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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva postupem purifikace bilkovin patatinového komplexu
z hliz vybranych odrid brambor (Solanum tuberosum L.). Jako vychozi material byla
pouzita hlizova stava brambor z odriid Laura, Sibu a Westamyl. Na zaklad¢ literarné
znamych vlastnosti patatinu byla pro purifikaci zvolena kombinace ionto-vyménné
(chromatografické medium DEAE) a afinitni chromatografie s biologickym
ligandem se schopnosti vazby na sacharidickou ¢ast patatinové molekuly
(chromatografické medium obsahujici Concanavalin A). Zvoleny zplsob izolace
patatinovych bilkovin umoznil ziskani patatinové frakce ve vysoké Cistoté u vSech tii
odridovych vzorkd, jak bylo potvrzeno SDS-PAGE analyzou. U vsech odrudovych
vzorki byla potvrzena antioxidacni aktivita v rozmezi 0,007 az 0,086 mg kyseliny

askorbové/g proteinu (odradové rozdily byly statisticky rozdilné).

Klicova slova: hlizy bramboru, bilkoviny, patatin



Abstrakt

The complex of patatin proteins were extracted from potato tubers (Solanum
tuberosum L.) and its purification process is described in this work. The initial
material for patatin protein isolation were potato fruit juices extracted from cultivars
Laura, Sibu and Westamyl. Based on the known patitin’s properties, the ion-
exchange chromatography (DEAE medium) coupled with affinity chromatography
was applied. We used the column containing biological ligant of Concanavalin A,
which was able to bind the carbohydrates in the molecule of patatin proteins.
The used purification process were successful and according to the SDS-PAGE
analysis we obtained patatin proteins of a high purity from each the potato cultivars.
The antioxidant activity was observed for all samples and range from 0,007 to 0,086
mg ascorbic acid concentration / g protein.

Key words: potato tubers, proteins, patatin
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Uvod

Brambory (Solanum tuberosum L.) jsou velmi vyuzivanou potravinou.
Vyuzivaji se pro lidskou vyzivu, kde se konzumuji v tepeln¢ upravené formeé, pro
hospodaiska zvifata jako krmivo i v oblasti primyslové vyroby maji své vyuziti,
napt. pro vyrobu skrobu. Hlavni slozkou hlizy bramboru v cerstvé hmot¢ je voda,
ktera tvofti asi 78 %. Dalsi slozky hlizy jsou suSina 22 %, skrob 15 %, dusikaté latky
2 % a bilkoviny 1 % (Barta, Bartova 2007). I pfes nizky obsah bilkovin v hlize
bramboru, jsou pravé tyto bilkoviny dulezité. Mluvi se o jejich nutricni hodnoté,
antioxidativnich vlastnostech, enzymovych aktivitach, mozné ucasti na obranné
fyziologii  hlizy a  potencidlu  jejich  vyuziti viadé pramyslovych

a biotechnologickych aplikacich.

Bilkoviny hliz bramboru se déli na tfi skupiny. Prvni skupinou jsou inhibitory
proteas. Tyto bilkoviny maji molekulovou hmotnost mezi 8 — 22 kDa. Slouzi jako
zasobni proteiny a jsou vyznamnou soucasti obranné¢ho systému rostlin (Jongsma
1995). Dalsi slozkou bilkovin jsou ostatni bilkoviny, ty maji molekulovou hmotnost
mezi 60 — 69 kDa. Nejznaméj$im zastupcem této skupiny je bramborovy lektin,
u kterého se uvazuje o vyuziti v biotechnologickych aplikacich a genovém

inzenyrstvi (Barta, Bartova 2007).

Posledni slozkou bilkovin jsou bilkoviny patatinového komplexu. Jedna se
o imunologicky identickou skupinu glykoproteinovych bilkovin, jejichz molekulova
hmotnost je 40 — 43 kDa (Barta, Bartova 2007). Samotny patatin se v nativni formeé
povazuje za dimer, s molekulovou hmotnosti 88 kDa. Diky sacharidové sloZce je
oznacovan za glykoprotein sriznym poctem isoforem, ktery ma nabojovou
heterogenitu (Barta, Bartova 2007). M4 potencial vyuziti v fad€ aplikaci mimo jiné

1 v potravinafském primyslu.

Samotny patatin miZeme ziskat pomoci dvoustupiiové purifikace, ktera
vyuziva ionto vyménnou a afinitni chromatografii. Ten pak lze analyzovat
nejriznéj$im zpiisobem. Elektroforetickd metoda SDS-PAGE patatin rozdéli na

jednotlivé isoformy, u kterych se vysledny pocet pruhti lisi podle odridy nebo

10



genotypu (Lee et al.,, 1983). Vyuziti antioxidativnich vlastnosti patatinu pfipada
Vv uvahu napf. v oblastech produkce masnych vyrobkl, kde patatin ma potencial

inhibovat oxidaci lipida (Lyn, Youling 2005).
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l. LITERARNI CAST

1. Brambory (Solanum tuberosum L.)

1.1  Pivod, historie a systematika

Brambor (Solanum tuberosum L.) patii mezi vys$si dvoudélozné rostliny Celedi
lilkovitych (Solanaceae) (Minx, Divis$ et al., 1994). Jako jediny zastupce této Celedi
vytvari hlizy, které vznikaji za vhodnych podminek tloustnutim podzemnich stonkt
neboli stolond. Hlizy bramboru jsou vyznamny nutri¢ni zdroj (Vokal et al., 2013).
Hlizy obsahuji v Cerstvé hmoté piiblizné 78% vody, 22% suSiny, 15% Skrobu,
2 % dusikatych latek a 1% bilkovin (Barta, Bartova 2007). Dalsi slozky, které hlizy

obsahuji, jsou naptiklad cukry, vldknina a popeloviny.

MnozZeni této plodiny v naSich klimatickych podminkéch je vegetativni, pomoci
hliz (Rybacek et al., 1988). Touto cestou vznika stale stejna odrida. Druhym typem
mnozeni je generativni, pomoci semen, pii kterém vznika novy genotyp a posléze
nova odrida. Tento typ mnoZeni je soucast Slechtitelského procesu (Vokal et al.,

2013).

Za misto ptvodu brambor se oznacuje oblast And (Columbie, Ekvador, Peru
a ¢ast Chile), kde hliznaté formy bramboru zacali péstovat a vyuzivat Indiani (Jtzl
et al., 2000; Vokal et al., 2013). Do Evropy se dostal brambor z horské, rovnikové
oblasti v byvalé fisi Inkii a to jako druh Solanum andigenum v poloviné 16. stoleti
(Minx, Divi$ et al., 1994). Podle Rybacka et al., (1988) byly poprvé bramborové
hlizy vyuzity jako potraviny v 16. stoleti ve Francii. Naopak Kutnara (1963) uvadi
prvni zminku ze 17. stoleti a to v Irsku. Péstovani na uzemi Cech je zaznamenano od

poloviny 17. stoleti.

1.2  Vyznam a vyuZiti

Brambory se hlavné vyuzivaji jako lidska potrava, surovina pro primysl i Krmivo
pro hospodarska zvitata. V prumyslu se naptiklad pouzivaji na vyrobu skrobu, lihu,

izolaci bilkovin a vyrobu bilkovinnych koncentratt (Juzl et al., 2000).

12



Brambory rozdélujeme do tti zakladnich kategorii (Prugar et al., 2008):

A) Podle komer¢niho vyuziti produktu

Konzumni brambory rané — jsou brambory sklizené s nevyzralou
slupkou pied dosazenim fyziologické zralosti. Hlizy musi byt vétsi
nez 28 mm a sklizené do konce ¢ervna. Pii obchodovani se nemusi
uvadét varny typ. Limitni obsah dusi¢nani je 500 mg/kg.

Konzumni brambory nové — jsou brambory dovazené od 1. ledna do
15. kvétna. Tyto brambory jsou napi. z oblasti Maroka a Egypta.
Konzumni brambory ostatni — jsou brambory sklizené od 1. ¢ervence.
Velikost hlizy musi byt vétsi nez 35 mm. Pti obchodovani musi byt
uveden varny typ, ndzev odridy a zemé ptvodu.

Priimyslové brambory — vyuzivané ve Skrobarenstvi, lihovarnictvi
a suSarnach. Obsah skrobu u téchto brambor musi byt nejméné 15%,

nejlépe vice jak 18%.

B) Podle délky vegetacni doby (Juzl et al., 2000)

Velmi rané odrady — vegetac¢ni doba 90 — 100 dni.
Rané odrady — vegetacni doba 100 — 110 dni.
Polorané odriudy — vegetacni doba 110 — 130 dni.
Polopozdni odridy — vegetac¢ni doba nad 130 dni

C) Podle varného typu (Prugar et al., 2008)

Varny typ A, AB — pevné az velmi pevné hlizy. Hlizy jsou velmi malo
moucnaté s jemnou strukturou. Nerozvatuji se, proto jsou vhodné pro
ptipravu salatl i jako pfiloha.

Varny typ B, BA, BC — stiedné pevné az kypré hlizy. Hlizy jsou
sttedné moucnaté s polojemnou strukturou. Jsou vhodné pro ptipravu
tést, kasi, hranolek i lupinkd. Také se hodi do polévek a jako ptiloha.
Varny typ C, CB — tyto brambory maji kypré hlizy. Hlizy jsou silné
moucnaté se stfedné hrubou strukturou. Jsou siln€ rozvaiivé a proto se

hodi pro vyrobu kasi a tést.
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Brambory vyuzivané pro vyrobu skrobu obsahuji v priméru 1,28 % patatinu
Vv suSin€ hliz, brambory konzumni v priméru 1,03 % patatinu v susin¢ hliz (Barta,
Bartova 2008). Obsah patatinu se lisi podle odridy a je zavisly na klimatickych
podminkach.

1.3 Péstovani

1.3.1 Priprava pady

Brambory se fadi mezi zlepSujici a odplevelujici plodiny (Vokal et al., 2000).
Proto se pouzivaji pro brambory jako ptredplodina vojtéska, jetel, viceleté traviny, ale
i kukufice, krmna fepa nebo luskoviny (Juzl et al., 2000; Vokal et al., 2013). Jejich
péstovani se Casto v disledku hnojeni chlévskym hnojem tfadi mezi dvé obiloviny

(Jazl et al., 2000).

Pro péstovani brambor se nejlépe hodi pozemky s leh¢i az stfedné tézkou piidou,
nizkou svazitosti a pH v rozmezi 5,5 — 6,5 (Juzl et al., 2000; Vokal et al., 2013).
Zaroven je dilezité pidu na podzim dobfe ptipravit. Nejprve se provede podmitka,
ktera je dalezita pro udrzeni pudni vldhy a zniCeni plevell. Poté se provede orba do
hloubky 25 — 35 cm, pii které se zapravi organické hnojivo (Minx, Divi§ et al.,
1994).

Na jafe se obvykle provadi kypieni do hloubky 15 — 20 cm podle druhu pudy
(Jazl et al., 2000). Pti sazeni by se mélo dbat na stejnomérnou hloubku sazeni, ktera
zvySuje Sance na rovnomérné a rychlé vzchazeni hliz (Minx, Divi$ et al., 1994).

Dulezit4 je také v€asna ochrana proti pleveliim, chorobam a sktidcm.

1.3.2 OSetieni béhem rustu

Dulezit¢ je zajistit kypry stav ornice, zni¢eni plevelli, udrzet dobrou
prosévatelnost ornice a zajisténi bezztratovych vynosu (Minx, Divi§ et al., 1994).
Pred vzejitim se provadi mechanickd kultivace, ktera se sklada ze systému vlaceni
a pooravek Vv urcitych casovych rozpéti (Vokal et al., 2000). Dilezitym krokem je

ochrana proti chorobam a Sktidcim, kdy pfi napadeni dochazi ke ztratdm na vynosu
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(Vokal et al., 2013). Aplikuji se registrované chemické, fyzikalni a biologické
postiiky, ale vyuziva se i agrotechnickych opatteni (Vokal et al., 2013). Piedejitim

proti napadenti je i vyuziti odolnych odrtd.

Pti regulaci zapleveleni je dulezité stfidani plodin v osevnim postupu
a pouziti selektivnich ptipravkil v danych kulturach (Vokal et al., 2013). Herbicidy se
aplikuji jesté pred vzejitim brambor (Vokal et al., 2000). V ptipadech, ze se herbicid
nedd pouzit, se po vzejiti vyuzivd pleCkovani, to zabranfiuje zapleveleni
i provzdusiuje pudu (Vokal et al.,, 2000). Poslednim krokem provadénym pied
pfipravou na sklizeni je nahrnovani, ve kterém se mtZe aplikovat 1 herbicid (Vokal
et al., 2000).

1.3.3 Sklizen

Pted sklizni dochazi k ukonceni vegetace. Ta se ukonc¢i odstranénim naté pred
jejim ptirozenym dozranim a odumienim (Vokal et al., 2013). Odstranéni naté je
mozné mechanicky, provadéné 5 — 10 dni pted sklizni (Minx, Divi§ et al., 1994).
Dalsim typem zniCeni naté je desikace, vyuziti chemickych ptipravka. Tento zplisob
se vyuzivad pro piedc¢asné ukonceni vegetace. Sklizeini musi prob&hnout nejdéle
30. den po desikaci (Minx, Divi§ et al., 1994). Da se vyuzit i spojeni desikace

a mechanického niceni.

Samotna sklizen se provadi né¢kolika zptsoby. Pti pfimé sklizni se vyuziva
jednotadkovy sklize¢, dvouradkovy sklize¢ nebo vyordvaci naklada¢ (Juzl et al.,
2000). Pfi ruénim sbéru se vyuziva vyoravac¢ s rozmetacim kolem nebo dvoutaddkovy
vyoravac. Poslednim zptisobem je délena sklizei. Ta spo¢iva ve vyorani hliz, které

se nechaji uschnout a pak se ruéné sbiraji (Jizl et al., 2000).

1.3.4 Poskliziiova uprava, skladovani

Poskliziiova Uprava zahrnuje oddéleni nezadoucich pfimési (kameny, naté,
Spatné hlizy,...) a rozt¥idéni hliz podle velikosti (Vokal et al., 2013). Jednotlivé hlizy
jsou pak uschovany do skladi podle velikosti a druhu, odkud putuji k odbérateli. Pti

skladovani je dilezité dbat na co nejmenSi mechanické poskozeni (Vokal et al.,
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2013). Hlizy jsou ve skladech baleny podle pozadavkt spotiebitele, nejcastéji od 2,5
do 25 kg (Vokal et al., 2013). Cilem skladovani je uchovat hlizy v pozadované

kvalité s co nejmensimi ztratami (Vokal et al., 2013).

1.3.5 Vlivy pusobici na obsah bilkovin v hlize

Jednim z vlivi plsobici na obsah bilkovin v hlize bramboru je odrida (Barta,
Bartova 2007). Obsah bilkovin u jednotlivych odrud se da zvysit pomoci $lechténi.
Dalsim zvlivh je hnojeni dusikem. Nejvice pouzivané je organické hnojeni
chlévskym hnojem, ale pouzivaji se i zelena, stdjova a pramyslova hnojiva (Vokal
et al., 2000). Dulezitou funkci zastava i spravna funkce fotosyntézy, délka vegetacni

doby, velikost a vyzralost hliz.

2. Bilkoviny hliz bramboru

2.1 Latkové slozeni hliz

Jedna se o nutriéné nejhodnotngjsi bilkoviny rostlinného ptvodu (Barta, Curn
2004). Nejvetsi zastoupeni v hlizach ma voda a to v 70 — 82 % hmotnosti hlizy
(Vokal et al., 2013). Dalsi vyznamnou slozkou hliz je polysacharid Skrob, ktery se
Vv hlizach vyskytuje v rozmezi 12 — 24 % cCerstvé hmoty (Prugar et al., 2008; Vokal
et al., 2013). Skrob ale neni jedinym sacharidem, ktery se v hlizach vyskytuje. Své
zastoupeni tu maji i glukdza, fruktdza a sachardza, jejichz mnozstvi je 0,5 % (Minx,
Divis et al., 1994). Mezi dalsi slozky patii popeloviny, bilkoviny, ale i tieba tuk (Jizl
et al., 2000). Jejich procentualni vyjadieni jak v susing, tak v Cerstvé hmoté najdete

V tabulce ¢&islo 1.
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Tab. 1 - Latkové slozeni hliz bramboru (Vokal et al., 2013)

SloZeni (latka) Vyjadieni v
Vyjadreni v
Cerstvé
susiné (%)

hmoté (%)
Voda 68 — 83 -
Susina 17—-32 100
Skrob 11-26 60 — 80
Celkovy cukr 0,5 2,1
Vlaknina 1-2 4-10
Dusikat¢ latky 1-3 6-—15
Bilkoviny 0,5-2 3-8
Volné aminokyseliny 0,1—-1 05-4
Lipidy 0,1 0,4
Popeloviny 1,1 4,6

2.2 Dusikaté latky

Obsah dusikatych latek v hlizach je asi 2 %, ktery zahrnuje bilkoviny,
aminokyseliny, amidy a anorganické slouceniny (Vokal et al., 2000). Procentualni
vyjadieni jednotlivych dusikatych slozek v hlize, je asi takové: 50 % bilkoviny,
15 % volné aminokyseliny, 23 % amidy a 12 % ostatni dusikaté latky (Barta, Bartova
2007).

Ze zékladnich 20 aminokyselin jsou nejvice v hlizdch zastoupeny amidy kyselin
asparagové a glutamové (Barta, Bartova 2007). Ty piedstavuji zasobni zdroj dusiku.
Tomu napomaha i arginin. Vyznamnou slozkou jsou také dusi¢nany, zdravi Skodlivé
latky, jejichz obsah neni vysoky. Pohybuje se kolem 4 %. Mnozstvi dusi¢nani je
ovlivnéno genotypem, prostiedim, odrudou i hnojenim (Rybacek et al., 1988).
Mnozstvi je dano i normou. Tato norma pro konzumni brambory rané je 500 mg/kg
hliz a 300 mg/kg hliz u brambor konzumnich pozdnich (Prugar et al., 2008). Snizeni

jejich obsahu az o 50 % se d4a pomoci kuchynskych uprav (loupani, vateni).
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2.3 Hlizové bilkoviny

Bilkovina hliz brambor neni homogenni slozkou (Barta, Bartova 2007). Dé¢li se
podle rozpustnosti na albuminovou, globulinovou, glutelinovou a prolaminovou
frakci (Rybacek et al., 1988). Globulinova frakce je také oznaCovana jako tuberin,
albuminova frakce jako tuberinin (Barta, Bartova 2007). Jejich zastoupeni se mezi
autory li$i. Napf. Seibles (1979) uvadi podil albuminové frakce 75 % a 25 %
globulinové frakce. Linder et al., (1960) uvadi podil albuminové frakce 50 %,
globulinové 26 % a 22 % zbytek bilkovin.

Dalsi déleni t&chto bilkovin je podle charakteristik vychdzejicich z analyz
elektroforetickymi metodami. Nejpouzivanéjsi a nejvyznamnéjsi je technika SDS-
PAGE (Barta, Bartova 2007). Jde o elektroforézu na polyakrylamidovém gelu, ktera

déli bilkoviny podle jejich molekulové hmotnosti.

Charakterizaci hlizovych bilkovin pomoci SDS-PAGE lze rozlisit nasledujici
skupiny: patatin (20 — 40%), inhibitory proteas (20 — 30%) a ostatni bilkoviny
(20 — 30%). Mezi né patii napf. syntasa Skrobu nebo hlizovy lektin (Prugar et al.,
2008).

2.4 Inhibitory proteas

Rostlinné inhibitory proteas jsou vyznamnou soucasti obranné¢ho systému rostlin,
slouzici jako obrana vaci napadeni rostliny patogeny ¢i hmyzem (Jongsma 1995).

Tyto inhibitory zaroven slouzi jako zasobni bilkoviny rostlin.

Jednou z klasifikaci inhibitor proteas je klasifikace podle mista proteas, které
inhibuji (Barta, Bartova 2007).
a) Serinové — serin ¢i histidin v aktivnim misté proteasy
b) Cysteinové — cystein v aktivnim misté
C) Aspartatové — aspartatova skupina v aktivnim misté

d) Metalloproteasové — s kovovym iontem v aktivnim misté
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Dalsim délenim inhibitort proteas je déleni podle molekulové hmotnosti,
stavby molekuly, hodnoty isoelektrického bodu a poctu sulfidickych mustka

v molekule.

1. Bramborovy inhibitor I: sklddd se zpéti podjednotek o velikosti
7,7—79kDa. Existuje 8 forem. Isoelektricky bod je vrozmezi pH
51-7,8. Ve stavé brambor predstavuje 4,5 % z celkovych bilkovin,
2 % trypsinové a 19 % chymotrypsinové aktivity inhibitorti proteas

(Barta, Bartova 2007).

2. Bramborovy inhibitor II: sklada se z 2 podjednotek, jedna se tedy o dimer
0 velikosti 10,2 kDa. Zahrnuje 7 isoforem. Isoelektricky bod je v rozmezi
pH 5,5 -6,9. Ve §tavé brambor predstavuje 22 % z celkovych bilkovin,
82 % trypsinové a 50 % chymotrypsinové aktivity inhibitord proteas
(Barta, Bartova 2007).

3. Bramborovy cysteinovy inhibitor: je tvofen 9 rlznymi inhibitory.
Rozmezi velikosti jednotlivych inhibitord je 20,1 - 22,8 kDa.
Isoelektricky bod je vrozmezi pH 5,8 — 9. Predstavuje ptiblizné

12 % celkovych bilkovin (Barta, Bartova 2007).

4. Bramborovy aspartatovy inhibitor proteas: je tvofen 6 riznymi inhibitory.
Rozmezi velikosti jednotlivych inhibitort je 19,9 - 22 kDa. Isoelektricky
bod je vrozmezi pH 6,2 — 8,7. Predstavuje piiblizné¢ 6 % celkovych
bilkovin, 9 % chymotrypsinové a 2 % trypsinové inhibi¢ni aktivity (Barta,
Bartova 2007).

5. Bramborové inhibitory proteas Kunitzova typu: jsou tvofeny
2 bilkovinami o velikosti 20,2 kDa. Isoelektricky bod je v rozmezi
pH 8 - 9. Predstavuje pfiblizné 4 % celkovych bilkovin, 2 %
chymotrypsinové a 3 % trypsinové aktivity bramborové §tavy (Barta,

Bartova 2007).
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6. Ostatni serinové inhibitory proteas: jsou tvofeny 2 zastupci. Rozmezi
velikosti jednotlivych inhibitord je 21 a 21,8 kDa (Suh et al., 1990;
Valueva et al., 1997). Isoelektricky bod je vrozmezi pH 7,5 — 8,8.
Predstavuje priblizné 1,5 % celkovych bilkovin, 2 % chymotrypsinové

a 3 % trypsinové aktivity bramborové stavy (Barta, Bartova 2007).

7. Bramborovy karboxypeptidasovy inhibitor proteas: je tvofen jednou
bilkovinou. Jeho velikost je 4,3 kDa. Piedstavuje ptiblizné 1 % celkovych
bilkovin. Je tepelné¢ odolny a aktivni vii¢i karboxypeptidase A (Barta,
Bartova 2007).

2.5  Ostatni bilkoviny

Do této skupiny patti zbylé bilkoviny, které diky svym vlastnostem nelze tadit
mezi patatin ¢i inhibitory proteas (Pots et al., 1999). Maji také vyssi molekulovou
hmotnost. Do této skupiny patii hlizovy lektin, polyfenoloxidasy o velikosti
60 a 69 kDa, protein kinasa, enzymy s ucasti na syntéze $krobu a fosforylasové

izoenzymy (Barta, Bartova 2007).

Bramborovy lektin (Solanum tuberosum agglitinin — STA) je nejvyznamnéj$im
zéastupcem ostatnich bilkovin. Uvazovalo se o vyuziti lektinu v genovém inzenyrstvi
a biotechnologickych aplikacich (Barta, Bartova 2007). Jedna se o chimerickou
bilkovinu, ktera se vaze na chitin (Kieliszewski et al., 1994). Sklada se z lektinové
domény a glykoproteinové domény, které jsou navzajem spojeny doménou se 60
aminokyselinovymi zbytky (Damme et al., 2004; Kieliszewski et al., 1994).

V nativnim stavu je hmotnost bramborového lektinu 100 kDa.

3. Patatin — bilkoviny patatinového komplexu

3.1 Obecna charakteristika

Jedna se o imunologicky identickou skupinu glykoproteinovych bilkovin

(Barta, Bartova 2008). Molekulovda hmotnost je 40 — 43 kDa a hodnota
isoelektrického bodu v rozmezi pH 4,6 — 5,2 (Pots et al., 1999). Rozdilnou molarni
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hmotnost zpusobuje glykosylace v kombinaci s mutacemi v primarni sekvenci
fetézce (Barta, Bartovd 2008). Poprvé byly izolovany pomoci iontovyménné

a afinitni chromatografie v roce 1980 (Racusen, Foote 1980).

Nachazi se v centralnich vakuolach parenchymatickych bunék (Sonnewald
et al., 1989). Zaujimaji 20 — 40 % rozpustnych bilkovin bramborovych hliz. Jejich
hlavni funkci je pravdépodobné zasobni funkce (Rosahl et al., 1986). V jednom
haploidnim genomu brambor se nachazi 10-18 kopii patatinového genu (Twell,
Ooms 1988). Obsah patatinu zavisi na agro-ekologickych podminkach, vyvoji hlizy,
dobé skladovani a na kultivaru odridy (Hannapel 1991).

Z hlediska genové exprese se déli na dvé tfidy. Dohromady zahrnuji 50 — 70
gent, znichz 98 % je homogennich (Twell, Ooms 1988). Jsou lokalizovany

V jediném lokusu na chromosomu 8 (Ganal et al., 1991; Stupar et al., 2006).

a) Tiida I — vyskytuje se i exprimuje Vv hlize. Obsahuje domény A-box
a  B-box, které vazou bilkoviny jadra, u kterych se predpoklada funkce
transkrip¢nich faktora (Barta, Bartova 2007; Grierson et al., 1994).

b) Tiida II — se vyskytuje hlavné¢ v kofenech. V hlizach se tato ttida
vyskytuje 50 — 100 krat méné nez tfida I. Exprimuje se v celé rostliné
Vv nizkych hladinach (Barta, Bartova 2007).

3.2 Struktura

Patatin je v nativni formé povaZovan za dimer s piibliznou molekulovou
hmotnosti 88 kDa (Racusen, Weller 1984). Sklada se z 366 aminokyselin, jejichz
pozitivni a negativni konce jsou nahodné rozmisténé po celé sekvenci (Barta, Curn
2004). Retézec obsahuje 17 zbytkd tyrosinu, 2 zbytky tryptofanu a 2 zbytky
asparaginu (Barta, Bartova 2007). Asparaginové zbytky umoznuji glykosylaci.

Patatin obsahuje sacharidovou c¢ast, kterd zaujima asi 4 % z celkové

hmotnosti molekuly (Sonnewald et al., 1989; Pots et al., 1999). Nativni patatin ma
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cylindricky tvar (Pots et al., 1999). Sekundarni struktura patatinu muaze byt
a-helikalni i B-fetézec. Jeho terciarni struktura z hlediska nativnich vlastnosti je
nevratné¢ znicena pii teploté¢ 55 — 75°C a hodnoté pH méné nez 5 (Barta, Bartova

2007; Koningsveld et al., 2001).

3.3  Isoformy patatinového komplexu

Patatin je fazen mezi jeden bilkovinny druh, pfestoze u né¢j byla objevena
nabojova heterogenita (Barta, Bartova 2007). Jednotlivé isoformy jsou imunologicky
stejné a vizualné se projevuji jako prouzek pii elektroforetické analyze, kterou je
naptiklad metoda SDS-PAGE (Barta, Curn 2004). Poget pruhii je rozdilny, zaleZi na
odradé, ale i tfeba genotypu (Lee et al., 1983). Existuje az 15 imunologicky
identickych glykoproteinovych isoforem, které maji podobnou hodnotou
isoelektrického bodu a pfibliznou molekulovou hmotnosti monomeru 40 kDa
(Sonnewald et al., 1989). Za existenci identickych isoforem mizou bodové mutace

Vv primarni struktuie bilkoviny a glykosylace.

3.4  Enzymova aktivita

1. Aktivita nespecifické lipid acyl hydrolasy

U patatinu byla objevena esterasova aktivita pro tvorbu vosku i pro deacylace
lipida (Dennis, Gilliard 1974). Jedna se o vysokou aktivitu vac¢i substratiim, jako jsou
fosfolipidy, monoacylglyceroly a p-nitrofenylové estery karboxylovych kyselin
(Barta, Bartova 2007). Stiedni aktivita byla zjiSténa vaci galaktolipidim a zcela
negativni proti diacyl a triacyl glycerolim (Andrews et al., 1988). Aktivita se lisi
podle odridy. Otazkou je, zda aktivita zplisobuje odolnost vii¢i patogeniim, protoze
tvoii ve vodé nerozpustné vosky, které zabranuji pronikani patogent do rostliny
(Barta, Bartova 2007; Pots et al., 1999). Tato obranna schopnost zatim nebyla

prokéazana.
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2. Aktivita cytosolové fosfolipazy Al a A2

Enzym s fosfolipasovou aktivitou ma hmotnost 40 kDa a jeho isoelektricky
bod je 4,75 (Barta, Bartova 2007). Tento enzym je povazovan za patatin (Senda
et al., 1996). Aktivita fosfolipazy A2 je vys$i. Jde o lipolyticky enzym, ktery
katalyzuje  hydrolyzu esterové vazby mastnych kyselin v pozici sn-2
u diacylfosfolipidt (Barta, Bartova 2007). Nejvyssi aktivita je v pH 7,5 — 9, pod pH
6 je aktivita minimalni. Aktivita patatinu zaleZi na jeho umisténi v rostliné. Neaktivni

je ve vakuolach, v cytosolu je aktivni.

3. Aktivita 3 - 1,2 — xylosidasy

Ziskava se pomoci chromatografickych technik. Bilkovina s touto aktivitou
patii k bilkovindAm patatinového komplexu. Molekulova hmotnost bilkoviny je
39 — 40 kDa. Jeji isoelektricky bod v 5,1 a pH pro optimalni aktivitu pti 50°C je
4 — 45 (Barta, Bartova 2007). Izolovana B — 1,2 — xyloxidasa ma schopnost
uvolnovat zN — glykani xylosidasové molekuly vazané p — 1,2 vazbou na
B — manosu. Dale byla zjisténa vysoka homologie N — koncové sekvence proti
isoformam patatinovych bilkovin.  — 1,2 — xyloxidasa izolovana z hliz brambor ma
optimalni Cistotu a rozsah aktivit pro komer¢ni pouziti. Piesna fyziologicka funkce
této bilkoviny neni znama, predpokladd se mozna icast na obranném systému hlizy

(Peyer et al., 2004).

4. Aktivita kyselé  — 1,3 — glukanasy

Izolace kyselé B — 1,3 — glukanasy zhliz brambor prob&éhla pomoci
iontovyménné a afinitni chromatografie. Tento enzym je fazen mezi bilkoviny
patatinového komplexu (Tondn et al., 2001). Hmotnost je 40 kDa a isoelektricky
bod se nachazi vrozmezi 4 — 4,5. Byla prokdzdna homogenita N — termindlni
sekvence aminokyseliny s bilkoviny patatinového komplexu (Barta, Bartova 2007).
Vyskyt B — 1,3 — glukanasy je u vysSich rostlin obvykle spojena s obranou viici
napadeni a S§ifeni patogent (Selitrennikoff 2001; Tonén et al, 2001).

B — 1,3 — glukanasa izolovdna z hliz brambor je schopna se vazat na stény hub
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a nasledn¢ je degradovat, a to vcetné¢ vyznamného houbového patogena brambor

Phytophtora infestans (Tonon et al., 2001).

3.5  Vyuziti vlastnosti patatinovych bilkovin v primyslovych aplikacich

Patatin ma schopnost vytvaret pénu a emulzi. Tyto vlastnosti patatinu maji
své potencionalni vyuziti v kosmetickém a potravinarském prumyslu (Barta, Bartova
2007). Péna je obecné definovana jako dvoufazovy systém, ve kterém je odlisna
plynna faze obklopena spojitou fazi (Philips et al., 1990). Existuji studie, které davaji
pfedpoklad vyuZiti patatinu pro tvorbu emulzi a syntézu specialnich monoglyceroli

(Macrae et al., 1998).

V potravinarstvi slouzi hlavné¢ pro zvyraznéni chuti a vylepSeni vyzivové
hodnoty, pfedev§im u instantnich polévek, omacek i susenych vyrobkt z brambor
(Barta, Curn 2004). Bylo by také mozné vyuzit antioxidaéni aktivitu patatinovych
bilkovin, napiiklad ve vyrobcich z vafeného hovéziho masa, kde patatin také inhibuje

oxidaci lipida (Lyn, Youling 2005).

3.6  lzolace hlizovych bilkovin

Jednim z moznych zdroji hlizovych bilkovin pro potieby jejich primyslové
izolace a nasledného vyuziti je tzv. hlizova voda. Jejich obsah v susiné hlizové vody
je priblizné¢ 27 % (Barta, Bartova 2007). Bilkoviny lze izolovat pomoci tepelné
koagulace injekci pary a po predchozim okyseleni. Tato metoda pfedstavuje relativné
vysoké naroky na energii, ale je to metoda izolace hlizovych bilkovin bézné
pouzivana v Némecku a v Nizozemi (Zwijnenberg et al., 2002). Vysledny a upraveny
produkt této metody se pouzivéa jako bilkovinné krmivo pro domdaci a hospodaiska

zvitata (Barta, Bartova 2007; Zwijnenberg et al., 2002).

Samotny patatin mizeme ziskat pomoci dvoustupnové purifikace. To lze
naptiklad z hlizové S§tavy nebo roztoku ziskaného extrakci hlizovych pletiv
v lyofilizovaném stavu. Prvnim krokem je iontovyménna chromatografie na anexu

(anex je celulosové médium s ligandem DEAE) (Barta et al., 2013). Dalsim krokem

24



této izolace je afinitni chromatografie pro purifikaci glykoproteinti. Ta se provadi na
agarosovém médiu s biologickym ligandem - lektinem Konkanavalinem A.
Zachyceni patatinu na Konkanavalinu A je vyhodné z diivodu biokompatibility dvou
molekul — ligandu a sacharidu/glykoproteinu (Barta et al., 2013). Poslednim krokem
této izolace je odsolovani patatinu napiiklad pomoci gelové filtrace (Barta et al.,

2013).

4. Antioxidanty hliz brambor

Brambory jsou jednim z nejvyznamnéjsich zdroji antioxidantd. Antioxidanty
zachycuji volné radikaly a ukoncuji fetézovou reakci, pti niz mize dojit k poSkozeni
&asti bunék, jako je napiiklad bunééna membrana nebo DNA (Cepl 2008). Pokud by
k poSkozeni doslo, bufiky by S$patné fungovaly nebo by umiely, mizou volné
radikély zptisobovat riizna onemocnéni. Mezi nejcastéji uvadéné onemocnéni patii
rakovina, nemoci cév a srdce, predéasné starnuti i poruchy imunitniho systému (Cepl
2008). Antioxidanty obsazené v hlizach brambor jsou: polyfenoly (anthokyany,
L-tyroxin, kyselina chlorogenovd a kavova), karotenoidy (lutein, zeaxanthin
a B karoten), tokoferoly (vitamin E), kyselina L-askorbova (vitamin C) a selen (Cepl
2008). V mensi mite vykazuji antioxida¢ni aktivitu i proteiny. Nejvice antioxidantt

obsahuji dervené a modie zbarvené odriidy brambor (Sulz et al., 2007).

Tab. 9: Obsah antioxidantti v hlize brambor (Vokal et al., 2013)

Antioxidant Obsah mg/kg v hlize
Polyfenoly 1226 — 4405
L-askorbova kyselina 170 -990
Karotenoidy 4,5
a-tokoferol 05-28

Selen 0,01

25



5. Chromatografie

51 Historie

Prvnim objevitelem kapalinové kolonové chromatografie byl rusky botanik
Cvét (Drbal, Kiizek 1999). Ten na pocatku 20. stoleti rozd¢lil chloroplastové

pigmenty z rostlinnych extraktl na sloupci uhli¢itanu vapenatého (Kas et al., 2005).

Tato metoda je jednou z nejvyznamnéjsich v oblasti analytickych separa¢nich
metod (Drbal, Kiizek 1999). V poslednich letech dosahly chromatografické metody
velkého rozsifeni, lze pomoci nich zjistit jak kvalitativni tak kvantitativni slozeni
smési (Kas et al., 2005). Pro pfesnou a hlavné uplnou identifikaci zkoumané slozky

je vhodné spojit tuto metodu jesté s dalSimi, napt. se spektrometrii (Kas et al., 2005)

5.2 Princip, déleni a zakladni pojmy

Principem déleni latek pomoci chromatografickych technik je opakovany

transport slozek do stacionarni faze a zpét do mobilni (Kas et al., 2005).

Chromatografie se sklada ze dvou fazi, mobilni (pohybliva faze) a stacionarni
(nepohybliva faze) (Drbal, Ktizek 1999). Mobilni faze je kapalina nebo plyn.
Stacionarni faze je rozdilna podle druhu chromatografie (napi. castecky tuhé faze),
diky odli$nosti substratu se tato faze nazyva sorbent (Kas et al., 2005). Sorbentem je
mysSlena naplnénd kolona, ptes kterou prochéazi uréitou rychlosti mobilni faze (Drbal,

Kftizek 1999).

Jednim z hlavnich déleni chromatografickych metod je podle skupenstvi fazi,
a to na plynovou a kapalinovou chromatografii (Drbal, Ki#izek 1999). Plynova
chromatografie pracuje nejCastéji v systému plyn-kapalina, ale i Vv systému
plyn-pevna latka. Kapalinova chromatografie pracuje v systému kapalina-kapalina

nebo pevna latka-kapalina (Kas et al., 2005).

26



Dalsi déleni zavisi na separa¢nim mechanismu, tzn. na charakteru interakce

délené latky se stacionarni fazi (Kas et al., 2005). Jedna se napf. o iontové vymeénné,

adsorp¢ni, gelové nebo rozdélovaci chromatografie (Drbal, Kiizek 1999).

Kapalinova chromatografie se jesté déli podle elu¢ni sily mobilni faze a podle

zpuasobu zavadéni vzorku na kolonu (Drbal, Ktizek 1999). Nejvice se pouziva

tzv. eluéni vyvijeni, kdy dochazi k postupnimu déleni smési na kolon¢ (Drbal, Ktizek

1999; Stulik et al., 2005).

Tab. 2: Nejdilezitéjsi chromatografické metody (Kas et al., 2005)

Separa¢éni UzZivana
Mobilni faze | mechanismus Metoda zkratka
plynova
chromatografie na
molekulovych
sitovy efekt sitech GSC
Plyn
plynova adsorp¢cni
Adsorpce chromatografie
plynova rozdélovaci
Rozdélovani chromatografie GLC
gelova permeacni
sitovy efekt chromatografie GPC
kapalinova
adsorp¢ni
Adsorpce chromatografie LSC
) kapalinova
Kapalina rozdélovaci
Rozdélovani chromatografie LLC
iontova vyménna
Chemisorpce chromatografie IEC

specificka
interakce
biomolekul

afinitni
chromatografie
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5.3  Afinitni (biospecificka) chromatografie

Afinitni chromatografie patii mezi nepostradatelné metody v biomedicing
a Vv biotechnologiich (Stulik et al., 2005). Jde o separa¢ni techniku patiici mezi
adsorp¢ni chromatografii, kterd dokaze specificky rozpoznat jiné molekuly (Kas
et al., 2005). Je zaloZena na specifickych a reversibilnich interakcich mezi dvéma
biologicky aktivnimi latkami — analytem a ligandem (Kas et al., 2005). Ptikladem
muze byt interakce mezi enzymem a inhibitorem, protilditkou a antigenem nebo

obecné enzym se substratem ¢i enzym s kofaktorem (Stulik et al., 2005).

Pro stacionarni fazi afinitni chromatografie se vyuzivaji kolony s nosi¢em,
ktery obsahuje kovalentn& vazany ligand (Stulik et al., 2005). Na kolonu se aplikuje
vzorek, separovana latka se na koloné zadrzi, protoze vytvori vazbu molekula-ligand
(Kas et al., 2005). Latky, které nemaji afinitu k ligandu, projdou ptes kolonu, aniz by
se zadrzely. Poté se uvolni navazana molekula specifickou ¢i nespecifickou eluci.
Specificky se uvolni naptiklad volnym ligandem, nespecificky zménou pH c¢i

zménou teploty (Kas et al., 2005; Stulik et al., 2005).

Na nosi¢ ve stacionarni fazi jsou vysoké pozadavky. Dany nosi¢ musi byt
hydrofilni, mechanicky i chemicky odolny (Kas et al., 2005). Také musi byt
nerozpustny v pouzivaném rozpoustédle, mit specificky povrch a dostatecnou
permeabilitu (Stulik et al., 2005). Nejéastéji se jako nosi¢ vyuziva bilkovina, agarosa,

organické polymery a dalii (Stulik et al., 2005).

5.4  Iontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie patii mezi separacni metody, jeji podstatou
jsou elektrostatické interakce (Stulik et al., 2005). Stacionarni faze obsahuje ménide
iontd (ionexy). M¢nice kationtd, obsahujici zaporné nabité ionty se nazyvaji katexy.
Ménice aniontl, obsahujici kladné nabité ionty se nazyvaji anexy (Kas et al., 2005).
Tyto ménice se dale déli na slabé a silné ménice, podle stupné disociace v zavislosti
na pH. Slabé anexy ztraceni ndboj pii pH nad 9, slabé katexy pii pH pod 6 (Kas
et al., 2005).
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Tab. 3: Zakladni déleni ionext (Stulik et al., 2005)

Funkéni skupina lonex
karboxylova (-COOH) slaby ménic kationtt
sulfoskupina (-SO3H) silny ménic¢ kationtl
aminoskupina (-NH>) slaby ménic aniontt

tetraalkylamoniova (-N*(R)3) silny méni¢ anionth

Jako matrice stacionarni faze se pouzivaji syntetické pryskyftice, celulosa
nebo gely na bazi polyakrylamidu, dextranti nebo agarosy (Kas et al., 2005). Mobilni
fazi tvofi vodné tlumivé roztoky, ty obsahuji ionty (tzv. protiionty), které jsou
v dynamické rovnovaze sionty méni¢e (Stulik et al., 2005). Pokud maji tyto
protiionty vyssi koncentraci, dochazi k rychlejsi eluci analytt z kolony (Stulik et al.,

2005)

Samotna separace probiha ve dvou krocich. Nejprve dojde k navazani (sorpci)
separované latky na ionex, poté k desorpsi navazané latky z kolony (Kas et al.,
2005). To lze provést bud’ v kolonach, nebo vsadkové. Dilezité pro provedeni na
kolonach je vySka a primér kolony. Separovand latka musi byt zachycena v horni
Casti kolony a pramér se odviji od pozadované kapacity ionexové naplné (Kas et al.,
2005). Vzorek se rozpusti v ekvilibraénim pufru a nanese na kolonu, kde se zachyti.
Pro vymyti vzorku z kolony se pouziva elucni pufr se zménénym slozenim, napf.

upravou pH (Kas et al., 2005).

Hlavnim vyuzitim této metody je separace latek, které nesou néboj, napf.

proteiny, peptidy, nukleové kyseliny i polysacharidy (Stulik et al., 2005).

6. Elektroforéza

Elektroforéza je klasicka metoda pouZivana k rozdéleni makromolekul (Curn
et al., 2008). Tato metoda vyuziva pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli k jedné
z elektrod (Curn et al., 2008; Stulik et al., 2005). Sklada se ze dvou elektrod
umisténych do rezervoari elektrolytu, kterym vétSinou byva tlumivy roztok (Drbal,

Ktizek 1999). Rezervoary jsou spojeny médiem obsahujici elektrolyty a cely systém
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je uzavien ve schrance, aby nedochazelo k odparu -elektrolytického roztoku
Z porézniho média (Drbal, Ktizek 1999).

Vzorek se pohybuje na pevném podkladu, mezi které patii celulosa, filtra¢ni
papir a rizné typy gelt, napt. polyakrylamidovy ¢i agarosovy (Kas et al., 2005).
Pohyb makromolekuly zavisi na relativni molekulové hmotnosti, na celkovém naboji
a tvaru (Curn et al., 2008). Napiiklad DNA je kyselina, proto se v elektrickém poli
pohybuje od zaporné elektrody ke kladné elektrodé (Curn et al., 2008).

Pii elektroforéze na celulosovych nosi¢ich se nanese kapka vzorku na
filtracni papir, pfipadné na acetat celulosy navlhéeného v roztoku pufru (Kas et al.,
2005). Konce filtraéniho papiru se ponoii do oddélenych elektrodovych prostoru,
které obsahuji vhodny pufr a pusti se stejnosmérny proud. Elektroforéza trva n¢kolik

hodin, poté se vysledny elektroforeogram vysusi a vyhodnoti (K4S et al., 2005).

Nejpouzivangj$i elektroforéza je gelova. Pouzivaji se porézni gely, coz
umoziuje separaci makromolekul na principu sitového efektu a na zakladé
elektroforetické pohyblivosti délenych latek (Kas et al., 2005). Gel vypliuje
vymezeny prostor (napi. misto mezi dvéma skly), ¢imz dochazi ke zpozdéni velkych
molekul oproti malym molekuldam. Nejcastéji vyuzivanym gelem je gel
polyakrylamidovy. Tento druh gelu je prihledny, inertni, mechanicky pevny,

schopny piipravy nosi¢e riznych vlastnosti (Kas et al., 2005).
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Elektroforetickd analyza patatinovych frakci pomoci SDS-PAGE

Stanoveni antioxida¢ni hodnoty izolovanych patatinovych frakci
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1. MATERIAL A METODIKA

7. Charakteristika vybranych odrad

7.1 Laura — 0750101917

Polorana konzumni odrida. Hlizy jsou dlouze ovalné s ¢ervenou slupkou a tmave

zlutou duzinou. Odrida je odolna vici had’atku bramborovému, virovym chorobam

i obecné strupovitosti. Odrida byla registrovana v roce 2001.

(Katalog odrid brambor 2002; www.katalogbrambor.cz; www.genbank.vurv.cz)

7.2 Sibu-0750101760

Polopozdni az pozdni primyslova odrida, vhodna pro vyrobu Skrobu. Vyznacuje
se vysokou vynosnosti a Skrobnatosti hliz. Hlizy jsou kratce ovalné, vétsi s bilou
duZinou a Zlutou slupkou. Oproti nati rostou hlizy pomalu a jejich pocet neni veliky.
Odrida je odolnd proti had’atku bramborovému, virovym chorobam, plisni
bramborové, obecné strupovitosti. Ale je ndchylna na rakovinu bramboru, konkrétné

rase 1. Odriida byla registrovana v roce 1999.
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(Katalog odrad brambor 2002; www.katalogbrambor.cz; Vokal 2000;

www.genbank.vurv.cz)

7.3  Westamyl — 0750102007

Polopozdni, az pozdni odrtida urcend k vyrobé Skrobu. Hlizy jsou kratce ovalné
se zlutou slupkou a stfedné zlutou duzinou. Vyznacuje se velmi vysokym vynosem
Skrobu. Odriida je odolna vi¢i had’atku bramborovému, plisni bramborové, rakoviné

brambora a mechanickému poskozeni. Odrada byla registrovana v roce 2005.

(Katalog odriid brambor 2002; www.katalogbrambor.cz; www.genbank.vurv.cz)
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8. Priprava hlizové $tavy

Pro ptipravu hlizové stavy bylo pouzito 10 ¢istych hliz od kazdé odridy.
Hlizy byly peclivé umyty, usuSeny, zvazeny a nasledné byla z téchto hliz pomoci
domaciho odstaviovace ziskana hlizova stava. K ziskané hlizové stave byl
bezprostiedné ptidan jako konzervant sific¢itan sodny (koncentrace 10 g/l) v poméru
hlizova stava/sifi¢itan sodny 100:2. Hlizova $tava byla nasledné stocena (4°C,

20 min., 3600 Q) a zfiltrovana.

Tab. 4: Hmotnosti hliz pouzitych odrid

, Pramérna
Odruada Hmotrl[(:(st]lﬂ hliz hmotnost jedné
9 hlizy [g]
Laura 0, 959 95,9
Sibu 0, 842 84,2
Westamyl 0, 634 63,4

8.1  Odstranéni Skrobu z bramborové §tavy

Hlizova $tava byla rozlita do 4 nadob a stoCena na centrifuze po dobu
20 minut a 4500 g. Poté byla hlizova $tava prefiltrovana a usazeny S$krob vylit.
Pomoci 1 M Tris-HCI se pH bramborové §tavy upravilo na hodnotu 7,4. Touto
upravou ziskala bramborova stava zaporny naboj, ktery je dulezity pii zachytavani

proteinii na gavitacni koloné¢ DEAE, jejiz iontoménice maji kladny naboj.

9. Frakcionace bilkovin pomoci chromatografickych technik

Hlizové bilkoviny pfitomné v tzv. hlizové S§tavé zvolenych odrid (Laura,
Sibu, Westamyl) se separovaly a nasledné izolovaly pomoci trojstupnové

chromatografické separace.

V prvnim kroku se vyuzila iontovyménna chromatografie, v druhém kroku
afinitni chromatografie a poslednim krokem bylo odsoleni ziskanych izolatt
s vyuzitim kolony s naplni SEPHADEX ™G - 25 (princip gelové filtrace) (Barta
et al., 2013)
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Iontovyménnd chromatografie probihala na 10 ml gravitacnich kolonkéach
s chromatografickou naplni DEAE 52 — Cellulose Servacel, afinitni chromatografie

na 10 ml gravita¢ni kolon¢ Con A Sepharose 4 B, Amersham.

9.1 Frakcionace bilkovin hlizové §tavy pomoci iontovyménného

chromatografického média

o ekvilibrace kolony

e uprava pH vzorku

e naneseni vzorku na kolonu

e zachyceni propadu (nenavazany protein) - FRAKCE B

e promyti kolony k odstranéni dalSich nenavazanych slozek
e cluce a zachyceni navazaného proteinu - FRAKCE C

e regenerace kolony

Tab. 5: Piehled pracovnich krokt na gavita¢ni koloné¢ DEAE 52 — Celulose Servaal
(50 ml)

W

Krok Nazev Popis Cas frakce
I1. Ekvilibrace
250 ml startovaciho pufru, i .
1. kolony F:;1|_Il<ontrola 25 MM Tris-HCI, pH 7.4 60 - 70 minut

50 ml vzorku s upravenym
pHse nanese na kolonu
Naneseni vzorku s pipetou (30 ml

2 upravenym pH centrifugované stavy + 1 ml 15 - 20 minut B
1 M Tris-HCI, pH 7,4 +
dH,O do objemu 50 ml)
Promyvani kolony -
vymyti 250 ml startovaciho pufiu, ] _
3 nenavéazanych 25 mM Tris-HCI, pH 7,4 50 - 60 minut
slozek

Isokraticka eluce 2x50 ml elu¢niho pufru, 25

4, L, » mM Tris-HCI, pH 7,4 + 0,5 | 20 - 25 minut C
navazanych slozek

M NaCl
5. Regenerace kolony 100 ml 2 M NaOH 25 minut
I. Ekvilibrace 250 ml startovaciho pufru, ,
6. kolony 25 mM Tris-HCI, pH 7,4 | 20 - 60 minut
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9.2  Frakcionace bilkovin hlizové stavy pomoci afinitniho
chromatografického média

e ekvilibrace kolony

e uprava pH vzorku

e naneseni vzorku na kolonu - FRAKCE C

e zachyceni propadu (nenavazany protein) - FRAKCE D

e promyti kolony k odstranéni dalSich nenavazanych slozek

e cluce a zachyceni navazaného proteinu - FRAKCE E (PURIFIKOVANY
PATATIN)

e regenerace kolony stiidavou aplikaci kyselého a bazického pufru
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Tab. 6: Prehled pracovnich krokti na gavitaéni koloné Con A Sepharose 4B,

Amersham (50 ml)

Krok Nazev Popis Poznamka Frakce
I. Ekvilibrace 25 ml startovaciho pufru
1. kolony a kontrola | (25 mM Tris-HCI, pH
pH 7,4+ 0,5 M NaCl
I1. Ekvilibrace 35 ml startovaciho pufru
2. kolony a kontrola | (25 mM Tris-HCI, pH
pH 7,4+ 0,5 M NaCl
15 ml vzorku s prl naneseni vzorku
, zavtit kohout kolony na
. upravenym pH (1 M . .
Naneseni vzorku s 10 minut a medium se
3. upraventm pH HCl na pH 7,4 se Kem FAdn. al C
p ymp nanese na kolonu Vzor efr,l, radne, aie
pipetou) pornalvu. " prqrplchat
sklenénou tyCinkou
L. Promyvani kolony
4. ) Vy,mytl, 25 ml startovaciho pufru D
nenavazanych
slozek
II. Promyvani
5. kolony: Vyr’ny‘u 25 ml startovaciho pufru
nenavazanych
slozek
pti 1. aplikaci objemu
elu¢niho pufru je nutné
‘sokratickd eluce 3x10 ml elu_éniho pufru | zavfit _kohout ko!ony na
6. navazanych slozek (25 mM Tris-HCI, pH | 10 minut a medium se E
7,4 + 0,5 M NaCl) vzorkem fadné, ale
pomalu !!! promichat
sklenénou tyCinkou
7. regenerace kolony
20 ml bazického pufru (
1. regenerace 50 mM Tris-HCI, pH promichat médium
71 8,5+ 0,5 M NaCl)
o 20 ml kyselého pufru (
1. regenerace 50 mM Na-acetat, pH promichat médium
4,5+ 0,5 M NaCl)
20 ml bazického pufru (
2. regenerace 50 mM Tris-HCI, pH promichat médium
79 8,5+ 0,5 M NaCl)
' 20 ml kyselého pufru (
2. regenerace 50 mM Na-acetat, pH promichat médium
4,5+ 0,5 M NaCl)
20 ml bazického pufru (
3. regenerace 50 mM Tris-HCI, pH promichat médium
73 8,5+ 0,5 M NaCl)
' 20 ml kyselého pufru (
3. regenerace 50 mM Na-acetat, pH promichat médium

4,5+ 0,5 M NaCl)
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Tab. 7: Ptiprava pufrd k regeneraci kolony Con A

. Kysely Bazicky
Latka oufr (ml) | pufr (mI)
1 M Na-acetat pH
45 25 -

1 M Tris-HCI pH

8,5 - 25
5 M NaCl 50 50
1 M MnCl, 0,5 0,5
1 M CaCl, 0,5 0,5
1 M MgCl, 0,5 0,5

DEAE eluc¢ni Con A startovaci pufr — slouZi k promyti kolonek pred pouZzitim:
25 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,4

100 ml 5 M NacCl

875 ml dH,O

DEAE elu¢ni pufr — slouzi k vymyti patatinu z kolony:
100 ml 1 M o — methyl — D — glucosid

100 ml 5 M NaCl
25 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,4
775 dH,O

9.3  Odsolovani ziskanych patatinovych frakci

Odsolovani vzorkd bylo provedeno na odsolovacich kolonkach. Pied
pouzitim bylo dilezité kazdou kolonku proplachnout 30 ml promyvaciho pufru, aby
se odstranil uchovavaci pufr. Uchovavaci pufr obsahuje etanol, ktery srazi proteiny,
coz je nezadouci jev. Protekla smés se vylila do odpadu. Po promyti se na kolonky
naneslo 2,5 ml vzorku, protekly obsah byl opét vylit. Po tomto kroku bylo dulezité
sbérnou naddobu fadné vyplachnout destilovanou vodou, aby néasledujici prosly roztok
neobsahoval stl. Dale bylo naneseno 3,5 ml promyvaciho pufru, tato protekla
kapalina je vysledny odsoleny vzorek, je dileZité ho uchovat pro dalsi praci. Na

kolonky bylo jesté naneseno 15 ml promyvaciho pufru pro kone¢né procisténi.
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Pufr slouzici k promyti odsolovacich kolonek:
25 mM Tris-HCI, pH 7,4
975  dH0

10. Stanoveni obsahu bilkovin pomoci BCA metody

Metoda BCA se pouziva ke spektrofotometrickému stanoveni bilkovin.
Hlavnim reagentem je kyselina bicinchoninova (4,4- dikarboxy — 2,2"- bicinchonin,
BCA), ktera reaguje s méd’natymi ionty (Barta a kol., 2008). Jde o alkalickou redukci
méd’natého iontu na méd’ny protein s ndslednou chelataci méd’'ného iontu kyselinou

bicinchoninovou za vzniku ¢erveného zbarveni (Pe¢ a kol., 2008).

Vzorek byl rozpustén ve stanoveném obsahu vody a bylo provedeno ptislusné
fedéni. Z kazdého vzorku byl odebran obsah 0,1 ml, k nému byly ptidany 2 mi
pracovni reagencie a vSe bylo dukladné promichano. Takto pfipravena smés byla
zahtata na 37°C po dobu 30 minut. Po ochladnuti na pokojovou teplotu byl obsah
pieveden do kyvet a zméien proti kyveté s destilovanou vodou pii 562 nm.

Z vyslednych hodnot byla pomoci kalibra¢ni ki'ivky zméfena koncentrace bilkovin.

Rozpusténi vzorku:

Laura: 10 mg + 0, 5 ml dH20
Sibu: 57,7 mg + 0,5 ml dH20
Westamyl: 10 mg + 0,5 ml dH20

Redéni vzorki:
10x: 10 pl vzorku + 90 pl dH20
100x: 1 p vzorku + 99 ul dH20

11.  Elektroforeticka analyza patatinovych frakei pomoci SDS-PAGE

Metoda je zaloZend na separaci denaturovanych hlizovych bilkovin pomoci
SDS-PAGE. SDS-PAGE je polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti detergentu

dodecilsiranu sodného (Bartova et al., 2009). Detergent SDS je aniont, tudiz se vaze
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na proteinové molekuly a komplexy vzniklé SDS metodou, jejichz naboj je
negativni. Timto vznikne nabojoveé uniformni smés proteinii ve vzorkéch (Bartova
et al., 2009). Pritomnosti 2- merkaptoethanolu se zredukuji disulfidické vazby, dojde
k denaturaci bilkovin. Metoda probihd na polyakrylamidovém gelu, kde se vznikly
komplex detergent-polypeptid rozdéli podle molekulové hmotnosti (Bartova et al.,
2009).

Pro metodu SDS-PAGE byla pouzita diskontinualni deskova denatura¢ni
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Skla byla vertikalné upevnéna do stojanu
a byly ptipraveny pufry. Nejprve byl nalit separacni gel, po zatuhnuti 10 %
separa¢niho gelu byl nalit 4 % zaostfovaci gel. Do piipraveného gelu byly zandany
vzorkovaci hiebeny a gel se nechal zatuhnout. Po vyjmuti vzorkovacich hiebent byl
povrch gelu upraven n-butanolem (odstranil vzniklé bubliny na gelu). Do vzniklych
jamek by nanesen elektrodovy pufr a pod jeho hladinu byly aplikovany barvené
vzorky a hmotnostni marker. Po zabéhnuti vzorka do gelu byl gel vyjmut ze stojanu
a dan do elektroforetické vany, kde byl zalit fedénym vanovym pufrem (vanovy pufr
SDS-PAGE + dH;0 v poméru 1:9)

Separace probihala pii proudu 40 mA na gel, napéti 200 V a pii teploté 4°C
po dobu 4-5 hod (1 cm od spodniho okraje gelu). Po probéhlé clektroforetické
separaci byla provedena detekce bilkovin barvenim geli v roztoku Coomassie
Brilliant Blue pfes noc (smés methanol, ledova kyselina octova, voda v poméru
5:1:4 + 0.1 % Coomassie Brilliant Blue R-250). Po detekci bylo odbarveno
nespecifické pozadi (pouzita smés ethanol : kyselina octova : voda v poméru
2,5:1:16,5; s vyménou b&hem odbarveni 2 - 3 X) a provedena fixace a dehydratace ve
smési 45 % ethanolu + 3 % glycerolu po dobu 2-3 hodin. Nésledné byly gely suSeny
v celofanu na skle pfi laboratorni teploté na vzduchu po 2 - 3 dny (Bartova et al.,

2009)

Barva: 100 pul bromfenolové modii + 68 pl merkaptoethanolu
Vzorek pro naneseni na gel: 40 ul vzorku + 10 pl barvy
Vanovy pufi: 50 ml vanového pufru SDS-PAGE + 450 ml dH,0
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Tab. 8: Piiprava geli pro SDS-PAGE

Separacni gel Zaostiovaci gel
Reagencie (ul) (10 %) (3,75 %)
redestilovana voda 42 12,15
AC/BIS 26,6 2,5
pufr A 10 -
pufr B - 5
SDS 800 200
sifiitan sodny 60 20
persiran amonny 400 150
TEMED 40 20
e AC/BIS: 30 g akrylamid + 0,8 g BIS/ 100 ml
uchovavat ve tmé a v chladu, roztok staly cca 3 tydny
e Pufr A 36,3 g Tris (Trizma), 48 ml 1 M HCI, pH 8,8 / 100 ml
uchovavat ve tmeé a v chladu, stalé
e Pufr B: 6 g Tris (Trizma), 48 ml 1 M HCI, pH 6,8 / 100 ml
uchovavat ve tm¢ a v chladu, stalé
e Na2S0a: nasyceny vodny roztok

o (NH4)25208:

e SDS: 10 % roztok

e Elektrodovy pufr 1:

e Elektrodovy pufr 2:

15 % roztok

Ize uchovavat ve tmé a v chladu 1 tyden

uchovavat ve tmée asi jeden meésic

14,4 glycin, 3 g Tris (Trizma), pH 8,3/ 1000 ml
pfipravovat pied pouzitim

esterdzy, nativni bilkoviny

144 g glycin, 30,3 g Tris (Trizma), 10 g SDS, pH 8,3/
1000 ml

ptipravovat jako 10x koncentrovany roztok, uchovavat
ve tm¢ a v chladu

SDS-bilkoviny (pro stanoveni BPK)
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12. Stanoveni antioxida¢ni hodnoty izolovanych patatinovych frakci

Antioxidaéni aktivita je schopnost slouceniny inhibovat oxida¢ni degregaci
rtiznych slouenin, napiiklad zabrafiovat peroxidaci lipida (Sulz et al., 2007). ABTS
test je zalozen na sledovani inaktivace radikalového kationtu ABST”, ktery vznik4
oxidaci 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatu). ABTS" ma silnou absorbnci
voblasti 600 — 750 nm. Proto muze byt antioxidacni aktivita stanovena

spektrofotometricky (Sulz et al., 2007).

Pro méfeni antioxidacni aktivity byla pouZzita metoda vyuzivajici eliminaci
syntetického radikdlu ABTS. 54,9 mg ABTS bylo rozpusténo ve 20 ml 0,5 mM
fosfatového pufru (pH 7) a aktivovan kationt radikalu ABTS piidanim 1 g MnO; za
obcasného michani. Doba aktivace byla 30 minut. Nasledné byl roztok centrifugovan
(5 min, 7000 g), zfiltrovan pies stiikackovy filtr (PTFE 0,25 pm) a nafedén
fosfatovym pufrem na absorbanci (t0) 0,800 + 0,01. Absorbance roztoku byla
zméfena spektrofotometricky (BioMate 5, ThermoElectron, UK) pfi vinové délce
A=734 nm. Antioxida¢ni aktivita byla pfevedena dle kalibracni kiivky standardu

(askorbova kyselina, R?~0,9880).
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IV. VYSLEDKY A DISKUZE
13.  Purifikace patatinovych bilkovin

1. Hlizova $tava — frakce A

!

2. lontovyménna chromatografie — frakce B

!

3. Zachyceni nenavazaného proteinu — frakce C

!
4. Afinitni chromatografie — frakce D

!
5. Purifikovany patatin — frakce E

l
6. Odsoleni — frakce E

Obr. 1: SDS-PAGE analyza postupu purifikace patatinovych bilkovin z hlizové
Stavy odrady Laura (frakce A — E)
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Obr. 2: SDS-PAGE analyza postupu purifikace patatinovych bilkovin z hlizové
stavy odrudy Sibu (frakce A — E)
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Obr. 3: SDS PAGE analyza postupu purifikace patatinovych bilkovin z hlizové
stavy odrudy Westamyl (frakce A —E)
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Jak je patrné ze zaznamu elektroforetické analyzy SDS-PAGE (viz obr. 1-3),
zvoleny systém izolace patatinovych bilkovin byl uspésny a u vSech tfech odrad byly
ziskany patatinové vzorky o vysoké Cistoté. U odriidy Laura byly vypurifikovany dvé
isoformy, viditelné jako dva prouzky u frakce E (viz. obr. 1). U odrady Sibu byly
vypurifikovany dvé isoformy, viditelné jako dva prouzky u frakce E (viz. obr. 2).
U odriidy Westamyl byly vypurifikovany ¢tyii isoformy, viditelné jako ¢tyfi prouzky
u frakce E (viz. obr. 3). Béhem elektroforetické analyzy je zietelnd postupnd zména
sloZzeni spektra hlizovych bilkovin — po zachyceni patinové frakce na ionto-
vyménném médiu DEAE doslo k odseparovani prevazné bazické frakce proteint.
Chromatografické médium s biologickym ligandem ConA nésledné¢ umoZnilo
,,docisténi vzorki“ od zbyvajiciho podilu kyselych proteint, které se z DEAE kolony
vymyly spolu s patatinovou frakei.

Své vysledky bych chtéla porovnat S internetovym portalem Katalog odrad
brambor registrovanych v CR (KOB), ziizeny ZF JCU. Ten uvadi u metody SDS-
PAGE pocet patatinii u odridy Laura 2C, u odridy Sibu 2C a u odrady Westamyl
4B. Pocet isoforem patatinu u metody SDS-PAGE na portalu KOB je tedy shodny

S experimentalni ¢asti mé bakalatské prace.
14, Stanoveni obsahu ¢istych bilkovin

Metodou BCA byl stanoven obsah bilkovin ve vzorku brambor.
Z koncentrace BSA (ug/ml) a absorbance roztoku byla sestavena kalibra¢ni tada.

Z takto vytvofené kalibrac¢ni fady byl u jednotlivych odriid vypocten obsah proteinu

ve vzorku izolovaného patatinu v mg/ml a ¢istota izolovaného proteinu v %.
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Tab. 10: Kalibra¢ni fada (r>= 0,999)

Koncentrace BSA
pg/ml Absorbance
0 0,12
25 0,152
125 0,357
250 0,469
500 0,795
750 1, 097
1000 1, 365
1500 1, 867

Obr. 4: Kalibra¢ni kifivka pro stanoveni koncentrace proteinti

2,0

Absorbance = 0,1715+0,0012*; 0,95 Int.spol.

18

16

Koncentrace ug/ml:Absorbance: y = 0,1715 + 0,0012*;
r = 0,9973; p = 0,00000; r? = 0,9947

1,4

12

1,0

Absorbance

08

0,6

0,4

0,2

0,0

-200 0 200

400 600 800 1000

Koncentrace ug/ml

1400 1600

Tab. 11: Namétfené hodnoty a koncentrace vzorku

Obsah proteinu ve 5

vzorku izolovaného | Cistota izolovaného
Odrida patatinu (mg/ml) proteinu (%)
Sibu 50,5 88,6
Laura 9,6 95,5
Westamyl 10,7 100

U odrtdy Sibu byl obsah proteinu ve vzorku izolovaného patatinu 50,5 mg/mi

s 88,6% Cistotou izolovaného proteinu. Odriida Laura obsahovala 9,6 mg/ml proteint
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ve vzorku izolovaného patatinu, Cistota izolovaného proteinu byla 95,5%. U odridy
Westamyl byl stanoven obsah proteinu ve vzorku izolovaného patatinu 10,7 mg/ml

s Cistotou izolovaného proteinu 100%.

V praci Barta, Bartova (2008) se uvadi primérna relativni abundance patatinu
V hlize odridy Sibu 25,54 %, u odrady Westamyl 26,76 %. V dusledku obsahu
patatinu v danych odradach a jejich antioxidacni aktivity, by se odridy mohly
vyuzivat v potravindiském priimyslu. Antioxidacni aktivita je prospé€Sna pro zdravy
organismus cloveka, proto je mozné odriidy pouzit pro vyrobu emulgatort, které jsou

Casto pridavané do potravin, ptipadné vyuziti je i télova kosmetika.

15. Stanoveni antioxidacni aktivity

Pomoci kalibra¢ni fady kyseliny askorbové v zavislosti na absorbanci roztoku
byly vypocteny jednotlivé koncentrace vzorki, ze které byla ndsledné vypoctena
antioxidacni aktivita patatinu. Ta byla vyjadiena jako ekvivalent antioxida¢ni

aktivity kyseliny askorbové (mg kys. askorbové/g susiny proteinu).

Tab. 12: Kalibraéni fada

Koncentrace
askorbové
kyseliny [ug/ml] Absorbance
0 0, 63
5 0, 55
7 0,518
10 0, 452
13 0, 397
15 0, 333

47



Obr. 5: Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity patatinovych bilkovin

Koncetrace (ug/ml):Absorbance: y = 0,6423 - 0,0195*;
r = -0,9940; p = 0,00005; r? = 0,9880
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Tab. 13: Naméfené hodnoty odrud

Antioxidacni aktivita patatinu (mg
Odruada kys. askorbové/g susSiny proteinu)
Sibu 0,0071"
Laura 0,086"
Westamyl 0,056°

*ANOVA, TUKEY HSD test, hladina vyznamnosti a = 0,05; odlisnd pismena znaci statisticky

prikazny rozdil

Antioxidac¢ni aktivita patatinovych bilkovin u odrady Westamyl ma hodnotu
0,056 mg kyseliny askorbové na gram suSiny proteinu. Patatinové bilkoviny
antioxidantl byl 0,056 mg kyseliny askorbové na gram suSiny proteinu. Nejvyssi
antioxidacni aktivita byla naméfena u patatinového izoldtu odridy Laura.
Antioxidaéni aktivita této odridy byla 0,086 mg kyseliny askorbové na gram suSiny

proteinu.

Lyn, Youling (2005) ve své praci zkoumali inhibici oxida¢nich latek ve
vepfovém mase pomoci myofibrilarniho proteinu, kde potvrdili antioxida¢ni aktivitu
patatinu pii zpracovani vyrobkil z vafeného masa. Sulz et al. (2007) uvadi u brambor
S vy$§im obsahem barviv vys§i antiooxidacni aktivitu neZ u Zlutomasych, protoze

barviva se podileji na antioxidacni aktivite.
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V. ZAVER

Z hlizové stavy jednotlivych odriid se pomoci chromatografickych technik
ziskala frakce E, tedy vypurifikovany patatin. Ten byl dale pouzit pro
elektroforetickou analyzu SDS-PAGE, ktera na zakladé rozdilné rychlosti migrace
proteinovych vzorkli v elektrickém poli rozdélila proteiny v hlize bramboru.
U bilkovin patatinového komplexu byly touto metodou stanoveny jednotlivé
isoformy. Patatinova frakce odridy Laury obsahovala dvé isoformy, odrida Sibu
také dvé isoformy a odrida Westamyl isoformy ¢étyfi. Dale byl zkouman obsah
¢istych bilkovin metodou BCA. Obsah ¢istych bilkovin se pohyboval v rozmezi 9,6 —
50,5 mg/ml proteinti ve vzorku izolovaného patatinu. Cistota izolovaného proteinu
byla vrozmezi 88,6 — 100%. Zkoumana byla také antioxida¢ni aktivita patatinu
aktivita byla naméfena u odridy Sibu, a to 0,0071 mg kyseliny askorbové na gram
suSiny proteinu; nejvyssi u odriady Laura, a to 0,086 mg kyseliny askorbové na gram

suSiny proteinu.
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