JihoCeska univerzita
v Ceskych Budéjovicich

Zemédelska fakulta

Studijni program: Zemédélské inZenyrstvi
Studijni obor: Rostlinn€ biotechnologie
Katedra: Rostlinn¢ vyroby a agroekologie

DIPLOMOVA PRACE

Téma:
Hodnoceni upravy a zpracovani semen vybranych
luskovin na produkci bilkovinnych koncentrati

Vypracovala: Be. JiFina Styblova
Vedouci diplomové prace: Doc. Ing. Jan Barta, Ph.D.
Konzultant diplomové prace: Ing. Veronika Bartova, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2010



Anotace

V diplomové praci byl hodnocen vliv rozdilné upravy semen (mouka z celych
neupravenych semen, mouka z déloh semen po namaceni, mouka z déloh semen po nakli¢ent)
u tfi druht luskovin (Pisum sativum conv. sativum L., Vicia faba L., Lupinus angustifolius L.)
na vytéznost a slozeni bilkovinného izolatu ziskaného pomoci izoelektrické precipitace. Bylo
zjisténo, ze uprava semen nejvice ovliviiuje vytézek vysrazeného N (mg) a to ze 45 %. Pii
stanoveni vytéznosti bilkovin byla hodnota ovlivnéna vyznamnou interakci (Gpravou semen
a druhem luskovin). Nejvétsi podil byl vSak vysrdzen v neupravenych a naklicenych
semenech lupiny, kde se hodnoty pohybuji kolem 57 %. Dale byla v diplomové praci
provedena zpétna precipitace bilkovin, pomoci které jsme ziskali bilkovinné koncentraty
z jednotlivych druhti luskovin. Vytézky bilkovinnych koncentrati dosahuji hodnot v rozmezi
60-80 %. Ze spekter vodorozpustnych bilkovin je vidét zfeteln€ vysokd koncentrace
izolovanych bilkovin. Ve variant¢ naklicenych a namacenych semen vyplyva, ze doslo
v pribéhu upravy semen k rozpadu bilkovin s vys$si molekulovou hmotnosti. Dale tyto
bilkovinné Stépy prechdzeji extrahovanim pii pH 9,0 do pozdéji produkovanych bilkovinnych
izolati. Po kyselé precipitaci je na spektru pozorovatelné, Ze jsou bilkovinné izolaty zpétné

rozpustné..

Kli¢ova slova: semena luskovin, Pisum sativum conv. sativum L., Vicia faba L.,

Lupinus angustifolius L., bilkovinné koncentraty

Annotation

This diploma work was assessed effects of different seed treatment (untreated flour from
whole seed, flour from the uterus after soaking seeds, flour from the seeds sprouted
cotyledon) by three species of legumes (Pisum sativum conv. Sativum L., Vicia faba L.,
Lupinus angustifolius L.) yield and composition of protein isolate obtained by isoelectric
precipitation. It was found that the seeds of change most affects yield precipitated N (mg) and
45%. When determining the value of the yield of protein was affected by significant
interactions (treatment and the type of legume seeds). The largest share was, however,
precipitate in untreated and germinated lupine seeds, in which values are around 57%.

Furthermore, the thesis was to reverse the precipitation of proteins, using which we obtained



protein concentrates from different species of legumes. The yields of protein concentrates
reach values in the range of 60-80%. Spectra of soluble proteins is clearly visible high
concentration of isolated proteins. Variation of sprouted seeds and soaked that occurred
during treatment of seeds for the collapse of proteins with higher molecular weight.
Furthermore, these grafts are transferred protein extraction at pH 9.0 in the later produced
protein isolates. After acid precipitation is observed on a spectrum that is re-soluble protein

isolates.

Keywords: legume seeds, Pisum sativum conv. sativum L., Vicia faba L., Lupinus

angustifolius L., protein concentrates
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1 Uvod

Luskoviny jsou jednoleté druhy rostlin z ¢eledi Fabaceae (Prugar, et al., 2008).

Vzhledem k velkému mnoZstvi bilkovin jsou luskoviny péstované na zrno dulezitym
zdrojem potravy. Velmi Casto piedstavuji nezbytny dopln€k jinych zdroji bilkovin. Jejich
kvalitou se fadi hned za bilkoviny Zzivocisného pavodu. Jsou velkym zdrojem energie,
neobsahuji cholesterol, pfitomny jsou vSak rostlinné steroly, plisobici pfiznivé v prevenci
kardiovaskularnich a nékterych nadorovych onemocnéni (Prugar et al., 2008). Z hlediska
vyzivového zejména pro diabetiky, je vyznamny nizky glykemicky index, ktery se u luSténin
pohybuje v mezich 29-33. Pfitomnost minoritnich slozek, jako napftiklad fytosteroly,
saponiny, oligosacharidy, atd., jsou povazovany za hlavni odpovédné Cinitele této vlastnosti

(Hedley, 2001; Rambouskova & Kavinova, 2006).

Vzhledem k zdkazu pouzivani krmiv ZivociSného plivodu ve vyzivé hospodaiskych
zvitat, nabyvaji ve vyznamu rostlinné bilkoviny. Jejich zdrojem muiize byt lupina, kterd je
proto povazovana za krmné plodiny budoucnosti. Semena lupiny obsahuji 28 - 35 %
dusikatych latek a 4-12 % tuku a svoji kvalitou se blizi s6je. Mohou tedy byt zdrojem
bilkovin pro vSechna hospodarskd zvifata. Zejména pro skot predstavuji moznou ndhrazku
sojového Srotu a jsou mnohem vhodnéjsi nez bob nebo hrach. Lze je zkrmovat i v zeleném
stavu. Dfive branil jejimu vyuziti v krmivarstvi vysoky obsah hotkych latek. V soucasné dobé
byly vySlechtény odrady se snizenym obsahem téchto latek (Honsova., 2005). Bilkoviny
v semenech luskovin jsou sloZeny ze dvou hlavnich frakci: globulinti a albumint, doplnénych

u nékterych druhit mensim mnozstvim glutelinti (Hosnedl et al., 1998).

Ocekava se, ze bude v pfistich letech vzrastat poptavka po bilkovinach z luskovin
s rostouci svétovou populaci a nutnosti snizeni rizik spojenych s konzumaci zivociSnych
zdrojii potravy, zvlasté ve vyspélych zemich. Strava obsazend s velkym mnozstvim bilkovin
neni jen zdrojem konstruktivnim a energetickym, ale rovnéZz mohou hrat samostatnou bio
aktivni roli nebo byt prekurzorem biologicky aktivnich peptidi rizné fyziologické funkce

(Duranti, 2006).



2 Literarni piehled

2.1 Vyznam a vyuZiti luskovin

Luskoviny jsou neobycejné vyznamné. Priimérna spotieba luskovin u nas je 1-2 kg na

osobu a rok.

Jejich semena obsahuji podle druhu 19 - 0 % bilkovin, u s6ji je vSak zastoupeni az
45 %, jsou proto potfebné pro racionalni vyZivu obyvatel a neopomenutelné v krmnych
davkach hospodaiskych zvitat. Velky vyznam maji luskoviny jako picniny, nebot’ v zeleném
stavu obsahuji v susin¢ 9-15 % bilkovin. Obsahem zivin a pfiznivé pisobicimi t€inky nalezi

k nejkvalitn€j$§im objemnym krmivim (Lahola et al.,1990).

Luskoviny lze péstovat na zrno, na lusky, zelenou hmotu, v ¢istych i smiSenych
kulturéch jako hlavni a strniskové plodiny 1 meziplodiny, popiipad¢ také na zelené hnojeni.
Déle jsou vyznamnym zlepSovatelem urodnosti ptidy a porusovatelem v osevnich sledech
s velmi pfiznivymi fytosanitarnimi u¢inky. Obohacuji ptidu o dusik pro nasledujici plodiny,
roz§ifuji kolob¢h Zivin. Svym mohutnym kofenovym systémem zlepSuji fyzikalni stav pidy.

(Lahola et al.,1990), (Spaldon et al., 1982)

2.1.1 Soucasna situace péstovani luskovin na zrno v CR av EU

Ceska republika je tradi¢nim péstitelem a vyvozcem luskovin. Hrach zaujima 85 - 90 %
luskovin péstované v CR. Navzdory nizké trzni hodnoté hrachu je péstovan piedev§im na

vyvoz, a to predstavuje 40-55 % produkce (Hochman, Hybl & Hosnedl, 2006).

V roce 2006 ptedstavoval hrach s osevni plochou 27 148 ha pfevaznou ¢ast vymery
luskovin péstovanych na zrno (70 %). Osevni plocha bobu byla 2 382 ha (6 %) a plocha
ostatnich luskovin na zrno (mimo s6ji) byla 9 493 ha (24 %). Z vyméry ostatnich luskovin

¢inila odhadem 7 500 ha lupina.

Od roku 2004, kdy byla EU rozsitena o 10 novych ¢lenskych statl, doslo ke zvyseni
péstitelskych ploch luskovin na zrno zhruba na 1,9 mil. ha. Nejvétsi vymeéra luskovin na zrno
je ve Francii, Spanélsku, Velké Britanii, SRN a Italii. Produkce téchto péti statd tvoii téméf
80 % veskeré produkce EU. Celkova evropskéa produkce semen luskovin dosahuje ptiblizné

5 mil. tun ro¢n¢ a ¢ini zhruba 8 % svétové produkce. Produkce hrachu ¢ini zhruba 3 mil. tun
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rocn¢é, produkce bobu cca 1 mil. tun ro¢né. NejvysSich primérnych vynosi péstovanych
luskovin je dosahovano v Irsku 4,89 t.ha-1, v Nizozemi 4,84 t.ha-1 a ve Francii 4,15 t.ha-1.
Aktudlni evropskéa produkce semen luskovin je nizkd, nestaci vysoka poptavka, kterd se dale
zvySuje. Vice nez 75 % bilkovinnych surovin pro vyuziti v krmivarském primyslu je
zajistovano dovozem s6ji a séjovych pokrutin

(http://eagri.cz/public/eagri/file/2854/LUSKOVINY 5 2007.pdf).

Bob obecny je tradi¢ni plodina ve stfedni Evropé, ale péstebni plocha znaéné poklesla za
poslednich 15 let z dlivodu nizké vynosové stability, nizkého vyuziti vynosového potencidlu
(40 %) a registrovanych kultivari vzhledem k vysoké zavislosti na ptidé a povétrnostnich

podminek (Hochman, Hybl & Hosnedl, 2006)

Tabulka €. 1: Plochy, vynosy a produkce hlavnich druhii luskovin na zrno v Evropé
(http://eagri.cz/public/eagri/file/2854/LUSKOVINY_ 5 2007.pdf)

Skliziiova plocha tis.ha | Pramérny vynos t.ha™ Produkce tis.t

Komodita
2003 | 2004 | 2005 | 2003 | 2004 | 2005 | 2003 | 2004 | 2005
Luskoviny celkem | 4024 | 3860 | 3895 | 2,02 | 2,29 | 2,04 | 8130 | 8837 | 7942
Fazol 358 491 435 1,42 1,58 1,52 | 507 | 775 | 662
Hrach 2293 | 2037 | 2071 | 2,34 | 2,59 | 2,26 | 5363 | 5285 | 4688
Bob 256 284 316 2,34 | 2,73 | 2,51 | 599 | 775 | 792
Cizrna 98 103 85 0,94 | 0,86 | 0,58 92 89 49
Cotka 51 58 56 0,83 | 0,94 | 0,55 43 55 31

Poznamka: pro rok 2005 je pouze odhad
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2.2 Struktura semene luskovin

Semena luskovin svym tvarem, velikosti a zbarvenim je typické pro jednotlivé druhy
a odrudy. Skladaji se z osemeni, klicku a velkych déloh. Endosperm vétSinou chybi nebo je
jen mélo vyvinut. Zasobni latky pro vyzivu kli¢ici rostliny jsou uloZeny ve dvou zarode¢nych

listeich klickt a délohach, které vypliuji pfevaznou ¢ast semene.

Obrazek €. 1: Struktura semene

a) celé semeno:1- Sev, 2- pupek, 3- chaldza, 4- nikropyle, 5- obrys kotinku,

b) rozptilené semeno, 6- osemeni, 7- délohy, 8- klicek, 9- kotinek , 10- d€lozni listky

Slupka se sklada z vnéjsiho a vnitiniho osemeni. Vnéjsi osemeni je tvoreno kutikulou.
Pod ni je vrstva palisddovych bunék, kde jsou ulozeny pigmenty urcujici barvu semene. Pod
palisddovymi bunikami je vrstva silnosténnych zprohybanych bun€k. Na ni navazuje

parenchymatické pletivo, které je zakonceno vnitinim osemenim (Lahola et al., 1990).

Anatomicka stavba osemeni sehrava dulezitou funkci pifi piijmu vody a mize byt
pri¢inou vyskytu tvrdych semen. Podstata tvrdosti je zpravidla vysvétlovana obsahem
nckterych latek, napt. pektini ve vrstvé palisadovych bunck. Tvrdosemenost je dédicnym
znakem nékterych druhli a odrid. Tuto vlastnost siln€¢ ovliviiuji podminky pldni a zejména
prabéh vysychani semen. Je nejvice ovliviiovana pocasim pii dozravani semen, poSkozenim
semen pii sklizni a pribéhem vysychani sklizenych semen (Hosnedl, Vasak & Meciar, et al.,

1998).

Klic¢ek je ulozen mezi dvéma délohami. V parenchymatickych buiikdch jsou ulozeny

zasobni latky, kde prevladaji bilkoviny, které patii ke globulinim ( Lahola et al., 1990).
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2.3 Latkové slozeni semen

Chemické slozeni semen je vhodné pro raciondlni vyzivu cClovéka (vysoky podil

bilkovin, obsah vldkniny, ptizniva skladba Skrobu) (Prugar, 2008).

Bilkoviny — piedstavuji nejvyznamnéjsi slozku semen luskovin. Jejich obsah se

u péstovanych druhti pohybuje v rozmezi 200-400 g.kg-1 hmotnosti semen, tj. 22-45 % suSiny

(Hosnedl et al., 1998).

Tabulka €. 2: Latkové sloZeni semen lusténin (%) (Pokorny & Dostalova, 1996)
(Prugar, 2008) (Spaldon et al., 1982)

Latky Hrach Bob
Voda 10,4 10,6
Energie 346 350
Bilkoviny 24,5 24,8
Tuk 1,0 2,5
Sacharidy 62,1 60,4
Vlaknina 6.3 14,9
Popel 2,5 33

Poznamka: Energie je uvedena v kcal/100g, 1 kcal=4,185 kJ

Tabulka €. 3: Priumérny obsah Zivin v 1 kg semen piivodni hmoty lusténin (v gramech)

(Hosnedl et al., 1998)

Latky Hrach sety Bob obecny Lupina bila
Susina (g) 870 868 887
N-latky (g) 208 262 340

SNL (g) 156 223 306
Tuk (g) 16 14 47
Vléknina (g) 60 75 140
Skrob (g) 451 368 85
Cukry (g) 56 34 48
BNLYV (g) 554 480 323
Popel (g) 32 37 37

Poznamka: SNL: dusikaté latky, BNLV: bezdusikaté latky
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VétsSina péstovanych luskovin obsahuji v semenech i v zelenych castech rostlin
chemické slouceniny, které snizuji nutricni hodnotu produktu - antinutriéni latky. (ANC),
které mohou byt bilkovinného plivodu, tj. inhibitory hydrolys a lektinii a latky nebilkovinné
povahy. K mén¢ Skodlivym latkam patii stachyosy, nachdzejici se napf. v semenech hrachu

a zpusobujici plynatost (nadymani) (Hosnedl et al., 1998).

Jejich antinutriéni u¢inek spociva v inhibici riznych travicich enzym, vcetné trypsinu,
chymotrypsinu a amylasy. Nicméné jejich U¢inek se obvykle projevi az v ptipadé, kdyz jsou
semena nebo mouka konzumovany. Tepelné zpracovani muze vést ke snizeni toxicity,
ale nizké teploty nebo nedostatecné vafeni nemusi zcela eliminovat jejich toxicitu.
Rostliny pouzivaji tento typ bilkovin jako obranu proti fytofagnim bezobratlovcim
a bylozravceim (Duranti, 2006). K ANF patii také lektiny, coz jsou bilkoviny, které se vratné
vazi na specifické mono- a oligosacharidy. Vyskytuji se pfedevsim v semenech. Ve srovnani
s inhibitory proteze jsou lektiny odolngjsi vuc¢i tepelnym tUpravam. Nedostatecné
netoxikované potraviny mohou vyvolat zazivaci potize a posSkodit stfevni epitel.

(Prugar et al., 2008)

Toxicita lektinll je dale charakterizovadna inhibici rstu u pokusnych zvitat a priijmem.
Pti injekénim podani u lidi miize zpisobovat nevolnost, nadymani a zvraceni (Duranti, 2006).
Antinutricni faktor (ANF) semen luSténin vede ke snizeni stravitelnosti a piijmu semen
zvitaty. Vysledkem je doprovodna ztrata stravitelnych proteinti v produkci zvitat. Negativni
vliv ANF se znacné li$i podle druhu zvifat a jejich staii (Hosnedl et al., 1998). Nicméné,

mnoho, ale ne v§echny lektiny maji hemaglutinujici aktivitu (Lis & Sharon, 1986).

Na druhé strané né€které antinutri¢ni latky v lusténinadch maji 1 pozitivni ucinek na lidsky
organismus. Je to napf. kyselina fytova, kterd sniZuje riziko rakoviny tlustého stfeva,
a pravdépodobné i prsu a to antioxidacnim plsobenim (vazadnim Zeleza). Dale to jsou
saponiny Bowman - Birkiiv inhibitor proteze a isoflavony s protirakovinnymi ucinky.

(Cabarello et al.,2003)

Biologicka hodnota je snizovana obsahem inhibitorii trypsinu. Blokuji travici enzymy
v zazivacim traktu, zptsobuji hypertofii pankreasu. Na druhé strané jsou to jedny z mala
bilkovinnych komponentii semen luskovin bohaté na sirné aminokyseliny (cystin) a dokonce

se jim pfisuzuje protirakovinovy ucinek.

Taniny snizuji krmnou hodnotu, stravitelnost bilkovin a néckterych aminokyselin.

(Hosnedl et al., 1998)
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Tabulka €. 4: Antinutri¢ni latky v semenech luskovin (Hosnedl et al., 1998)

. Latky ovliviiujici stravitelnost
Luskovina
Inhibitory trypsinu Taniny
Lupina Neobsahuje Neobsahuje
Hrach polni Nizky obsah Neobsahuje
Bob obecny Nizky obsah Stfedni obsah
Zpusoby zniceni Zahtatim Odstranénim osement

2.3.1 Pozitivni vliv na zdravi lidi

Diabetes
Vzhledem k nizkému glykemickému indexu a vysokému obsahu nestravitelnych vlaken, jsou
semena luskovin napomocné u diabetikii. Sucha semena mohou prispét k prevenci

odbouravani inzulinu a tim snizit riziko k této nemoci.

Nemoc i traviciho stroji

Dulezitou roli hraji luskoviny v tom, Ze zrychluji transport stravené stravy ve stfevnim
traktu a jeho konecné vyluovani. Dochazi ke snizeni cholesterolu, k neuplnému traveni
Skrobu a snizeni kvasnych procest. Tyto faktory byly povazovany za prospésné v prevenci

rakoviny, zv1asté tlustého streva.

Nadvéaha a obezita

Navzdory obsahu tuku, Skrobu a bilkovin v semenech luskovin, poméhaji udrzovat
télesnou hmotnost. Diky jejich velkému ucinku sytosti se omezi celkovy denni piijem

potravin.

Nutricni klicova role zrna luskovin je masivni pfitomnost makro a mikro Zzivin.

(Duranti 2006)

Zvysené mnozstvi nekterych bilkovin je nezadouci. Napiiklad semena obsahuji inhibitor

bilkoviny a tim zabranuji spravnému priibéhu traveni. (Domoney & Stitt, 2007)
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2.3.2 Vyuziti v krmivarstvi

Semena luskovin jsou cennym zdrojem bilkovin, Skrobu a oleje. Jejich mnozstvi se 1isi

v zavislosti na druhu.

V krmnych smésich predstavuji semena luskovin dilezity zdroj bilkovin pro zvirata
a driibez (Domovy & Stitt, 2007). K p icnim uceliim se mize vyuZivat celd nadzemni hmota
v zeleném stavu, nebo v podobé sennych moucek. Pro tyto ucely jsou vhodné pouze rychleji
rostouci druhy a odrudy, které produkujici velké mnozstvi biomasy. Kvalitni picni hodnotu
ma 1 slama luskovin. Stravitelnost ovliviiuji napt. taniny (u bobu obecného) a inhibitory

trypsinu.

Vyuziti semen luskovin v krmnych davkach, zejména monogastrickych zvifat je
ovlivilovano nutricni hodnotou a obsahem antinutrinich latek v semenech. Obsah
antinutri¢nich latek lze pfed zkrmovanim snizit vhodnou upravou suroviny (zahtivani,
maceni, odstranéni osemeni). SniZovani obsahu antinutri¢nich latek v semenech je téZ jednim
z cili Slechténi a stava se kritériem registrace novych odrid luskovin pro krmné ucely

(Hosnedl et al., 1998).

2.3.3 Hospodaiska hodnota hrachu

Hrach se v Evropé pfedevsim pouziva pro vyzivu prasat, kde se jejich nutri¢ni hodnota
dokonale shoduje s nutricnimi poZadavky pro hospodaiskad zvitata. I kdyZz jsou suroviny

hrachu bohaté na bilkoviny, je jeho cena stanovena predev§im podle energetického obsahu.

Aby doslo k vétSimu zkrmovani dribeze hrachem, tak se musi zajistit vys$$i mnozstvi
bilkovin v hrachu a to 1ze dokazat dvéma zptisoby :

e prvni spociva v pouziti pfirozené proménlivosti obsahu bilkovin, ktery je nalezen

v kultivovaném hrasku, tfidéni dvou druhli zrn hrachu pfi sklizni a uvedeni na trh

podle jejich obsahu bilkovin.

e druhy je zalozen na péstovanim hrachu s vyS$$im obsahem bilkovin a s vice

stravitelnymi aminokyselinami.

Tyto dva zptsoby jsou vztaZzeny na suSinu. Primérnd troven bilkovin u hrachu je 24 %

a s smérodatna odchylka je 1,42 (Crépon & Prebenda,2007).
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Je také mozné zlepsit jejich stravitelnost pro zvitrata a zvysit obsah bilkovin. Na tyto dva

cile byly tedy testovany dvé hypotézy:

1. chovatelé jsou schopni produkovat hrach s primérnym obsahem bilkovin 28 %,

aniz by se ménil aminokyselinovy profil nebo jejich energeticka hodnota,

2. chovatelé jsou schopni vyrabét hrach, ve kterém se stravitelnost metioninu, cystinu

a tryptofanu dokéze zvysit.

ZvySeni obsahu bilkovin musi byt provedeno bez poskozeni energetické hodnoty.
Dokonce i mirny pokles energie mlize mit vyrazny dopad na cenu a na mnoZzstvi pouZitého

hrachu (Crépon & Prebenda,2007).

2.4 Bilkoviny ve vybranych semenech luskovin

Bilkoviny semen jsou slozeny ze dvou hlavnich frakei: albumind a globulindg,

doplnénych u nékterych druhiit mensim mnozstvim glutelinti.

Albuminy (10-25 % bilkovin) jsou pfedev§im slozkou zarodku. Jsou to bilkoviny
strukturni a enzymatické, vytvarejici komplexni struktury se sacharidy, lipidy a nukleovymi
kyselinami. Jsou vyhodnou slozkou nutri¢ni jakosti, rozpustné ve vod¢, vysoluji se ve svych
vodnych roztocich siranem amonnym pii nasyceni vét§im nez 60 %pfi teploté 75°C a nevratné

koaguluji.

Syntéza albumint prevlada v casnych fazich vyvinu semen, s postupnym zranim potom

dochazi k prevazujici syntéze globulint (Velisek, 2002).

Globuliny utvéaieji rozhodujici podil bilkovin zasobniho charakteru (hrach a lupina
60-75%, bob 80-90 %). Jsou to slabé kyselé bilkoviny nerozpustné ve vodeé, ale rozpustné ve
zfedénych roztocich soli, napf. v 5% roztoku NaCl, kyselin a z4sad. Vysoluji se siranem
amonnym pii nasyceni vét§im nez 40 %, za tepla koaguluji. Dominantni globuliny jsou violin

a legumin (Velisek, 2002).
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Podjednotky globulinu

v

Nejhojnéjsi tfida proteinit v luskovinach péstovanych na zrno jsou globuliny. Jsou
obecné klasifikovany do dvou hlavnich skupin na zaklad€ jejich sedimenta¢niho koeficientu
(S) a to na 118, které se nazyvaji leguminy a 7S nazvané viciliny a conviciliny. Legumin je
vyjadfen jako protein o velikosti 60-80 kDa. Jsou to oligomery, ale obvykle tvoii hexamery.
7S bilkoviny jsou oligomery, obvykle tvofeny trimery.Vicilin je vyjadfen jako protein
o velikosti 47-50 kDa, ktery je tvofen trimery o molekulové hmotnosti 150 kDa (Emmanouil

et al., 2006).

Convicilin je vyjadfen jako protein o velikosti 70 kDa, ktery je tvofen trimery

o molekulové hmotnosti 210 kDa (Casey, 2003), (Ol /Kane, 2004).

Z nutriéniho hlediska jsou vSechny bilkoviny lusténin skladovany s relativné nizkym
obsahem aminokyselin: metionin, cystein a tryptofan. Mnozstvi dal§i esencialni
aminokyseliny lysinu je mnohem vyssi (Rockland, Radke, 1981), (Ampe, Van Damme,
de Castro, Sampaio, Van Montagu, Vanderkerckhove, 1986).

Gluteliny nejsou rozpustné ve vod¢ a etanolu, ale rozpousti se ve ziedénych roztocich

soli, kyselin, zasad, teplem koaguluji.

Prolaminy nejsou rozpustné ve vode¢, ale rozpustné ve ziedénych roztocich soli, kyselin,
zasad a v 70% etanolu, nekoaguluji za tepla. Do této skupiny se pfedevsim fadi rostlinné
bilkoviny obsahujici zna¢né mnozstvi vazaného prolinu a glutaminu a neobsahuji lysin

(Velisek, 2002), (Duranti, 2006).

Nutri¢ni hodnotu lusténin ovliviiuje v prvé fad€ skladba bilkovin, tj. obsah esencidlnich

aminokyselin.

Vétsina bilkovin, které se v semenech luskovin hromadi, postradaji katalytické ucinky,
nehraji Zadnou strukturalni roli v pletivech. Vnitini prostor membran je vyplnén zakladni
hmotou, kterd je bohatd na bilkoviny. Bilkoviny v semenech pfedstavuji pfiblizn¢ 20 %
(uvedeno v susin€) v hrachu a ve fazolu az 38-40 % (Derbyshire, Wright, Boulter, 1976),
(Guéguen, Cerletti, 1994). Proto semena luskovin patii mezi nejbohatsi potravinové zdroje

bilkovin a aminokyselin pro ¢lovéka a vyzivu zvitat.
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Obrazek €. 2: Schematické znazornéni zpracovani globulini v hrachu
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Vsechny proteiny maji signalni peptid pro transport do plazmatického retikula, ktery se
odstrani spole¢nou translaci béhem vstupu do ER .Leguminy obsahuji dvé podjednotky o 40 a
20 kDa (kyselou a bazickou podjednotku), které ziistanou spojeny disulfidickymi mistky.
Viciliny maji dvé potencialni oblasti pro §tépeni (A a B) v zavislosti na izoformé. Stépeni
probiha na dvou mistech fragmentu o velikosti 20 kDa. Conviciliny zde nejsou znateln¢ vidét,
maji jiné posttranslacni zmény nez pifi odstranovani signalniho peptidu. (Tzitzikas et al.,

2006)
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2.4.1 Conglutiny v semenech lupiny

Lupina mlze byt vyuzita na vyrobu proteinovych koncentrati a spolecné s jinymi
potravinafskymi vyrobky mohou obohatit jejich nutriéni hodnotu a =zlepSit jejich
technologické vlastnosti a umoziiovat tak vyssi kvalitu potravin (Dijkstra, Linnemann, & van
Boekel, 2003), (Gladstones, 1998), (Torres, Frias, Granito, Guerra, & Vidal - Valverde,
2007). Nedavné studie in vivo ukazaly, ze bilkoviny ze semen lupin vykazuji dobrou
biologickou hodnotu, coz dokazuje, ze mize byt lupina vynikajicim zdrojem pro zdravou
vyzivu lidi a zvifat (Marti'nez-Villaluenga, Urbano, Porres, Fri'as, Vidal-Valverde, 2007),
které by mohly nahradit s6jové koncentraty v zemich, kde s6ja musi byt dovdZena (Ruin
& Hove, 1976). Kliceni lupiny bilé¢ a uzkolisté zvysuje obsah bilkovin (Gulewicz, Martinéz —
Villaluenga, et al., 2008).

V lupiné jsou zastoupeny hlavné z bilkovin albuminy (A) a gluteliny + prolaminy
(Gt + P). Rozdily v profilu bilkovin byly nalezeny mezi druhy a kultivary, ale zaroven
nevykazovaly elektroforetické rozdily. Aminokyselinovy obsah bilkovin byl u jednotlivych
frakci také studovan a byly nalezeny rozdily mezi kultivary. Obecné Ize fici, ze obsahuji Glu,
Gly, Arg, Ala, Leu a Lys (jako esencidlni aminokyselina). Jsou ochuzeny o sirné
aminokyseliny (Met a Cys) (Hudson, 1979, Petterson, 1998). Thr je nejdulezitéjsi
aminokyselina v globulinech. Zatimco Asp, Glu, Gly a Arg a Leu a Lys jsou hlavni slozky

glutelinovych a prolaminovych frakci.

Podle frakci (Osborne & Campbell, 1898), 1ze rozd¢€lit bilkoviny lupin na: albuminy
rozpustné ve vod¢, globuliny jsou rozpustné v soli, prolaminy jsou rozpustné v alkoholu
a v kyselinach / alkaliich rozpustné gluteliny (Mandal & Mandal, 2000). Kromé& toho také
obsahuje nizké hladiny inhibitoru proteaz a dalSich komponent s antinutri¢nimi Gc¢inky

(Martinez-Villaluenga et al., 2006).

K wurceni, jaké bilkoviny se nachédzeji v lupiné¢ se pouziva kombinace dvou
experimentalnich pfistupti k identifikaci hlavnich bilkovin. Jednim z nich je zakladni
proteomicky pfistup, véetné 2D elektroforetické separace a hmotnostni spektrometrie
vybranych trypsin - stravitelnych polypeptidii. Druhy pfistup je srovnavaci skupina 2D

elektroforetické analyza bilkovin.
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Podjednotky conglutinu

Pomoci 2D elektroforetické analyzy je vyzkouméno, Ze maji semena lupin ¢tyii hlavni
¢asti bilkovin, a to a- conglutiny, 11S globulin frakce, b-conglutiny, 7S globulin frakce,

c-conglutin, d-coglutin

Do prvni skupiny patii proteiny se sedimentacnim koeficientem kolem 11S. Jsou to

konglutiny a patii k"leguminim"nebo 11S globulinové skupiny o velikosti 350 az 400 kDa.

Zraly protein se sklada z hexametrli ze sulfidicky spojenych podjednotek a to jen
z kyselé podjednotky (alfa-polypeptidy) a zdkladni podjednotky (beta-polypeptidy)
— konglutin (Wright & Boulter, 1974; (Crhy et al., 1979)(Crevieu-Gabriel,I., 1999), (Crevieu,
L., et al. 1998). Na rozdil od vétSiny ostatnich 11S globulint jsou glykosylované.

Druhé skupina bilkovin ma sedimentacni koeficient kolem 7S. Patii sem b - konglutiny
a jsou to také jen violinu podobné bilkoviny nebo 7S globuliny. Jsou to trimerni bilkoviny
o velikosti od 150 do 280 kDa, v némz monomery se skladaji z nékolika polypeptidi

v rozmezi od 16 do vice nez 70 kDa bez disulfidickych mistki.

Lupina dale obsahuje vyznamné mnozstvi (5,6 %) c¢ - conglutinu, ktery se sklada ze
dvou heterogennich disulfidické spojenych podjednotek o velikosti 17 a 30 kDa (Magni,
Scarafoni, et al., 2007), (Scarafoni et al., 2001) a nizké minometni bilkoviny podobné jinym
2S albumintim, které nazyvame d- onglutiny (Duranti et al. 1981), (Salmanowicz a Weder,

1997), spojenymi dvéma disulfidickymi fetézci o velikosti asi 4 a 9 kDa.

Podjednotky vSech téchto ¢ty zminénych tfid bilkovin vyplyvaji z proteolytického
Stépeni prekurzorti molekul (Derbyshire et al., 1976), (Miintz, 1998), (Miintz et al., 2002).

2.4.2 Bilkoviny v semenech hrachu setého

Hrach je péstovany na 85-90 % z celkové plochy pozemku luskovin péstovanych na

vvvvvv

mnozstvi péstované nejsou. Navzdory nizké trzni cené je hrach péstovany piedev§im na

vyvoz, a to predstavuje 40-55 % produkce (Mrskos et al., 2000).
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Pouziti slozek ziskanych z hrachu byl doposud omezeny, protoze ¢asto maji silnou chut’
a mohou zpusobit travici obtize. Technologie vyvinutd spole¢nosti Roquette piekonava tyto
nevyhody a je zalozena na 'Cistém' zuSlechtovani (bez chemickych rozpoustédel), kterd
umoziuje ziskat vysoce Cisty protein. Bilkovina z hrachu muze byt také pouzita (jako

neorganicka ¢ast) ve slozeni ekologickych produktu.

Tato bilkovina méa funkéni slozky, nabizi vynikajici vodné vlastnosti s lipidickou

vazbou. Jeho emulgacni schopnost pomaha vytvofit konzistentni a atraktivni texturu.

Pivod této bilkoviny je jasné€ identifikovatelny, neni geneticky modifikovany a neni na

seznamu vyznamnych alergent, které vyzaduji varovné oznaceni.

Vyznacuje se zdravym koncentrovanym zdrojem bilkovin. Obsahuje aminokyseliny,
které si jsou profilové blizké a organizace FAO (Organizace pro vyZivu a zeméd¢lstvi) jej
doporucuje pro vyzivu. Diky odstranéni anti - nutricnich faktord béhem vyrobniho procesu
jsou také vysoce stravitelné (Croy, Gatehouse, Tyler & Boulter, 1980). Dale hrach obsahuje
enzymy, vitaminy Al, B1, B2 a lecitin ( Lahola et al.,1990).

Velikosti bilkovinnych frakci

Proporce jednotlivych bilkovinnych frakci, které se odhaduji integraci FPLC pomoci
pikd, nebo denzitometrickou kvantifikaci pomoci SDS-PAGE gelt je: 33-57 % albumin,
49,2-81,8 % globulint, které jsou dale sloZzeny z 24-45 % vicilind, 17-39 % legumint
a convicilin 3,9-8,3 % (Trstin & Duc, 2007), (Tzitzikas et al., 2006). Legumin je vyjadien
jako protein o velikosti 60-80 kDa. Jsou to oligomery, ale obvykle tvofi hexamery.
7S bilkoviny jsou oligomery, obvykle tvofeny trimery.Vicilin je vyjadien jako protein
o velikosti 47-50 kDa, ktery je tvofen trimery o molekulové hmotnosti 150 kDa (Emmanouil

et al., 2006).

Convicilin je vyjadfen jako protein o velikosti 70 kDa, ktery je tvofen trimery
o molekulové hmotnosti 210 kDa (Casey, 2003), (Ol 1Kane, 2004). Je antigenn¢ odlisSny od
leguminu, ale poskytuje identickou reakci s vicilinem pii testovani protilatek proti obéma

proteiniim (Croy, Gatehouse, Tyler & Boulter, 1980).
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2.4.3 Bilkoviny v semenech bobu obecného

Bob obecny je tradicni plodina ve stfedni Evropé (Hochman, Hybl, Hosnedl, 2006).
Pies nesporny vyznam této plodiny na orné pidé mé soucasnad produkce stale klesajici
tendenci. Podle vyhledové zpravy MZ CR se konstatuje, ze doslo v minulych letech k poklesu
ploch vSech luskovin o vice nez 13 %, pfi¢emZ bob zaujimal pouze 2500 ha z celkovych
40587 ha. Bob jako krmna luskovina je vyznamnym bilkovinnym komponentem v krmnych
smésich hospodaiskych zvitat. Lze ho pouzit jak k zelenému krmenti, tak pro pouziti v suSené
formé, Cerstvy nebo predem piipraveny. Vyzivna hodnota bobu je velmi vysoka a v nékterych
lokalitach je lepsi neZ u krmného hrachu nebo ostatnich luskovin. VétSinou je vyuzivan pro
krmné ucely (Sikora, 2006). Z hlediska krmivaiského mizeme zatadit bob hned za soju, a to
nejen pro vysoky obsah hrubych bilkovin (32 — 34 %), ale i pro jejich skladbu (Kulovana,

2001). Zaroven vsak je obsah bilkovin vyssi nez u krmného hrachu (Sikora, 2006).

Bob obecny mé vysoky obsah Skrobu a aminokyselin pfedevsim lysinu (Lahola et al.,

1990).

Pii rozhodovéni, které krmivo pouzijeme do krmnych smési, bude rozhodujici cena
komodity, obsah Zivin (zvlasté N-latek a lysinu) a jejich stravitelnost. Pokud porovname tyto
ukazatele u krmného hrachu, bobu a s6ji, na prvnim misté se umisti so6ja, druhy bude pak bob
a posledni hrach. Pfi srovnani mnozstvi aminokyselin u sdjového extrahovaného Srotu, bobu
a hrachu, tak zjistime, Ze sdjovy Srot svym obsahem nepostradatelnych aminokyselin zvlasté
lysinu, pfevySuje ostatni leguminosy. Tudiz je velmi dilezité pamatovat na doplnéni

chybgjicich aminokyselin do krmnych davek pro zvifata (Sikora, 2006).
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2.5 Bilkovinné koncentraty

Bilkoviny ze semen luskovin mohou hrat bioaktivni roli samy o sob¢ a nebo mohou byt

prekurzory biologicky aktivnich peptidi riznych fyziologickych funkci. (Kostyra, 1996).

Kromé¢ luskovin, které se péstuji hlavné pro lidskou spotfebu nebo pro vynos dilezitych
krmiv a zeleného hnojeni, jsou semena luskovin vyuZzivany i pro jiné ucely vcetné¢ mediciny,

na vyrobu tanin a zvykacek (International legume database & Information service, 2004).

Potravinové suroviny rostlinného ptivodu obsahuji pomérné malo bilkovin, a proto se
casto bilkovinami obohacuji. Nejjednodussi metodou je ziskavani bilkovinnych koncentrata.
Bilkovinné koncentraty mohou pfispivat ke zlepSeni chuti jidla, jsou prekurzorem pro
aromatické latky a k utvofeni specifické barvy. Tyto zmény se d€ji béhem teplotni
enzymatické reakce v produktu a dale probihaji i u uskladnénych produktd. Rostlinny
material se zahfeje, aby se bilkoviny denaturovaly a vyextrahuji se tzv. nebilkovinné
extraktivni latky. Zbyvajici materidl je pfitom obohacen bilkovinami, kterych ma byt
v koncentratu alespon 50 % suSiny. Koncentraty se mohou dale texturovat, aby dostaly
vldknitou strukturu podobnou bilkovindm svaloviny, dale se barvi a aromatizuji. Bilkoviny
mohou podstatné piispivat také k fyzikalni charakteristice pro pfipravu potravin a vytvaret
stabilni gely, pény, emulze a vlaknité struktury. Nutricni energie plnohodnotného proteinu je

17 kJ/g (nebo 4 kcal/g). Hodnota je velmi vysoka jako u sacharidi.

Jinou metodou a za to drazsi je ziskdvani bilkovinnych izolati. Rostlinny material
se extrahuje (vétSinou mirné alkalickym roztokem) za podminek, kdy je rozpustnost bilkovin
co nejvetsi. Tato etapa procesu musi byt rychla a alkalita mirna, aby se netvofily antinutri¢ni
produkty. Naslednou centifugaci, ipravou pH (dojde k vysraZeni) a opétovnou centrifugaci
se ziskd bilkovinny izolat s vice nez 90 % bilkovin v suSin€. Na obrazku ¢.3 je schéma
ziskavani bilkovinného koncentratu, podle n¢hoz jsme v naSich analyzach podobné
postupovali. Obsah leguminu se pohyboval mezi 5,9 a 24,5% z celkového mnoZstvi

vyextrahovaného hrachového proteinu. Vicilin je nejhojnéjsi protein v hrachu, a jeho obsah se

pohyboval mezi 26,3 a 52,0 % z celkového mnozstvi vyextrahovaného hrachového proteinu.

Convicilin byl nejméné zastoupeny globulin, a jeho obsah se pohyboval v rozmezi
3,9 - 8,3% (Tzitzikas et al., 2006). Obsah bilkovinného koncentratu promyvaného kyselinou
byl vyss$i nez po promyti alkoholem a to 0 5,5 % (Wang et al., 2004).
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Bilkovinné koncentraty a izolaty se uzivaji jako pfidavek k masnym vyrobkiim nebo
jako imitace masa pro vegetariany a k rybam. Syrovy materil, ktery je obohacen proteiny
je naptiklad:

e pSenice a kukutice produkujici lepek jako vedlejsi produkt ze Skrobu,

e okopaniny, kde jsou proteiny izolovany tepelnou koagulaci,

e vejce, které se zpracovava v rozdélenych formach, a to bilek nebo zloutek,

e mléko, které je zasobarnou proteinu a kaseinu,

e ryba, kterd je zasobarnou proteinového koncentratu po extrakei,

e zelené rostliny péstované pro potravu zvifat, jako je vojtéSka, kde jsou proteiny

zpracovany tepelnou koagulaci (Belin et al., 2009).

Misto rostlinnych bilkovin se k tomuto ucelu mohou pouzit také bilkoviny mléka
(syrovatky), které jsou hodnotnéjsi, ale také drazsi (http://home.zf jcu.cz/public/departments/
koz/vyz/pred 02b.pdf). Vyznamnost proteini v budoucnosti zavisi na cen¢ a technologickém
procesu. Proteinové koncentraty a proteinové izolaty slouzi k zlepSeni nutri¢ni hodnoty

a k rozsiteni fyzikalnich vlastnosti stravy.

Obrazek ¢. 3: Vznik proteinového koncentratu pouzitim kyselé promyvaci metody
Tento postup je velice podobny analyze, kterd byla déland v této diplomové praci.

(Wang et al., 2004)

| Voda smichand s moukou v poméru 10:1
!
Michéni
!
Ptidani 2 N HCI
!
Centrifuga (14 000 ot.s -1, 15°C, 30 min) |

l

Slit supernatant (ke snizeni proteinové rozpustnosti)

!

Neutralizace pH na 7

l

Vznik proteinového koncentratu
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3 Cil

Cilem této studie je zhodnotit GCinek rlznych Urovni bilkovinného koncentratu
v syrovém nebo v upraveném stavu a to odlupkovanim a mechanickou tpravou jako je vliv
namaceni, vliv teploty a Casu na desintegraci semen hrachu setého, bobu obecného nebo
lupiny tuzkolisté. A to za tc¢elem ziskani bilkovinnych koncentratli, které mohou byt ¢astecnou

nahradou sdjového Srotu. Tento postup je zalozeny na isoelektrické precipitaci.

Ze semen je ziskdn homogenni material, ktery podstupuje zdkladnim analyzam.
U vzniklych bilkovinnych koncentratl je hodnocena a porovnana vytéZnost po precipitaci
a jejich slozeni s ohledem na rozdilnou pfipravu semenného materidlu. Dale jsou také

stanoveny jednotlivé frakce bilkovin prostiednictvim elektroforetické analyzy.
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4 Material a metodika

4.1 Popis materialu

Semena luskovin byla dodana od podniku Agritec, vyzkum Slechténi a sluzby s. r. o.
Sumperk. Hréach sety polni a bob obecny byly sklizeny v roce 2008 a lupina tzkolista v roce

2007.

e Hrach sety polni, odriida TUDOR

Registrovan v roce 2005.

Je to pozdni zlutosemennd odriida, zrani trva 108 dni, stfedné vysokd odolnost proti
poléhani pted sklizni, vhodnost ke kombajnové sklizni, velmi dobry zdravotni stav — odolnost
proti napadenim padli hrachu, stfedn¢ vysokd az vysokd odolnost proti napadeni hnédou
skvrnitosti hrachu, stfedné¢ vysoka odolnost proti napadeni plisni hrachu, hnilobami stonki,

listd, luskll a komplexem kotenovych chorob.

Obsah dusikatych latek: 24,2 %.
Hmotnost tisice semen: 282g.
Sklizen roku 2008.

(Mezlik, 2009)

¢ Bob obecny, odriida BOREK

Registrovéan v roce 1993
Je to polorana barevné kvetouci odriida indetermina¢niho rtistového typu. Doba zrani je
118 dni. Odolnost proti napadeni antraknézou bobu je stiedné vysokd. Na druhé stran¢ ma

mensi odolnost proti poléhani pred sklizni a ldmani lodyh.

Obsah dusikatych latek: 32,5 %.
Hmotnost tisice semen: 505 g.
Sklizeii roku 2008.

(Mezlik, 2009)
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¢ Lupina uzkolista, odraida PROBOR

Registrovéna v roce 2008
Stfedné rana modrokvéta odrida, rostliny stifedné vysoké, semena bild s velmi nizkym
obsahem hotkych latek. Doba zrani je 112 dni. Stiedné vysokd odolnost proti polehani pred

sklizni. Pomérné vysoka odolnost proti antraknéze a kofenovému vadnuti.

Obsah dusikatych latek v susiné: 36,6 %.
Hmotnost tisice semen: 143 g.

Obsah alkaloidd v susiné: 0,02

Sklizeni roku 2007

(Mezlik, 2009)

4.2 Metody

4.2.1 Priprava materialu k analyzam

V diplomové praci byl hodnocen vliv rozdilné upravy semen (mouka z celych
neupravenych semen, mouka z déloh semen po namaceni, mouka z déloh semen po nakliceni)
u tfi druht luskovin. Byly vybrany tyto druhy luskovin (hrach sety, bob obecny a lupina
uzkolista). Celd neupravena semena se dala namlit na Srotovniku a poté na mlynku znacky
Retsch ZM 100, sita byla pouzita s velikosti ok 0,2 mm. Nakli¢eni vSech semen se provadélo
ve dvou opakovanich s navazkou analyzovaného materidlu (semen) 15 g. Semena, ktera byla
namacena (na 5,5 hodin) a nakli¢ena byly nejdfive oSetfeny savem o koncentraci 0,01 M na
30 minut (aby doslo ke zniceni povrchové mikroflory a fytopatogennich mikroorganismi),
poté proplachnuty 3x destilovanou vodou a nasledovalo bobtnani (na 5,5 hod ponofeny do
destilované vody, kazdy vzorek do mnozstvi 100 ml, pii pokojové teploté 21°C). Po namaceni
se provedla preparace semen na jednotlivé ¢asti (osemeni, klicky, délohy) a stanovena suSina
gravimetricky. Po preparaci byl material zmrazen na -20°C a lyofilizovan pomoci
lyofilizatoru ALPHA 1-4 LSC (vyrobce Martin Christ, spolkova republika Némecko) po dobu
48 hod na -50°C a tlak [J 0,470 mBaru do konstantni hmotnosti materialu. Nasledovala
homogenizace vSech tii frakci nejprve pfedSrotovanim na Srotovniku a poté na mlynku.
U semen s oznacenim Y se pracovalo jen s délohami, semena se Z se nechaly pouze naklicit
v laboratornich kli¢idlech v klimaboxu ve tmé pii 25°C na 5 dnti u lupiny, 6 dnti u hrachu a na
8 dnli u bobu. Nakli¢ena semena byla preparovana jako u varianty Y na 3 dily, lyofilizovany
a stanoveny podily gravimetricky, nasledovala homogenizace, aby mohl byt materidl pouzit

k dalSim analyzam.
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4.2.2 Priprava proteinového izolatu z mouky semen luskovin

(modifikovano dle Fernandez-Quintela et al., 1998)

Mouka byla smichéna s destilovanou vodou v poméru 1:10 (w/v) — tuba 1. PH bylo
upraveno pomoci I M NaOH na hodnotu 9.0 a nasledovalo michdni (mirn€ protfepavat) pfi
pokojové teploté (RT = 20°C) po dobu 20 minut. Vzorky se daly na centrifugu (4 000 g, 10
min, RT). Supernatant se slil do nové Fisher tuby (2). K peletu se ptidalo 5 ml destilované
vody a dikladné promichalo (pfi RT). Nésledovala dalsi centrifugace (4 000 g, 10 min, RT).
Supernatant se opét slil k predchozimu podilu do tuby 2. Provedla se isoelektricka precipitace
proteinti ve slittm supernatantu pfidavanim 1 M HCI az k dosazeni hodnoty pH 4.0.
Nasledovala posledni centrifugace (4 000 g, 10 min, RT) a sliti supernatantu do tuby 3 (Fisher
tuba, 15 ml), vSe se nechalo dikladn¢ vykapat. Nakonec byly pelety (tuby 1 a 2) a supernatant
(tuba 3) dany do mrazaku (-20°C).

4.2.3 Analyza bilkovin pomoci technikou SDS-PAGE

1.  Extrakce bilkovin pro SDS-PAGE analyzu

K 200 mg homogenizované mouky ze semen luskovin se pfidaly 2 ml extrakéniho
pufru ( 0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 5% 2-merkaptoethanol, 2% SDS). Extrakce probihala po
dobu 4 hodin pfi teploté¢ 4°C. Po centrifugaci (10 min, 9000g, 4°C), byl Cisty supernatant
prenesen do nové mikrocentrifugani zkumavky s ptislusnym mnozstvim (4:1) nanéseciho
pufru (5 x NP: 5 ml 1,25 M Tris-HCI, pH 6,8, 2,3 g SDS, 10 ml glycerolu, 5 mg Bromphenol
Blue; k 1 ml se tésné pted pouzitim ptida 340 ul 2-merkaptoethanolu). Pfed nanesenim na gel

v mnozstvi 10 ul byl vzorek varen ve vodni lazni.

2.  Elektroforeticka separace (SDS-PAGE) bilkovin z luskovin

Pouzita byla diskontinudlni deskovéa denaturacni elektroforéza na polyakrylamydovém
gelu (SE 600, Hoefer, USA) — 4% zaostiovaci gel (0,125 M Tris-HCL, pH 6,8 + SDS) a 10%
separac¢ni gel (0,375 M Tris-HCI, pH 8,8 + SDS) — v prostiedi systému 0,025 M Tris + 0,192
M glycine (pH 8,3) + SDS (Laemmli, 1970). Podrobné slozeni gelovych systému
a elektrodového pufru je uvedeno v tab. €. 6. Separace probihala pfi proudu 40mA na gelu,

napéti 200 V a pii teploté 4°C po dobu 4 hod.
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Tabulka €. 5: SloZeni roztoku pro SDS — PAGE analyzu bilkovin ze semen

(Barta, 2002)

KOMPONENTA JEDNOTKA SEPARACNI GEL Z%(EiTl;g: (‘;)CI
Redestilovana voda Ml 42 12,15
AC/BIS Ml 26,6 2,5
Pufr A Ml 10 -
Pufr B Ml - 5
SDS Ml 800 200
SiFi¢itan sodny Ml 60 20
Persiran amonny Ml 400 150
TEMED Ml 40 20

Poznamky:

AC/BIS: 30 g akrylamid + 0,8 g BIS/100 ml

Pufr A: 36,3 g Tris, 48 ml 1M HCI, pH 8,8/100 ml
Pufr B: 6g Tris, 48 ml 1M HCI, pH 6,8/100 ml
Sific¢itan sodny: nasyceny vodni roztok

Persiran amonny: 15% roztok

SDS: 10% roztok

Elektrodovy pufr 1:

14,4 g glycinu, 3 g Tris, pH 8,3/1000 ml (esterdzy, nativni bilkoviny)

Elektrodovy pufr 2:

144¢ glycin, 3 g Tris, 10 g SDS, pH 8,3/1000 ml (SDS-PAGE)

4.2.4 Stanoveni suSiny

SuSina byla stanovena gravimetricky. Nejdiive se zvaZil namoceny material, a poté

vysuseny v lyofilizatoru ALPHA 1-4 LSC (vyrobce Martin Christ, spolkova republika

Némecko) po dobu 48 hod na -50°C a tlak [ 0,470 mBaru do konstantni hmotnosti materialu.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Vypocitaly se % jednotlivych ¢asti podle tohoto vzorce:

Wsuéiny = (m susiny / m navéiky) . 100 [%]
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4.2.5 Analyza obsahu hrubych dusikatych latek v susiné semen

(obsah N resp. Nx 6.25)

Pomoci pristroje Flash EA 1112- podstatou je, ze se organické latky prevedou na
redukovany dusik pomoci mineralizace (materiél se spali). Kone¢né stanoveni je uskutecnéno
pomoci tepelné vodivostniho detektoru TCD, kde se vytvateji piky podle vodivosti. Vyhodou

je, Ze analyza prob&hne rychle.
Detaily byly dodrzeny dle zasady vyrobce.

Obsah byl stanoven modifikovanou Dumasovou metodou prostfednictvim pfistroje
Flash EA 1112 (ThermoQuest, 1999), schéma analytického procesu uvedeno na obrazku. Pro
stanoveni byl pouzit lyofilizovany material upraveny homogenizaci. U kazdého vzorku byla

provedena dvé opakovani s navazkou analyzovaného materidlu 25 mg.

Obrazek ¢. 4: Schéma analytického procesu stanoveni obsahu dusiku na pristroji

Flash EA 1112 (THERMOQUEST, 1999)

Autosampler
Analyzovany F""-E-E'] : AdearaEni N;
vzorek T e Nosny sorpcni
\ L / plyn filtry
Davkovani m /
kysliku ) 1 b
Dynamicka
spalovaci
komora
1800°C p{ . e
f | S
L \![ ] - —‘m
'J L.'l Tepelné- i__—_—;i'+
vodivostni
GC kolona Software
detektor  Eager 300
Oxidace Redukce
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4.2.6 Detekce separovanych bilkovin na gelu

Detekce bilkovin byla provedena barvenim roztokem Coomasie Briliant Blue pfes noc
(barvici sm¢ — metanol, ledova kys. octova, voda v poméru 5:1:4 + 0,1% Coomasie Briliant
Blue R-250, Sigma Co.). Po detekci bylo odbarveno nespecifické pozadi (pouzita smés
etanol: kyselina octova: voda v poméru 2.5:1:6.5 s vyménou béhem odbarveni 2 — 3x)
a provedena fixace a dehydratace ve smési 45% etanolu + 3% glycerolu. Nasledné byly gely

suseny v celofanu na skle pfi laboratorni teploté na vzduchu po 2 — 3 dny (Barta, 2002).

4.2.7 Zpracovani elektroforetickych dat

Elektroforeticka spektra bilkovin byla zpracovéana prostfednictvim digitalni obrazové

analyzy. Proces zpracovani probihal v nasledujicich krocich:

1.  pfenos dat - z gelu do elektronické podoby pomoci stolniho scanneru (pti 200 dpi),

2. uprava pocatecniho zdznamu - volba pozadi, barev do spravného odstinu, velikost
obrazku, spravného formatu (TIFF) (Giprava pro software BIO 1D++ (BioProfil)

- pomoci programu Adobe Photoshop ver.7),

3. vlastni hodnoceni bylo provedeno vizudlnim vyhodnocenim jednotlivych spekter.
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5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni materialu pred samotnymi analyzami

Stanoveni HTS a Kkli¢ivosti

Kli¢ivost u vsech trech druhii luskovin byla dosazena nad hodnotu 90 %.

HTS u hrachu byla v priméru 230 g, u bobu 400,7 g au lupiny 114,4 g

Stanoveni suSiny v separovanych ¢astech semene

Tento rozbor byl proveden gravimetricky pomoci analytickych vah a lyofilizatoru

ALPHA 1-4 LSC (vyrobce Martin Christ, spolkova republika Némecko) po dobu 48 hod

na -50°C a tlak [ 0,470 mBaru do konstantni hmotnosti materidlu. Z hodnot byla vypocitana

su$ina v %.

Tabulka ¢

. 6: Obsah suSiny v celém semeni a v separovanych ¢astech semene.

Cela suSina v suSina , | suSina ,V SuSina
semena (%) Délohy (%) Osemeni (%) Klicek (%)
Hrachpo | gy g5 | Hrachpo |55, [ Hrachpo |, | Hrichpo |, ¢
namaceni namaceni namaceni namaceni
Bobpo |5, 25 [ Bobpo | 545 | Bobpo | 4445 f Bobpo 45 04
namaceni namaceni namaceni namaceni
Lupmapo |5, 5 | Lupmapo [ 554 | Lupmapo | 55,5 | Lupinapo | g g
namaceni namaceni namaceni namaceni
Hrach 1 s 55 Hrach 1 45 3 Hrach 1 ¢, Hrach 1 554
nakli¢eny nakliceny nakliceny nakliceny
Bob Bob Bob Bob
nakli¢eny 47,905 naklic¢eny 46,85 nakliceny 75 nakliceny 27,5
Lupma 15 555 [ Lupina 32 Lupina 1 g0 55 | Lupmna 14 0
nakli¢ena nakli¢ena nakli¢ena nakli¢ena

Velké mnozstvi suSiny se vyskytuje v celém semeni a v délohach u bobu, ktery byl

podroben upravé naméceni, kde se hodnoty blizily k 60 %.




Déle je podle tabulky patrné, ze u osemeni po upravé namaceni a nakli¢eni je mezi nimi
radikalni rozdil ve mnozZstvi suSiny cca 20-30%. Nejvétsi vynos suSiny ma v osemeni
naklic¢eny hrach, ktery ¢ini 76,2 %.

Ve vétsi mife také prevazuje mnozstvi susiny u klickt hrachu po fazi namoceni, jehoz
hodnota je 44,8 %, na rozdil od nakli¢ené lupiny v separovanych kliccich, kterd nedosahuje

ani 14 %.

5.2 Stanoveni obsahu dusiku v jednotlivych ¢astech semene (% DM)

Tato analyza byla stanoven modifikovanou Dumasovou metodou prostifednictvim

ptistroje Flash EA 1112.

Tabulka ¢. 7: Obsah dusikatych latek v celych semenech v jejich ptivodni textuie

Celé semeno
Druh N (% DM) Nx6.25 (% DM)
Hrach neupraveny 4,20 26,22
Bob neupraveny 4,65 29,06
Lupina neupravena 4,28 26,75

Na trovni druhu obsahuje bob v neupravené formé semen nejvice N (%). Jeho hodnota

se blizi 5 %. Ty to vysledky jsou uvedeny na obrazku ¢. 5.

Obrazek €. 5: Stanoveni obsahu dusiku v ptiivodnim neupraveném stavu celych semen

Obsah N (% DM) v neupravenych celych semench

4,80
4,70
4,60 -
4,50 -
4,40
4,30 -
4,20
4,10
4,00 -
3,90
3,80 -

4,65

4,28

N (% DM)

Hrach neupraveny Bob neupraveny Lupina neupravena
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V obrézku jsou piehlednéji vyjadiena data neupravenych materidlii luskovin. Je tedy
vidét, Zze bob obsahuje vétsi zastoupeni dusiku nez ostatni druhy luskovin. Rozdil neni az tak

veliky, pohybuje se kolem 0,41 %.

Tabulka €. 8: Obsah dusikatych litek v déloze, osemeni a kli¢ku po riznych upravach

Déloha Osemeni Kli¢ek

Druh N Nx6.25 N Nx6.25 N Nx6.25

(% DM) | (% DM) | (% DM) | (% DM) | (% DM) | (% DM)

Hrach — 1 5 28.16 0,62 3,89 6.82 42,63
pO namacenl

Bob 1 547 32,28 0,68 422 7.67 47.95
pO namacenl

Lupina = | 5 5 31,83 0,29 1,84 5.95 37.18
pO namacenl

Hrach 4,57 28.53 0,61 3,80 6,82 42,58
nakli¢eny

Bob 5.23 32,68 0,81 5,03 6,53 40,82
nakli¢eny

Lupina 4,80 30,02 031 1,95 5.83 36,41
nakli¢ena

Obsah N v suSiné¢ byl stanoven u klickli kolem hodnot 6-7 %, u déloh byl obsah
pfiblizné stejny v rlznych Upravach semen kolem 5 % a v osemeni hodnoty

neprevySovaly 1 %.

Vysledky nékterych druhii jsou uvedeny pro zietelnéjSi porovndni v nasledujicich

obrazcich ¢. 6-8.
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Obrazek ¢. 6: Stanoveni obsahu N v suSiné déloh po fazi namaceni

Obsah N (% DM) v délohach po fazi namaceni

5,40
5,207
~ 5,007
4,801
4,601

5,17

N (% DM

4,40
4,20

Hrach po namaceni Bob po namaceni Lupina po namaceni

U vsech druhi luskovin po Gpravé namaceni se hodnoty obsahu dusiku v d€lozni ¢asti

pohybuji kolem 5 %.

Obrazek ¢. 7: Stanoveni obsahu N v suSiné osemeni po fazi namaceni

Obsah N (% DM) v osemeni po fazi namaceni

0,68

Hrach po namacéeni Bob po namaceni Lupina po namaceni




cwwvr

Hodnoty jsou tedy malé a po Gpravé namoceni nepfevysily 1 %.

Obrazek ¢. 8: Stanoveni obsahu N v suSiné déloh po fazi namaceni

N (% DM)

Obsah N (% DM) v kli€cich po fazi namaceni

9,00
8,001
7,007
6,001
5,001
4,001
3,001
2,001
1,007
0,00

Hrach po namaceni

6,82

7,67

Bob po namaceni

5,95

Lupina po namaceni

Po upravé namaceni klickti se obsah dusiku pohyboval kolem 6-7 %. Neni zde vidét

rapidni rozdil mezi jednotlivymi druhy luskovin.

Statistické hodnoceni

Vyhodnoceni prostiednictvim metod Factorial ANOVA, Tukey HSD test; na hlading

vyznamnosti o = 0,05.

Tabulka €. 9: Stanoveni dusiku v neupravené formy semen vSech ti'i druhii luskovin

Podil Podil
Druh | VIHNIN | criveného N | ZPENE Tozpustny’ | rozpustného N
g celkového N (%) g ysraze
(%)
Lupina 12,73a 56,64a 9,04a 66,92a
Hrach 13,56a 66,62a 9,30a 70,78a
Bob 16,37a 67,92a 11,54a 73,44a

U téchto neupravenych forem semen nejsou Zadné prukazné rozdily vici druhu luskovin

na hladin€ vyznamnosti al] 0,05.
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Tabulka ¢. 10:

Druh Varianta upravy semen Vysrazeny N (mg)

Lupina Neupravena na vytézek 10,37 D
Bob Neupravena na vytézek 10,45 D
Lupina Nakli¢ena na vytézek 11,23 D
Hrach Neupravena na vytézek 11,84 D
Hrach Naklic¢ena na vytézek 14,34 C
Hrach Namacena na vytézek 14,51 C
Lupina Namacend na vytézek 16,58 B
Bob Namacena na vytézek 19,00 A
Bob Nakli¢ena na vytézek 19,67 A

Znazornéni, jak byla vytéznost ovlivnéna druhem, Gpravou semen a jejich interakci je

uveden v obrazku ¢&. 8.

Rozdilnd pismena u stfednich hodnot znamenaji prikazny rozdil na hlading

vyznamnosti ol 0,05.

Pomoci statistického programu se vypocitalo metodou Tukeyho HSD testu na hladiné

vyznamnosti [ 0,05 prikazné rozdily stfednich hodnot.
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Tabulka €. 11: Podil vysraZzeného N z celkového N (%) u riznych vprav semen

Druh Varianta apravy semen f;ig:gﬁi%iﬂil)m Nz
Lupina | Nakli¢ena na vytézek 47,31 E
Bob Neupravena na vytézek 48,53 E
Lupina | Neupravena na vytézek 53,03 De
Hrach Neupravena na vytézek 61,82 Cd
Hrach Naklic¢ena na vytézek 68,13 Be
Lupina | Namécena na vytézek 69,58 Bc
Hrach Namacena na vytézek 69,91 Abc
Bob Namacena na vytézek 76,35 Ab
Bob Naklic¢ena na vytézek 78,87 A

Rozdilnd pismena u stfednich hodnot znamenaji prikazny rozdil na hlading

vyznamnosti ol 0,05.

Pomoci statistického programu se vypocitalo metodou Tukeyho HSD testu na hladiné

vyznamnosti [ 0,05 prikazné rozdily stfednich hodnot.

Tabulka €. 12: MnoZstvi zpétné rozpustného N (mg) v riznych dpravach semen

Druh Varianta upravy semen | Zpétné rozpustny N (mg)

Bob Neupravend na vytézek | 7,47 D
Lupina Naklicena na vytézek 7,47 D
Hréach Neupravend na vytézek | 8,21 D
Lupina Neupravend na vytézek | 8,46 D
Hrach Namacena na vytézek 8,62 D
Hréach Nakli¢ena na vytézek 10,28 C
Lupina Namacend na vytézek 11,95 B
Bob Nakli¢ena na vytézek 12,50 B
Bob Namacena na vytézek 14,66 A
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Rozdilnd pismena u stfednich hodnot znamenaji prikazny rozdil na hladiné

vyznamnosti al ] 0,05.

Pomoci statistického programu se vypocitalo metodou Tukeyho HSD testu na hlading

vyznamnosti [ 0,05 prikazné rozdily stfednich hodnot.

Tabulka €. 13: Podil rozpustného N z vysrazeného N (%) u ruznych variant Gpravy semen

Druh Varianta upravy Podi! vrozpustného Nz
semen vysrazeného N (%)

Hrach Namacena na vytézek 59,61 C
Bob Naklicena na vytézek 63,67 Bc
Lupina Nakli¢ena na vytézek 66,54 Bce
Hrach Neupravena na vytézek 69,45 Abc
Bob Neupravena na vytézek 71,47 Abc
Hrach Nakli¢ena na vytézek 71,71 Abc
Lupina Namacena na vytézek 72,16 Abc
Bob Namacena na vytézek 77,20 Ab
Lupina Neupravend na vytézek 81,61 A

Rozdilnd pismena u stfednich hodnot znamenaji prikazny rozdil na hladiné

vyznamnosti al ] 0,05.

Pomoci statistického programu se vypocitalo metodou Tukeyho HSD testu na hlading

vyznamnosti [ 0,05 prikazné rozdily stfednich hodnot.
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Faktory ovlivitujici mnoZstvi vysraZeného dusiku v mg

Obrazek €. 9: Vliv druhu, Gipravy semene a jejich interakce na vynos vysrazeného

dusiku v mg

Error, 1.8%

1-druh, 9.9%

1*2,42.6%

2-Uprava semen, 45.7%

Factors:
1-druh
2-Uprava semen

Graf znazornuje vliv jednotlivych faktorii na vysledek a jak velkym podilem ovliviiuji

rizné variace mnozstvi vysrazeného N (mg).

Vysledek nejvice ovliviiuje Gprava semen a to ze 45,7 %. Dale je vysledek ovlivnén
druhem luskoviny a to z 9,9 % a ze 42,6 % vzdjemnou interakci téchto dvou variaci. 1,8% ni

chyba mohla nastat pfi samotné analyze.

Tabulka €. 14: Vysledky uvedené v tabulce jsou vypocitané pomoci statistického

programu Factorial ANOVA (Two.Way ANOVA)

Suma ¢tvercu Stupné Prumérny F P
odchylek volnosti ¢tverec
Intercept 3639,810 1 3639,810| 13487,90| 0,000000 | ***
Druh 43,773 2 21,887 81,10 0,000002 |***
Varianta 107,920 2 53,960 199,96 | 0,000000 | ***
Druh*varianta 52,029 4 13,007 48,20 0,000004 | ***
Error 2,429 9 0,270

Pozn.: *** p-value [1 0,0001, ** p-vallue [ 0,001, * p-value [ 0,05
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F-value: jestli je vysledek vyznamny nebo neni

P-value: hladina vyznamnosti

Podle hladiny vyznamnosti nejsou zde zadné prukazné rozdily.

5.3 Stanoveni rozpustnych litek a vytéznost Cisté bilkoviny

Stanoveni vytéZnosti nerozpustnych a rozpustnych latek

Stanoveni bylo provedeno z celého mnoZstvi navazky.

Tabulka €. 15: Podil nerozpustnych a rozpustnych latek v peletu

nerozpustné latky v peletu

rozpustné latky v peletu

(“o) (Y0)
hrach neupraveny 61,82 38,18
hrach namaceny 63,33 36,67
hrach nakliceny 62,66 37,34
bob nepraveny 52,21 47,79
bob namaceny 54,9 45,1
bob nakli¢eny 54,61 45,39
lupina neupravena 54,63 45,37
lupina namacena 49,29 50,71
lupina nakli¢ena 55,6 44,4
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Obrazek ¢. 10: Stanoveni nerozpustného podilu latek v hrachu u rozdilné

upravenych variant

Podil nerozpustnych latek v celkové navazce hrachu (v %)

64,00
63,50 -
63,00 -
62,50 -
62,00 -
61,50 -
61,00 -

60,50 -

63,33

62,66

61,82

hrach neupraveny hrach namaceny hrach nakli¢eny

Namoceny hrach obsahuje nejvice nerozpustnych latek a to kolem 63 %.

rozpustnych necelych latek je v semeni hrachu 37%.

Obrazek €. 11: Stanoveni nerozpustného podilu latek v bobu u rozdilné

upravenych variant

Podil nerozpustnych latek v celkové navazce bobu (v %)

55,5
55 A
54,5 +
54
53,5
53 A
52,5
52 A
51,5 1
51 4
50,5 -

54,9

54,61

52,21

bob nepraveny bob namaceny bob nakli¢eny

Tudiz

Pouze v neupravené formée obsahuje bob 52 % nerozpustnych latek. Ve variantach, které

proSly upravou obsahuji semena jen o 2 % vice nerozpustnych latek.
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Obrazek ¢. 12: Stanoveni nerozpustného podilu latek v lupiné u rozdilné

upravenych variant

Podil nerozpustnych latek v celkové navazce lupiny (v %)

26,00 55,6
’ 4,63
55 00 54,
54,00,
5300,
5200,
51.00)
50.00)
49,00
48,00
47.00
46,00

49,29

lupina neupravena lupina namacena lupina nakliCena

Z obrazku je zfetelné nejvétsi zastoupeni nerozpustnych latek u nakli¢eného semene
lupiny. Nejméné nerozpustnych latek produkuje namocena lupina, jejichz obsah se pohybuje

do necelych 50 %.

Stanoveni vytéZnosti ¢isté bilkoviny

Obrazek €. 13: Stanoveni vysraZzeného podilu bilkovin u hrachu v rozdilné

upravenych variantach

Podil vysrazenych bilkovin v % u hrachu

55,00
54,50 54,32
54.,00; 53,77
53,50/
53,00
52,50
52,00
51,50

51,94

hrach neupraveny hrach namaceny hrach nakliceny

Nakliceny hrach obsahuje nejvice procent vysrazenych bilkovin, hodnoty dosahuji

témer 55 %.
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Obrazek ¢. 14: Stanoveni vysraZeného podilu bilkovin u bobu v rozdilné

upravenych variantach

Podil vysrazenych bilkovin v % u bobu

96,00 55,07
55,00
54,00
53,00
52,00
51,00
50,00
49,00
48,00
47,00

52,79

48,86

bob neupraveny bob namaceny bob nakliceny

V plivodnim neupraveném semeni se vyskytuje nejvice vysrazenych bilkovin. Naklicena

semena bobu dosahuji rozdilu skoro 10 %.

Obrazek €. 15: Stanoveni vysraZeného podilu bilkovin u lupiny v rozdilné

upravenych variantach

Podil vysrazenych bilkovin v % u lupiny

59,00 57,59
57,00
55,00
53,00
51,00
49,00
47,00

57,09

46,87

lupina neupravena lupina namacena lupina naklicena

V porovnani téchto tfech Gprav materidlu obsahuje namocena lupina vyrazné mensi

podil vysrdzenych bilkovin oproti neupravené a nakli¢ené form¢. Rozdil je az 10 %.
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5.4. Stanoveni podilu bilkovin po zpétné rozpustnosti
Analyza probéhla po ptidani 1M HCI a po Gpravé hodnoty pH na 4,0.

Tabulka €. 16: Stanoveni podilu zpétné rozpustnych a nerozpustnych bilkovin

druh podil zpétné rozpustnych bilkovin | podil nerozpustnych latek v peletu
(%) (7o)
hrach neupraveny 69,34 30,66
hrach namaceny 59,41 40,59
hrach nakliceny 71,69 28,31
bob nepraveny 71,48 28,52
bob namaceny 77,16 22,84
bob naklic¢eny 63,55 36,45
lupina neupravena 81,58 18,42
lupina namacena 72,07 27,93
lupina nakli¢ena 66,25 33,75

Obrazek ¢. 16: Stanoveni zpétné rozpustného podilu bilkovin u hrachu

v rozdilné upravenych ,variantach

Podil zpétné rozpustnych bilkovin v % u hrachu

75,00
73.00 71,69
71,00 69,34
69,00
67,00
65,00
63,00
61,00
59,00
57,00
55,00

59,41

hrach neupraveny hrach namaceny hrach nakliceny

V neupraveném a nakliceném hrachu je nejvétsi podil zpétné rozpustnych bilkovin,
jejichz obsah se pohybuje kolem 70 %. Namdaceny hrach méa necelych 60 % zpé&tné

rozpustnych bilkovin.
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Obrazek €. 17: Stanoveni zpétné rozpustného podilu bilkovin u bobu

v rozdilné upravenych variantach

Podil zpétné rozpustnych bilkovin v % u bobu

80,00
78,00 -
76,00 -
74,00 -
72,00 -
70,00 -
68,00 -
66,00 -
64,00 -
62,00 -
60,00 -

77,16

71,48

63,55

bob neupraveny bob namaceny bob nakliceny

Namaceny bob obsahuje nejvétsi podil zpétné rozpustnych bilkovin, kde se pohybuje
hodnota kolem 77 %. Oproti tomu nakli¢eny bob obsahuje pouhych 63,55 % zpétné

rozpustnych bilkovin.

Obrazek ¢. 18: Stanoveni zpétné rozpustného podilu bilkovin u lupiny

v rozdilné upravenych variantach

Podil zpétné rozpustnych bilkovin v % u lupiny

85,00
81,58
80,00 -
75,00 - 72.07
70,00 -
66,25

65,00 -
60,00 -

lupina neupravena lupina namacena lupina nakli¢ena

Nejvice rozpustnych bilkovin je obsazeno neupravené formé lupiny. Hodnota ptesahuje

cvwvr
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5.4 Elektroforetické vyhodnoceni

Elektroforetickd spektra bilkovin byla zpracovéna prostiednictvim digitalni obrazové

analyzy.

Obrazek ¢. 19: Analyza bilkovin semen hrachu pomoci techniky SDS-PAGE:

—

200 =~ =

B —
i 8 9 10 11 12

14.2 L.
kD M 1

varianta bez upravy (1 — vodorozpustné bilkoviny pti pH 9.0 pted precipitaci; 2 — spektrum
bilkovin v praci vodé pied precipitaci; 3 — spektrum bilkovin v supernatantu po provedené
precipitaci; 4 — spektrum zpétné€ rozpustnych bilkovin precipitatu)

varianta namacena semena s odstranénim osemeni a klicku (5 — vodorozpustné bilkoviny
pti pH 9.0 pted precipitaci; 6 — spektrum bilkovin v praci vod¢ pted precipitaci; 7 — spektrum
bilkovin v supernatantu po provedené precipitaci; 8 — spektrum zpétné rozpustnych bilkovin
precipitatu)

varianta nakliCena semena s odstranénim osemeni a kli¢ku (9 — vodorozpustné bilkoviny
pii pH 9.0 pfed precipitaci; 10 — spektrum bilkovin v praci vodé pied precipitaci,
11 — spektrum bilkovin v supernatantu po provedené precipitaci; 12 — spektrum zpétné

rozpustnych bilkovin precipitatu)
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Hodnoceni zmén SDS-PAGE spekter bilkovin hrachu v pribéhu procesu tvorby

bilkovinnych koncentrati ze zvolenych variant ipravy semen

Vizualni hodnoceni SDS-PAGE spekter vodorozputnych bilkovin hrachu setého

(cv. Tudor) pied vlastni precipitaci

Drdha 1, 5 a 9 znazornuje SDS-PAGE spektra bilkovin semen hrachu, které jsou
vodorozpunstné pfi pH 9. Pfi vizudlnim hodnocenim je ztéchto spekter zfetelné vysoka
koncentrace izolovanych bilkovin. Draha 9, kterd pfedstavuje variantu naklicenych
semen odstranénim osemeni a klicku, vykazuje pfi porovnani s variantami semen hrachu bez
upravy a variantou namocenych semen s odstranénim osemeni a klicku vyrazné¢jsi zastoupeni
zejména bilkovin s molekulovou hmotnosti nizsi nez 24 kDa. Z tohoto spektra 1ze usuzovat,
ze doslo v pribéhu upravy semen klicenim krozpadu bilkovin svyssi molekulovou
hmotnosti, ale tyto takto vznikl¢ bilkovinné $tépy ¢i peptidy jsou extrahovatelné pii pH 9
a prechdzeji do pozdéji produkovanych bilkovinnych izolati a dle rozlozeni spektra bilkovin
v draze 12 jsou tyto bilkovinné §tépy po jejich kyselé precipitaci i zpétné rozpustné. Rozpad
vysokomolekularnich bilkovin v pribéhu upravy semen je prezentovaném SDS-PAGE
spektru patrné pii vzajemném porovnani zastoupeni bilkovin convicilinu (90-100 kDa)
a leguminu (60-70 kDa) (oznaceno na obrazku ¢.19) ve spektru vodorozpustnych bilkovin
varianty bez upravy semen a varianty namacenych semen — relativni zastoupeni téchto dvou
bilkovinnych systémii v prubéhu Upravy semene a zvlasté pak u varianty semen naklicenych
zieteln€ ubyva. Tato vyrazna kvalitativni zména hodnocenych spekter se projevuje i u v SDS-
PAGE profilu ziskanych bilkovinnych koncentratl respektive jejich zpétné rozpustnych
frakci. Varianta semen nakli¢enych je prezentovana spektrem zpétné rozpustnych bilkovin,
které je vyrazn¢ chudsi v oblasti convicilinu (90-100 kDa) a leguminu (60-70 kDa). Kromé&
téchto dvou bilkovinnych systému byly u hodnocenych spekter zaznamenany také bilkovinné
pruhy v oblasti 45 az 55 kDa, které odpovidaji bilkovinné vicilin. Drédha 3,7 a 11 znazortiuje
SDS-PAGE spektra bilkovin odolnych kyselé precipitaci u jednotlivych variant Gipravy semen
hrachu. Vyznamné je predevSim zjisténi nizkého zastoupeni nevysrazenych bilkovin
u varianty nakli¢enych semen (draha 11). U zbylych variant upravy semen ziistava

v supernatantu, tedy nevysrazena ¢ast bilkoviny legumin a convicilin.
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Obrazek ¢.20: Analyza bilkovin semen bobu pomoci techniky SDS-PAGE

200 ==

116
97 =

-

66 W
55
45 &

20 0

14.2 L.
kD M 1

8 9 10 11 12

varianta bez tpravy (1 — vodorozpustné bilkoviny pti pH 9.0 pied precipitaci; 2 — spektrum
bilkovin v praci vod¢ pied precipitaci; 3 — spektrum bilkovin v supernatantu po provedené

precipitaci; 4 — spektrum zpétné rozpustnych bilkovin precipitatu)

varianta namacena semena s odstranénim osemeni a klicku (5 — vodorozpustné bilkoviny
pii pH 9.0 pted precipitaci; 6 — spektrum bilkovin v praci vodé pted precipitaci; 7 — spektrum
bilkovin v supernatantu po provedené precipitaci; 8 — spektrum zpétné rozpustnych bilkovin
precipitatu)

varianta nakliCena semena s odstranénim osemeni a klicku (9 — vodorozpustné bilkoviny
pii pH 9.0 pfed precipitaci; 10 — spektrum bilkovin v praci vodé pted precipitaci;
11 — spektrum bilkovin v supernatantu po provedené precipitaci; 12 — spektrum zpétné

rozpustnych bilkovin precipitatu)
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Vizualni hodnoceni SDS-PAGE spekter vodorozputnych bilkovin bobu obecného

(cv. Borek) pred vlastni precipitaci

Draha 1, 5 a 9 obrazku 9 znazoriiuje SDS-PAGE spektra bilkovin semen bobu, které
jsou vodorozpunstné pii pH 9. Pfi vizualnim hodnocenim je z téchto spekter zietelné vysoka
mira vlivu Gpravy semen na rozpustnost bilkovin pfi pH 9 a tim 1 jejich naslednych vysrazeni
pti produkei bilkovinnych koncentrati. Draha 1 prezentuje bilkovinny profil semen bobu bez
upravy. Spektrum je bohaté na bilkoviny kolem 57-45 kDa, kolem 36 kDa a v oblasti nizsi
molekulové hmotnosti v rozsahu 23 — 19 kDa. Pfesto pfi porovnani téchto zédkladnich spekter
s bilkovinnymi profily drahy 5 (namacena semena s odstranénim osemeni a klicku) a drahy
9 (nakli¢ena semena s odstranénim osemeni a klicku) je zfetelnd vyssi bohatost téchto spekter
— doslo k vyraznému zvyseni zastoupeni bilkovinného pruhu v oblasti 66 kDa, i ve vyse
zminovanych oblastech kolem 57-45 kDa, kolem 36 kDa a v oblasti niz§i molekulové
hmotnosti v rozsahu 23 — 19 kDa. U varianty nakli¢enych semen je tento nartst bohatosti
spektra a to zejména v oblasti bilkovin s niz§i molekulovou hmotnosti jesté vyraznéjsi.
V pribéhu upravy semen a zvlaste¢ v ptipad¢ kliceni dochazi pravdépodobné ke Stépeni
bilkovinnych systémi, které se stavaji pristupnéj$i (napt. jejich uvolnéni z pevnych vazeb
v bunécnych strukturach), ptechazeji do roztoku pii pH 9 a nasledné je mozné tyto bilkoviny
vysrazet kyselou precipitaci pfi zachovani vysoké zpétné rozpustnosti, jak je patrné

z bilkovinnych profilti drah 9 a 12.
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Obrazek ¢. 21: Analyza bilkovin semen lupiny tizkolisté pomoci techniky SDS-PAGE

200 =

116 ' S
97w

i

8 9 10 11 12

varianta bez tpravy (1 — vodorozpustné bilkoviny pii pH 9.0 pied precipitaci; 2 — spektrum
bilkovin v praci vod¢ pted precipitaci; 3 — spektrum bilkovin v supernatantu po provedené
precipitaci; 4 — spektrum zpétné rozpustnych bilkovin precipitatu)

varianta namacena semena s odstranénim osemeni a klicku (5 — vodorozpustné bilkoviny
pti pH 9.0 pred precipitaci; 6 — spektrum bilkovin v raci vod¢ pied precipitaci; 7 — spektrum
bilkovin v supernatantu po provedené precipitaci; 8 — spektrum zpétné rozpustnych bilkovin
precipitatu)

varianta nakli¢en4 semena s odstranénim osemeni a klicku (9 — vodorozpustné bilkoviny
pii pH 9.0 pied precipitaci; 10 — spektrum bilkovin v praci vodé pied precipitaci;
11 — spektrum bilkovin v supernatantu po provedené precipitaci; 12 — spektrum zpétné

rozpustnych bilkovin precipitatu)
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Vizualni hodnoceni SDS-PAGE spekter vodorozputnych bilkovin lupina uzkokista

(cv. Probor) pred vlastni precipitaci

Draha 1, 5 a 9 obrazku 10 znazoriiuje SDS-PAGE spektra bilkovin semen lupiny
uzkolisté, které jsou vodorozpunstné pii pH 9. Pii vizudlnim hodnocenim je z téchto spekter
zietelné vysokd rozpustnost i1 bohaté zastoupeni bilkovin v semenech lupiny uzkolisté.
Vysoké rozpustnost je zfetelnd zejména u varianty semen bez UGpravy a varianty namacena
semena, zatimco u varianta semena nakli¢ena byla zjiSténa snizené zastoupeni bilkovin s vyssi
molekulovou hmotnosti cca 39 — 66 kDa. Tento stav lze vysvétlit bud’ rozpadem této frakce
bilkovin a jejich piechodem do niz§i molekulové skupiny, coz ale ze ziskanych spekter neni
zietelné, nebo jejich strukturdlni zménou v procesu kli€eni a znepfistupnéni ¢i sniZzenou
rozpustnosti v testovanych podminkach pH 9, coz lze fesit optimalizaci podminek (zejména
pH) ptfevodu bilkovin z nakli¢enych semen lupiny tzkolisté do roztoku pied vlastni kyselou
precipitaci. Drahy 4, 8, a 12 prezentuji zpétné rozpustné bilkoviny bilkovinnych koncentrata
ziskanych z semenného materidlu pro zvolenych variantach tpravy semen lupiny tzkolisté.
Z téchto bilkovinnych profild je zietelné, Ze bohatost spektra variant semena bez upravy
a semena namacend se projevuje 1 Vv bohatosti spektra zpétné rozpustnych bilkovin
z bilkovinnych koncentratii vzniklych kyselou precipitaci. Pfesto je nutné konstatovat, ze mira
zpétné rozpustnosti pii vizudlnim hodnoceni SDS-PAGE bilkovinnych spekter je vyrazné
omezena oproti bohatosti bilkovinnych profilt zpétné rozpustnych bilkovin zejména u hrachu
setého — podminky precipitace a nasledné zpétné rozpustnosti semen lupiny uzkolisté je
ziejme nutné optimalizovat, tak aby 1épe vyhovovaly chemickym vlastnostem bilkovin lupiny
uzkolisté, zejména pokud se tykd hodnot pH pro vysrdzeni izolovanych bilkovin a podminek

jejich zpétné rozpustnosti.
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6 Diskuze

Pied jakymkoliv zavérem je nutné okomentovat a diskutovat o jednotlivych vysledcich

v celé diplomové préci.

6.1 Vyhodnoceni materialu pred samotnymi analyzami (HTS, Kli¢ivost,

suSina)

Z kazdého druhu luskovin bylo vybrano tisic semen a nasledné zvazena jejich hmotnost.
Spaldon (1982) a Mezlik (2009) uvadi HTS v rozmezi u hrachu 282-320 g, bobu 280-650 g
a lupiny 130-230 g, tyto hodnoty jsou srovnané s nasimi vysledky.

Kligivosti bylo dosazeno nad 90 %, coz je témé&f shodné s tim, co uvadi Spaldon (1982).

Semena lupiny obsahuji podle Spaldona (1982) 60-65 % susiny. Vysledky v diplomové
praci vsak vysly nizsi, jelikoz byla semena podrobena separaci a jednotlivé ¢asti nasledné

upraveny (namacenim a nakli¢enim).

6.2 Stanoveni obsahu N v jednotlivych ¢astech semene

V celych neupravenych formach semen v$ech druhii luskovin je kolem 4 % N. Rozdil N
od ostatnich druhti luskovin je necelé procento, jez se témét shoduji s vysledky, které¢ uvadi

Swanson (1990).

V jednotlivych ¢astech semen jsou patrné rozdily. Nejvétsi podil N v susSiné obsahuji
klicky, které dosahuji hodnot kolem 6-7 %, coz je znaény rozdil oproti osemeni, jehoz

hodnoty N v susin¢ nepiesahuji 1 %.

Uprava materialu u jednotlivych druhti luskovin méa nejvétsi vliv na vytézek
vysrazeného N (mg), které bylo prokadzano statistickym vyhodnocenim na hlading
vyznamnosti al] 0,05. Namaceny a nakli¢eny bob vykazoval nejvétsi vytézek N (mg), podil
vysrazené¢ho N z celkového N (%) a zpétné rozpustného N (mg), nez ostatni druhy luskovin.
Toto zjisténi mohlo byt ovlivnéno fyziologickym procesem a chemickym slozenim semen po

uvedenych upravach.
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6.3 Stanoveni rozpustnych litek a vytéznost Cisté bilkoviny

Namaceny hrach obsahuje nejvétsi podil nerozpustnych latek, jehoz hodnoty se
pohybuji kolem 63 %, tudiZ rozpustnych latek obsahuje zhruba kolem 37 %. Namacena
lupina vykazuje kolem 50 % rozpustnych a 50 % nerozpustnych latek. Tento rozdil mize byt
ovlivnén fyziologickym chovanim kazdé luskoviny a v neposledni fad¢ latkovym slozenim,

které je u kazdé luskoviny rozdilné.

Guéguen (1994) uvadi v neupraveném semeni hrachu vytézek Cistych bilkovin kolem

40 %, nam se ale podaftilo prostiednictvim nakli¢eni hrachu hodnotu zvysit az na 55 %.

Z nutricniho hlediska lupina obsahuje vysoce hodnotné bilkoviny, jejich vytéznost
se pohybuje kolem hodnot 35-40 %, které¢ uvadi Prugar (2008). Nase hodnoty dosahuji az
k 50 %. Tento rozdil mohl byt ovlivnén tim, ze byla pouzita v této diplomové praci jind

odrtda lupiny nez uvadi Prugar (2008).

Vysoky obsah bilkovin byl také prokazan v neupravené formé semene bobu, kde se
hodnoty pohybovaly od 48-55 %. Tento vysledek je téméf shodny s hodnotami 44,2-50,5,

které uvadi Spaldon (1982) ve své literatuie.

6.4 Stanoveni podilu bilkovin po zpétné rozpustnosti

Pii stanoveni zpétné rozpustnosti bylo dosaZzeno u hrachu hodnot v rozmezi 60-72 %

bilkovin, av§ak nejvétsi vliv na vytézek méelo nakliceni semen.

U bobu se obsah bilkovin pohyboval kolem hodnot 63-77 %, ke stejnym zavéram dosli
Bhatty et al.(1983). Avsak nejvétsi vytézek byl u namacenych semen bobu, kde se v pritbé¢hu
lyze buiiky a dalSich fyziologickych zmén rozpousti nejvétsi mnozstvi bilkovin.

U lupiny nemd néjak vyrazny vliv zplsob Upravy semen, protoze nejvice zpétné

rozpustnych bilkovin obsahuje v neupravené formé.

Bilkoviny jsou rozpustné v ur¢itém pH, nejvice vSak v jeho blizkosti isoelektrického
bodu, ktery se pohybuje kolem hodnot 4 pH, jak uvadi Lqari (2002) a Rahma (2006). V jiném

pH jsou uz vysledky niz8i a nemtizeme tak vytézit nejvétsiho mozného mnozstvi bilkovin.
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6.5 Elektroforetické vyhodnoceni

Ve varianté bez upravy v semenech hrachu jsou nejvice viditelné shluky pruhi, které
predstavuji bilkovinu legumin o molekulové hmotnosti 60-80 kDa, vicilin o velikosti 47-50
kDa a convicilin o velikosti 70 kDa. Nase studie je srovnatelnd s vysledky, které byly ziskany
Tzitzikasem (2006).

Varianta nakli¢enych semen po upravé odstranéni osemeni a klicku, vykazuje pfi
porovnani s variantami semen hrachu bez upravy a variantou namacenych semen
s odstranénim osemeni a klicku vyraznéj$i zastoupeni zejména bilkovin s molekulovou
hmotnosti nizsi nez 24 kDa. Z tohoto spektra lze usuzovat, ze doslo v prubéhu Gpravy semen
klicenim k rozpadu bilkovin s vyssi molekulovou hmotnosti. Podle dostupné literatury nejsou

zatim znamé zadné vysledky srovnatelné s nasim vyhodnocenim spekter.

Spektrum je u bobu obecného varianty bez Gpravy semen bohaté na bilkoviny kolem

57-45 kDa, kolem 36 kDa a v oblasti niz§i molekulové hmotnosti v rozsahu 23 — 19 kDa.

Vysoka rozpustnost je zietelnd zejména u varianty semen lupiny tzkolisté bez upravy
a varianty namacenych semen, zatimco u varianty semen po nakliceni bylo zjisténo snizené
zastoupeni bilkovin s vys$si molekulovou hmotnosti cca 39 — 66 kDa. Tento stav Ize vysvétlit
bud’ rozpadem této frakce bilkovin a jejich pfechodem do niz§i molekulové skupiny, coz ale
ze ziskanych spekter neni zfetelné, nebo jejich strukturdlni zménou v procesu kli¢eni
a znepfistupnéni €i snizenou rozpustnosti v testovanych podminkdch pH 9,0, coz lze fesit

optimalizaci podminek (zejména upravou pH).
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7 Zavér

e Primérna hmotnost u vybranych semen luskovin je u hrachu odriida Tudor 115 g,
u bobu odriida Borek 200,3 g a u lupiny odrida Probor 57,21g. Kli¢ivost u vSech
semen presahla 90 %

e Nakli¢eny hrach ma v osemeni nejvetsi mnozstvi susiny, které ¢ini 76,2 %.

e Bylo zjisténo, ze se podil N (%) rozdilné 1i$i na Grovni upravé materidlu a riznych
druhil luskovin. Nejvyssi podil N (%) byl stanoven v su$in¢ u klickl kolem hodnot
6-7 %. Oproti tomu nejniz§i obsah byl stanoven v osemeni, kde hodnoty
nepievysovaly 1 %

e Vliv druhu, upravy semene a jejich interakce ovliviiuji mnozstvi vysrazeného N (mg).
Upravou semen a to ze 45,7 % nejvice ovliviiuje mnoZstvi vysrazené¢ho N (mg). Dale
je vysledek ovlivnén druhem luskoviny a to z 9,9 % a ze 42,6 % vzajemnou interakci
téchto dvou variaci. 1,8% ni chyba mohla nastat pfi samotné analyze

e Hrach po upravé namoceni obsahuje nejvice nerozpustnych latek a to kolem 63 %.
Tudiz rozpustnych latek je v semeni hrachu 37%.

e Podil vysrazené Cisté bilkoviny je u nakli¢eného hrachu nejvétsi z téchto variant a to
54,32 %. Bob obsahuje nejvice Cisté bilkoviny v neupravené podobé, hodnota Cini
55,07 %. Lupina obsahuje také v neupravené formé nejveétSi mnoZstvi cistych
bilkovin, které je 57,59 %.

e Podil zpétné rozpustnych bilkovin u nakliceného hrachu je kolem 71 %.U bobu je
vetsi podil zpétné rozpustnych bilkovin po Gpravé namoceni, ktery dosahuje hodnot
kolem 77 %. Nejvétsi podil zpétné rozpustnych bilkovin dosdhla lupina v neupravené

podobé&. Hodnota pievySuje 80 %.

e Pii stanoveni vizualniho hodnoceni elektroforetické analyzy bylo dosazeno nejvétsiho
mnozstvi bilkovin nezavisle na druhu luskovin pti pH 9, 0 pfed precipitaci, odliSnosti

se projevily na Girovni riznych uprav semen.
U hrachu setého byl viditelny nejintenzivnéjsi shluk bilkovin u varianty bez Gipravy semen.

U bobu obecného byl viditelny nejintenzivnéjsi shluk bilkovin u varianty naklicend semena
s odstranénim osemeni a klicku.
U lupiny uzkolist¢ byl nejintenzivnéjs$i shluk bilkovin u varianty naméacend semena

s odstranénim osemeni a kli¢ku.
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9 Piilohy
Stanoveni obsahu bilkovin
Stanoveni ¢isté hmotnosti bilkovin v % po provedeni testu rozpustnosti

Obrazek ¢. 22: Stanoveni obsahu N v susiné klicki po fazi naklic¢eni

Obsah N (% DM) v kli€cich po fazi nakli¢eni

8,00
7,00
6,00
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 -

5,83

N (% DM)

Hrach nakli¢eny Bob nakliceny Lupina nakliena

Uvedené mnozstvi N v % z grafu je u vSech tfech druhti luskovin téméf stejny.

Obrazek €. 23: Stanoveni obsahu N v susiné€ v délohach po fazi nakli¢eni

Obsah N (% DM) v délohach po fazi nakli¢eni

5,40
5,23

5,20 -

5,00 +
4,8
4,80 -

N (% DM)

4,60 -

4,40 -

4,20 -
Hrach nakli¢eny Bob nakliceny Lupina nakliena

U nakli¢enych semen je nepatrny rozdil v mnozstvi N to u bobu, kde jako jedina

luskovina ptesahuje 5 %.
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Obrazek ¢. 24: Stanoveni obsahu N v susiné osemeni po fazi nakliceni

1,00
0,90 -
0,80 -
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30 A
0,20
0,10

N (% DM)

0,61

0,81

0,00

Hrach
nakliceny

Bob nakli¢eny

Lupina
nakli¢ena

Obsah N (% DM) v osemeni po fazi nakli¢eni

V osemeni u nakli¢enych semen obsahuje nejmensi mnozstvi N v susiné lupina, docela

vyrazné se obsah 1i$i od bobu a to 0 0.5 %.

Tabulka ¢. 17:

vytezek

Varianta doravy | Vvsrazeny N Podil vysrazeného Zpétné Podil rozpustného
semenp y y i) y N z celkového N rozpustny N | N z vysrazeného N
- (%) (mg) (%)
Neupravena na 10,88b 54.46b 8,05b 74,182
vytézek
Nakliend na 15,08a 64,77ab 10,09ab 6731a
vytézek
Namocena na 16,69a 71,952 11,75a 69.65a

V této tabulce jsou viditelné priikkazné rozdily u neupravené varianty na vytézek mezi

podilem rozpustného N z vysrazené¢ho N (%) vici vysrazeného N v mg, podilu vysrazeného N

z celkového N (%) a zpétné rozpustného N v mg.

U varianty, kde byla semena namocena a pouzita na vytézek zadné prukazné rozdily

nejsou.

U naklicené varianty na vytézek nejsou prikazné rozdily u vysrdzeného N v mg

s podilem rozpustného N z vysrazeného N (%) a podilu vysrazeného N z celkového N (%) se

zpétné rozpustnym N v mg. Prikazny rozdil je mezi vysrazenym N v g s podilem

vysrazeného N z celkového N (%) a zpétné rozpustného N v g. Déle je priikazny rozdil podilu

rozpustného N z srazené¢ho N (%) s podilem vysrazeného N z celkového N (%) a zpétné

rozpustnym N v g.
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Faktory ovlivitujici mnoZstvi vysraZeného N

Tabulka ¢. 18: V tabulce jsou uvedeny hodnoty riiznych faktoru ovlivitujici mnoZzstvi

vysrazeného dusiku

Podil
Hmotnost ~ . 1o . :
. . . Smérodatna | precipitova- | Smérodatna
Variace Druh precipitova- .
ného N (mg) odchylka ného N z odchylka
celkového N
Druh Hrach 13,56 1,43 66,62 4,50
Druh Bob 16,37 4,62 67,92 15,15
Druh Lupina 12,73 3,02 56,64 10,41
Varianta Neupravena na 10,88 0,76 54,46 6,13
vytézek
Varianta Namocena na 16,69 2,08 71,95 4,26
vytézek
Varianta Naklicend na 15,08 3.84 64,77 14,44
vytézek
Vzdjemnd | Hrach neupraveny 11,84 0,36 61,82 1,88
interakce na vytézek
Yzajemna Hrach namaceny na 14,51 1,04 69.91 5.01
interakce vytézek
Yzajemna Hrach n,alvillceny na 14,34 0,08 68.13 0.40
interakce vytézek
Vzdjemnd | Bob neupraveny na 10,45 0,10 48,53 0,48
interakce vytézek
Vzdjemnd | - Bob namdceny na 19,00 0,33 76,35 1,32
interakce vytézek
Vzdjemnd | Bob nakliteny na 19,67 0,86 78,87 3,44
interakce vytézek
Yzajemna Lupina neupravena 10,37 0.23 53.03 1,16
interakce na vytézek
Vzajemna | Lupina namacena 16,58 0,55 69,58 2,30
interakce na vytézek
Vzdjemna | Lupina naklicend 11,23 0,07 4731 0,31
interakce na vytézek

Nejveétsi hmotnosti precipitovaného N dosahl bob a to jak po fdzi namdaceni, tak

nakli¢eny,o statni semena jsou v rozmezi mezi 10-15 mg.

Podil precipitované¢ho N z celkového N u vSech semen vykazuje vysoké vysledky kolem

60-70 %. Nejvyssich hodnot dosahoval bob po fazi namaceni.
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Tabulka €. 19: V tabulce jsou uvedeny hmotnosti a podily N a dusikatych latek

v precipitatu

podil rozp.
. Hmotnost Smérodatna NLv Smérodatna
Variace Druh rozp. N z < eix
5 odchylka precipitatu odchylka
precipitatu o,
Druh Hrach 9,04 0,99 66,92 6,30
Druh Bob 11,54 3,32 70,78 6,88
Druh Lupina 9,30 2,11 73,44 7,11
Varianta | |\eupravenana 8,05 0,51 74,18 6,18
vytézek
Varianta | \2mocendna 11,75 2,72 69,65 8,72
vytézek
Varianta Nakli¢end na 10,09 2,27 67,31 4,46
vytézek
Yzaj emna | Hrach neupraveny 821 0.20 69.45 3.83
interakce na vytézek
Yzaj emna Hréch namaceny 8.62 0,01 59.61 4.18
interakce na vytézek
Vzdjemnd | - Hrach nakliceny 10,28 0,19 71,71 0,91
interakce na vytézek
Vzdjemnd | Bob neupraveny 7,47 0,31 71,47 2,30
interakce na vytézek
Vzdjemnd | Bob naméceny na 14,66 0,54 77,20 4,18
interakce vytézek
Vzdjemnd | Bob nakliceny na 12,50 0,53 63,67 5,46
interakce vytézek
Vzéijemna Lupina
V28] neupravena na 8,46 0,30 81,61 1,14
interakce s
vytézek
Vzajemna | Lupina namacena 11,95 0,29 72,16 4,13
interakce na vytézek
Yzaj emna | Lupina 1,121V1<vllcena 7.47 0.12 66.54 151
interakce na vytézek

Podle danych wvysledkti vykazuje bob po namocené formé nejvice hmotnosti

rozpustného N z precipitatu. Vysledky ostatnich luskovin se pohybuji

kolem 8-11 mg.

vV rozmezi

Podil rozp. NL v precipitditu byl u vSech semen kolem 60-70 %, jen u Lupiny

v pivodnim stavu piesdhly procenta hodnotu 80.
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Obrazek €. 25: Faktory ovliviiujici mnoZstvi vysraZeného N vysraZzeného N

z celkového N (%)

Error, 3.6%

h, 2.7%

2-Uprava semen, 28.f

1*2,65.1%

Factors:
1-druh
2-Uprava semen

N mnozstvi vysrazeného N z celkového N v % ma podstatn¢ vice vliv Giprava semen a to
z 28,5 % nez druh, ktery ma vliv 2,7 %. Chyba zde nastala o velikosti 3,6 % a vzajemna

interakce ovlivnila vysledek ze 65,1 %.

Tabulka €. 20: Vysledky uvedené v tabulce jsou vypocitané pomoci statistického

programu Factorial ANOVA (Two.Way ANOVA)

Suma ¢tvercu Stupné Prumérny F P
odchylek volnosti ¢tverec
Intercept 73097,40 1| 73097,40| 1333581| 0,000000| "
Druh 456,91 2 228,46 41,68| 0,000028 """
Varianta 927,04 2 463,52 84,56 0,000001 | "
Druh*varianta 814,02 4 203,51 37,13 0,000013 | "
Error 49,33 9 5,48

Pozn.: *** p-value [1 0,0001, ** p-vallue [ 0,001, * p-value [ 0,05

Podle hladiny vyznamnosti nejsou zde Zadné priikazné rozdily.
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Obrazek ¢. 26: Faktory ovliviiujici mnoZstvi zpétné rozpustného dusiku

Error, 1.5%
1=druh, 3.1%

2-Uprava semen, 24.8%

Factors:
1-druh
2-Uprava semen

Na vysledek z mnozstvi zpétné rozpustného dusiku méla nejvice vliv Giprava semen a to
z 24,8 %. Vliv druhu nebyl tak zavazny, pouhych 3,1 % a chybovost pfi analyze byla

nepatrnd. Nejveétsi vliv mela samoziejmé vzajemna interakce a to ze 70,6 %.

Tabulka €. 21: Vysledky uvedené v tabulce jsou vypocitané pomoci statistického

programu Factorial ANOVA (Two.Way ANOVA)

Suma ¢tverci Stupné Primérny F P
odchylek volnosti ¢tverec
Intercept 1785,616 1 1785,616 17148,25| 0,000000 | 5%
Druh 22,739 2 11,369 109,19 0,000000 | s
Varianta 41,137 2 20,569 197,53|  0,000000 | s
Druh*varianta 40,268 4 10,067 96,68 | 0,000000 | s
Error 0,937 9 0,104

Pozn.: *** p-value [1 0,0001, ** p-vallue [1 0,001, * p-value [1 0,05
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Obrazek ¢. 27: Stanoveni podilu rozpustného dusiku z vysraZzeného dusiku v %

Factors:
1-druh

2-Uprava semen

Error, 19.5%

Pti stanoveni podilu rozpustného N z vysrazeného N v % je patrné, Ze na vysledek méla

vliv zfejmé néjaka chyba pii provadéni analyzy. Tento vysledek je chybny.

Tabulka €. 22: Vysledky uvedené v tabulce jsou vypocitané pomoci statistického

programu Factorial ANOVA (Two.Way ANOVA)

Suma ¢tvercu

Stupné

Prumérny

odchylek volnosti ¢tverec F P
Intercept 89157,06 89157,06 1| 7559,522| 0,000000 | s
Druh 64,34 128,68 2 5,455 0,028066 | «
Varianta 73,14 146,27 2 6,201 | 0,020277 | «
Druh*varianta 108,99 435,95 4 9,241 0,003004 | s
Error 11,79 106,15 9

Pozn.: #** p-value [1 0,0001, ** p-vallue [J 0,001, * p-value [ 0,05
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Elektroforetické vyhodnoceni

Elektroforetickd spektra bilkovin byla zpracovéna prostiednictvim digitalni obrazové

analyzy.

Obrazek €. 28: Analyza bilkovin semen hrachu pomoci techniky SDS-PAGE - fedéno (1:3)

Popis variant stejny jako u obrazku €. 19 a stejné vyhodnoceni vysledki.
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Obrazek €. 29: Analyza bilkovin semen bobu pomoci techniky SDS-PAGE - fedéno (1:3)

Popis variant stejny jako u obrazku €. 20.

8 9 10 11 12
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Obrazek ¢. 30: Analyza bilkovin semen lupiny tuzkolisté pomoci techniky SDS-PAGE -
redéno (1:3)

Popis variant stejny jako u obrazku ¢. 21.
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