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Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva hodnocenim zmén profilti zdsobnich bilkovin zrna
je¢mene (Hordeum vulgare L.) vprub&éhu procesu sladovani pomoci gelové
elektroforézy. Analyzam byly podrobeny tii odriidy jarniho je¢mene. Nesladovnicka
odriida Herris a sladovnické odridy Radegast a Sebastian. V prib¢hu procesu
sladovani dochézi k proteolyze a tim padem ke zméné spekter zasobnich bilkovin
zrna. Tyto zmény zasobnich bilkovin byly zachyceny a vyhodnoceny pomoci gelové
elektroforézy, technikou SDS-PAGE, na zdkladé zmén molekulovych hmotnosti
v riznych fazich procesu sladovani. Déle byla pozorovana hmotnost tisice semen

(HTS) pted a po procesu sladovani. Tyto vysledky byly statisticky vyhodnoceny.

Kli¢ova slova: Hordeum vulgare, je¢men, zrno, sladovani, bilkoviny, elektroforéza,
SDS-PAGE



Abstract

This bachelor thesis is focused on evaluation of storage protein profiles
modifications in barley (Hordeum vulgare L.) grains during malting procedure using
gel electrophoresis. It has been analyzed three varieties of spring barley. One
nonmalting variety Herris and two malting varieties Radegast and Sebastien. There
are significant proteolysis changes during the malting procedure. Theese changes of
storage proteins were captured and evaluated by gel electrophoresis (SDS-PAGE) on
the basis of changes in the molecular weight in the different phases of malting
procedure. Next observation which has been done was the measurement of the
thousand grain weight (TGW) before and after the malting procedure. Theese results
have been evaluated by statistic program.

Key words: Hordeum vulgare, barley, grain, protein, electrophoresis, SDS-PAGE
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1. Uvod

Je¢men je zkulturnén nejméné 8 tisic let a plivodem pochézi z Asie. Na tzemi
Ceskych zemi se §ifil uz s Kelty, kde m&l po psenici druhé nejvyznamngjsi misto.
Pouzival se na vyrobu chleba a piva. Pro Cechy byl jiz v devatém stoleti spolu s
prosem a nahymi pSenicemi nejvyznamnéjsi plodinou. To trva dodnes. Jeho misto v
rostlinné produkci je za posledni stoleti ze vSech plodin nejstabilngjsi. Po pSenici
pfindsi Ceské rostlinné vyrobé nejvetsi hrubé trzby a predstihuje fepku. Z hlediska
ekonomiky, kde se spojuji jeho vysoké ceny a pomérné nizké naklady, je po maku,

bramborach a cukrovce plodinou s nejvyssi rentabilitou (Cerny et al., 2007).

Je€men ma tii hlavni oblasti pouZiti: sladovnictvi, lidskd vyziva a krmivo pro

hospodaiska zvirata.

Pro vyrobu ceského sladu se péstuje jeCmen jarni dvourady (Hordeum vulgare
var. Nutans) a jeho schvalené odridy. Slad vyrobeny z jeCmene je typickou
surovinou pro vyrobu piva. Jiz 2000 let pted n. 1. byl pouzivan v podob¢ nakli¢ené¢ho
je€mene v Mezopotamii a Egypté k vyrobé kvaSenych nédpojii (Homola, Hfivna,
2009). Slad se vyrabi technologickym postupem, jehoZ cilem je aktivace a syntéza
proteolytickych, cytolytickych, fytinolytickych a amylolytickych enzymua a jejich
vzajemnd proporcionalita (Basafova et al.,, 1993). Kvalita sladu ovliviluje proces
technologie vyroby piva a ma stézejni vyznam 1 v docileni poZadovaného

chemického slozeni, organoleptickych vlastnosti a koloidni stability tohoto népoje.

Proces sladovani lze z hlediska jednotlivych krokii rozdélit na nasledujici tfi

useky: maceni, kli¢eni a hvozdéni.

Béhem sladovani jsou bilkoviny vyuZzivany k vystavbé zékladl rostlinnych tél —
ke tvorbé kotinkl a stfelky zrna. Proto je obsah ve sladu nizsi pfiblizné o 0,3 %
oproti obsahu bilkovin v je€meni. Do rozpustné formy je pfevedeno béhem kliceni
asi 35 az 40 % bilkovin. Pisobenim hydrolytickych enzymt (peptidas) vznikaji latky
s niz8i az velmi nizkou molekulovou hmotnosti ve srovnani s ptivodnimi bilkovinami

(Cizkova et al., 2006).

Je¢men obsahuje 80 az 88 % susiny a 12 az 20 % vody. SuSinu tvofi organické

dusikaté a bezdusikaté slouceniny a anorganickeé latky.
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Obsah dusikatych latek je dilezitou technologickou hodnotou je¢émene urcéeného ke
sladovani — slad obsahuje 7 az 16 % bilkovin, pficemz 80 % proménlivosti znaku je

dano agroekologickymi podminkami daného ro¢niku (Cizkova et al., 2006).
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2. Literarni reSerse
2.1. Zrno

2.1.1. Morfologie

V Ceské republice se pro sladovnické Gcely péstuje jarni dvouiady jeémen
(Hordeum vulgare L.). Z jedné rostliny je¢cmene muzeme ziskat 15-30 zrn (obilek)
(Kosaf, Prochazka et al., 2000). Obilka se sklada ze tii Casti:

e (Obalova vrstva:

Obalova vrstva je tvofena na hibetni strané pluchou a na bfiSni stran¢ pluskou.

Dale nasleduje oplodi (perikarp) a osemeni (testa) (Newman, Newman, 2008).
e Zarodek:

Zarodek je latentni formou, ze které po hydrataci vyroste nova rostlina. Jako
limitni koncentrace pro zachovani zivotaschopnosti se uvadi 10 % vody a 10-12 %

obsahu CO, (Kosaf, Prochazka et al., 2000).
e Endosperm

Endosperm tvoii nejvétsi ¢ast obilky. Svrchni vrstva, tzv. aleuronova vrstva,
umisténa hned pod osemenim, je slozena z hranolovych bun¢k, uspofadanych v
fadach. Tyto buiiky obsahuji bilkoviny, tuk a ¢astecné i1 Skrobova zrna. Pti dosaZeni

podminek pro zahéjeni kliceni je aleuronova vrstva aktivovana hormony.

Vnitini endosperm tvoii tenkosténné bunky, ve kterych je uloZen zasobni skrob.
Pomér obsahu Skrobu k obsahu dusikatychlatek urCuje povahu (charakter)
endospermu (Kosaf, Prochazka et al., 2000). U obilek je¢mene rozliSujeme dva ruzné
typy endospermu: moucny a sklovity. Rozdily mezi nimi jsou dany tUrovni
kompaktnosti endospermu. Mou¢ny endosperm ma otevienéjsi strukturu a Skrobova
zrna jsou V bilkovinné matrici uloZena volnéji, zatimco sklovity endosperm je
charakteristicky svym tésnym spojenim Skrobovych zrn, ktera jsou v bilkovinné

matrici ulozena tésnéji (PSOTA V. et al., 2008).
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Obr. 1: Podélny fez zralou obilkou (Kosaf, Prochazka et al., 2000)

2.1.2. Chemické sloZeni

Chemické slozeni zrna ovliviiuje pribéh vyroby piva, ale predevSim jeho
zakladni i specifické chemické, biochemické a organoleptické vlastnosti (Basatova et
al., 2010). Zrno jeCmene obsahuje 80 az 88 % susiny a 12 az 20 % vody. SuSinu tvoii
organické dusikaté a bezdusikaté slouceniny a anorganické latky (Hubik, 2002) viz
tab.

2.1.2.1. Sacharidy

Skupinu organickych latek v zrnu jeCmene pfedstavuji pfedevsim sacharidy,
tvotici asi 80 % hmotnosti jecného zrna. Nejvice zastoupenou slozkou sacharidi je
skrob. Skrob je rezervnim polysacharidem a zasobarnou Zivin pro kli¢ek v dobé jeho
kliceni. Ve zralém zrnu je Skrob zastoupen vyluéné v endospermu, ve formé malych
a velkych Skrobovych zrn (Prugar, Hraska, 1989; Kosaf, Prochazka et al., 2000;
Pelikan, Sakova, 2001).
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Skrobova zrna se skladaji zlinedrnich amylosovych a vétvenych
amylopektinovych fetézcl. Amylosa tvofi fetézce glukosovych jednotek vazanych
vazbami alfa-1,4 a zakladni slozkou je disacharid maltosa. Amylopektin se sklada
z glukosovych jednotek vazanych vazbami alfa-1,4 a alfa-1,6 (Prugar, Hraska, 1989;
Basatova et al., 2010).

Nizkomolekularni sacharidy jsou zastoupeny hlavné sacharosou a rafinosou,

dale pak malt6zou, glukosou a fruktosou, které jsou obsazeny ve stopovém mnoZzstvi.

V zrmu jeémene se nachazi dale neskrobové polysacharidy a to hlavné

celulosa, hemicelulosa, lignin a gumovité latky (Basatova et al., 2010).

Obilka
Sacharidy
Skrob [%] 60 - 65
(amylosa 17-24 % Skrobu)
(amylopektin 7683 % Skrobu
nizkomolekularni sacharidy
sacharosa [%] 1-2
ostatni cukry [%] 1
rafinosa 0,3-05
maltosa 0,1
glukosa 0,1
fruktosa 0,1
neskrobnaté polysacharidy
hemicelulosy:
B-glukany [%] 33-49
pentosany [%] 9,0
celulosa [%)] 4-7
Tuky [%] 35
Fosfaty
fytin [%] 0,9
Polyfenoly [%] 01-06
Dusikaté latky [%] 9,5-11,9
(7 -18)
rozpustné dusikaté latky [%] 1,9
albuminy a globuliny 3,5
hordeiny (prolaminy) 3-4
gluteliny 3-4
Mineralni latky [%] 2

Tab. 1: Chemické slozeni obilky je¢mene (Kosaf, Prochazka et al., 2000).

2.1.2.2. Lipidy

Jako lipidy jsou oznaCovany tuky rozpustné v etheru a jsou zastoupeny
pfedevSim v aleuronové vrstvé, v pluchach a asi jedna tfetina z celého mnozstvi je

v klicku (Kosaf, Prochazka et al., 2000). Lipidy tvofi heterogenni skupinu latek
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S hydrofobnimi vlastnostmi a béhem procesu sladovani ptsobi jako zdroj energie.
Mezi vyznamné lipidy patii mastné kyseliny, acylglyceroly, fosfolipidy, lipoproteiny
a lipopolysacharidy.

Nejvetsi vyznam pro kvalitu piva maji mastné kyseliny, které negativné ovlivnuji

stabilitu pény a chuti piva (Basarova et al., 2010; Pelikan, Sakova, 2001).

2.1.2.3. Fosfaty

Fosfaty jeCmene jsou asi z poloviny tvoieny fytinem. Fytin je ester kyseliny
fosforecné a inositolu. Vyskytuje se v pluchach ve formé vapenato-hotfecnaté soli.
Fosfaty maji dialezity fyziologicky vyznam pro kli¢ek. Podileji se na udrzovani pH
pti kli¢eni, dale udrzuji optimalni pH v mladin¢ a v pivu (Kosaf, Prochazka et al.,

2000).

2.1.2.4.  Polyfenoly

Polyfenoly jsou tiislovinné latky, které se nachazeji zejména v obalovych
Castech zrna a v aleuronové vrstvé (Kosaf, Prochdzka et al., 2000). Polyfenolické
latky se déli na jednoduché fenoly, fenolové kyseliny barevné flavonoidy, bezbarvé
flavonoidy, kondenzované a dal§i polymerni polyfenoly, kumariny a chinony
(Basafova et al., 2010). Rada polyfenold piisobi jako inhybitory klideni a pii madeni

jeCmene se castecné vyluhuji (Kosaf, Prochazka et al., 2000; Pelikan, Sékova, 2001).

2.1.2.5. Dusikaté latky

Dusikaté latky Ize rozd¢lit na dusikaté latky nebilkovinné povahy (dusikaté baze,
slozky fosfatidli, amidy a amonné soli) a na dusikaté latky typu bilkovin a jejich
stépnych produktti (aminokyseliny, peptidy a bilkoviny) (Kosaf, Prochazka et al.,
2000).

Za optimum pro sladovnicky jeCmen se povazuje obsah dusikatych latek

vyjadieny jako obsah bilkovin (N x 6,25) v rozmezi 10-11,5 %. Obsah bilkovin je
15
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Podle molekulovych hmotnosti, chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti jsou
bilkoviny je¢mene heterogenni smeési protoplazmatickych (albuminy a globuliny) a
zasobnich (prolaminy a gluteliny) slozek, které délime vétSinou do ¢ty skupin

(Prugar, Hraska, 1989):
e Albuminy

Albuminy jsou vysokomolekularni bilkoviny rozpustné ve vodé a ve slabych
roztocich soli. Jejich relativni molekulova hmotnost Mr je v praméru 70000,
izoelektricky bod lezi mezi 4,6 az 5,8. Z celkového obsahu bilkovin se obsah
albuminu v je¢meni pohybuje od 11 do 12,1 % (Prokes, 2000). Je¢ny albumin se
nazyva leucosin. V pribchu sladovani se siln€ $tépi a jeho $tépné produkty ptispivaji

K trvanlivosti pivni pény (Prugar, Hraska, 1989).
e Globuliny

Globuliny jsou bilkoviny nerozpustné ve vodé. JSou rozpustné v roztocich soli.
Jejich koagulace probiha pfi teploté 90 °C. Délime je na a-globulin, B-globulin, y-
globulin a 4-globulin. Izoelektricky bod lezi v rozmezi pH 4,9 az 5,7 (Prokes, 2000).
Je¢ny globulin se nazyva edestin (Prugar, HraSka, 1989) a jeho celkovy obsah je
uvadén v hodnotach od 8,4 % do 15 %. Globuliny nejsou vysrazeny ani dlouhym

varem a jsou pivodci chladového zékalu piva (Prokes, 2000).
e Prolaminy

Prolaminy se nachézeji pfevazné v aleuronové vrstvé je¢mene (Prugar, Hraska,
1989). Jsou nerozpustné ve vodé a v roztocich soli, zato jsou rozpustné v 50-90 %
ethanolu. Jsou zna¢né heterogenni, tvoifi az 37 % celkového obsahu bilkovin a
Vv pritbéhu procesu sladovani se §tépi az z 50%. Od ostatnich bilkovinnych frakei se
prolaminy li$i vysokym obsahem glutamové kyseliny a prolinu. Zakladni prolamin

jeCmene se nazyva hordein.

Hordeiny jsou pficinou vratnych i nevratnych zakald piva a jejich obsah v
zrnu jeCmene kolisd v rozmezi 25 az 37 % (Prokes, 2000; Prugar, HraSka, 1989).

Hordeiny jsou hlavnimi zdsobnimi bilkovinami je¢mene, sloZené z polymorfni smési
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n¢kolika slozek oddélitelnych napft. elektroforézou na polyakrylovém gelu. Jejich
elektroforeticky obraz je geneticky determinovany a charakteristicky pro kazdou

odriidu je¢mene (Cizkova, 2006; Prugar, Hragka, 1989).

Existuji tii zakladni skupiny prolamint, které jsou znaéeny jako S-rich (na siru
bohaté), S-poor (na siru chudé) a HMW (vysokomolekularni) prolaminy (Shewry,
Halford, 2002). S-rich prolaminy maji vysoky obsah glutaminu s prolinem a relativné
vyssi zastoupeni cysteinu. Mezi S-rich prolaminy se fadi B-hordeiny, které zaujimaji
80 % celkového mnoZstvi prolamind zrna je€mene. S-poor prolaminy se vyznacuji
nedostatkem cysteinu a obsahuji velmi malé mnoZstvi metioninu a lysinu. Radime
sem monomerni C-hordeiny. HMW prolaminy jsou zndmé svym bohatym obsahem
lysinu, glutaminu a prolinu. Do kategorie HMW prolamint spadaji D hordeiny
(Kumar, Matta, 2011).

e Gluteliny

Kwvuli vlastni nerozpustnosti bilkovin ve vodé a odolnosti viici Stépné aktivité
enzymi se gluteliny do piva vilbec nedostavaji a odchézeji z pivni vyroby s mlatem
(Prokes, 2000). Gluteliny jsou rozpustné v alkaliich. Byly prokézany 4 formy. Obsah
glutelinti v je¢meni kolisa v rozmezi 30 az 54,5 % z celkového obsahu bilkovin. Jsou

nejmén¢ prozkoumané (Prokes, 2000).

2.1.2.6. Mineralni latky

Mineralni latky jsou v zrné jeCmene zastoupeny zejména P, Si, K a Mg, dale
jsou pak ptitomny Ca, Na, Fe, Zn, Mn, Cu, Al a Mo (Prugar, Hraska, 1989). Maji
dulezitou funkci pfi kliceni, rmutovani a jsou nepostradatelné i v hotovém pivu

(Pelikan, Sakova, 2001).

2.1.3. Hodnoceni jakosti

Nejdtlezitéjsi vyuziti jarniho jeémene v CR je na sladovnické tugely.

Sladovnicka jakost predstavuje komplexni ukazatel vyjadiujici trovenl a vyrovnanost
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jednotlivych sledovanych sladovnickych parametrii. Sladovnicka jakost je hodnocena

pomoci Ukazatele sladovnické jakosti (USJ) (UKZUZ, 2012).
V ramci USJ jsou hodnoceny nasledujici technologické znaky:
e Extrakt
e Relativni extrakt pii 45 °C
e Kolbachovo ¢islo
e Diastaticka mohutnost
e Dosazitelny (kone¢ny) stupeni prokvaSeni
e Friabilita (kiechkost)

e Beta-glukany ve sladin¢

PoZzadavky na zrno je€mene setého jako zemédélského vyrobku urené¢ho na
vyrobu pivovarského sladu stanovuje norma CSN 46 1100-5 (platna od 1. 1. 2006
(UKZUZ, 2012).

2.2. Sladovani
2.2.1. Poskliziiova uprava zrna

Mezi hlavni poskliziiové Upravy se zafazuje piedev§im predcisténi a t¥idéni
zrna. Je nutné odstranit veskeré hrubé casti, zelené zbytky, ostatni necistoty a poté
zrno dosusit a docistit. Nasleduje tfidéni zrna na piedni zrno, které se pouziva na

piipravu sladu a na tzv. zadinu (Cerny et al., 2007).
2.2.2. Maceni

Zrmo jeCmene se pere za ucelem zbaveni necistot a prachu. Poté se maci

v nadrzich (naduvnicich). Cilem maceni zrna je zvyseni vlhkosti v obilce z 12 % na
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45 %, aby mohlo zapocit kliceni (Vyroba sladu, 2013). Dnes se maceni povazuje za

nejdilezitéjsi tisek ve vyrobé sladu, ktery pak rozhoduje o budouci kvalité sladu.

2.2.2.1. Teorie

K maceni by se méla pouzivat ¢ista voda, maximalni tvrdosti do 6,25 mmol.l-
1 (35 °N) a neutralni reakce. Nevhodné jsou vody s velkym obsahem organickych
latek, slou¢enin Fe a Mn (Kosaf, Prochdzka et al., 2000). Zadné jiné zvlastni
pozadavky na maceci vodu nejsou, méla by vSak byt v pitné kvalit¢ (EBlinger,
Narzil}, 2009). Voda vnika do zrna pfedevS§im embryem, okolim embrya zrna,
pozdéji semipermeabilnim systémem blan oplodi a osemeni. Pfijem vody probiha
nejprve velmi rychle a s postupem ¢asu se vyrazné zpomaluje, nebot’ zaénou bobtnat

Skrobnaté a koloidni latky endospermu.

Ptijem vody je zavisly na dob&é maceni, teploté vody, dobé odlezeni jeCmene,
pohybu zrna ve vod¢, velikosti zrna, odridé jeCmene a také na roc¢niku (Kosat,
Prochéazka et al., 2000). S rostoucim obsahem vody se zahajuje intenzivnéjsi dychani
je¢mene. Tento proces vyzaduje kyslik, ktery musi byt v dostate¢né miie dodavan

Vv pribehu celého obdobi maceni (EBlinger, Narzif3, 2009).

2.2.2.2.  Technologie

V soucasné dobé€ se nejvice vyuzivany postup vzdusného maceni a ma tyto

faze:

1. namoceni — na 30 % obsahu vody, tj. 2—6 h pod vodou v zavislosti na teploté vody

a stavu zrna (ro¢niku), nasleduje vzdusna prestavka 14-20 h.

2. namoceni — na 38-40 % obsahu vody, tj. 6-10 h pod vodou, obvykle dle
provoznich mozZnosti a podminek. Nésleduje vzdusna prestavka, ktera je nezbytna k
obeschnuti je¢mene, a béhem které se v zavislosti na teploté¢ v naduvniku a v macéirné

odsava oxid uhlicity.
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3. namoceni — na 42— 44 % obsahu vody, tj. 46 h pod vodou a 2—4 h okapavani
jeCmene. JeCmen se za sucha vymaci nebo se s tfeti vodou vymaci pfimo do

pneumatickych klicidel.

Z dalsich technologii maceni se pouziva zaplavové maceni, opakované
maceni, sprchové maceni a klasické maceni. Klasické maceni je opakem moderniho
vzdusného maceni, nebot’ doby namoceni je¢mene pod vodou jsou dlouhé a vzdusné

ptestavky jsou kratkeé.

Celkové ztraty pii maceni by nemely piekrocit 3 % z hmotnosti naméaceného
je¢mene. Podili se na nich prach a necistoty (asi 0,1 %), vylouzeni pluch (asi 0,8 %),
splavky (0,1 az 1,0 %) a dychédni je¢mene béhem maceni (0,5 az 1,5 %) (Kosaf,
Prochazka et al., 2000).

2.2.2.3. Zafizeni

Maceni probihd v macirndch, tzv. naduvnicich. Nejbéznéji pouzivanym
typem macirny jsou kovové cylindrokénické ndduvniky, které jsou vyrdbény pro
maximalni objem do 50 tun namoc¢eného jeCmene s hloubkou do 6 m. Jsou vybaveny
zafizenim pro vétrani tlakovym vzduchem pod vodou a pro odsavani oxidu
uhlic¢itého (Bamforth, 2004; Kosaf, Prochazka et al., 2000). Dal§imi typy maciren
jsou tzv. Wildv ndduvnik a plochy naduvnik (Kosat, Prochdzka et al., 2000).

2.2.3. Kliceni

Kliceni probiha na humnech, kde je sledovana teplota a relativni vlhkost. Zrno
jec¢mene kli¢i ve vrstvé 7-15 cm. V prub¢hu klieni se aktivuji enzymy, které zmeéni
vnitini strukturu obilky, to znamenda, Ze se porusenim buné¢né stény castecné

odboura skrob a bilkoviny se za¢nou §tépit na jednodussi latky (Vyroba sladu, 2013).
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2.2.3.1. Teorie

Cilem sladatiského kliceni je aktivace enzymového systému zrna, syntéza dalsich
enzymu a docileni pozadovanych vnitinich pfemén zrna (rozlusténi zrna) podle typu
vyrabéného sladu a pii omezené vegetaci. Kliceni je fyziologicky proces, pii kterém
se v zarode¢né Casti zrna vyvijeji zarodky kofinki a listh za vyuziti zasobnich latek

endospermu (Slad, 2013).
e Aktivace a syntéza enzymu

S vyjimkou a-amylasy, kterd neni v je¢meni obsaZzena, jsou ostatni enzymy v
malém mnoZstvi jiz v jeCmeni piitomny. Nartst aktivity, resp. syntéza novych
enzymdi, je iniciovan prostfednictvim cinnosti fytohormond. Tyto hormony se
skladaji z giberelové kyseliny a dalSich pfibuznych latek, které putuji pies
endosperm do aleuronové vrstvy. Zde vznikaji nové volné aminokyseliny a nové
enzymy. Nejprve vznikd B-glukanasa, poté a-amylasa a proteasy. Podminkou pro
syntézu novych enzymi a k narGstu aktivity stavajicich enzymi je zajisSténi
dostatecného mnozstvi metabolické energie. Ta je ziskavana oxidacnim

odbouravanim zasobnich latek (Bamforth, 2004).
e Vnitini pfeména zrna

Proces kliceni zahajuji hemicelulasy, které §tépi B-glukany a pentosany obsazené
Vv bunéénych sténach jeCmene, podilejici se na jejich stavbé a pevnosti. Vysledek
pusobeni komplexu hemicelulas se projevuje cytolytickym rozlusténim sladu.
Endosperm se stava kyprym a $krob je zpfistupnén pro pusobeni amylas (Kosaf,
Prochazka et al., 2000; Pelikan, Sakova, 2001).

Skrob je zdrojem energie pro zarodek a piisobenim amylas je $tépen na
jednoduché cukry za tvorby energie (Pelikdn, Sdkova, 2001). Rezervni dusikaté latky
uloZzené¢ pod aleuronovou vrstvou jsou Stépeny proteasami na rozpustné
nizkomolekularni §tépné produkty, ¢imZ se zasadné zméni celkové mnoZstvi
bilkovin. Nizkomolekuldrni produkty $tépeni jsou za u¢inku enzymi v omezeném
mnozstvi spotiebovany pro vyzivu zérodku a pro vystavbu novych bunék-kotinkl a

klicku. Se zvySujicim se dychdnim se zvySuje Cinnost embrya, které pro provadéni
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svych Zivotnich funkei a vystavbu novych bunék nezbytné potiebuje trvaly piisun

energie (Bamforth, 2004).

2.2.3.2.  Technologie

vvvvvv

(44-48 % vody), aby doslo k pozadované trovni rozlusténi, dale optimalni teplotu
(14-18 °C) z duvodu suSeni zrna a nakonec vyvazeny pomér kysliku a oxidu
uhlicitého, aby nedochazelo k zbytecné velkym ztratdm prodychanim zasobnich latek
(Slad, 2013). Kone¢nym produktem kliceni zrna je zeleny slad, ktery putuje na
hvozd.

Z hlediska teplotniho prib&hu rozeznavame:

Kliceni pti vzestupné teploté — zacind na 12-16 °C a muze stoupnout az na 20 °C.

Tato technologie odpovida pfirozenému kliceni na humné a je mén¢ energeticky

naro¢na. Kazdym dnem se teplota kli¢eni zvySuje pfiblizné o 1 °C

Kliceni pfi konstantni teploté — u tohoto typu kli¢eni je usnadnéno dychani je¢mene,

coz mé za nasledek aktivnéjsi metabolismus a vétsi rist. Teplota kliceni byva kolem

14-15 °C a zastava neménna.

Kliceni pfi klesajici teploté — teplota se od druhého dne postupné snizuje pii

soucasném zvySovani obsahu vody v zrnu (EBlinger, Narzif3, 2009; Kosaf, Prochazka

et al., 2000).

2.2.3.3. Zafizeni

Proces kliceni se odehrava ve sladovnach, které rozd€lujeme na klasické a
moderni (Kosaf, Prochazka et al., 2000). Klasicky zpiisob kli¢eni sladovnického
je¢mene se provadi na humnech, kde jsou hladké podlahy s G€innym vétranim
Vv prostornych mistnostech. Humnové sladovani vyzaduje hodné lidské prace a to
hlavné pii vedeni hromad. V modernich sladovnach se ¢astéji vyuziva pneumatické

sladovani na bubnovych, skfinovych, Sachtovych nebo horizontalnich klicidlech.
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Pistup kysliku je zajistén systémem nuceného vétrani klimatizovanym vzduchem,
ktery prochazi vrstvou kli¢iciho jeCmene. Proces kliceni je zvelké miry

zautomatizovan (Pelikan, Sékova, 2001).

2.2.4. Hvozdéni

Hvozdéni je zévéreCnou fazi vyroby sladu. Zeleny slad je na hvozd¢ nejprve
predsusen pfi teplotach do 60 °C, nasledn¢ pak vyhtat a dotazen pfii teplotach od 80
do 105 °C (Kosaft, Prochéazka et al., 2000). Cilem hvozdéni je snizit obsah vody na 4-
5 % (u svétlych sladt), zastavit vegetacni pochody, redukovat ¢ast enzymové aktivity

a vytvorit chutové, barevné a oxidoredukéni latky (Slad, 2013).

2.24.1. Teorie

Zeleny slad mé vysoky obsah vody a neni skladovatelny. Je tfeba vhodnym
teplotnim zasahem zastavit plisobeni enzymu, castecné urcité skupiny enzymu
inaktivovat, a zajistit podminky pro reakce vedouci k tvorbé chutovych a barevnych
latek. Aby byl ziskan slad se v§emi pozadovanymi vlastnostmi, musi technologicky
proces na hvozdech probihat pomaleji, nez by trvalo bézné suseni. Teploty se zvysuji
postupné. Rozeznadvame tii faze suSeni a hvozdéni sladu (Pelikan, Sakova, 2001;

Slad, 2013):

e Ruastova faze:

Teploty se pohybuji kolem 40 °C a obsah vody v zrnu klesa na 20 %. V této fazi

probihaji vSechny vegetacni pochody vcetné riistu kotinkt a strelky.
e Enzymaticka faze:

Teplota se pohybuje mezi 40-60 °C a vlhkost zrna se snizuje pod 20 %. Dochazi

k zastaveni vegetacnich procestl, enzymaticka aktivita nadale pietrvava.

23



e Chemicka faze:

Probiha pfi teplotach nad 60 °C a obsah vody klesd pod 10 %. Dochazi k
zastaveni enzymovych reakci. Nadale vSak probihaji reakce chemické, které vedou k

tvorb¢ barevnych a chutovych latek (melaniny a melanoidy) (Pelikan, Sdkova, 2001;
Slad, 2013).

2.2.4.2. Technologie

Hlavni zasadou pro hvozdéni svétlého sladu (Plzenského typu) je omezeni
nadmérného vzniku barevnych a aromatickych sloucenin, dale pak maximalni
uchovani enzymové aktivity a kiehkosti sladu. K dosazeni tohoto cile je nutné rychlé
snizeni obsahu vody v zeleném sladu vysokym tahem vzduchu (na 10-12 % pti
teplotach do 55 °C), pozvolné vyhtati sladu a dokonalé dotazeni sladu pii teploté
max. 85 °C (Kosaf, Prochazka et al., 2000). Podle délky hvozdéni rozliSujeme dva

technologické zptsoby hvozdéni:
e Technologie 2 x 12 h:

Zeleny slad se nastird na horni lisku hvozdu v rovhomérné vrstvé po celé plose
lisky. Vyska vrstvy nastirani je zavisla na typu sladu, konstrukci hvozdu, jeho tahu a
vyhievnosti, dobé hvozdéni, nakli¢eni (nartistu) zeleného sladu, teploté a relativni
vlhkosti venkovniho vzduchu. Slad se béhem hvozdéni neobraci. Za 10-11 h dojde k
proslapnuti horni lisky (po ukonceni piedsouseni sladu), ke snizeni vlahy cca na 10—
12 % a slad se spusti na dolni lisku. Slad se urovna a hvozdi dalSich 11 h, pficemz
musi probéhnout faze vyhfati sladu a faze dotahovani sladu. Po skon€eni hvozdéni se

spusti slad z dolni lisky do sladovych kost (Kosaf, Prochédzka et al., 2000).
e Technologie 2 x 24 h:

Tento zplisob hvozdéni neni typicky pro slady plzeiiského typu, byl vSak v nasich
sladovnach diive rozSifen pro nesporné¢ ekonomické ptrednosti. Hvozdéni musi
probihat za stejnych technologickych zasad jako technologie hvozdéni 2 x 12 h. Na
horni lisce musi prob&hnout rychlé predsuseni nastieného zeleného sladu (pii
dostatku hvozdiciho vzduchu pii teplotach do 55 °C). Na spodni lisce musi
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probéhnout Setrné vyhtati na dotahovaci teplotu a dokonalé dotazeni sladu pii

teplotach 80-85 °C (Kosaf, Prochazka et al., 2000).

2.2.4.3. Zaftizeni

Zeleny slad se hvozdi na hvozdech. Podle poctu lisek délime hvozdy na
jedno-, dvou- a ttiliskové. Dalsimi typy hvozdl jsou hvozdy skfinové, kruhové a
kontinualni (Pelikan, Sakova, 2001).

2.2.5. Uprava odsuseného sladu

Po odhvozdéni sladu se odstranuje sladovy kvét. Sladovy kvét predstavuji
suché kofinky a pferostlé stielky. Od zrna sladu se odd¢li na odkliCovacce, Castecné
také jiz pfi hvozdéni odrolenim a propadem do podlis¢i (Slad, 2013). Dale se slad
lesti, zbavuje prachu, poSkozenych zrn a zrnu se dodava lesk. Za vhodnych

podminek je mozné slad skladovat az 2 roky (Pelikén, Sdkova, 2001).

2.3. Elektroforéza

Elektroforéza patfi v molekularni biologii k nejpouZivanéjSim separacnim
technikdm pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin a proteini. Principem
elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul ve stejnosmérném elektrickém
poli (Rosypal, Doskat, 1997). Kladné nabité ¢astice (kationty) se pohybuji ke katodé

a zaporn& nabité Castice (anionty) putuji k anod¢ (viz obr. 2.).

Riizné molekuly mohou byt pfi urcitém pH rGzné nabité. Nabité¢ molekuly se
pohybuji v elektrickém poli, pficemz rychlost pohybu zavisi na velikosti a tvaru
molekul. Pii elektroforéze se vyuziva rozdilu rychlosti pohybu molekul, s tim Ze

nejrychleji pohybujici jsou malé nevétvené molekuly.

Na vhodném podkladu lze pak rtizné molekuly od sebe elektroforeticky

oddélit a tak stanovit, zda se hledana latka ve vzorku vyskytuje poptipadé v jakém
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mnozstvi. Jednotlivé latky lze poté i izolovat (¢ast gelu se s danou latkou oddéli)

(Berger, 1996).

<) kationty

katoda O— anionty anoda

Obr. 2: Pohyb kladné a zdporné nabitych iontt (Siman, 2013)

2.3.1. Rozdé&leni

Snaha o dosazeni co nejleps$i separace vedla k vypracovani znacného mnozstvi
riznych technik a jejich modifikaci, které mizeme shrnout do 4 zakladnich skupin

(Bilkova, 1997):
e Volna elektroforéza

Volna elektroforéza neboli elektroforéza s pohyblivym rozhranim je v dnes$ni
dobé povazovana spise za historickou metodu, ktera byla nahrazena ostatnimi
elektroforéznimi technikami. SlouZi pouze jako hrubé rozdéleni kationtli a aniontii ze
smési (Siman, 2013). Ve volné technice se elektroforéza provadi ve vodnych
roztocich pufri a ¢astice putuji smérem k elektrodé s opa¢nou polaritou rychlostmi,

které jsou umérné velikosti jejich naboje (Bilkova, 1997).
e Zonova elektroforéza

Z6nova elektroforéza je vhodna k rozdéleni makromolekularnich ionti dle jejich

pohyblivosti v daném prostiedi (Siman, 2013). Vzorek byvéa aplikovan v malém
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mnozstvi na nosi¢, na kterém se diky pusobeni elektrického proudu rozdéli do
jednotlivych zon (Rosypal, Doskat, 1997). Jako nosi¢ mizeme pouzit
chromatograficky papir, agarosovy gel, agarovy gel, acetat celulosy, Skrob nebo
polylakrylamidovy gel (Elektroforéza, 2000). Hlavni vyhodou zonové elektroforézy
je jednoduchost provedeni, nevyhodou pak nizké rozliSeni a ptipadné rozmyvani
skvrn. Nejcastéjs§im nosi¢em byva gel a nejcastéjsi technikou gelova elektroforéza, at’

uZ ve vodorovném ¢&i plogném uspoiadani (Siman, 2013).
e lzoelektricka fokusace

Principem izoelektrické fokusace je déleni latek podle jejich naboje v gradientu
pH. Zékladnim predpokladem je vytvoreni stabilniho a spojitého gradientu pH. Latky
se zastavi v mist¢, kde se jejich izoelektricky bod rovna pH v gelu (Elektromigra¢ni
metody, 2012). Kazdad molekula je tedy fokusovana do tzké zony kolem svého
izoelektrického bodu. Timto zptisobem je mozno od sebe odd¢lit molekuly, jejichz
izoelektricky bod se 1isi o 0,001 jednotky pH (Bilkova, 1997). Hlavni vyhodou
izoelektrické fokusace tkvi v pfesnosti urceni izoelektrického bodu amfoternich latek

(Siman, 2013).
e Kapilarni elektroforéza

Jedna se o alternativni metodu separace fragmentti DNA, kterd ma tyto vyhody:
minimalni spotfebu vzorku (1-2 nl o koncentraci 5-50 mg/l), rychlost a snadnou
vizualizaci. Separace probiha v linearnim hydrofilnim polymeru v kapilafe (vnitini
primér 25-50 mm, délka né€kolik cm az 1 m) a elektroforetickém pufru podle
molekulové hmotnosti. K zafizeni je pfipojena piima detekce méfenim absorbance
pii 260 nm a typickd analyza trvd méné nez 20 minut (Elektroforetické metody,

1998).

2.3.2. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patfi mezi nejpraktictéjsi a nejvykonnéjsi metody
pouzivané pro déleni makromolekul. Separace molekul je zaloZena na gelové filtraci

a na elektroforetické pohyblivosti délenych latek. Gel tvoii trojrozmérnou sit’ s pory,
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které slouzi jako molekulové sito (Voet, Voet, 1995). Elektroforetické gely
pouzivané pro separaci nukleovych kyselin ¢i bilkovin jsou nejcastéji tvofeny
polyakrylamidem nebo agar6zou. Polyakrylamid s agar6zou vytvareji slozitou
sitovou strukturu polymernich molekul s pory, jejichz velikost lze ovliviiovat
sloZzenim roztoku a koncentraci polymeru. Agar6zové gely jsou vhodné pro separaci
molekul nukleovych kyselin o velikosti od nékolika set bp az po zhruba 50 kb,
zatimco polyakrylamidové gely se pouzivaji k separaci menSich molekul (10-1000

bp) (Rosypal, Doskatr, 1997).

K nejrozsitenéjsim elektroforetickym technikdm v soucasnosti patii elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu (PAGE), ktera se vyuziva predev§im v analytice bilkovin.
Pro analyzu prolamint se nejbézné&ji pouziva technika elektroforézy v polyakrylovém

gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS) (Bradova et al., 2011).

2.3.2.1.  Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE)

Polyakrylamidovy gel je jednim z nejéastéjsich elektroforetickych médii v
molekularni biologii. Polyakrylamidové gely vznikaji katalytickou polymerizaci
dvou monomert, akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu (bis). Gel je tvofeny
dlouhymi vladkny polymerizovaného akrylamidu, navzajem spojen¢ho vladkny

bisakrylamidu (Hulék, 2008).

Gelem prochazi stejnosmérny proud o napéti asi 300 V po dobu, které je
potiebné k rozdéleni makromolekularnich latek do tady jednotlivych zon (30-90
min). Po rozdé€leni se gel z pfistroje vyjme a jednotlivé zony se vhodnym zptisobem
zviditelni. Takto je mozné ziskat z 0,1-0,2 mg smé&si proteini az 20 riznych strip

(zon) (Voet, Voet, 1995).

Velikost péri v gelu je dana pfesnym pomérem akrylamidu a bis. Cim je
akrylamid koncentrovanéjsi, tim jsou pory mensi. PouZzitd koncentrace akrylamidu se
li$i podle velikosti fragmenti DNA od 3,5 % (fragmenty 1-2 kb) az po 20 % gely pro
separaci malych fragmentt (fragmenty 10-100 bp) (Hulak, 2008).

Gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu se nejcastéji uplatiiuje ve

vertikalni formé (deska je kolma na podloZzku), existuje ale i horizontdlni varianta,
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kdy je gelova deska umisténa v pfistroji ve vodorovné poloze (Bilkova, 1997).
Technika se pouziva hlavné ke kvalitativni charakterizaci bilkovin v biologickych

ptipravcich, ke kontrole ¢istoty a ke kvantitativnimu stanoveni (Elektroforéza, 2000).

Nevyhodou PAGE je pouzity akrylamid, ktery je karcinogenni, neurotoxicky a

ma kumulativni G¢inek.

Elektroforézu na polyakrylamidové gelu lze rozdélit na nedenaturacni (nativni)

PAGE a denatura¢ni (SDS-PAGE).
e Nativni PAGE

Pfi nativni PAGE neni vzorek denaturovan denatura¢nimi Cinidly. Proteiny se
oddéluji podle typu a velikosti ndboje a na zékladé tvarové odliSnosti (Hames,

Rickwood, 1987).
e SDS-PAGE

Elektroforéza je provadéna v polyakrylamidovém gelu za piitomnosti
denatura¢niho ¢inidla dodecylsulfatu sodného (SDS). Bilkoviny jsou denaturovany
varem a nasledné déleny elektroforesou v piitomnosti detergentu dodecylsulfatu

sodného (SDS) (Voet, Voet, 1995).

SDS je anionaktivni detergent, ktery nese pomérné vysoky naboj, ktery ve vazbé
na bilkovinu vyrovnava néabojové rozdily bilkovin, a ty se pohybuji v gelu jen na
zakladé odlisné velikosti molekul. Nasledna separace je tedy zavisla vyhradné na

molekulové hmotnosti a funguje na principu gelové filtrace.

SDS-PAGE je béZné uZzivana ke stanoveni molekulové hmotnosti bilkovin
porovnanim jejich pohyblivosti v gelu s pohyblivosti standardii o zndmé relativni
molekulové hmotnosti (Vodrazka, 2002). Uskalim metody je rizikovost pouZivanych
chemikalii. Akrylamid a bisakrylamid jsou neurotoxické latky, se kterymi je nutno

pracovat vzdy s co nejvétsi opatrnosti (Bradova et al., 2011).
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3. Cile prace
Cile bakalaiské prace byly dle zadani nésledujici:

e Ziskani sladu ze sladovny v riznych vyrobnich fazich (pocatecni stav, po kliceni,

po hvozdéni) resp. ptiprava jeho imitace pro obdobné faze vyroby.

e Mechanickd tprava vzorkli a extrakce proteini pomoci denatura¢niho

extrak¢niho pufru.

e Analyza ziskanych vzorkt na gelové denaturacni elektroforéze (SDS-PAGE)

nebo na ¢ipové elektroforéze.

e Digitalizace suSenych gelt a vyhodnoceni ziskanych dat pomoci

specializovaného software.

e Zpracovani dat do tabulek, obrazka ¢i grafu, statistické vyhodnoceni ziskanych

dat.
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4. Material a metodika
4.1. Material pro hodnoceni zmén bilkovinnych profilii zrna je¢mene

Byly ziskany tfi odridy jarniho je¢mene (Hordeum vulgare L.) — Sebastian,

Radegast a Heris.
e Sebastian

Sladovnicka odrada s vybérovou sladovnickou jakosti, preferovana vétSinou
sladoven. Vynos piedniho zrna je v obilnafské oblasti stiedné vysoky az vysoky,
v oSetfené variant¢ v kukuficné oblasti a vobou variantich v fepaiské a
vV bramboraiské oblasti stfedné vysoky, v neoSetiené varianté¢ v kukufi¢né oblasti
nizky. Rostliny jsou nizké, méné odolné proti polehani. Zrno je stfedné velké az

malé, podil piedniho zrna je stfedné vysoky (UKZUZ, 2012).
e Radegast

Sladovnickd odrida, pozadovana mnohymi sladovnami. Je doporucena
Vyzkumnym Gstavem pivovarskym a sladaiskym pro vyrobu Ceského piva. Vynos
pfedniho zrna v neoSetfené varianté je v jednotlivych oblastech stfedné vysoky az
vysoky, v oSetfené varianté stfedn€ vysoky az nizky. Rostliny jsou stfedné vysoké az
vysoké, stfedné¢ odolné vici poléhani. Zrno je stfedné velké, podil pfedniho zrna je

vysoky (UKZUZ, 2012).
e Heris

Polopozdni nesladovnicka odriida, vhodnd pro krmné ucely. V neoSetfené
varianté¢ péstovani mé ve vSech oblastech vynos zrna stfedné vysoky, v oSetfené
varianté nizky. Rostliny jsou stfedné vysoké, stfedné odolné proti poléhani. Zrno je
velké, podil ptedniho zrna je vysoky. Odriida disponuje dobrym zdravotnim stavem
(UKzUZ, 2007).
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4.1.1. Pfiiprava sladu

Zmo bylo pfipravovano v laboratornich podminkach tak, aby se ziskal
dostate¢ny pocet vzorkil ze vSech Ctyr fazi ptipravy sladu. Prvnim typem vzorku je
zrno pied namacenim. Dale bylo zrno 60 hodin maceno, ¢imz jsme ziskali druhy typ
vzorku — zrno po namoceni. Proces macéeni probihal v Sesti 10 hodinovych cyklech
slozenych z 6 hodinového maceni a 4 hodinové provzdusiovaci prestavky.
Nasledujici faze kli¢eni trvala 72 hodin a po jejim dokonceni jsme ziskali tfeti typ
vzorku — zrno po kli¢eni. Ctvrty a posledni vzorek byl odebran po imitaci hvozdéni.
Tento krok probihal v susarné pii postupném navySovani teploty na 40, 50, 60 a 80

°C.

4.1.2. Ptiprava vzorku

Ziskali jsme tfi odridy jarniho je¢mene (H, R, S) ve c&tyfech fézich
sladovaciho procesu (varianty A, B, C, D). Od kazdé odriidy byl odebran z kazdé¢ ze
Ctyt variant smésny vzorek (ve dvou opakovanich) a vzorek pro zjisténi variability
zrna (5 x 1 zrno z kazdé ze Ctyr variant). Nasledné bylo zrno rozdrceno kladivkem,
smésny vzorek pomoci laboratorniho mlynu a material vloZzen do oznacenych 1,5 ml

eppendorf tub.

4.1.3. Znaceni vzorkl
Smésné vzorky byly znaceny tfemi pismeny a Cislici. Prvni pismeno znaci
odridu, druhé upozoriiuje, Ze se jedna o smésny vzorek, treti popisuje variantu zrna a

Cislice udava pocet opakovani.

HSA1, HSA2, HSB1, HSB2, HSC1, HSC2, HSD1, HSD2
RSA1, RSA2, RSB1, RSB2, RSC1, RSC2, RSD1, RSD2
SSA1, SSA2, SSB1, SSB2, SSC1, SSC2, SSD1, SSD2
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Jednozrnné vzorky pro zjiSténi variability byly oznaceny dvéma pismeny a
jednou ¢islici. Prvni pismeno ve zkratce udéava odridu, druhé variantu a ¢islice pocet

opakovani.
HAL, HA2, HA3, HA4, HAS
HB1, HB2, HB3, HB4, HB5
HC1, HC2, HC3, HC4, HCS

HD1,HD2, HD3, HD4, HDS5

RAL, RA2, RAS3, RA4, RAS
RB1, RB2, RHB3, RB4, RB5
RC1, RC2, RC3, RC4, RC5

RD1,RD2, RD3, RD4, RD5

SAl, SA2, SA3, SA4, SA5
SB1, SB2, SB3, SB4, SB5
SC1, SC2, SC3, SC4, SC5

SD1,SD2, SD3, SD4, SD5

Odrudy: H — Heris, R — Radegast, S — Sebastian

Varianty: A — zrno pfed macenim, B — zrno pro maceni, C — zrno po kliceni, D —

Zrno po imitaci hvozdéni
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4.2. Metodika hodnoceni zmén bilkovinnych profild SDS-PAGE
4.2.1. Hmotnost tisice semen (HTS)

Hmotnost tisice semen (HTS) byla métena u tfi odrad jarniho je¢mene (Heris,
Sebastian, Radegast) ve fazich zrna a ve fazich hotového sladu. Méteni bylo
provadéno manualné a ve Ctyfech opakovénich pro jednu odridu a jeden stav
obilky.

4.2.2. Extrakce bilkovin

Bylo navazeno asi 50 mg vzorku a piidano 500 ul extrakéniho pufru.
Extrakce probihala pfi 4°C po dobu 4 hodin, poté byla provedena centrifugace (4°C,
10 000 rpm) po dobu 15 minut. Supernatant byl pfepipetovan do novych 1,5 ml

eppendorf tub a uchovan ve zmrazeném stavu.

SloZeni extrakéniho pufru:

0,0625M Tris-HCI (pH=6,8) + 2 % SDS (dodecylsiran sodny) + 5 % BME
(Merkaptoethanol)

4.2.3. Piiprava vzorkl pro SDS-PAGE

Po vyextrahovani bylo do novych 1,5 ml eppendorf tub pifidano 20 pl
smésnych vzorkli, 20 pl destilované vody a 10 pl nanédSeciho pufru (sloZeni
nanaSeciho pufru viz pfiloha €. 3). Jednotlivé vzorky pro kvantitativni stanoveni byly
nefedéné a k 40 pl vzorku se ptridalo pouze 10 pl nandSeciho pufru. Vzorky se pied
nanesenim na gel vafily tfi minuty. Na elektroforézu se poté nanesla nanaSka 15 pl
od kazdého smésného vzorku a 20 pl nanaSka od jednotlivych vzorkd pro

kvantitativni stanoveni.
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Slozeni pro 5 ml nanaseciho pufru:

5 ml 1M Tris-HCI (pH=6,8) + 2,3 g SDS + 10 ml glycerolu + 5 mg BCP

4.2.4. Elektroforeticka separace (SDS-PAGE)

Analyza proteinli byla provedena na vertikalni SDS-PAGE Vv prostiedi Tris-
Glycinového pufru. Gel byl pfipraven s diskontinudlnim uspofdadanim matrice
(slozeni viz ptiloha ¢. 1). Elektroforéza probihala pii 200 V po dobu cca 4 hodin
v prostiedi vanového pufru. Poté se gel obarvil v Coomassie barvivu, odbarvil v
odbarvovacim pufru a zafixoval (sloZeni roztokl viz pfiloha ¢. 2). Takto upraveny
gel se susil na sklenénych destickach zabaleny v celofanu. Po ususeni se gel pievedl

do digitalni formy a zpracoval se pomoci digitalni obrazové analyzy.
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5. Vysledky

5.1. Hmotnost tisice semen (HTS)

HTS byla méfena u tfi odrid jarniho je¢mene (Heris, Sebastian, Radegast) ve

fazich zrna a ve fazich hotového sladu. Vysledky méfeni jsou zaznamenany v tabulce

¢islo 2.

Tab. 2: Hodnoty HTS zrna a sladu

Odrida
Heris
Heris
Heris
Heris
Heris
Heris
Heris
Heris

Radegast
Radegast
Radegast
Radegast
Radegast
Radegast
Radegast
Radegast
Sebastian
Sebastian
Sebastian
Sebastian
Sebastian
Sebastian
Sebastian
Sebastian

U HTS bylo provedeno
specializovaném softwaru STATISTICA 9 v podobé metody ANOVA (tab. 3) a

Fisherova testu (tab. 4). Na zakladé Fisherova testu mizeme prokazat rozdily HTS

zrna a hotového sladu.

Stav obilk HTS
Zrno 41,6
Zrno 41,9
Zrno 43,2
Zrno 42,6
slad 38,5
slad 38,8
slad 39,6
slad 38,7
Zrno 52,1
Zrno 49,2
Zrno 51,2
2rno 48,5
slad 45,4
slad 45,8
slad 45,1
slad 45,5
Zrno 45,1
Zrno 45,1
Zrno 44,5
Zrno 45,9
slad 40,4
slad 39,4
slad 38,9
slad 41,6

statistické  zpracovani
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Tab. 3: Dvoufaktorovi ANOVA

SS Degr. of MS F p
Intercept 45815,08 1 45815,08 | 50764,63 | 0,000000
odrida 223,50 2 111,75 123,82 0,000000
stav obilky 117,93 1 117,93 130,67 0,000000
odruda*stav obilky 3,13 2 1,56 1,73 0,205184
Error 16,25 18 0,90
Tab. 4: Test stiednich hodnot (Fisher LSD test)
odrlida stav obilky primér
Sebastian zrno 45,15 b
Sebastian slad 40,08 d
Radegast Zrno 50,25 a
Radegast slad 45,45 b
Heris Zrno 42,33 C
Heris slad 38,90 d

Rozdilna pismena v tabulce ¢islo 4 indikuji prukazny rozdil na hladiné
vyznamnosti p < 0,05. Hmotnost tisice semen zrna je v priméru o 9,7 % vyssi nez
hmotnost tisice semen hotového sladu. Nejniz§i hmotnosti zménu zrna (8,1 %)
vykazovala nesladovnicka odrida Heris, naopak nejvyssi rozdil (11,4 %) byl
zaznamenan u odridy Sebastian. Odriida Radegast ztratila na hmotnosti tisice semen

béhem sladovani 9,6 %.

5.2. SDS-PAGE

Byla provedena elektroforeticka separace smésnych a jednozrnnych vzorkd.
Smésné vzorky pokryvaji vnitroodridovou odlisnost a jsou brany jako vzorky
reprezentativni. U jednozrnnych vzorkt byla ovéfovana variabilita jednotlivych zrn,
¢imz je mySleno zejména hodnoceni variability v ramci odridy a jednotlivych

variant.
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5.2.1. Smésné vzorky

Na obrazcich ¢islo 3, 4, 5 je mozné pozorovat zmény v prubéhu procesu
sladovani. Nejvice jsou patrné degradace proteinovych pruhti, které podle své
molekulové hmotnosti odpovidaji pruhtim, které jsou literdrn€ oznafovéany jako
hordeiny A, B, C a D (Kumar, 2011). Na druhou stranu po fazi maceni mizeme
zpozorovat objeveni novych pruht ¢i nardst starych a to zejména v oblasti kolem 15
kDa, 20 kDa, 28 kDa, 31 kDa, 50 kDa a 70 kDa Pro kazdou odrtudu je typické jiné

umisténi a intenzita pruhd.

U sladovnickych odriid Sebastian a Radegast (obr. 4, 5) miizeme pozorovat
zmeény ve fazi zrna po hvozdéni odliSné od nesladovnické odriidy Heris viz obr. 3.
V této fazi dochdzi u sladovnickych odrid k zintenzivnéni nové vytvofenych
majoritnich pruhli zejména v oblastech o molekulové hmotnosti asi 20 kDa a 40 kDa,

zatimco u nesladovnické odridy v téchto oblastech pruhy spiSe ztraci na intenzité.

Obr. 3: Bilkovinny profil smésného vzorku nesladovnické odridy Heris

220 kDa

Legenda:

100 kDa

1 — marker
60 kDa

2, 3 — zrno pred macenim
45 kDa
4,5 — zrno po maceni
30 kDa 6, 7 — zrno po klic¢eni

20 kDa
8, 9 — zrno po hvozdéni
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Obr. 4: Bilkovinny profil smésného vzorku sladovnické odridy Radegast

220 kDa

Legenda:
100 kDa

1 — marker

60 kDa
2, 3 — zrno pred macenim

45 kDa
4,5 — zrno po maceni

6, 7 — zrno po klic¢eni
30 kDa

20 kDa 8, 9 — zrno po hvozdéni

12 kDa

8 kDa

220 kDa
Legenda:
S 1 — marker
E0KPa 2, 3 — zrno pfed macenim
45 kDa 4,5 — zrno po maceni
6, 7 — zrno po kliceni
30 kDa 8, 9 — zrno po hvozdéni
20 kDa
12 kDa
8 kDa




5.2.2. Jednozrnné vzorky

Analyzou SDS-PAGE bylo zaznamenano ve fazi zrna 28 pruhti u odridy
Heris (obr. 6), 30 pruhti u odridy Radegast (obr. 7) a asi 29 pruhG u odriady
Sebastian (obr. 8). Nejvétsi meziodrudova variabilita ve fazi pfed macenim byla

pozorovana v oblastech 60-105 kDa a 45-60 kDa.

Na urovni odrady byly u vSech tfi vzork pozorovany zmény hlavné ve fazi
zrna po klic¢eni, kde se vytvofily nové pruhy v rozmezi molekulové hmotnosti 41-53
kDa a témét zanikly pruhy v oblastech 40 kDa a 55 kDa, zatimco na urovni
jednotlivych variant (pétic vzorkil) mizeme pozorovat zmény hlavné v intenzité
pruht, které jsou dany variabilitou zrna vV rdmci odrudy. Zmény v intenzité pruht na
urovni jednotlivych variant (pétic vzorkil) jsou hlavnim rozdilem mezi jednozrnnymi
a smésnymi vzorky. U smésnych vzorka variabilita v rdmci jednotlivych variant

nebyla pozorovana.

Anomalie u vzorku zrna (varianta III, obr. 7), kde ptivodni majoritni pruhy
radikalné ztratily na intenzité a naopak pruh v oblasti 20 kDa vykazuje intenzivni
nariist, mize byt vysvétlena naptiklad pted¢asnym proteolytickym rozpadem zrna ¢i

faktem, ze bylo zrno poskozeno.

NejradikaInéjsi zmény muiZeme pozorovat ve fazi zrna po kliCeni, kde
dochézi stejné jako u smésnych vzorki k tvorbé novych pruhi a zaniku nékterych
pruhtt starych. Disledkem proteolyzy dochazi u odridy Heris (obr. 6) ve fazi
hvozdéni K ztratim na intenzité zabarveni pruht. Pruhy se stavaji $patné Citelné. U
odrid Radegast (obr. 7) a Sebastian (obr. 8) jsou pruhy také hiife Citelné, ale intenzita

u nove vytvorenych pruhti z faze po kliceni spiSe sili.

V pocatecnich fazich zrna pfed a po maceni nerozliSujeme téméei zadné

zmény.
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Obr. 6: Bilkovinny profil jednozrnného vzorku nesladovnické odrady Heris

W

Legenda:

HM — hmotnostni marker; | — zrno pfed maéenim; Il — zrno po maceni; Il — zrno po

kliceni; IV — zrno po hvozdéni
Obr. 7: Bilkovinny profil jednozrnného vzorku sladovnické odriidy Radegast

220 kDa %

100 kDa ¥
60 kDa w

45kDa W

f

t
30 kDa
20 kDa

12 kDa
8 kDa

 § ¥
HM I II II1 v

Legenda:

HM — hmotnostni marker; I — zrno pied macenim; II — zrno po maceni; III — zrno po
kli¢eni; IV — zrno po hvozdéni
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Obr. 8: Bilkovinny profil jednozrnného vzorku sladovnické odriidy Sebastian

220 kDa @

100 kDa
60 kDa '

45 kDa
30 kDa
20 kDa

12 kDa hi
8 kDa s

\ ' T R ; T ]
HM II II1 v

—
-

Legenda:
HM — hmotnostni marker; I — zrno pied macenim; II — zrno po maceni; III — zrno po

kliceni; IV — zrno po hvozdéni
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6. Diskuze

AC se jedna o vzorky pouze jednoletého pokusu vysledky analyzy vzorki SDS-
PAGE jasn¢ prokazuji, ze doslo v pribéhu procesu sladovani ke zménam spekter
zasobnich proteint. Celus (2006) uvadi, Ze béhem sladovani jsou bilkoviny jeCmene
degradovany na uroven malych peptidd az aminokyselin fadou proteolytickych
enzymu. Tyto zmény se vyznacujici nizkou intenzitou zbarveni pruhii a mizeme je
pozorovat na obrdzcich 3-8 v konecnych fazich sladovéani. Spektra se stavaji

komplexnimi a tudiz hafe hodnotitelnymi.

Po elektroforetické Separaci bilkovinnych extrakti ze zrn je¢mene po ruzné
upravé byla odhalena na gelu fada proteinovych prouzki v rozmezi molekulovych
hmotnosti 6-100 kDa s majoritnimi pruhy v oblastech o molekulovych hmotnostech
ptiblizn€¢ 8 kDa, 12 kDa, 20 kDa, 30 kDa, 40 kDa, 50 kDa, 55 kDa a 100 kDa.
Vizualni Kontrola gelt potvrdila, Ze zmény proteinového profilu je mozné pozorovat
jiz od druhé faze sladovani, nejmarkantngj$i zmény jsou vSak viditelné az ve treti a

Stvrté fazi.

Dle Cumar (2011) bylo prokazéano, ze hordeinové frakce o molekulové hmotnosti
49 kDa, 54 kDa, 55 kDa, 61 kDa a 65 kDa, byly degradovany relativné rychleji nez
hordeinové frakce o molekulové hmotnosti 36,5-47 kDa. S degradaci téchto
polypeptidi se nove objevuji nizkomolekularni polypeptidy o molekulové hmotnosti,
15 kDa, 20 kDa, 28 kDa a 31 kDa. Tyto noveé vytvotfené polypeptidy nasledné
degraduji ve fazi kliceni. Na obrazcich 3-8 je patrné, ze se vysledky SDS-PAGE
relativné shoduji (nepocitaje odridovou variabilitu). Cumar (2011) popisuje

hordeinové skupiny nasledovné:

e A hordeiny v rozmezi molekulové hmotnosti 11,5-22 kDa
e B hordeiny v rozmezi molekulové hmotnosti 36,5-49 kDa
e C hordeiny v rozmezi molekulové hmotnosti 54-65 kDa

e D hordeiny o molekulové hmotnosti 105 kDa
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Toto rozdéleni se ve velké mife shoduje s rozdélenim dle Caluse (2006) a bylo
pouzito jako rozdéleni hordeinii na zakladé molekulové hmotnosti v této bakalarské

praci.

Mirné odlisnosti mezi odridami dle Bradové (2006) vychazeji ze skuteCnosti,
ze zéasobni proteiny (hordeiny) zrna je¢mene jsou determinovany urcitymi lokusy —
tzn. nejsou zavislé na vnéjSich podminkach (ro¢niku, vyzivé, lokalit¢), jsou
polymorfni a mohou tedy slouzit jako genetické bilkovinné markery pro identifikaci

genotypul.

DalSim predmétem méfeni byla hmotnost tisice semen (HTS) v pocatecni a
koncové fazi vyroby sladu. Hodnoty HTS byly niz8i v konecné fazi sladu u kazdé
odridy pfiblizn€ o 10 %. Tato zména je dana energetickym odbourdvanim Skrobu
v pribéhu procesu sladovani. Nejniz§i hmotnostni zménu zrna vykazovala

nesladovnicka odrtida Heris, nejvyssi sladovnicka odrida Sebastian.
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7. Zavér

Z vysledkt experimentu se daji odvodit nasledujici zjisténi a zavery:

Vysledky analyzy vzorkli SDS-PAGE jasné potvrzuji, ze doSlo v prabéhu

procesu sladovani ke zménam spekter zasobnich proteint.

Po elektroforetickém déleni jeénych extrakti byla odhalena na gelu fada
proteinovych prouzkii v rozmezi molekulovych hmotnosti 6-100 kDa s
majoritnimi pruhy v oblastech o molekulovych hmotnostech piiblizn¢ 8 kDa, 12
kDa, 20 kDa, 30 kDa, 40 kDa, 50 kDa, 55 kDa a 100 kDa. Bilkoviny v téchto
oblastech se dle literarnich zdroji oznacuji jako hordeiny A, B, C a D. Kazda

odrtda se lisila v intenzité a usporadani pruht.

Vizualni kontrola gelii potvrdila, Ze zmény proteinovych profild je mozné
pozorovat jiz od druhé faze sladovani, nejmarkantnéjsi zmény jsou vsak viditelné
az ve fazi po klieni a po imitaci hvozdéni, kdy dochazi k zéniku urcitych pruhii

a k vytvoteni pruhd novych.

Nové vytvofené pruhy sladovnickych odrid Radegast a Sebastian z faze po
kliceni nabyvaji v konecné fazi (fdze po imitaci hvozdéni) na intenzité. U

nesladovnické odrudy Heris je to naopak.

U jednozrnnych vzorkli miizeme pozorovat zmény v intenzité pruhli na Grovni
jednotlivych variant (pétic vzorkl), které jsou dany variabilitou zrna v ramci
odridy. Tyto zmény jsou hlavnim rozdilem mezi vysledky jednozrnnych a
smésnych vzorkd. U smésnych vzorki v disledku homogenizace zrn nebyla

variabilita v ramci jednotlivych variant pozorovana.

Hmotnost tisice semen (HTS) zrna je asi o 10 % vyssi nez HTS hotového sladu.

cvwr

%). U zastupcu sladovnickych odrid Sebastian a Radegast se HTS v pribéhu
procesu sladovani zmensSila o 11,4 % a 9,6 %. Hmotnostni zména byla zptisobena

energetickym odbouravanim Skrobu.
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9. Prilohy

Priloha &. 1: SloZeni gelu SDS-PAGE

Separacni gel Zaosttovaci gel
(10 %) (3,75%)

H,O 42 mi 12,15 ml
AC/BIS 26,6 ml 2,50 mi
Pufr A 10 ml -
Pufr B - 5mi
SDS 800 pl 200 pl
Sific¢itan sodny 60 ul 20 ul
Persiran amonny 400 pl 150 pl
TEMED 40 | 20 1

Pufr A:

36,3 g Tris/100 ml, pH= 8,8

Pufr B:

6 g Tris/100 ml, pH=6,8

Vanovy pufr:

144 g glycinu + 30,3 g Tris + 10 g SDS
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Priloha &. 2: SloZeni barvicich roztoku a pufru

Coomassie pufr:

1g Coomassie Blue + 500 ml metanolu + 100 ml k. octové + 400 ml H,O

Odbarvovaci roztok:

250 ml etanolu + 100 ml k. octové + 650 ml H,O

Fixaéni roztok:

450 ml etanolu + 30 ml glycerolu + 500 ml H,O
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