustnosti izolatu z PFJ ptlisobenim enzymu trypsin.
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Graf ¢. 9: Zména rozpustnosti izolatu z PFJ plisobenim enzymu papain.
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Graf ¢. 10: Zména rozpustnosti izolatu z PFJ pisobenim enzymu alkalasa.
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5.2 Statistické vyhodnoceni zavislosti rozpustného podilu izolati na jednotlivych

faktorech

Na hladiné vyznamnosti p < 0,05 byla statisticky prokazéana zavislost rozpustného
podilu na téchto faktorech — odriidovy izolat, varianta (efekt enzymu, vliv pufri),
¢as, odriidovy izolat x varianta a varianta x Cas. NejvySsi zavislost rozpustného
podilu byla prokdzana u proménné varianta (efekt enzymu, vliv pufri), kdy

variabilita dosahovala 89,4 % (viz tab. ¢. 4).
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Tabulka ¢. 4: Hodnoceni zavislosti rozpustného podilu izolati na jednotlivych

proménnych.
ANOVA

Suma |[Stupen [Priamér | Hodnota |Hodnota | %
Efekt ¢tvercu |volnosti | étverci | F P Variability
Absolutni ¢len | 80635,9 1| 80635,9| 4662,54 0 -
Odrudovy izolat| 133,66 2| 66,83 3,864| 0,03018 0
Varianta
(enzymy, vliv 89,4
pufri) 22089,9 5| 441797 255,457 0
Cas 196,42 1| 196,42] 11,357 10,0018 1
Odrtdovy izolat
X varianta 3,6
(enzymy, vliv
pufrt) 729,35 10| 72,93 4,217 0,00065
Odruda x Cas 23,37 2| 11,69 0,676| 0,51511 0
Varianta 1,7
(enzymy, vliv
pufri) x as 289,23 5| 56,05 3,241 0,01619
Odrida x
varianta 0
(enzymy, vliv
pufrti) x Cas 153 10| 15,35 0,887| 0,55356
Chyba 622,6 36| 17,29 - - 4,3

5.3 Stanoveni dusikatych latek ve vysraZenych proteinech.

Obsah celkovych dusikatych latek (Nx6,25) v proteinovych izolatech se

pohyboval kolem 82 % (viz. tabulka ¢. 5). Obsah N se u vysrazenych proteint

vyrazné¢ nelisil.

Tabulka €. 5: Obsah dusikatych latek.

Odriida % N % NL (X 6,25)

Sibu 12,79 79,92
Ornella 13,20 82,49
PFJ 13,01 81,31
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5.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Z kalibra¢ni fady askorbové kyseliny byla vypoctena koncentrace vzorkd.
Antioxidacni aktivita byla vypoctena z koncentrace danych vzorkli a nésledné
vyjadien v miligramech kyseliny askorbové na gram $tépi Ze ziskanych vysledkt

byl vzdy u kazdé varianty a opakovani udélan primer.

Graf ¢. 11: Celkova antioxidacni aktivita u §tépi proteinového izolatu vzniklého

Z hlizové vody odriidy Sibu.
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Pozn.: Cervena &isla vyjadiuji relativni nartist antioxidaéni aktivity.
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Graf ¢. 12: Celkova antioxida¢ni aktivita u $tépi proteinového izolatu vzniklého

z hlizové vody odriady Ornella.
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Graf ¢. 13: Celkova antioxidacni aktivita u $tépi proteinového izolatu vzniklého

Z prumyslové hlizové

vody.
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Byla stanovena antioxida¢ni aktivita u Stépu ziskanych po enzymatické
hydrolyze. Z grafi (11-13) vyplyva, ze nejvyssi antioxidacni aktivita byla dosazena
u Stépt ziskanych Stépenim pomoci enzymu alkalasa. Pficemz relativni narGst
vzrostl 2,81 krat vice neZz u $tépu ziskanych ¢asem S$té€peni 2 hodin. Obecné byla
antioxidacni aktivita vyssi u $téph ziskanych ¢asem Stépeni 24 hodin. Antioxida¢ni
aktivita $tépu se v Case Stépeni 24 hodin pohybovala v rozmezi 3,935 — 99 mg
L- askorbové kyseliny na g $tépii. V Case Stépeni 2 hodiny se antioxidacni aktivita
pohybovala v rozmezi 3,313 — 44,65 mg L - askorbové kyseliny na g §tépt. Stépy
kontrol pro dané enzymy dosahovaly také urcitého potencidlu antioxidacni aktivity.
Avsak celkové byla nizsi nez u §té€pu prislusnych enzymid. Nejvyssi aktivita byla
stanovena u $tépl ziskanych zizolatl z primyslové hlizové vody a to 0,112 mg

L- askorbové kyseliny na g $tépa.

5.5 Statisticky vyhodnoceni zavislosti antioxidac¢ni aktivity na jednotlivych

proménnych

Na hladiné vyznamnosti p < 0,05 byla statisticky prokazana zavislost
antioxidacni aktivity $tépl na téchto proménnych — varianta (efekt enzymu, vliv
pufrd), Cas, varianta (efekt enzymd, vliv pufrd) x ¢as. Nejvyssi podil na celkové
variabilit¢ antioxidacni aktivity vzniklé v rdmci experimentu mél faktor varianta

(efekt enzymu, vliv pufri) a to 67,22%.
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Tabulka ¢. 6: Hodnoceni zavislosti antioxidacni aktivity $tépi na jednotlivych

proménnych.
ANOVA

Suma Stupeni | Pramér Hodnota |Hodnota |%
Efekt ¢tverci | volnosti | étverci F p Variability
Absolutni ¢len 9657,23 1| 9657,234| 84,69831|0,000000 -
Odradovy
izolat 494,17 2 247,085| 2,16705|0,129224 0,81
Varianta (efekt
enzymu, vliv 67,22
pufrir) 26941,32 5| 5388,264| 47,25751|0,000000
Cas 767,57 1 767,569 | 6,73193/0,013614 1,00
Odrtdovy
izolat X varianta 0,18
(efekt enzymu,
vliv pufrt) 1167,32 10 116,732 | 1,023800,443541
Odrida x Cas 254,81 2 127,407 | 1,11742|0,338203 0,19
Varianta (efekt 11,70
enzymu, vliv
pufrti) X Cas 2678,34 5 535,668 | 4,69805|0,002101
Odruada x
varianta (efekt 0,0
enzymu, vliv
pufrti) X Cas 1139,16 10 113,916| 0,99910|0,462468
Chyba 4104,69 36 114,019 - - 18,96
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6. Diskuse

Nejucinngjsi Sté€peni bylo prokazano v Case Stépeni 24 hodin, kdy podil
rozpustného izolatu se pohyboval v rozmezi 31,3 % - 74,8 %. Nejvyssi rozpustny
podil izolatu byl zjistén u varianty St€peni enzymem alkalasa, a to 74,8 %. MnoZstvi
rozpustného podilu izolatu u papainu a trypsinu bylo nizsi nez u alkalasy. Mohlo to
byt zplisobeno napiiklad pouzitym mnoZzstvim proteinazy nebo nebyly vytvoreny
optimalni podminky pro dané enzymy. AvSak zekonomického a praktického

hlediska by bylo vyhodnéjsi pouzivat ¢as $tépeni 2 hodiny.

Podle pokusu Wanga a Xionga (2005), enzymova hydrolyza piedstavuje
jeden z moznych prostiedki ke zvySeni rozpustnosti proteinu. Ve srovnani
s inaktivni bramborovou bilkovinou, se u bramborového proteinového hydrolyzatu
zvysila jeho rozpustnost. Hydrolyza nejen, Zze zvySuje rozpustnost bramborové
bilkoviny, ale je pfedpokladem pro dosaZzeni mnoha dalSich funkénich aktivit
V potravinaiské sféte. Bylo prokdzano, Ze nedenaturovany bramborovy protein ma
potencial ptisobit jako emulgator. Tepelné procedury bramborovy protein denaturuji
a snizuji jeho funkénost. Enzymova hydrolyza vede ke zlepSeni funkcnosti diive
denaturovanych bilkovin (Wang a Xiong, 2005). Podle Kudo et al., (2009), se
bilkoviny béhem enzymové hydrolyzy $té€pi na mensi molekuly, a to peptidy a volné

aminokyseliny. Z tohoto diivodu se zlepsuje jejich stravitelnost.

Dle Pihlanto et al., (2008), bramborové izolaty a vedlejsi produkty
z bramborového primyslu jsou zdrojem bioaktivnich slouéenin s inhibitory enzymu
angiotensin - konvertazy (ACE - inhibitory) a zdrojem antioxida¢ni aktivity. ACE —
inhibitory hraji dulezitou roli v regulaci krevniho tlaku. Bioktivita bilkovinnych
hydrolyzati pravdépodobné souvisi s peptidy anebo s volnymi aminokyselinami,

které se uvoliuji béhem traveni.

Bylo prokézano, Ze pii enzymové hydrolyze dochazi ke zvySovani
antioxidacni aktivity. To prokazuji naptiklad pokusy Pihlanto et al., (2008) nebo

pokusy Wanga a Xionga (2005). S rostouci koncentraci roste i antioxida¢ni aktivita

vvvvv

podil izolatd.
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Stanovend antioxidac¢ni aktivita u $tépu ziskanych po enzymatické hydrolyze
byla vrozmezi 2,28 — 99 mg askorbové kyseliny na gram s§tépi. Nejvyssi
antioxidacni aktivita byla u $tépi ziskanych st€épenim pomoci enzymu alkalasa. Pti
pouziti enzymu alkalasa doslo k nejvysSimu nartistu rozpustného podilu, coz souvisi
S nartistem antioxidacni aktivity. Antioxidacni aktivita se u této varianty Stépeni

pohybovala v rozmezi 32,2 — 99 mg kyseliny askorbové na gram $tépu.

Obsah dusikatych latek (N x 6,25) ve vysrazenych proteinech se pohyboval
okolo 82 %. Podle udaju zjisténych v dostupné literatuie se obsah celkovych
dusikatych latek v bramborové bilkoviné pohybuje mezi 71 % - 75 %. Dolni
uvedenou hranici 71 % uvadi Dolezal (2004) a horni uvedenou hranici 75 % uvadi ve
své publikaci napt. Jeroch et al., (2006). Ziskané vysledky byly tedy vyssi, to mohlo

byt zptsobeno dikladnym promyvanim izolatu ziskanych po teplené koagulaci.
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Zaveér

Na zaklad¢ vysledki, které byly ziskané v této bakalaiské préci lze vyvodit tyto

Zavery:

e V ase Stépeni 24 hodin bylo prokdzano nejucinngjsi Stépeni v ramci
experimentu. Z pohledu praktického a ekonomického je vSak vyhodnéjsi
pouzit Cas Stépeni 2 hodiny. Z pouzitych enzymu nejvyssiho podilu
rozpustnosti dosahovala alkalasa a to 74,8 %. U papainu rozpustny podil
¢inil 50,6 %, u enzymu trypsin 44,4 %.

e Statisticky vyhodnocend data prokéazala zavislost rozpustného podilu na
proménnych typu — odridovy izolat, Cas, varianta (efekt enzymu, vliv pufri),
kdy variabilita tohoto faktoru dosahovala 89,4 %.

e Antioxida¢ni aktivita u S$tépt ziskanych po enzymatické hydrolyze se
pohybovala v rozmezi 2,28 — 99 mg kyseliny askorbové na g $tépi. Nejvyssi
antioxidacni aktivita byla stanovena u varianty St€peni enzymem alkalasa.
Dosahovala 99 mg kyseliny askorbové na g $tépu.
izolath.

e Statisticky vyhodnocend data prokdzala zavislost antioxidacni aktivity na
proménnych typu — varianta (efekt enzymu, vliv pufrit), ¢as a varianty (efekt
enzymu, vliv pufrii) x ¢as. Nejvyssi podil na celkové variabilité antioxidacni
aktivity vzniklé v ramci experimentu m¢l faktor varianta (efekt enzymu, vliv
pufrt) a to 67,22%.

e Nejvyssi obsah dusikatych latek ve vysraZenych proteinech byl zjistén u
odridy Ornella. Celkové se obsah dusikatych latek pohyboval v rozmezi
kolem 82 %.
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Seznam zkratek:

SDS — PAGE — SDS polyakrylamidovéa gelova elektroforéza
STA — Solanum tuberosum agglutinin

PFJ — potato fruit juice — praimyslova hlizova voda

ABTS - 2,2"-azinobis(3ethyl-2,3dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)

ACE — inhibitor — inhibitor enzymu angiotensin - konvertazy
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Prilohy
Ptiprava pufru pro §tépeni:

Na — acetatovy pufr (pH 7, 50 mM):

e Z1 M Na- acetatového pufru byl pfipraven 50 mM Na — acetatovy pufr.
e objem 15 ml 1 M Na — acetatového pufru byl napipetovan do sklenéného

valce a dolit destilovanou vodou na objem 300 ml roztoku pufru.

Tris — HCI pufr (pH 7, 50 mM):

e Z 1M Tris — HCI pufru o pH 7 byl ptipraven 50 mM Tris — HCI pufr.
e Objem 15 ml 1 M Tris — HCI pufru byl napipetovan do sklenéného valce a
dolit destilovanou vodou na objem 300 ml roztoku pufru.

Tris — HCI pufr (pH 8, 50 mM):

e Z 1M Tris— HCI pufru o pH 8 byl ptipraven 50 mM Tris — HCI pufr.

Objem 15 ml 1 M Tris- HCI pufru byl napipetovan do sklenéného valce a dolit
destilovanou vodou na objem 300 ml roztoku pufru
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