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SUMMARY 
 

Potato tuber proteins represent exceptional protein source with valuable nutritional 

value and functional properties. Patatin, the main storage protein of potato tuber, is very 

promissing protein for future utilization in food or biotechnological applications. The proteins 

presented in tubers of processing potato get during the starch processing into by-product 

called potato fruit juice (PFJ). In the starch manufactures in the Czech Republic have today 

been applied any systems for recovering of the valuable potato proteins from potato fruit juice. 

Next, there is very few information about effect of cultivar and agro-ecological conditions on 

patatin relative abundance in SDS-extractable protein of potato tubers which is the basic 

information for future isolation and subsequent utilization of potato proteins produced in 

starch manufactures. 

The aims of the PhD thesis were 1) to understand the cultivar and agro-ecological 

effect on accumulation of patatin proteins in tubers of processing and table potato cultivars; 2) 

to analyse utilization of precipitation additives for isolation of potato proteins from PFJ in two 

temperature regimes; 4) to analyse chemical composition and functional properties of isolated 

potato proteins by ethanol and FeCl3 precipitation and 5) to investigate thermal stability of 

protein concentrates isolated by precipitation with ethanol.  

The field trial was carried out on the site České Budějovice during the years 2003-

2005. Evaluated were parameters of genotype variability of patatine relative abundance in 

SDS extractable tuber protein and patatin content in potato tuber dry matter. From the 

obtained results could be concluded that the effect of cultivar was higher than the effect of 

growing year for both evaluated patatin characteristics. Patatin relative abundance ranged 

from 7.16 (cv. Bionta) to 31.29 % (cv. Vaneda). Patatin content in tuber dry matter as well as 

patatin relative abundance were significantly (P<0.001) higher for processing potato cultivars. 

The results showed the importance of cultivar in regards to patatin content for future 

exploitation of potato tuber proteins in food or other applications.  

 The second part of the PhD thesis was focused on the finding of alternatives for 

isolation of potato proteins from PFJ. In some German and Dutch starch manufactures is the 

protein recovery achieved through heat coagulation. This method leads to protein precipitates 

that exhibit a poor solubility, which hampers potential food applications. The basic 

requirements on isolated protein concentrate were its re-solubility, preserved of functional 

properties and lower concentration of problematic compounds such as glycoalkaloids and 

potassium. For isolation of potato proteins from potato fruit juice was evaluated the effect of 



two mineral and two organic acids, four organic solvents (methanol, ethanol, 2-propanole and 

acetone) and three inorganic metal salts in combination with temperature regimes 0°C and 

22°C. For the subsequent analysis were selected precipitation additives ethanol and FeCl3, that 

gave the most promising results. However, ethanol usage for industrial isolation of potato 

proteins is strongly limited by the temperature regime in contrast to FeCl3 which could be 

used in a much wider range of temperature regimes without significant difference in protein 

yield and re-solubility. On the other hand it is difficult to remove Fe3+ ions from the Fe3+-

protein complexes.  

The subsequent studies with these two precipitators (ethanol and FeCl3) were focused 

on optimization of their concentration in potato fruit juice and detection of important 

qualitative parameters of the obtained protein isolates. The optimal concentration of ethanol in 

potato fruit juice was 4 M resulting in precipitation of 69 % of total protein and 93 % of the 

protein was re-soluble. Optimal concentration of FeCl3 in potato fruit juice was 20 mM 

resulting in precipitation of 86 % of total protein and 85 % of this isolate was re-soluble. 

Including of two washing steps in precipitation process was able to lower the contents of 

nutritiously problematic compounds, glycoalkaloids and potassium, in concentrates obtained 

both, by ethanol and FeCl3. Content of total glycoalkaloids in dry matter of ethanol and FeCl3 

protein concentrates was in comparison with content in PFJ significantly lower (P < 0.05). 

Protein isolates, both ethanol and FeCl3, exhibited high nutritious value. The value of EAAI 

(comparison with whole egg standard) was 81.7 % for ethanol protein concentrate and 82.7 % 

for FeCl3 protein concentrate. Patatin represented the nutritiously improving protein 

component (EAAI 86.1 %). The lipid acyl hydrolase activity of patatin was not affected by 

ethanol precipitation. Patatin purification was possible to realized using ethanol protein isolate 

and the purified patatin exhibited antifungal activity against fungi species Fusarium 

solani,1036 and Alternaria solani,F-107.  

Next, thermal stability and re-solubility of potato tuber proteins was evaluated for the 

ethanol protein concentrate isolated. Patatin was evaluated as thermal sensitive - temperatures 

above 30 °C caused its strong insolubility. Thermal stability of potato protease inhibitors 

(region from 25 to 14 kDa) was higher, although the temperatures above 45 °C caused 

denaturation and insolubility most of the protease inhibitors. 
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V. ZÁVĚR 
 
1. Zastoupení patatinových bílkovin v hlízách konzumních a průmyslových odrůd 


brambor 


Hodnoty relativní abundance patatinových bílkovin v SDS-extrahovatelných 


bílkovinách hlíz brambor a obsah patatinových bílkovin v sušině hlíz brambor byly stanoveny 


u souboru 20 konzumních a 20 průmyslových odrůd brambor v rámci tříletého polního 


pokusu. U obou analyzovaných parametrů byl zřejmý převažující vliv odrůdy, vliv ročníku 


byl v tomto směru výrazně nižší. Oba sledované parametry výskytu patatinových bílkovin se 


pohybovaly v relativně širokém rozpětí - např. relativní abundance patatinových bílkovin byla 


u průmyslových odrůd v rozsahu 15 až 31,3 %. Průmyslové odrůdy měli vyšší schopnost 


kumulace celkových hlízových bílkovin i bílkovin patatinového komplexu. Dále byla 


nalezena slabá pozitivní korelace mezi obsahem škrobu a obsahem patatinových bílkovin. U 


průmyslových odrůd byl nalezen trend vyšší kumulace celkových bílkovin i bílkovin 


patatinového komplexu s rostoucí délkou vegetační doby. U odrůd konzumních nebyl tento 


vztah jednoznačný. Ze získaných výsledků vyplývá, že při úvahách o budoucím využití 


hlízových bílkovin, a zvláště pak jejich patatinové frakce, bude rozhodující roli hrát výběr 


odrůd. Pro zpracování brambor ve škrobárenském průmyslu bude pravděpodobně i nadále 


rozhodujícím parametrem obsah a kvalita  škrobu, ale informace o schopnosti průmyslových 


odrůd kumulovat ve vyšší míře patatinové bílkoviny je významné pro budoucí využití tohoto 


nutričně cenného zdroje.  


 


2.  Izolace hlízových bílkovin z hlízové vody brambor 


Při hledání alternativy tepelné koagulace hlízových bílkovin přítomných v hlízové 


vodě brambor byl stanoven požadavek vysoké výtěžnosti maximálně zpětně rozpustných 


bílkovin. Ze série testovaných srážecích činidel (organické a anorganické kyseliny, organická 


rozpouštědla, soli kovů) byla s ohledem na stanovené požadavky vybrána jako 


nejperspektivnější činidla etanol a FeCl3. Použití etanolu je pro průmyslové aplikace omezeno 


nutností chlazení reakční směsi. Použití tohoto činidla při vyšší teplotě vedlo k výraznému 


snížení jak zpětné rozpustnosti izolovaných bílkovin, tak i celkové výtěžnosti izolačního 


postupu.  
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3. Optimalizace izolačního postupu a hodnocení chemického složení a funkčních 


vlastností koncentrátů hlízových bílkovin 


Předpoklad potravinářského využití bílkovinných izolátů získaných z hlízové vody  


brambor klade na tyto bílkovinné koncentráty požadavky týkající se nejen zpětné 


rozpustnosti, ale i jejich nutriční hodnoty a obsahu problematických balastních látek - 


především významný je obsah glykoalkaloidů a draslíku. V první fázi byl optimalizován 


přímo na hlízové vodě získané ze škrobárenského provozu postup izolace bílkovin s využitím 


etanolu a FeCl3. Optimální koncentrace etanolu v hlízové vodě byla 4,0 M; optimální 


koncentrace  FeCl3 byla 20 mM v reakční směsi s PFJ. Zařazením dvou promývacích kroků 


byl průkazně snížen obsah glykoalkaloidů i obsah draslíku v sušině bílkovinných koncentrátů. 


Významné je zjištění vysoké nutriční hodnoty bílkovinných koncentrátů, jenž nebyla 


ovlivněna použitím srážecího činidla - EAAI etanolového bílkovinného koncentrátu činila 


81,7 %; EAAI FeCl3 izolátu byla 82,7 %. Jednoznačně nutričně zlepšující frakcí jsou 


patatinové bílkoviny. Lipid acyl hydrolasová aktivita patatinu byla zachována u etanolového 


bílkovinného koncentrátu. Patatin purifikovaný z tohoto koncentrátu vykázal slabší inhibiční 


aktivitu vůči  houbovým patatogenům Fusarium solani, 1036 a Alternaria solani, F 107.  


 


4. Odolnost koncentrátu hlízových bílkovin vůči vyšším teplotám  


 V následujících testech byl sledován vliv zvyšování teploty na zachování zpětné 


rozpustnosti bílkovinného koncentrátu získaného etanolovou izolací, a to především s hledem 


na nutnost konzervace izolovaných bílkovin sušením. Bílkovinný koncentrát byl vystaven 


působení teplot v rozsahu od  25 °C to 70 °C. Patatinové bílkoviny byly vyhodnoceny jako 


teplotně senzitivní, neboť již při teplotě nad 30°C byla tato frakce silně nerozpustná. 


Inhibitory proteas si zachovaly rozpustnost do teploty cca 45°C. Extrémní tepelná odolnost (i 


při teplotě 70°C) byla zaznamenána u bílkoviny s Mr 4,3 kDa - pravděpodobně se jedná 


karboxypeptidasový inhibitor. Vzhledem k nízké odolnosti hlízových bílkovin k vysokým 


teplotám bude nutné při konzervaci bílkovinných koncentrátů zvolit šetrný způsob např. 


systém sprejového sušení.  
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VI. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
AAS amino acid score aminokyselinové skóre 
AMK / aminokyselina 
2D-PAGE two dimensional - polyacrylamide 


gel electrophoresis 
dvourozměrná elektroforéza na 
polyakrylamidovém gelu 


cDNA copy DNA DNA vzniklá transkripcí z RNA  
CMC carboxymethylcelulose karboxymethylcelulóza 
EAAI essentials amino acid index index esenciálních aminokyselin 
EGF epidermal growth factor faktor epidermálního růstu 
EGFR epidermal growth factor receptor receptor faktoru epidermálního růstu 
ES MS/MS electrospray tandem mass 


spectrometry 
tandemová hmotnostní spektrometrie 
s tvorbou iontů vzorku pomocí 
„electrospray“ techniky 


FAO Food and Agriculture 
Organization 


Organizace pro výživu a zemědělství, 
založená při Organizaci spojených národů 


far-UV CD far ultra violet circular dichroism cirkulární dichroismus v oblasti UV 
s vlnovou délkou 190-250 nm 


IEF isoelectric focusing isoelektrická fokusace 
kDa kilodalton  jednotka molekulové hmotnosti užívaná 


v biochemii a molekulární biologii, 
především pro vyjádření hmotnosti 
bílkovin   


LTP  lipid transfer protein  bílkoviny s funkcí přenosu lipidů  
MALDI-
TOF MS 


matrix assisted laser desorption 
ionisation - time of flight 


hmotností spektrometrie založená na 
principu ionizace laserem za přítomnosti 
matrice s průletovým analyzátorem 


LAH lipid acyl hydrolase lipid acyl hydrolasa 
ORF open reading frame otevřený čtecí rámec 
OxOa  oxalate oxidase oxalát oxidasa 
OxOLP  oxalate oxidace like protein  bílkovina podobná oxalát oxidase 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis elektroforéza na polyakrylamidovém gelu 
PLA1 phospholipase A1 fosfolipasa A1
PLA2 phospholipase A2 fosfolipasa A2
PFJ potato fruit juice hlízová voda brambor 
PR 
bílkoviny 


pathogenesis-related proteins bílkoviny syntetizované v hostitelské 
rostlině v reakci na patologickou nebo 
související situaci 


RS-AFP3 Raphanus sativus - antifungal 
protein 3 


bílkovina s antifungálním účinkem 
izolovaná z druhu Raphanus sativus 


SDS-
PAGE 


Sodium dodecyl sulphate -  
polyacrylamide gel electrophoresis


elektroforéza na polyakrylamidovém gelu 
v prostředí dodecylsíranu sodného 


STA Solanum tuberosum agglutinin agglutinin izolovaný z druhu S. tuberosum 
L.  


SGE starch gel electrophoresis elektroforéza na škrobovém gelu 
TH  thionins thioniny  
TMV tobacco mosaic virus  virus tabákové mozaiky 
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ABSTRACT


The effects of two mineral and two organic acids, four organic solvents
(methanol, ethanol, 2-propano and acetone) and three inorganic metal salts in
combination with temperature regimes 0 and 22C on the yield and resolubility
of potato tuber proteins were studied. Using acids, the yield of precipitated
protein ranged from 22.3% (citric acid, 0C) to 54.5% (acetic acid, 22C) of
total protein; however, the resolubility was generally very low. The precipita-
tion with organic solvents resulted in significantly higher yield as well as
resolubility (P < 0.05) when precipitated at low temperatures. The yield
ranged from 23.4% (ethanol, 22C) to 64.5% (2-propanol, 0C) of total protein.
The use of the salts resulted in precipitates with high resolubility regardless of
the temperature regimes. The yield of precipitated protein ranged from 25.8%
(ZnCl2, 0C) to 86.4% (FeCl3, 0C) of total protein.


PRACTICAL APPLICATIONS


The work studied the possibility of isolation of native potato proteins
from potato fruit juice (PFJ) resulting from starch manufacturing process.
Ethanol and FeCl3 were evaluated as the most promising precipitators for the
recovery of potato tuber proteins from PFJ. However, ethanol usage for
industrial isolation of potato proteins is strongly limited by the temperature
regime in contrast to FeCl3, which could be used in a much wider range
of temperature regimes without significant difference in protein yield and
resolubility.


1 Corresponding author. TEL: +420387772441; FAX: +420387772431; EMAIL: vhermanova@
centrum.cz


Journal of Food Process Engineering 31 (2008) ••–••. All Rights Reserved.
© 2008, The Author(s)
Journal compilation © 2008, Blackwell Publishing
DOI: 10.1111/j.1745-4530.2007.00167.x


1







INTRODUCTION


Potato tubers comprise about 2% (w/w) of nitrogen compounds on a fresh
basis, of which protein represents 35–75% (Bárta and Čurn 2004). The easy
soluble protein fractions get into an aqueous by-product called potato fruit
juice (PFJ), which remains in potato starch processing plants. PFJ contains
2–5% of solids, of which crude protein represents about 35% (Knorr 1978;
Koningsveld Van et al. 2001). Potato proteins have been classified by Pots
et al. (1999) into three groups. Patatin (43 kDa) comprises 38% in PFJ, pro-
tease inhibitors (4.3–25.0 kDa) 50% and other proteins up to 12% (Pouvreau
et al. 2001). Properties and possibilities of usage of tuber proteins have been
discussed (Pots et al. 1998a,b; Tonón et al. 2001). Potato protein is well
known particularly for its high digestibility and favorable amino acid compo-
sition (Kapoor et al. 1975; Bárta and Čurn 2004), being thus proper for human
nutrition.


PFJ has been traditionally used as a low-quality fertilizer, but new envi-
ronmental regulations and content of valuable nutrients are the reasons for
searching new possibilities of PFJ processing. Protein recovery from industrial
PFJ has recently been achieved by heat coagulation, which is an efficient
method, but the resulting product has unacceptable flavor and functionality
(Zwijnenberg et al. 2002). Several alternatives have been reported to recover
native protein from industrial PFJ. Lindner et al. (1981) used bentonite, but
removing the adsorbent was difficult. Using carboxymethylcellulose has been
successful in protein recovery; however, low binding pH has caused partial
denaturation (Gonzales et al. 1991). The use of membrane techniques (e.g.,
ultrafiltration) has given promising results in laboratory studies (Wojnowska
et al. 1981; Zwijnenberg et al. 2002); however, on a large scale, considerable
membrane fouling may occur and the protein concentrate contains glycoalca-
loids (Wojnowska et al. 1981). Expanded bed adsorption technique has been
used for the isolation of patatin; however, the technique is too expensive for
industrial application (Straekvern et al. 1999). Several methods of precipita-
tion at acidic pH or with precipitation additives have also been tested (Meister
and Thompson 1976; Knorr 1978, 1982; Koningsveld Van et al. 2001).


Koningsveld Van et al. (2001) tested the possibility of using various
additives such as acids, organic solvents and inorganic salts for potato protein
precipitation. The best results were obtained using ethanol at 0C. However, an
important complication of using organic solvents or other effective additives
could be the temperature regime of the precipitation, regarding the fact that
cooling of a large volume of industrial PFJ would be energy and financially
demanding. The effect of precipitation temperature in combination with an
additive on yield and resolubility of potato protein precipitated from PFJ has
not yet been studied.


2 J. BÁRTA, V. HEŘMANOVÁ and J. DIVIŠ







Regarding the above-mentioned information, our work aimed to study the
effects of two temperature regimes (0 and 22C) in combination with various
precipitation additives on the qualitative and quantitative parameters of the
precipitation process, namely, the yield of the precipitated protein, its resolu-
bility and sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) spectra composition. The group of additives used in this study follows
the work of Koningsveld Van et al. (2001) for possible comparison.


MATERIALS AND METHODS


Preparation of PFJ


Twenty tubers of average size were used for PFJ preparation. Potatoes
(processing cultivar Tomensa) were washed thoroughly and cut into large
pieces which were crushed up in a domestic juice extractor (AEG, Nurenberg,
Germany). Approximately 1,500 mL of PFJ was prepared from the used 20
tubers (2,400 g). A 2% (w/v) solution of NaHSO3 was added to the juice in the
amount of 50 mL/kg to prevent enzymatic browning. The resulting liquid was
centrifuged (15 min; 9,000 ¥ g; 4C), and the supernatant was filtered through
a paper filter (KA 1, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). The clear filtrate is
known to be a good imitation of industrial PFJ (Koningsveld Van et al. 2001)
and is denoted henceforth as PFJ. Properties of PFJ were determined before
protein precipitation: pH 5.89; volume density, 1.013 kg/L; dry matter content,
5.65%; and nitrogen content, 4.17 mg/mL of PFJ. The volume density was
determined gravimetrically by weighing 30 mL of PFJ in four replications;
30 mL of PFJ was freeze-dried using freeze drier ALPHA 1-4 (Martin Christ,
Osterode am Harz, Germany) to the constant weight for gravimetrical deter-
mination of PFJ dry matter in four replicates. The obtained PFJ dry matter was
subsequently used for the determination of total N content by modified Dumas
method, using a nitrogen/protein analyzer Flash EA 1112 (ThermoQuest,
Milan, Italy). The average weight of the analyzed sample was 50 mg, and the
analysis of the nitrogen content was made in duplicate (Bárta 2002).


Protein Precipitation


Protein precipitation was performed by the method of Koningsveld Van
et al. (2001), with a modification of additive concentration and temperature
regimes on the basis of the conclusions of Koningsveld Van et al. (2001,
2002), our own observations and known properties (particularly isoelectric
point [pI] and thermal stability) of main tuber proteins (Pouvreau et al. 2001;
Rydel et al. 2003; Pots et al. 1998a). The used additives and their concentra-
tions are given in Table 1.
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The precipitation was performed in four replications and was initiated by
adjusting the pH of the stirred PFJ samples in 15-mL Fisher tubes to a final pH
of 5.0. The additives were added to 8 mL of acidified samples in 15-mL Fisher
tubes according to the instructions in Table 1. The precipitation for all additive
variants was performed for 1 h at two temperature regimes: on ice (0C) or at
room temperature (22C). Then, the samples were centrifuged (15 min; 4 or
22C; 3,600 ¥ g) until clear supernatants were obtained. Precipitates formed
were washed twice by suspending in 5 mL of 0.1-M sodium acetate buffer
pH 5.0 that contained the equivalent amount of relevant additive for mainte-
nance of the precipitated state. When using acids, the samples were washed
with the same buffer with pH 3.5. After each washing step, the samples were
centrifuged (15 min; 4 or 22C; 3,600 ¥ g). Then, the precipitates were freeze-
dried, and dry matter and nitrogen contents were determined.


Protein Resolubilization


Two samples of each variant in original tubes were used for determination
of the resolubilization of the precipitated protein. The precipitates were sus-
pended in 10 mL of 100-mM sodium phosphate buffer pH 7.0. When using
inorganic salts, the buffer contained 30-mM ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA). The precipitates were thoroughly shaken in the buffer by using a
vortex mixer (2,000 ¥ g, 2 min) and incubated for 1 h at 30C. Then, the tubes
were centrifuged (15 min; 22C; 3,600 ¥ g) and the supernatant was sampled
for determination of the resoluble protein composition with SDS-PAGE. The


TABLE 1.
LIST OF ADDITIVES USED FOR POTATO FRUIT JUICE (PFJ) PROTEIN PRECIPITATION


AND CONCENTRATION OF USED SOLUTIONS AND AMOUNT OF ADDITIVE
ADDED TO PFJ


Additive Final concentration of
additive (w/w) in PFJ


Added to 8 mL of PFJ


HCl 3.5* 1 M (up to final pH)
H2SO4 3.5* 0.5 M (up to final pH)
Acetic acid 3.5* Concn. acetic acid (up to final pH)
Citric acid 3.5* 25% (up to final pH)
Ethanol 20% 2-mL absolute ethanol
Methanol 20% 2-mL absolute methanol
Acetone 20% 2-mL absolute acetone
2-propanol 20% 2-mL absolute isopropanol
FeSO4 15 mM 1.42 mL of 100-mM solution
FeCl3 15 mM 1.42 mL of 100-mM solution
ZnCl2 15 mM 1.42 mL of 100-mM solution


* Final pH.
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nonresoluble part of the precipitates was freeze-dried and analyzed for nitro-
gen content.


Protein Content Analysis


Nitrogen content was determined by the elemental analyzer Flash EA1112
(ThermoQuest) in duplicate. Protein N of PFJ was determined as N recovered by
trichloroacetic acid (TCA) precipitation (Bollag et al. 1996).Average N content
in PFJ was 4.17 mg/mL; 63.7% was precipitated with TCA, and this N was
referred to as protein N. Protein content (N ¥ 6.25) was 16.60 mg/mL. Protein
precipitated with additives was expressed as the proportion of the TCA-
precipitable nitrogen content in PFJ. The resoluble part of the precipitated
protein was calculated as the precipitated protein less nonresoluble protein.


SDS-PAGE


The resoluble part of the precipitates was determined for protein compo-
sition using SDS-PAGE, according to Laemmli (1970). Standard discontinual
conditions in polyacrylamide gel (focusing gel, 4%; separation gel, 10%) were
used for protein sample separation. Gel processing after protein detection with
Coomassie brilliant blue R-250 was performed by Hames and Rickwood
(1987). Quantification of protein regions by molecular weight was performed
from electrophoretic profiles by digital image analysis and by special software
BioProfil 1D++ – measuring of absorbance profiles and computation of indi-
vidual portions (Bioprofile software package, Vilbert-Lourmat, Marne-la-
Vallée, France).


Statistical Analysis


Data were analyzed using the statistical program Statistica 6.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK). The file of data referring to precipitation yield and protein
resolubility was evaluated in the analysis of variance (ANOVA) (factorial
ANOVA method). Distribution of data file to the homogeneous groups was
carried out using Tukey’s honestly significant difference test (P < 0.05). Evalu-
ation of the effect of the observed factors (temperature and various precipitation
additives) was made by the relative variance component method (ANOVA
method, type I SS).


RESULTS AND DISCUSSION


Proteins are used in many food products as emulsifiers, emulsion stabiliz-
ers or foaming agents. Potato protein has high nutritional quality (Bárta and
Čurn 2004), and it thereby has a good potential for utilization in foods. The
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emulsifying and foaming properties of undenatured potato proteins have only
been studied in a limited extent (Wojnowska et al. 1981; Ralet and Guéguen
2000, 2001; Koningsveld Van et al. 2006). Emulsifying properties were
observed to be inferior to those of whey proteins (Jackman and Yada 1988) but
were superior to those of commercial soy isolate (Holm and Eriksen 1980) and
casein. Koningsveld Van et al. (2006) prepared emulsions using various potato
protein preparations. It was concluded that only trace amounts of patatin, the
lipolytic activity of which has been strongly underestimated, sufficed to release
considerable amounts of surfactants such as fatty acids and monoglycerides.
The foaming properties of potato protein obtained by ultrafiltration were shown
to be very good in a number of food systems, being at least comparable to those
of casein and egg albumin (Ralet and Guéguen 2001). According to the results
of Ralet and Guéguen (2001) and Koningsveld Van et al. (2001), especially the
patatin fraction showed to be a very promising foaming agent with high
foamability and foam stability. However, the basic circumstance for utilization
potato tuber protein’s foaming and emulsification properties is recovery of the
potato protein from industrial PFJ in native, soluble form with retaining
biological activities.


The used term solubility issues from the methodology of Koningsveld
Van et al. (2001). The presented solubility data were not really solubility,
because these should be expressed as amount per unit volume. The proportion
of total protein that became insoluble was used as an index of solubility. We
kept the resolubilization volume constant, regardless of the amount of precipi-
tate, and the resolubility was expressed as the proportion of total protein
originally present in PFJ. The precipitation and resolubility data indicated the
possibility of PFJ protein mixture isolation and differences in their solubility
depending on the precipitation additive and temperature regime.


Characteristics of PFJ


The used PFJ (cultivar Tomensa) contained (mean � SD)
4.17 � 0.09 mg nitrogen/mL. On average, 63.7% of this nitrogen could be
precipitated with TCA. The TCA-precipitated nitrogen was therefore assumed
to be of protein origin, which means an average protein (N ¥ 6.25) concentra-
tion of 16.60 � 0.4 mg/mL PFJ. Nitrogen as well as protein contents were
slightly higher than those reported by Koningsveld Van et al. (2001); however,
the PFJ used in their work was prepared from the cultivar Elkana.


Precipitation Yield and Resolubility


Acids. Four acids issued from isoelectric points of the majority of PFJ
proteins, which range between pH 4.5 and 6.5, were used (Pots et al. 1998a;
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Pouvreau 2004). Isolation of proteins from industrial PFJ by precipitation at
acidic pH was previously reported by Knorr (1982) and Koningsveld Van et al.
(2001).


As can be seen in Fig. 1a, the amount of precipitated protein was higher for
all the additives at 22C than at 0C. Statistically significant differences (P < 0.05)
between the temperature regimes were found for citric acid, H2SO4 and HCl. At
0C, the yield ranged from 22.3% (citric acid) to 53.1% of total protein (acetic
acid). At 22C, the minimum yield was achieved with H2SO4 (41.5% of total
protein), the maximum with acetic acid (54.5% of total protein). Resolubility of
precipitates was in general low. Slightly higher resolubility was observed at the
processing temperature 0C than at 22C; however, no statistically significant
differences were observed. Using acetic acid at 22C, the resulting precipitate
was quite insoluble.At 22C, the highest resolubility was recorded for HCl (4.0%
of total protein). At 0C, the lowest resolubility was determined for acetic acid
precipitate (0.3% of total protein), while the maximum solubility was reached
with HCl (6.4% of total protein). Table 2 shows the percentage effect of the
studied factors (temperature and additive) on the precipitation yield and resolu-
bility. Temperature was the most significant factor for yield (44.5%), while
resolubility was affected first by the factor of additive (49.2%).


From the results, it may be concluded that using acids for PFJ protein
isolation would not be successful for industrial application. The yield was
higher at ambient temperature; however, the ambient temperature lowered the
resolubility, probably because of protein denaturation. The best resolubility
(6.44% of total protein) observed with HCl at 0C was much lower than the
resolubility of 56% obtained by Knorr (1982) or the resolubility of 17%
obtained by Koningsveld Van et al. (2001). However, their experiments were
carried out at 22C. The differences in resolubility observed were likely due to
differences in the PFJ used.


Organic Solvents. The amount of precipitated and resoluble protein is
shown in Fig. 1b. The yield of precipitation was considerably higher at 0C.
Except for acetone, the differences between temperature regimes were statis-
tically significant (P < 0.05). At 0C, the minimum yield was achieved with
acetone (25.06% of total protein), the maximum with 2-propanol (64.52% of
total protein). The respective yields at 22C ranged from 23.4% when using
ethanol to 28.0% of total protein when using methanol. The effect of tempera-
ture was demonstrated mainly on the resolubility of the precipitates obtained.
The statistically significant differences between the temperature regimes in
resolubility were observed with ethanol, methanol and 2-propanol. The re-
solubility at 22C ranged from 1.1% (acetone and 2-propanol) to 8.2% of total
protein (methanol). Resolubility was much higher when precipitated at 0C. In
this regime, maximum resolubility was achieved by ethanol and methanol,
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FIG. 1. PROPORTIONS (%) OF RESOLUBLE AND NONRESOLUBLE PROTEIN AT pH 7.0
EXPRESSED AS PROPORTION OF PROTEIN PRECIPITATED BY TRICHLOROACETIC ACID


(TCA PROTEIN), PRECIPITATED BY TESTED ADDITIVES UNDER TEMPERATURES
0 AND 22C
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both resulting in 49.8% of total protein. The minimum solubility was seen with
acetone precipitate (5.9% of total protein). From Table 2, it is evident that
temperature was the most important factor for both precipitate yield and
resolubility.


Organic solvents have been previously used at ambient temperature
without lowering pH of PFJ (Wilhelm and Kempf 1977), and also at 0C with
lowering pH (Koningsveld Van et al. 2001). Wilhelm and Kempf (1977) found
2-propanol to be the most effective and acetone to be the least effective at 22C,
causing 25 and 21% of total protein precipitate, respectively. According to our
results, the yield resulting with 2-propanol (24.1%) approximately agreed with
the conclusions of Wilhelm and Kempf (1977). The solubility of precipitates
was very low when precipitated at 22C, which could be explained by the high
denaturation effect of organic solvents when used at ambient temperature.
According to Koningsveld Van et al. (2001), ethanol and 2-propanol seem to
be the most promising for industrial application, when used at 0C. When using
these additives, about 90% of total protein was reported to be precipitated and
about 80% of total protein was resoluble. Our conclusions indicate the same
trend, but both yield and resolubility were lower. In our study, the maximum
yield was achieved at 0C by 2-propanol (64.5%), but resolubility was higher
when using ethanol, almost 50% of total protein.


Inorganic Salts. The amount of yielded protein (Fig. 1c) was higher
when using FeSO4 and ZnCl2 at 22C than at 0C; however, the differences
between temperature regimes were statistically significant only when using
ZnCl2. FeCl3 caused slightly higher yield at 0C than at 22C; however, the
difference was not significant. At 22C, the lowest yield was when using FeSO4


(30.7%) and the highest when using FeCl3 (80.6% of total protein). At 0C, the
highest yield was FeCl3 (86.4% of total protein), and the lowest was ZnCl2


(25.8% of total protein). As regards resolubility, the more efficient temperature


TABLE 2.
INFLUENCE OF STUDIED FACTORS (TEMPERATURE AND PRECIPITATION ADDITIVES)


ON THE YIELD AND RESOLUBILITY OF PRECIPITATED PROTEIN


Factors effect % Various acids Organic solvents Metal salts


Yield Resolubility Yield Resolubility Yield Resolubility


Temperature regime (1) 44.5 30.9 56.7 69.9 0.0 0.0
Precipitation additive (2) 36.3 49.2 16.5 4.4 98.2 96.8
Interaction 1 ¥ 2 18.3 8.2 26.0 24.9 1.4 2.5
Error 0.9 11.6 0.8 0.8 0.4 0.6


Relative variance components; analysis of variance method.
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was 0C for FeCl3 and FeSO4, compared with 22C for ZnCl2. However, a
significant difference between the temperature variants was observed only in
resolubility of FeCl3 precipitates (P < 0.05). The highest resolubility was
achieved when using FeCl3 at 0C (79.3% of total protein). The least resoluble
precipitate was produced by FeSO4 at 22C (18.5% of total protein). Table 2
confirms the above-mentioned results regarding the main effect of additives on
precipitation yield as well as on resolubility.


Metal ions have been used for protein precipitation for a long time. The
ions (Fe3+, Zn2+ and Fe2+) are able to form stable complexes with specific
amino acids (Zachariou and Hearn 1996; Koningsveld Van et al. 2001).
These noncovalent bonds are easily broken at neutral pH, which could be the
reason for high solubility of metal salt precipitates. Alternatively, proteins
are able to form complexes with polyphenols (McDonald et al. 1996; Fried-
man 1997). The addition of salts may prevent the formation of complexes
between polyphenols and proteins (Koningsveld Van et al. 2001). As regards
our results with salts, the important finding was the minimum effect of tem-
perature on the protein yield as well as on resolubility. FeCl3 was evaluated
as the most effective additive resulting in 79.3 and 69.2% of resoluble
protein at 0 and 22C, respectively. FeCl3 was evaluated as the most effective
of metal salts also by Koningsveld Van et al. (2001); however, the presented
results were not so optimistic – the yield was 46% and resolubility 41% of
total protein. The differences may be caused by differences in the PFJ
used.


Protein Compositions of the Resolubilized Protein Fractions


The presence of protein classes and changes in their composition depend-
ing on additive and temperature were studied in the resoluble part of precipi-
tates. Protein classes presented in PFJ have been classified into three groups
(Pots et al. 1999): patatin (43 kDa), comprising 38%; protease inhibitors (4.3–
25.0 kDa), making up about 50%; and other proteins up to 12% of total protein
in PFJ of cultivar Elkana (Pouvreau 2004). The composition of protein frac-
tions of PFJ is shown in Fig. 2. The PFJ used (cultivar Tomensa) comprised
38.0% of patatin (43 kDa) and 45.6% of the inhibitor proteases (0–25 kDa),
which is approximately in agreement with results reported by Pouvreau
(2004).


Acids. As can be seen in Fig. 2, when acetic acid was used, both on ice
as well as at 22C, no protein bands were detected, which corresponded with
the low yield of resoluble protein. In the case of other acids, an interesting
finding is a deficiency of the protease inhibitors in both temperature regimes.
The SDS-PAGE showed that using acids resulted mainly in the precipitation of
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resoluble patatin, while the group of protease inhibitors (0–25 kDa) was elimi-
nated during precipitation or remained nonresoluble. However, patatin bands
also seem to be very weak, especially when precipitated at 22C. These results
agree with those of Koningsveld Van et al. (2001), demonstrating that using
acids resulted mainly in precipitation of patatin, whose resolubility was higher
when obtained at pH 5.0 than at pH 3.0.


Organic Solvents. The effect of temperature on the resolubility of pre-
cipitates was marked also on the basis of SDS-PAGE protein spectra analysis.
When precipitated at 0C, protein spectra were, with the exception of acetone,


a


proteins in kDa at „ice cooling“ proteins in kDa at 22°C 


b
proteins in kDa at “ice cooling” proteins in kDa at 22C 


additives code pH 


potato fruit juice PFJ


HCl 1


H2SO4
2


acetc acid 3


40-43 21-25 14-20 0-14


38.0 36.2 4.6 4.8 
74.4 13.9 0.0 10.2 


54.9 34.3 0.0 8.1 


- - - - 


40-43 21-25 14-20 0-14


38.0 36.2 4.6 4.8 
63.1 19.9 6.6 10.4 


65.6 14.8 8.8 10.9 


- - - - 
citric acid 4


methanol 5


ethanol 6


acetone 7


2-propanol 8


ZnCl2
9


FeCl3
10


FeSO4 11


5.0


3.5


61.2 24.4 0.0 5.5 


34.5 40.2 2.6 12.8 


37.9 35.6 2.8 13.0 


42.4 23.7 6.1 26.4 


31.1 39.3 4.5 18.7 


34.4 39.0 11.1 11.7 


44.1 22.7 8.2 10.3 


45.1 19.2 5.7 10.9 


60.6 13.2 8.0 7.9 


18.3 39.7 20.3 17.5 


27.4 40.4 19.6 12.6 


31.2 41.3 12.9 14.6 


23.8 46.1 17.5 12.7 


26.5 46.1 12.1 6.3 


45.9 29.3 7.7 10.0 


34.5 7.1 28.0 18.7 


FIG. 2. QUANTITATIVE YIELDS OF INDIVIDUAL POTATO PROTEIN CLASSES IN
RESOLUBLE PARTS OF PRECIPITATES OBTAINED VIA SODIUM DODECYL


SULPHATE-POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS (a) AND THEIR ESTIMATION
BY SOFTWARE BIO-PROFIL 1D++ (VILBERT-LOURMAT, MARNE-LA-VALLÉE,


FRANCE) (b).
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more similar to the original than when precipitated at 22C. At 22C, the
resolubility was minimal, which corresponded with SDS-PAGE protein
spectra analysis in terms of the protein composition varying significantly from
the original. The proportion of patatin and protease inhibitors with molecular
mass of 20–25 kDa was lower in favor of smaller-mass proteins (14–20 kDa).
The low protein yield and resolubility were likely caused by the denaturing
effect of organic solvents when used at ambient temperature, which is a
generally known fact (Fennema 1996; Harrison et al. 2003). At 0C, the res-
oluble protein comprised both patatin and protease inhibitors with the excep-
tion of those of weight 14–20 kDa, which is in agreement with the conclusions
of Koningsveld Van et al. (2001).


Inorganic Salts. Addition of metal salts at 0C resulted in precipitation
of soluble protein comprising the whole protein spectrum with higher pro-
portion of patatin. An exception represented FeCl3 that produced precipitate
where soluble was mainly patatin (43 kDa) and small proteins (<14 kDa).
Metal salts were the additives with minimum effect of the temperature on
protein bands spectra. Precipitation at 22C resulted in partial lowering of
patatin proportion (ZnCl2 and FeSO4) and an increased proportion of
proteins with molecular weight 14–25 kDa. The precipitation with FeCl3


was more stable at both temperatures and the protein spectra were very
similar.


Industrial Applicability of the Tested Additives for Protein Precipitation
from PFJ


Ethanol (at 0C) and FeCl3 (in both temperature regimes) were evaluated
according to the obtained results as the most promising precipitation additives
for potato tuber protein isolation from PFJ. The positive result of ethanol at 0C
was in agreement with Koningsveld Van et al. (2001), although the positive
result of FeCl3 was surprising. The significant advantage of FeCl3 is the
possibility of using it without the necessity of precipitation in the low tem-
perature regime. However, the temperature handicap in the case of ethanol
may be partly resolved by concentrating PFJ using membrane techniques, e.g.,
reverse osmosis or ultrafiltration (Wojnowska et al. 1981; Zwijnenberg et al.
2002). These techniques can reduce the large volume of PFJ and thus reduce
the expenses for cooling during the precipitation with ethanol. PFJ concentra-
tion has been used, e.g., in starch manufacture of Avebe (Foxhol, the Nether-
lands), before heat coagulation to improve the effectiveness of the coagulation
process. The practical application of ethanol or FeCl3 would be mainly depen-
dent on the interest of food industries and the financial expensiveness of the
precipitation process.
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The contribution analysed effect of two protein precipitators, ethanol and FeCl3, on yield, re-


solubility and qualitative properties of protein concentrates isolated from industrial potato 


fruit juice (PFJ). Optimal concentration of ethanol in PFJ was 4 M resulting in yield of 69 % 


of total protein, when using FeCl3 the optimal concentration was 20 mM resulting in yield of 


86 % of total protein. Contents of total glycoalkaloids and potassium in dry matter of ethanol 


and FeCl3 protein concentrates were in comparison with content in dry matter of PFJ 


significantly lower (P < 0.05). Protein concentrates, both precipitated by ethanol and FeCl3, 


exhibited high nutritious value. The value of EAAI (comparison with whole egg standard) 


was 81.7 % for and 82.7 %, respectively. Patatin was determined as the nutritiously 


improving protein component (EAAI 86.1 %). Lipid acyl hydrolase activity of patatin was not 


affected by ethanol precipitation. Patatin purification was possible to realized using ethanol 


protein isolate and the purified patatin exhibited weak antifungal activity against fungi species 


Fusarium solani,1036 and Alternaria solani, F-107.  


 


Keyworlds: Potato (Solanum tuberosum L.); Potato tuber protein; Potato fruit juice; Potato 


protein concentrate; Potato protein properties 


 


INTRODUCTION  


Potato tubers comprise about 2 % of nitrogen compounds on a fresh basis, of which proteins 


represent 35-75 % (1). Potato fruit juice (PFJ) is aqueous by-product of the potato starch 


industry in which are released most of the tuber proteins after grinding of potato tubers in a 


rasping machine. PFJ contains 2-5 % of dry matter, of which crude protein represents 


approximately 35 %. The crude protein is in PFJ represented by proteins (26 % of dry matter), 
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peptides, amino acids and amides (2, 3, 4). Patatin, the major potato tuber protein, comprises 


30-40 % of the protein in PFJ, the protease inhibitors (4-25 kD) make up approximately 50 % 


and the other proteins of higher molecular weight make up 10-20 % (4,5). In addition to easily 


soluble fraction of proteinacious component, the PFJ contents carbohydrates, lipids, organic 


acids, polyphenols, minerals, fibres and glycoalkaloids. These all components affecting the 


isolation process as well as the functional properties and qualitative parameters of obtained 


protein isolates. 


The process of recovery of proteins from such a dilute aqueous system as PFJ is challenge in 


terms of expenses. The most common system of proteins recovery from industrial PFJ is 


through heat coagulation and acid precipitation, which however results in products with 


unacceptable flavour and functionality (6, 7) and is usable only as feed-stuff (8). Potato 


proteins recovered from PFJ in non-denaturing form under gentle isolation has satisfactory 


solubility, significant foaming and emulsifying properties and the emzymatic activities of 


potato tuber proteins are conserved (4, 3, 9). Furthermore, the proteins of potato tubers have 


also high nutritious value (1, 10) and therefore, the protein concentrates can be an interesting 


commodity potentially usable in food and feed industry as well as in biotechnological 


applications. Several less or more successful alternatives have been found for recovering of 


native potato proteins from industrial PFJ (3, 4, 11-15). Limiting factors each of the ‘native’ 


protein isolation method are the yield of isolation process, degree of isolated protein 


denaturation (3), functional properties of yielded protein and its individual fractions (16) and 


also the content of accompanying elements that significantly cause the deterioration of the 


protein qualitative parameters and potential for food application (9, 15). For example ion-


exchange on carboxymethyl cellulose has been reported to be successful in recovering potato 


proteins from PFJ (11) but since the binding takes place at low pH (1.5-4.0) the resulting 


product can be expected to be at least partially denatured (17). Ion exchange, using the 


Expanded Bed Adsorption technique is well-suited method for recover of protein from PFJ 


and even for selective isolation of patatin. This method makes it possible to remove anti-


nutritional factors and low molecular weight components (9, 11). However, the technique 


used will be too expensive for industrial application (18).     


Precipitation of potato proteins from PFJ with using of low-molecular additives has been 


previously described as very promising method for isolation of non-denatured potato proteins 


from PFJ (4, 18). For exmaple using ethanol precipitation (temperature regime bellow 10 °C) 


or precipitation with metal salts resulted in sufficient yield of re-soluble protein (3, 4). The 


protein concentrates created by ethanol precipitation technique was evaluated from the point 
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of view of structure, solubility and foaming properties of the obtained protein isolates (19, 


20). On the base of data presented in Koningsveld et al. (3) and Bárta et al. (4) were selected 


the most promising precipitation additives, ethanol and FeCl3, that have potential for isolation 


of maximal amount of native protein from industrial PFJ. The present article studies 1) the 


effect of increasing concentration of precipitation additives ethanol and FeCl3 on yield and re-


solubility of protein isolated from PFJ; 2) the chemical composition of protein isolates 


obtained by ethanol and FeCl3 precipitation; 3) presence of the individual protein components 


(especially patatin and protease inhibitors) in obtained protein isolates and functional 


properties of the components and 4) functional properties individual protein fractions purified 


from protein concentrate isolated from PFJ by ethanol precipitation.  


 


MATERIALS AND METHODS 


Preparation of protein precipitates and determination of their re-solubility 


Potato fruit juice (PFJ) was provided from the potato starch manufacture (Lyckeby Amylex 


a.s, Horažďovice, Czech Republic). PFJ was centrifuged (15 min, 9000g, 4°C) and filtered. 30 


ml of PFJ were freeze-dried (freeze drier ALPHA 1-4, Martin Christ, DE) to constant weight 


for gravimetrically determination of dry matter that was subsequently analysed for chemical 


composition.  


Potato protein precipitation with ethanol and FeCl3. Protein precipitation was performed by 


modification of the method of Koningsveld (3). The precipitation was performed in four 


replications and was initiated by adjusting the pH of PFJ samples in 50 ml Fisher tubes to a 


final pH of 5.0. The additives, ethanol and FeCl3, were added to 30 ml of acidified PFJ in 


increasing amount from 1.5 to 18 ml of absolute ethanol and from 30 to 600 µl of 1M solution 


of FeCl3. The precipitation was performed for 1 hour on ice and subsequently the samples 


were centrifuged (15 min; 4°C; 3600 g) and precipitates formed were washed twice by 


suspending in 20 ml of 0.1M sodium-acetate buffer pH 5.0 containing the equivalent amount 


of relevant additive. The precipitates were freeze-dried and the weight of dry matter and 


nitrogen contents were determined. 


Preparation of heat coagulates of potato proteins. Heat coagulate was prepared from 


industrial PFJ by adjusting the pH of stirred PFJ samples in 50 ml Fisher tubes to a final pH 


of 5.0. The tubes with acidified PFJ were heated (10 min.; 100°C) in water bath (ShakeTemp, 


Julabo, Germany). Coagulated protein was washed twice by suspending in 20 ml dH2O, 


subsequently freeze-dried and used for determination of re-solubility, chemical composition 


and functional properties.  
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Determination of protein isolates re-solubility. Two samples each of the variants were used 


for determination of the re-solubilization of the precipitated protein. Precipitates were 


suspended in 20 ml of 100mM sodium phosphate buffer pH 7.0. When using FeCl3, the buffer 


contained 30 mM EDTA. The precipitates were thoroughly shaken in the buffer and incubated 


for 1 hour at 30°C. After centrifugation was the supernatant sampled for determination of the 


re-soluble protein composition with SDS-PAGE. The non-resoluble part of the precipitates 


was freeze-dried and analyzed for nitrogen content. Nitrogen content was in duplicate 


determined by the elemental analyser FLASH EA 1112 (ThermoQuest, Italy). Protein N of 


PFJ was determined as N recovered by TCA precipitation (21). Protein precipitated with 


additives is expressed as the proportion of the TCA precipitable nitrogen content in PFJ. The 


re-soluble part of the precipitated protein was determined as the precipitated protein minus 


non-resoluble protein.  


 


Chemical composition of protein concentrates isolated from PFJ  


Preparation of ethanol and FeCl3 precipitates for determination of chemical composition. For 


analyses of chemical composition were used the precipitates formed by using the optimilized 


concentration of aboslute ethanol and 1M solution of FeCl3 in PFJ, using 26 % (v/v) and 2 % 


(v/v), respectively. Precipitation process and treatment were the same as mentioned above. 


Protein precipitates formed and subsequently washed were freeze-dried and dry matter was 


analysed. Analysed was also dry matter of industrial PFJ and dry matter of heat coagulate.  


Determination of nitrogen and protein content. Nitrogen content was determined in dry matter 


of ethanol and FeCl3 precipitates, heat coagulate and PFJ by using elemental analyser FLASH 


EA 1112 (ThermoQuest, Italy). N content was determined in duplicate. Protein N was 


calculated as nitrogen multiply by factor 6.25.   


Determination of selected minerals. Mineral elements (P, K, Ca, Mg and Na) were determined 


in dry matter of ethanol and FeCl3 precipitates, heat coagulate and PFJ. Sulphur acid and 


hydrogen peroxide microwave digestion was done for mentioned elements extraction. Atomic 


absorption flame spectroscopy (Aurora Instruments Ltd, Vancouver, Canada) using air-


acetylene was used for detecting potassium, magnesium and calcium (22). The determination 


of phosphorus was based on the colorimetric method of Chen et al. (23) in which a blue 


colour was formed by the reaction of ortho-phosphate and the molybdate ion. Absorbance of 


the phosphomolybdenum complex was then read at 660 nm by spectrophotometer BioMate 5 


(ThermoElectron, Great Britain).  


Determination of glycoalcaloids content in protein isolates. Contents of individual forms of 
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potato glycoalcaloids were determined in dry matter of ethanol and FeCl3 precipitates, heat 


coagulate and PFJ. Determination was performed using the HPLC-MS/MS method of 


Hajšlová et al. (24), realized by Institute of Chemical Technology, Department of Food 


Chemistry and Analysis, Prague, Czech Republic. Shortly, the samples were extracted by 


using CH3OH. The extract was filtrated and filled to the volume of 100 ml and analysed with 


using HPLC-MS/MS. HPLC separation was carried out using the column Hypurity Aquastar 


100x3 mm, 3 µm (Electron Corporation); the mobile phase was following A-H2O:CH3CN 


:CH3OH: 0.1  M CH3COO-NH4 : CH3COOH (22:8:4:2:1) and phase B - CH3CN.   HPLC-MS 


system consists of Agilent 1100 series (Agilent, USA) coupled with Finnigen LCQ Deca mass 


spectrometric detector (Thermo Finnigen, USA) equipped with ESI (ElectroSpray ionization) 


ionization source and ion trap mass analyser (tandem in time). Ionization of the HPLC 


effluent components was carried out in the positive mode.  


Determination of amino acids composition of protein isolates. Contents of individual amino 


acids were evaluated in dry matter of ethanol and FeCl3 precipitates, heat coagulate and PFJ. 


Analysis of amino acids carried out by following the working manual of Dionex Corporation 


(Product Manual of AminoPac PA1). Amino acids were determined after the hydrolysis of the 


samples with 6 M HCl followed by separation of the amino acids by ion-exchange 


chromatography (column AminoPac PA1, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)  on HPLC system 


(DIONEX DX-600, Sunnyvale, CA, USA) with pump P608, detector UVD 170U and using 


post-column reaction with nynhydrin. For the analysis of methionine and cystine an initial 


oxidation to methionine suphone and cysteic acid was carried out with a performic 


acid/phenol mixture before hydrolysis. To evaluate the quality of isolated protein concentrates 


amino acid scores (AAS) and essential amino acid indexes (EAAI) were used for EAAI 


estimated. Amino acid composition of whole egg protein was used for EAAI estimation     


(25, 26).  


Relative abundance of protein components. The protein components were determined by 


using SDS-PAGE technique (27). Analysed were ethanol and FeCl3 precipitates, heat 


coagulate and PFJ. The proteins were extracted from precipitates using 0.0625 M Tris-HCl 


buffer, pH 6.8, with 2 % SDS and 5 % of ME (4 hours at 4°C). Protein separation was 


performed by standard cooled dual vertical slab units SE 600 (Hoefer Scientific Instruments, 


San Francisco, USA) with discontinuous gel system (28) and protein detection with 


Coomassie Brilliant Blue R-250. Protein components were detected on electrophoretic 


profiles by digital image analysis using software BioProfil 1D++ measuring the absorbance of 


profiles and computation of individual protein`s bands proportions (BioProfile software 
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package, Vilbert-Lourmat, France). 


 


Functional properties of patatin isolated from ethanol precipitate 


Purification of patatin proteins from ethanol protein precipitate. Patatin proteins were 


purified according to the previously described procedure (29). Protein precipitate was 


dissolved in 30 mM Tris HCl buffer (pH 7.2) and applied consecutively on anion exchange 


column (chromatographic medium DEAE; Serva, Heidelberg, Germany) and affinity column 


(chromatographic medium Con A; Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Fraction containing 


patatin were pooled, desalinated on Sephadex G-25 gel filtration column. Fractions from each 


purification step were also pooled and desalinated on Sephadex G-25 gel filtration column. 


Proteins contents in obtained solutions were determined according to Wiechelman et al. (30) 


using the BCA Assay Kit and following the instructions in the manual. The absorbance was 


measured at the wave length 405 nm (BioMate 5, ThermoElectron, Great Britain).  


 Determination of patatin LAH activity. Lipid acyl hydrolase (LAH) activity was analysed in 


extractable supernatant (Tris-HCl, pH 6.8) of freeze-dried PFJ, ethanol and FeCl3 precipitates, 


heat coagulate and purified patatin. 20 mg of dry matter were extracted with 2 ml of 10 mM 


Tris-HCl buffer, pH 7.4. Three replicates from each sample were used for enzyme 


determination.  For assay of LAH, the substrate p-nitrophenyl butyrate in the presence of     


50 % (v/v) acetone (10 mM solution) was used. Reaction solution containing 180 μl of     


Tris-HCl buffer, pH 7.4, 10 μl of enzyme extract and 10 μl of substrate solution, was 


incubated at 37°C for 10 min. The reaction was stopped by samples heating (100°C; 30 s.). 


The absorbance was measured at the wave length 410 nm (BioMate 5, ThermoElectron, Great 


Britain).  


Antifungal activity of purified protein fractions. Antifungal activities were evaluated for the 


ethanol protein precipitate and the protein fractions pooled in the process of patatin 


purification on anion exchange chromatography and affinity chromatography - protein 


fractions bound and non-bound on DEAE and ConA. The obtained fractions were desalinated 


on Sephadex G-25 gel filtration column and after quantification of protein concentration 


(BCA Assay Kit), were the fractions filter sterilized using 0.22-μm filters (Millipore). The 


antifungal activities of the purified potato protein fractions were determined using a radial 


growth inhibition assay according to the method of Schlumbaum et al. (31). A mycelial plug 


was placed in the center of a potato-dextrose-agar plate. Sterile paper discs were placed at the 


two sides of the plate. 30 μl of the purified protein fractions was into the agar discs, and 


buffer (25 mM Tris-HCl, pH 7.4) was used as a control. The plates were incubated in the dark 
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at 23°C for 72 hours. Antifungal activity was observed as a crescent-shaped zone of inhibition 


at the mycelial front. Fungi species used for antifungal assay were obtained from Czech 


Collection of Microorganisms (Masaryk University, Brno, Czech Republic).  


Statistics. Data were analysed using the statistical programme Statistica 6.0 (StatSoft, 2001), 


using analysis of variance (method Factorial ANOVA). Distribution of data file to the 


homogeneous groups was done using the Tukey HSD test (P < 0.05).  


 


RESULTS AND DISCUSSION 


Proteins are used in many food products as basic nutritious component or as emulsifiers, 


emulsion stabilisers or foaming agents. Potato tuber protein has high nutritional quality (1), 


and also have been describe the emulsifying, foaming and enzymatic properties of 


undenatured potato proteins usable in food, feed, cosmetic, pharmaceutical and other 


industrial applications (16, 20). Although, the basic circumstance for potato tuber proteins 


utilisation is to recover the potato proteins from industrial PFJ in native, soluble form with 


retaining optimal biological, nutritional and hygienic properties. Protein yield and re-


solubility indicate the suitability of isolation method. Data of glycoalcaloids content, 


potassium and other components content, individual protein components content, amino acids 


composition and value of LAH activity of protein isolates and purified patatin indicate the 


suitability of protein precipitates for human consumption.    


 


Yield and re-solubility of protein concentrates isolated from PFJ 


Yield of potato protein precipitated from industrial PFJ with increasing ethanol concentration 


ranged from 0.55 mg ml-1 (21.3 % of TCA-precipitated protein) to 2.02 mg ml-1 (77.9 % of 


TCA-precipitated protein). From the figure 1A is obvious that the lowest protein yield was 


achieved using ethanol concentration of 1.0 M. Increasing of the precipitated protein yield is 


not linearly dependent on used ethanol concentration. Maximal value of precipitated protein 


was recorded by the ethanol concentration of 4.4 M. Increasing of ethanol concentration in 


PFJ was performed stepwise - the lowest value was 1.0 M; the highest was 6.4 M. Increasing 


of the ethanol concentration by value of 0.6 M caused increased of amount of precipitated 


protein at average of 0.26 mg ml-1. This relationship was valid to the ethanol concentration of 


4.0 M. The increase of ethanol concentration on 4.4 M caused only minimal increase of 


precipitated protein and than followed decrease. Re-solubility of protein precipitated with 


using different concentration of ethanol ranged from 0.35 mg ml-1 (13.4 % of TCA-


precipitated protein) to 1.73 mg ml-1 (66.5 % of TCA-precipitated protein). The maximal 
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value of re-soluble protein was achieved using 4.4 M concentration of ethanol. The collision 


of the curves of protein yield and re-solubility was in the point of 4.0 M concentration. This 


concentration of ethanol in PFJ should be considered to be optimal for potato tuber protein 


isolation from industrial PFJ using precipitation with ethanol. Organic solvents, including 


ethanol, have been previously used for PFJ protein precipitation at ambient temperature 


without lowering pH of PFJ (30), and also at 0°C with lowering pH (3). Koningsveld et al. (3) 


found ethanol and isopropanol to be the most promising for industrial application. Ethanol 


leads to much more precipitation and higher re-solubility than other precipitants. According to 


Koningsveld et al. (3) the optimal concentration of ethanol is 4.9 M, yielding 83% of total 


protein as re-soluble. Higher optimal value of ethanol concentration for maximal yield of re-


soluble protein could be explained by differences in PFJ. Koningsveld et al. (3) used 


processing potato cultivar Elkana for preparation of PFJ, however we used ‘real’ PFJ from 


starch manufacture that represents cultivar mixture and the protein could be partially 


denatured  by the poduction process.  


Figure 1B shows using of FeCl3 for potato tuber protein isolation from industrial PFJ. 


Amount of yielded protein ranged from 0.48 mg ml-1 (18.6 % of TCA-precipitated protein) to 


2.25 mg ml-1 (83.9 % of TCA-precipitated protein). No maximal point was found for yield of 


precipitated protein as well as for protein re-soluble. The re-solubility of protein precipitated 


with FeCl3 ranged from 0.41 mg ml-1 (15.9 % of TCA-precipitated protein) to 1.92 mg ml-1 


(69.8 % of TCA-precipitated protein). FeCl3 concentration of 20 mM is considered to be 


optimal for protein isolation from PFJ, because it is improbable to precipitate more than 


almost 85 % of protein from which is 85 % re-soluble. Using of metal ions for protein 


precipitation has been previously described (3, 33). Our obtained results are in general 


agreement with those of Koningsveld et al. (3). From the metal salts used by Koningsveld et 


al. (3) only addition of FeCl3 gave increasing protein precipitation and the increasing of 


protein precipitation was also significantly dependent on increasing concentration of  FeCl3. 


Maximal concentration of FeCl3 used by Koningsveld et al. (3) was 16 mM by which was 


achieved approximately 45 % of precipitated protein. Lower yield could be explained by 


differences in PFJ used, while metal salts could form complexes with proteins as well as 


polyphenols that could influence yield of precipitated proteins (34, 35). 


 


Relative abundance of protein fractions presented in analysed precipitates 


Relative abundances of individual protein fractions presented in total extractable protein of 


PFJ and protein isolates obtained from industrial PFJ are shown in Table 1. The industrial PFJ 
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used is mixture of several cultivars and it is hard to discuss the relative abundance with other 


authors because quantitative data on tuber protein composition of industrial PFJ and protein 


concentrates obtained from industrial PFJ have not been published. Potato proteins present in 


PFJ could be according to Pots (29) classified into three groups. With regards to this 


classification patatin, the major potato protein comprises 38 % of the protein in PFJ prepared 


from cultivar Elkana. The protease inhibitors make up about 50 % and other proteins up to   


12 % of total protein in PFJ from cultivar Elkana (5). Proteins composition of industrial PFJ 


used in our experiments approximately corresponded with those of Pouvreaue et al. (5). The 


highest difference was in patatin content that created only 30.7 % of the proteins in PFJ. 


Protein composition of heat coagulate differs significantly from ethanol and FeCl3 precipitate 


in patatin content. Patatin, that represents the nutritiously and functional most important 


protein, is temperature sensitive (36) and heating of industrial PFJ caused total precipitation 


of this protein, however the heat coagulate is almost absolutely insoluble including the patatin 


fraction and because of the low solubility and general quality is applicable only in feed 


industry.  


Significantly lower percentage representation of patatin proteins in protein concentrates 


obtained by using ethanol and FeCl3 (25.6 and 20.3 %) is connected with higher 


representation of protease inhibitors with molar mass less than 25 kDa. According to Pots et 


al. (36), temperature above 28°C causes patatin unfolding and irreversible changes. On the 


contrary protease inhibitors with low molar mass are more thermal stable, and for that reason 


are minimal presented in heat coagulate. The remarkably heat stable potato protein is 


carboxypeptidase inhibitor (4.3 kDa), the smallest protease inhibitor presented in potato, 


which inhibiting activity decreased at pH 7.0 after treatment at 150°C (37). This protein is not 


able to isolate from PFJ using heat coagulation, however in ethanol and FeCl3 precipitates is 


presented. The heat stability of carboxypeptidase inhibitor is obvious from the difference in 


proportion of the protease inhibitors fraction of 14-0 kDa.  


Proportion of protein fractions in protein concentrates obtained by using various precipitation 


additives, presented by Koningsveld (18) express only intensity of the protein bands obtained 


via SDS-PAGE and could not be considered as really quantitative data. However, according 


to these data, patatin proteins dominate in the protein isolates obtained by ethanol and FeCl3. 


Protein composition of heat coagulate obtained from PFJ has not been studied. Løkra et al. (9) 


isolated potato proteins from PFJ using expanded bed adsorption chromatography suggested 


that SDS-PAGE analysis demonstrated that the obtained protein isolates contained three 


major fractions (patatin 40-42 kDa and protease inhibitors 20-23 kDa), and several minor 
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bands of higher molecular weight. Proportion of determined protein bands has not been 


calculated in the publication of Løkra et al. (9).   


 


Chemical composition and nutritious value of potato protein concentrates.  


The freeze-dried PFJ and protein concentrates obtained by using heat coagulation and ethanol 


and FeCl3 precipitation were analysed for nitrogen, protein, glycoalcaloids and minerals 


contents (Table 2 and Table 3). Dry matter of PFJ contained 7.27 % of N, although only    


69.2 % (w/w) of this N was TCA-precipitable and could be considered protein N. Dry matter 


of heat coagulate and ethanol protein concentrate contained 84.9 % and 82.4 % (w/w) of 


protein, respectively. The processes of heat coagulate and protein precipitates production 


included the washing steps that should remove the non-proteinaceous N compounds and 


determination of nitrogen content by elemental analyser and multiplying by the factor of 6.25 


should express the real content of protein. The surprisingly low concentration of protein 


determined in FeCl3 concentrate could be explained by creating of FeCl3-protein complexes 


which caused high concentration of FeCl3 ions (in average 43.9 mg Fe3+.1g-1 of dry matter, 


data not shown). The calculated values of approximately 80 % (w/w) of total protein in dry 


matter of isolated protein concentrates correspond with these of Løkra et al. (9) who 


determined 83.1 % (w/w) of total protein in protein powder prepared from PFJ using 


expanded bed adsorption chromatography.  


Low quality of potato protein concentrates obtained from PFJ by pre-concentration of the 


stream and subsequent heat coagulation of the protein is mainly connected with the low 


functionality and salty, bitter taste of the produced protein that make it inapplicable as a food-


additive (7). Most of all are negatively perceived matters such as phenolic compounds that 


rapidly oxidize to a brown pigment (9), glycoalkaloids that are toxic for human and animal 


nutrition and can cause bitter taste of the final protein concentrate (7, 9, 38) and some of the 


minerals, especially potassium, that are connected with the bitter and salt taste of the products 


(9). Table 2 shows the effect of different way of protein concentrates production on content of 


total glycoalkaloids and their individual forms. The adverse effect of glycoalkaloids for 


human and animal is well known resulting in gastrointestinal disturbances and neurological 


disorders (38). The two washing steps with 0.1M sodium-acetate buffer pH 5.0 included into 


the protein precipitation process were able to significantly (P < 0.05) lower the amount of 


total glycoalkaloids in protein concentrates obtained by ethanol and FeCl3 when compare with 


dry matter of industrial PFJ and heat coagulate (washed  with destilled water). However, the 


content of glycoalkaloids on approximately value of 1100 mg kg-1 seem to be still to high for 
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food application in particulary when compare with result of Løkra (9) who isolated potato 


proteins from PFJ by using adsorption chromatography on large-scale expanded bed. Using 


this method were removed most of all glycoalcaloid originally presented in PFJ. On the other 


hand Løkra et al. (9) presented only data of α-solanin and α-chakonine contents and how 


shows the Table 2, the amount of other forms of potato glycoalcaloids could be high and 


should not be omitted.  


Potassium represents other problematic component of PFJ and subsequently protein 


concentrates that should be limiting for food usage of the potato protein concentrates causing 


salty and off-flavor taste. Content of selected minerals is shown in Table 3. In contrast to 


glycoalcaloids, the washinng steps included into the precipitation process were able to lower 


the contet of potassium in a very satisfactory manner.  


High nutritious value of potato protein that has been previously documented (1, 10) was 


confirmed. The average protein nutritive value of albumine fraction of tuber proteins 


presented in PFJ was 70.6 % (EAAI) which was considerably higher than those value 


presented by Mitrus et al. (10) but comparable with those data presented by Eriksen (39). The 


protein nutritive values of heat coagualate, ethanol protein concentrate and FeCl3 concentrate 


were comparable and achieved 83.3, 81.7 and 82.7 % of whole egg standard, respectively. 


The lowest nutritive value of PFJ was particularly given by high content of aspartic and 


glutamic acids and their amindes. Excellent nutritious value of patain proteins (EAAI 86.1 %) 


confirms the hypothesis that patatin represents the protein with role of nutritious enhancer, 


which should be important for future exploitation of the potato protein concentrates or their 


patatin fraction in food applications.  


 


Functional properties of potato protein isolates 


Patatin for its enzymatic, foaming and emulsifying properties (1, 9, 16, 19, 20) represents very 


interesting and potentially easily utilizable protein fraction presented in PFJ. LAH activity of 


this protein was used for detection of contingent changes in of patatin functional properties. 


How can be seen from the data of Table 5, functionality of patatin proteins was examined 


only in ethanol protein precipitate. The low functionality of heat coagulate was presumed and 


the activity of 0.0108 µmol mg-1 min-1 represent the LAH activity of the minimal rest of 


patatin proteins that remained re-soluble. The same is for FeCl3 precipitation. Using this 


precipitator the re-solubility of isolated protein is high and it could be concluded that the 


precipitated protein should be in native form. However, the re-solubility of FeCl3 protein 


concentrate is dependent on using chelating agent (here EDTA) while extraction of this 
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concentrate by the enzymatic extraction with Tris-HCl buffer resulting in low re-solubility 


and subsequently low activity of LAH. The LAH activity of purified patatin was lowest than 


reported by Koningveld et al. (20) that could be explained by differences in PFJ used and 


purification of the patatin directly from PFJ not from ethanol precipitate.  


Antifungal activity of patatin proteins or isoforms of patatin was described by Sharma et al. 


(40) and Tonón et al. (41). Strong antifungal activity was also described for Kunitz type 


inhibitors against fungi species Fusarium monniliforme (42). Using separation of re-soluble 


part of ethanol protein concentrate on anion-exchange (DEAE) and affinity chromatographic 


media were obtained fraction documanted on the Figure 2. From the group of fungi species 


and genotypes were examined inhibition activities of purified fractions only against Fusarium 


solani, 1036 and Alternaria solani, F 107. From the protein fractions used, exhibited 


antifungal activity particularly purified patatin and total protein re-soluble from ethanol 


protein concentrate. The antifungal activity of these fractions was not manifested by the real 


inhibition zones as for A. solani, F 107 but the fungi reacted to the non-standard condition 


with changes in colour and structure of the mycelium. These changes was examined in the 


neighbourhood of the applied protein fractions.  
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Table 1 
Representation of protein components in protein concentrates isolated from potato fruit juice 


Protease inhibitors Precipitační činidlo Patatin 
39-43 kDa 25-21 kDa 20-15 kDa 14-0 kDa 


PFJ 30.7 c 25.4 b 4.8 b 22.5 c 
Heat coagulate 32.3 c 33.0 c 3.3 a 3.2 a 
Ethnol percipitate 25.6 b 29.2 bc 7.2 c 14.5 b 
FeCl3 precipitate 20.3 a 18.3 a 7.9 c 32.3 d 
Means followed by the same letter are not significantly different (HSD test at 5% level).  
 


 


Table 2 
Glycoalcaloids content (mg kg-1) in dry matter of freeze-dried PFJ, heat coagulate and 
precipitates obtained by using precipitation additives ethanol, FeCl3


Type of 
glycoalcaloids 


PFJ Heat coagulate Ethanol precipitate FeCl3 precipitate 


β2-solanin 3.85 4.66 3.71 4.28 
α-solanin 559.13 413.52 341.51 291.30 
β1-chaconin 279.70 323.39 203.09 253.62 
α-chaconin 777.12 493.89 311.59 407.55 
γ-chaconin / 3,35 / / 
β2-chaconin 14.25 7.36 4.23 10.41 
solaninidin 112.86 366.13 151.44 228.82 
Glycoalcaloids 
total1


1746.91 
c 


1612.3 
c 


1015.57 
a 


1195.98 
b 


1Data represent the mean of 2 determinations with average analysis error of 2%.  Total contents of glycoalcaloids 
with different letters are significantly different (P < 0.05).  
 
 
Table 3 
Contents of nitrogen, crude protein and mineras in dry matter of PFJ, heat coagulate and 
protein concentrates obtained by using precipitation with ethanol and FeCl3


Components (% of dry matter)  
Samples Nitrogen Protein 


(N x 6.25) 
Calcium Magnesium Natrium Phosphorus Potassium 


PFJ 7.27 a 45.47 a 0.11 a 0.74 b 0.1 a 1.08 c 12.11 c 
Heat coagulate 13.59 b 84.91 b 0.12 a 0.12 a 0.04 a 0.39 a 1.64 ab 


Ethanol precipitate 13.26 b 82.88 b 0.19 a 0.13 a 0.56 b 0.42 a 1.29 a 
FeCl3 precipitate 11.11 ab 69.41 ab 0.13 a 0.10 a 0.71 b 0.91 b 1.80 b 


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


 17







Table 4 
Amino acid composition of PFJ and protein precipitates (grams of amino acids per 16 g of 
nitrogen)  


Amino acid PFJ Heat coagulate Ethanol 
precipitate 


FeCl3 precipitate  Purified 
patatin 


aspartic acid 1 24.19 15.63 15.36 15.51 14.32 
threonin 3.39 4.57 4.47 4.42 5.56 
serine 3.54 5.11 5.10 4.89 5.03 
glutamic acid  11.65 9.77 9.76 9.93 10.97 
proline 3.11 4.10 4.13 3.89 3.56 
glycine 4.80 6.10 6.15 6.10 5.04 
alanine 4.48 5.17 5.47 5.87 6.87 
cysteine 1.04 1.21 1.25 1.30 0.89 
valine 4.46 4.49 4.22 4.46 3.81 
methione 1.08 1.35 1.33 1.24 1.02 
isoleucine 3.06 3.41 3.14 3.32 3.04 
leucine 5.24 6.36 6.22 6.48 7.80 
tyrosine 2.26 2.83 2.73 2.69 3.21 
phenylalanine 2.87 3.68 3.49 3.47 3.60 
histidine 4.27 4.92 5.20 5.10 8.21 
lysine 7.75 9.19 9.41 9.58 8.21 
arginine 12.80 12.10 12.56 12.26 8.86 
      
Total AA g/kg  of 
dry matter 


406.6 837.9 789.1 691.8 564.8 


Total EAA g/kg 
of dry matter2


174.0 417.6 487.3 343.6 292.7 


Average AAS3 79.5 93.8 93.9 94.4 111.2 
% AAS of limited 
amino acid  


37.7 
Cysteine 
Methione 


45.5 
Cysteine  
Methione 


45.9 
Cysteine  
Methione 


45.2 
Cysteine  
Methione 


34.0 
Cysteine  
Methione 


% EAAI 70.6 83.3 81.7 82.7 86.1 
1 Mean value (gram of amino acid per 16 g of N) of measurements for 3 replications. 2 Total content of essential 
amino acids (g of amino acids per kg of dry matter): threonine, valine methionine, cysteine, isoleucine, leucine, 
phenylalanine, tyrosine, lysine and histidine. 3AAS and EAAI (%) calculated according to the method of Block 
and Mitchell (1946) and Oser (1961); AAS and EAAI were computed from the whole egg standard.  
 


 
Table 5 
Patatin LAH activity of freeze-dried PFJ, heat coagulate, patatin purified from industrial PFJ 
and precipitates obtained by using precipitation additives ethanol, FeCl3  


Samples Specific protein activity 
(µmol mg-1 min-1) 


Change in specific protein activity 
x 


PFJ 0.0334 a 1.00 
Heat coagulate 0.0108 a 0.32 


Ethanol precipitate 0.0703 a 2.10 
FeCl3 precipitate 0.0299 a 0.90 
Purified patatin 0.4911 b 14.70 
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Fig 1A: Effect of increasing ethanol concentration in PFJ on yield and re-solubility of 
precipitated protein 
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Fig 1B: Effect of increasing FeCl3 concentration in PFJ on yield and re-solubility of 
precipitated protein 
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Fig 2: SDS-PAGE of protein fraction obtained during patatin proteins purification on 
anion exchange and affinity chromatographic media 
 
A - re-soluble proteins of protein concentrate isolated from PFJ by ethanol precipitation applied on column 
containing anion exchanger DEAE cellulose 
B - protein components non captured on DEAE cellulose 
C - protein components captured on DEAE cellulose and applied on column containing ligand Con A 
D - protein components non capture on ConA 
E -  protein fraction captured on Con A - purified patatin 
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Fig 3A: Antifunagal activity of potato protein fractions against Fusarium solani, 1036.  
 


 
 


Fig 3B: Antifunagal activity of potato protein fractions against Alternaria solani, F-107.  
 
A - re-soluble proteins of protein concentrate isolated from PFJ by ethanol precipitation; B - protein components 
non captured on DEAE cellulose (potato proteins with basic pI); C - control 25 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4; D - 
proteins non capture on ConA - acidic potato proteins without oligosaccharide chain; E - purified patatin proteins 
captured on ConA; E-50 - purified patatin applied in higher amount of 40 μl. 
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I. ÚVOD 
 
Rostlinná produkce byla v uplynulém století chápána především ve smyslu zvyšování 


výnosů. Tímto směrem byl také směřován teoretický i aplikovaný výzkum produkce rostlin, 
jehož rozvoj v druhé polovině minulého století se zasloužil o výrazné zvyšování výnosů 
mnoha kulturních plodin. Dosažená nadprodukce potravin a ekologická problematičnost 
intenzivní rostlinné výroby vedou ve vyspělých zemích k přehodnocení dosavadních postupů 
a pozornost se přesouvá k novým formám rostlinné produkce. Diskutované jsou principy 
precizního zemědělství, produkce v systémech organického zemědělství, využívání genového 
inženýrství s realizací nových ideotypů kulturních plodin a zvyšování kvalitativních 
parametrů produkce. V neposlední řadě se mění i přístup v navazujících technologiích 
zpracování rostlinné produkce a lze očekávat významný pokrok v oblastech recyklace, 
uzavřených technologických procesů a bezodpadových výrobních technologií.  


Z pohledu výživy je lidstvo závislé na přibližně dvaceti intenzivně pěstovaných 
plodinách, mezi nimiž brambor hlíznatý (Solanum tuberosum L.) zaujímá produkčně čtvrté 
místo. V lidské výživě i ve zpracovatelském průmyslu je význam bramborové hlízy spojen 
zejména s obsahem škrobu. Význam bílkovin byl pro jejich poměrně nízký obsah v čerstvé 
hmotě hlíz opomíjen, a to i přesto, že bílkoviny brambor patří nutričně mezi nejkvalitnější 
bílkoviny rostlinného původu a vzhledem k vysoké konzumaci brambor na obyvatele v České 
republice je jejich sumární příjem významný. Širšímu využití hlízových bílkovin nahrává také 
skutečnost, že přibližně 1-2 % světové populace trpí nejrůznějšími potryvinovými alergiemi, u 
nichž jsou jako nejčastější zdroje uváděny bílkoviny obilovin, sóji, vajec a ryb. Alergie vůči 
hlízovým bílkovinám brambor jsou velmi vzácné.  


V nedávné době byla publikována řada prací, které se zabývaly charakterizací 
biochemických vlastností hlízových bílkovin brambor a zvláště pak hlavních zásobních 
bílkovin patatinu a inhibitorů proteas. Na základě získaných informací lze předpokládat, že 
význam hlízových bílkovin brambor nemusí v budoucnu spočívat jen v oblasti výživy, neboť 
disponují celou řadou vlastností využitelných v potravinářském, kosmetickém či 
farmaceutickém průmyslu. Hlízové bílkoviny, ale především jejich patatinová frakce, mají 
schopnost tvorby velmi stabilních pěn a emulsí a byla u nich zjištěn řada enzymových aktivit 
využitelných v biotechnologických aplikacích. Využití tohoto potenciálu je podmíněno 
získáním izolátů hlízových bílkovin, či jejich významných frakcí v nativním stavu se 
zachováním přirozených biologických vlastností. Znalost biochemických vlastností hlízových 
bílkovin umožní vytvoření šetrného způsobu průmyslové izolace hlízových bílkovin se 
zachováním jejich využitelných biologických vlastností při dosažení maximální rentability 
izolačního procesu. Bílkoviny patatinového komplexu představují z hlediska relativního 
zastoupení, ale i z pohledu jejich nutričních i funkčních vlastností nejvýznamnější složku 
hlízových bílkovin. Je nesporné, že tyto bílkoviny budou hrát klíčovou roli při získání i 
využití izolátů hlízových bílkovin. Přesto v této oblasti existuje celá řada nezodpovězených 
otázek, které se týkají např. skutečné fyziologické role těchto bílkovin, změn jejich obsahu a 
relativní abundance v závislosti na změnách podmínek prostředí a genotypové (resp. 
odrůdové) variability.  
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II. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 
 


Cílem práce bylo rozšíření znalostí o kvantitativních a funkčních vlastnostech 
hlízových bílkovin druhu Solanum tuberosum L., především s ohledem na možnosti jejich 
průmyslové izolace a následné využití bílkovinných koncentrátů v různých aplikacích. 
Z celkového komplexu hlízových bílkovin brambor, byla pozornost soustředěna především na 
patatinové bílkoviny, které z hlediska kvantitativního i funkčního představují nejvýznamnější 
frakci hlízových bílkovin.   


 
 


Dílčí cíle práce byly následující: 
 
¾ Vypracovat literární přehled pokrývající danou problematiku. 


 
¾ Stanovit rozsah odrůdové variability (průmyslové odrůdy versus konzumní odrůdy) 


relativní abundance bílkovin patatinového komplexu v celkovém obsahu hlízových 
bílkovin a stanovit stabilitu jejich relativní abundance v klimatických podmínkách 
ročníkového opakování. 


 
¾ Stanovit rozsah odrůdové variability obsahu čistých bílkovin a posoudit vzájemné 


korelační vztahy obsahu patatinových bílkovin a ostatních významných ukazatelů, 
jakými jsou např. obsah dusíkatých látek, čistých bílkovin, škrobu, sušiny apod. 


 
¾ Testovat možnost průmyslové izolace hlízových bílkovin brambor a optimalizovat tento 


postup s ohledem na dosažení maximální výtěžnosti izolovaných bílkovin s vysokou 
mírou zpětné rozpustnosti.  


 
¾ Analyzovat chemické složení bílkovinných izolátů získaných z hlízové vody 


optimalizovanými postupy a stanovit rozsah zachování funkčních vlastností izolovaných 
bílkovin s ohledem na potenciál využití těchto koncentrátů v potravinářství či 
biotechnologických aplikacích. 


  
¾ Optimalizovat postup purifikace bílkovin patatinového komplexu . 


 
¾ Izolovat ze získaných bílkovinných izolátů významné frakce (bílkoviny patatinového 


komplexu, inhibitory proteas) a charakterizovat jejich enzymové aktivity a funkční 
(resp. antifungální) vlastnosti.   


 
¾ Stanovit rozsah tepelné stability izolovaných hlízových bílkovin pro potřeby jejich 


stabilizace (resp. konzervace) sušením. 
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III.1. VÝZNAM DRUHU SOLANUM TUBEROSUM L.  


 
Druh Solanum tuberosum L. (brambor hlíznatý) náleží do rodu lilek (Solanum Tourn.) 


a čeledi lilkovitých (Solanaceae Pers.). Druhové vlastnosti evropského bramboru (Solanum 
tuberosum L. spp. europeum Buk. et Lechn.) pramení z vlastností jeho jihoamerických 
předků, které však byly částečně pozměněny dlouholetým šlechtěním a pěstováním 
v evropských podmínkách. Odrůdy evropského bramboru vznikly z dovezených 
jihoamerických druhů Solanum tuberosum L. a Solanum andigenum Juz. et Buk., jejich 
kulturních forem a odrůd. Později pak při šlechtění brambor byly ke křížení použity i některé 
plané druhy. Ve vyšlechtěných odrůdách jsou tedy v různém stupni a v rozdílných 
kombinacích zastoupeny biologické a hospodářské vlastnosti jejich předků (RYBÁČEK et al., 
1988).  
 Potravinářské využití bramborových hlíz v Evropě začalo nejdříve ve Španělsku, tedy 
v zemi kam byly brambory již v 16. století dovezeny z Jižní Ameriky. Zápisy z klášterního 
špitálu v Seville z r. 1573 svědčí o nákupu brambor pro nemocné v okolí města, neobsahují 
však údaje o způsobu pěstování. Polní plodinou se brambory pravděpodobně staly v polovině 
17. století, a to nejdříve v Irsku. U nás se začaly pěstovat na polích od počátku 18. století, 
nejdříve v okolí hustě obydlených hornických měst na Jáchymovsku, Vlašimsku a 
Příbramsku. Více než půl století byly však brambory pouze nouzovou potravinou, u které 
nebylo mnoho zkušeností s pěstováním ani kuchyňskou úpravou. Po neúrodách a 
hladomorech v letech 1756-1763 došlo k jejich většímu rozšíření. Spotřeba brambor rychle 
stoupala a v roce 1850 byla dosažena rekordní spotřeba 170 kg na osobu (RYBÁČEK et al. 
1988). Od tohoto vrcholu pak spotřeba na osobu rychle klesala a v současnosti dosahuje 
přibližně 70 kg na osobu (ŽIŽKA 2006).    


 
Tabulka 1: Spotřeba brambor podle oblasti v roce 2005 (FAOSTAT 2007) 
 


spotřeba brambor světadíl populace celková spotřeba (t) spotřeba na hlavu (kg)  
Afrika 905 937 000 12 850 000 14.2 
Asie/Oceanie        3 938 469 000 101 756 000 25.8 
Evropa 739 276 000 71 087 000 96.2 
Latinská Amerika 561 344 000 13 280 000 23.7 
Severní Amerika 330 608 000 19 156 000 57.9 
Svět 6 475 634 000 218 129 000 33.7 


 
Hlíza bramboru v podobě různých kuchyňských úprav či potravinářského zpracování 


neodmyslitelně patří do jídelníčku většiny obyvatel Evropy a Ameriky, ale i ostatních 
světadílů (tabulka 1). V bohatší části světa, v zemích s vyspělým zemědělstvím (zejména v 
Evropě a v Severní Americe) došlo za posledních 15 let ke snížení produkce brambor téměř o 
čtvrtinu, naopak v chudší „hladovějící“ části světa, stoupla produkce za stejné období téměř 
dvojnásobně. Dle údajů organizace FAO (FAOSTAT 2007) je v současné době druh 
S. tuberosum s celosvětovou produkcí 329 milionů t hlíz (19,1 milionů ha plochy) čtvrtou 
nejvýznamnější zemědělskou plodinou a zaostává pouze za produkcí pšenice, rýže a kukuřice. 
Statistiky organizace FAO dále uvádějí, že 52 % světové produkce hlíz brambor je využíváno 
jako potravina v lidské výživě, 34 % jako krmivo, 11 % produkce jsou sadbové hlízy a 3 % 
jsou určeny pro výrobu škrobu a lihu. V rozvinutých zemích je struktura produkce brambor 
odlišná - např. v ČR je 75 % produkce brambor určeno pro výživu lidí, 11 % pro zpracování 
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na škrob, 10 % je podíl sadby a jen asi 4 % jsou pro výživu zvířat (ŽIŽKA 2006).    
III.2. CHARAKTERISTIKA HLÍZOVÝCH BÍLKOVIN BRAMBOR   
 


Průměrné chemické složení vyzrálých hlíz brambor je uvedeno v tabulce 2. Konkrétní 
složení je závislé na mnoha faktorech, čímž lze vysvětlit velké rozpětí hodnot u sledovaných 
obsahových látek a odlišnosti mezi různými autory. Vzhledem k zaměření práce se bude tato 
kapitola blíže zabývat především dusíkatými látkami a bílkovinami hlíz brambor.    


 
Tabulka 2: Průměrné chemické složení bramborových hlíz (KOLBE & STEPHAN-BECKMANN 
1997) 
 


Obsah  
Látka - složka 


bramborové hlízy 
v % původní hmoty rozpětí v % původní 


hmoty 
v % sušiny 


Voda 76,3 63,2 - 86,9 - 
Sušina 23,7 13,1 - 36,8 - 
Škrob 17,5 8,0 - 29,4 73,8 
Celkový cukr 0,5 stopy - 8,0 2,1 
Hrubá bílkovina 2,0 (N x 6,25) 0,7 - 4,6 8,4 
Vláknina 0,7 0,2 - 3,5 1,68 
Celkový tuk 0,1 0,04 - 0,96 0,4 
Celkový popel 1,1 0,04 - 0,96  4,6 
Vitamín C 15,000 mg .100 g-1 - 63,3 mg .100 g-1


Thiamin (B1) 0,110 mg .100 g-1 - 0,4 mg .100 g-1


Riboflavin (B2) 0,051 mg .100 g-1 - 0,2 mg .100 g-1


 
Brambory jsou obecně řazeny k plodinám s nízkým obsahem dusíkatých látek a 


bílkovin ve sklizňovém produktu, ale zaujímají významné postavení v hodnocení celkové 
produkce dusíkatých látek na jednotku plochy (BÁRTA 2002). Vyjádření obsahu dusíkatých 
látek je obvykle založeno na stanovení obsahu dusíku a následném přepočtu příslušným 
koeficientem (nejčastěji koeficientem 6,25) na obsah tzv. hrubých bílkovin. Obsah dusíkatých 
látek je vyjadřován v čerstvé hmotě hlíz nebo v sušině hlíz (BÁRTA 2002). Hodnota obsahu 
dusíkatých látek může kolísat ve velmi širokém rozpětí od 1,6 až do 11,8 % v čerstvé hmotě 
hlíz (DEBRE & BRINDZA 1996).  Většina autorů uvádí střední hodnotu obsahu dusíkatých látek 
v čerstvé hmotě hlíz cca 2 %, což představuje přibližně 10 % v sušině hlíz (MÍČA 1986; 
DEBRE & BRINDZA 1996). Dusíkaté látky hlíz brambor jsou obvykle zjednodušeně děleny na 
dusíkaté látky  bílkovinné a  nebílkovinné povahy. MARKAKIS (1975) uvádí pro jednotlivé 
složky dusíkatých látek následující relativní obsahy: 50 % představují bílkoviny, 15 % volné 
aminokyseliny, 23 % amidy a 12 % ostatní dusíkaté látky (glykoalkaloidy solaniny a 
chaconiny, sekundární metabolity acetylcholin, adenin, kadaverin, guanin, hypoxanthin, 
narkotin, trigonelin, xanthin aj.). Obdobné rozdělení a zastoupení nebílkovinných dusíkatých 
látek uvádějí RYBÁČEK et al. (1988).  


Volné aminokyseliny (15 % z obsahu dusíkatých látek) jsou v hlíze zastoupeny 
především dvaceti běžnými aminokyselinami. Vedle těchto se vyskytují v hlíze i méně 
obvyklé aminokyseliny, jako je β-alanin. Významnou složkou z hlediska celkového 
metabolismu dusíkatých látek jsou amidy glutamin a asparagin, které představují rezervu 
dusíku, ve které se v hlíze akumuluje. K zmíněným amidům lze se stejnou funkcí ještě doplnit 
aminokyselinu arginin. Významnou složkou dusíkatého komplexu tvoří dusičnany. Obsah 
dusičnanů v bramborách není vysoký, představuje zhruba 4 % celkového dusíku, je však 
významný svým dopadem (RYBÁČEK et al. 1988). Obsah dusičnanů je ovlivněn především 
prostředím (z 85,2 %) a podstatně méně odrůdou (z 5,4 %) (MÍČA 1986).   


V absolutních hodnotách je uváděn obsah bílkovin okolo 15 g proteinu.kg-1 čerstvé 
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hmoty hlíz (LISINSKA & LESZCYNSKI 1989). Přibližně 50 % zastoupení bílkovin v dusíkatých 
látkách je hodnota, na které se shoduje většina autorů (DEBRE & BRINDZA 1996; MÍČA & 
VOKÁL 1997). Přesto jsou pro obsah bílkovin uváděny i hodnoty kolísající v širším rozpětí. 
RYBÁČEK et al. (1988) uvádějí, že podíl čisté bílkoviny se v celkovém obsahu dusíkatých 
látek pohybuje v rozmezí 1/3-1/2, ovšem je rovněž uváděno, že podíl bílkovin může kolísat i 
v  rozpětí od 34 do 70 % (LI & SAYRE 1975; DEBRE & BRINDZA 1996; BÁRTA 2002). 


Podobně jako většina ostatních látek, ani dusíkaté látky nejsou v hlíze rozmístěny 
zcela rovnoměrně. Dusíkaté látky jsou lokalizovány především v oblasti slupky a srdéčka. 
Podíl bílkovinného dusíku je v oblasti slupky 35,5 % a obou amidů (asparagin a glutamin) 
44,7 %, zatímco v oblasti vnitřní dužniny jsou podíly stejných složek v celkovém dusíku   
28,2 % a 71,7 % (MÍČA & VOKÁL 1997). 
 
 
III.2.1. Klasifikace hlízových bílkovin brambor 
 


Bílkovina hlíz brambor není homogenní složka a způsob klasifikace jednotlivých částí 
je nejednotný. Ve starší literatuře je uváděna klasifikace hlízových bílkovin podle 
rozpustnosti na globulinovou, albuminovou, prolaminovou a glutelinovou frakci. RYBÁČEK et 
al. (1988) uvádějí 70 % zastoupení globulinové frakce v hlízových bílkovinách a 30 % 
zastoupení albuminové frakce. Globulinová frakce je označována také jako tuberin, zatímco 
albuminová frakce jako tuberinin. Označení tuberin použili poprvé OSBORNE & CAMPBELL v 
roce 1896. Názory na zastoupení zmiňovaných frakcí se mezi autory liší - např. LINDNER et 
al. (1960) klasifikovali hlízovou bílkovinu na albuminy (50 %), globuliny (26 %) a zbytek 
(22 %), který zahrnoval prolaminovou a glutelinovou frakci. SEIBLES (1979) zjistil podíly 
75 % pro albuminovou a 25 % pro globulinovou frakci.  


V novějších publikacích jsou celkové bílkoviny hlíz brambor klasifikovány pomocí 
charakteristik vycházejících z elektroforetických analýz (SDS-PAGE, PAGE, SGE, IEF, 2D-
PAGE). Nejvýznamnější z jmenovaných technik je metoda SDS-PAGE, pomocí které POTS 
(1999) separoval hlízové bílkoviny a na základě získaných spekter definoval tři významné, 
následující skupiny:  


 
I) Patatin - vysoce homogenní skupina isoforem, skládající se z glykoproteinů o 


velikosti kolem 43 kDa. Předpokládá se, že funkce této skupiny bílkovin je 
především zásobní, avšak je známo, že tyto bílkoviny vykazují i rozsáhlou 
enzymovou aktivitu. Komplex patatinových bílkovin představuje 20-40 % všech 
extrahovatelných hlízových bílkovin.  


 
II) Inhibitory proteas - představují 20-30 % z extrahovatelných bílkovin. Tato 


skupina je dále dělena do podtříd. Jedná se o podtřídu I, která zahrnuje bílkoviny o 
velikosti 8,1 kDa; podtřídu II s bílkovinami o velikosti 12,3 kDa (CLEVELAND et 
al. 1987; SANCHEZ-SERRANO et al. 1986) a podtřídu III zahrnující proteasové 
inhibitory s variabilní velikosti od 22 do 25 kDa (RITONJA et al. 1990, SUH et al. 
1990). Podle nového systému dělení, který byl navržen v práci POVREAU et al. 
(2001) jsou inhibitory proteas hlíz brambor děleny do sedmi tříd.  


 
III) Ostatní bílkoviny - představují 20-30 % z extrahovatelných bílkovin hlíz. Tato 


skupina zahrnuje bílkoviny s vysokou molekulovou hmotností - jedná se například 
o syntasu škrobu, hlízový lektin nebo fosforylasu s molekulovou hmotností 
80 kDa. 
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Autor tohoto rozdělení hlízových bílkovin uvádí, že se jedná o prozatímní klasifikaci, 
která je však při současné míře znalostí nejpřesnější. Klasifikace může být pozměněna 
vzhledem ke skutečnosti, že kvalitativní parametry řady hlízových bílkovin nejsou zcela 
známy a lze očekávat, že s uplatněním nových postupů identifikace bílkovin budou 
charakterizovány nové hlízové bílkoviny. Tento předpoklad potvrdila i studie autorů 
LEHESRANTA et al. (2006), jenž se zabývala proteomickou analýzou hlíz brambor v průběhu 
vývoje hlízy (od tuberizace až po zralou hlízu). Proteomické profilování hlíz v různých fázích 
vývoje s využitím technik 2D-PAGE a ES-MS/MS vyústilo v detekci 800 typů bílkovin, 
z nichž 150 vykazovalo výraznou odlišnost v abundanci v průběhu vývoje hlízy. V případě 
109 bílkovinných bodů  byla úspěšně provedena identifikace. Vedle již dříve popsaných 
hlízových bílkovin, jako jsou patatinové bílkoviny či inhibitory Kunitzova typu, byly  
popsány i bílkoviny, o jejichž přítomnosti se dřívější práce nezmiňovaly. Ve vysoké abundaci 
byly u zralých hlíz identifikovány dvě zajímavé bílkoviny, PR-10 (pathogenesis-related 
protein-10) a bílkovina indukovatelná tepelným šokem (angl. small heat shock protein). 
 
 
III.2.2. Bílkoviny patatinového komplexu 
 


Patatin je triviální označení, kterým byla tato bílkovina nazvána již v roce 1980, kdy 
byla skupina (rodina) patatinových bílkovin poprvé izolována pomocí iontovýměnné a afinitní 
chromatografie (RACUSEN & FOOTE 1980). Patatin je pravděpodobně totožný se skupinou 
bílkovin, kterou izolovali KOSIER & DESBOROUGH (1981) frakcionizací na HPLC a 
pojmenovali ji tuberin. Později DESBOROUGH (1985) označil název tuberin jako nesprávný a 
potvrdil identitu těchto bílkovin s patatinovými. Je ovšem také uváděno, že izolace a částečná 
charakterizace patatitových bílkovin proběhla již dříve (GALLIARD 1971; DENNIS & 
GALLIARD 1974). 


Ve starších publikacích byl patatinový komplex představován jako skupina 
imunologicky identických glykoproteidů s molekulovou hmotností v rozsahu od 40 do 45 kDa 
a prokázanou lipid acyl hydrolasovou aktivitou (DENNIS & GALLIARD 1974; LEE et al. 1983).  
Později bylo zjištěno, že patatin je pravděpodobně „in vivo“ syntetizován jako „větší“ 
prekurzor s molekulovou hmotností 43 kDa a následně je „upravován“ odštěpením signálního 
peptidu, který je tvořen 23 aminokyselinami (MIGNERY et al. 1984). V novějších publikacích 
je uváděna molekulová hmotnost těchto bílkovin v rozmezí 40-43 kDa (ROSAHL et al. 1986; 
POTS 1999). Hodnota isoelektrického bodu bílkovin patatinového komplexu se nachází 
v rozpětí pH 4,6 až 5,2 (POTS 1999). Patatin je zřejmě přítomný ve všech odrůdách brambor, 
včetně příbuzných divokých diploidů ze skupiny „Andigena“ a „Phureja“ (LEE et al. 1983).  


Bílkoviny patatinového komplexu zaujímají 20-40 % rozpustných bílkovin 
bramborových hlíz, (MACRAE et al. 1998; POTS 1999). V hlíze je patatin lokalizován 
v centrálních vakuolách parenchymatických buněk (SONNEWALD et al. 1989). Tento fakt 
spolu s vysokým zastoupením patatinu v hlíze je důvodem, proč jsou bílkoviny patatinového 
komplexu považovány za hlízové bílkoviny mající především zásobní funkci (ROSAHL et al. 
1986). Přesto byla vzhledem ke specifické enzymové aktivitě bílkovin patatinového komplexu 
vyslovena hypotéza, že zásobní funkce není jedinou funkcí této bílkoviny (SENDA et al. 1996; 
TONÓN et al. 2001; PEYER et al. 2004; BÁRTA & ČURN 2004).  
 
 
III.2.2.1. Genová exprese patatinu  
 


Studiu genů kódujících patatinové bílkoviny byla věnována rozsáhlá pozornost. 
ROSAHL et al. (1986) izolovali a charakterizovali patatinový gen sekvenováním klonu cDNA 
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a fragmentu o velikosti 5,3 kb (viz obr. 1). U obou byl nalezen otevřený  čtecí rámec (ORF) 
1158 nukleotidů. V sekvenci je ORF narušen šesti introny. ORF kóduje bílkovinu o velikosti 
42 kDa (tato bílkovina je o 2,5 kDa větší než posttranslačně upravený patatin). Patatinový gen 
má podle těchto autorů všechny charakteristické sekvence běžně nalézané v eukaryotických 
genech. TATA box je nalézán 25 nukletidů proti směru od místa transkripčního počátku a 
sekvence CAAACT v pozici 60. V oblasti 3´ konce je nalézána konsensus sekvence 
AATAAA 13-18 nukleotidů před poly(A) signálem.  
 


 
 
Obr. 1: Schématický diagram patatinového genu. Gen je tvořen sedmi exony (černé 
obdélníčky), šesti introny (spojnice mezi obdélníčky) a regulačními oblastmi; délka 
jednotlivých částí je uvedena v bp (ROSAHL et al. 1986) 


 
Patatin se za podmínek kdy rostlina vytváří hlízy vyskytuje ve významném množství 


jen v hlízách. V listech, stoncích a kořenech se patatin vyskytuje pouze ve stopových 
množstvích (MIGNERY et al. 1988). Z hlediska genové exprese tak existují dvě třídy genů, 
které kódují patatinové bílkoviny a které se strukturně liší přítomností (třída I), či 
nepřítomností (třída II) sekvence o délce 22 bází v oblasti 5´ konce. Transkripty třídy I 
převládají v hlíze, zatímco transkripty třídy II jsou v hlízách přítomny v 50-100 krát menším 
množství. V kořenech převládají transkripty třídy II, čemuž odpovídá i zjištění PIKARD et al. 
(1987) a LIU et al. (1991), kteří uvádějí, že multigenová rodina třídy I je exprimována pouze 
v hlízách, zatímco multigenová rodina třídy II je exprimována v nízkých hladinách v celé 
rostlině. Studie promotoru patatinového genu odhalily neměnnou 100-bp oblast, která 
obsahovala dvě opakující se domény - označené jako A-box a B-box, které jsou zásadní pro 
expresy patatinových genů třídy I. Bylo zjištěno, že tyto domény mají schopnost vázat 
bílkoviny jádra, u kterých se předpokládá funkce transkripčních faktorů (GRIERSON et al. 
1994). Tyto na DNA vázající se bílkoviny byly označeny jako „storekeeper“ a jsou 
pravděpodobně nejvýznamnějšími regulátory exprese patatinových genů (ZOURELIDOU et al. 
2002).  


Uváděné multigenové třídy čítají 50-70 genů a z 98 % jsou homogenní (TWELL & 
OOMS 1988). TWELL & OOMS (1988) tvrdí, že patatin je kódován genovou rodinou 
s odhadovaným počtem kopií 10 až 18 na haploidní genom, v závislosti na odrůdě. Patatinové 
geny jsou lokalizovány v jediném lokusu na chromosomu 8 (GANAL et al. 1991; STUPAR et al. 
2006). Aktivita patatinových genů se výrazně zvyšuje s počátkem tuberizace (BACHEM et al. 
2000). JEFFERSON et al. (1990) potvrdili u syntézy patatinu vysoký stupeň hlízové specifity, 
ale také možnost indukce jeho syntézy v jiných orgánech rostliny v souvislosti s vysokými 
koncentracemi sacharózy v živných mediích. Z těchto zjištění vyplývá, že exprese 
patatinových genů je spojena se syntézou cukrů, avšak nejedná se o přímý způsob regulace 
jejich exprese (GRIERSON et al. 1994). STUPAR et al. (2006) zjistili, že výrazný nárůst aktivity 
genů zodpovědných za expresi patatinových bílkovin nastává v období začátku tuberizace a 
časově se shoduje s nárůstem acetylace histonu H4 lysinem. V průběhu celého vývoje hlízy se 
nejčastěji vyskytovala skupina transkriptů patatinových genů označená jako skupina A; 
přítomnost této skupiny transkriptů byla zjištěna i ve stolonu. Ostatní skupiny transkriptů se 
vyskytovaly výhradně v hlíze.     
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BÁNFALVI et al. (1994) porovnávali homologii patatinových genů obou tříd druhu S. 
tuberosum s patatinovými geny druhu S. brevidens. Zjistili, že geny patatinu u druhu S. 
brevidens jsou z 94-100 % shodné s geny třídy I druhu S. tuberosum, nicméně způsob 
regulace exprese těchto genů je podobný jako u genů třídy II druhu S. tuberosum. Autoři se 
domnívají, že tyto specifické hlízové bílkoviny mohou být přítomny i v druzích čeledi 
Solanaceae, které nevytvářejí hlízy, ale mají zřejmě rozdílné způsoby regulace.   
 
 
III.2.2.2. Struktura patatinu 
  


Patatin je v nativní formě považován za dimer s přibližnou molekulovou hmotností 80 
kDa (RACUSEN & WELLER 1984) až 88 kDa (RACUSEN 1984). Aminokyselinová sekvence 
monomeru patatinu je zaznamenána na obrázku 2 a čítá 362 aminokyselin (STIEKEMA et al. 
1988). Pozitivně a negativně nabité řetězce jsou náhodně rozloženy po celé sekvenci. 
Polypeptidový řetězec obsahuje 17 zbytků tyrosinu a 2 zbytky tryptofanu, které jsou umístěny 
v těsné blízkosti (pozice 254 a 259) (POTS 1999). Glykosylace patatinu je uskutečněna 
prostřednictvím dvou asparaginových zbytků, jejichž pozice je pravděpodobně závislá na 
počtu glykosylací. SONNEWALD et al. (1989) nalezl u patatinu (odrůda Berlina) tři možná 
glykosylační místa v pozicích 37., 67. a 181. aminokyseliny od N-konce řetězce, zatímco 
STIEKEMA et al. (1988) uvádí dvě možná glykosylační místa, a to v pozici 92. a 301. 
aminokyseliny od N-konce řetězce. Struktura místa pro navázání sacharidového řetězce je 
Asn-X-Ser/Thr, kde X může být jakákoli aminokyselina s výjimkou prolinu a asparaginu 
(KATSUBE et al. 1998). Sacharidová část u patatinu představuje asi 4 % z celkové hmotnosti 
makromolekuly (SONNEWALD et al. 1989; POTS 1999). Struktura sacharidu je uváděna 
nasledující: Manα[Manα6][Xylβ2]Manβ4GlcNacβ4[Fucα3]GlcNAc. Hmotnost sacharidové 
struktury je 1169  Da  (SONNEWALD  et  al. 1989). Hmotnost patatinu bez glykosylace (odrůda 
Bintje) je 39 745 Da (vypočítáno z primární struktury patatinu) (STIEKEMA et al. 1988). 


O strukturálních vlastnostech patatinu jsou v literatuře omezené informace. Analýzy 
provedené technikou far-UV CD odhalily, že na sekundární úrovni jsou u patatinu přítomné 
jak oblasti α-helikální, tak i oblasti s β-řetězovou strukturou (LINDNER et al. 1980). Studie 
zabývající se konformačními změnami izolovaného patatinu při narůstající teplotě a změně 
pH dokázaly, že patatin je vysoce strukturovanou molekulou. Strukturní integrita patatinu je 
při snížení pH zachována do hodnoty pH 6 a při zvyšování teploty do teploty 28°C (POTS 
1999). V prostředí s pH méně než 5 je terciární struktura patatinu nevratně poškozena 
(KONINGSVELD et al. 2001). Teplotní rozmezí pro „rozbalování“ hlízových bílkovin v rozmezí 
55-75°C. Pomocí instrumentálních analýz bylo zjištěno, že nativní patatin má cylindrický tvar 
s průměrem 5 nm a délkou 9,8 nm (POTS 1999). 


 


 16







 
+ glykosylační místa uvedená v práci SONNEWALD et al. (1989) 
* glykosylační místa uvedená v práci STIEKEMA et al. (1988) 
 
Obr. 2: Primární struktura isoformy patatinu exprimované v tabáku (upraveno podle 
STIEKEMA et al.1988) 
 
 
III.2.2.3. Enzymová aktivita patatinových bílkovin  
 


Patatin je v hlízách brambor považován za hlavní zásobní bílkovinu (ROSAHL et al. 
1986). Nicméně s ohledem na dosud známou enzymovu aktivitu, není úloha zásobní 
bílkoviny pravděpodobně jediná fyziologická funkce patatinu (BÁRTA & ČURN 2004). 
Doposud známé enzymové aktivity bílkovin patatinového komplexu jsou následující: 


 
1. Aktivita nespecifické lipid acyl hydrolasy (LAH aktivita; EC 3.1.1)  


Již na začátku výzkumu patatinu byla objevena u této bílkoviny aktivita nespecifické 
lipid acyl hydrolasy (LAH), tedy esterasová aktivita, a to jak pro tvorbu voskových esterů, tak 
i pro deacylace lipidů (DENNIS & GILLIARD 1974). U tohoto enzymu byla zjištěna vysoká 
aktivita vůči substrátům jako jsou fosfolipidy, monoacylglyceroly a p-nitrofenylové estery 
karboxylových kyselin. Střední aktivita byla zjištěna vůči galaktolipidům a zcela neaktivní se 
patatin jeví vůči di-acyl a tri-acyl glycerolům (ANDREWS et al. 1988). Značné rozdíly v LAH 
aktivitě byly zjištěny u patatinu na genotypové (resp. odrůdové) úrovni. Například pro LAH 
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aktivitu patatinu odrůdy Désirée je uváděna až 100krát nižší hodnota, než hodnota LAH 
aktivity zjištěné u patatinu izolovaného z odrůdy Kennebec (RACUSEN 1986).  
 
2. Aktivita cytosolové fosfolipasy A2 a A1 (PLA2; PLA1 aktivita; EC 3.1.1.4) 


SENDA et al. (1996) došli k názoru, že enzym s fosfolipasovou aktivitou (cytosolová 
fosfolipasa A; PLA) purifikovaný z hlíz brambor, je ve skutečnosti patatin. Molekulová 
hmotnost izolovaného enzymu byla přibližně 40 kDa, isoelektrický bod 4,75 a byla také 
zjištěna vysoká homologie N-koncové sekvence polypeptidového řetězce. Z těchto důvodů je 
hlízový enzym s fosfolipasovou aktivitou nadále považován za patatin. U patatinu byla 
zjištěna jak aktivita fosfolipasy A1 (PLA1), tak i aktivita fosfolipasy A2 (PLA2). Aktivita 
fosfolipasy A2 je mnohem vyšší, a proto je patatin označován za enzym s PLA2 aktivitou. 
Fosfolipasa A2 je lipolytický enzym, který katalyzuje hydrolýzu esterové vazby mastných 
kyselin v pozici sn-2 u diacylfosfolipidů. Výrazná PLA2 aktivita byla zaznamenána při použití 
substrátu fosfatidylcholinu s linolovou kyselinou navázanou v pozici sn-2. Nižší aktivita 
enzymu byla zaznamenána při použití substrátu fosfatidylcholinu s kyselinou palmitovou, 
olejovou nebo arachidonovou, které byly navázané v pozici sn-2. Byla rovněž zjištěna 
závislost aktivity PLA2 na pH prostředí. V rozsahu hodnot pH 7,5 až 9,0 byla zaznamenána 
nejvyšší aktivita, zatímco při poklesu hodnoty pH pod 7,0 byla aktivita PLA2 minimální. 
Tento vztah naznačuje, že PLA2 aktivita patatinu je v rostlině regulována jeho lokalizací. 
Patatin je neaktivní, pokud se nalézá ve vakuolách rostlinných buněk, kde převládá kyselé pH. 
Pokud je transportován do cytosolu, nebo je vlivem poškození buněk uvolněn z vakuol, 
dostává se do prostředí zásaditého pH a stává se aktivním. Dále bylo zjištěno, že PLA2 
aktivita patatinu je indukována přítomností Ca2+ a přepokládá se, že na aktivaci PLA2 aktivity 
patatinu má také podíl protein kinasa (KAWAKITA et al. 1993). 
 
3. Aktivita β-1,2-xylosidasy (EC 3.2.1.37) 


Enzym s aktivitou β-1,2-xylosidasy byl získán z hlíz brambor (odrůda Ditta) 
kombinací chromatografických technik. Charakterizací biochemických vlastností a N-
koncové sekvence polypeptidového řetězce bylo zjištěno, že izolovaný enzym je patatin. 
Molekulová hmotnost izolovaného glykoproteinu byla  39-40 kDa, hodnota isoelektrického 
bodu 5,1 a pH pro optimální aktivitu β-1,2-xylosidasy bylo v rozsahu pH 4,0-4,5 při teplotě 
50°C. Izolovaná β-1,2-xylosidasa má schopnost uvolňovat z N-glykanů xylosidasové 
molekuly vázané β-1,2 vazbou na β-manosu. U izolovaného enzymu byla také zjištěna vysoká 
homologie N-koncové sekvence polypeptidového řetězce vůči patatinovým bílkovinám. 
Význam β-1,2-xylosidasy získané z hlíz brambor spočívá především ve skutečnosti, že 
většina dostupných xylosidas vykazuje hydrolytickou aktivitu vůči β-1,4 vazbám. Komerčně 
dostupné β-1,2-xylosidasy (zdroj Xanthomonas sp., Pomocea canaliculata) nevykazují 
optimální čistotu nebo rozsah aktivity. Hlízy brambor mohou být levným zdrojem specifické 
β-1,2-xylosidasy s optimální čistotou a rozsahem aktivity pro případné komerční použití při 
studiu struktury N-glykanů a v řadě imunologických studií. Podstata fyziologické funkce β-
1,2-xylosidasy v hlízách brambor je neznámá (PEYER et al. 2004).   
 
4. Aktivita kyselé β-1,3-glukanasy (GLU-40; EC 3.2.1.39) 
 Kyselá β-1,3-glukanasa byla izolována z hlíz brambor (odrůda Huinkul) pomocí 
iontovýměnné a afinitní chromatografie. Identifikací vlastností izolované  β-1,3-glukanasy byl 
tento enzym opět přiřazen k bílkovinám patatinového komplexu. Molekulová hmotnost 
purifikovaného enzymu byla přibližně 40 kDa, hodnota isoelektrického bodu byla  v rozmezí 
4,0-4,5 a N-koncová sekvence aminokyselin vykazovala vysoký stupeň homogenity 
s bílkovinami patatinového komplexu. Z tohoto důvodu byl izolovaný enzym s β-1,3-
glukanasovou aktivitou označen jako patatin (TONÓN et al. 2001).  
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III.2.2.4.  Isoformy bílkovin patatinového komplexu  
 
Vzhledem k vysokému stupni homologie mezi genovými rodinami kódujícími 


bílkoviny patatinového komplexu a identickou imunologickou odpovědí tohoto komplexu, je 
patatin prezentován jako jeden bílkovinný druh. Přesto byla na odrůdové úrovni zjištěna 
značná nábojová heterogenita. Při elektroforetické separaci  tak může být v patatinové oblasti 
zjištěn rozdílný počet pruhů, které reprezentují jednotlivé isoformy (LEE et al. 1983). Existuje 
až 15 imunologicky identických glykoproteinových isoforem s podobnou hodnotou 
isoelektrického bodu a přibližnou molekulovou hmotností monomeru 40 kDa (SONNEWALD et 
al. 1989). Izolací a charakterizací isoforem patatinu (odrůda Bintje) se ve své práci zabýval 
POTS 1999. Jednotlivé isoformy patatinového komplexu byly rozděleny chromatografickou 
separací na koloně s ionto-výměnnou náplní s využitím gradientového vymývání (gradient 
NaCl). Záznam detekce separovaných patatinových isoforem je uveden na obrázku 3. Získané 
isoformy byly rozděleny do čtyř skupin s označením A, B, C, D, přičemž isoforma A 
zaujímala 62 %, isoforma B 26 % a isoforma C a D zaujímaly 5 % a 7 %. Biochemické 
vlastnosti těchto isoforem jsou uvedeny v tabulce 3.  


   


 
Obr. 3: Eluční profil isoforem patatinu získaných chromatografickou separací na koloně 
s ionto-výměnou náplní (Source-Q) pomocí gradientu NaCl (POTS 1999) 
 


 
POTS (1999) vyslovil domněnku, že příčinou existence těchto imunologicky 


identických isoforem patatinového komplexu je vzájemná kombinace odlišné míry 
glykosylace a bodové mutace v primární struktuře bílkoviny. Patatin může obsahovat dvě až 
tři možné glykosylace. Jak již bylo výše uvedeno, hmotnost sacharidové části je 1169 Da 
(SONNEWALD et al. 1989) a molekulová hmotnost patatinu bez sacharidového řetězce zjištěná 
z jeho primární struktury je 39 745 Da (STIEKEMA et al. 1988). Pokud se k této základní 
hodnotě molekulové hmotnosti patatinu připočítá hmotnost jednoho, dvou či tří sacharidových 
řetězců, celková hmotnost glykoproteinu dosáhne hodnoty 40 914, 42 083 a 43 252 Da (POTS 
1999), čímž se získávají tři hmotnostní isoformy. 
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Tabulka 3:  Charakteristika biochemických vlastností A, B, D isoforem patatinu odrůdy 
Bintje (POTS 1999) 
 


 patatin isoforma A isoforma B isoforma D 
SDS-PAGE 43 kDa 43 kDa 43 kDa 43 kDa 
IEF-PAGE 6 pruhů 


pH 4,6 – 5,2 
2 pruhy 


pH 5,0; 5,2 
2 pruhy 


pH 4,6; 4,7  
2 pruhy 
pH 4,7 


Nativ PAGE 2 pruhy  1 pruh  
(horní) 


1 pruh  
(spodní) 


1 pruh  
(spodní) 


MALDI-TOF MS 40345 Da 
41590 Da 


40405 Da 
41631 Da 


40330 Da 
41599 Da 


40473 Da 
41703 Da 


LAH aktivita 3,72 ± 0,14 3,66 ± 0,08 3,55 ± 0,12 3,80 ± 0,14 
* specifická aktivita uvedena v µmol . min-1 . mg-1 bílkoviny 
 


Dále POTS (1999) zjistil, že sekvence 15 aminokyselin od N-konce patatinu je Thr, 
Leu, Glu, Glu, Met, Val, Thr, Val, Leu, Ser, Ile, Asp, Gly, Gly, Gly. U patatinu, i u 
izolovaných isoforem se ukázala mutace v první pozici (Thr/Lys) a ve třetí pozici (Glu/Gly), 
čímž jsou v kombinaci s možnými variantami počtu glykosylací vytvářeny další isoformy. 
V případě bodových mutací se jedná o menší změny ve výsledné hmotnosti bílkoviny. Změny 
v sekvenci aminokyselin se mohou projevit jak v nábojové heterogenitě patatinových bílkovin 
(technika PAGE), v posunu hodnoty isoelektrického bodu (technika IEF), nebo ve změně 
enzymové aktivity (POTS 1999; SENDA et al. 1996).  
 
 
III.2.3. Inhibitory proteas hlíz brambor 
 


Rostlinné inhibitory proteas jsou charakterizovány jako bílkoviny mající schopnost 
inhibovat proteolytické enzymy mikroorganismů, hmyzu, ale i člověka, zatímco rostlinné 
proteasy inhibují jen zřídka (SANCHEZ-SERRANO et al. 1986). Všeobecně jsou považovány za 
součást obranného systému rostlin vůči napadení patogeny či hmyzem (JONGSMA 1995).  
 Relativní zastoupení inhibitorů proteas v extrahovatelných bílkovinách hlíz brambor je 
přibližně 20 až 30 % (MELVILLE & RYAN 1972); v hlízové šťávě (odrůda Elkana) zaujímají až 
50 % všech přítomných bílkovin (POVREAU 2004). Pokud je obsah inhibitorů vyjádřen 
v čerstvé hmotě, pak v hlízách brambor zaujímají inhibitory proteas 0,75 % (WERNER & 
WEMMER 1991). Vzhledem k vysokému zastoupení inhibitorů proteas v hlíze, jsou tyto 
bílkoviny u brambor považovány především za zásobní bílkoviny (POVREAU 2004), přesto je 
pravděpodobné, že v hlíze sehrávají podobně jako bílkoviny patatinového komplexu i jiné 
fyziologické role.   


Přirozeně se vyskytující inhibitory proteas jsou klasifikovány na základě typu, popř. 
typů proteas, které inhibují. Následná klasifikace vychází z kompozice aktivního místa 
proteas, které inhibují. Na základě tohoto principu jsou inhibitory proteas označovány např. 
jako 1) serinové (serin či histidin v aktivním místě proteasy); 2) cysteinové (cystein 
v aktivním místě); 3) aspartátové (aspartátová skupina v aktivním místě) 4) metalloproteasové 
(s kovovým iontem v aktivním místě) (JONGSMA 1995). Dělení inhibitorů do skupin může být 
dále komplikováno strukturou aktivního místa či homologií sekvencí - např. se ve struktuře 
mohou vyskytovat dvě odlišná aktivní místa, a proto mohou být inhibovány dvě odlišné 
proteasy. Inhibitory proteas hlíz brambor jsou děleny do tří (POTS 1999) nebo sedmi 
(POVREAU et al. 2001) skupin. Dělení inhibitorů proteas do sedmi skupin představuje novější 
systém klasifikace, který je založen na jejich charakteristice podle molekulové hmotnosti, 
stavby molekuly, hodnoty isoelektrického bodu a počtu sulfidických můstků v molekule. 
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III.2.3.1. Dělení inhibitorů proteas hlíz brambor dle POVREAU et al. (2001) 
 
1. Bramborový inhibitor I (PI-1; Potato Inhibitor I): jedná se o serinový inhibitor proteas, 
který se skládá z pěti podjednotek (pentamer) o velikosti 7,7-7,9 kDa. Ve šťávě brambor 
představuje tato skupina 4,5 % z celkových bílkovin, 2 % trypsinové a 19 % chymotrypsinové 
aktivity (odrůda Elkana). Doposud bylo nalezeno 8 různých forem této třídy inhibitorů 
brambor, jejichž hodnota isoelektrického bodu se pohybuje v rozmezí pH 5,1 až pH 7,8. 
  
2. Bramborový inhibitor II (PI-2; Potato Inhibitor II): jedná se o serinový inhibitor proteas 
skládající se ze dvou podjednotek (dimer) o velikosti 10,2 kDa. Podjednotky, které tvoří tento 
inhibitor jsou vzájemně spojeny disulfidickými můstky (LEE et al. 1999). Ve šťávě brambor 
je tato skupina zastoupena 7 isoformami, které představují 22 % z celkových bílkovin a z 
hlediska inhibiční aktivity tvoří 82 % trypsinové a 50 % chymotrypsinové aktivity hlízových 
inhibitorů proteas (odrůda Elkana). Hodnota isoelektrického bodu je v rozpětí 5,5-6,9.   
 
3. Bramborový cysteinový inhibitor proteas (PCPI; Potato Cystein Protease Inhibitor): tato 
třída je v bramborové šťávě (odrůda Elkana) tvořena nejméně 9 různými inhibitory, jež se liší 
molekulovou hmotností (20,1-22,8 kDa) a hodnou pI v rozsahu pH 5,8 až 9,0. Tato skupina 
představuje přibližně 12 % celkových bílkovin. Jedná se především o inhibitory cysteinových 
proteas, jako je např. papain, vykazují ale i aktivitu vůči trypsinu a chymotrypsinu. 
  
4. Bramborový aspartátový inhibitor proteas (PAPI; Potato Aspartyl Protease Inhibitor): tato 
skupina se skládá ze 6 různých inhibitorů, které představují v bramborové šťávě odrůdy 
Elkana přibližně 6 % z celkových bílkovin. Molekulová hmotnost je v rozmezí 19,9 až 22,0 
kDa; isoelektrický bod je v rozmezí pH 6,2 až 8,7. Kromě inhibiční aktivity vůči protease 
cathepsinu D (MARES et al. 1989), představuje tato skupiny i 9 % chymotrypsinové a 2 % 
trypsinové inhibiční aktivity PFJ. 
  
5. Bramborové inhibitory proteas Kunitzova typu (PKPI; Potato Kunitz Protease Inhibitors): 
tato skupina inhibitorů zahrnuje dvě bílkoviny, které mají 20,2 kDa a představují 4 % 
z celkových bílkovin bramborové šťávy. Isoelektrický bod je od pH 8,0 do 9,0. Tato skupina 
představuje 2 % z celkové chymotrypsinové a 3 % trypsinové aktivity bramborové šťávy.  
  
6. Ostatní serinové inhibitory proteas (OSPI; Other Serine Protease Inhibitor): skupina 
inhibitorů proteas představována dvěmi zástupci, kteří dohromady činí 1,5 % z celkových 
bílkovin bramborové šťávy. Molekulová hmotnost zástupců této skupiny je 21,0 kDa 
(VALUEVA et al. 1997) a 21,8 kDa (SUH et al. 1990) a jejich isoelektrický bod je v rozpětí 
hodnot pH od 7,5 do 8,8. Tato skupina inhibitorů představuje 2 % chymotrypsinové a 3 % 
trypsinové aktivity bramborové šťávy. 
 
7. Bramborový karboxypeptidasový inhibitor proteas (PCI, Potato Carboxypeptidase 
Inhibitor): tato skupina je zastoupena pouze jednou bílkovinou. Molekulová hmotnost 
bílkoviny je 4,3 kDa a představuje 1 % z celkových bílkovin šťávy brambor. Inhibitor je 
aktivní vůči karboxypeptidase A (OLIVIA et al. 1991). Specifickou vlastností bílkoviny PCI je 
jeho pozoruhodná teplotní odolnost – v prostředí s pH 7 si karboxypeptidasový inhibitor 
zachovává své  funkční vlastnosti až do dosažení teploty 150°C. 
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III.2.3.2. Významné skupiny hlízových  inhibitorů proteas  
 
 Jedním z nejznámějších inhibitorů proteas hlíz brambor je inhibitor typu Kunitz o 
velikosti 22 kDa, který je v hlízách syntetizován jako preprotein o velikosti o Mr = 27 kDa. 
Shodná preproteinová forma (shodná imunologická odpověď) byla detekována také 
v nadzemních částech rostliny, a to v poraněných listech (lokální odpověď), ale i  
v neporaněných částech poškozené rostliny (systemická odpověď). S využitím protilátek 
připravených proti „zralé“ formě (22 kDa) byly v hlízové bílkovině detekovány bílkoviny 
v rozmezí 22-24 kDa, zatímco v poraněných listech byly zaznamenány bílkoviny s vyšší 
molekulovou hmotností (27-28 kDa). Z uvedeného vyplývá, že genová exprese rodiny 
inhibitorů brambor o velikosti 22 kDa (typ Kunitz) je pod diferencovanou posttranslační 
kontrolou v závislosti na místě výskytu (list, hlíza). Toto zjištění patrně potvrzuje rozdílné 
funkce uvedených bílkovin v listech a hlízách (SUH et al. 1999). Sekvenční analýzou cDNA 
dvou odrůd brambor (Provita, Saturna) bylo zjištěno, že existuje minimálně 21 genů, které 
kódují syntézu tří skupin (A, B, C) inhibitorů proteas Kunitzova typu v hlízách brambor 
s vysokou mírou odrůdové variability ve smyslu struktury a funkčních vlastností (HEIBGES et 
al. 2003). 
 Karboxypeptidasový inhibitor proteas (PCI) izolovaný z hlíz brambor je inhibitor 
unikátní svou strukturou, stabilitou i funkčními vlastnostmi. PCI s velikostí 4,3 kDa je 
nejmenší inhibitor proteas (38-39 aminokyselinových zbytků) přítomný v hlízách brambor. 
Karoboxypeptidasový inhibitor se v hlízách brambor vyskytuje ve třech isoformách 
s odlišnými hodnotami isoelektrického bodu 4,6; 5,8 a 6,5. Tyto isoformy jsou označovány 
PCI-I, PCI-II a PCI-III a vykazují podobné hodnoty inhibiční aktivity (RYAN et al.  1974). 
Přítomnost tří disulfidických můstků ve struktuře dává tomuto inhibitoru výjimečnou stabilitu 
a tepelnou odolnost. Funkční vlastnosti si karboxypeptidasový inhibitor zachovává i při 
dosažení teploty 150°C, pokud se nachází v prostředí s hodnotou pH 7. Při úpravě pH na nižší 
hodnotu (pH 3) dochází ke ztrátě funkčních vlastností překročením teploty 110°C (POUVREAU 
2004). Hlízový inhibitor karboxypeptidasy je doposud jediný známý inhibitor lidského 
epidermálního růstového faktoru (EGF). EGF spolu se svým receptorem (EGFR) tvoří součást 
některých aspektů vývoje nádoru, včetně růstu nádorových buněk, vaskularizace, invazivnosti 
a růstu metastáz. Podstata funkce inhibitoru je v tomto případě „soupeření“ o vazebné místo 
na EGFR. Pokud dojde k navázání karboxypeptidasového inhibitoru, je inhibována jeho 
aktivace a následná proliferace buněk, kterou EGFR indukuje. Příčinou tohoto jevu je 
pravděpodobně disulfidická smyčka, tzv. T-knot, která se kromě karboxypeptidasového 
inhibitoru vyskytuje rovněž v mnoha různých faktorech růstu včetně EGF (SITJA-ARNAU et al. 
2005). Antikarcinogení účinky byly taktéž popsány u hlízových inhibitorů skupiny PI-1 a PI-
2, a to v souvislosti se schopností inhibovat UV zářením indukovanou aktivaci bílkoviny   
AP-1. Bílkovina AP-1 je transkripční faktor zodpovědný za aktivaci promotoru tumoru. Tato 
inhibice je navíc specifická pouze pro přenos signálu pro aktivaci AP-1, který byl indukován 
UV zářením (HUANG et al. 1997). Inhibitory skupiny PI-1 a PI-2 představují ve šťávě brambor 
dohromady přibližně 15 % všech bílkovin a lze je považovat za hlavní skupiny hlízových 
inhibitorů proteas. 
 Výskyt inhibitorů proteas v rostlinných pletivech je obvykle spojován s obranným 
mechanismem rostlin; nejčastěji v souvislosti s poraněním rostliny vlivem fytofágních 
organismů. Inhibitory proteas přítomné v hlízách brambor jsou řazeny spíše k zásobním 
bílkovinám, neboť jejich syntéza je v hlízách realizována konstitutivně bez zjevné indukce 
stresovými faktory. DERBYSHIRE et al. (1976) stanovili pro klasifikaci zásobních bílkovin 
hranici 5 % v obsahu celkových bílkovin. Ve vztahu k této klasifikační hranici musí být 
inhibitory proteas přítomné v hlízách brambor řazeny především k zásobním bílkovinám. Je 
nutné si ale také uvědomit, že inhibitory proteas hlíz brambor jsou vysoce heterogenní a 
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někteří zástupci této skupiny mohou splňovat zařazení k stresovým bílkovinám, neboť ne 
všechny třídy a podtřídy této rozsáhlé skupiny hlízových bílkovin byly detailně popsány.  
 
 
III.2.4. Ostatní bílkoviny hlíz brambor 
 


K ostatním bílkovinám hlíz brambor jsou řazeny bílkoviny, které nelze na základě 
podobných vlastností a shodné imunologické odpovědi přiřadit k bílkovinám patatinového 
komplexu či se jedná o bílkoviny, které nevykazují schopnost inhibovat proteasy, a nelze je 
řadit k inhibitorům proteas. Ostatní bílkoviny hlíz brambor jsou zastoupeny především 
bílkovinami s vyšší molekulovou hmotností (přibližně nad 45 kDa); k nejčastěji zmiňovaným 
patří lektin a polyfenoloxidasy o velikosti 60 a 69 kDa, protein kinasa, enzymy s účastí na 
syntéze škrobu a fosforylasové isoenzymy (KONINGSVELD 2001). Z uvedených skupin 
bílkovin je z pohledu možného využití v genovém inženýrství a biotechnologických 
aplikacích významný bramborový lektin, označovaný také jako Solanum tuberosum 
agglutinin (STA). Bramborový lektin je chimerická, na chitin se vázající bílkovina skládající 
se z lektinové a glykoproteinové domény bohaté na hydroxyprolin (KIELISZEWSKI et al. 
1994). Tyto dvě domény jsou vzájemně propojené doménou, jenž čítá 60 aminokyselinových 
zbytků. Hmotnost bramborového lektinu v nativním stavu je 100 kDa, přičemž hmotnost 
sacharidické složky představuje 50 % (w/w) (DAMME et al. 2004).  
 
 
III.2.5. Nutriční hodnota hlízových bílkovin brambor 
 
  Bílkoviny hlíz brambor patří mezi nutričně nejhodnotnější bílkoviny rostlinného 
původu (NESTARES et al. 1993;  BÁRTA & ČURN 2004). Nutriční hodnota bílkovin je určována 
zejména aminokyselinovou skladbou. Pozornost je věnována především obsahu esenciálních 
aminokyselin v bílkovině, jejichž případný nedostatek limituje průběh proteosyntesy u 
konzumenta. V tabulce 4 je uvedeno složení esenciálních aminokyselin hlízových bílkovin. 
Tabulka byla doplněna o hodnoty aminokyselinového skóre AAS (pro výpočty byly použity 
průměrné hodnoty a jako standard aminokyselinové spektrum celovaječné bílkoviny), jenž 
vyjadřují poměr obsahu esenciálních aminokyselin v hodnocené bílkovině ku obsahu 
esenciální bílkoviny v referenční bílkovině. Z uvedených hodnot aminokyselinového skóre je 
možné spočítat hodnotu indexu esenciálních aminokyselin (EAAI), jenž vyjadřuje vztah 
hodnocené bílkoviny ke standardu celkově, prostřednictvím geometrického průměru 
získaného z hodnot AAS jednotlivých aminokyselin (FRIEDMAN 1996). Zjištěný index 
esenciálních aminokyselin dosáhl 83,7 % standardu. MÍČA & VOKÁL (1997) uvádějí, že EAAI 
bramborových bílkovin se pohybuje v rozmezí 61-78 %.    


Jako limitující jsou pro bílkoviny hlíz brambor uváděny sirné aminokyseliny (zejména 
methionin). Potenciálně je také limitující isoleucin (RALET & GUÉGUEN 1999). Značný 
význam má u bramborových bílkovin na rostlinné bílkoviny poměrně vysoký obsah lysinu. 
Pro udržení dusíkaté bilance dospělých lidí má bramborová bílkovina dokonce vyšší nutriční 
hodnotu než hovězí maso či maso tuňáka (BÁRTA & ČURN 2004). Pouze vaječná bílkovina 
převyšuje nutriční kvalitu bramborových bílkovin (MARKAKIS 1975). Studie bílkovinné 
výživy malých dětí nicméně potvrdila, že ve srovnání s kaseiny (hlavní bílkoviny mléka) mají 
bramborové bílkoviny nižší retenci dusíku (LOPEZ DE ROMANA et al. 1981).  
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Tabulka 4: Složení esenciálních aminokyselin hlízových bílkovin brambor (v g na 16 g N) 
(RALET & GUÉGUEN 1999) 
 


AMK Průměrná hodnota obsahu 
aminokyselin* 


Standard - vaječná bílkovina AAS (%)         


Isoleucin 5,1 6,3 81,0 
Leucin 8,1 8,8 92,0 
Lysin 7,0 7,0 94,3 
Methionin+Cystein 6,6 5,8 48,3 
Fenylalanin+Tyrosin 2,8 10,1 106,7 
Threonin 10,8 5,1 92,2 
Tryptofan 4,7 1,6 93,8 
Valin 1,5 6,8 80,9 
Histidin 5,5 2,4 79,2 
*průměrná hodnota obsahu příslušné aminokyseliny v hlízové bílkovině brambor byla spočítána na základě 
údajů získaných z publikací autorů SCHUPHAN & WEINMANN (1960); JOSEPH et al. 1963; KAPOOR et al. (1975); 
KNORR (1980); GELDER VAN (1981) 
 
   
III.3. FAKTORY OVLIVŇUJÍCÍ KVALITU A KVANTITU HLÍZOVÝCH BÍLKOVIN 
BRAMBOR 
 


Obsah bílkovin v hlízách a jejich kvalita (nutriční hodnota, zastoupení funkčně 
významných frakcí) podléhá celé řadě faktorů a vlivů. Z  literárních pramenů vyplývá, že 
genotyp má na variabilitu obsahu hlízových bílkovin nejdůležitější vliv. Často jsou také 
uváděny faktory typu aplikace dusíkatých hnojiv, ročníkové vlivy, stanoviště a charakter půdy 
a způsob pěstování. Rovněž záleží na stupni zralosti hlíz, jejich velikosti a hmotnosti, 
zdravotním stavu a případně i na délce a způsobu skladování.  


Kvalita bílkovin hlíz brambor závisí na relativním zastoupení hlavních bílkovinných 
frakcí, zejména patatinových bílkovin a inhibitorů proteas. Kvalita bílkovin z pohledu 
nutričního je závislá na stravitelnosti a aminokyselinové skladbě. V případě konzumace 
brambor (či koncentrátů hlízových bílkovin) bez tepelné úpravy je potřebné brát v úvahu i 
obsah antinutričních faktorů bílkovinné povahy (inhibitory proteas, lektin aj.). 
 
 
III.3.1. Vliv genotypu  
 


Odrůdové rozdíly obsahu bílkovin v sušině hlíz brambor jsou uváděny v širokém 
rozsahu od 3,5 % do 23 % (KALDY & MARKAKIS 1972; MIEDEMA et al. 1976; BÁRTA 2002). 
Možností jak zvyšovat obsah bílkovin je šlechtění, avšak šlechtitelé se tímto cílem příliš 
nezabývají (DOMKÁŘOVÁ 2001), přestože zvyšování obsahu nutričně kvalitních hlízových 
bílkovin v hlízách brambor má přinejmenším dva důvody. V mnoha rozvojových zemích je 
obecný nedostatek bílkovin pro výživu lidí a v některých z těchto zemí jsou brambory 
důležitou složkou potravy. Druhým důvodem je využití brambor pro zpracování na škrob, při 
kterém kromě škrobu vznikají i vedlejší produkty, zejména tzv. hlízová šťáva s vysokým 
zastoupením hlízových bílkovin. V některých zahraničních závodech (zejména Nizozemí) 
jsou bílkoviny z hlízové vody izolována a nabízeny jako krmivo pro hospodářská a domácí 
zvířata (KONINGSVELD 2001). Rentabilita izolace bílkovin z hlízové vody mimo jiného závisí i 
na obsahu a kvalitě hlízových bílkovin ve vstupní surovině. Z tohoto důvodu se  např. 
v Nizozemí uvažuje o šlechtění průmyslových odrůd pro zvýšení obsahu bílkovin v hlízách. 
Genovými zdroji pro tento účel jsou především plané druhy brambor (zejména druh Solanum 
demissum), u nichž obsah bílkovin dosahuje 4 % (i více) v čerstvé hmotě, avšak jejich využití 
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ve šlechtitelských programech je dlouhodobé a obtížné (DESBOROUGH 1985).  
O významných rozdílech v obsahu dusíkatých látek a bílkovin u jednotlivých odrůd 


svědčí výsledky autorů DEBRE & BRINDZA (1996). Ve čtyřletém polním experimentu bylo 
hodnoceno 30 genotypů brambor (odrůdy, novošlechtění a mezidruhové hybridy). Uvedený 
soubor genotypů dosahoval rozpětí hodnot za sledované období u dusíkatých látek od 2,25 do 
3,03 % a u bílkovin od 1,15 do 1,70 % v čerstvé hmotě hlíz. Analýzou rozptylu byl zjištěn 
statisticky významný vliv ročníku a odrůdy na oba sledované znaky. MÍČA (1986) uvádí podíl 
odrůdy na variabilitě obsahu bílkovinného dusíku 30 %. V polyfaktoriálním pokusu z let 
1998-2000 byl nalezen podíl odrůdy na celkové variabilitě obsahu bílkovin 37,9 %. V rámci 
tohoto pokusu kolísal obsah dusíku v sušině hlíz v rozsahu od 1,01 do 2,40 %; obsah bílkovin 
kolísal v  rozpětí od 1,84 do 5,85 %. Zastoupení bílkovin v celkových dusíkatých látkách bylo 
v rámci zmíněného pokusu stanoveno v rozsahu 20,7-64,7 %  (BÁRTA 2002). 


Analýza korelačních vztahů mezi obsahem bílkovin v sušině hlíz brambor a 
vybranými ukazateli naznačují, že odrůdy s vyšší produkcí sušiny jsou schopny produkovat 
také více bílkovin. Průkazná korelace mezi obsahem bílkovin a sušinou (r = 0,756) byla 
nalezena v práci MIEDEMA et al. (1976). Autoři této práce nalezli také průkaznou zápornou 
korelaci mezi raností a obsahem bílkovin v čerstvé hmotě hlíz (r = -0,361). 


Jak bylo již výše uvedena trendem u škrobárenských podniků v některých zemích EU 
je snaha zpracovávat ze vstupní suroviny nejen škrob, ale i ostatní látky. Přestože v současné 
době žádný škrobárenský závod v ČR bílkoviny z hlízové vody nezískává, začíná se již o 
tomto způsobu využití vedlejších produktů uvažovat. Škrob za této situace zůstane hlavní a 
rozhodující látkou získávanou ze zpracovávaných brambor, ale význam bude mít i obsah 
bílkovin v hlízách a jejich výnos z jednotky plochy. Výraznější studie vlivu agro-
ekologických faktorů na kvalitu a kvantitu hlízových bílkovin u odrůd určných pro zpracování 
na škrob s ohledem na možné využití i bílkovinné složky nebyla doposud zpracována. Většina 
starších publikací hodnotili obsah bílkovinné složky u průmyslových brambor z pohledu 
jejího negativního dopadu na obsah škrobu v hlízách. Z doposud známých vztahů lze 
předpokládat, že i při pěstování průmyslových brambor pro účely současného využití škrobu i 
bílkovin bude důležitou roli hrát zejména výběr vhodné odrůdy. 


Kromě obsahu bílkovin a jejich zastoupení v celkovém obsahu dusíkatých látek 
ovlivňuje genotyp významně také aminokyselinovou skladbu, což má zásadní dopad na 
nutriční kvalitu hlízových bílkovin. Kvalita hlízových bílkovin a jejich využitelnost je také 
významně ovlivněna zastoupením hlavních zásobních bílkovin, patatinu a inhibitorů proteas 
v celkovém bílkovinném spektru. Informace o kvantifikaci patatinu a inhibitorů proteas 
v bílkovinném spektru hlíz brambor z pohledu variability odrůd a ostatních faktorů jsou 
poměrně omezené. HANNAPEL (1991) hodnotil zastoupení patatinu ve zralých hlízách čtyř 
severoamerických odrůd vypěstovaných v Texasu (USA) v rozmezí 24-30 % z celkových 
hlízových bílkovin, nicméně tato data nepostihovala efekt ročníku, neboť pocházela z 
jednoletého experimentu a variabilitu čtyř odrůd nelze považovat za příliš vypovídající. 
Rozsáhlejší soubor 18 odrůd byl hodnocen v práci BÁRTA (2002). Relativní abundance 
patatinových bílkovin byla u tohoto souboru stanovena v rozsahu 13,3-28,3 %.    
 
 
III.3.2. Vliv podmínek prostředí, technologie pěstování a skladování 
   


Za nejvýznamnější agrotechnický zásah, který významným způsobem ovlivňuje obsah 
i kvalitu bílkovin resp. dusíkatých látek v hlízách je považováno hnojení, a to zejména 
hnojení dusíkem. Modelově byly hodnoceny vztahy mezi živinami dodanými z hnojiv (N, P, 
K) a obsahy jednotlivých látek v hlízách brambor (na základě dat získaných z nádobových a 
polních experimentů) (KOLBE et al. 1990). Z výsledků vyplývá, že aplikovaná dávka dusíku 


 25







zvyšuje obsah dusíkatých látek, a to jak bílkovinné, tak i nebílkovinné povahy. Obsah 
nebílkovinných dusíkatých látek se zvyšuje v reakci na hnojení dusíkem výrazněji, než obsah 
bílkovin. MÍČA & VOKÁL (1997) zjistili, že vyšší dávky dusíku zvyšují obsah 
koagulovatelných bílkovin a neovlivňují aminokyselinové složení bramborových bílkovin. 
V práci BÁRTA (2002), ve které byl hodnocen vliv hnojení dusíkem na kvalitativní parametry 
konzumních brambor, bylo zjištěno, že obsah bílkovin v sušině hlíz byl průkazně ovlivněn 
hnojením i stupňovanou dávkou dusíku, ale podíl na celkové variabilitě dat v rámci 
experimentu byl v porovnání s ostatními faktory nízký (cca 3 %). 


EPPENDORFER & EGGUM (1979) prováděli nádobové pokusy s různou výživou 
bramborových rostlin dusíkem. Zjistili, že rostoucí aplikace dusíku při deficiencích P a K v 
půdě zvyšovala obsah dusíku v hlízách od 1,14 do 3,07 %; podíly většiny aminokyselin v 
celkových dusíkatých látkách klesaly, zatímco podíly asparagové a glutamové kyseliny (a 
jejich amidů) rostly. V pozdějších pracích (EPPENDORFER & EGGUM 1994a, 1994b) víceméně 
potvrdili své dřívější závěry: vysoké dávky dusíku zvyšovaly obsah dusíku v sušině a tím se 
zvyšovala také koncentrace všech aminokyselin v sušině hlíz. V rámci aminokyselinového 
spektra však klesaly podíly esenciálních aminokyselin a podíly asparagové kyseliny a 
asparginu rostly. Naopak z experimentů uvedených v publikaci MILLARD (1986) vyplynulo, 
že rostoucí dávky aplikovaného dusíku (od 0 do 250 kg.ha-1) zvyšují obsah dusíku v hlízách, 
ale nepotvrdil se předpoklad změn v proporcionálním zastoupení amidů a aminokyselin. 
Obsahy některých esenciálních aminokyselin (valin, isoleucin, methionin) v hlízách byly na 
některém stanovišti dokonce vyšší při dávce 250 kg N.ha-1 než při dávce 0 kg N.ha-1. 
Zvyšováním výnosů dusíkatých látek z jednotky plochy aplikací vyšších dávek dusíku tak 
nebyla snižována nutriční kvalita bílkovin. 


Vlivy prostředí a dalších agrotechnických zásahů jsou studovány podstatně méně než 
vliv odrůdy a hnojení dusíkem. LACHMAN et al. (2005) sledovali kromě vlivu odrůdy také 
projev oblasti s různou nadmořskou výškou, vliv ročníku a vliv způsobu pěstování. Přestože 
bylo v této práci studováno jen pět odrůd, byly mezi nimi zjištěny průkazné rozdíly v obsahu 
bílkovin v sušině hlíz. Zajímavé je zjištění, že brambory z nižších oblastí obsahují průměrně 
více bílkovin v sušině a také, že vyšší obsah bílkovin byl nalezen u brambor vypěstovaných 
v ekologickém pěstitelském systému. HONEYCUTT (1998) sledoval vliv střídání plodin a 
omezeného hnojení dusíkem na výnos hrubých bílkovin hlíz brambor. Zjistil, že charakter 
předplodiny a jí zanechaný dusík může významně ovlivňovat výnos celkových hrubých 
dusíkatých látek - předplodiny vojtěška a vikev umožnily zvýšení hektarového výnosu 
hrubých bílkovin hlíz o 50 kg.ha-1, oproti opětovnému pěstování po bramborách. MITRUS et 
al. (2003) sledovali vliv vybraných agrotechnických zásahů na obsah a složení dusíkatých 
látek (N x 6,25) v hlízách brambor. Kromě efektu odrůdy a hnojení dusíkem studovali také 
efekt počtu proorávek a meziřádkové vzdálenosti. Z výsledků této práce vyplývá, že zatímco 
u nižší dávky hnojení dusíkem (60 kg N.ha-1) dochází s rostoucí meziřádkovou vzdáleností 
k poklesu obsahu hrubých bílkovin v hlízách, vyšší dávka (90 kg N.ha-1) způsobila s rostoucí 
meziřádkovou vzdáleností zvýšení obsahu bílkovin v hlízách.  


Ke změnám v obsahu a zastoupení dusíkatých látek resp. bílkovin v hlízách brambor 
dochází také v průběhu skladování (BRIERLEY et al. 1996; BRIERLEY et al. 1997; KUMAR et al. 
1999). Studiem metabolismu aminokyselin a dusíkatých látek u skladovaných brambor při 
dvou rozdílných teplotách 5 a 10°C (relativní vlhkost 95 %) po dobu 33 týdnů se zabývali 
BRIERLEY et al. (1997). Bylo zjištěno, že amidy asparagin a glutamin tvoří většinu z obsahu 
volných aminokyselin. Po sklizni zaujímaly dohromady 34,5 % z volných aminokyselin, ale 
po 25 týdnech skladování při 5°C tvořily již 64,9 % a při skladovací teplotě 10°C 
představovaly dokonce 90,4 % volných aminokyselin. Obsah rozpustných bílkovin se 
v průběhu skladování průkazně zvyšoval, naproti tomu obsah hlavní zásobní bílkoviny 
patatinu klesal (především v období po 17. týdnu). Na začátku skladování představoval 
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patatin 28 % z obsahu rozpustných bílkovin, stejně tak ve 13. týdnu skladování, ale ve 29. 
týdnu zaujímal již jen 9 % z rozpustných bílkovin. Snižování obsahu patatinu v průběhu 
dlouhodobého skladování hlíz (až 30 měsíců) potvrdili ve své práci také KUMAR et al. (1999) 
a POTS (1999), kteří studovali nárůst proteolytických aktivit v sadbových hlízách navozené 
jejich stárnutím. POTS (1999) sledoval také změny obsahu patatinu i ostatních 
extrahovatelných bílkovin hlíz v průběhu skladování po dobu 47 týdnů u tří odrůd (Bintje, 
Desirée, Elkana). Změny nejvýznamnějších bílkovinných složek, patatinu a inhibitorů proteas, 
závisely především na odrůdě. Zatímco odrůdy Bintje a Désirée vykázaly snížení obsahu 
extrahovatelných bílkovin v průběhu skladování, tak u odrůdy Elkana se obsah bílkovin od 
20. týdne významně zvyšoval. Obsah patatinu se v průběhu skladování snižoval 
proporcionálně s obsahem extrahovatelných bílkovin. Tyto informace dokazují funkci 
patatinu jako zásobní hlízové bílkoviny.  


 
 
III. 4. BIOCIDNÍ ÚČINKY HLÍZOVÝCH BÍLKOVIN BRAMBOR 
 
III.4.1. Obecné principy významu biocidních látek  v rostlinné fyziologii 


 
Patogenní mikroorganismy, ale i fytofágní hmyz, háďátka a řada dalších organismů 


využívají rostliny jako přirozený zdroj živin, a nutí tak rostliny vytvářet účinné systémy 
obrany proti nim (SELITRENIKOFF 2001; VERONESE et al. 2003). Rostliny disponují řadou 
účinných pasivních (krycí pletiva, vosky, kutikula, pevná buněčná stěna) i aktivních 
(hypersenzitivní reakce, syntéza fytoncidů, fytoalexinů, specifických stresových bílkovin) 
systémů obrany, jejichž účelem je dosáhnout resistentní odpovědi, tedy  nepřipustit nebo 
přemoci vliv škodlivého faktoru (VERONESE et al. 2003; PUNJA 2004). Odrůdově specifická 
resistence je definována na úrovni genotypu resp. odrůdy vůči specifické rase příslušného 
druhu patogena. Tato resistence odpovídá teorii gen proti genu (FLOR 1956) a je 
determinována přítomností genů avirulence (Avr) na straně patogena a genů resistence (R) na 
straně hostitele (VERONESE et al. 2003). Nespecifická resistence je převládající typ resistence, 
která se projevuje u celého druhu rostliny vůči specifickému druhu patogena (HEATH 2000). 
Zvláštním typem resistence je tzv. indukovaná resistence, jejíž navození je často využíváno 
při potřebě izolovat z rostlin látky, které disponují biocidními účinky a nejsou rostlinou 
syntetizovány konstitutivně. Takovéto látky obvykle mají široké možnosti využití ve 
farmaceutickém průmyslu, v zemědělských biotechnologiích či potravinářství.  


Indukovaná resistence je definována jako aktivní resistence, jenž je indukována 
vhodnými biotickými či abiotickými faktory (OSBOURN 1996). Zjednodušeně lze 
indukovanou resistenci popsat tak, že část rostliny (např. list) je ošetřena stresovým faktorem, 
což generuje vznik primárního signálu, jenž je přenesen do celé rostliny. Primární signál 
spouští vznik následných signálů vedoucí k expresi příslušných genů. Přenos signálu od 
aktivovaných receptorů je možný více systémy. K významným patří fosfoinozitidový systém, 
při kterém jsou hydrolýzou lipidů plazmatické membrány generovány dvě signální sloučeniny 
(inozitol-1,4,5-trifosfát a diglycerol), které za účasti iontů vápníku aktivují proteinkinasy a 
posléze i expresi PR genů (GLOSER & PRÁŠIL 2003). Rychlým způsobem přenosu signálu je 
tvorba superoxidu a dalších aktivních forem kyslíku, které navíc působí toxicky na 
mikroorganismy a podílejí se na tvorbě ochranných nekróz (PUNJA 2004). Výsledkem 
aktivace příslušných genů je syntéza látek, které jsou zahrnuty do vlastní obranné reakce a 
mají silný biocidní účinek ať již vůči virům, bakteriím, houbovým organismům či hmyzu. 
K významným látkám patří PR bílkoviny (ang. pathogenesis-related proteins) a chemicky 
jednodušších sloučenin s  antibiotickým účinkem jako jsou flavanoidy, terpenoidy, fenolické 
látky a alkaloidy. Zvláštní skupinou nízkomolekulárních obranných látek jsou fytoalexiny, 
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které se za normálních okolností v buňkách nevyskytují. Většina těchto sloučenin je lipofilní 
povahy, což jim usnadňuje pronikání přes plazmatickou membránu patogenů. Poškození 
membránových funkcí patří také k častým mechanismům působení fytoalexinů (GLOSER & 
PRÁŠIL 2003).  
 
 
III.4.1.1. Biocidní účinky bílkovin a peptidů  
 


Jak bylo výše uvedeno v průběhu obranných reakcí jsou syntetizovány také tzv. PR 
bílkoviny (resp. peptidy), které se přímo podílejí na obranné reakci rostliny a disponují 
vlastnostmi, které umožňují zničení, poškození nebo zastavení šíření organismu napadajícího 
rostlinu. Poprvé byla existence PR bílkovin popsána u rostlin tabáku napadených mozaikou 
tabáku (TMV). Bílkovinný extrakt z listů tabáku byl separován na polyakrylamidovém gelu 
při různé míře hustoty gelu. V průběhu separace byly ve spektru objeveny čtyři nové 
bílkovinné komponenty, které se u zdravých rostlin nevyskytovaly. Tři z těchto komponent 
byly následně označeny jako proteolytické produkty bílkoviny Rubisko, zatímco bílkovina 
s označením I byla zcela novým typem bílkoviny (LOON VAN & KAMEN VAN 1970). Objevení 
bílkoviny, jejíž syntéza byla indukována v následku hypersensitivní reakce, byl impuls pro 
rozsáhlý výzkum PR bílkovin rostlin, ve smyslu mechanismů jejich indukce, genetické 
variability, biochemických vlastností a funkcí v infikované rostlině (DATTA & 
MUTHUKRISHNAN 1999). Označení PR bílkovin se ustálilo v roce 1980, kdy bylo stanoveno, 
že jako PR bílkoviny mohou být označovány pouze ty bílkoviny, jejichž syntéza byla 
v hostitelské rostlině indukována v reakci na patologickou nebo související situaci (ANTONIW 
1980). Patologickou situací jsou myšleny všechny typy a stádia infekčního procesu zahrnující 
také napadení parazitickými háďátky, fytofágním hmyzem, herbivory a dokonce i neinfekční 
(abiotické) důvody poškození rostlin (DATTA & MUTHUKRISHNAN 1999).  


PR bílkoviny tvoří mimořádně početnou a různorodou skupinu. V roce 1994 byla 
rozporuplná nomenklatura PR bílkovin sjednocena a bylo vytvořeno 11 skupin, do nichž byly 
bílkoviny zařazeny dle sekvence aminokyselinových zbytků v polypeptidickém řetězci, 
sérologických vztahů a na základě enzymové a biologické aktivity (LOON VAN et al. 1994). 
V roce 1999 byla klasifikace upravena na 14 skupin (LOON VAN & STRIEN VAN 1999) a 
později byly do systému přidány další tři skupiny (LOON VAN 2006). Podrobnější přehled je 
uveden v tabulce 5. Vzhledem k enzymové aktivitě většiny PR bílkovin je předpokládán 
jejich přímý účinek na patogenní organismus. Přímý účinek byl prokázán u skupiny PR-2, 
PR-3, PR-4, PR-8 a PR-11, jejichž β-1,3-endoglukanasová, chitinasová a lysozymová aktivita 
slouží k poškození buněčné stěny hub a bakterií. Resistenci k poškození hmyzem zajišťují u 
rostlin inhibitory proteas (PR-6), které mají schopnost přímé inhibice trávicích enzymů 
(proteas) hmyzu. U některých zástupců inhibitorů proteas byla zjištěna i antifungální a 
antibakteriální aktivita (LOON VAN et al. 1994). U skupiny PR-2 a PR-5 bílkovin byla zjištěna 
antivirová aktivita. Syntéza PR bílkovin je tkáňově specifická a jejich přítomnost je 
lokalizována v apopalastu i ve vakuolárním prostoru. PR bílkoviny tvoří významnou skupinu 
stresových bílkovin a indukce jejich syntézy je obvykle dána stresovým faktorem, ať již se 
jedná o zvýšenou koncentraci etylenu (BREDERODE et al. 1991), tvorbu nekróz, plasmolýzu, 
nebo poranění rostliny (VERONESE et al. 2003).  
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Tabulka 5: Rozdělení doposud známých PR bílkovin rostlin do 17 slupin dle práce LOON 
VAN & STRIEN VAN 1999; LOON VAN 2006 
Skupina Typický zástupce skupiny Biochemické vlastnosti Rozsah molekulové 


hmotnosti 
PR-1 PR-1a tabáku Neznámé 15-17 kDa 
PR-2 PR-2 tabáku β-1,3-glukanasa 30-41 kDa 
PR-3 P a Q protein tabáku Chitinasa typu I, II, III, IV, V, VI, VII 35-46 kDa 
PR-4 R protein tabáku Chitinasa typu I, II 13-14 kDa 
PR-5 S protein tabáku Proteiny podobné thaumatinu 16-26 kDa 
PR-6 Tabákový inhibitor I Inhibitory proteinas 8-22 kDa 
PR-7 P69 protein rajčete Endoproteinasa 69 kDa 
PR-8 Chitinasa izolovaná z okurky Chitinasa typu III 30-35 kDa 
PR-9 Tabáková peroxidasa  Peroxidasa 50-70 kDa 


PR-10 Petrželový PR-1 protein  Proteiny podobné ribonuklease 18-19 kDa 
PR-11 Tabáková chitinasa třídy V Chitinasa typu I 40 kDa 
PR-12 Protein RS-AFP3 z ředkvičky Přenos iontů (defensivy) 5 kDa 
PR-13 TH 12.1 z Arabidopsis spp. Thioniny 5-7 kDa 
PR-14 LTP 4 z ječmene Proteiny transféru lipidů 9 kDa 
PR-15 OxOa protein z  ječmene Oxalát oxidasa 22-25 kDa 
PR-16 OxOLP z ječmene Protein podobný oxalát oxidase 100 kDa (hexametr) 
PR-17 PRp27 z tabáku neznámé neznámé 


 
Vedle těchto PR bílkovin s významnými biocidními účinky produkují rostliny řadu 


bílkovin, u kterých byla prokázána ať již antifungální, antibakteriální, antvirová, insekticidní 
či nematocidní aktivita, a přesto nelze tyto bílkoviny jednoznačně přiřadit k PR bílkovinám. 
Jedná se o bílkoviny, které jsou v rostlinných tkáních syntetizovány konstitutivně bez zjevné 
indukce stresovými faktory a jsou více řazeny k zásobním než obranným bílkovinám, či  
v reakci na stresový faktor dochází k syntéze jedné nebo více isoforem takovéto bílkoviny 
nebo ke zvýšení specifické enzymové aktivity (SHEWRY 2003; LOON VAN et al. 2006). Jako 
příklad lze uvést bílkovinu ocatin, což je hlavní zásobní bílkovina hlíz andské plodiny oca 
(Oxalis tuberosum). U této bílkoviny, o velikosti 16 kDa, byly zjištěny antifungální a 
antibacteriální vlastnosti. V provedených testech inhiboval ocatin růst bakterií Pseudomonas 
aureofacies, Serratia marcescens, Agrobacterium radiobacter a růst hub Nectria 
hematococcus, Fusarium oxysporum, Phytophtora cinnamomi, Rhizoctonia solani (FLORES et 
al. 2002).     


 
 
III.4.2. Biocidní účinky nejvýznamnějších hlízových bílkovin  
  
 Z hlíz brambor bylo v minulosti izolováno již několik bílkovin/peptidů, u nichž byla 
biocidní aktivita vůči specifickému organismu prokázána, nebo je tato aktivita předpokládána 
vzhledem k specifické enzymové aktivitě bílkoviny. V tomto směru se nejedná pouze o PR 
bílkoviny se stresovou indukcí, ale také o konstitutivně syntetizované bílkoviny, které jsou 
klasifikovány jako zásobní s dodatkem, že jejich přesná fyziologická funkce není známá a 
předpoklady o jejich účasti v obranných mechanismech rostlin jsou uváděny na úrovni 
hypotéz.  
 
 
III.4.2.1. Biocidní účinky bílkovin patatinového komplexu  
  


Jak bylo již uvedeno, bílkoviny patatinového komplexu, které v hlízách brambor  
představují hlavní zásobní bílkovinu, disponují řadou enzymových aktivit, jejichž role ve 
fyziologii hlízy resp. rostliny jsou neznámé. Doposud byly u izoforem patatinových bílkovin 
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popsány aktivity 1) nespecifické lipid acyl hydrolasy (LAH), tedy esterasová aktivita 
(ANDREWS et al. 1988); 2) fosfolipasy A1 (PLA1) a  fosfolipasy A2 (PLA2) (SENDA et 
al.1996); 3) β-1,2-xylosidasy (PEYER et al. 2004); 4) kyselé β-1,3-glukanasy (TONÓN et al. 
2001). Tyto specifické enzymové aktivity dávají patatinovým bílkovinám předpoklad jejich 
účasti na obranném mechanismu rostliny (POTS 1999; TONÓN et al. 2001; PEYER et al. 2004).   


Teorie týkající se fyziologické role LAH aktivity patatinu v obranném systému hlízy 
proti škodlivým organismům zahrnuje dvě možné hypotézy, které uvádí POTS (1999). Podle 
jedné z možných teorií dochází při poškození buňky napadené rostliny k uvolňování 
mastných kyselin prostřednictvím LAH aktivity patatinu. Uvolněné mastné kyseliny jsou 
následně oxidovány lipooxidasami, což vede ke vzniku cytotoxických oxidovaných mastných 
kyselin. LAH aktivita patatinu má také za následek tvorbu ve vodě nerozpustných vosků, 
které zabraňují pronikání i následnému rozšíření patogena v rostlině. Druhou hypotézu o 
účasti patatinových bílkovin na obranném systému rostliny uvádí STRICKLAND et al. (1995). 
Podle této teorie působí LAH aktivita patatinu na invasivní organismy přímou inhibicí, 
pravděpodobně narušením integrity buněčných stěn. Žádná z uvedených teorií nebyla ovšem 
nikdy přímo potvrzena. Skutečností zůstává, že rozdíly v LAH aktivitě patatinu mezi 
odrůdami brambor jsou značné, což byl důvod vyslovení předpokladu o vztahu mezi úrovní 
LAH aktivity a resistencí odrůdy. Podle tohoto předpokladu jsou odrůdy s nízkou úrovní LAH 
aktivity méně odolné než odrůdy s vyšší úrovní LAH aktivity patatinu (POTS 1999).  


Fyziologická funkce rostlinných fosfolipas spočívá ve schopnosti odštěpovat 
z membránových fosfolipidů nenasycené mastné kyseliny; v případě živočišných buněk se 
jedná o uvolňování arachidonové kyseliny;  u rostlinných buněk se uvolňuje linolová kyselina 
nebo linolenová kyselina. Uvolněné mastné kyseliny následně slouží jako signální látky 
vedoucí k expresi „obranných“ genů. Bylo například zjištěno, že oxidativní produkty 
nenasycených mastných kyselin indukují akumulaci fytoalexinů (BOSTOCK & STERMER 
1989). Účast PLA2 na signální transdukci vyvolávající resistentní reakci v bramborových 
buňkách při inokulaci inkompatibilní rasou houbového patogena Phytophtora infestans, nebo 
při kontaktu s elicitorem stěn hyf tohoto patogena byla potvrzena v práci SENDA et al. (1998). 
Inokulací bramborových hlíz inkompatibilní rasou houbového patogena Phytophtora  
infestans jsou také aktivovány lipooxygenasy vázané v cytoplazmatické membráně a rovněž 
intracelulární lipidperoxidasy. Obě tyto skupiny enzymů se podílejí na produkci rishitinu, tedy 
významného fytoalexinu brambor (DOKE & NISHIMURA 1988).  


Rostlinné enzymy s β-1,3-glukanasovou aktivitou jsou řazeny mezi typické PR 
bílkoviny (SELITRENNIKOF 2001) a jejich existence se předpokládá u většiny vyšších rostlin 
(TONÓN et al. 2001). Stavebním prvkem buněčné stěny většiny hub jsou chitin a β-1,3-glukan. 
Chitinasy a β-1,3-glukanasy mají schopnost vázat se na buněčné stěny hub a degradovat je, a 
tím omezit až úplně inhibovat růst houbových organismů. Antifungální aktivita β-1,3-
glukanasy izolované z hlíz brambor byla prokázána vůči druhu Phytophtora infestans. 
Purifikovaný enzym přímo inhiboval klíčení sporangií patogena P. infestans. Dále byla 
zjištěna odlišná exprese β-1,3-glukanasy u resistentního a náchylného genotypu brambor po 
inokulaci kompatibilní rasou houby P. infestans. Po 14 hodinách od inokulace bylo zjištěné 
množství β-1,3-glukanasy u resistentního genotypu čtyřnásobné oproti náchylnému genotypu 
(TONÓN et al. 2002). Schopnost purifikovaného patatinu inhibovat klíčení spór patogena P. 
infestans bylo popsáno také v práci SHARMA et al. (2004). 
 
 
III.4.2.2. Biocidní účinky inhibitorů proteas a ostatních bílkovin hlíz brambor 
 
 Inhibitory proteas jsou všeobecně považovány za významnou součást obranného 
systému rostlin při napadení hmyzem nebo patogeny (JONGSMA 1995). Zatímco insekticidní 
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účinek inhibitorů proteas je jednoduše vysvětlitelný jejich schopností inhibovat trávicí 
enzymy hmyzích škůdců, princip antimikrobiálního působení inhibitorů proteas není zcela 
znám (SELITRENIKOFF 2001). Možný princip antifungálního působení inhibitorů proteas je 
naznačen v práci GVOZDEVA et al. (2006), kde byl studován systém extracelulárních enzymů 
patatogenní houby Rhizoctonia solani v relaci s přirozeně se vyskytujícími rostlinnými 
inhibitory těchto enzymů. Z pohledu přímých účinků hlízových inhibitorů proteas na růst a 
vývoj hmyzu, lze uvést výsledky práce JOHNSON et al. (1989) - larvy druhu Manduca sexta 
krmené transgenními rostlinami tabáku, které obsahovaly bramborový inhibitor I (PI-1), 
vykazovaly ve srovnání s kontrolou prokazatelně zpomalený vývoj. Z výsledků této práce 
vyplývá, že za inhibici růstu larev je zodpovědná především trypsinová aktivita inhibitorů 
proteas, která je u bramborových inhibitorů třídy PI-1 velmi silná. Obdobných závěrů bylo 
dosaženo i v práci (SUTHERLAND et al. 2002). V tomto případě byl prokázán retardační účinek 
inhibitorů proteas brambor třídy II (PI-2) vůči druhu Teleogryllus commodus. Zvýšená 
mortalita larev druhu Diabrotica undecimpunctata byla zaznamenána po přidání hlízových 
hlízových inhibitorů proteas Kunitzova typu do diety larev (FABRICK et al. 2002). U 
hlízových inhibitorů Kunitzova typu byla také pozorována schopnosti inhibice růstu 
fytopatogení houby Fusarium culmorum (SPERANSKAYA et al. 2006). S využitím expresního 
systému Schizosaccharomyces pombe byly připraveny izoláty inhibitorů Kunitzova typu 
homologiích skupin A, B a C. U skupin A a B byla posléze detekována silná antifungální 
aktivita vůči druhu Fusarium monniliforme (HEIBGES et al. 2003).  
 K dalším faktorům obraného mechanismu brambor patří peptidy snakin-1 a snakin-2 
s širokou antibakteriální a antifungální aktivitou. Zatímco snakin-1 je exprimován pouze 
konstitutivně bez zjevné závislosti na biotických či abiotických faktorech; syntéza peptidu 
snakin-2 je pravděpodobně konstitutivní i indukované povahy. V hlízách, listech a stoncích se 
peptid snakin-2 objevuje v průběhu celého vývoje rostliny bez zjevné indukce. Při ošetření 
rostliny abscisovou kyselinou či kompatibilním patogenem (např. Ralstonia solanacearum) 
dochází v místě ošetření k intenzivní kumulaci peptidu snakin-2.  Mechanismus 
antimikrobiálního účinku obou peptidů je neznámý (BERROCAL-LOBO et al. 2002).  


Biologická aktivita lektinu hlíz brambor byla testována na larvách blýskáčka 
řepkového (Meligethes aenus L.) spolu s dalšími bílkovinami hlíz bramboru - konkrétně se 
jednalo o serinové a aspartátové inhibitory proteas a o bílkoviny patatinového komplexu. 
Účelem této studie bylo nalézt látky, s jejichž využitím by byla u řepky ozimé navozena 
rezistence vůči zmiňovanému škůdci. Ostatní bílkoviny hlíz brambor, které byly v testu 
zařazeny, nedosahovaly úrovně hlízového lektinu. Hlízové inhibitory proteas a patatin 
neovlivnily výrazně počet přeživších larev, ale i u těchto bílkovin byla zaznamenána 
schopnost redukce růstu larev (AHMAN & MELANDER 2003). 
 
 
III. 5. MOŽNOSTI PRŮMYSLOVÉ IZOLACE HLÍZOVÝCH BÍLKOVIN  
 


Vysoká nutriční hodnota hlízových bílkovin a jejich specifické vlastnosti zcela jistě 
zvyšují hodnotu hlíz brambor jak pro konečného konzumenta, tak i pro potravinářský 
průmysl. Hlízy brambor však obsahují i jiné využitelné látky a jsou nenahraditelnou 
surovinou pro zpracovatelský, zvláště pak škrobárenský průmysl, kde jsou ceněny pro vysoký 
obsah kvalitního škrobu. Vysoké zastoupení bílkovin ve vstupní surovině bylo při využití 
brambor na škrob vnímáno spíše negativně neboť bílkoviny přecházejí do vedlejších produktů 
(především do tzv. hlízové vody) a způsobují problémy při konečné likvidaci tohoto 
odpadního materiálu. 


Česká republika obdržela v rámci SOT (Společná organizace trhu) v  EU národní 
výrobní kvótu ve výši 33 660 t bramborového škrobu (ŽIŽKA 2006). Při průměrné výtěžnosti 
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160 až 180 kg škrobu z jedné tuny brambor (SWINKELS 1990) je nutné pro naplnění této kvóty 
každoročně zpracovat 187 000 až 210 375 t brambor. V závislosti na obsahu sušiny brambor 
je v průběhu výroby škrobu vyprodukováno z jedné tuny brambor přibližně 650 až 750 litrů 
hlízové vody (angl. potato fruite juice, PFJ), takže prostou kalkulací může v ČR každoročně 
vzniknout 121 až 158 tisíc m3 tohoto vedlejšího produktu. Obsah hlízových bílkovin v hlízové 
vodě je velmi variabilní - uvádějí se hodnoty v rozsahu 8,5 až 22,2 g.l-1 (KONINGSVELD 2001). 
Budeme-li předpokládat průměrný obsah 13,4 g.l-1, pak české škrobárny vyprodukují 
každoročně 1 600 až 2 100 t hlízových bílkovin bez jejich efektivního využití. V  ČR je 
produkce hlízové vody využívána pouze jako dusíkato-draselné organické hnojivo, 
aplikované na pole v blízkosti škrobárenských provozů. To může být často problematické - 
zatěžování stejných pozemků, závislost na počasí, obtěžování okolního prostředí zápachem aj. 
Pohled českého škrobárenského průmyslu na využití hlízové vody se postupně mění a hlízová 
voda začíná být chápána jako surovina s potenciálem produkce nutričně kvalitních a 
obchodovatelných bílkovin.  
 
 
III.5.1. Produkce a složení hlízové vody brambor  
 


Izolace škrobu z brambor je zjednodušeně založena na rozstrouhání brambor, vypírání 
a odloučení škrobu, jeho zahuštění a sušení. Z uvedeného schématu (obr. 4) je patrný výrobní 
krok, ve kterém vzniká hlízová voda jako vedlejší produkt výroby bramborového škrobu.  


 


 
Obr. 4: Schéma produkci bramborového škrobu a hlízové vody (KONINGSVELD 2001) 


 
Obsah sušiny v hlízové vodě je v rozsahu 5 až 6 %; hodnota pH se pohybuje v kyselé 


oblasti, obvykle mezi 5,6 až 6,0 (PLIEGER 1986;  KONINGSVELD 2001). Prostředí hlízové vody 
je heterogenní a sušina hlízové vody obsahuje celou řadu organických i anorganických látek. 
Složení hlízové vody je uvedeno v tabulce 6. Nejvýznamnější postavení mají dusíkaté látky 
(bílkoviny, peptidy a volné aminokyseliny), jenž dohromady tvoří přibližně 40 % sušiny 
hlízové vody. Volné aminokyseliny jsou zastoupeny zejména glutaminem, glutamovou 
kyselinou, asparaginem a γ-amino butanovou kyselinou. K významným dusíkatým látkám 
hlízové vody patří také glykoalkaloidy, z nichž jsou nejvíce zastoupeny α-solanin a α-
chaconin. Cukry jsou zastoupeny redukujícími cukry D-glukosou a D-fruktosou a 
neredukujícím disacharidem sacharosou. Zastoupení lipidů je téměř zanedbatelné; tato složka 
je tvořena volnými mastnými kyselinami (30 %), tuky (30 %) a fosfolipidy (40 %) (LISINSKA 
& LESZCZYNSKI 1989). Z hlediska případné izolace hlízových bílkovin je významný obsah 
fenolových látek, které mohou ovlivnit výtěžnost izolačního postupu. Kvalitu bílkovinného 
izolátu ovlivňuje též obsah draslíku, jenž představuje až 11 % sušiny hlízové vody. Bílkoviny 
tvoří převážnou část sušiny hlízové vody. Jejich průměrný obsah je přibližně 27 % 
(KONINGSVELD 2001; ISI 1999; PLIEGER 1986). Jedná se o údaj přibližný, neboť koncentrace 
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bílkovin v sušině hlízové vody kolísá v rozpětí přibližně od  17 % do 40 %. 
 
Tabulka 6: Průměrné složení hlízové vody brambor (KONINGSVELD 2001; PLIEGER 1986) 
 
Komponenta Koncentrace v PFJ (g/l) 


(min - max) 
% sušiny 


Bílkoviny (N x 6.25) 13,4 (8,5 – 22,2) 26,8 
Peptidy 2,2 (1,5 – 3,1) 4,4 
Aminokyseliny + amidy (N x 5.13) 4,8 (3,3 – 7,8) 9,6 
Ostatní N - obsahující složky 0,9 1,8 
Cukry 7,9 (3,0 – 24,9) 15,8 
Lipidy 1,1 2,2 
Kyselina citrónová 5,0 (2,0 – 12,0) 10,0 
Kyselina askorbová 0,3 (0,1 – 0,6) 0,6 
Ostatní organické kyseliny 1,3 (0,7 – 5,4) 2,6 
Kyselina chlorogenová 0,2 (0,1 – 0,5) 0,4 
Kyselina kofeinová 0,07 (0,03 – 0,3) 0,1 
Draslík 5,6 (3,9 – 7,3) 11,2 
Fosfor 0,5 (0,2 – 0,.9) 1,0 
Ostatní složky 5,0 10,1 
 
 
III.5.1.1. Bílkoviny hlízové vody brambor  
 
 Zvláštností hlízových bílkovin je skutečnost, že až 75 % tvoří albuminová frakce, 
která díky své rozpustnosti snadno přechází do hlízové vody. Bílkoviny tvoří převážnou část 
sušiny hlízové vody (cca 27 % sušiny) (KONINGSVELD 2001; PLIEGER 1986) se značnou 
mírou kolísání obsahu v průběhu kampaně. Obdobně jako bílkoviny hlíz, lze rozdělit 
bílkovinný komplex obsažený v hlízové vodě brambor do třech skupin na bílkoviny 
patatinového komplexu, inhibitory proteas a ostatní bílkoviny. Hlízová voda produkovaná 
škrobárenským průmyslem je obvykle odrůdová směs a lze předpokládat, že zastoupení 
jednotlivých skupin bílkovin se mění v průběhu kampaně v závislosti na odrůdách použitých 
pro zpracování.  


V současné době neexistují přesná kvantitativní data vyjadřující zastoupení 
bílkovinných komponent v hlízové vodě s výjimkou jednoodrůdových (odrůda Elkana) dat 
uvedených v práci POUVREAU et al. (2001). Bílkoviny patatinového komplexu (39-43 kDa) 
zaujímaly v této hlízové vodě 38 %, inhibitory proteas představovaly až 50 % a tzv. ostatní 
bílkoviny zaujímaly v hlízové vodě odrůdy Elkana 12 %. Z hlediska možné izolace bílkovin 
z PFJ jsou nejvýznamnější bílkoviny patatinového komplexu a inhibitory proteas, jenž 
společně tvoří převládající část bílkovin obsažených v hlízové vodě. Vlastnosti těchto dvou 
skupin výrazně ovlivňují proces izolace bílkovin, výtěžnost izolačního postupu, možnost 
stabilizace bílkovinného izolátu, ale i jeho kvalitativní a nutriční vlastnosti a konkrétní 
možnosti využití v krmivářství, potravinářství a v biotechnologiích. Jedná se především o 
vlastnosti týkající se hodnoty isoelektrického bodu, termostability, schopnosti tvorby vazeb 
s některými látkami, zastoupení aminokyselin či jejich enzymových aktivit.  
 
 
III.5.2. Izolace bílkovin z hlízové vody 
 


V Německu a v Nizozemí je od sedmdesátých let minulého století nakládání 
s hlízovou vodou regulováno, což pro výrobce představuje vysoké náklady na ošetření tohoto 
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odpadu. Do popředí se tak dostala snaha využít organické látky, zejména bílkoviny, obsažené 
v hlízové vodě. Jako nejefektivnější se pro izolaci bílkovin z hlízové vody jevila tepelná 
koagulace injekcí páry. Tento princip izolace bílkovin z hlízové vody je dnes využíván ve 
většině velkých škrobáren v Německu a v Nizozemí (ZWIJNENBERG et al. 2002). Zařízení pro 
izolaci bílkovin tepelnou koagulací vyrábí společnost Westfalia Separator AG. Postup  
spočívá  v  předřazeném zakoncentrování hlízové vody pomocí reverzní osmózy (WIJNHOLDS 
& RANDLES 1998) a následné úpravě reakce PFJ na hodnotu kolem pH 5. Poté následuje 
injekce páry a koagulace bílkoviny, separace vysrážených bílkovin a jejich konzervace 
sušením. Získaný produkt je dále finálně upravován a nabízen jako bílkovinné krmivo pro 
domácí a hospodářská zvířata (KONINGSVELD 2001; ZWIJNENBERG et al. 2002; AVEBE 2006). 
Postup izolace bílkovin z hlízové vody injektací páry se vyznačuje především vysokou 
výtěžností.  


Využití kombinace tepla a snížení pH hlízové vody k vysrážení hlízových bílkovin je 
doposud jediná průmyslově využívaná metoda izolace hlízových bílkovin. Tato metoda a její 
nejrůznější modifikace vycházejí ze základních biochemických vlastností hlízových bílkovin, 
neboť většina hlízových bílkovin je termolabilní a hodnota jejich isoelektrického bodu je 
v oblasti kyselého pH (SEIBLES 1979). V rozsahu těchto hodnot pH vykazují bílkoviny 
nejvyšší citlivost k vysrážení. KONINGSVELD (2001) uvádí, že srážení bílkovin z hlízové vody 
bez předchozí úpravy pH je možné pozorovat již při překročení 40°C. Při zahřátí hlízové vody 
nad 60°C je vysráženo přibližně 50 % bílkovin a teplota 70°C způsobuje kompletní vysrážení 
bílkovin přítomných v hlízové vodě, které však jsou z více jak 90 % nerozpustné. Snížení pH 
na úroveň hodnoty, při které jsou hlízové bílkoviny nejvíce náchylné na vysrážení, by mělo 
umožnit použití nižších teplot pro vysrážení většiny hlízových bílkovin než je uvedená teplota 
70°C. Ta je z hlediska stability hlízových bílkovin příliš vysoká a způsobuje jejich denaturaci 
a s tím související nerozpustnost. Tato teorie byla testována v maloprovozních podmínkách ve 
škrobárně Karup Kartoffelmelfabrik (MIKKELSEN 2006) v rámci řešení projektu EU, 
NewPotatoPro. Projekt řešil izolaci bílkovin z hlízové vody systémem kombinace teploty a 
změny pH s ohledem na získání kvalitního bílkovinného koncentrátu a současného snížení 
energetické náročnosti izolačního postupu. V rámci projektu byla testována dvoustupňová 
extrakce bílkovin z hlízové vody s možností recyklace použitého tepla, což umožnilo snížení 
potřeby energie o 60 %. V prvním stupni extrakce měl být získáván patatin (okyselení PFJ 
kyselinou sírovou na pH 3,5 a vysrážení bílkovin při teplotě 50°C) v nativní formě. V druhé 
fázi byly zbylé bílkoviny izolovány v denaturované formě při teplotě cca 80°C (MIKKELSEN 
2006). Uváděná inovace řeší snížení potřeby energie, avšak izolovaný patatin i ostatní  
bílkoviny jsou minimálně rozpustné, neboť tento postup izolace způsobuje denaturaci 
obdobně jako při použití přímé injektáže páry v systému  společnosti Westfalia Separator AG. 
Z hlediska krmivářského uplatnění těchto bílkovinných izolátů řeší tepelná koagulace snížení 
aktivity inhibitorů proteas, ale zároveň jsou degradovány biologické aktivity ostatních 
bílkovin, zejména hlavní zásobní bílkoviny patatinu. Pozornost výzkumu je tak zaměřena na 
hledání alternativních způsobů izolace bílkovin z hlízové vody s prioritním požadavkem na 
zachování jejich rozpustnosti a nativního stavu. 
 
 
III.5.2.1. Izolace hlízových bílkovin v nedenaturovaném stavu 


 
Spektrum doposud testovaných metod izolace hlízových bílkovin v nedenaturovaném 


stavu zahrnuje metody srážecí, chromatografické a filtrační. Již v sedmdesátých letech byl 
testován srážecí efekt iontů kovů (KNORR et al. 1977) a srážení hlízových bílkovin pomocí 
nízkého pH (MEISTER & THOMPSON 1976). V nedávné době srovnával efekty činidel s nízkou 
molekulovou hmotností KONINGSVELD et al. (2001). Jednalo se o testování srážecího efektu 
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anorganických a organických kyselin (k. chlorovodíková, k. sírová, octová k., citrónová k.), 
organických rozpouštědel (metanol, etanol, isopropanol, aceton) a iontů kovů (Zn2+, Fe2+, 
Fe3+). Metody založené na vysrážení hlízových bílkovin se jeví jako velmi perspektivní pro 
průmyslové využití. Z dalších možností izolace hlízových bílkovin z PFJ byl například 
zkoušen bentonit za podmínek pH 4,5. Metoda je využitelná z pohledu odstranění bílkovin 
z hlízové vody. Hlavním problémem metody je obtížnost zpětné desorbce zachycených 
bílkovin pro jejich další využití (LINDNER et al.1981). Pro izolaci hlízových bílkovin byly 
testovány i chromatografické metody. GONZALES et al. (1991) testovali ionto-výměnnou 
chromatografii na carboxymethylcelulose (CMC). Pro nízké pH (1,5 až 4,0) potřebné 
k vytvoření vazby byly získané bílkoviny z velké části denaturované. Mezi chromatografické 
metody lze zahrnout i postup průmyslové izolace patatinu pomocí tzv. „Bed Adsorption 
Technique“. Průmyslové využití bohužel opět nebylo příliš úspěšné, a to především z důvodů 
vysokých nákladů (STRAEKVERN et al. 1999). V nedávné době byly hodnoceny funkční 
vlastnosti hlízových bílkovin, které byly vysráženy přídavkem zmíněného média CMC do 
hlízové vody a bylo zjištěno, že toto medium stabilizuje emulze a pěny vytvořené za účasti 
komplexu bílkovina-CMC (VIKELOUDA & KIOSSEOGLOU 2004). Další možností je uplatnění 
membránové techniky ultrafiltrace, ale při této technice docházelo k zakoncentrování 
antinutričních látek v bílkovinném izolátu a membrány se během testů často poškozovaly 
(WOJNOWSKA et al. 1981). Novější práce se zabývají použitím kombinace ultrafiltrace a 
diafiltrace (ZWIJNENBERG et al. 2002). Z membránových technik je nutné také zmínit  
možnost využití reversní osmózy, která se v současnosti používá k  zakoncentrování hlízové  
vody před injektací páry  a  vysrážením bílkovin. Použití reversní osmózy a zakoncentrování 
hlízové vody snižuje pracovní objem hlízové vody, a tím i energetickou náročnost celého 
procesu. Obdobným způsobem lze využít metodu reversní osmózy při srážení hlízových 
bílkovin některým ze srážecích činidel pro snížení potřeby srážecího činidla, zvýšení 
výtěžnosti izolační technologie a zajištění rentability celého postupu. 
  
 
III.5.2.2. Izolace hlízových bílkovin pomocí srážecích činidel 
 


Izolace bílkovin z PFJ pomocí jejich vysrážení je z pohledu průmyslového využití 
perspektivní způsob, neboť v závislosti na typu použitého srážecího činidla lze tímto 
způsobem získat dostatečné množství nedenaturovaných bílkovin. Pro tento typ izolace 
hlízových bílkovin byly testovány organické i anorganické kyseliny (KNORR et al. 1977; 
KONINGSVELD et al. 2001), jejichž účinnost z hlediska výtěžnosti izolovaných bílkovin byla 
nejvyšší při dosažení hodnoty pH 3. KNORR (1982) ve své práci doporučil zejména citronovou 
kyselinu, u které byl zaznamenán vysoký výtěžek vysrážených bílkovin s vysokou mírou 
rozpustnosti. Navazující práce ovšem tento názor nepotvrdily (KONINGSVELD 2001). U čtyř 
testovaných kyselin (k. chlorovodíková, k. sírová, citrónová k. a octová k.) bylo skutečně 
dosaženo nejvyšší výtěžnosti izolovaných bílkovin při hodnotě pH 3 (KONINGSVELD 2001), 
ale denaturační efekt použitých kyselin byl příliš vysoký a získané bílkovinné izoláty 
vykazovaly velmi nízkou zpětnou rozpustnost. K vysrážení bílkovin z hlízové vody je možné 
použít i srážecí činidla ze skupiny organických rozpouštědel a solí kovů. Vysoká výtěžnost 
izolovaných bílkovin se zachováním zpětné rozpustnosti byla zaznamenána při použití FeCl3, 
ZnCl2 a FeSO4. Výtěžnost izolačního postupu a rozpustnost izolovaných bílkovin je vysoká, 
zvláště pak při použití trojmocných kovů, jakým je např. FeCl3 (KONINGSVELD 2001). 
Technologicky nevyřešeným problémem izolace hlízových bílkovin pomocí dvojmocných a 
trojmocných kovů je odstranění těchto iontů  z výsledného bílkovinného koncentrátu, což 
znehodnocuje jeho další využití.   
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III.5.3. Kvalitativní parametry koncentrátů hlízových bílkovin a možnosti 
jejich využití 
 
 Kvalitativní parametry koncentrátů hlízových bílkovin jsou zcela jednoznačně závislé 
na složení hlízové vody, jenž je použita jako výchozí materiál a na postupu průmyslové 
izolace bílkovin a následné konzervaci získaného bílkovinného koncentrátu. Kvalitativní 
parametry získaných koncentrátů hlízových bílkovin jsou determinovány především jejich 
chemickým složením. Z nemnoha autorů řešili tuto problematiku např. LØKRA et al. (2007); 
KONINGSVELD et al. (2006); VIKELOUDA & KIOSSEGLOU (2004); KONINGSVELD et al. (2002); 
KONINGSVELD et al. (2001); PARTSIA & KIOSSEOGLOU (2001). Významnými vlastnostmi je 
míra zpětné rozpustnosti získaných bílkovinných koncentrátů, obsah čistých bílkovin, jejich 
nutriční hodnota a zachování funkčních vlastností jednotlivých bílkovinných komponent 
(KONINGSVELD 2001). V případě bílkovin patatinového komplexu se nejčastěji diskutuje o 
enzymových aktivitách a schopnosti tvorby pěn a emulzí (LØKRA et al. 2007; KONINGSVELD 
et al. 2006; VIKELOUDA & KIOSSEGLOU 2004); u frakce inhibitorů proteas je možné sledovat 
zachování inhibiční aktivity vůči proteasam. Důležitým kvalitativním parametrem pro další 
využití je zastoupení balastních látek. Z balastních látek se sledují obsahy následujících látek - 
zbytkový škrob, vláknina, celkové glykoalkaloidy a polyfenolické látky - především 
chlorogenová kyselina, která ovlivňuje výsledné zbarvení bílkovinných koncnentrátů a za 
určitých podmínek může také ovlivnit výtěžek izolačního postupu (LØKRA et al. 2007). Dále 
jsou také sledovány obsahy minerálií, zvláště pak obsah draslíku, který je v hlízové šťávě 
obsažen ve vysokém množství a jeho vysoké zastoupení v bílkovinném koncentrátu způsobuje 
nahořklou chuť a nemožnost využití získaných bílkovin pro potravinářský průmysl 
(KONINGSVELD 2001).  


Uspokojivá data týkající se relativního zastoupení jednotlivých bílkovinných frakcí 
v získaných koncentrátech nejsou k dispozici. KONINGVELED (2001) při hodnocení zastoupení 
jednotlivých bílkovinných pruhů v SDS-PAGE profilu koncentrátů získaných s využitím 
různých srážecích činidel hodnotil pouze intenzitu zastoupení bílkovinných pruhů v oblasti 
patatinových bílkovin a v oblasti bílkovin s hmotností 5-25 kDa, kde převažují inhibitory 
proteas. Obdobně LØKRA et al. (2007) se omezuje pouze na konstatování, že v SDS-PAGE 
profilu bílkovinného koncentrátu získaného s využitím chromatografické techniky „Expanded 
Bed Adsorption“, byly nalezeny pruhy v oblasti patatinových bílkovin (40-42 kDa) a v oblasti 
inhibitorů proteas (20-23 kDa).  


Letální dávka celkových glykoalkaloidů je uváděna pro člověka v rozmezí 3-6 mg.kg-1 
váhy těla; toxická dávka je 2-5 mg.kg-1 (ALT  et al. 2005). Sledování obsahu glykoalkaloidů je 
rozhodující hledisko pro případné potravinářské využití bílkovinných koncentrátů. Jako 
problematické se z důvodu zakoncentrování glykoalkaloidů jeví využití membránové techniky 
ultrafiltrace (WOJNOWSKA et al. 1981). Při použití této metody je možné snížit obsah 
glykoalkaloidů 1) provedením diafiltrace následně po ultrafiltraci (ZWIJNENBERG et al. 2002) 
či 2) flokulací přidáním CaHPO4 před vlastní ultrafiltrací (EDENS et al. 1997). KONINGSVELD 
(2001) nesledoval obsah glykoalakoidů v koncentrátech vzniklých srážením bílkovin 
z hlízové vody při nízkém pH a za pomocí nízkomolekulárních srážecích činidel. Naopak 
s využitím techniky „Expanded Bed Adsorption“ nebyly glykoalkaloidy ve vzniklých 
bílkovinných koncentrátech zaznamenány (pravděpodobně se jednalo o množství pod limitem 
detekční metody). Pro srovnání byl hodnocen bílkovinný koncentrát získávaný průmyslově, u 
kterého celkový obsah glykoalkaloidů dosahoval 257 mg.kg-1 sušiny  (LØKRA et al. 2007).  


Často diskutovanými vlastnostmi nativních bílkovinných koncentrátů  je schopnost 
tvorby pěn a emulzí (RALET & GUÉGUEN 2000; PARTSIA & KIOSSEOGLOU 2001; 
KONINGSVELD et al. 2002).  Pěna je obecně definována jako dvoufázový systém, ve  kterém 
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odlišná plynná fáze ve formě bublin je obklopena spojitou fází (PHILIPS et al. 1990). Pěny 
jsou přítomny v řadě koloidních systémů produkovaných potravinářským a kosmetickým 
průmyslem a bílkoviny jsou často využívány jako jejich stabilizační prvek. Pěnivé schopnosti 
nedenaturovaných hlízových bílkovin a jejich jednotlivých složek, zejména pak patatinových 
bílkovin a frakce o velikosti 15-25 kDa, byly v práci RALET & GUÉGUEN (2000) porovnávány 
s komerčně dostupným vaječným koncentrátem (Ovomousse M), jenž je považován za 
referenční vzorek s vynikajícími pěnivými vlastnostmi (BANIEL et al. 1997).  Nedenaturované 
hlízové bílkoviny vykazují dle výsledků této studie průměrné pěnivé schopnosti. Frakce s 
velikostí 15-25 kDa s hodnotou isoelektrického bodu v zásadité oblasti pH měla bez ohledu 
na pH prostředí a iontovou sílu velmi nízké pěnivé schopnosti. Naopak pěnivé schopnosti 
patatinové frakce byly vysoké a dosahovaly úrovně vaječného standardu a v několika 
variantách pokusu (optimální kombinace pH a iontové síly) byly pěnivé schopnosti vaječného 
standardu a stabilita produkované pěny překonány. Optimální podmínky pro tvorbu a stabilitu 
pěn s použitím frakce patatinových bílkovin je v prostředí s rozsahem pH 6 až 7 a zvýšenou 
iontovou sílou (1% NaCl) (RALET & GUÉGUEN 2000). Výjimečná stabilita pěn tvořená za 
účasti bílkovin patatinového komplexu (srovnatelná s vaječným albuminem a vyšší než u 
bílkoviny β-kasein) byla potvrzena v práci PARTSIA & KIOSSEOGLOU (2001). 


Vedle využití patatinové frakce pro tvorbu a stabilizaci potravinářských pěn, se 
v potravinářských či jiných průmyslových aplikacích nabízí také využití enzymové aktivity 
patatinových bílkovin. V úvahu připadá využití lipolytické aktivity (LAH aktivita) patatinu 
pro tvorbu emulsí (KONINGSVELD et al. 2006) a pro syntézu speciálních monoacylglycerolů 
(MACRAE et al. 1998). Nezanedbatelná je taktéž antioxidační aktivita patatinu - mezi 
antioxidačními látkami brambor je významem řazen na druhé místo za askorbovou kyselinu 
(AL-SAIKHAN et al. 1995). LIU et al. (2003) studovali antioxidativní aktivitu purifikovaného 
patatinu a potvrdili dřívější závěry. Na základě provedených testů pomocí chemických 
modifikací této bílkoviny vyvozují závěr, že zbytky cysteinu a tryptofanu v řetězci patatinu 
přispívají k jeho antioxidativní aktivitě proti volným radikálům. LYNN et al. (2005) zjistili 
významný potenciál hydrolyzátu hlízových bílkovin na inhibici oxidace lipidů ve výrobcích 
z vařeného hovězího masa.  


Potenciál antifungální či antibakteriální aktivity hlízových bílkovin a jejich 
individuálních frakcí, zejména pak bílkovin patatinového komplexu a inhibitorů proteas, je 
také možné využít v potravinářském průmyslu ve formě přirozeného konzervantu. Ke 
konzervaci potravin je v současnosti používána např. bílkovina nisin. Nisin je bílkovina 
s antimikrobiálním účinkem produkovaná kmeny bakterie Lactoccocus lactis (BREUKINK & 
KRUIJFF 1999). Podle údajů z roku 2004 bylo v osmi evropských zemích povoleno používání 
bílkoviny nisin ke konzervaci potravin (THEIS & STAHL 2004).  
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SUMMARY 
 


Potato tuber proteins represent exceptional protein source with valuable nutritional 


value and functional properties. Patatin, the main storage protein of potato tuber, is very 


promissing protein for future utilization in food or biotechnological applications. The proteins 


presented in tubers of processing potato get during the starch processing into by-product 


called potato fruit juice (PFJ). In the starch manufactures in the Czech Republic have today 


been applied any systems for recovering of the valuable potato proteins from potato fruit juice. 


Next, there is very few information about effect of cultivar and agro-ecological conditions on 


patatin relative abundance in SDS-extractable protein of potato tubers which is the basic 


information for future isolation and subsequent utilization of potato proteins produced in 


starch manufactures. 


The aims of the PhD thesis were 1) to understand the cultivar and agro-ecological 


effect on accumulation of patatin proteins in tubers of processing and table potato cultivars; 2) 


to analyse utilization of precipitation additives for isolation of potato proteins from PFJ in two 


temperature regimes; 4) to analyse chemical composition and functional properties of isolated 


potato proteins by ethanol and FeCl3 precipitation and 5) to investigate thermal stability of 


protein concentrates isolated by precipitation with ethanol.  


The field trial was carried out on the site České Budějovice during the years 2003-


2005. Evaluated were parameters of genotype variability of patatine relative abundance in 


SDS extractable tuber protein and patatin content in potato tuber dry matter. From the 


obtained results could be concluded that the effect of cultivar was higher than the effect of 


growing year for both evaluated patatin characteristics. Patatin relative abundance ranged 


from 7.16 (cv. Bionta) to 31.29 % (cv. Vaneda). Patatin content in tuber dry matter as well as 


patatin relative abundance were significantly (P<0.001) higher for processing potato cultivars. 


The results showed the importance of cultivar in regards to patatin content for future 


exploitation of potato tuber proteins in food or other applications.  


 The second part of the PhD thesis was focused on the finding of alternatives for 


isolation of potato proteins from PFJ. In some German and Dutch starch manufactures is the 


protein recovery achieved through heat coagulation. This method leads to protein precipitates 


that exhibit a poor solubility, which hampers potential food applications. The basic 


requirements on isolated protein concentrate were its re-solubility, preserved of functional 


properties and lower concentration of problematic compounds such as glycoalkaloids and 


potassium. For isolation of potato proteins from potato fruit juice was evaluated the effect of 







two mineral and two organic acids, four organic solvents (methanol, ethanol, 2-propanole and 


acetone) and three inorganic metal salts in combination with temperature regimes 0°C and 


22°C. For the subsequent analysis were selected precipitation additives ethanol and FeCl3, that 


gave the most promising results. However, ethanol usage for industrial isolation of potato 


proteins is strongly limited by the temperature regime in contrast to FeCl3 which could be 


used in a much wider range of temperature regimes without significant difference in protein 


yield and re-solubility. On the other hand it is difficult to remove Fe3+ ions from the Fe3+-


protein complexes.  


The subsequent studies with these two precipitators (ethanol and FeCl3) were focused 


on optimization of their concentration in potato fruit juice and detection of important 


qualitative parameters of the obtained protein isolates. The optimal concentration of ethanol in 


potato fruit juice was 4 M resulting in precipitation of 69 % of total protein and 93 % of the 


protein was re-soluble. Optimal concentration of FeCl3 in potato fruit juice was 20 mM 


resulting in precipitation of 86 % of total protein and 85 % of this isolate was re-soluble. 


Including of two washing steps in precipitation process was able to lower the contents of 


nutritiously problematic compounds, glycoalkaloids and potassium, in concentrates obtained 


both, by ethanol and FeCl3. Content of total glycoalkaloids in dry matter of ethanol and FeCl3 


protein concentrates was in comparison with content in PFJ significantly lower (P < 0.05). 


Protein isolates, both ethanol and FeCl3, exhibited high nutritious value. The value of EAAI 


(comparison with whole egg standard) was 81.7 % for ethanol protein concentrate and 82.7 % 


for FeCl3 protein concentrate. Patatin represented the nutritiously improving protein 


component (EAAI 86.1 %). The lipid acyl hydrolase activity of patatin was not affected by 


ethanol precipitation. Patatin purification was possible to realized using ethanol protein isolate 


and the purified patatin exhibited antifungal activity against fungi species Fusarium 


solani,1036 and Alternaria solani,F-107.  


Next, thermal stability and re-solubility of potato tuber proteins was evaluated for the 


ethanol protein concentrate isolated. Patatin was evaluated as thermal sensitive - temperatures 


above 30 °C caused its strong insolubility. Thermal stability of potato protease inhibitors 


(region from 25 to 14 kDa) was higher, although the temperatures above 45 °C caused 


denaturation and insolubility most of the protease inhibitors. 
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1. Úvod  


 
Antifungální proteiny jsou specifické stresové obran-


né proteiny, které mají schopnost omezovat a� inhibovat 
růst hub. U vy��ích organismů jsou tyto proteiny přiroze-
nou součástí sekundárního obranného systému − vrozené 
imunity. Výskyt těchto proteinů není ov�em omezen pouze 
na vy��í organismy, ale obdobné proteiny byly nalezeny 
i u hmyzu, rostlin a mikroorganismů1,2.  


Studium antifungálních proteinů nabývá v posledních 
letech na významu. Vzhledem k tomu, �e tyto proteiny 
jsou součástí přirozených obranných systémů člověka, ale 
i �ivočichů a rostlin, existuje mo�nost jejich vyu�ití proti 
houbovým patogenům. Zájem o antifungální proteiny pro-


jevily jak obory humánní a veterinární medicíny, tak 
i obory zemědělské či potravinářské1.  
 
 
2. Reakce rostliny na patogenní organismy 


 
Mezi rostlinami a fytopatogeny se vytvořily 


v průběhu koevoluce velmi spletité vzájemné vztahy. 
U patogenů se vyvinuly systémy, pomocí kterých napadají 
rostliny; rostliny získaly schopnost se účinně bránit infekč-
ním agens. Průnik patogenů do buněk je ztí�en řadou me-
chanických bariér (krycí pletiva, vosky, kutikula, buněčná 
stěna), av�ak ani tyto struktury nejsou pro specializované 
patogeny nepřekonatelnou překá�kou3. Z pohledu metabo-
lismu a genové exprese dochází při kontaktu buňky s pato-
genem k řadě změn, jejich� cílem je omezit působení in-
fekčního organismu v rostlině. Látka spou�tějící tuto obra-
nou reakci na buněčné úrovni je tzv. elicitor3,4, kterým 
bývá specifický metabolit identifikovatelný receptorem 
hostitelské rostliny. Vět�ina obranných reakcí rostlin je 
závislá na aktivaci vhodných genů. Elicitory obvykle neo-
vlivňují genovou aktivitu přímo, ale zprostředkovaně po-
mocí přena�ečů signálu. Přenos od aktivovaných receptorů 
k DNA je mo�ný více systémy. Jedná se předev�ím o fos-
foinositidový systém, při kterém jsou hydrolýzou lipidů 
plasmatické membrány rostlinné buňky generovány dvě 
signální sloučeniny (inositol-1,4,5-trisfosfát a diacylglyce-
rol), které za účasti iontů vápníku aktivují proteinkinasy 
a posléze i expresi genů4.  Následná obranná reakce zahr-
nuje tvorbu nekróz (hypersenzitivní reakce), syntézu slou-
čenin s antibiotickým účinkem (fytoncidů) a syntézu speci-
fických stresových proteinů2,5. Hypersenzitivní reakce 
patří mezi nejúčinněj�í obranné mechanismy6. V napadené 
buňce během krátké doby naroste koncentrace vysoce 
reaktivních volných radikálů a peroxidu vodíku, co� vede 
k rychlé zkáze napadené buňky4. Hypersenzitivní reakce je 
pro okolní buňky často spou�těcím mechanismem pro 
syntézu fytoncidů a stresových proteinů PR (zkratka po-
chází z anglického označení �pathogenesis�related pro-
teins�), nebo-li proteinů souvisejících s patogenezí6,7. Mezi 
fytocidy se řadí nejrůzněj�í flavonoidy, terpenoidy, feno-
lické látky a alkaloidy3,4. Proteiny PR jsou definovány jako 
stresové proteiny, jejich� syntéza je indukovaná přítom-
ností specifického infekčního organismu2,4,6,8. PR proteiny 
tvoří velmi početnou a různorodou skupinu. V současnosti 
jsou rostlinné proteiny PR klasifikovány do 14 skupin6.  


 
 


3. Klasifikace antifungálních proteinů rostlin 


 
Antifungální proteiny tvoří rozsáhlou a různorodou 


skupinu. Do současnosti bylo izolováno několik set těchto 
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proteinů a lze říci, �e nové jsou objevovány téměř denně2. 
Velký počet antifungálních proteinů, jejich různorodost 
i fakt, �e jsou stále objevovány nové, ztě�uje jejich klasifi-
kaci. Antifungální proteiny mohou být klasifikovány na 
základě struktury, enzymových vlastností, podobnosti 
s dříve popsanou skupinou proteinů, molekulové hmotnos-
ti, sérologických vlastností2,6 nebo mechanismu účinku1. 
Přehlednou klasifikaci antifungálních proteinů uvádějí ve 
své práci Selitrennikoff (2001), nebo Theis a Stahl (2004).  
Vět�ina autorů1−3 se shoduje na rozdělení nejvýznamněj-
�ích antifungálních proteinů rostlin do pěti skupin. Toto 
členění odpovídá pěti základním třídám proteinů PR (PR-1, 
PR-2, PR-3, PR-4, PR-5), u nich� byla prokázána antifun-
gální aktivita.  Ka�dá z těchto pěti skupin je dělena na 
základě odli�ného isoelektrického bodu na dal�í dvě pod-
třídy. Kyselé antifungální proteiny se nacházejí 
v extracelulárním prostoru, zatímco bazické proteiny jsou 
přítomny v buněčných vakuolách6. Obdobné antifungální 
proteiny byly izolovány i z jiných ne� rostlinných zdrojů. 
Takové proteiny se označují jako proteiny podobné rostlin-
ným PR proteinům, nebo-li  PR-1/5-like proteiny1. K  zá-
kladním pěti skupinám rostlinných antifungálních proteinů 
jsou dnes řazeny dal�í skupiny − defensiny, thioniny, pro-
teiny podobné cyklofilinu (angl. �cyklophilin-like pro-
teins�, CLPs), proteiny inaktivující ribosomy (angl. 
�ribosome-inactivating proteins�, RIPs), proteiny přenosu 
lipidů (angl. �lipid-transfer proteins�, LTPs) a inhibitory 
proteas1,2,6. Z doposud známých skupin antifungálních 
proteinů byl mechanismus účinku zcela popsán pouze u 
skupiny PR-2 a PR-3 proteinů2, které naru�ují základní 
stavební struktury buněčné stěny hub (viz obr 1).  PR-2 
proteiny (β-glukanasy) hydrolyzují strukturu β-glukanů, 
PR-3 (chitinasy) naru�ují chitinové polymery buněčné 
stěny. 


3 . 1 .  P r o t e i n y  P R - 1   
 
Proteiny PR-1 vykazují podobnost vůči skupině pro-


teinů bohatých na cystein. Jedná se o významnou skupinu 
PR proteinů, které se často vyu�ívají jako markery pro 
studium indukované rezistence rostlin6. Jejich molekulová 
hmotnost se pohybuje v rozmezí 15−17 kDa (cit.2). Protei-
ny PR-1 byly poprvé izolovány z tabáku (Nicotiana taba-
cum L.)9, později byly nalezeny u mnoha dal�ích rostlin 
(např.  Oryza sativa L., Triticum aestivum L., Arabidopsis 
thaliana L.)6,10,11. Antifungální aktivita byla u těchto proti-
enů prokázána proti řadě houbových patogenů � Uromyces 
fabae, Phytophtora infestans, Erysiphe graminis Phytoph-
tora parasitica a Perenospora tabaci11. Stabilní struktura 
vět�iny proteinů PR-1, odolná proteasové degradaci, je 
zaji�těna přítomností �esti cysteinových zbytků, které za-
ji�ťují tvorbu sulfidických můstků6. Mechanismus účinku 
proteinů PR-1 není znám. Předpokládá se, �e mechanismus 
antifungální aktivity rostlinných proteinů PR-1 je obdobný 
jako v případě proteinu označovaného helothermin2. Helo-
thermin je �ivoči�ný antifungální protein (PR-1-like pro-
tein), který u cílových buněk interaguje s proteiny mem-
bránových kanálků a inhibuje tak propou�tění vápenatých 
iontů, následkem čeho� dochází k lyzi buněk12.  


 
3 . 2 .  P r o t e i n y  P R - 2  ( β- g l u k a n a s y )   


 
Společným znakem proteinů této skupiny je β-1,3-     


-endoglukanasová aktivita. Vzhledem k enzymové aktivitě 
PR-2, spočívá jejich mechanismus účinku v hydrolýze 
struktury β-1,3-glukanů přítomných v buněčných stěnách 
hub. Postupné oslabování buněčných stěn vede následně 
k lyzi buněk.  V primární struktuře β-glukanas je v�dy 
přítomná oblast dvou reziduí kyseliny glutamové. Tato 
oblast je pova�ována za aktivní místo, umo�ňující navázá-
ní na strukturu β-glukanu a �těpení β-glykosidických va-
zeb1. Na základě analýzy aminokyselinové sekvence jsou 
PR-2 proteiny děleny do tří skupin2,13,14. První skupina 
představuje bazické, intracelulární proteiny s velikostí 
přibli�ně 33 kDa, druhá a třetí skupina zahrnuje kyselé 
extracelulární proteiny o velikosti 36 kDa. Basické PR-2 
proteiny jsou produkovány ve formě prekurzorů, jejich� 
enzymová aktivita je dána posttranslačními úpravami15. 
Bazické isoformy vykazují 50 a� 250 krát vy��í aktivitu 
ne� kyselé isoformy PR-2 proteinů16. Antifungální aktivita 
byla zji�těna ji� na mikromolární úrovni (50 µg ml−1) proti 
celé řadě organismů � např. Rhizoctonia solani, Candida 
albicans nebo Aspergillus fumigatus2.  Proteiny PR-2 byly 
nalezeny u řady rostlin15−18.  Exprese proteinů PR-2 je 
u rostlin tabáku indukována jak přítomností viru mozaiky 
tabáku16, tak i na základě infekce inkompatibilními rasami 
patogenních druhů Pseudomonas tabaci nebo Phytophtora 
parasitica var. nicotianae19. U rostlin bramboru (Solanum 
tuberosum L.) byla zji�těna β-1,3-glukanasová aktivita 
u zásobního proteinu hlíz, patatinu15. Následně byla doká-
zána antifungální aktivita tohoto proteinu vůči patogenu 
Phytophtora infestans13.  


Obr. 1. Schéma stavby buněčné stěny hub (GPI � glykofosfati-
dylinositol); převzato a upraveno z lit.2  


plasmatická membrána 


mannoproteiny 


chitin 
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β-1,6-glukan 
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3 . 3 .  P r o t e i n y  P R - 3  ( c h i t i n a s y )  
 
Jedná se o skupinu proteinů PR, které vykazují endo-


chitinasovou aktivitu. Tato aktivita je u bazických chitinas 
pětkrát vy��í ne� u kyselých16. Hmotnost vět�iny proteinů 
PR-3 se pohybuje v rozmezí 26−43 kDa. Rostlinné chitina-
sy jsou na základě struktury děleny do čtyř skupin1. Chiti-
nasy I třídy obsahují N-terminální doménu bohatou na 
cystein, která se skládá ze 40 aminokyselin (aglutininová 
doména obilného klíčku), a heveinu podobnou doménu 
(tzv.�hevein-like� doménu), která má schopnost vazby na 
chitin. Proteiny PR-3 třídy II jsou podobné chitinasam 
první skupiny, ale postrádají N-terminální doménu a jejich 
hmotnost je 27−28 kDa. Třída III nevykazuje podobnost 
vůči �ádné ze skupin chitinas. Velikost je 28−30 kDa. Tří-
da IV je podobná  proteinům první třídy, ale proteiny jsou 
z důvodu čtyřnásobné delece prokazatelně men�í1,2. Protei-
ny PR-3 byly izolovány z celé řady rostlin − tabáku, okur-
ky, fazolu, hrachu, obilovin, ale i z mnoha dal�ích20−22. 
Antifungální aktivitu vykazují proti řadě houbových or-
ganismů − Alternaria solani, A. radicina, Rhizoctonia 
solani, Fusarium oxysporum, F. graminearum, Botrytis 
cinerea21,23,24. Mechanismus účinku proteinů PR-3 je dán 
jejich enzymovou aktivitou. Jedná se o endochitinasy, 
které naru�ují chitin přítomný v buněčné stěně hub25.  An-
tifungální aktivita rostlinných endochitinas je in vitro 
synergisticky zvy�ována přítomnosti proteinů PR-2 (cit.26). 


 
3 . 4 .  P r o t e i n y  P R - 4  ( p r o t e i n y  v á z a j í c í  


s e  n a  c h i t i n )  
 
Jedná se o významnou skupinu proteinů PR majících 


schopnost vazby na chitin buněčných stěn hub. Molekulo-
vá hmotnost je od 3,1 do 20 kDa (cit.1). Pro kyselé protei-
ny PR-4 je nejčastěji uváděno 13−14,5 kDa (cit.2,3). Protei-
ny PR-4 vykazují vysokou odolnost vůči extrémnímu pH 
a degradaci proteasami27. Skupina proteinů PR-4 je na 
základě struktury klasifikována do dvou tříd1. Proteiny 
PR-4 třídy I mají N-terminální doménu vázající se na chi-
tin, která je podobná doméně přítomné u heveinu28. 
Z tohoto důvodu se tato třída řadí do nadtřídy lektinů váza-
jících se na chitin. Do této skupiny patří např. proteiny 
Win 1 a Win 2, které byly izolovány z brambor (Solanum 
tuberosum L.)29. Proteiny PR-4 třídy II na chitin se vázají-
cí doménu neobsahují. PR-4 proteiny byly opět izolovány 
z celé řady rostlin14,30,32. Spektrum houbových organismů, 
vůči kterým vykazují antifugální aktivitu, je velmi �iroké � 
např. Trichoderma harzianum, Fusarium culomorum, F. 
graminearum, Botrytis cinerea2. Mechanismus účinku 
proteinů PR-4 není zcela objasněn. Proteiny PR-4 třídy I 
mají schopnost vázat se na β-chitin vznikající buněčné 
stěny27,  a tím naru�ovat polaritu a růst buněk14. Mechanis-
mus účinku proteinů PR-4 třídy II, které postrádají vazeb-
nou doménu, je nejasný2.   


 
 
 


3 . 5 .  P r o t e i n y  P R - 5  ( p r o t e i n y  p o d o b n é  
t h a u m a t i n u )    


 
Tyto antifungální proteiny o velikosti 24−25 kDa 


(cit.2,3,33) vykazují vysokou podobnost primární struktury 
s thaumatinem (angl. �thaumatin-like protein�, TLPs). 
Thaumatin je sladce chutnající protein izolovaný z jiho-
africké rostliny Thaumatococcus danielli Benth2. Proteiny 
PR-5 byly nalezeny u celé řady rostlin � např. Hordeum 
vulgare L.34, Zea mays L.35, Nicotiana tabacum L.36, ale 
i mnoha dal�ích. Přítomnost 16 cysteinových zbytků, které 
tvoří 8 disulfidických můstků, poskytuje proteinům PR-5 
vysokou stabilitu vůči změnám teploty, pH a degradaci 
proteasami8. Struktura byla doposud determinována pou-
ze u thaumatinu (T. danielli)37, zeamatinu (Zea mays)35 
a PR-5d proteinu (N. tabacum)36. Mechanismus účinku 
těchto antifungálních proteinů není doposud znám. Různá 
pozorování více či méně objasňují působení proteinů PR-5. 
Některé proteiny PR-5 způsobují změny v permeabilitě 
buněčných membrán � zeamatin způsobuje rychlou lyzi 
buněk houby Neurospora crassa, a to i při 4° C (cit.38). 
U ostatních proteinů PR-5 byla zji�těna β-1,3-glukanasová 
aktivita a schopnost vázat se na β-glukan buněčných stěn34. 
Osmotin (zdroj N. tabacum) způsobuje chaos při stavbě 
buněčné stěny hub39.  Proteiny PR-5 jsou účinné proti �iro-
kému spektru houbových patogenů. Nejznáměj�ím protei-
nem PR-5 je zeamatin, o jeho� vyu�ití se vá�ně uva�uje 
i v lékařství, a to z důvodu jeho účinnosti proti kvasinkám 
Candida albicans a C. vaginitis40.  


 
3 . 6 .  D e f e n s i n y  a  t h i o n i n y  


 
Defensiny a thioniny jsou variabilní skupina malých 


(5 kDa; 45−54 aminokyselinových zbytků), proteinů boha-
tých na cystein2,3. Antimikrobiální aktivita rostlinných 
thioninů je známa ji� od začátku 40. let, kdy byly získány 
p�eničné thioniny41. Rostlinné defensiny byly poprvé zís-
kány z p�enice (Triticum aestivum L.). Vzhledem 
k strukturální podobnosti s thioniny byly zpočátku defensi-
ny označeny jako γ-thioniny a staly se podskupinou thioni-
nů42. Později byla skupina γ-thioninů přejmenována na 
rostlinné defensiny43. Rostlinné thioniny a defensiny byly 
do současnosti izolovány z mnoha rostlin3,44,45. Inhibiční 
aktivita byla prokázána proti řadě houbových patogenů − 
Botrytis cinerea, Alternaria brassicola, Fusarium culmo-
rum, F. oxysporum, F. solani, Candida albicans2. Stabilní 
strukturu těmto proteinům poskytuje přítomnost sulfidic-
kých můstků. Nejčastěji se jedná o čtyři a� pět sulfidic-
kých můstků43,45. Thioniny jsou syntetizovány ve formě 
vět�ích prekurzorů (15 kDa), které jsou uvnitř vlastních 
buněk neaktivní. Od�těpením terminální sekvence se stá-
vají toxickými3. Mechanismus účinku této skupiny protei-
nů není zcela znám. Při o�etření houby N. crassa defensiny 
Rs-AFP2 (Raphanus sativus L.) a DM-AMP1 (Dahlia 
merckii L.) byla zji�těna schopnost vazby na specifické 
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membránové receptory, následkem čeho� docházelo 
k ztrátě iontů K+ a lyzi buněk44.  


 
3 . 7 .  P r o t e i n y  p o d o b n é  c y k l o f i l i n u    


 
Tyto rostlinné antifungální proteiny (nejčastěji 


18 kDa)46,47 jsou  strukturálně podobné cyklofilinům (angl. 
�cyklophilin-like proteins�, CLPs), tedy proteinům, které 
představují intracelulární receptory pro cyklosporin2,48. 
Poprvé byly tyto proteiny z rostlin izolovány v roce 1990, 
kdy byla nalezena cDNA těchto proteinů v rostlinách Ly-
copersicon esculentum Mill., Zea mays L., a Brassica na-
pus L.48. Zástupcem této skupiny jsou proteiny mungin 
(Phaseolus mungo L.) a CLAP (Cicer arietinum L.)47. 
Proteiny CL jsou aktivní proti řadě houbových patogenů − 
R. solani, F. oxysporum, B. cinerea, Coprinus comatus. 
Mechanismus účinku těchto proteinů nebyl dostatečně 
objasněn, mungin in vitro inhibuje α-amylasu a vykazuje 
β-glukosidasovou aktivitu46 .  


 
3 . 8 .  P r o t e i n y  i n a k t i v u j í c í  r i b o s o m y    


 
Proteiny inaktivující ribosomy (angl. �ribosome-


inactivating proteins�, RIPs) jsou N-glykosidasy, které 
odbourávají purin z rRNA, co� způsobuje rozpad riboso-
mů a zastavení syntézy proteinů (viz. obr. 2)1,2. Jedná se 
o skupinu proteinů, které se nacházejí v podstatě u v�ech 
organismů. Rostlinné RIPs  byly nalezeny např. u druhů 
Mirabilis expansa Ruiz & Pavon49, Pisum sativum L.50, 
Zea mays L., Ricinus communis L.51. Proteiny inaktivující 
ribosomy jsou rozděleny do tří skupin. Třída I zahrnuje 
jednořetězové N-glykosidasy s hmotností 11−30 kDa. Pro-
teiny třídy II obsahují dva řetězce, a to lektin (B řetězec), 
který se vá�e na buňky a N-glykosidasu (A řetězec). Mole-


kulová hmotnost je přibli�ně 60 kDa (cit.1,2). Do této třídy 
patří např. ricin, ebulin a nigrin.  Proteiny třídy III jsou 
slo�eny ze čtyř řetězců, které jsou organizovány jako dva 
dimery shodné s typem třídy II. Antifungální aktivita 
byla doposud popsána pouze u malého počtu zástupců 
proteinů RI (cit.2).  Řetězec B (lektin) se vá�e na buňky 
hub a vytváří v buněčné stěně kanálky, pomocí kterých 
N-glykosidasový řetězec A proniká do buněk, kde po�ko-
zuje ribosomy52. Není známo, jakým způsobem do buněk 
pronikají proteiny třídy I, které neobsahují řetězec B 
(cit.2). Kromě antifungálního účinku vykazují tyto proteiny 
i silnou toxicitu vůči �ivoči�ným buňkám52.   


 
3 . 9 .  P r o t e i n y  p ř e n o s u  l i p i d ů  


 
Proteiny této skupiny (8−9 kDa) zaji�ťují přenos fos-


folipidů mezi membránami (angl. �lipid-transfer proteins�, 
LTPs)53. Struktura těchto proteinů je zcela specifická. Jsou 
stabilizovány čtyřmi disulfidickými můstky a vytvářejí 
centrální dutinu v podobě jakéhosi tunelu. Tyto proteiny 
jsou aktivní vůči řadě bakterií a hub, ale mechanismus 
účinku není znám51. Existují hypotézy, které tvrdí, �e tyto 
proteiny mají schopnost začlenit se do buněčné membrány 
hub tak, �e centrální hydrofóbní dutina vytvoří póry, které 
umo�ní odliv intracelulárních iontů a v konečném důsled-
ku způsobí smrt buňky. Jaký je vztah mezi tímto účinkem 
a funkcí přenosu lipidů není jasné2.  


 
3 . 1 0 .  I n h i b i t o r y  p r o t e a s  


 
Inhibitory proteas patří k nejčastěji se vyskytujícím 


antifungálním proteinům rostlin1. Cysteinové inhibitory 
proteas byly izolovány z velkého počtu rostlin2,54,55 a vy-
tvářejí čtvrtou skupinu cystatinů, tzv. fytocystatiny. Fyto-
cystatiny jsou jednoduché polypeptidy o velikosti 10 a� 
12 kDa (cit.2), které vykazují antifungální aktivitu vůči 
řadě zástupců fytopatogeních hub − Claviceps, Hel-
minthosporium, Curvularia, Alternaria a Fusarium56. Prin-
cip antifungální aktivity inhibitorů proteas není znám2. 
Z hlediska ochrany rostlin je významná i schopnost těchto 
proteinů inhibovat trávicí enzymy hmyzích �kůdců � pře-
dev�ím trypsin a α-amylasu. U inhibitorů proteas byla 
popsána bifunkčnost � inhibice trávících enzymů i antifun-
gální aktivita. Nejpodrobněji byla antifungální aktivita 
bifunkčních proteinů popsána u proteinu zeamatinu (Z. 
mays L.)38. Inhibitory proteas, izolované např. z ječmene 
nebo p�enice, nebyly z hlediska antifungální aktivity stu-
dovány.  


 
3 . 1 1 .  O s t a t n í  


 
Existuje celá řada rostlinných antifungálních proteinů, 


které nelze zařadit do �ádné z vý�e uvedených skupin. 
Snakin-1 byl izolován z brambor (Solanum tuberosum L.), 
má velikost 6,9 kDa a je účinný ji� při koncentraci 10 µM 
(cit.57).  Antifungální účinky vykazuje i 30 kDa velký gly-
koprotein izolovaný z rostliny Engelmannia pinnatifida 


Obr. 2. Působení proteinů inaktivujících ribosomy; proteiny 
inaktivující ribosomy vykazují fosfatasovou aktivitu naru�ující 
fosfodiesterové vazby a RNA N-glykosidasovou aktivitu, která 
deadenyluje rRNA. Převzato a upraveno z lit.1  


guanin 


adenin 


fosfatasová aktivita 


RNA N-glykosidasová 
aktivita 
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Nutt.58. Ani u jednoho z těchto proteinů není znám mecha-
nismus účinku. 
 
 
4. Mo�nosti vyu�ití antifungálních proteinů  


 
Mo�ností vyu�ít antifungální proteiny jako zajímavou 


alternativu chemických fungicidních látek se zabývá mno-
ho oborů. Podle údajů1 z roku 2004 bylo v osmi evrop-
ských zemích povoleno pou�ívání nisinu ke konzervaci 
potravin. Nisin je antimikrobiální protein produkovaný 
kmeny bakterie Lactococcus lactis59. Dal�í oblast vyu�ití 
antifungálních proteinů je farmacie. Ve fázi klinických 
testů se v současnosti nachází �ivoči�ný antifungální pro-
tein heliomycin  izolovaný z organismu Heliothis virescen-
s60 a uva�uje se o vyu�ití kukuřičného proteinu zeamatinu 
při léčbě kandidózy způsobené kvasinkou Candida albi-
cans33,40. U skupiny proteinů inaktivující ribosomy (RIPs) 
byla zji�těna rozdílná toxicita vůči nádorovým a normál-
ním buňkám člověka. Existuje teoretická mo�nost vyu�ití 
těchto proteinů jako selektivních protinádorových léků 
a imunotoxinů61,52.  


Vzhledem k tomu, �e rostliny vytvářejí antifungální 
proteiny jako vlastní obranný systém, nabízí se vyu�ití 
těchto proteinů při ochraně zemědělských plodin. Detekce 
změn v přítomnosti a mno�ství specifických PR proteinů 
(zejména PR-1 proteinů, β-glukanas, chitinas) se vyu�ívá 
při studiu indukované rezistence rostlin  − proteiny PR se  
v tomto případě označují jako tzv. ISR (�induced systemic 
resistance�) markery5. Mo�ností zvý�it rezistenci rostlin 
expresí genů antifungálních proteinů v transgenních rostli-
nách se zabývá mnoho prací. Zvý�ené rezistenci bylo dosa-
�eno např. u rostlin tabáku vůči patogenu Alternaria alterna-
ta po vnesení tlp genů rý�e62, vůči padlí (Sphaerotheca pa-
nosa) u rostlin rů�í po vnesení genu Ace-AMP1 (syntéza 
proteinů podobných thaumatinu)63, nebo u transgenních 
linií p�enice vůči fytopatogenní houbě Fusarium grami-
nearum po vnesení genů kódujících chitinasy, β-glukanasy 
a TL proteiny64. Zvy�ování rezistence rostlin vůči rostlin-
ným patogenům s vyu�itím specifických rostlinných pro-
teinů je v současnosti nejvýznamněj�í oblastí vyu�ití anti-
fungálních proteinů.  


 
 


5. Závěr 
 
Antifungální proteiny rostlin jsou v současné době 


řazeny do 11 tříd. Tyto specifické proteiny jsou význam-
nou součástí obranného systému v�ech rostlin. Antifungál-
ní vlastnosti těchto proteinů mohou být v budoucnosti 
významným nástrojem v boji proti patogenním organis-
mům v mnoha oborech. Přesto�e jsou nové rostlinné anti-
fungální proteiny objevovány téměř denně, víme o těchto 
výjimečných proteinech velmi málo. Budoucí vyu�ití anti-
fungálních proteinů je podmíněno znalostí jejich specific-
kých vlastností. Jedná se předev�ím o významné vlastnosti 
jako jsou selektivita, synergismus, imunologické vlastnos-


ti, mo�né kří�ové reakce s receptory hostitele (člověka), 
nebo vznik rezistence u cílového patogenu. U vět�iny anti-
fungálních proteinů je také nutné doplnit chybějící infor-
mace o mechanismu účinku jejich působení.  
 


Referát vznikl v rámci ře�ení projektu GA ČR 
č. 521/03/P036. Autoři děkují za finanční podporu. 
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This short review is focused on antifungal plant pro-


teins, their classification and characterization. There are 11 
groups of the proteins: PR-1, PR-2, PR-3, PR-4, PR-5 
proteins, defensins, thionins, CLPs, RIPs, LTPs, and prote-
ase inhibitors. The mechanisms of action of these proteins 
are as different as their sources and include degradation of 
fungal cell wall polymers, formation of membrane chan-
nels or damage of cellular ribosomes. The mode of action 
of many proteins remains unknown. The range of fungi 
that are inhibited by these proteins is very broad, including 
pathogens of many plants. The genes encoding antifungal 
proteins can be used to create transgenic plants with in-
creased fungal field resistance. Some antifungal proteins 
(e.g. zeamatin) are tested for therapeutical use. 
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Abstract 


Patatin relative abundance in SDS-extractable protein and patatin content in dry matter were 


evaluated in tubers of forty processing and table potato cultivars usually cultivated in the 


Czech Republic, Germany and the Netherlands. The patatin characteristics were evaluated 


over three experimental years. Patatin relative abundance in processing cultivars achieved on 


average a significantly higher value (P<0.001; Tukey HSD test) than patatin relative 


abundance of table cultivars, resulting in average values of 25.80 % and 21.59 %, 


respectively. High patatin relative abundance (over 30 % in extractable protein) was examined 


only in the case of two cultivars: Vaneda (average 31.29 %) and Tomensa (average 31.24 %).  


Patatin content in tuber dry matter was significantly higher for processing potato cultivars in 


all three experimental years (P<0.001), attaining a mean of 1.28 % for processing cultivars 


and 1.03 % for table cultivars. The direct effect of cultivar was higher (33.1 – 49.1 %) than 


the effect of growing year (14.4 – 24.6 %) for both evaluated patatine characteristics. 


 


Keywords: Solanum tuberoslum L., Potato tuber proteins, Patatin, Patatin relative abundance,  


 


 


Patatin represents a group of immunological identical glycoprotein isoforms with molecular 


mass ≈ 40 – 43 kDa (native conformation is a dimer). The presence of molar mass differences 


of individual isoforms is caused by a different number of glycosylation sites in combination 


with mutations in the primary sequence of the patatin protein chain (POTS 1999). Patatin 


genes are mainly expressed in tubers, with a significantly lower amount of transcripts in other 


tissues (PRAT et al. 1990). It has been estimated that 10-18 copies of patatin genes are in each 


monoploid (12 chromosomes) of the potato genome (TWELL & OOMS 1988).  


Patatin appears to serve as a storage protein, but unlike most other plant storage proteins, it 


has also enzymatic activity (MIGNERY et al. 1988). Nonspecific lipid acyl hydrolase (LAH) 
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activity for monoacylglycerols deacylation was first described (ANDREWS et al. 1988), 


however later even more surprising  enzymatic activities of patatin were discovered, such as 


activity of phospholipase A2 (SENDA et al. 1996), ß-1,3-glukanase (TONON et al. 2001) and 


acyl transfrase (JIMENEZ et al. 2001). This finding has supported the concept that patatin is not 


only a storage protein, but it could also be part of potato’s defence mechanism. Thus, a 


number of studies dealt with the testing of the pesticide potential of patatin, as well as other 


tuber proteins (STRICKLAND et al. 1995; TONON et al. 2001; ǺHMAN &MELANDER 2003). 


However, the real physiological role of patatin in potato tubers has not been established yet 


(PAIVA et al. 1983; POTS 1999; SHEWRY 2003; BÁRTA & ČURN 2004).  


Patatin relative abundance can vary considerably in tuber extractable protein, ranging from 20 


to 40 % (RACUSEN & FOOTE 1980; ROSAHL et al. 1986). Patatin is considered to be present in 


all genotypes of cultivated potato (LEE et al. 1983). Both, the total content of protein in potato 


tubers as well as  patatin relative abundance in extractable tuber protein is dependent on 


several factors, such as cultivar (HANNAPEL 1991), degree of tuber development (HANNAPEL 


1991), storage duration and influence of agro-ecological conditions (KUMAR et al. 1999; POTS 


et al. 1999, LACHMAN et al. 2005).   


Potatoes are important root-crops of the temperate zone (especially Europe and North 


America) where this crop is cultivated in two utility groups: table potatoes (food exploitation) 


and processing potatoes (starch production). Guarantee of product quality in both groups is 


affected by the genetic potential of the cultivars, which is often considerably different for 


table and processing potatoes. Table potato cultivars are characterised by a shorter growing 


season, and properties corresponding with cooking type; the nutritionally-favourable tuber 


protein represents a welcome component. On the other hand, the processing genotypes are 


characterised by a longer growing season, and high starch concentration; the tuber protein is 


considered to be an unwanted by-product of starch production than a valuable raw material 


for further processing. However, because of the above mentioned nutritional and biochemical 


potential of patatin (STRICKLAND et al. 1995; TONON et al. 2001; ǺHMAN & MELANDER 2003, 


MACRAE et al. 1998, RALET & GUEGUEN 2001; WANG & XIONG 2005), efforts exist to isolate 


tuber proteins from potato fruit water in a way that will not damage the biological quality of 


isolated tuber proteins (KONINGSVELD et al. 2001; STRAETKVERN et al. 1999).        


The aims of the presented work were: 1) comparing patatin relative abundance in both utility 


groups of potato cultivars, table cultivars versus processing cultivars, 2) evaluation of the 


annual effect on cultivar patatin relative abundance stability, 3) evaluation of patatin content 


in relation to pure and crude protein occurrence in tubers of table and processing potato 
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cultivars, and 4) determining correlations between patatin relative abundance and chosen 


potato tuber characteristics.  


2. Material and methods 


2.1. Field growing of experimental material 


Plants of 40 potato (Solanum tuberosum L.) cultivars were grown over three years (2003-


2005) at the Experimental Station of the University of South Bohemia in České Budějovice, 


Czech Republic (48° 59' N, 14° 28' E). Soil at the experimental station has the following 


characteristics: sandy loam texture, pH 5.72, 0.17% N, 0.0117% P, 0.0103% K, 0.0101% Mg 


and 1.93 % of organic carbon. 


 Two groups of cultivars, processing potatoes (PPCs) and table potatoes (TPCs), were tested 


(Table 1). Seed tubers of propagation grade C1 were provided by the Central Institute for 


Supervising and Testing in Agriculture in Brno. 


Fifteen potato plants from each cultivar were grown in 4.5 m long rows (planting space 300 x 


750 mm), with blocks of PPCs and TPCs place next to each other with a space of 1 m. The 


total experimental area (10 x 15 m) was located inside of a protective potato plantation (cv. 


Ditta). 


Oats was always used as the foregoing crop, and manure (40t.ha-1) was applied on the 


experimental area after its harvest in August. NPK fertilization was used before planting, 


consisting of 100 kg N ha-1 (ammonium sulphate), 35 kg P ha-1 (hypercorn), and 60 kg K ha-1 


(60 % potash salt). Planting was performed by hand, and the crop was cultivated 4x during a 


season by ridging. Chemical protection against late blight (Phytophthora infestans) and 


Colorado beetle (Leptinotarsa decemlinata) was applied. Potato tubers of each cultivar were 


harvested from each plant independently as a replication. 


2.2. Chemical analyses 


2.2.1. Sample preparation and dry matter determination 


Cultivar samples for chemical analyses consisted of 2 mm wide slices from ten whole-tubers 


(each tuber for a sampling was taken from different plant). After sampling, the tuber slice 


samples were immediately frozen at -80°C, later by freeze drying (-50°C, 0.040 mBar, 48 


hours, Martin Christ, Germany), and finally were homogenized with a laboratory grinder to 


dry potato meal. Evaluation of dry matter representation in tubers was performed 


gravimetrically in two replications.   


2.2.2. Crude protein and  pure protein  content determination 


Crude protein content was determined as total nitrogen content in dry matter of potato tubers 


multiplied by a factor of 6.25. Total nitrogen content was analyzed by a modified Dumas 
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method on a nitrogen (protein) analyzer Flash EA 1112 (ThermoQuest, Italy). Two 100mg 


samples of dry potato meal were analyzed.    


Pure protein from potato meal was extracted by using 0.0625 M Tris-HCl buffer, pH 6.8, with 


2 % SDS (200 mg meal + 2 ml buffer) for 4 hours at 4°C. After extraction, the mixture was 


centrifuged (10 000 g, 3 minutes) and the obtained supernatant was divided into two 250 μl 


parts. The first part was used for net protein determination and the second part was analysed 


by SDS-PAGE for patatin determination. The analysis of pure protein content was performed 


from a prepared protein extract using the BCA protein assay kit (Pierce, USA). This method 


is based on the reduction of Cu2+ to Cu+ by protein in an alkaline medium and selective 


colorimetric detection of the cuprous cation (Cu+) by bicinchoninic acid. All steps were 


performed according to manufacturer instructions. Colorimetric measurement was performed 


using a spectrophotometer BioMate 5 (ThermoElectron, Great Britain) at wave length 562 


nm. 


2.2.3. SDS-PAGE and determination of patatin relative abundance (PRA) and patatin  content 


After centrifugation (10 000 g, 3 minutes), 10 μl of supernatant + 2.5 μl of loading buffer (5 


ml 1.25 M Tris-HCl, pH 6.8, 2.3 g SDS, 10 ml glycerol, 5 mg Bromophenol Blue; to 500 μl 


of this buffer to add 170 μl 2-sulphanylethanol) was used as a run sample for electrophoretic 


analysis. SDS-PAGE of denatured proteins was performed using standard cooled dual vertical 


slab units SE 600 (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA) under conditions of 


the 0.025 M Tris, 0.192 M glycine, 0.1 % SDS (pH 8.3) buffer system. The discontinuous gel 


system (HAMES & RICKWOOD 1987) was used in the following way: 4 % stacking gel (0.125 


M Tris-HCl, pH 6.8) and 10 % separating gel (0.375 M Tris-HCl, pH 8.8). Proteins were 


detected by staining the gels overnight in staining solution (1 g Coomassie Brilliant Blue R-


250 was dissolved in 500 ml methanol + 100 ml acetic acid + 400 ml distilled water), gel 


processing after protein detection was performed based on HAMES & RICKWOOD (1987). 


Determination of the relative abundance of patatin proteins, with a molecular weight range 


from 39 – 44 kDa, was performed from electrophoretic profiles by digital image analysis and 


the special software BioProfil, which measures absorbance profiles and computes individual 


protein portions (VILBER & LOURMAT 1999). Patatin content in the dry matter of tubers was 


calculated as the percentage of patatin (patatin relative abundance) from pure protein content.  


2.3. Data processing 


Statistical analyses were performed using factorial analysis of variance (as the basic 


evaluation for a two-factorial experiment), or Tukey’s HSD test and correlation analysis. All 


statistical analyses were conducted using Statistica, version 6 (StatSoft, Inc., 2001). 
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3. Results 


Two groups of potato cultivars, processing potato cultivars (PPCs) and table potato cultivars 


(TPCs), were analysed for evaluation of differences in patatin relative abundance in SDS-


extractable tuber protein (PRA) and patatin content in tuber dry matter. Twenty prominent 


potato cultivars cultivated in Czech Republic, Germany and Netherlands were selected for 


both cultivar utility groups. In total, forty selected potato cultivars were growing in field 


conditions and analysed in period of three different seasons.  


3.1. Patatin relative abundance 


Patatin relative abundance in the processing potato cultivars achieved significantly higher 


average values (P<0.001) than that of table potato cultivars, being 25.80 % and 21.59 %, 


respectively (Tables 2 and 3). However, this does not apply uniformly to all three 


experimental years. Significant between-group differences in patatin relative abundance were 


found in 2004 (PPCs 28.00 % versus TPCs 23.04 %) as well as in 2005 (PPCs 24.26 % versus 


TPCs 18.01 %). However, patatin relative abundance did not show any statistical significant 


difference in 2003 (PPCs 25.18 % versus TPCs 23.72 %).  


The average patatin relative abundance in the PPCs ranged from 19.94 % (cultivar Kuras) to 


31.29 % (cultivar Vaneda). The range of patatin relative abundance was wider in the case of 


TPCs, from 7.16 % (cultivar Bionta) to 26.29 % (cultivar Filea). This wider range was 


affected mostly by two table cultivars that stably showed low patatin relative abundance. 


These cultivars were Adéla and Bionta with average patatin relative abundances of 10.77 % 


and 7.16 %, respectively. The trend of significantly different patatin relative abundance in 


these cultivars was greatest in 2005; patatine relative abundance in cultivar Adéla was only 


3.01 %, and only 0.33 % in the case of cultivar Bionta. On the contrary, high patatin relative 


abundance (>30 % of patatin in SDS-extractable tuber protein) was found only in the case of 


the Vaneda (average 31.29 %) and Tomensa (average 31.24 %) cultivars.  


3.2 Patatin content 


The actual patatin amount in potato tubers is dependent not only on the patatin relative 


abundance in SDS-extractable tuber protein, but also on the amount of total tuber protein in 


dry matter.  There was a considerable range of patatin in potato tuber dry matter for both 


processing and table potato cultivars (Tables 4 and 5). Patatin content was significantly higher 


for PPCs in all three experimental years (P<0.001). The average patatin content was 1.28 % 


of dry matter for PPCs and 1.03 % of dry matter for TPCs. Patatin content in PPC tuber dry 


matter ranged  from a minimum value of 0.80 % (cultivar Kuras, year 2005) to a maximum 


value of 2.19 % (cultivar Tomensa, year 2003). Patatin content in of TPC dry matter ranged 
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from a minimum value of 0.01 % (cultivar Bionta, year 2005) to 1.52 % (cultivar Marabel, 


year 2004). The table cultivar Bionta showed the lowest patatin content in all three 


experimental years. High patatin content (>2 % in tuber dry matter) was found only in 


processing potato cultivars Tomensa (years 2003, 2005), Tegal (year 2003), Ornella (year 


2004) and Javor (year 2004).  Environmental conditions were the most suitable for the PPC 


group in 2004, because 15 PPC cultivars reached their maximum patatin content in this year. 


The best environmental conditions for high patatin content in TPC tuber dry matter were in 


2003 and 2004, when maximum patatin content values in tuber dry matter were found in 8 


and 11 cultivars, respectively. The patatin content in TPC cultivar Dali reached its maximum 


value in 2005.  


3.3. Year effect on cultivar stability in patatin relative abundance and patatin content  


Effects of cultivar, year and their interaction on patatin relative abundance in SDS-extractable 


tuber protein and patatin content in tuber dry matter was studied  using two-way ANOVA in 


connection with Variance Components (Variance Components and Mixed Model ANOVA, 


Type I SS). The direct effects of cultivar, year and their interaction on patatin relative 


abundance and patatin content in tuber dry matter can be seen in Table 6. In the case of both 


evaluated characteristics,   the direct effect of cultivar was greater (33.1 – 49.1 %) than the 


effect of growing year (14.4 – 24.6 %). However, the interaction of year and cultivar was 


important especially for PPCs, explaining 50.7 % of the total variability of patatin relative 


abundance and 40.5 % of the variability of patatin content in tuber dry matter.  


The annual variability of patatin relative abundance and patatin content should be connected 


particularly with differences in temperature and rainfall during the experimental years and 


their impact on the potato plants. Climate conditions in 2003 were most critical for potato 


cultivating (Figure 1). The absence of rainfall, in combination with high temperatures in 


August, negatively affected the production ability of the evaluated potato cultivars, especially 


in PPCs. This relationship could be explained by the fact that most of the processing cultivars 


had a longer growing season, with later tuber formation, than TPCs. PPC tubers are mostly 


formed during July and August. Damage to the photosynthesis apparatus by high 


temperatures and water deficit resulted in production of lower weight tubers, limiting the 


creation of storage matter, including patatin. Apparently this was the reason why the 


difference in patatin relative abundance between PPCs and TPCs was low and statistically 


inconsistent in 2003 (Table 7). Climatic conditions in 2004 should be considered as the most 


favourable for content matter accumulation, as demonstrated especially in the case of PPCs. 


2005 could be characterised as opposite to 2003, because extraordinary rainfall occurred 
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during July and August, which caused an accrual of tuber weight (Table 7) and dilution of 


tuber dry matter, including storage matter. Patatin relative abundance and patatin content were 


lower in 2005 than in 2003 and 2004, especially in TPCs. The results (Tables 2-5) 


demonstrated the different cultivar stability of patatin relative abundance, as well as patatin 


content, in relationship to the variable environmental conditions of the experimental years.  


3.4. Correlations between patatin relative abundance and selected parameters       


Others parameters, such as average tuber weight, dry matter content, starch content, and crude 


and pure protein content, were studied in addition to patatin relative abundance and patatin 


content in tuber dry matter.  Relationships of the selected parameters were evaluated on three  


levels: data of all cultivars obtained over the whole three year long experimental period; 


separate evaluations of  the processing and table potato cultivars obtained over the whole 


three year long experimental period; and separate evaluations of the data of both cultivars’ 


groups obtained in individual years.  


A statistically significant positive correlation was found between pure tuber protein content 


and patatin content on all three data levels, with the range of correlation coefficients being 


from +0.45 (P<0.05) to +0.92 (P<0.001).   Relationships between the studied factors were 


closer in the case of the processing potato cultivars (r = 0.923, P<0.001; r = 0.878, P<0.001; 


and r = 0.835, P<0.001 for 2003, 2004 and 2005, respectively) than for the table potato 


cultivars (r = 0.400, P<0.05; r = 0.616, P<0.001; and r = 0.579, P<0.001 for 2003, 2004 and 


2005, respectively). Positive correlations were also found between patatin relative abundance 


in SDS-extractable protein and patatin content in tuber dry matter, however a positive 


correlation in all three experimental years was found only in  processing potato cultivars  (r = 


0.665, P<0.001; r = 0.409, P<0.01 and r = 0.598, P<0.001 for 2003, 2004 and 2005, 


respectively). 


There were no significant correlations between starch content and patatin content in each 


year, with the exception of 2005 when a negative correlation (r = -0.496, P<0.01) was found 


between the above-mentioned parameters. However, when the three experimental years were 


evaluated together, a small positive correlation was found between patatin relative abundance 


and starch content (r = +0.329, P<0.001). When the three experimental years were evaluated 


together, statistically significant correlations were found between patatin content and dry 


matter content (r = +0.318, P<0.001), and also between patatin content and average potato 


tubers weight (r = -0.298, P<0.001).  
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Discussion 


Patatin is considered to be a main storage protein because of its high accumulation in the 


potato tubers (RACUSEN & FOOTE 1980; ROSAHL et al. 1986). For this study, its relative 


abundance in total extractable tuber protein was evaluated using electrophoretic separation 


(SDS-PAGE method) of denatured tuber protein with subsequence processing of 


electrophoretic records with the aid of BioProfil 1D++ (Vilbert Lourmat). Considering that 


patatin consists of a family of about 43 kDa glycoproteins (RACUSEN 1983; POTS 1999), 


patatin protein bands were detected in the patatin area between 39-44 kDa on the obtained gel 


after SDS-PAGE. The patatin area was recorded in the case of all 40 analyzed potato 


cultivars, which confirmed the assumption about patatin existence in all cultivars of cultivated 


potatoes (PRAT et al. 1990; RAJAPAKSE et al. 1991; JIMENÉZ et al. 2001). 


Patatin relative abundance in SDS-extractable protein ranged from 7.16 % to 31.29 % in the 


evaluated potato cultivars. These are surprisingly lower values than what is usually presented 


in the literature. According to most authors, patatin represents 20-40 % of all buffer-


extractable tuber proteins (RACUSEN & FOOTE 1980; PRAT et al. 1990). The newest data 


presented by POTS (1999) showed patatin relative abundance ranging from 30 % to 50 % in 


all buffer-extractable tuber protein, with patatin content in tuber dry matter in the range of 1.0 


% to 1.8 % . The differences in  these  patatin relative abundance data could be explained by 


the low number of analyzed potato cultivars or  genotype; for example, POTS (1999) used 


three cultivars (Bintje, Desiree, Elkana) to evaluate patatin relative abundance in buffer-


extractable tuber protein. In addition to the effect of cultivar variability on patatin relative 


abundance, the wide range and  variation found in the literature could also be explained by 


differences in tuber protein extraction methods used,  different analytical methods of patatin 


relative abundance detection, as well as by the dependence of tuber content matters on 


environmental conditions.  


Cultivar variability of patatin content should be given in connection with genotypic 


differences in patatin gene copy numbers, which encode the patatin isomers and are 


responsible for their expression. Patain is encoded by a gene family with ~10-18 copies of the 


patatin genes per haploid genome (BÁNFALVI et al. 1994), which would mean about 40-72 


patatin genes copies for a tetraploid. TWELL & OOMS (1988) noted 64-72 DNA copies in the 


tetraploid genome of potato cv. Desiree.   


There are important practical aspects to the finding of high patatin relative abundance and 


high patatin content in dry matter of potato tubers of processing cultivars. Higher patatin 


content in tubers of processing cultivars was probably connected with the considerable 
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genetic potential of these cultivars to accumulate content tuber matter such as starch and 


proteins. This finding would confirm that patatin functions as a storage protein in potato 


tubers, as well as the dependence of patatin relative abundance on genotype (POTS 1999). 


Evaluation over the three experimental years also established the large effect of cultivar on 


patatin relative abundance in SDS-extractable protein; for processing cultivars, genotype 


explained 33.1 % of the variability in patatin relative abundance, while it was 48.2 % for table 


potato cultivars.  


Potato tuber proteins have generally high nutrition values. Using the EAAI (Essential amino-


acids index) format, tuber proteins have about 83 % of the value of whole egg protein.   The 


theoretical EAAI, counted according to the published amino-acids sequences of patatin 


(BAUW et al. 2006), was about 92 % of the whole egg protein value. Therefore, patatin can be 


considered as a nutrition- improving protein in the spectrum of total tuber protein, meaning 


that the higher patatin content in processing cultivars than in table cultivars could be 


perceived negatively. On the other hand, a higher content of nutritiously valuable patatin in 


processing cultivars could also be perceived positively in terms of the possible tuber protein 


recovery from the potato fruit juice, which remains as a by-product in starch manufacture. 


Tuber protein recovery from this by-product has been made by heat coagulation, but the 


possibility of tuber protein isolation from potato fruit juice by a method which is not 


destructive to the native properties of tuber protein as well as patatin has recently been 


published (KONINGSVELD et al. 2001). This would be of interest for obtaining protein or 


patatin concentrate usable in food, feed or biotechnology industries.  


In spite of the main cultivar effect on patatin content, influence of year was able to 


significantly modify patatin content, thus confirming the presumption about the storage 


function of patatin in tubers (POTS 1999). The used groups of cultivars (table and processing 


potato cultivars) reacted differently to environmental conditions. Processing cultivars were 


able to accumulate a high amount of patatin in the case that the year was favourable for the 


maintenance of production abilities for the longest time possible. Favourable conditions mean 


particularly sufficient rainfalls that prevent water stress. However, rainfall should not be 


excessive, for the reason of tuber weight increases and the previously mentioned dilution 


effect. Of the three experimental seasons, 2004 was the most favourable for the accumulation 


of tuber pure protein and high patatin relative abundance. During this year 13 processing 


cultivars from the 20 observed reached maximum patatin relative abundance.  On the 


contrary, table cultivars maintained patatin relative abundance on the average value of 23 % 


during 2003 and 2004 in spite of their warmer character.  July and August 2005 were very 
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rainy months, causing decreased patatin relative abundance, down to 18% in tubers of table 


cultivars.  This finding could be explained by the fact that most table cultivars accumulate 


tuber storage matter quickly at the start of development, probably thanks to their early 


maturing and whole physiological specificity. From this reason, the warm and dry growing 


season of 2003 did not lead to decreased patatin relative abundance as much as in 2005, 


which had excessive rainfall causing increasing tuber weight and dilution effect. Minimum 


values of patatin relative abundance were achieved in the case of 15 table potato cultivars 


from the 20 evaluated in 2005. However, discussion on this theme is difficult because the 


influence of agro-ecological factors on patatin relative abundance, as well as patatin content 


in potato tubers of table and processing potato cultivars, were not studied. On the other hand, 


the dependence of patatin relative abundance and content on environmental conditions could 


be indirectly determined by comparing them with published accounts of similar behaviour of 


other storage matter of potato tubers and their dependence on environmental conditions 


(DEBRE & BRINDZA 1996; LESZKOWIAT et al. 1991). 


The presented results showed the importance of cultivar type in regards to patatin content. 


These also indicated that, in the case of future exploitation of potato tuber protein potential in 


food or other applications, it will be necessary to choose optimal processing cultivars not only 


according to the starch content, but also based on the pure protein content and especially  the 


main storage protein patatin.  
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Table 1 List of evaluated processing and table potato cultivars  
processing potato cultivars (PPCs) table potato cultivars (TPCs) 


cultivar country of 
origin 


earliness  
(points*) usage cultivar country of 


origin 
earliness  
(points*) 


cooking 
type 


Asterix NL SL  (3) F Adéla CZ E (7) B 
Delikat D E  (7) F Adora NL VE (9) B-BC 
Fresco NL VE (9) F Agria NL SE (5-4) B 
Innovator NL SE (6) F Bionta A SL (2) BC 
Javor CZ SL (4) S Bolesta NL SE (5-4) C 
Krumlov CZ SL (3) S Cicero NL E (7) BC 
Kuras NL SL (2) S Cinja D E (7) BA 
Merkur A SL (2) S Colette D VE (8) BA 
Morene NL SL (2-3) F Dali NL E (7) BA 
Ornella CZ SL (3) S + F Filea D SE (6-7) BA 
Pacov CZ SL (3) S + F Impala NL VE (8) B 
Producent NL SL (2) S Karin CZ E (7) BA 
Saturna NL Sl (4-5) S + F Laura D SE (5) B-BC 
Sibu D SL (2) S Ditta A SE (5) AB 
Tábor CZ SL (3) S Marabel D E (7-8) BA-B 
Tegal CZ E (7) S + F Milva D SE (5-4) AB 
Tomensa D E (6) S + F Rosara D VE (8) BA 
Vaneda CZ E (7) S + F Rosella D SE  (5-4) B 
Vladan CZ SE (6) S + F Santé NL SE (6) B 
Westamyl CZ SL (4) S Symfonia NL SL (4-5) BC 
 
Notes: A – Austria, CZ – Czech Republic, D – Germany, NL – Netherlands; VE – very early, E – early, SE – 
semi early, SL – semi late; *scale of earliness - 9 the earliest, 1 the latest; F – fried products, S – starch 
production    
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Table 2 Patatin relative abundance in total tuber protein of processing potato cultivars; years 2003-2005 (%). 
cultivar 2003 2004 2005 2003 - 2005 
Asterix 19.72 l 28.84 de 26.66 cd 25.07 e 
Delikat 23.69 gh 29.86 cd 26.94 cd 26.83 c 
Fresco 21.47 jk 28.86 de 24.61 ef 24.98 e 
Innovator 24.35 fg 26.45 f 23.79 fg 24.86 e 
Javor 22.27 hij 28.56 de 12.65 k 21.16 g 
Krumlov 22.25 hij 31.66 ab 26.07 de 26.66 c 
Kuras 21.69 ijk 23.10 gh 15.03 j 19.94 h 
Merkur 27.31 e 26.07 f 25.84 de 26.41 cd 
Morene 22.76 ghij 28.79 de 22.48 gh 24.68 e 
Ornella 27.61 de 32.95 a 28.29 c  29.61 b 
Pacov 20.08 kl 30.53 bc 15.81 j 22.14 f 
Producent 30.71 abc 33.09 A 24.65 ef 29.49 b 
Saturna 23.28 ghi 22.33 H 21.02 hi 22.21 f 
Sibu 25.45 f 26.74 F 24.43 ef 25.54 de 
Tábor 22.11 hij 25.98 F 20.04 i 22.71 f 
Tegal 29.33 cd 29.60 Cd 30.24 a 29.73 ba 
Tomensa 32.30 a 27.57 Ef 33.85 a 31.24 a 
Vaneda 31.15 ab 31.19 Bc 31.51 a 31.29 a 
Vladan 25.91 ef 23.52 Gh 24.63 ef 24.69 e 
Westamyl 30.07 bc 24.33 G 25.98 de 26.79 c 
      
mean 25.18  28.00  24.23  25.80  


Within column values followed by the same letter are not significantly different at P < 0.05 (Tukey HSD test). 
The letters are given in alphabetical order with decreasing level of a parameter. 
 
 
Table 3 Patatin relative abundance in total tuber protein in table potato cultivars; years 2003-2005 (%). 
cultivar 2003 2004 2005 2003 - 2005 
Adéla 13.63 i 15.67 i 3.01 k 10.77 l 
Adora 26.12 e 23.63 e 23.08 b 24.28 bcd 
Agria 28.28 bc 24.55 cde 21.27 cde 24.70 bc 
Bionta 8.28 j 12.87 j 0.33 l 7.16 m 
Bolesta 29.18 ab 25.38 abcd 19.95 ef 24.84 b 
Cicero 28.13 bcd 21.08 fg 22.36 bc 23.86 de 
Cinja 27.21 cde 25.10 abcde 18.03 g 23.45 ef 
Colette 26.48 de 24.39 de 21.31 cd 24.06 bcde 
Dali 23.89 f 24.25 de 23.36 b 23.83 de 
Filea 30.21 a 26.00 abc 22.65 b 26.29 a 
Impala 25.81 e 25.06 bcde 17.15 hg 22.67 f 
Karin 21.38 g 25.57 abcd 6.56 j 17.84 k 
Laura 23.10 f 26.66 a 16.24 h 22.00 g 
Lenka 22.48 fg 25.37 abcd 12.43 i 20.09 i 
Marabel 26.70 cde 24.45 cde 20.93 de 24.03 cde 
Milva 23.55 f 19.72 g 25.37 a 22.88 f 
Rosara 21.05 hg 21.87 f 20.53 def 21.15 h 
Rosella 23.12 f 25.18 abcde 25.62 a 24.64 bc 
Santé 19.59 h 17.49 h 20.51 def 19.20 j 
Symfonia 26.28 e 26.62 ab 19.61 f 24.17 bcde 
      
Mean 23.72  23.04  18.01  21.59  
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Within column values followed by the same letter are not significantly different at P < 0.05 (Tukey HSD test). 
The letters are given in alphabetical order with decreasing level of a parameter. 
Table 4 Patatin content  in tuber dry matter (%) in processing  potato cultivars during years 2003-2005. 
cultivar 2003 2004 2005 2003 - 2005 
Asterix 0.71 l 1.54 cd 1.17 efg 1.14 ihg 
Delikat 1.21 def 1.67 bc 1.25 cde 1.38 d 
Fresco 0.96 hjk 1.15 efg 1.11 fgh 1.07 ijk 
Innovator 1.32 d 1.49 d 1.08 fghi 1.30 de 
Javor 1.06 fgh 2.11 a 0.54 kl 1.24 ef 
Krumlov 0.96 hjk 1.51 cd 1.19 efg 1.22 efg 
Kuras 0.89 jk 1.04 fg 0.52 l 0.81 l 
Merkur 1.25 de 1.18 ef 1.07 ghi 1.17 fgh 
Morene 1.04 ghj 1.56 cd 1.02 hi 1.20 fg 
Ornella 1.55 c 2.06 a 1.34 cd 1.65 bc 
Pacov 0.87 k 1.54 cd 0.68 k 1.03 k 
Producent 1.75 b 1.83 b 1.21 def 1.60 c 
Saturna 1.13 efg 1.00 g 1.02 hi 1.05 jk 
Sibu 1.13 efg 1.21 e 1.17 efg 1.17 fgh 
Tábor 0.96 hjk 1.19 ef 0.98 hi 1.04 jk 
Tegal 2.07 a 1.67 bc 1.38 c 1.71 b 
Tomensa 2.19 a 1.73 b 2.18 a 2.03 a 
Vaneda 1.50 c 1.84 b 1.59 b 1.64 bc 
Vladan 1.15 efg 1.24 e 0.95 i 1.11 hij 
Westamyl 1.32 d 1.19 ef 1.22 def 1.24 ef 
Mean 1.25  1.49  1.13  1.29  


 
Within column values followed by the same letter are not significantly different at P < 0.05 (Tukey HSD test). 
The letters are given in alphabetical order with decreasing level of a parameter. 
 
Table 5 Patatin content  in tuber dry matter (%) in table potato cultivars during years 2003-2005. 
cultivar 2003 2004 2005 2003 - 2005 
Adéla 0.66 k 0.90 jk 0.12 k 0.56 j 
Adora 1.43 abc 1.07 ghi 0.98 e 1.16 d 
Agria 1.41 abcd 1.15 efgh 0.86 fg 1.14 de 
Bionta 0.41 l 0.50 l 0.01 l 0.31 k 
Bolesta 1.37 abcde 1.50 ab 1.08 cd 1.32 ab 
Cicero 1.34 bcdef 0.88 k 0.98 e 1.07 fg 
Cinja 1.21 fg 1.21 def 0.71 h 1.04 fg 
Colette 1.28 def 1.08 ghi 1.09 c 1.15 d 
Dali 1.11 gh 1.02 hij 1.28 a 1.14 de 
Filea 1.48 a 1.26 cde 1.10 c 1.28 bc 
Impala 1.27 ef 1.10 fghi 0.87 fg 1.08 efg 
Karin 1.02 hij 1.19 efg 0.33 j 0.85 i 
Laura 1.09 gh 1.33 cd 0.87 fg 1.10 def 
Lenka 0.94 ij 1.16 efg 0.48 i 0.86 i 
Marabel 1.47 ab 1.52 a 1.15 bc 1.38 a 
Milva 1.30 cdef 0.87 k 1.24 ab 1.14 de 
Rosara 0.91 j 1.00 ijk 0.83 fg 0.91 ih 
Rosella 1.05 hi 1.09 fghi 0.92 ef 1.02 g 
Santé 0.97 hij 1.00 ijk 0.82 g 0.93 h 
Symfonia 1.34 bcdef 1.39 bc 0.98 ed 1.24 c 
Mean 1.15  1.11  0.84  1.03  


 
Within column values followed by the same letter are not significantly different at P < 0.05 (Tukey HSD test). 
The letters are given in alphabetical order with decreasing level of a parameter. 
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Table 6 Summary of ANOVA and Variance Components (Mixed Model ANOVA) for patatin relative 
abundance in total tuber protein and patatin content in tuber dry matter. 
 


patatin relative abundance patatin content cultivar 
group factor 


df MSx % TVxx df MSx % TVxx


 year (1) 2 154.25** 15.6 2 1.3074** 18.3 
PPCs cultivar (2) 19 64.02** 33.1 19 0.5185** 40.2 


 1 x 2 38 21.76** 50.7 38 0.1313** 40.5 
 Error 60 0.14 0.6 60 0.0014 0.9 
 year (1) 2 389.21** 22.8 2 1.1862** 24.6 


TPCs cultivar (2) 19 139.50** 48.2 19 0.3855** 46.9 
 1 x 2 38 23.26** 28.8 38 0.0642** 27.7 
 Error 60 0.10 0.3 60 0.0009 0.8 
 year (1) 2 421.7** 14.4 2 2.0746** 16.3 


all cultivars cultivar (2) 39 126.4** 49.1 39 0.5420** 48.2 
 1 x 2 78 25.1** 36.2 78 0.1060** 34.7 
 Error 120 0.1 0.3 120 0.0012** 0.8 


 
xMS - mean square, xx  % TV - percentage of total variability.  
**Significant at P < 0.01.  
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Table 7. Yearly means of patatin relative abundance and patatin content and selected tuber parameters in PPCs and TPCs.  


selected tuber parameters 
year cultivar 


group 
patatin relative 


abundance patatin content average tuber 
weight dry matter content starch content crude protein 


content 
pure protein 


content 
2003 PPCs 25.18 ab 1.25 b 74.85 c 24.34 b 16.25 bc 9.27 b 4.88 ab 


 TPCs 23.72 b 1.15 b 86.10 bc 21.08 c 13.30 d 10.93 a 4.86 ab 
2004 PPCs 28.00 a 1.49 a 78.90 c 26.56 a 20.03 a 8.94 b 5.28 a 


 TPCs 23.04 b 1.11 b 84.20 bc 21.34 c 15.41 c 9.80 b 4.81 b 
2005 PPCs 24.23 b 1.13 b 101.20 ab 24.00 b 16.74 b 7.41 c 4.60 b 


 TPCs 18.01 c 0.84 c 115.13 a 19.22 d 12.50 d 9.02 b 4.57 b 
 
Different letters in a block mean significant difference at P < 0.05 (Tukey HSD test). The letters are given in alphabetical order with decreasing level of a parameter. 
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Figure 1. Rainfall (in mm) and mean temperatures (in °C) in České Budějovice for 2003–2005. 
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Abstract 


The contribution deals with thermal stability and re-solubility of potato tuber proteins isolated by 


ethanol precipitation from industrial potato fruit juice. The protein isolates was exposed to the 


temperatures ranging from 25 °C to 70 °C. Patatin, the tuber protein with high nutritious value, 


was detected by SDS-PAGE in region of 39-43 of kDa. Patatin was evaluated as thermal 


sensitive - temperatures above 30 °C caused its strong insolubility. Potato protease inhibitors 


were detected in region from 4.3 to 24 kDa. Thermal stability of potato protease inhibitors 


(region from 25 to 14 kDa) was higher, although the temperatures above 45 °C caused 


denaturation and insolubility most of the protease inhibitors. Extremely thermo-stable was potato 


carboxypeptidase inhibitor with molecular weight of 4.3 kDa that remained soluble even when 


using the highest temperatures.     


Key words: potato proteins thermo-stability, potato fruit water, patatin, protease inhibitors.  


 


 


The subject of food proteins, originating at plant, is dominated by the use and processing of soya 


protein. However, other plant proteins are of topical interest, for example those derived from 


other legume seeds or even from waste of plant processing (MÁRQUEZ et al 1998). Such a waste 


by-product remaining after starch manufacture is potato fruit juice (PFJ), which is currently used 


as animal feed or low-quality fertilizer. PFJ contains 2-5 % of solids, of which the protein 


represents about 25 % (KNORR 1978, KONINGSVELD et al. 2001). Potato protein is well known 


particularly for its high digestibility and favourable amino acid composition (KAPOOR et al. 1975, 


BÁRTA & ČURN 2004), being thus proper for human nutrition. The potato proteins present in PFJ 


have been tentatively classified into three groups (POTS 1999). Patatin, the major potato tuber 
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protein, comprises 38 % of the protein in PFJ. The protease inhibitors make up from 45 to 50 % 


and other proteins represent from 12 to 15 % of total protein in PFJ (POVREAU et al. 2001, BÁRTA 


et al. 2007). Protein recovery from industrial PFJ is recently achieved by heat coagulation, which 


is an efficient method but the resulting product has unacceptable flavour and functionality 


(ZWIJNENBERG et al. 2002). Several alternatives have been reported to recover native protein 


from industrial PFJ (LINDNER et al. 1981, GONZALES et al. 1991, KONINGSVELD et al. 2001, 


ZWIJNENBERG et al. 2002, BÁRTA et al. 2007), however these methods have not been yet 


incorporated to the process of industrial production of potato protein from waste PFJ, because of 


reasons such as financial charges, high content of glycoalcaloids and potassium or partial 


denaturation of isolated protein. The effect of heat treatment on potential food proteins need also 


be known, because that treatment is often a necessary processing step in food manufacture (heat 


drying, heat sterilization, concentrating of potato fruit juice prior protein precipitation). In 


addition, heat treatment may prove to be unavoidable to diminish the activity of potato proteinase 


inhibitors. The purpose of this study was to examine the effect of heat treatment on the re-


solubility of potato protein fractions isolated from acidified industrial potato fruit juice by using 


ethanol precipitation.    


 


MATERIALS AND METHODS 


Potato fruit juice (PFJ) was provided from the potato starch manufacture (Lyckeby Amylex a.s, 


Horažďovice, Czech Republic). PFJ was centrifuged (15 min, 3600 rpm, 4 °C) and the 


supernatant was filtered. 30 ml of PFJ were freeze-dried with using freeze drier ALPHA 1-4 


(Martin Christ, Osterode am Harz, SRN) to constant weight for gravimetrically determination of 


PFJ dry matter in four replications. The obtained dry matter was subsequently used for total N 


content determination by using modified Dumas method on nitrogen/protein analyzer FLASH EA 


1112 (ThermoQuest, Italy). The average weight of analysed sample was 50 mg and the analysis 


of nitrogen content was made in duplicate. Resulting PFJ characteristics are: pH 5.81; dry matter 


content 5.55 % and content of N 3.76 mg ml-1.  


On the base of the previously presented results of KONINGVELD et al. (2001) and BÁRTA et al. 


(2007) was potato protein precipitation performed by using absolute ethanol at 0 °C. The 


precipitation was performed in 20 replications (variants of heat treatment plus their replications) 


and was initiated by adjusting the pH of stirred PFJ samples in 50 ml Fisher tubes to a final pH of 
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5.0. 10 ml of undercooled absolute ethanol was added to 30 ml of acidified PFJ. The precipitation 


was performed for 1 hour on ice. The samples were centrifuged (15 min; 4 °C; 3600 rpm) and 


precipitates formed were washed twice by suspending in 5 ml of 0.1 M sodium-acetate buffer pH 


5.0 containing the equivalent amount of ethanol. After each washing step, the samples were 


centrifuged (15 min; 4 °C; 3600 rpm).  


The washed protein concentrates in Fisher tubes were used for evaluation of effect of heat 


treatment on potato proteins re-solubility. The heat treatment was performed in Binder incubator 


and dryer (Binder Inc., New York, USA). The variants of used temperatures were following: 


freeze-drying (control variant of native protein), 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 


60 °C and 70 °C. Next, the remaining moisture in protein concentrates was freeze dried and the 


re-solubility was evaluated by the following way. Two samples each of the variant in original 


tubes were used for determination of the re-solubilization of the precipitated protein. The 


precipitates were suspended in 20 ml of 100 mM sodium phosphate buffer pH 7.0. The 


precipitates were thoroughly shaken in the buffer and incubated for 1 hour at 30 °C. The tubes 


were centrifuged (15 min; 22 °C; 3600 rpm) and supernatant was sampled for determination of 


the re-soluble protein composition with SDS-PAGE. The non-resoluble part of the precipitates 


was freeze-dried and analyzed for nitrogen content as described above. Protein N of PFJ was 


determined as N recovered by TCA precipitation (BOLLAG et al. 1996). Average N content in PFJ 


was 3.76 mg ml-1, 65.16 % was precipitated with TCA, this N is determined as protein N. Protein 


content (N x 6,25) was 15.3 mg ml-1. The re-soluble part of the precipitated protein was 


determined as the precipitated protein minus non-resoluble protein.  


Constitutions of the re-soluble part of protein precipitates were performed by using SDS-PAGE 


(LAEMMLI 1970). 100 µl of the collected re-soluble protein samples were mixed with 25 µl of 


loading buffer (5 ml 1.25 M Tris-HCl, pH 6.8, 2.3 g SDS, 10 ml glycerol, 5 mg Bromophenol 


Blue; to 500 μl of this buffer to add 170 μl 2-mercaptoethanol). Protein separation was performed 


using standard cooled dual vertical slab units SE 600 (Hoefer Scientific Instruments, San 


Francisco, USA). The discontinuous gel system (HAMES & RICKWOOD 1987) was used (4 % 


stacking gel and 10 % separating gel. Gel processing after protein detection with Coomassie 


Brilliant Blue R-250 was performed by HAMES & RICKWOOD (1987). Individual protein 


components were detected on electrophoretic profiles by digital image analysis by using special 
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software BioProfil 1D++ - measuring of absorbance profiles and computation of individual 


portions (BioProfile software package, Vilbert-Lourmat, Marne la Vallée, France). 


 


 


RESULTS AND DISCUSSION 


 The basic properties necessary for usage of protein concentrates in food and feed industry 


are the re-solubility of the precipitated and dried protein powder, suitable for use from the health 


point of view and suitable nutritional and biological value. The re-solubility is value that could be 


directly connected with degree of denaturation of studied protein isolates and this value could be 


suitable for presentation of biological value (native properties) of the obtained potato protein 


powder (BÁRTA et al. 2007). The used term solubility issues from the methodology of 


KONINGSVELD et al. (2001). The presented solubility data were not really solubility, since these 


should be expressed as amount per unit volume. The proportion of total protein that became 


insoluble was used as an index of solubility. We kept the re-solubilisation volume constant and 


the re-solubility was expressed as the proportion of total protein originally present in PFJ. The re-


solubility data indicated the differences in denaturation of the potato protein that was exposed to 


different temperature regimes. 


As can be seen from the data presented in Table 1, amount of totally precipitated protein 


was approximately 15 mg from 1 ml of industrial PFJ. Amount of re-soluble protein was 


naturally highest when using freeze-drying; when using the high temperatures (60 °C, 70 °C) for 


protein treatment, the obtained protein powders were almost absolutely insoluble. The Figure 1 


shows the relative abundance of re-soluble protein in total protein precipitated from potato fruit 


juice. As can be seen, maximal temperature usable for potato protein treatment is 40 °C; using 


temperatures above this point caused that almost 90 % of the total precipitated protein remained 


insoluble. The obtained results indicated differences in precipitation and thermal stability of 


protein components creating the total tuber protein of PFJ. Approximately 20% of the PFJ protein 


seems to be very sensitive losing the native properties just before, during or immediately after the 


precipitation process because this part of precipitated PFJ protein remained insoluble just after 


using freeze drying. Freeze drying is generally used for biological products that have a high 


sensitivity to heat and most protein fall into this category (HARRISON et al. 2003) and freeze 


drying should not cause denaturation of treated protein. The remaining proteins precipitated from 
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PFJ are less or more thermal sensitive which could be explained by the high heterogeneity of the 


PFJ proteins. When using the minimal temperature (25 °C) protein denaturation and following 


insolubility of precipitated protein should be rather explained by partially degradation of the 


potato protein by proteases that should be in this temperature inactivated only by protease 


inhibitors. When using higher temperatures thermal stability of the protein components and their 


isoforms differ expressively, how can be seen from the Figure 2. On this figure (above all re-


soluble potato protein after freeze-drying) are recognisable protein bands in two molecular mass 


regions - the main bands in the region approximately from 39 to 43 kDa, and the minor bands that 


should be found in the region approximately from 4.3 to 25 kDa. The potato proteins present in 


PFJ have been tentatively classified into three groups (POTS 1999). No overall quantitative data 


on the protein composition of potato varieties are available, except those from cultivar Elkana 


(POUVREAU et al. 2001) and cultivar Tomensa (BÁRTA et al. 2007). Patatin, the major potato 


tuber protein (39-43 kDa) comprises approximately 38 % of the protein; the protease inhibitors 


(25-4.3 kDa) make up about 50 % and other proteins up to 12 % of total protein in PFJ 


(POUVREAU et al. 2001, BÁRTA et al. 2007). Patatin represents the most important protein 


component of tuber protein for its high nutritional quality (BÁRTA & ČURN 2004), foaming and 


emulsifying properties (RALET & GUÉGEN 2001), specific enzymatic activity (ANDREWS et al. 


1988, SENDA et al. 1996, JIMENEZ et al. 2001), or antifungal activity (TONÓN et al. 2002). In 


contrast to patatin the protease inhibitors are a more heterogeneous group of tuber proteins. They 


differ with respect to molecular mass, amino acids sequence and inhibitor activity (POVREAU et 


al. 2001). The general characterization of protease inhibitors is that they are small, cystein-rich 


and heat-resistant proteins of 3-23 kDa (excluding tandemly repeated inhibitors domains resulting 


in inhibitors of 36-85 kDa). According to the Figure 2 and Table 2 is obvious the lower thermal 


stability of patatin proteins. The fault point was detected in 30 °C and all the temperatures above 


this point caused strong denaturation and insolubility of patatin proteins. This evaluation 


confirms with data of POTS (1999) who established that patatin is thermally destabilized at 


temperatures exceeding 28 °C, as was indicated by near-ultra violet circular dischroism. It was 


shown that parts of the α-helical contribution unfold in the 45 to 55 °C region, whereas the β-


stranded parts unfold more gradually at temperatures from 50 to 90 °C. The observed unfolding 


of the protein coincides with the inactivation of the patatin enzyme activity and with the 


precipitation as occurs in the potato fruit upon heating. At high temperatures, patatin still contains 
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some helical and stranded structures. Upon cooling the protein refolds partly, it was observed that 


mainly α-helical structures were formed. Thermal stability of potato tuber protease inhibitors has 


been discussed previously by POUVREAU (2004) for protease inhibitors of the cultivar Elkana, 


although there is no information about protease inhibitors thermo-stability in case of PFJ which 


represent the specific cultivar mixture. Thermal unfolding and significant reduction of inhibition 


activity of PSPI (Potato Serine Protease Inhibitors) and PCPI (Potato Cystein Protease 


Inhibitors), which together represent 40 % of the total protein content of in potato juice, was 


observed by POUVREAU (2004) when exceeded the point of 40 °C. These data entirely confirmed 


with our data of thermal stability of PFJ potato protease inhibitors as can be seen from the Figure 


2 and Table 2. The exception in thermal stability represents potato carboxypeptidase inhibitor 


(PCI) that is only one protein that remains soluble also when using the high temperatures 60 and 


70°C. PCI is the smallest protease inhibitors present in potato, with a molecular weight of 4.3 


kDa and is known to be extremely stable upon heating (HUANG et al. 1981). 


The results obtained during the experiments should be concluded that treatment (drying, 


concentration, protease inhibitors inactivation) of potato proteins isolated from industrial PFJ 


with temperatures higher than 40 °C caused intensive degradation most of the proteins presented 


in proteins isolate obtained from industrial potato fruit juice.  


 


 


CONCLUSIONS 


(1) Patatin, the major storage tuber protein with high nutritious value, was detected in protein 


isolates by SDS-PAGE in region of 39-43 kDa and was evaluated as thermal sensitive 


because temperatures above 30 °C caused its strong insolubility.  


(2) Potato protease inhibitors were detected in protein isolates in region from 4.3 to 24 kDa. 


Thermal stability of potato protease inhibitors was higher, although the drying 


temperatures above 45 °C caused denaturation and insolubility most of the protease 


inhibitors. 


(3) Extremely thermo-stable was potato carboxypeptidase inhibitor with molecular weight of 


4.3 kDa that remained soluble even when using the high temperatures.     
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Abstrakt 


Tato práce se zabývá termální stabilitou izolátů hlízovách proteinů získaných z průmyslové 


hlízové vody, která vzniká jako vedlejší produkt při zpracování brambor na škrob. Patatin, 


hlízový protein s vysokou nutriční hodnotou, byl pomocí techniky SDS-PAGE detekován 


v oblasti 39-43 kDa. Patatin a byl vyhodnocen jako termolabilní protein, neboť použití teplot nad 


30°C způsobilo jeho silnou nerozpustnost. Bramborové inhibitory proteas byly detekovány 


v oblasti 4.3 až 24 kDa. Termální stabilita inhibitorů byla vyšší než patatinu, avšak teplota nad 


45°C způsobila denaturaci a nerozpustnost většiny inhibitorů proteas. Extrémní termostabilita 


byla zjištěna u karboxypeptidasového inhibitoru s hmotností 4.3 kDa, jenž si zachoval zpětnou 


rozpustnost i při použití nejvyšších teplot (70 °C) pro ošetření proteinového izolátu.  
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Table 1: Amount of protein (mg ml-1 of PFJ) remaining re-soluble or insoluble after treatment 


with different temperature regimes 
Temperature of protein 


isolate tratment 
Amount of protein (mg 
ml-1 of PFJ) re-soluble  


Amount of protein (mg 
ml-1 of PFJ)  insoluble  


Freeze-drying 10.1 e 5.2 a 
25 °C 7.9 de 7.5 ab 
30 °C 5.9 cd 9.4 bc 
35 °C 5.2 bc 10.2 cd 
40 °C 3.8 abc 11.6 cde 
45 °C 3.2 ab 12.1 de 
50 °C 2.7 a 12.7 de 
55 °C 3.3 ab 12.1 de 
60 °C 2.3 a 13.1  e 
70 °C 1.8 a 13.6  e 


Levels followed by the same letter are not significantly different (HSD test at 5% level).  
 


 


Table 2: Representation (%) of the main protein components remaining re-soluble after exposure 


of the potato protein isolated from industrial PFJ to different temperature regimes  
Representation of the main protein components in total protein (%)  


 
 


Patatin proteins 
39 - 43 kDa 


Protease Inhibitors 
25 - 14kDa 


Protease inhibitors 
14 - 4.3 kDa 


Freeze-drying 39.3 ± 0.82 43.5 ± 0.61 16.2 ± 0.43 
25 °C 34.7 ± 0.35 45.8 ± 0.54 18.6 ± 0.87 
30 °C 32.0 ± 1.17 45.6 ± 0.46 22.4 ± 0.71 
35 °C 17.5 ± 0.98 52.9 ± 1.30 29.6 ± 0.32 
40 °C 13.4 ± 0.41 54.6 ± 0.17 31.1 ± 0.23 
45 °C 12.6 ± 0.55 46.5 ± 1.23 40.9 ± 0.96 
50 °C 13.9 ± 0.62 43.2 ± 1.32 41.3 ± 0.47 
55 °C 12.0 ± 1.06 44.1 ± 2.16 43.8 ± 3.22 
60 °C 4.6 ± 0.08 13.7 ± 1.55 81.6 ± 1.46 
70 °C 0.0 ± 0.00 0.0 ± 0.00 100 ± 0.00 
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Figure 1: Increasing of relative amount of protein remaining insoluble after heat treatment of 


protein concentrates under different temperatures regimes.  
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1Temperature regimes of protein isolates treatment ranging from freeze-drying (LYO) to 70 °C.  


 


Figure 2: SDS-PAGE spectra of tuber protein components isolated from industrial PFJ 


remaining re-soluble after heat treatment under various temperature regimes.   


 
1Temperature regimes of protein isolates treatment ranging from freeze-drying (LYO) to 70°C.  
2Letter A indicates the region of patain proteins (39-43 kDa) in re-soluble part of tuber protein isolated from 


industrial potato fruit juice; Letter B indicates extremely thermostable carboxypeptidase inhibitor with molecular 


mass of 4.3 kDa.   
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