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Abstrakt

Diplomovéa prace se zabyvad enzymovou hydrolyzou proteinovych koncentrath
a frakcionaci ziskanych peptidovych fragmentt. Vyuzity byly proteinové koncentraty
z odrudy brambor Ornella a koncentrat ziskany od $védské firmy Lyckeby Starch
AB. Enzymova hydrolyza probihala po dobu 24 hodin, za vyuziti proteolytickych
enzymu alkalasy a trypsinu. U ziskanych hydrolyzati se prokazal pozitivni vliv
hydrolyzy na jejich rozpustnost a antioxidacni aktivitu proteinu. Frakcionace
peptidovych hydrolyzati byla provedena na systému FPLC. Zachycené frakce
obsahovaly peptidové fragmenty kolem 1,35 kDa nebo nizs$i molekulové hmotnosti.
Antioxida¢ni aktivita zachycenych subrakci se stanovovala metodou DPPH. Nejvyssi
hodnoty (2,2 a 2,6 TEAC g/kg) dosahovaly subfrakce ziskané po separaci

hydrolyzatu z odriidy Ornella Stépené enzymem alkalasa.

Kli¢ova slova: enzymova hydrolyza, proteinovy koncentrat, proteolytické enzymy,
FPLC

Abstract

The diploma thesis is focused on enzyme hydrolysis of potato protein concentrates
and fractionation of obtained peptide fragments. Were used protein concentrate from
tubers variety Ornella and protein concentrate obtained by swedish company
Lyckeby Starch Avebe. The enzyme hydrolysis lasted 24 hours and were used the
proteolytic enzyme alkalasa and trypsin. In this work were prove possitive effect of
enzyme hydrolysis on solubility and antioxidative properties of potato protein
isolates. The fractionation of obtained peptide hydrolysated was based on systém
FPLC (Fast protein liquid chromatography). The fractions contained of peptide
fragments about 1,35 kDa or fragments of smaller moleculary weight. The
antixodative activity of subfractions were determline by method called DPPH. The
highest values (2,2 and 2,6 TEAC g/kg) were accured at the subfractions which were

separations from Ornella hydrolyzates digeste by enzyme alkalasa.

Key words: enzyme hydrolysis, potato protein concentrate, proteolytic enzyme,
FPLC
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1. Uvod

Hlizové proteiny brambor zaujimaji specifické postaveni mezi rostlinnymi proteiny
pro svou vysokou nutricni hodnotu, slozeni aminokyselin, specifické biologické
aktivity jednotlivych slozek a Vv neposledni fadé pro moznosti vyuziti jejich
emulgacnich a pénivych schopnosti. Hlizovy protein predstavuje heterogenni
Patatinovy komplex plni funkci zasobni, ma vysokou nutri¢ni hodnotu, optimalni
zastoupeni aminokyselin. Déle vykazuje zajimavé enzymatické aktivity a disponuje
fadou vlastnosti, jako jsou emulgac¢ni schopnosti a tvorba pén. Ty se mohou
uplatiiovat v potravinafstvi a v biotechnologii. Skupina inhibitori protedz tvori
heterogenni skupinu proteinid, kterd se vyznacuje inhibi¢ni aktivitou vici tfadé
proteaz. Jejich uplatnéni je predevSim vyuziti v l1ékatstvi diky moznym dietetickym
a protirakovinovym ucinktim. Naptiklad pouziti ptipravku PI-2 jako dopliiki stravy
zpusobuje narust hladiny cholecystokininu (CCK) a tim dochazi k redukci piijmu

potravy.

Hlizové bilkoviny se pfevazné izoluji z hlizové vody, kterd vznikd jako vedlejsi
produkt pii vyrob€ Skrobu. Izolace téchto proteinil, aniz by doSlo k ovlivnéni jejich
funkénich vlastnosti je narocné. Primyslové se tyto bilkoviny vétSinou izoluji
pomoci tepelné koagulace pfi teploté vyssi nez 80 °C v kombinaci se snizenim pH.
Pt1 tepelné koagulaci, ale dochézi k denaturaci pfitomnych proteinti. Tim se sniZuji
funkéni vlastnosti bilkovin a omezuje se jejich vyuZiti v potravinarské sféfe. Funkéni
vlastnosti jsou hlavnim kritériem, které urCuje vyuzitelnost proteint. Hlizové
bilkoviny jsou fazeny mezi zdroje obsahujici bioaktivni peptidy. Ty jsou prospesné

pro zdravi €lovéka. Déle hlizové bilkoviny vykazuji antioxida¢ni aktivitu.



2. Literarni prehled

2.1. Proteinové hydrolyzaty

Proteinové hydrolyzaty Schaafsma (2009), definoval jako smési polypeptidd,
oligopeptidi. a aminokyselin. Tyto smési se ziskavaji casteCnou hydrolyzou
Z bilkovinnych zdrojt. Pro pfipravu proteinovych hydrolyzati se vyuzivaji tradi¢ni
zdroje proteini — mléko, maso, vejce, hrach, soéja, ryze, aj (Schaafsma, 2009).
Vyuzivaji se predevsim hydrolyzaty jako celé smési peptidi, v menSi mife se
vyuzivaji i jednotlivé peptidy. V poslednich dvou desetiletich se o tyto hydrolyzaty
zvysil zajem. S objevenim novych biopeptidi se prokazalo, ze peptidy s kratkym
fetézcem z hydrolyzovanych proteinti maji vysokou nutricni hodnotu (McCarthy
et al., 2013). Proteinové hydrolyzaty maji nejvétsi vyuziti ve vyzivé lidi. Tvoii
sloZky energetickych napoji a nutri¢nich vyrobkl uréenych pro sportovce. Dale se
staly zdrojem Zivin pro star§i osoby a pacienty se snizenou imunitou. Podle zptsobu

vyroby je Ize rozd¢lit na dvé hlavni skupiny (Molin, Panek. Miyahara, 2016).

1) Kyselé hydrolyzaty (soucasti HVP - Hydrolysed Vegetable Proteins)
2) Enzymové hydrolyzaty

2.2. Hydrolyza proteint

Hydrolyza proteini zahrnuje $tépeni peptidovych vazeb za vzniku peptidd riiznych
velikosti a rizného sloZeni aminokyselin (McCarthy et al., 2013). Proteinové
hydrolyzaty mohou byt produkované kyselym, zasaditym, enzymatickym ¢i jinym
typem hydrolyzy dle Schaafsma, 2009. Pii porovnani enzymatické
a chemické hydrolyzy, vykazuje chemicka hydrolyza nékolik nevyhod. Obtizna je
jeji kontrola. Dale pfi ni dochdzi ke sniZzovani vyZivové kvality produktl
a k produkei toxickych latek. Pti enzymatické hydrolyze zustavaji nutri¢ni vlastnosti
hydrolyzati neovlivnény, pokud se vyvarujeme extrémnim teplotdm a hodnotam pH

(McCarthy, 2013).

V potravinaiském primyslu se hydrolyzaty vyrabi enzymatickym typem hydrolyzy.

Vyuzivaji se proteolytické travici enzymy ¢i potravinaiské enzymy (Schaafsma,
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2009). Prikladem proteolytickych enzymii jsou enzymy zivocisného ptivodu —

chymotrypsin, trypsin a pepsin.

Chymotrypsin (3.4.21.1) — je produkovan v burikach slinivky bfisni
ve form¢ chymotrypsinogenu — aktivovdn po proteolyze
chymotrypsinogenu trypsinem. Optimalni pH je 7,8 (Vodrazka et al.,
1991).

Trypsin (3.4.21.4) — Je serinova proteaza, ktera byla objevena jako
prvni proteolyticky enzym. Nachazi se v pankreatické S$téave
obratlovct. Pfi hydrolyze proteinii za pouziti tohoto enzymu vznikaji
velké peptidové fragmenty (Vodrazka et al., 1991). Stépi proteiny za
bazickymi aminokyselinami lysinem a argininem, které zanechava na
C - konci vzniklych peptidi. Specifita Stépeni je mimofadné vysoka
a nedochéazi kni pouze v piipadé, ze tyto aminokyseliny sousedi
s prolinem (Walmsley et al., 2013). Optimalni pH je v rozmezi 7-9
(Vodrazka et al., 1991). Stépeni trypsinem se obvykle provadi pres
noc. Béhem této doby mulzZe dojit k tvorbé neZzaddoucich modifikaci

peptidi (Walmsley et al., 2013).

Pepsin (3.4.23.1) — patii mezi karboxylové proteazy. Izoluje se
z vepfové nebo hovézi Zaludeéni mukosy. Optimalni pH je kolem

2 (pH 2-4 pro syntetické substraty (Vodrazka et al., 1991).

Skupina potravinafskych enzymi zahrnuje napfiklad enzymy rostlinného nebo

mikrobidlniho ptvodu. Vodrazka et al.,, (1991) uvadi, ze prakticky vyznam

z rostlinnych protedz maji papain, ficin a bromelain.

Proteédzy rostlinného ptivodu

Bromelain — ziskava se z ananasové $tavy, nebo ze zbytki (stonkt) po

vyrobé ananasovych kompott.

Ficin — preparaty ficinu jsou analogicky susenym latexem z riznych

rostlin rodu Ficus. Pouzivaji se piedev§im ke stabilizaci piva,
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k ziskavani stiibra z pouzitych filmt a k hydrolyze riznych bilkovin

(Vodrazka et al., 1991).

Papain (3.4.22.2) — Enzym, patfici do skupiny cysteinovych proteaz.
Katalyzuje stépeni peptidovych vazeb zakladnich aminokyselin, jako
jsou leucin a glycin. NejCastéji se vyuzivd papainovy preparat ve
formé suseného latexu ziskaného z nezralych papajovnikovych plodu

(Vodrazka et al., 1991).

Protedzy mikrobialniho piivodu

Do této skupiny fadime bakterialni a plisiové protedzy. Bakteridlni protedzy se dale

déli na neutralni a alkalické proteazy, které se ziskavaji z bakterie rodu Bacillus.

Optimalni pH pro neutralni protedzy je 5-8, pro alkalické proteazy je pH optimum

vV rozmezi 6-12. Nejbéznéji vyuzivanym enzymem je subtilisin neboli alkalasa.

Plisnové proteazy lze rozdélit na kyselé, neutralni a alkalické. Patii sem plisné z rodu

Penicilium a Asperigillus (Vodrazka et al., 1991).

Subtilisin neboli alkalasa (3.4.21.62) — enzym patiici do skupiny
serinovych  endoproteaz.  Ziskava se  z bakterie  Bacillus
lichenisforms fermentaci. Tento enzym se vyznaCuje vysokou
substratovou specifitou a mize hydrolyzovat vétSinu peptidovych
vazeb, které se nachazi uvnitf molekuly proteinu. Hydrolyzuje nativni
i denaturované proteiny. Optimalni pH je v rozmezi 6,5 — 8,5. Aktivita
enzymu je v alkalickém prostiedi. Peptidy $tépi pii teplote¢ 60 °C
(Sigma Aldrich, 2016).

Pii hydrolyze specifickymi proteolytickymi enzymy a po jejich nasledné frakcionaci

1ze izolovat frakce se specifickymi nutriénimi vlastnostmi. Frakce 1ze rozdélit do

dvou kategorii:

1) Proteinové frakce srelativné vysokym obsahem  specifickych

aminokyselin (Schaafsma, 2009). Do této skupiny lze napiiklad zaradit

peptidy glutamind a peptidy cystein/glycin a tryptofanu (Garlick, 2001).

12



Vyuziti téchto frakci je predevSim v klinické, sportovni vyzivé

(Schaafsma, 2009).

2) Bioaktivni peptidy ze specifickymi sekvencemi aminokyselin. Tyto
bioaktivni peptidy V nedotcené molekule bilkovin jsou neaktivni. Aktivni
se stanou V hydrolyzatu po jejich expozici travicimi a/nebo
proteolytickymi enzymy (McCarthy et al., 2013). Jedna se pievazné
o hydrofobni peptidy, které obecné obsahuji 3 — 20 aminokyselin
(Schaafsma, 2009). Zdrojem nejvétsiho poctu bioaktivnich peptidi jsou
mlééné produkty. K ostatnim zdrojim fadime maso, ryby, vejce

a rostlinné zdroje (naptiklad sdja a pSenice).

2.2.1. Uprava po hydrolyze

Vznikly hruby/surovy hydrolyzat lze dale zpracovavat. Schaafsma (2009) popsal
procesy, které se po hydrolyze béZné pouzivaji. Jsou to postupy jako je tepelna
inaktivace, ultrafiltrace, hydrolyza exoprotedzami a Uprava specifickymi enzymy.
Pomoci ultrafiltrace lze odstranit vysokomolekuldrni proteiny a peptidy. Takto
upraven¢ bilkovinné hydrolyzaty maji uplatnéni jako slozky potravy. Vyuziti
exoprotedz je v odstranéni hotkosti hydrolyzath. Hotkost zpisobuje obsah
hydrofobnich aminokyselin. V tabulce ¢islo 1 jsou zaznamenany hlavni procesy

a jejich funkce, které nasleduji po hydrolyze bilkovin.

Tabulka ¢. 1: Hlavni procesy pouzivané po hydrolyze bilkovin (dle McCarthy et al., 2013).

Proces Funkce
Tepelna inaktivace Inaktivace proteolytickych enzymu
Ultrafiltrace Odstranéni  proteini a  peptida

s vysokou molekulovou hmotnosti

Pouziti specifickych enzymu Snizeni obsahu urcitych aminokyselin

Hydrolyza exoprotedzami Hydrolyza, redukce (snizeni) hotkosti

Absorpcni chromatografie SniZeni obsahu aromatickych
aminokyselin

13



2.3. Rostlinné hydrolyzaty

Rostlinné proteiny, ziskané z rtzného spektra rostlin, se pievazné vyuzivaji jako
slozky lidské potravy (Bacon et al., 1990). A to z diivodu jejich funkénich vlastnosti,
nebo proto, aby zlepSily nutri¢ni a zdravotni vlastnosti potravindiského vyrobku.
Proteinové ptisady jsou k dispozici ve formé izolati (> 90 % bilkovin), koncentrati
(30 az 80 % proteinu) a hydrolyzatt (Patterson, 2008). Rostlinné proteiny se staly
nahrazkami mlé¢nych a zivo¢isnych proteint v fad¢ potravinarskych vyrobkt (Bacon
et al., 1990). V potravinaistvi se hydrolyzaty uplatiuji bud* to jako produkty hotové
nebo jako meziprodukty pro vyrobu dalSich odvozenych aromat (Molin, Panek
a Miyahara, 2016).

V soucasné dob¢ se hydrolyzaty vyrobené v potravinaiském priamyslu mohou

rozdé¢lit do tii skupin.

1) Hydrolyzaty s nizkym stupném hydrolyzy (nizsi nez 10 %), které se pouzivaji
pro zlepseni funkcnich vlastnosti jako je rozpustnost, emulgacéni sila, pénéni.
Tyto hydrolyzaty se vyuzivaji pii zpracovani tésta pro vyrobu chleba, peciva

a ptidavaji se do majonéz, zmrzlin aj (Pedroche et al., 2003).

2) Hydrolyzaty s riznym stupném hydrolyzy. Stupen hydrolyzy je obvykle
vysoky. Pridavaji se do polévek, omacek, masnych vyrobkl a do polotovart.

Vylepsuji jejich chut’ (Pedroche et al., 2003).

3) Hydrolyzaty s vysokym stupném hydrolyzy. Stupen hydrolyzy je vyssi nez 10
%. Vyuzivaji se jako slozky nutriénich doplikii a pti zdravotnich dietach
(Clemente et al., 1999). Patii mezi né hydrolyzaty, jejichz cilem je zlepSeni
nutricnich vlastnosti bilkovin. Mezi jejich hlavni vlastnosti patii vysoka
rozpustnost a optimalni stfevni absorpce téchto hydrolyzati (Pedroche et al.,
2003). Pouzivaji se 1 pro 1écbu specifickych syndromi jako je fenylketonurie,
tyrosinimie a jaterni encefalopatie. Enzymovou hydrolyzou se z téchto

proteint ziskavaji biologicky aktivni peptidy.

14



2.3.1. Uplatnéni nékterych rostlinnych hydrolyzati
Sojova bilkovina

Soéja jako potravina rostlinného ptivodu neobsahuje cholesterol na rozdil od bilkovin
zivocisného puvodu. Soéjovy protein obsahuje vysoky podil esencidlnich bilkovin
S pfiznivym pomérem vhodnym pro lidskou vyzivu (Lahola et al., 1990). Bylo
prokazano, ze sdjova bilkovina snizuje cholesterol u lidi, ktefi maji zvySenou hladinu

cholesterolu (Kunova, 2004).

Rostlinné ptisady, které jsou zaloZeny na bazi sdji, maji mnoho riznych funkei
a vyznacCuji se obsahem proteini srovnatelnym s masem, diky ¢emuz mohou
poslouzit k vylepseni textury a chuti koncentrovaného vyrobku a k rozsiteni funkce
masnych bilkovin. So6jové preparaty se podileji na absorpci vody, emulgacnich
vlastnostech, schopnosti tvofit nadychanou strukturu, tepelné stilosti a zvySeni
celkového obsahu proteint.. Funkéni vlastnosti, které se tykaji interakce mezi vodou
a sojovou bilkovinou, zavisi na strukturnich a agregacnich vlastnostech hlavnich
sloZzek sojového preparatu, které mohou byt modifikovany pii vyrobé€, tepelném
a chemickém zpracovani nebo pii suSeni. Hydrata¢ni vlastnosti a viskozita roztoku
sojového proteinu jsou dany mnozstvim a vlastnostmi nerozpustné frakce (Boutten et

al., 1999; Vanha et al., 2002).

Nejvetsi vyuziti sdjovych proteini nalézame v pekarenském a potravinaiském
pramyslu v kombinaci s jinymi latkami jako je mlé¢na syrovatka, ktera ma nahradit
NFDM (odtu¢néné suSené mléko). Pekafi vyuzivaji tyto smési piedev§im

z ekonomického hlediska (Enders et al., 2001).

Nejkvalitn€j§imi sdjovymi preparaty jsou izolaty, které obsahuji az 90 % proteinu.
Dale se vyrabi sojové koncentraty, které obsahuji 70 % proteinu a pies 20 %
vladkniny. Soéjové koncentraty jsou piipravovany z loupanych odtu¢nénych bobi.
Znich se odstrani vétSina ve vodé rozpustnych slozek, které nejsou bilkovinného

ptuvodu (Enders et al., 2001).

Vyrabégji se 1 tzv. texturované so6jové koncentraty, které jsou zpracovany na zakladé
tradiéniho koncentratu nebo kyselou extrakci koncentratu. Zpracovani se provadi
vjedno - nebo dvousroubovém extruderu. Ucelem extrakéniho procesu je, aby

struktury, jako jsou vlakna a kusy, mohly byt pouzity jako potravinaiska slozka.
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Texturovand s6jovda mouka a koncentraty této slozky jsou Siroce pouzivany
v kombinaci s masem. Proteinové texturované vyrobky jsou vyrabény v rtznych
tvarech, velikostech a barvach. Tyto produkty mohou mit aroma podobné masu

(Enders et al., 2001).

Ptidavani s6jového koncentratu do masnych vyrobkii

K dosazeni vysokého standardu kvality kone¢ného masného vyrobku je do
zpracovavané suroviny piidavan koncentrat, ktery obsahuje séjovy protein. Tato
vysoce ucinna slozka zajistuje stabilitu masnych vyrobka a udrzuje ptitomnost vody
a tukové emulze, coz pomaha udrzovat optimalni vysledky hodnoceni téchto
potravin. Stabilita emulze zavisi na poméru soéjového koncentratu, vody

a zivoc¢isného tuku (Hvizdalova, 2008).

Proteinové preparaty z luSténin

Proteinové preparaty ziskané z lusténin se predevsim vyuzivaji jako piisady, které se
pfidavaji do emulznich napojl, nutricnich tyCinek, mastnych produktd, aj. Ve
srovnani se sOjovym proteinem, tyto izolaty maji dobrou emulgacni schopnost,
mirnéj$i pénotvornost a mirné nizs§i schopnost stabilizovat emulze. AvSak tyto
vlastnosti Ize zlepsit naptiklad enzymovou hydrolyzou nebo chemickou modifikaci
(Petterson et al., 2010). Hrachova semena obsahuji vysoce stravitelné proteiny, které
jsou srovnatelné s jinymi bézné pouzivanymi lusténinami. Kromé vysoké nutricni
hodnoty, odvozené proteiny z hrachovych semen také slouzi jako zdroj peptidi
majicich Siroké spektrum biologicky aktivnich vlastnosti. Bylo prokazéano, Ze tyto
peptidy vykazuji antioxidacni, antihypertenzni a imunomodula¢ni aktivitu
(Stanisavljevi¢ et al., 2015). Po rozemleti lusk hrachu lze ziskat pomoci mokré
nebo suché cesty produkty srozdilnym obsahem naptiklad skrobu, bilkovin. Lze
vyrabét izolaty a koncentraty se specidlnimi vlastnostmi podle pozadavkl (naptiklad
izolaty s riznym pomérem nutri¢nich slozek). Hrachova mouka, ktera obsahuje
kolem 30 % proteinu, se pfidava do pekaiskych a mastnych vyrobku a do téstovin
(Petterson et al., 2010).
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Repkové proteinové izolaty

Repka spp je bohatd na obsah proteinu a po extrakci oleje je dobrym zdrojem
proteinu pro lidské ucely. Vedlejsi produkt, ktery vznika po extrakci, obsahuje
pfiblizn¢ 30 — 45 % proteinii. Kromé toho, také obsahuje vyvazené slozeni
aminokyselin, které je vhodné pro lidskou vyzivu. Lze odlisit dvé hlavni proteinové
skupiny (rodiny), které vykazuji a urcuji vyzivné a funkéni vlastnosti celkovych
proteinti zralého fepkového semene. Na 12S globulinu se nachdzi proteinova
skupinu, ktera nese nazev cruciferin — velikost 300 kDa. Na 2S albuminu je
lokalizovana rodina pod nazvem napin — napinova skupina s velikosti piiblizné
14 kDa (Chabanon et al., 2007). Napinova rodina proteini tvoii asi 20 %
z celkového obsahu proteint zralého semene. Tyto proteiny jsou exprimovany béhem
jeho vyvoje semene jako prekurzory, které spolecné prochdzeji regulaci
a posttranslaéni modifikaci. Poté jsou transportovany do membranovych organel
(Gehrig et al., 1996). Cruciferin a napin maji vysoké pénici schopnosti a jsou
schopni dobie stabilizovat pénu, na druhou stranu vykazuji Spatné nebo mirné
emulgaéni aktivity (Chabanon et al., 2007). Repkové proteinové izolaty mohou byt
pouzity jako slozky potravin, ale jejich vyuZiti je ¢asto omezeno nizkou rozpustnosti,
Spatnymi funkénimi vlastnostmi. B&hem pramyslové extrakce oleje, proteiny
obsazené v semeni denaturuji a tim se sniZuje jejich rozpustnost (Vioque et al.,
2000).

V rlznych studiich se zjistilo, Ze zfepkovych proteinti hydrolyzou enzymem
alkalasa, 1ze ziskat peptidové inhibitory HIV-protedzy. Schopnost ziskanych peptid
je vSak omezend, protoze peptidy maji sniZzenou aktivitu pronikat do bunécnych

struktur (Kvasnickova, 2004).

HVP (Hydrolysed Vegetable Proteins)

Jde o tzv. hydrolyzaty rostlinnych proteinti. Jsou soucasti kotenicich ptipravk, tvori
jejich zaklad. V potravinarském primyslu se pouzivaji zejména pro zlepSeni chuti
a aroma polévek, omacek, salati, masovych a zeleninovych pokrmt a hotovych
pokrmti. Pro vyrobu kyselych hydrolyzati se pouzivaji tyto suroviny: odtuc¢nény

sojovy Srot, pSeni¢ny lepek a kukuficnd mouka. Vsechny suroviny obsahuji 50 %
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proteinového podilu, dale balastni latky, mensi mnozstvi vyuzitelnych sacharidi

a zbytkovy tuk (Molin, Panek. Miyahara, 2016).

2.4. Proteiny hliz brambor

Hlizové proteiny brambor zaujimaji specifické postaveni mezi rostlinnymi
proteinami pro svou vysokou nutriéni hodnotu, slozeni aminokyselin, specifické
biologické aktivity jednotlivych slozek a v neposledni fad¢ pro moznosti vyuziti
jejich emulgacénich a pénivych schopnosti. Ve srovnani s jinymi rostlinnymi proteiny
jsou bramborové proteiny povazovany za kvalitnéjsi, protoze obsahuji vysoky podil
lysinu (Waglay et al., 2014). Vyhodou hlizovych proteinti ve srovnani s jinymi
proteiny je také niz$i vyskyt alergii. Jiné béZn€ vyuZivané proteiny v potravinaiském
primyslu jako je vajecna bilkovina, sdja, ryby a ofechové proteiny jsou spojovany
s alergickymi reakcemi u pfiblizné¢ 1 — 2 % lidské populace (Fu et al., 2002). Pti
alergickych testech, které se provadély u 800 déti, se ukazalo, ze pouze 5 % vykazuje
alergickou reakci na brambory. Pti konzumaci vajec a kravského mléka hodnota
alergické reakce byla 15% a 9% (Kédrenlampi and White, 2009). Bramborové
piipravky pouzivané jako potravinové dopliky musi spliiovat urcité pozadavky, které
se tykaji jejich chemického sloZeni, vyzivové hodnoty a funk¢nich vlastnosti.
Funk¢ni vlastnosti jsou hlavnim kritériem, které urcuje vyuZzitelnost proteint

pochézejicich z riznych zdroju.

2.4.1. Nutri¢ni hodnota proteinu

Proteiny hliz patii k nejkvalitngjSim rostlinnym zdrojim. Nutricni hodnota je
urCovana podilem esencidlnich aminokyselin. Jejich nedostatek limituje pribéh
proteosyntézy u konzumenta (Bérta a Bartova, 2007). Z nutri¢niho pohledu je kvalita
proteinu zavisla na jejich stravitelnosti a aminokyselinové skladbé. Jako limitujici
jsou uvadeény sirné aminokyseliny — zejména methionin. Déle se jako limitujici uvadi
izoleucin. Vyznam mé i vysoky obsah lysinu (Barta a Curn, 2004). Bramborovy
protein ma vyssi nutriéni hodnotu nez hoveézi ¢i tunakové maso z hlediska udrzovani
dusikaté bilance u dospélych lidi. Jeji nutriéni kvalitu pfevySuje pouze vaje¢na

bilkovina (Barta a Bartova, 2007).
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2.4.2. Funk¢ni vlastnosti

Funkéni vlastnosti, které proteiny vykazuji, jsou velice dulezité pfi jejich vyuziti
V potravinaiské sféte. Hlizové proteiny jsou zajimavé z hlediska jejich pénicich
a emulgacnich vlastnosti. Dale jsou schopny vytvaret gely a maji dobrou rozpustnost
a schopnost zadrzovat vodu a tuk (Koningsveld et al., 2002,2006). Funk¢ni vlastnosti
1ze ovlivitovat jak vnitinimi tak i vné&j$imi faktory. Mezi vnitini faktory fadime tvar,
velikost, slozeni a sekvence aminokyselin, sekundarni, tercidrni a kvarterni struktura
proteintl 1 schopnost integrovat s jinymi komponenty. Vnéjsi faktory, které maji vliv
na funkénost: pH, teplota, vlhkost, chemické zpracovéani, enzymy a iontova sila

(Damodaran a Paraf, 1997).

Rozpustnost

Rozpustnost je parametr, ktery je snadno méftitelny v jednotlivych roztocich proteintl.
Nicméné obtizné je méfeni ve smésich proteind, protoze rtizné proteiny vykazuji
jinou rozpustnost. Bramborové proteiny jsou tvofeny mnoha bilkovinami, proto je
obtizné posoudit jejich rozpustnost. Rozpustnost je ovlivnéna riznymi
komponentami, které jsou pifitomné v roztoku. Véetné tepelnych procedur, dialyzy,
kovovych soli a organickych rozpoustédel (Koningsveld et al., 2001). Rozpustnost

1ze popsat jako existenci rovnovahy mezi hydrofobnimi a hydrofilnimi interakcemi.

Emulgaéni schopnost

Smith a Culbertson (2000) definuji emulze jako smési alespoit dvou nemisitelnych
kapalin, z nichZ jedna je rozptylena ve druhé ve formé kapicek. Ke stabilizaci emulzi
je Casto prospesné piidat amfifilni, povrchové aktivni latku jako je protein. Proteiny
obsahuji jak hydrofobni, tak i hydrofilni slozky diky jejich sloZeni aminokyselin.
Pfidanim proteinti do emulzi dochéazi k tomu, ze se budou orientovat na rozhrani
prislusné molekuly na zaklad¢ jejich polarity. Tato orientace umozni stabilizaci
emulze tim, Ze dojde ke sniZzeni mezifazového napéti mezi dvéma nemisitelnymi
kapalinami (Smith a Culbertson, 2000). Koningsveld et al., (2006) ve svém pokusu

u vzorku hlizovych proteint stanovoval schopnost tvofit emulze a stabilizovat je za
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riznych podminek. Vzorky proteinli pochazely z PFJ (potato fruit juice) ziskané
z odridy brambor Elkana. Vzorky byly pfipraveny pomoci riiznych extrakénich
technik, ¢imz se ziskaly unikatni vzorky proteinii (hlizovy bilkovinny izolat, patatin,
patatin vysrazeny ethanolem, inhibitor proteas). Emulze byly vytvoieny v neutralnim
prostredi.  Zjistilo se, ze emulze, které obsahuji patatin, nevykazuji
hromadéni/seskupeni kapicek za podminek mikroskopovani. Zatimco ostatni vzorky

proteinti ukdzaly hromadéni/seskupeni kapicek a tim nestabilitu emulze.

Pénici vlastnosti

Phillps et al., (1990), definoval pénu jako dvoufazovy systém, v némz je plynna faze
ve formé bublinek obklopena kontinualné lamelami faze kapaliné. Proteiny, které se
Casto pfidavaji do pény, prispivaji k jejich stabilizaci. Pti studiu pénicich vlastnosti
daného proteinu je dualezité prozkoumat schopnost jejich pénéni, ale i schopnost
tvofit pény a zméfit stabilitu vytvofené pény. Tyto parametry se vyhodnoti métenim
objemu pény a zméfenim mnozstvi vypatfené kapaliny béhem ¢asu. Koningsveld et
al., (2002), zkoumal schopnost hlizovych bilkovin tvofit a stabilizovat pénu. Pény
byly vytvofené metodou probublavani a Slehani. Technika probublavani je vice
zaddouci pro vysoce strukturované proteiny, protoze umoziuje tuhym proteintiim
stravit vice ¢asu na rozhrani, coZ vede k uvolnéni bublin v disledku vztlaku sily.
Technika Slehani za¢ina Slehanim, které zptisobi rychlost a kolisani tlaku. V dasledku
vzijemné interakce bublin mezi sebou dojde ke zmeén€ povrchového napéti
a mezifazové plochy v pribéhu casu. Jakmile je rychlost Slehdni vysokd vytvoii se
péna diky vysokému povrchovému napéti, to umozni bublindm splyvat. Ptidavek
proteinli umozni del8i optimalni proces Slehdni pény. To je vyhodné, protoZe delsi
doba pozitivné koreluje s objemem pény. Nicméné proteiny mohou béhem Slehani
denaturovat az agregovat, to vede ke snizeni objemu pény. Hlavnim problémem pfi
stabilizaci vytvofené pény je piitomnost hydrofobnich molekul. Z dtvodu jejich
vzajemné interakce dochazi k jejich splyvani a k roztaZeni bublin pfitomnych v péné.
Dalsim problémem je, ze velikost téchto molekul je vétsi nez velikost bublin. To
zaptic¢inuje zvySeni rozkladu pény. Nestabilitu vytvofené pény zpusobuje i drenaz,
ktera je vysledkem gravitacni sily plisobici na kapalinu v pén¢€. AvSak v pfitomnosti

proteinll je tento jev vyrazné snizen v disledkl vytvoteni stagnujici vrstvy. Pénici
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vlastnosti vykazuje patatinovy komplex (viz kapitola uplatnéni patatinového

komplexu).

2.4.3. Rozdéleni hlizovych proteini

Rybécek a kolektiv (1989) uvadéji, ze bilkovina brambor neni chemicky homogenni
slozkou. V minulosti byla klasifikovana podle rozpustnosti — na frakci albuminovou,
globulinovou, prolaminovou a glutelinovou (Barta a Curn, 2004). Podle Rybacka
a kol. (1989) je protein tvofen ze 70 % globulinem a z 30 % albuminem.
Globulinovou frakce byla oznacovdna jako tuberin a frakce albuminova jako
tuberinin. V roce 1960 Linder et al., (1960) rozdélil hlizovy protein na albuminy,
globuliny a zbytek. V soucasné dobé&, nejvice pouzivana je klasifikace podle jejich
molekulové hmotnosti. Tato klasifikace vznikla s rozvojem elektroforetickych
a chromatografickych technik (Barta a Curn, 2004). Na zakladé molekulové
hmotnosti 1ze hlizové proteiny klasifikovat do tii zakladnich skupin (Pots 1999).

1) Patatin — do této skupiny fadime patatinové komplexy ¢i rodiny
patatinovych bilkovin. Molekulovd hmotnost se udava kolem 43 kDa
(Barta a Bartova, 2007).

2) Bramborové inhibitory proteas (Barta a Curn, 2004). Pfedstavuji soubor
protein S Sirokou heterogenitou. Molekulova hmotnost je v rozmezi

4 — 25 kDa (Bartova et al., 2009).

— Tyto skupiny pfedstavuji pres dvé tfetiny obsahu proteini v hlizdch. VétSina
izoforem patatinovych bilkovin a inhibitorti protedz ma enzymatickou a inhibi¢ni

aktivitu, ktera mize predstavovat fyziologicky vyznam (Mikkinen, 2014).

3) Ostatni proteiny — sem fadime hlavné proteiny s enzymovou ucasti na
syntéze Skrobu, hlizovy lektin (Barta a Curn, 2004). Tato skupina
zahrnuje proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti (Barta a Bartova,
2007).

Friedman (1996), uvadi, ze obsah bilkovin v hlizdich brambor je kolem 3%.

Nicméné, jejich nutricni hodnota je vysokd a v suSiné je jejich obsah stanoven na
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hodnotu 10 %, coz je na stejné urovni jako obsah bilkovin u vétSiny obilovin

(Friedman, 1996).
2.4.3.1. Patatin

Predstavuje skupinu glykoproteinii s molekulovou hmotnosti monomert v rozsahu
39 — 43 kDa (Prugar a kolektiv, 2008). Rozdilnou molekulovou hmotnost zptisobuje
glykosylace s kombinaci s mutacemi v primarni sekvenci fetézce (Barta a Bartova,
2008). Patatin (patatinovy komplex) se povazuje za hlavni zasobni proteiny hliz, ale
vykazuje také aktivitu vice enzymu, hlavné nespecifické lipid — acyl — hydrolazy
(LAH) pro rizné substraty ( Prugar a kolektiv, 2008). Poprvé byly izolovany v roce
1980 (Racusen a Foote, 1980) pomoci iontovyménné a afinitni chromatografie.
Patatin neboli patatinovy komplex zaujima 40 % rozpustnych proteind
v bramborovych hlizdch (Racusen a Weller, 1984), uvadi se 1 vyssi podil az 60 %
(Barta a Bartova, 2007). Patatin je lokalizovan v centralnich vakuolach
parenchymatickych bunék hliz. V listech, stoncich a kotenech se vyskytuje pouze ve
stopovych mnoZstvich (Barta a Bartova, 2007). Obsah patatinu zdvisi pfedevS§im na
vyvoji hlizy, dob& skladovani, kultivaru odridy a na agro — ekologickych
podminkach (Hannapel, 1991).

Struktura

Nativni forma patatinu je povazovana za dimer, jehoZz ptibliznd molekularni
hmotnost je 88 kDa (Racusen a Weller, 1984). Barta a Curn (2004), uvadéji, ze se
skladd z 336 aminokyselin. Jejichz konce (pozitivni i negativni) jsou rozmisténé po
celé sekvenci ndhodné. Nativni patatin ma cylindricky tvar. Sekundérni struktura
muze byt o — helikdlni 1 B fetézec. Tercidlni strukturu lze z hlediska nativnich
vlastnosti zniCit pii teplot¢ 55 — 75 °C a hodnot¢ pH mens$i nez 5 (Barta
a Bartova 2007, Koningsveld et al., 2001). Existuje az 15 imunologicky identickych
glykoproteinovych isoforem patatinu, ty lze rozdé€lit do Ctyf skupin: A (zaujima 62
%), B (26 %), C (5 %) a D (7 %) (Barta a Bartova, 2007). Pfi¢inou existence téchto
imunologicky identickych isoforem patatinového komplexu je odliSnd mira
glykosylace a mozné bodové mutace v primarni struktufe bilkovin (zména v sekvenci

aminokyselin) (Bartaa Curn, 2004).
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Z hlediska genové exprese existuji dvé tiidy genti kédujicich patatinové bilkoviny
(Barta a Bartova, 2008). Multigenova rodina tfidy I je exprimovana vyhradné v
hlizach (v 50-100krat vyssich hladinach), zatimco multigenova rodina ttidy II je

exprimovana v nizkych hladinach v celé rostlin¢ (Barta a Bartova, 2007).

2.4.3.1.1. Uplatnéni patatinovych proteinii

Hlizové proteiny brambor, ale piedevs§im bilkoviny patatinového komplexu disponuji
fadou vlastnosti, jenz mohou byt velmi cenné pii vyuziti v krmivaiském,
potravindiském, farmaceutickém ¢i kosmetickém priimyslu (Barta a Bartova, 2007).
Nabizi se moznost uplatnéni patatinového komplexu v potravinafstvi, zejména pii
produkeci instantnich polévek, omacek, susenych vyrobkt z brambor. Tim by se mély
vylepsit vyzivné hodnoty potravin a doslo by k zvyraznéni jejich chuti, aj. Dalsi
uplatnéni je jako surovina pro tvorbu potravinaisky stabilnich pén a emulzi
(Koningsveld et al., 2002). Pény jsou pfitomny v fadé koloidnich systému
produkovanych potravinaifskym a kosmetickym pramyslem. Proteiny jsou casto
pouzivany jako jejich stabiliza¢ni prvek. Pénivé schopnosti nedenaturovanych
hlizovych proteint a jejich jednotlivych slozek, zejména pak patatinovych bilkovin,
byly porovnany v praci Ralet a Guéguen (2000) s komer¢né dostupnym vajeénym
koncentratem, ktery je povaZovan za referencni vzorek s vynikajicimi pénivymi
vlastnostmi (Barta a Bartova, 2007, Baniel et al., 1997). Péniva schopnost patatinové
frakce byly vysoké a dosahovaly trovn€ vajecného bilku. V né¢kolika variantach
pokusu byly dokonce pénivé schopnosti vajecného bilku a stabilita produkované
peny prekonany (Barta a Bartova, 2007). Nabizi se také vyuziti enzymové aktivity
patatinového komplexu. Naptiklad vyuziti LAH aktivity (lipolytické aktivity)
patatinu pro tvorbu emulsi a pro syntézu specialnich monoacylglycerold, které¢ by
mohly mit uplatnéni v potravinaiském ¢i jiném priimyslu. Patatinovy komplex také

fadime k proteinim, které vykazuji antioxidacni aktivitu.

2.4.3.2. Inhibitory proteas (PI’s)

Inhibitory proteas tvoii asi 30 % z celkového rozpustného proteinu hlizy. Vytvari

vice heterogenni skupinu proteinli ve srovnani s patatinem. Mezi sebou se lisi
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molekulovou hmotnosti, aminokyselinovym sloZenin a inhibi¢ni aktivitou. Uloha
proteas je hlavné kontrola proteolyzy, ktera je klicovy proces vsech zijicich
organismi (Hanusova a Curn, 2006). V rostlinném téle se mohou vyskytovat
v raznych ¢astech, naptiklad v hlizach a semenech, ale také v nadzemnich organech.
V zasobnich organech, zejména hlizach inhibitory proteas pusobi spise jako zasobni
proteiny, v nadzemnich ¢astech, predev§im v listech hraji roli v ochrané pted

mikrobialnimi patogeny a hmyzimi $kidci (Barta a Curn, 2004).
Klasifikace inhibitori proteas

Obecné inhibitory proteas lze rozdélit nejcastéji podle aminokyselinového zbytku
v aktivnim misté (Bartova et al., 2012). Podle tohoto kritéria rozliSujeme 4 hlavni

skupiny:

1) Serinové inhibitory proteas (serin ¢i histidin v aktivnim mist¢)

2) Cysteinové inhibitory proteas (cystein v aktivnim mistg)

3) Aspartatové inhibitory proteas (aspartat v aktivnim mist¢)

4) Metalloproteazové inhibitory (kovové ionty v aktivnim misté) (Barta

a Bartova, 2007).

Dalsi klasifikace inhibitorti proteas je déleni podle jejich molekulové hmotnosti, stavby
molekuly, hodnoty isoelektrického bodu a pocétu sulfidickych mustktt v molekule
Bartova et al., 2012). V tabulce ¢islo 2, je uvedeno rozdéleni inhibitorti proteas do sedmi

tfid podle jejich specifickych vlastnosti.
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Tabulka €. 2: Rozdéleni bramborovych inhibitoru proteas podle jejich specifickych vlastnosti

(pfevzato a upraveno dle Bartova et al., 2012,Pouvreau et al., 2001).

Skupina Molekulova | pl Klasifikace Inhibované
hmotnost enzymy
(kDa)
Bramborovy 7,7-7,9 pH Serinovy inhibitor | Trypsin,
inhibitor proteas | 5,5- Chymotrypsin
(PI-1) 7,8
Bramborovy 10,2 pH Serinovy inhibitor | Trypsin,
inhibitor proteas Il 5,5- Chymotrypsin
(PI1-2) 6,9
Bramborovy 20,1-22,8 pH Cysteinovy Papain,
cysteinovy inhibitor 5,8- inhibitor trypsin,
proteas (PCPI) 9,0 chymotrypsin
Bramborovy 19,9-22,0 6,2- Aspartatovy Cathepsin D,
aspartatovy 8,7 inhibitor trypsin,
inhibitor proteas chymotrypsin
Bramborovy 20,2 pH Sérinovy inhibitor | Trypsin,
inhibitor Kunitzova 8,0- Chymotrypsin
typu 9,0
Ostatni sérinové¢ | 21,0-21,8 pH Sérinovy inhibitor | Trypsin,
inhibitory 7,5- Chymotrypsin
8,8
Bramborovy 4,3 pH Metalloproteasovy | Karboxypeptidaza
karboxypeptidasovy inhibitor A

inhibitor proteas

2.4.3.2.1. Mozné vyuziti inhibitori proteas

Inhibitory proteas vykazuji fadu vlastnosti, které je fadi mezi

tzv. multifunkéni

proteiny. V posledni dobé se zvétsil zajem o jejich vyuziti v lékafstvi, diky
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vlastnostem, které vykazuji. Hanusova a Curn (2006) uvadgji, vyuziti proteas

v 1é¢be obezity a jejich protirakovinné ucinky.

Z pohledu medicinského jsou inhibitory proteas skupina protirakovinovych ¢inidel.
Byly studovany ucinky PI-1, PI-2, které se aplikovaly do epidermalnich bun¢k mysi.
V pokusu se ukézala schopnost téchto inhibitoru eliminovat aktivator proteinu AP-1,
ktery puasobi jako transkripéni faktor vzniku rakoviny kize (Huang, et al., 1997).
Dal§im dulezitym inhibitorem je karboxypeptidaza (PCI), ktera je jedinym
pfirozenym antagonistou lidského epidermalniho rastového faktoru (EGF). EGR
(a jeho receptor EGFR) tvofi soucast nékterych aspektii vyvoje nadort, véetné rlstu
nadorovych bunck a tvorby metastaz. Pokud se PCI navaze na receptor EGFR je
inhibovana jeho aktivace — pfi¢inou tohoto jevu je pravdépodobné disulfidicka
smycka tzv. T — knot (Hanusova a Curn, 2007). Dalsi vyuziti inhibitori proteas je
Vv 1é¢bé obezity. Pouziti piipravkt s obsahem PI-2 jako dopliikii stravy zpusobuje
nartst hladiny CCK a tim dochézi k redukci pfijmu potravy. Peptid CCK neboli
cholecystokinin hraje kli¢ovou roli v mechanismu nasyceni tim, Ze stimuluje
kontrakce Zluéniku a vylucovani trypsinogenu ze slinivky. Trypsinogen ovliviiuje
uvoliovani  cholecystokininu. Vysoka hladina CCK zplsobuje redukci piijmu

vvvvvv

pocitu nasyceni (Hanusova a Curn, 2007).

2.4.3.3. Ostatni proteiny

Do této skupiny jsou fazeny proteiny, které nelze pfitadit k bilkovinam patatinového
komplexu, nebo jde o proteiny, které nemaji schopnost inhibovat proteasy (Barta
a Bartova, 2007). Tato skupina tvoii pfiblizn¢ jednu tietinu vSech hlizovych proteint
(Bauw et al., 2006). Skupina zahrnuje bilkoviny s vysokou molekulovou hmotnosti
(Barta a Bartovd, 2007). Do této skupiny nejcastéji zatazujeme lektin,
polyfenoloxidasy, protein kinasa a enzymy, které se uCastni na syntéze Skrobu
a fosforylové izoenzymy. Molekulovd hmotnost ostatnich proteini se pohybuje
v rozmezi 49 kDa az 600 kDa (fosforylasa) (Koninsveld et al., 2001). Lektiny jsou
proteiny s molekulovou hmotnosti vétsi nez 40 kDa. Je to dilezita skupina proteind.
Lektiny se napfiklad zapojuji do obranného mechanismu rostlin tim, Ze indukuji

shlukovani (aglutinaci) bun¢k
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2.5. Hlizové proteiny ziskané z hlizové vody

Nabizi se také uplatnéni proteinti z hliz brambor ziskanych z hlizové vody, ktera
vznikd jako vedlej$i produkt pfi vyrobé Skrobu. Zastoupeni bilkovin ve vstupni
suroviné (Skrobu) bylo doposud vnimano spiSe negativné, nebot’ proteiny prechazeji
do vedlejsich produktii a zptisobuji problémy pii kone¢né likvidaci tohoto odpadniho
materialu (Barta a Bartova, 2007). Likvidace hlizové vody (neboli PFJ) je nédkladné
vzhledem k jejim znecist'ujicim G¢inkiim. Z fytochemického hlediska je hlizova voda
bohata na obsah proteinti, mineralnich latek a volnych aminokyselin (Waglay et al.,
2014). Obdobné jako bilkoviny hliz, 1ze rozdélit bilkovinny komplex, ktery je
obsazen v PFJ na proteiny patatinové, inhibitory proteas a ostatni proteiny (Barta a
Bartova, 2007). Obsah jednotlivych slozek v susiné PFJ se mlize ménit v zavislosti
na zpracovavanych odriidich a na péstitelskych podminkéch, aj. Patatatinovy
komplex tvofi pfiblizn€ 38 % vSech bilkovin, inhibitory protedz zaujimaji 45 %
a ostatni proteiny16% (Barta et al., 2013). Hlizova voda obsahuje asi 1,5 % ve vodé

rozpustnych proteinti (Lomolini et al., 2015).

2.5.1. Izolace proteinu z hlizové vody

Izolace proteinu z hlizové vody, aniz by doslo k ovlivnéni jejich funkénich vlastnosti
je narocné. Primyslové se vétSinou z hlizové vody izoluji pomoci tepelné koagulace
(pt1 teploté vyssi nez 80 °C) v kombinaci se snizenim pH. Pii tepelné koagulaci
dochazi k denaturaci pfitomnych proteini. Denaturace snizuje jejich rozpustnost
a tim se omezuje vyuziti téchto proteinl v potravinarské sféfe. Wang a Xiong (2005),
ve svych pokusech prokazali, Zze enzymova hydrolyza zvySuje rozpustnost proteinu.
Nejen, ze zvySuje rozpustnost proteinu, ale je pfedpokladem pro dosazeni mnoha
dal§ich funkénich aktivit v potravinaiské sféfe. Mnoho firem Skrobéarenského
prumyslu takto ziskava proteinové piipravky, které jsou charakterizovany vysokym
obsahem celkového proteinu, nizkym obsahem popela (Miedzianka et al., 2012). Na
druhou stranu se sniZuje jejich rozpustnost a schopnost absorpce vody a oleje, coz
omezuje jejich vyuziti jako slozky potravin v lidské vyzive. Takto ziskané proteinové
ptipravky jsou pfevazné pouzity jako slozky krmiv, kterd slouzi jako potrava pro
zvitata (Peksa a Miedzianka, 2014). Déle se ziskana hlizova voda pouziva jako

zavlaha (hnojivo). V Ceské republice se hlizova voda vyuZivé jako dusikato-draselné
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organické hnojivo. Toto hnojivo se aplikuje na pole, které se nachdzi blizko
Skrobarenského provozu. Tento zplsob uplatnéni je Casto problematicky, protoze
dochazi k zatézovani stejnych pozemki, zavislosti na pocasi a také k zapachu, ktery
obtézuje okolni prostfedi. Cenny nutricni a biochemicky potencidl tak zlstava
nevyuzit. AvSak pohled ¢eskych Skrobarenskych firem se postupné méni (Barta et
al., 2006).

2.5.2. Uplatnéni proteinovych piipravki z PFJ
Uplatnéni jako krmivo pro hospodarské zvirata

Ve vyspélejsich statech Evropy se vyizolované proteiny z hlizové vody vyuzivaji
jako krmiva pro zvifata. Hlizova bilkovina se piimo vyrabi ve Skrobarnach nebo ve
firmach ur€enych pro jeji produkci. Naptiklad Francouzska firma Tereos Syral
vyrabi izolat Protimex, ktery obsahuje minimalné 83,5 % proteinu v suchém stavu.
Tento izolat se pouziva jako startovaci krmivo pro kufata. Poddvan je té€sné€ po jejich
vylihnuti, kdy potfebuji vysoce stravitelné proteiny a energii potfebnou ke stimulaci
sttevniho vyvoje (Tereos Syral, 2016). Z dalSich francouzskych firem lze uvést
spole¢nost Roquette, ktera vyrabi izolat nazyvany Tubermine. Tyto izolaty obsahuji
vysoky podil proteinu (78 %) a vysoce stravitelné esencidlni aminokyseliny (lysin,
methionin, threonin, aj.). Vyuzivaji se jako slozky krmiva pro sajici telata a selata

(Roquette, 2016).

V Ceské republice existuje také firma, kterd vyuziva proteiny jako krmivo pro
zvitata. Jedna se o spolecnost Satur Plus, ktera koncentrat dovazi od Némecké firmy.
Koncentrat obsahuje vysoky stupenn proteinu, ktery je vyuzivan jako slozka
v krmivech pro veskera hospodaiska zvifata. Zejména se vyrabi krmné smési pro

selata, prasata 1 prasnice ve vykrmu, driibez a petfood (Saturn Plus, 2016).

Uplatnéni v potravinaiském priamyslu

Holandska firma Avebe a jeji dcefind spolecnost Solanic produkuji fadu
proteinovych preparati ziskanych zhlizové vody. Tyto prepardty se vyznacuji

dobrymi funk¢énimi a chemickymi vlastnosti (Miedzianka et al., 2012). Spolecnost
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vyvinula patentovou techniku pro vyrobu proteinu jako alternativy k zivociSnym

bilkovindm. Produkty, které vyrab¢ji (Sukova, 2008):

e Promish 204P — ptipravek, ktery je vhodny k pouziti do vyrobki
z masa (parku, pastik aj.) a ryb. Pfidava se v mnozstvi 0,5-0,7 % jako
nahrazka kaseinatu.

e Patissionate 401P - je urCen k pfipravé pusinek. Pfidava se
v mnozstvi 4 % do vyrobkli. Mél by nahradit vejce a zdvojndsobit
objem pusinek.

e Beverisch 303L — ptidava se do napoju pro sportovce a do tzv.
energetickych ndpojii v mnozstvi 1 %.

e Satic-factor — proteinovy preparat lze piidavat do nejriznéjSich
potravin ¢i napoju. UrCeny je pro potlaceni pocitu hladu (Sukova,

2008).

2.6. Prospésné vlastnosti pro lidské zdravi

Lachman et al., (2000) zafazuje brambory k tzv. fytopotravinam, z divodu toho, ze
obsahuji urcité typy antioxidanti. Bramborové hlizy obsahuji pfevazné sekundarni
metabolity — polyfenolické slouc¢eniny. K dal$im antioxidantd, které jsou pfitomné
Vv hlize lze zaradit kyselinu L — askorbovou, karotenoidy a antykyanova barviva.
V dosavadnich studiich byla také zjiSténa antioxidacni aktivita peptidd a proteind,
které se ziskavaji z hliz brambor. Brambory obsahuji také. bioaktivni peptidy, které
jsou prospésné pro zdravi Clovéka. Bramborové peptidy vykazuji antihypertenzni

aktivitu, ktera napomaha sniZeni krevniho tlaku.

2.6.1. Bioaktivni peptidy

Bioaktivni peptidy jsou obsazeny jak v rostlinnych, tak i v zivo¢iSnych slozkach
potravy. K nejvyznamnéjSim zdrojim patii mlécnd bilkovina, maso a rostlinné
hydrolyzaty (cizrna, soja, pSenice aj.) (Pihlanto, Akkanen, Korhonen, 2007). Mezi
rostlinné zdroje fadime také proteinové hydrolyzaty ziskané z hliz brambor. Jsou to

zejména hydrofobni peptidy, které obvykle obsahuji 3 — 20 aminokyselin. Pro jejich
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¢innost jsou rozhodujici fragmenty, které se vyskytuji na jejich C nebo N — konci
(Schaafsma, 2009). Vyskytuji se v potravinach jako takové nebo vznikaji hydrolyzou
bilkovin pii vyrobé¢ bilkovin. Rovnéz mohou vznilkat také béhem hydrolyzy
bilkovin travicimi enzymy. Dal§i moznosti vzniku bioaktivnich peptidu je fizena
hydrolyza proteinu (Kvasnickova, 2003). Bioaktivni peptidy, které jsou tvoiené
pouze nékolika aminokyselinami, jsou schopné prochazet skrz bariéru epitelu
Vv travicim traktu do krvinek. Takto se tyto peptidy dostavaji do riznych organii, kde

se projevuji jejich prospésné ucinky na organismus (Kvasnickova, 2003).

Existuje Siroka Skala bioaktivnich peptidi. Mezi nejdilezitéjsi tfadime peptidy
s antihypertenzni aktivitou (Pihlanto, Akkanen, Korhonen, 2008). Tato aktivita
spo¢iva v inhibici enzymu konvertujiciho angiotenzin (ACE). ACE inhibitor
hydrolyzuje dekapeptid angiotenzin I na oktapeptid angiotenzin II, coz je silna
vazokonstrikéni latka. Déle se hydrolyzuje peptid bradykynin, coz je silny
vazodilatator. Vysledkem vSech téchto uCinkli je snizeni krevniho tlaku
(Kvasnickova, 2003). ACE inhibitory jsou obecné peptidy s kratkymi fetézci, které
Casto nesou zbytky polarnich aminokyselin jako je napfiklad prolin (Hartmann
a Miesel, 2007). Naptiklad Pihlanto et al., (2008) ve svém pokusu popisuje moznost
zvySeni aktivity ACE inhibitorii v izolovanych proteinech z hliz brambor pomoci
hydrolyzy za pouziti enzymu alkalasa. Vzorky pted hydrolyzou vykazovaly nizkou

aktivitu. Hydrolyza po dobu dvou hodin zvysila aktivitu ACE inhibitort.

2.6.2. Antioxidac¢ni aktivita proteini

Reaktivni formy kysliku (ROS) a volné radikaly hraji dulezitou roli v mnoha
onemocnéni jako je rakovina, ateroskleréza a diabetes (Beckman a Ames, 1998).
Tvorba volnych radikalt (napiiklad superoxidovaného aniontu, hydroxylového
radikalu) je disledkem dychéni aerobniho mikroorganismu. Tyto volné radikaly jsou
nestabilni a rychle reaguji s jinymi skupinami latek, které jsou pfitomné v téle, to
vede K poranéni tkani ¢i bun€k. Té&lo ma sviij obranny systém proti ROS, nicméné
tento mechanismus neni dostate¢né U€inny, aby zabrénil zcela poskozeni. Proto
dopliiky stravy, které obsahuji antioxidanty, by mohly byt pouZity jako pomoc
lidskému télu snizit oxidacni poSkozeni. V rlznych studiich byla popsana

antioxidacni aktivita proteinii a peptidd, ziskanych zrostlinnych a zivociSnych
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zdrojui, zabranovat peroxidaci lipidii a mastnych kyselin nebo jejich schopnost
zabranovat aktivité¢ volnych radikali. Mezi zdroje téchto peptidii a proteint lze

zaradit soju, je¢men, mléko a brambory (Pihlanto et al., 2008).

Wang a Xiong (2005) studovaly antioxidacni schopnost hydrolyzovanych
bramborovych proteinovych frakci ve vafenych hovézich karbanatcich pomoci
antioxidacnich test zalozenych na reaktivnich substancich TBARS (thiobarbiturova
kyselina) a peroxidu. Dosli k zavéru, Ze pouzité bramborové proteiny vykazuji
znacnou reduk¢ni silu, ktera mtize byt zptisobena peptidovym Stépenim. To vede ke
vzniku produktt, které maji vyssi dostupnost vodikovych iontd. Tyto vodikové ionty
jsou schopné pievadét a stabilizovat volné radikaly ve vét§im rozsahu ve srovnani
s delSimi proteiny. V literatute se také uvadi souvislost aminokyselinového slozeni
s antioxidacni aktivitou proteinu. Napiiklad aminokyseliny methionin, histidin
a lysin, které jsou ptitomné v bramborovych proteinech inhibuji oxidaci lipidi. Tyto
aminokyseliny mohou zlepSovat oxidacni stabilitu, jak se ukazalo v pouzitych

hovézich karbanétcich.

Lie et al, (2003) studoval antioxida¢ni aktivitu purifikovaného patatinu.
Antiradikalova aktivita byla zkouméana pomoci DPPH (1,1 - difenyl-2-
picrylhydrazyl) testu. Jako kontrola byl pouzit redukovany glutathion a antioxidant
hydroxytoluen (BHT). Ukézalo se, Ze pfi zmenSeni ¢astic na nanomolarni vykazuje
purifikovany patatin podobnou antioxidacni odpoveéd’ jako antioxidant BHT a lepsi
antioxida¢ni aktivitu nez redukovany glutathion. Stejnd studie také ukazuje
schopnost patatinu sniZzovat peroxidaci lipoproteinu (LDL). To je dileZité, protoZe

LDL je spojen s rozvojem ateroskler6zy u lidi (Lie at al., 2003).
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2.7. Frakcionace hlizovych proteini

Kseparaci peptidi se beézné vyuzivaji metody elektromigracni a metody
chromatografické. Elektroforetické metody jsou zalozeny na elektroforetickém
pohybu ionizujicich Castich ve stejnosmérném elektrickém poli. Pohyblivost ¢astic
zavisi na velikosti naboje, velikosti a tvaru molekuly, koncentraci aj. (Vankova,
1999). Vyuziva se napiiklad kapilarni zénova elektroforéza a gelova elektroforéza.
Déleni proteinti, pii vyuziti kapilarni zonové elektroforézy, probiha ve velmi tenkych
kapilarach, které rychle odvadéji teplo, proto mohou byt pouzita elektricka pole
S vysokym napétim. Pii vyuziti gelové elektroforézy tvoii gely pfechod mezi pevnym
a kapalnym stavem. Vytvaii se trojrozmérna sit, kdy pory slouzi jako molekulové
sito. Proteiny se separuji poéry dle jejich velikosti. Gelovou elektroforézu
rozdélujeme na dva hlavni typy: Nativni elektroforéza (nedenaturacni) ta probihd bez
pfitomnosti denatura¢niho ¢inidla. Proteiny migruji gelem podle svého celkového
naboje, velikosti a tvaru. SDS-gelova elektroforéza — K separaci peptidi dochazi na
zaklad¢é jejich rozdilné relativni molekulové hmotnosti. Proteiny jsou nejprve
denaturovany dodecylsiranem sodnym (SDS) a B — merkaptoethanolem, ktery zrusi
disulfidické vazby. Hydrofobni konec molekuly SDS siln¢ interaguje s proteinovym
fetézcem. Pocet molekul SDS, které se vazi na protein je "Gmérny délce proteinu.
Kazdad molekula SDS pfispivd negativnim nabojem a piekryva piipadné ndboj
proteinu. To dovoluje separovat vzorek pouze podle molekulové hmotnosti
(velikosti), nikoli podle naboje, protoze kone¢ny naboj proteinu po asociaci s SDS je

vzdy negativni a umérny velikosti (Pazourek, 2003)

Chromatografické metody jsou zaloZené na principu déleni a distribuci latek mezi
dvéma fazemi. Pohybliva ¢ast se nazyva mobilni a je tvofena kapalinou ¢i plynem.
Nepohybliva ¢ast se oznacuje stacionarni (sorbent) a miize mit rozdilnou formu
(Kiizek a Sima, 2015). Pii chromatografii dochazi k piesunu latek do faze
stacionarni a zp¢t do faze mobilni. Kazda molekula pfejde mnohokrat z mobilni faze
do sorbentu a zpét, pfiCemz doba, po niz separovana latka setrva v kolon¢, zavisi na
Zetnosti a sile interakci a uréuje potadi, v némz slozka opousti kolonu. Cim vetsi jsou
tyto interakce ve stacionarni fazi, tim vyssi je hodnota elu¢niho casu. Jednim
z hlavnich déleni chromatografickych metod je podle skupenstvi fazi, a to na
plynovou a Kkapalinovou chromatografii (Drbal a Kiizek, 1999). Plynova

chromatografie pracuje nejcastéji v systému plyn-kapalina, ale i v systému plyn-
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pevna latka. Kapalinova chromatografie pracuje v systému kapalina-kapalina nebo
pevna latka-kapalina (Kas et al., 2005). Podrobnéjsi rozd€leni chrom. metod je
zaloZeno na interakci separacni latky se stacionarni fazi. Z tohoto divodu lze rozlisit
chromatografii afinitni, rozdélovaci, iontové vyménou, adsorbéni. aj. K separaci
proteinli a peptidi se nejcastéji vyuzivaji tzv. moderni systémy kapalinové

chromatografie. Jde naptiklad o HPLC a FPLC.
e HPLC neboli vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vyvinula se z plynové chromatografie na pocatku 70. let. Pro separaci
vyuziva kapalinovou mobilni fazi. Jedna o sloupcovy neboli kolonovy typ
chromatografie. Staciondrni faze vyskytujici se na sténach kolony obsahuje malé
¢astice nepravidelného tvaru a jednotné velikosti Systém HPLC vyuZiva vysokych
tlaku pro prichod mobilni faze kolonou, protoze stacionarni fazi tvofi tésn¢ vazané
malé &astice, které pii paisobeni nizkych tlaku mobilni faze hafe adsorbuji (Stulik

a kol., 2005).
e FPLC neboli vysokorychlostni kapalinova chromatografie

Tato metoda vykazuje vysokou rozliSovaci schopnost. Oproti HPLC se jedna o
sttednétlakou metodu, kterd vyuziva tlaky maximalné do 5 MPa. Z tohoto hlediska je
citlivéjsi nez HPLC. Pomoci injekéni stiikacky nebo peristaltického pumpovace jsou
vzorky vpraveny do nasavaci smycky. Poté je vzorek se smyc¢ky pfenesen do kolony,
kde dochdzi k interakci se stacionarni fazi. U této metody lze vyuZivat rizné typy

kolon.
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3. Cil diplomové prace

Cilem diplomové prace byla separace peptidovych fragmentt, které byly vytvorené
enzymovou hydrolyzou proteinovych izolati. Ziskané peptidové frakce byly
analyzovany z hlediska jejich antioxida¢nich vlastnosti. Konkrétné prace probihala

podle nésledujicich dil¢ich krok:

e Piiprava hlizové stavy z odriidy brambor Ornella.

e Laboratorn¢ pfipravit pomoci tepelné koagulace proteinovy
koncentrat z hlizové $tavy ziskané z hliz brambor odriidy Ornella.

e Enzymova hydrolyza ziskanych proteinovych izolati enzymem
alkalasa a trypsin za optimalizovanych podminek a ovéteni zda doslo
ke zlepSeni rozpustnosti a knaristu antioxidaéni aktivity
u peptidovych fragmenti.

e Separace peptidovych fragmentti pomoci SDS — PAGE a FPLC.

e Stanoveni antioxida¢ni  aktivity a  Koncentrace  proteint
vyseparovanych peptidovych subfrakci.

e Statistické hodnoceni dat.
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4. Material a metody

Vychozim materidl pro vyzkum byla zvolena odriida brambor Ornella, ktera se
pouzivd k vyrobé Skrobu a smazenych vyrobkli a jiz pfipraveny proteinovy
koncentrat ziskany od Svédské firmy Lyckeby Starch AB (dadle oznaCovan jako
Lyckeby).

4.1. Priprava hlizové st’avy

Ziskané hlizy z odridy Ornella byly omyty a zbaveny vSech necistot. Po jejich
omyti a usuSeni nasledovalo odstavnéni za pomoci odstaviiovate CATLER JE
4010. Ziskana stéava byla pielita do chlazené kadinky a byl kni pfidan 1 %
konzervant sifi¢itan sodny (3,5 g disifi¢itanu sodného + 5 g sifi¢itanu sodného bylo
rozpusténo ve 100 ml destilované vody), aby nedochazelo k ztmavnuti hlizové

stavy.

Odstranéni Skrobu z hlizové §tavy

Hlizova $tava byla rozdélena do 4 nadob a centrifugovana po dobu 30 minut pfi
4500 otackach (Centrifuga Rotina 420 R). Po centrifugaci probéhla filtrace a usazeny
Skrob byl vylit. Néasledovalo preliti hlizové stavy do plastové ldhve a jeji uchovavani

v mrazaku do dal$iho pouZziti.

4.2. Ptiprava proteinu

Pted vlastni tepelnou koagulaci probehla uprava pH hlizové stdvy pomoci pH metru.
Hodnota byla upravena pfidavkem 0,5 M H,SO,4 na hodnotu pH 5. Ziskany objem
byl rozdélen do Fisherovych tub o zndmé hmotnosti. Doslo k zahtati objemu ve
Fisherovych tubach ve vodni 1azni na teplotu 80 °C (realna teplota hlizové §tavy) po
dobu 10 minut. Nasledné se provedla centrifugace ziskaného roztoku po dobu 10
minut pti 4500 otaCkach. Vzniklé supernatanty se slily do plastovych doéz, které se
zamrazily na teplotu — 20 °C. K ziskanych peletim (vzorky) se pfidalo 10 ml

deionizované vody a opatrné¢ se rozmichaly pomoci sklenéné tyCinky. Takto
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pfipravené smési byly opét zcentrifugované po dobu 10 minut pii 4500 otackach.
Vznikly supernatant byl odstranén. Pelety byly zamrazeny v mrazicim boxu na
teplotu — 80 °C a poté zlyofilizovany do doby, dokud nebyly zcela vysuseny — zisk

proteinového koncentratu z odriidy Ornella.

Homogenizace vzorku

Homogenizace vzorku byla provedena prostfednictvim planetarniho typu mlynku
Pulverisette 6 od firmy FRITSCH. Tento mlynek umoZnuje rychlé a velmi jemné
mleti materialu. Mleci prvky (miska a kulicky) byly vyrobeny z materidlu achat.
Homogenizace probihala pti 500 ota¢kach po dobu 2 x 2 minut. Byla provedena
homogenizace proteinovych koncentrati z odriidy Ornella i Lyckeby. Nasledné byly
jednotlivé proteinové koncentraty rozdéleny do dvou plastovych doz, které se fadné

uzavrtely a vlozily do ledni¢ky pro dalsi pouziti.

4.3. Enzymova hydrolyza

Enzymové $tépeni probihalo po dobu 24 hodin, pouzity a vyuzity byly proteolytické
enzymy alkalasa (subtilisin) a trypsinu. Pouzité enzymy pochazely od firmy Sigma —
Aldrich. Enzym trypsin (katalogové ¢islo bylo T4799), dodany v praskové formé
bylo nutné pfed hydrolyzou nejprve rozpustit. Pro ucely analyzy bylo navazeno 300
mg prasku. Ten byl nejprve rozpustén v 10 ml 1 mM HCI a poté v 50 ml TRIS — HCI
pufru (o pH 8). Hydrolyza trypsinem probihala pfi teploté 37 °C. Jako pufr byl pouzit
Tris — HCI pufr o hodnoté pH 8. Katalogové ¢islo pouzité alkalasy bylo P4860.
Enzym alkalasu nebylo nutné rozpoustét. Podminky §tépeni byly teplota 60 °C,
vyuziti Tris — HCI pufru (pro vytvofeni optimalniho pH prostfedi pro aktivitu
enzymu) o hodnoté 7.

4.3.1. Pfiprava vzorku pro hydrolyzu

K analyze byly pouzity jiz pfipravené proteinové koncentraty ziskané z hliz brambor

odrudy Ornella a Lyckeby. Od kazdého vychoziho proteinu bylo navazeno 99 — 101
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mg do Fisherovych tub o znamé hmotnosti. Vytvotfeny byly nasledujici varianty
Stépeni. Pro jednotlivé proteiny byly vzdy vytvofeny dvé sady Stépeni (Ste€peni
enzymem alkalasa a trypsin) po n¢kolika opakovani. U enzymu alkalasa bylo ke
kazdému izolatu proteinu piidano 10 ml pfislusného pufru (Tris - HCIl — pH 7) a 50
pl enzymu alkalasy. U varianty $tépeni enzymem trypsin se ke kazdému izolatu
proteint piidalo 9 ml ptislusného pufru (Tris-HCI — pH 8) a 1 ml enzymu trypsin.
Jako kontrola pro zjiSténi UCinnosti Stépeni urCitym enzymem, se ke kazdému

vybranému proteinu piidalo 10 ml pfislusného pufru.

4.3.2. Pribéh enzymové hydrolyzy

Pied vlastnim Stépenim byly nejprve piipraveny 1 M zasobni roztoky pufru
o objemu 100 ml, ze kterych se ptipravily jednotlivé pufry o koncentraci 50 mM. Pro
enzym alkalasa byl pfipraven zasobni roztok pufru Tris — HCl o pH 7. Pro enzym
trypsin byl pfipraven zasobni roztok pufru Tris — HCI o pH 8. Jednotlivé sloZeni
pufrd je uvedeno v piilohové ¢asti diplomové prace. Pripravené tuby byly umistény
ve vodni lazn¢, kdy pro varianty s enzymem alkalasa byla teplota vodni lazné
nastavena na teplotu 60 °C, pro varianty s enzymem trypsin byla teplota nastavena na
37 °C — prob¢hlo stépeni. Pri téchto teplotach dochézi k aktivité ¢innosti pouzitych
enzyml. Po skonceni doby S$tépeni Cinnost jednotlivych enzymii byla zastavena
varem, kdy Fisherovy tuby byly ponofeny do vrouci vody po dobu 10 minut.
Nasledné probéhla centrifugace vychladlych tub po dobu 15 minut pii 4500
otackach. Vzniklé supernatanty byly pfevedeny do tub o zndmé hmotnosti. Z kazdé
tuby bylo napipetovano 200 — 300 pl supernatantu do 1,5 ml zkumavek. Zkumavky
I tuby se supernatanty byly ulozeny do mrazaku pro dalsi aplikace. K peletim se
pfidalo 10 ml destilované vody a opatrné se promichaly pomoci sklenéné tyc€inky
a byly opét zcentrifugovany po dobu 15 minut pii 4500 otaCkach. Vzniklé
supernatanty byly odstranény. Pelety byly zamrazeny v mrazicim boxu na teplotu —
80 °C a poté zlyofilizovany do jejich uplného vysuseni. Po lyofilizaci bylo
provedeno vazeni s vyuzitim hodnot navazek byla stanovena zmeéna hmotnosti
(ubytek) jednotlivych vzorku. Rozpustnost byla stanovena jako procentualni podil

ubytku hmotnosti k ptivodni navazce.
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4.4. Frakcionace proteinovych fragmenti
4.4.1. SDS-PAGE pro analyzu peptidovych fragmenti

Analyza peptidovych fragmentii zaloZzena na systému SDS-PAGE probihala na
vertikdlni elektroforéze (model SE 600, Hoeffer). Metoda probihala podle
modifikovaného protokolu dle R. C. Judd. Gel, na kterém byly separovany peptidy,

obsahoval tii vrstvy: spodni separacni gel, mezigel a horni zaostfovaci gel.

Piiprava vzorki

Na analyzu byly vyuzity supernatanty, které vznikly po enzymovém Stépeni
jednotlivymi enzymy. Supernatanty pied pouzitim musely byt zakoncentrovany.
Mnozstvi 5 ml od kazdého z nich se dalo zlyofilizovat a nasledn¢ vznikly pelet
rozpustil ve 250 pl destilované vody. Poté se do novych mikrozkumavek
napipetovalo 80 pl vzniklych vzorkii. K nim se ptfidalo 20 pl naneSeciho pufru
s B — merkaptoetanolem. Takto pfipravend smés byla vafena po dobu 3 minut
a v mnozstvi 60 pl nanesena na gel. Na gel byl kromé vzorkli nanesen také marker

(Sigma — Aldrich, Color Marker Ultra-low Range).

Piiprava gelu

Nejprve se pripravila skla, ktera byla vertikalné upevnéna do stojanu. Mezi né byl
nalit separacni gel. Povrch gelu byl upraven butanolem, aby se odstranily vytvoiené
bublinky. Pak se gel nechal zatuhnout. Po jeho zatuhnuti se slil butanol, pfipravil
a nalil na n¢j spacer gel - mezigel. Povrch gelu byl opét upraven butanolem. Po
zatuhnuti mezigelu se slil butanol, a na gel se nalila 3 vrstva zaostfovaciho gelu. Do
zaostfovaciho gelu se zandaly vzorkovaci hiebeny a vznikly gel se nechal zatuhnout.
Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu a vyjmuti hiebenti byl povrch gelu upraven
vanovym pufrem. Pod jeho hladinu byly do jamek naneseny barvené vzorky

a hmotnosti marker. (Slozeni jednotlivych vrstev gelu je uvedeno v tabulce ¢islo 3).
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Tabulka ¢islo 3: Slozeni jednotlivych vrstev gelt.

dH,O | Separacni Separad. | Glycerol | TEME- | 10 % EDTA
gelovy pufr | Akrylami D Persiran
3 M Tris, | d amonny
0,3 % SDS
Separa¢ni | 13,4 | 20 ml 20 ml 6,4 ul 20 ul 200 ul
gel ml
Spacer 13,8 | 10 ml 6 ml - 10 ul 100 pl
gel ml
Zaostfova | 20,6 | 3,8 ml 5ml - 15wl 300 pl 300 pl
- ci gel ml

TEMED - tetramelthylethylendiamin, EDTA - kyselinu ethylendiamintetraoctovou

Pribéh SDS - PAGE

Po zabéhnuti vzorkli do geli, byly gely vyjmuty ze stojanu a dény do
elektroforetické vany, kde byly zality vanovym pufrem. Sestava byla zapojena do
elektrického proudu a vlozena do lednicky. Separace probihala po dobu 6 hodin.

Gely byly po probéhnuti elektroforézy odbarveny, fixovany a digitalizovany.

4.4.2. Separace peptidovych fragmenti systétmem FPLC

Z chromatografickych metod pro separaci peptidovych fragmentii vzniklych po
enzymovém Stépeni byl vybran systém FPLC. Pouzita byla kolona ENrich SE 70
(ENrich High — Resolution Size Exclusion Columns, Bio-Rad). Tato kolona separuje
biomolekuly vrozmezi 500 Da — 70 kDa pii vysokém pratoku (< 1 ml/min).
K separaci byly vybrany peptidové fragmenty (supernatanty), vzniklé po enzymové
hydrolyze pfislusSnymi enzymy. V nasledujicim protokolu jsou uvedeny jednotlivé

kroky analyzy (tabulka ¢islo 4).

39




Tabulka ¢islo 4: Protokol k chromatografické separaci na systému FPLC pomoci kolony

ENrich SEC 70.
Faze Objem Pribéh dané | Komponenty | Objem pufru
(ml) faze a pritoky
1 0,00
2 0,00 Vynulovani QuadTec
zakladni ¢ary
3 0,00 Isokratickd eluce | A: Pufr Al Objem: 1 ml
B: Pufr B1 Pratok:1ml/min
4 1,00 Vynulovani QuadTec
zakladni Cary
5 1,00 Vlozeni vzorka Vzorek Objem: 0,50 ml
Staticka Pratok:1 ml/min
smycka
6 1,50 Isokraticka eluce | A: Pufr Al Objem:30 ml
B: Pufr B1 Pratok:1 ml/min
31,50 Konec protokolu

4.5. Stanoveni antioxidacni aktivity

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byla vybrana metoda DPPH. Princip metody

spociva v reakci testované latky se stabilnim radikalem DPPH (1,1-difenyl-2-

pikrylhydrazylem). Pfi reakci dochéazi k redukci radikdlu za vzniku DPPH-H

(difenylpikrylhydrazinu).

DPPH v metanolu vytvafi intenzivni fialové zbarveni,

které se v pfitomnosti antioxidantu odbarvuje do Zluta. Reakce je nejCastéji

sledovéana spektrofotometricky. Rychlost a rozsah odbarveni je umérny antioxidacni

ucinnosti analyzované latky. Pokles absorbance je méten pii vinové délce 515 — 520

nm (Paulova et al., 2004).
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Priprava roztoku a analyza

Nejprve musel byt pfipraven zasobni roztok radikalu DPPH (¢ = 0,000634 mol/l), ze
kterého se tésn¢ pred métenim absorbance pfipravil pracovni roztok DPPH-H. Dale
se pripravily kalibra¢ni roztoky standartu Troloxu (o urcitych koncentracich, viz
prilohova ¢ast — tab. Cislo 5). Jednotlivé pfipravy roztokl jsou uvedeny v ptilohové
Casti. Poté se zm¢éfila a odecetla absorbance piipravenych roztokt standartu Troloxu.
Ze zjisténé absorbance a koncentrace se sestrojila kalibracni kiivka, ktera slouzila
pro vypocet celkové antioxidacni aktivity jednotlivych vzorki. Celkova antioxidacni

aktivita vzorki se stanovala jako ekvivalent Troloxu v g/lkg DM (suSiny).

Priprava vzorku

Antioxidacni aktivita peptidovych frakci a proteinovych §tépli se méfila pomoci
kyvet. Nejprve se musely peptidové frakce zakoncentrovat. Mnozstvi 1 ml od kazdé
peptidové subfrakce se zlyofilizoval a vznikly pelet rozpustil s 200 pl destilované

vody. Se §té€py nebylo nic provedeno. Takto pripravené vzorky se podrobily analyze.

Meéreni

Od kazdé subfrakce a proteinového Sté€pu se pipetovalo 0,025 ml do pfipravenych
eppendorfek a ptfidalo se knim 0,975 ml radikdlu. Poté se eppendortky daly
inkubovat na 37 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti doby se jednotlivé eppendortky
prelily do kyvet, zméfila se a odecetla jejich absorbance (spektrofotometr Thermo

BioMate 5) pti 515 nm. Jako blank byl pouzit metanol.

4.6. Stanoveni koncentrace proteinti metodou BCA

K ur¢eni koncentrace byl pouzit komeréné dostupny Pierce BCA Protein assay kit.
Mg¢teni probihalo v souladu s jeho navodem. Koncentrace proteinli se stanovovala

u jednotlivych peptidovych subfrakei.
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Priprava vzorku

Peptidové subfrakce pfed vlastnim méfenim musely byt zakoncentrovany, kdy se

1 ml od kazdé z nich zlyofilizoval a vznikly pelet rozpustil s 200 pl destilované vody.

Méreni koncentrace proteint

Pro méfeni absorbance jednotlivych peptidovych subfrakci byly vyuzity
mikrotitra¢ni desticky. Do kazdé jamky se vzdy napipetovalo 25 pl vzorku a 200 pl
pracovni reagencie (soucasti kitu). Takto pfipravend desticka se inkubovala po dobu
30 minut pii 37 °C. Po uplynuti doby byla zméfena a odectena absorbance vzork pti
562 nm (spektrofotometr Bio-rad Xmark). Koncentrace se stanovovala z rovnice
kalibracni ktivky zavislosti koncentrace bilkovinného standardu BSA (hovézi sérovy

albumin) na absorbanci. BSA standart je souc¢asti kitu.

4.7. Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny analyzou rozptylu dat. Veskeré

vyhodnocovéani probéhlo v programu Statistika.
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5. Vysledky

5.1. Enzymova hydrolyza

Enzymova hydrolyza proteinovych izolati probihala po dobu 24 hodin. Za tuto dobu
doslo ke zlepSeni rozpustnosti. Rozpustny podil byl stanoven jako procentualni podil
ubytku hmotnosti k puvodni navazce. K jednotlivym enzymum byla vytvoiena
kontrola (graf ¢. 1 — 2, oznaceno K), ktera vzdy obsahovala pouze navazku
konkrétniho proteinu a pufr (pro jednotlivé enzymy). Tato kontrola slouzila pro
zjisténi, zda pfi enzymové hydrolyze dochazi k nartistu rozpustnosti proteinovych
izolatl. Rozpustny podil proteinovych izolatl po jejich Stépeni byl v priméru 50,83
% (graf ¢. 1 — 2). Nejvyssi podil rozpustnosti byl stanoven u izolatl ziskanych
z odrudy Ornella Stépené enzymem alkalasa. Z grafu ¢islo 1 je patrné, ze maximalni
hodnota rozpustnosti Cinila 57,66 %. Ve srovnani s pfislusnou kontrolou vzrostl
rozpustny podil o 4 krat vice. Déle se prokazalo, ze vyuziti odlisSnych enzymu pfi
Stépeni vede k riznym hodnotdm rozpustnosti (graf ¢. 1 — 2). Napiiklad nejvyssi
rozpustny podil proteinového izolatt po pisobeni alkalasy dosahoval 57,66 %, (graf
¢. 1) u trypsinu 53, 34 % (graf €. 2). To je o necelé 4 % méné. Dale bylo prokézano,
Ze 1 vybrand odrida a technologii izolace proteinu hraje urcitou roli. U proteinovych
izolatl oznaCovanych jako Lyckeby byly dosaZzeny nejmensi hodnoty rozpustného

podilu. Ty se pohybovaly kolem 49,65 % (graf ¢islo 1) a 42,66 % (graf ¢islo 2).
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Graf ¢islo 1: Zména rozpustnosti proteinovych izolatd piisobenim enzymu alkalasa po dobu

24 hodin.
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M Rozpustny podil W Nerozpustny podil

Varianty: KAO, KAL — kontroly, AO — enzym alkalasa + proteinovy izolat z odridy Ornella, AL —
alkalasa + proteinovy izolat Lyckeby
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Graf Cislo 2: Zména rozpustnosti proteinovych izolati plisobenim enzymu trypsin po dobu

24 hodin.
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Varianty: KTO, KTL — kontroly, TO — enzym trypsin + proteinovy izolat z odridy Ornella, TL —
trypsin + proteinovy izolat Lyckeby

Statistické vyhodnoceni zavislosti rozpustného podilu izoliti na jednotlivych
proménnych

Na hladiné vyznamnosti p < 0,05 byla statisticky prokazana zavislost rozpustného
podilu na dvou faktorech — zvoleném typu proteinového koncentratu a typu pouzité
proteasy (tabulka ¢islo 6). V diplomové praci byl zjistén nejvétsi vliv na rozpustnost

u proteasy alkalasa a proteinového koncentratu z odriady Ornella.
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Tabulka ¢islo 6: ANOVA test — Vyhodnoceni zévislosti rozpustného podilu na proménnych.

Efekt Suma Stupen Primér F p*
étverci volnosti étverci

Absolutni 82673,98 1 82673,98 3145,264 0,000000

¢len

Typ 698,25 1 698,26 26,565 0,000018

proteinového

koncentratu

Proteasa 255,49 1 255,49 9,720 0,004190

Typ 14,34 1 14,34 0,545 0,466317

proteinového

koncentratu

X proteasa

Chyba 735,99 28 26,29 - -

* p-hodnota je hladina pravdépodobnosti, pro kterou plati nulova hypotéza (HO), ze
dv¢ varianty sledovani se od sebe statisticky vyznamné nelisi. Je-li p-hodnota < 0,05
popt. i < 0,01 nebo < 0,001, zamitdme HO a mezi variantami sledovani (irovnémi
znaku) je statisticky vyznamny popf. velmi vyznamny rozdil, nebo velmi vysoce
vyznamny rozdil.

5.2. Stanoveni antioxidacni aktivity

Celkova antioxidacni aktivita byla zjisténa metodou DPPH. Hodnoty antioxida¢ni
aktivity se vyjadfily ekvivalentem standartu Troloxu TEAC v g/kg DM. Antioxida¢ni
aktivita byla také stanovena u pfisluSnych kontrol pro jednotlivé stépy. Tyto kontroly
nebyly enzymoveé s§tépeny (graf ¢islo 3 — 4, oznaceno K). Hydrolyzaty, ziskané po
enzymovém S$tépeni trypsinem dosahovaly hodnot v praméru 6,68 TEAC g/kg (u
Stépt z odridy Ornella, graf cislo 4) a 8,15 TEAC g/kg (u stépu ziskanych
z proteinové koncentratu Lyckeby, graf ¢islo 4). Naproti tomu hodnota ptislusné
kontroly ¢inila 2,8 a 4,5 TEAC g/kg. Pti pouziti alkalasy se antioxida¢ni aktivita
pohybovala v priméru 3,83 g/kg (u $tépt z odrudy Ornella, graf ¢islo 3) a 4,8 TEAC
g/kg (u stépu ziskanych z proteinové koncentratu Lyckeby, graf ¢islo 3). Hodnota
ptislusné kontroly byla 2,2 a 1,8 TEAC g/kg. U hydrolyzati doslo k navySeni

antioxidacni aktivity ve srovnani s kontrolami.
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Graf Ccislo 3: Celkova antioxidacni aktivita hydrolyzatd vzniklych =z proteinového

koncentratli ptisobenim enzymu alkalasa.

1,63
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KAO AO Varianty KAL AL

B Antioxidacni aktivita kontrol [l Antioxidac¢ni aktivita Stepu

Varianty: KAO, KAL — kontroly, AO — hydrolyzat z odridy Ornella §tépeny alkalasou, AL —

hydrolyzat z proteinového koncentratu Lyckeby Stépeny alkalasou

Pozn.: Cisla vyjadiuji relativni nariist antioxidaéni aktivity §t&pti oproti jejich kontrole
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Graf cislo 4: Celkova antioxida¢ni aktivita hydrolyzati vzniklych z proteinovych

koncentrati ptisobenim enzymu trypsin.

3,65

TEA C g/kg DM

KTO TO Varianty KTL

B Antioxidacni aktivita kontrol W Antioxidacni aktivita StépQ

Varianty: KTO, KTL - kontroly, TO — hydrolyzat z odridy Ornella $§té€peny trypsinem, TL —
hydrolyzat z proteinového koncentratu Lyckeby Stépeny trypsinem

Pozn.: Cisla vyjadfuji relativni nariist antioxidaéni aktivity §t&pti oproti jejich kontrole

Statistické vyhodnoceni zavislosti antioxida¢éni aktivity na jednotlivych

proménnych

Na hladin€¢ vyznamnosti p < 0,05 byla statisticky prokdzana zavislost antioxida¢ni
aktivity hydrolyzati na typu pouzité proteasy (tabulka ¢islo 7). V ramci experimentu
byla nejvetsi antioxidaéni aktivita zjiSt€éna u proteinovych koncentratl Stépenych

enzymem trypsin.
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Tabulka ¢islo 7: ANOVA test — Vyhodnoceni zavislosti antioxidacni aktivity na

proménnych.

Efekt Suma Stuperi Pramér F p*
¢tverci volnosti ¢tvercu

Absolutni 549,9025 1 549,9025 93,80907 0,00000
¢len
Typ 6,0025 1 6,0025 1,02398 0,331546
proteinového
koncentratu
Proteasa 38,4400 1 38,4400 6,55756 0,024966
Typ 0,2500 1 0,2500 0,04265 0,839852
proteinového
koncentratu
X proteasa
Chyba 70,3432 12 5,8619 - -
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5.3. Separace fragmentii na Tris - Tricinovém gelu

Z peptidového gelu nelze piesné uréit molekulovou hmotnost vyseparovanych
peptidovych fragmenti z hydrolyzati, které byly Stépeny enzymem  trypsin.

Jednotlivé pruhy jsou rozmazané. AvsSak lze konstatovat, ze na rozdil od kontrol,

w7

které nebyly enzymaticky Stépeny se vyseparovaly peptidy o niz§i molekulové

hmotnosti a tim se ovéfila uc¢innost hydrolyzy.

Obrazek Cislo 1: Proteinové spektrum separovanych hydrolyzati pomoci peptidové SDS —
PAGE.

kDa

17>
14,2>

6,5>
3,5>

1,06>

HM K TO K TL

Potadi nanesenych vzorki: HM — hmotnosti marker, K — kontrola, u které neprobéhlo enzymové
Stépeni, TO — proteinovy izolat z odridy Ornella §t€peny enzymem trypsin, TL — proteinovy izolat

Lyckeby $tépeny enzymem trypsin
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5.4. Separace peptidovych fragmentii systémem FPLC

Separace probihala na koloné ENrich SEC 70. Tato kolona vyuziva jako hmotnostni
standard napiiklad vitamin B12 (Mr = 1,350 kDa), ktery ma reten¢ni objem 15 — 16
ml. Pouzitim této kolony se ovéfila G¢innost enzymové hydrolyzy. U jednotlivych
vzorku se zachytily frakce, slozené z 12 peptidovych subfrakci (obrazek ¢islo 2 — 5).
VétsSina zachycenych chromatografickych frakci obsahovala peptidové fragmenty
kolem 1,35 kDa nebo 0 niz8i molekulové hmotnosti. Podle pribéhu
chromatografické kiivky smés peptidit pomoci této kolony nebyla oddélena do
jednotlivych piku. I pfesto se zachytily jednotlivé subfrakce s rozdilnym retenénim

objemem.

Obrazek cislo 2: Znazornéni chromatografické separace proteinového hydrolyzatu z odrady

Ornella vzniklého ptsobenim enzymu alkalasa na kolon¢ ENrich SEC 70.

B

Rack Prs. A
Tube#: 2 3 4 § b i 1} 9 10 } 12 13
.

Fracions

T 10 %Bs

1000 1500 bl 50

0sa X — ¢asova osa (pfi pratoku 1 ml/min)

osayl (Cervena b.) — konduktivita (mS/cm, miliSiemens/centimetr)
osa y2 (modra b.) — absorbance zachytavanych frakei pti 214 nm
(AU, Absorbance units — jednotky absorbance)
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Obrazek ¢islo 3: Znazornéni chromatografické separace proteinového hydrolyzatu z proteinu

Lyckeby vzniklého ptisobenim enzymu alkalasa na kolon¢ ENrich SEC 70.

A § e— Frscions
Rack Pos. A
Tube #: 12 3 L] 5 6 7 ] 9 10 1 ] 13
5000 I | | | I | | I | I | | !
1100 %B&3
moJ
Ta E
] e e R T - ———————=TTTT L _____ T T _TIIT -
_‘ T T T T T T T T T
L] 150 L] 50
mSlem Vin Tanh

Popisky os jsou uvedeny u obrazku ¢islo 2.

Obrazek cislo 4: Znazornéni chromatografické separace proteinového hydrolyzatu z odridy

Ornella vzniklého piisobenim enzymu trypsin na koloné ENrich SEC 70.

A § — Fractong
Rk Ps: A
Tde# 1 3 4 5 § 7 3 3 i i 3
00 | l I | | | I | I | I I |
T 1 %38 :
0o
T8 -

100 1500 an balll]

mSlem M Terdh

Popisky os jsou uvedeny u obrazku &islo 2.
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Obrazek ¢islo 5: Znazornéni chromatografické separace proteinového hydrolyzatu z proteinu

Lyckeby vzniklého ptisobenim enzymu trypsin na kolon¢ ENrich SEC 70.

A B o— Frachons
Rack Pes. A
Tube # 1 3 4 § b i b § L} fl i 13
Lol 1 1 1 1 1 1 1 | | | | | |
T 10 %BierB F
] :
L9 Y
0 - s e e S e L
T T T T T T T T T ‘ T T T T T T
L] 500 am B
nSlem MinTentr

Popisky os jsou uvedeny u obrazku ¢islo 2.
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5.5. Antioxidaéni aktivita ziskanych peptidovych frakci

Antioxidacni aktivita byla stanovena u frakci, které¢ se byly zachyceny pfi separaci
peptidovych fragmentd na systému FPLC. Celkova antioxidac¢ni aktivity se vyjadiila
jako ekvivalent Troloxu v g/kg DM (suSiny). Z grafii ¢islo 5, vyplyva, Ze nejvyssi
hodnota aktivity 2,2 a 2,6 TEAC g/kg DM byla ur¢ena u subfrakce 6 a 7. Subfrakce,
které vznikly po separaci fragmentll pisobenim enzymu trypsin, vykazovaly nizsi
hodnoty. Nejvyssi hodnoty byly stanoveny u subfrakei 5 a 6, kdy celkova aktivita
byla 2,1 a 2,12 TEAC g/kg DM (graf ¢islo 6). Antioxida¢ni aktivita frakci
separovanych z peptidovych fragmenti z proteinu Lyckeby vykazovaly nizsi
hodnoty neZz u frakci separovanych z peptidovych fragmentd z proteinu odridy
Ornella. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 0,01 — 0,9 TEAC g/kg DM (graf ¢islo
7-8).

Graf cislo 5: Celkova antioxida¢ni aktivita peptidovych subfrakci ziskanych po separaci na

FPLC z hydrolyzata z proteinového koncentratii Ornella piisobenim enzymu alkalasa.

2,8

2,4

2

1,6

TEAC g/kg DM

Subfrakce

TEAC — Trolox equivalent antioxidant capacity
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Graf Cislo 6: Celkova antioxidacni aktivita peptidovych subfrakei ziskanych po separaci na
FPLC z hydrolyzati z proteinového koncentratu Ornella plisobenim enzymu trypsin.
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Graf ¢islo 7: Celkova antioxidac¢ni aktivita peptidovych subfrakci ziskanych po separaci na
FPLC z hydrolyzati z proteinového koncentratli Lyckeby puisobenim enzymu trypsin.
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Graf ¢islo 8: Celkova antioxidac¢ni aktivita peptidovych subfrakci ziskanych po separaci na
FPLC z hydrolyzati z proteinového koncentrati Lyckeby pusobenim enzymu alkalasa.
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5.6. Stanoveni koncentrace proteinii u zachycenych chromatografickych
subfrakci

Koncentrace proteinti byla stanovena u frakci vzniklych separaci na systému FPLC.
Jednotlivé zméfené koncentrace jsou uvedeny v tabulce Cislo 8. Koncentrace
proteinit byla vztazena na jednotku g/l. Nejvyssi hodnoty koncentrace proteinu
dosahovaly subfrakce, které tvofily stfedy chromatografickych piku. U ostatnich
subfrakci nebyla koncentrace proteinu pomoci metody BCA stanovena, protoze
nedosahovaly koncentraéniho minima proteint, které se nachazi v rozpéti kalibracni

ktivky standartu BSA (hovézi sérovy albumin).

Tabulka ¢islo 8: Koncentrace proteinti subfrakei ziskanych na systému FPLC.

Frakce |3 4 5 6 7 8 Varianta
c 0,08643 | 0,20964 | 0,36644 | 0,32724 | 0,28468 | 0,05507 | TO
proteint | - - 0,09575 | 0,26788 | 0,36084 | 0,25188 | AO
(g/) 0,06067 | 0,18948 | 0,35860 | 0,39556 | 0,40452 | 0,09539 | TL

- 0,07075 | 0,12339 | 0,63525 | 0,42804 | 0,20739 | AL

Varianty: T — enzym trypsin, A — enzym alkalasa, O — izolat proteinu z odridy Ornella, L — Izolat
proteint z proteinu Lyckeby
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6. Diskuze

Pii i1zolaci proteint tepelnou koagulaci dochazi k denaturaci bilkovin a ke snizeni
funkénich vlastnosti jako je rozpustnost a ke snizeni antioxidacni aktivity
izolovanych proteinovych fragmentd. Tim se limituje uplatnéni téchto proteint
Vv potravinaiské sféie (Peksa et al., 2009). Podle Wanga a Xionga (2005), by m¢la
enzymova hydrolyza zlepsit tyto zmiflované vlastnosti. Toto tvrzeni bylo v rdmci
diplomové prace prokazdno. U proteinovych izolath ziskanych z odridy Ornella
Stépenych enzymem alkalasa dosahoval rozpustny podil v priméru 57,66 %, kdezto
kontrola dosahovala pouze 13,2 %, coz bylo 4 krat mén¢. Podil rozpustnosti u izolatt
ziskanych z odriidy Ornella S§tépené enzymem dosahovaly v priméru 53,34 %.
U proteinovych izolatd ziskanych z proteinového koncentratu oznacovaného
Lyckeby byly zjistény nizsi hodnoty, a to 49,65 %, kontrola 20,2 % u Sté€peni

enzymem alkalasa a 42,66 %, kontrola 19 % u $tépeni enzymem trypsin.

Lze konstatovat, Ze vlastnosti ziskanych hydrolyzati jsou ovlivnény podminkami
enzymové hydrolyzy, typem enzymu 1 zvolenym proteinovym koncentratem
(Medzianka et al., 2014). V praci se prokazalo, ze laboratorné pfipraveny proteinovy
koncentrat ziskany z odridy Ornella vykazoval lepsi rozpustnost nez proteinovy
koncentrdt oznacovany jako Lyckeby. Tento izolat byl ziskdn od Svédské
Skrobarenské firmy. Zde by mély byt proteiny izolovany s vyuZitim vysSich teplot
(vice nez 80 °C) metodou tepelné koagulace po injektaci pary. To vede K vysoké
vytéznosti proteint, ale dochazi k jejich denaturaci. Tim se limituje pouzitelnost
proteinovych koncentrati v potravinarském prumyslu. V experimentu byly dosazeny
optimalni podminky pro aktivaci u¢innosti St€peni pouzitych enzymi. Vodrazka et
al. (1991) uvadi, ze enzym trypsin §tépi jednotlivé proteiny v rozmezi pH 7 — 9.
Stépeni se obvykle provadi pies noc. Peptidy §tépi pii teploté 37 °C. U enzymu
alkalasa se pH optimum udéva v rozmezi 6,5 - 8,5 a peptidy §tépi pti teplote¢ 60°C.
Tyto podminky byly splnény. V diplomové praci se také ovétroval vliv enzymové
hydrolyzy na celkovou antioxidacni aktivitu hydrolyzata (S§té€pti) ziskanym po Stépeni
proteolytickymi enzymy. Pfi pouZiti trypsinu jako S$té€piciho enzymu antioxidacni
aktivita byla v priméru 6,68 a 8,15 TEAC g/kg DM, u piislusnych kontrol 2,8 a 4,5
TEAC g/kg. Pfi pouziti alkalasy se antioxidacni aktivita pohybovala v priméru 3,83
a 4,8 TEAC g/kg. Antioxidacni aktivita kontrol byla 2,2 a 1,8 TEAC g/kg. Prokazal

se narust antioxidacni aktivity hydrolyzati ve srovnani s piisluSnymi kontrolami,
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které nebyly enzymaticky Stépeny. Rozdily v hodnotich celkové antioxidacni
aktivity hydrolyzatd jsou zpusobeno tim, ze nedoslo k dostate¢nému zhaseni DPPH
radikalu, které se projevuje blednutim roztoku DPPH a poklesu jeho absorbance
(Bondet et al., 1997). Je v8ak ziejmé, Ze enzymaticka hydrolyza bilkovin muze vést

ke zlepSeni analyzovanych vlastnosti bilkovin.

Separace proteinovych fragmenti pomoci systétmu FPLC oveéfila funkEnost
enzymové hydrolyzy pouzitymi enzymy. Pouzita kolona ENrich 70 SEC vyuziva
jako hmotnostni standard napiiklad vitamin B12 (Mr = 1,350 kDa), ktery ma reten¢ni
objem 16 ml. U analyzovanych hydrolyzati, byly subfrakce sebrany v retenénim
objemu 14-20 ml. Tudiz vétSina zachycenych chromatografickych frakci obsahovala

peptidové fragmenty kolem 1,35 kDa nebo nizsi molekulové hmotnosti.

Rozdily v molekulové hmotnosti peptidi mohou byt zptisobeny rozdilnou sekvenci
aminokyselin, které tyto enzymy §tépi. Enzym trypsin §tépi proteiny za bazickymi
aminokyselinami lysinem a argininem, které zanechdvd na C — konci vzniklych
peptidi. Specifita $tépeni je vysoka a nedochdzi k ni pouze v pfipadé, ze tyto
aminokyseliny sousedi s prolinem (Walmsley et al., 2013). Naproti tomu enzym

alkalasa hydrolyzuje vétSinu peptidovych vazeb, které se nachazi uvniti molekuly.

V praci bylo zjisténo, ze celkovd antioxidacni aktivita separovanych Stépt
a koncentrace proteinli dosahovaly nejvySsich hodnot u subfrakci, které tvofily stred
chromatografického piku. Celkové antioxidacni aktivita se vyjadfila jako ekvivalent
Troloxu (TEAC) v g/kg DM (susiny) a koncentrace proteint v g/l. Napiiklad
subfrakce 6 a 7 (obrazek Cislo 2) dosahovaly 2,2 a 2,6 TEAC g/kg DM ve srovnani
se subfrakcemi 2 a 3, jejichz antioxida¢ni aktivita ¢inila 1,9 a 1,8 TEAC g/kg DM.
Koncentrace proteinti byla u téchto subfrakei (6 a 7) 0,26788 a 0,36086 g/1. U frakci
vyseparovanych ze S§tépl proteinového koncentratu oznaovaného Lyckeby
dosahovala antioxidac¢ni aktivita daleko nizSich hodnot nebo nebyla stanovena, ve
srovnani s frakcemi ziskanych z hydrolyzati z odridy Ornella. To mohlo byt
zplisobeno tim, Ze nedoSlo k dostatecnému zhaSeni DPPH radikélu, které se
projevuje blednutim roztoku DPPH a poklesu jeho absorbance (Bondet et al., 1997).
Nebo to bylo zptisobené slozenim aminokyselin ziskanych subfrakci. Naproti tomu
mnozstvi peptida u frakci tvofici stfedy piku dosahovaly vyssich hodnot. Naptiklad

0,63525 g/l a 0,42804 g/1. Rozdily v mnozstvi peptidll jsou ziejmé zplsobeny rtiznou
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molekulovou hmotnosti ziskanych subfrakci a rozdilnou intenzitou enzymového

Stépeni proteinovych fragmentt, které se podrobily analyze na systému FPLC.
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7. Zavér

Vlivem enzymové hydrolyzy doslo ke zlepSeni rozpustnosti a antioxida¢ni aktivity
proteinovych koncentratli, které byly Stépeny proteolytickymi enzymy. Nejvyssiho
rozpustného podilu dosahoval hydrolyzat ziskany z odridy Ornella §tépeny alkalasou
a to 57,66 %. Nejvyssi celkova antioxida¢ni aktivita byla stanovena u varianty
Sté€peni proteinovych izolath enzymem trypsin, ktera dosahovala hodnoty 8,15 TEAC
g/kg. Uéinnost enzymové hydrolyzy se ovéfila a potvrdila na systému FPLC a na
Tris — Tricinovém gelu. Na systému FPLC byly zachyceny dil¢i subfrakce, které
vétSinou obsahovaly peptidy o molekulové hmotnosti kolem 1,35 kDa nebo peptidy
o niz$i molekulové hmotnosti. Nejvyssi hodnoty antioxidacni aktivity byly stanoveny
u subfrakci, které tvotily stfedy chromatografickych piku a to 2,2 a 2,6 TEAC g/kg
DM. Tyto frakce obsahovaly i1 nejvy$si mnozstvi proteint (0,26788 — 0,63525 g/l).

V ramci dalsiho experimentu by bylo dobré vénovat se hlubsi analyze zachycenych
subfrakci. Napiiklad by se u jednotlivych subfrakci mohla zjistit sekvence jejich

aminokyselin.
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Prilohova ¢ast

SloZeni 1 M zéasobniho roztoku pufru TRIS - HCI (pH 7):

e 12,14 g TRIS (Tris base) bylo navazeno do 150 mg kédinky
a rozpusténo Vv 80 ml destilované vody. Nasledné v digestofi bylo
upraveno pH na hodnotu 7 pomoci kyseliny HCI. Objem roztoku byl
doplnén destilovanou vodou na 100 ml. Zasobni roztok pufru se

uchovaval v uzaviené sklenéné doze v lednicce.

SloZeni 1 M zisobniho roztoku pufru TRIS - HCI (pH 8):

e 12,14 g TRIS (Tris base) bylo navazeno do 150 mg kadinky
a rozpusténo v 80 ml destilované vody. Nasledné v digestofi bylo
upraveno pH na hodnotu 8 pomoci kyseliny HCI. Objem roztoku byl
doplnén destilovanou vodou na 100 ml. Zasobni roztok pufru se

uchovaval v uzaviené sklenéné doze v lednicce.

Piiprava radikdlu DPPH

e 0,025 g radikalu DPPH bylo rozpuSténo v metanolu, kvantitativné
ptfevedeno do 100 ml odmérné banky a doplnéno po rysku, poté

uloZeno do tmy do ledni¢ky (¢ = 0,000634 mol/l).

Priprava kalibra¢nich roztoku standartu TROLOXu

e 00,0501 g Troloxu bylo rozpusténo v 80 % metanolu, kvantitativné
ptevedeno do 100 ml kadinky a doplnéno po rysku. V tabulce Cislo 3

jsou uvedeny Koncentrace kalibra¢nich roztoki a jejich pfiprava

72



Tabulka ¢islo 5: Kalibra¢ni roztoky standartu TROLOXu.

TROLOX (pul) Metanol (ul) Koncentrace roztoku | Absorbance
(mmol/l)

0 500 0

25 475 0,1 0,762
50 450 0,2 0,644
75 425 0,3 0,578
100 400 0,4 0,534
150 350 0,6 0,422
200 300 0,8 0,345
250 250 1,0 0,180
300 200 1,2 0,128
350 150 14 0,092
400 100 1,6 0,053
450 50 1,8 0,047
500 0 2,0 0,044

Priprava pracovniho roztoku

e Odebralo se 10 ml zasobniho roztoku DPPH, doplnilo do odmé&rné
100 baiiky po rysku (¢ = 0,0000634 mol/l).
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