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I. CÍLE A HYPOTÉZY DISERTAČNÍ PRÁCE 

 

Cíle práce: 

 

Cílem disertační práce bylo studium variability vlastností a struktury patatinových bílkovin 

u vybraných genotypů netradičních kulturních a planých druhů brambor. U uvedené skupiny 

bílkovin byly hodnoceny rozdíly základních biochemických parametrů, struktury 

a biologických aktivit zejména enzymových, kterými rodina těchto bílkovin disponuje.  

 

Dílčí cíle: 

 Morfologický popis hlíz netradičních a planých druhů brambor a ověření 

ploidity z listů těchto druhů pomocí průtokové cytometrie. 

 Studium proteinových spekter pomocí elektroforetických technik (SDS-PAGE, 

PAGE, čipová elektroforéza).  

 Purifikace patatinů z hlíz pomocí chromatografických technik. 

 Detailní popis strukturních a biochemických vlastností patatinů pomocí 

moderních proteomických technik (2D PAGE, IEF, MS).   

 Detekce lipidacylhydrolasové aktivity purifikovaných patatinů z hlíz 

kvalitativně (na polyakrylamidovém gelu) a kvantitativně (spektrofotometricky) 

a detekce rozdílů při použití substrátů s mastnými kyselinami o rozdílném 

počtu uhlíků v uhlovodíkovém řetězci. 

 Ověření dalších vybraných enzymových aktivit patatinu, zejména fosfolipasové 

aktivity A2.  

 Ověření antioxidační aktivity patatinu a patatinových štěpů získaných 

enzymaticky. 
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Na základě dostupných informací a dat byly navrženy tyto hypotézy: 

 

 Bílkoviny patatinového komplexu (patatiny) netradičních kulturních a planých 

druhů brambor lze izolovat pomocí iontovýměnné a afinitní chromatografie 

v požadované čistotě a kvalitě.  

 Patatiny (resp. jejich hmotnostní isoformy) netradičních a planých druhů 

brambor se budou v rámci genotypů výrazně lišit. 

 U patatinů purifikovaných z hlíz netradičních kulturních a planých druhů 

brambor budou pozorovány výrazné rozdíly v enzymových aktivitách. 

 U sledovaných genotypů budou detekovány kvantitativní i kvalitativní rozdíly 

v enzymové aktivitě při použití substrátů s mastnými kyselinami o rozdílném 

počtu C v uhlovodíkovém řetězci.  

 U purifikovaných patatinů z hlíz netradičních a planých druhů brambor lze 

detekovat jiné enzymové aktivity jako např. fosfolipasovou aktivitu. 

 Patatiny izolované z netradičních kulturních a planých druhů brambor budou 

vykazovat výrazně odlišnou antioxidační aktivitu. 
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II. ÚVOD  

 

Brambor hlíznatý (Solanum tuberosum subs. tuberosum) patří mezi oblíbenou plodinu 

s vysokou výnosovou schopností v celosvětovém měřítku. Celková světová produkce brambor 

byla dle údajů FAO pro rok 2012 odhadnuta na 364 808 768 tun. V České republice bylo 

podle údajů ČSÚ v roce 2013 osázeno celkem 29 301 ha bramboru (z toho 23 205 ha 

v zemědělském sektoru) a produkcí 536 500 tun brambor. Ve Státní odrůdové knize ČR je 

v současné době zapsáno 141 odrůd. V současné době mohou být u nás pěstovány odrůdy 

registrované v ČR a v ostatních státech EU (Společný katalog odrůd druhů zemědělských 

rostlin). Hlízy, zásobní a reprodukční orgány rostliny, jsou důležitou potravinou pro přímý 

konzum (po tepelné úpravě) a na výrobu potravinářských výrobků a důležitou průmyslovou 

surovinou pro zpracovatelský průmysl na výrobu bramborového škrobu.  

Bílkoviny hlíz brambor jsou jedny z nejhodnotnějších bílkovin rostlinného původu a pro 

výživu mají, díky vyšší spotřebě, nezanedbatelný význam.  Hlízy bramboru mají také vhodný 

obsah sacharidické složky, vitamínů (zejména vitamínů C) a minerálních látek (zejména 

draslík a hořčík). Průměrné složení hlíz po uvaření ve slupce na 100 g je 77 g vody, 1,87 g 

dusíkatých látek, 5 mg vápníku, 0,1 g tuku, 379  mg  draslíku, 150  mg  vitamínu C, 44  mg  

fosforu, 0,31  mg  železa, 1,44  mg niacinu, 0,106 mg thiaminu a 0,02 mg riboflavinu (Singh 

and Kaur 2009). Bílkoviny nejsou v hlízách zastoupeny ve velkém množství, zaujímají asi 1 

% z  čerstvé hmoty, nutriční hodnota je však vysoká a mají velmi zajímavé vlastnosti 

využitelné v biotechnologických aplikacích. 

Bílkoviny patatinového komplexu neboli patatiny jsou glykoproteiny, jejichž funkce 

je především zásobní (Pots et a. 1999). Funkce zásobní však není jedinou, kterou tato 

homogenní skupina isoforem má. Potvrzena byla řada enzymových aktivit (Jiménez-Atiénzar 

et al. 2003; Cenzano et al. 2008) a antioxidační aktivita (Wang & Xiong 2005). Patatiny mají 

řadu výhodných vlastností, jako je například schopnost tvorby pěn, nebo funkce stabilizačního 

prvku, umožňující jejich použití v potravinářství, nebo v různých odvětvích průmyslu 

(Koningsveld et al. 2006). Mezi negativní vlastnost patatinů patří schopnost vyvolat alergenní 

reakci při styku hlízy v syrovém stavu a kůže (Seppällä et al. 1999). 

V souvislosti s enzymovými aktivitami patatinu byla vytvořena řada hypotéz (Strickland et 

al. 1995; Pots 1999, Sharma et al. 2004, Candido et al. 2011) o možné účasti v obranném 

systému hlízy a vztahu ke stresovým či obranným reakcím. Kulturní druh Solanum 

tuberosum, který je běžně v Evropě pěstován, patří také mezi plodiny s vysokou náchylností 
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k chorobám. Stále se tedy hledají genetické zdroje rezistence, které by mohly být využity při 

šlechtění. Variabilita mezi odrůdami je díky těsné příbuznosti omezená a zdrojem alelické 

diversity jsou tedy netradiční kulturní druhy brambor či druhy plané. Tyto druhy nesou cenné 

vlastnosti včetně rezistencí k abiotickým a biotickým stresům (Bradshaw et al. 1994). 

Původní výskyt těchto druhů je Jižní a Střední Amerika, kde jsou i dnes pěstovány 

a konzumovány. Informace o bílkovinné skladbě, strukturních a biochemických vlastnostech 

jednotlivých bílkovin jsou u těchto druhů neznámé nebo velmi omezené. 
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III. MATERIÁL A METODY 

 

Materiál 

 

Použity byly tři skupiny genotypů brambor z rodu Solanum: odrůdy kulturního druhu 

S. tuberosum (jako skupina kontrolních genotypů), genotypy ostatních kulturních druhů 

S. andigenum, S. phureja, S. stenotomum, S. goniocalyx a skupina vybraných genotypů 

planých druhů. Rostlinný materiál byl primárně získán z Genové banky bramboru udržované 

ve Výzkumném ústavu bramborářském Havlíčkův Brod spol. s r.o. a to ve formě rostlinných 

explantátů či ve formě mikrohlízek. Pro větší spotřebu byl materiál přemnožen ve 

skleníkových podmínkách ZF JU. Do experimentů bylo zařazeno celkem 89 genotypů 

brambor.  

 

 

Přehled použitých metod 

 

U výchozího materiálu a u izolovaných bílkovin byly použity následující vybrané 

analytické metody a stanovení použité při řešení disertační práce. 

 

 Gravimetrie - stanovení obsahu sušiny (% čerstvé hmoty hlíz) pomocí lyofilizace 

 Instrumentální analýza - stanovení obsahu dusíkatých látek v sušině hlíz 

modifikovanou Dumasovou metodou (EA 1112 Flash, ThermoQuest, USA/Itálie) 

 Fotometrické stanovení obsahu bílkovin v sušině hlíz pomocí denaturační extrakce 

a prostřednictvím BCA analýzy (Smith et al., 1985) 

 Čipová elektroforéza (Bio Rad, USA) - stanovení relativní abundance proteinů 

v intervalu molekulových hmotností výskytu patatinových proteinů a kontrola 

purifikace patatinů 

 SDS-PAGE - separace celkových hlízových bílkovin, kontrola postupu izolace 

patatinu a ověření čistoty   

 PAGE – separace hlízových bílkovin v nativním stavu, stanovení enzymových aktivit 

esteras a peroxidas celkových proteinů a patatinů (modifikováno dle práce Bárta et al. 

2003) 
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 Iontovýměnná a afinitní chromatografie - použité médium DEAE-52 Cellulose 

a Concanavalin A Sepharose 4B  

 Stanovení LAH aktivity – spektrofotometricky (BioMate 5, ThermoElectron) dle 

metodiky Pots (1999), Pinsirodom & Parkin (2003) a dle Wrolstad et al. (2001) 

s použitými substráty p-nitrophenyl butyrate, p-nitrophenyl laurate a p-nitrophenyl 

stearate. 

 Stanovení fosfolipasové aktivity – spektrofotometricky (BioMate 5, ThermoElectron) 

dle metodiky Jiménez-Atiénzar et al. (2003) 

 Stanovení antioxidační aktivity ABTS testem dle metodiky Šulc et al. (2007) 

 2D-PAGE - detailní analýza isoforem patatinu 

 Isoelektrická fokusace – určení isoelektrických bodů isoforem patatinu 

 Hmotnostní spektrometrie - stanovení molekulové hmotnosti jednotlivých isoforem 

a analýza počtu glykosylací, ověření identity patatinu, detailní analýza isoforem 
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IV. VÝSLEDKY 

IV.1 Purifikace patatinů z hlíz netradičních kulturních a planých druhů brambor  

Schopnost izolovat patatiny od ostatních bílkovin hlíz v požadovaném množství, kvalitě 

a čistotě je prvním základním předpokladem pro studium strukturních i biochemických 

vlastností. Izolace patatinů z hlíz či hlízové šťávy kulturních druhů brambor byla úspěšně 

provedena již v minulosti. Jedním z cílů disertační práce bylo optimalizovat a navrhnout 

šetrný způsob izolace patatinů z hlíz netradičních a planých druhů brambor tak, aby byly 

respektovány jejich požadavky na homogenitu a zachování biologických vlastností. Cílem 

byla také optimalizace pracovních postupů na měření lipidacylhydrolasové aktivity patatinů, 

která je z literárně uváděných enzymových aktivit nejvýznamnější. V souvislosti s hlízami 

planých druhů byly řešeny problémy spojené s malou velikostí a tím i hmotností hlíz, což 

mělo za následek malé množství materiálu pro další analýzy. V souvislosti s tím bylo 

přistoupeno k izolaci bílkovin z hlíz planých druhů výhradně ze sušiny a nikoliv z hlízové 

šťávy.  

Základním prvkem separačního procesu byl zvolen dvoustupňový postup, kdy v prvním 

kroku byla provedena iontovýměnná chromatografie na anexu (celulosové médium 

s ligandem DEAE či obdobným typem) následovaná ve druhém kroku afinitní chromatografií 

(agarosové médium se specifickým ligandem lektinem konkanavalinem A). Purifikace 

patatinu byla poté finalizována odsolením pomocí gelové filtrace. Uvedená strategie 

purifikace je aplikovatelná pro separaci hlízových proteinů jak u rozdílných genotypů 

brambor (odrůdy S. tuberosum, netradiční kulturní druhy, plané druhy), tak i pro rozdílné 

formy vstupního materiálu.  

Kompletní informace týkající se této problematiky jsou shrnuty v certifikované metodice 

„Metody izolace vybraných proteinů hlíz brambor“, kde jsou popsány principy izolace 

bílkovin brambor, vstupní materiál pro izolaci a jeho formy a úpravy, detailní postup 

dvoustupňové purifikace, postup separace frakcí hlízových proteinů a postup měření 

a hodnocení biologických aktivit.  

Certifikovaná metodika se shrnutými informacemi týkající se této problematiky: 

Bárta J., Bártová V., Zdráhal Z., Brabcová A., Kamenová A., Diviš J. (2013): Metody 

izolace vybraných proteinů hlíz brambor. Certifikovaná metodika. Zemědělská fakulta, 

Jihočeská univerzita v Českých Budějovicích, České Budějovice, 38 p. (ISBN 978-80-7394-

405-6). 
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IV.2 Základní strukturní vlastnosti patatinů 

Informací o bílkovinách v hlízách planých a netradičních kulturních druhů je velmi málo a 

v současné době neexistuje přehledná studie, která by mohla sloužit jako informační základ 

pro budoucí šlechtění a následné využití hlízových bílkovin těchto druhů. Monografie 

„Potenciál bílkovin hlíz brambor v rámci rodu Solanum“, respektive kapitola 3.2 „Bílkoviny 

v hlízách vybraných druhů brambor rodu Solanum“ této monografie, se takový ucelený 

soubor informací o strukturních a biochemických vlastnostech hlavních hlízových bílkovin 

netradičních kulturních a planých druhů brambor snaží vytvořit.  

V kapitole „Bílkoviny v hlízách vybraných druhů brambor rodu Solanum“ jsou souhrnné 

informace rozděleny do 10 podkapitol – 1) Banka genetických zdrojů bramboru, její činnost 

a charakter kolekce brambor, 2) Základní charakteristika hodnocených druhů brambor a jejich 

kultivace, 3) Hmotnost a obsah sušiny hlíz hodnocených druhů brambor, 4) Obsah bílkovin 

v hlízách hodnocených druhů brambor, 5) Obsah patatinu a frakce inhibitorů proteas v hlízách 

a jejich zastoupení v bílkovinném profilu hlíz hodnocených druhů brambor, 6) Charakteristika 

patatinů izolovaných z hlíz hodnocených druhů brambor, 7) Enzymové aktivity patatinů 

izolovaných z hlíz hodnocených druhů brambor, 8) Charakteristika a aktivity frakce hlízových 

inhibitorů proteas hodnocených druhů brambor, 9) Charakteristika a aktivity frakce bílkovin 

s hemaglutinační aktivitou, 10) Porovnání skladby bílkovin v hlízách planých a kulturních 

druhů brambor a její potenciální využití ve šlechtění bramboru.  

Hodnocen byl soubor 5 kulturních, 5 netradičních kulturních a 19 planých druhů brambor. 

V rámci tohoto souboru byla zjištěna kvantitativní a kvalitativní variabilita hlízových 

bílkovin.  Hodnoceny byly základní parametry, jako je průměrná hmotnost hlíz, obsah sušiny, 

obsah dusíku a obsah bílkovin. Detailně byla popsána patatinová frakce a to na úrovni 

strukturní (molekulové hmotnosti, relativní abundance), tak biochemické (enzymové aktivity). 

U souboru hodnocených druhů brambor byla nalezena úroveň obsahu bílkovin v čerstvé 

hmotě hlíz v rozpětí 0,68 – 2,49 % a v sušině hlíz v intervalu 3,42 – 9,18 %. Obsah bílkovin 

přes 2 % v čerstvé hmotě hlíz byl nalezen u druhů S. sparsipilum, S. sucrense a S. acaule. 

Obsah patatinu v čerstvé hmotě hlíz byl nejvyšší u druhu S. acaule (0,83 %), relativní 

abundance patatinu byla nejvyšší v bílkovinném profilu hlíz S. verrucosum (41,4 %). 

U purifikovaného patatinu tohoto souboru planých a kulturních genotypů byla zjištěna 

variabilita v glykosylaci polypeptidu a počtu isoforem na podobné úrovni jako u odrůd 

S. tuberosum. Také byla nalezena aktivita lipidacylhydrolasy pro substrát p-nitrofenylbutyrát 

v rozpětí 2,67 μmol/[min mg] (cv. Desirée, S. tuberosum) – 22,74 μmol/[min mg] 

(S. bulbocastanum). U purifikovaného patatinu byla také nalezena aktivita fosfolipasy A2.  
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Na základě zjištěných informací lze konstatovat, že netradiční kulturní a plané druhy 

brambor mohou být využity pro zlepšování poolu hlízových bílkovin odrůd S. tuberosum. Pro 

zlepšování obsahu a zastoupení patatinových bílkovin by mohly být perspektivní tetraploidní 

druhy S. acaule a S. sucrense.  

Kompletní informace týkající se této problematiky jsou shrnuty v kapitole 3.2 „Bílkoviny 

v hlízách vybraných druhů brambor rodu Solanum“ monografie: 

Bárta J., Bártová V., Brabcová A., Diviš J., Horáčková V., Kamenová A., Zdráhal Z. (2015): 

Potenciál bílkovin hlíz brambor v rámci rodu Solanum. Kurent, České Budějovice, 115 p. 

 

 

Cílem této části disertační práce bylo rovněž u izolovaných patatinů vybraných druhů 

brambor analyzovat a popsat N-glykanové profily. Pro mapování glykanových profilů byly 

vybrány netradiční kulturní druhy, které se ukázaly v průběhu studia bílkovin jako zajímavé 

s možnostmi dalšího uplatnění – Solanum andigenum, Solanum goniocalyx, Solanum phureja 

a Solanum stenotomum a pro porovnání odrůda Desirée kulturního druhu Solanum tuberosum. 

Oligosacharidy (N-glykany) byly získány enzymatickou digescí s PNGázou A z nativních 

patatinů a označeny PHN (fenylhydrazin, +90,05 Da) a pomocí MALDI-TOF/TOF MS byla 

vytvořena spektra N-glykanových profilů patatinů.  

Analýza glykosylačních míst potvrdila přítomnost glykanových struktur, které nebyly 

u patatinů brambor dříve popsány a v rámci hodnoceného souboru genotypů se výrazně lišily. 

Hlavní glykanová struktura, která byla nalezena u všech analyzovaných genotypů odpovídala 

typickým fukosylovaným rostlinným glykanům s xylosami v jádru s manosami (m/z 1301). 

Detailní analýza glykosylačních profilů patatinů však prokázala přítomnost více 

oligosacharidových struktur s výraznými rozdíly v profilech mezi jednotlivými druhy, resp. 

genotypy brambor. 

Tyto poznatky o glykosylaci patatinů mohou být užitečné pro správný výběr odrůdy 

s nižším obsahem specifických glykanů, které způsobují potravinové alergie a také pro využití 

brambor pro výrobu proteinů s léčivými účinky.   

Kompletní informace týkající se této problematiky jsou shrnuty v publikaci: 

Lattová E., Brabcová A., Bártová V., Potěšil D., Bárta J., Zdráhal Z. (2015): N-glycome 

profiling of patatins from different potato species of Solanum genus. Journal of Agricultural 

and Food Chemistry, 63(12): 3243-3250. 
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IV.3 Enzymová a antioxidační aktivita patatinů 

U patatinových bílkovin byly zjištěny enzymové aktivity, u kterých byly vytvořeny 

hypotézy naznačující možnou účast těchto bílkovin v obranném systému hlíz. Biochemické 

vlastnosti patatinů s možným vztahem k obrannému systému jako je aktivita nespecifické 

lipidacylhydrolasy, aktivita cytosolové fosfolipasy A2 a A1, aktivita β-1,2-xylosidasy 

a antimikrobiální aktivita patatinových bílkovin byly shrnuty v referátu: 

 Bártová V., Bárta J., Kamenová A., Staňková A., Čurn V. (2012): Charakteristika a potenciál 

využití antimikrobiálních proteinů bramboru (Solanum tuberosum L.). Chemické Listy, 106: 

365-372.  

 

Aktivita lipidacylhydrolasy  

Aktivita lipidacylhydrolasy (LAH) je nejvýznamnější enzymová aktivita, která je 

s patatiny spojována a která byla potvrzena u všech doposud analyzovaných odrůd kulturního 

druhu Solanum tuberosum. Informace týkající se enzymových aktivit u genotypů netradičních 

či planých druhů brambor však chybějí.  

LAH aktivita patatinu byla hodnocena u souboru 44 genotypů netradičních a planých 

druhů brambor. Hodnocena byla jak kvalitativně na polyakrylamidovém gelu, tak 

kvantitativně spektrofotometricky. Součástí studia LAH aktivity patatinů byla také detekce 

kvalitativních i kvantitativních rozdílů při použití substrátů s mastnými kyselinami 

o rozdílném počtu uhlíků v řetězci a kinetická charakterizace vyjádřená parametry Km a Vmax.  

Vzhledem k projevu intenzity enzymové aktivity LAH na gelu byl jako nejvhodnější 

substrát vyhodnocen α-naftyl butyrát a α-naftyl acetát, s jejichž použitím byla LAH aktivita 

detekována u všech patatinů izolovaných z vybraných genotypů brambor. Při kvalitativním 

stanovení byl hodnocen počet detekovaných pruhů, intenzita a stanovena relativní mobilita, 

která se pohybovala od 0,75-0,89. Při kvantitativním hodnocení LAH aktivity patatinů byla 

hodnocena specifická aktivita, která se velmi lišila při použití různých typů substrátů. 

Nejvyšší specifická aktivita byla zjištěna při použití substrátu p-nitrofenyl butyrát, který 

vykazoval nejvyšší úroveň aktivity. Specifická aktivita se při použití tohoto substrátu 

pohybovala v širokém rozpětí od 2,63 (Solanum tuberosum odrůda Desirée) do 31,33 

(Solanum sucrense) μmol/[min mg].   

Výsledky ukázaly, že patatiny netradičních kulturních a planých druhů brambor vykazují 

vysokou úroveň lipidacylhydrolasové aktivity a pro praktické využití mohou být významným 

zdrojem těchto bílkovin. Jako velmi zajímavý se jeví obzvláště druh Solanum sucrense. 

Patatin izolovaný z tohoto genotypu vykazoval jedny z nejvyšších hodnot v relativním 
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zastoupení v celkovém bílkovinném spektru, byla u něj zaznamenána nejvyšší aktivita 

lipidacylhydrolasy a rovněž je tento druh díky totožné ploidii (zejména EBN) křižitelný 

s odrůdami kulturního druhu bramboru.   

Kompletní informace týkající se této problematiky jsou shrnuty v publikacích: 

Brabcová A., Bárta J., Bártová V., Horáčková V. (2013): Variability of the lipid acyl 

hydrolyse activity of patatin within the selected genotypes of potato species from South 

America. Proceedings of the 2
nd

 International Symposium on Agronomy and Physiology of 

potato „Potato AgroPhysiology 2013“, 15-19 September 2013, Pratur, pp 205 – 211. (ISBN 

978-80-86940-52-6). 

Brabcová A., Bárta J., Bártová V., Horáčková V. (2012): Genotypová variabilita 

lipidacylhydrolasové aktivity u patatinových bílkovin purifikovaných z hlíz vybraných druhů 

brambor. Vědecká příloha časopisu Úroda, 12: 139-142. 

 

 

Aktivita fosfolipasy A2 (PLA2) 

Fosfolipasová aktivita je další enzymovou aktivitou, která je s patatiny dávána do 

souvislosti. V odborných publikacích jsou předmětem studia opět výhradně odrůdy kulturního 

druhu Solanum tuberosum, studium této enzymové aktivity u bílkovin netradičních či 

kulturních druhů zcela chybí. Cílem bylo zhodnotit úroveň fosfolipasové aktivity u těchto 

druhů a na základě dalších zjištění navrhnout nejlepší genotypy, které by mohly být 

použitelné při šlechtění rostlin.  

Fosfolipasová aktivita, která byla hodnocena na souboru patatinů izolovaných z kulturních, 

netradičních kulturních a planých druhů brambor, byla detekována spektrofotometricky. 

V průběhu měření se potvrdil předpoklad týkající se silné závislosti aktivity na pH prostředí. 

Nejvyšší aktivita fosfolipasy A2 byla zaznamenána u planých druhů Solanum leptophyes (9,26 

µmol/[min. mg]) a Solanum fendleri (8,52 µmol/[min. mg]) a netradičních kulturních druhů 

Solanum goniocalyx (9,03 µmol/[min. mg]) a Solanum stenotomum (6,91 µmol/[min. mg]). 

Kompletní informace týkající se této problematiky jsou shrnuty v publikaci: 

Brabcová A., Bárta J., Bártová V., Horáčková V. (2013): Stanovení aktivity fosfolipasy A2 

u bílkovin patatinového komplexu purifikovaných z hlíz vybraných druhů brambor. Vědecká 

příloha časopisu Úroda, 12: 138-14. 
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Antioxidační aktivita 

Volné radikály mají řadu fyziologických funkcí a v současné době se jim věnuje velká 

pozornost a to zejména z důvodu jejich působení na biologicky významné sloučeniny, mezi 

které bílkoviny patří. Cílem studia tedy bylo hodnocení antioxidační aktivity patatinu, jakožto 

hlavní hlízové bílkoviny. Stanovení antioxidační aktivity bylo provedeno testem s využitím 

ABTS a měření spekrofotometricky. Antioxidační aktivita byla stanovena u patatinových 

bílkovin izolovaných z netradičních kulturních i planých druhů brambor a také u patatinových 

hydrolyzátů (štěpů), které byly získány po enzymovém štěpení trypsinem a alkalasou. 

Antioxidační aktivita byla u patatinů i jejich hydrolyzátů potvrzena v celém souboru 

hodnocených genotypů kulturních i planých druhů brambor. U patatinu se pohybovala 

v rozpětí od 0,03 (S. andigenum) do 0,14 (S. sucrense) mg kyseliny askorbové na gram sušiny 

patatinu. Antioxidační aktivita patatinových štěpů byla dle předpokladu mnohonásobně vyšší. 

Při použití trypsinu jako štěpícího enzymu se antioxidační aktivita pohybovala v rozpětí od 

4,3 (S. tuberosum, Desirée) do 42,8 (S. sucrense) mg kyseliny askorbové na gram sušiny 

štěpů. Při použití alkalasy se antioxidační aktivita pohybovala od 38,3 (S. chaucha) do 551,0 

(S. andigenum) mg kyseliny askorbové na gram sušiny štěpů. Výrazné rozdíly v antioxidační 

aktivitě patatinů i jejich štěpů jsou zřejmě závislé na změnách v sekvenci aminokyselin, která 

se u jednotlivých genotypů může lišit. Je však zřejmé, že enzymatická hydrolýza bílkovin 

může vést ke zlepšení nutričních a dalších vlastností bílkovin a je tedy efektivní metodou 

pro přípravu aktivních peptidů vykazujících antioxidační vlastnosti. 

Zjištěná antioxidační aktivita může mít u kulturního druhu využití v potravinářství jako 

konzervačních látek, jako doplňku zabraňující oxidaci tuků, nebo jako dochucovadla zvyšující 

nutriční hodnotu. U netradičních a planých druhů brambor lze využití spatřovat zejména ve 

šlechtění pro zlepšení vlastností komerčních odrůd. 

Kompletní informace týkající se této problematiky jsou shrnuty v publikaci: 

Brabcová A., Bárta J., Bártová V., Horáčková V. (2014): Antioxidační aktivita patatinu 

izolovaného z brambor. Vědecká příloha časopisu Úroda, 12: 163-66. 
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IV.4 Nutriční hodnota hlízových bílkovin 

Bílkoviny hlíz bramboru mají vysokou nutriční hodnotu a informací o obsahu bílkovin 

a obsahu patatinových bílkovin je u kulturního druhu Solanum poměrně mnoho. Pro 

zvyšování bílkovin v hlízách bramboru jsou zejména dva důvody, které popsal Bradshaw et 

al. (1994) a to a) výhodná bilance příjmu bílkovin u konzumentů v zemích s vysokou 

spotřebou brambor na obyvatele, nebo pro konzumenty v hospodářsky slabších regionech; 

b) při zpracování brambor na škrob jsou společně se škrobem získávány i bílkoviny, které je 

možné dle způsobu izolace dále využít buď jako krmivo pro hospodářská zvířata (denaturační 

varianta izolace), nebo lze, při zachování nativního stavu bílkovin, využít jejich enzymových 

či technologických vlastností (např. pěnivost, emulgační vlastnosti, schopnost tvořit gely, 

vazba vody a tuku atd.) pro praktické využití v potravinářství a medicíně.  

Cílem této části práce bylo ve vybraném souboru netradičních kulturních druhů brambor 

Solanum andigenum, Solanum goniocalyx, Solanum phureja, Solanum stenotomum 

a kulturního druhu Solanum tuberosum odrůda Desirée hodnotit aminokyselinové složení 

bílkovin a jejich nutriční hodnotu a to na úrovni sušiny hlíz, celkového proteinu a patatinové 

frakce. Na všech 3 úrovních byl z hlediska aminokyselinového složení hodnocen obsah 

neesenciálních a esenciálních aminokyselin, z hlediska nutriční hodnoty bylo hodnoceno 

aminokyselinové skóre (AAS) a index esenciálních aminokyselin (EAAI). Součástí studie 

aminokyselinového složení hlíz netradičních druhů brambor je také popis purifikovaných 

patatinů na úrovni počtu isoforem, přesných molekulových hmotností a relativní abundance 

pomocí moderních proteomických metod - MS analýz (MALDI-TOF) a analýz na 

automatické čipové elektroforéze. U hlízy vybraných druhů brambor byla také provedena 

kvantitativní analýza antinutričních dusíkatých složek (α-solanin, α-chakonin, β-chakonin, 

solanidin) z hlíz vybraných netradičních druhů brambor. 

Studie aminokyselinového složení a nutriční hodnoty patatinů izolovaných z netradičních 

druhů brambor potvrdila vysokou nutriční hodnotu patatinových bílkovin a vysokou kvalitu 

hlízových bílkovin celkově. Zejména u druhu resp. genotypu Solanum goniocalyx byla 

zjištěna vyšší hodnota EAAI (112,5 %) a prokázán byl také příznivý poměr proteinových 

a neproteinových dusíkatých látek v hlízách. Na základě výsledků lze tedy označit Solanum 

goniocalyx jako druh se slibným potenciálem pro uplatnění ve šlechtění rostlin a ve výživě 

člověka i zvířat.  
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Kompletní informace týkající se této problematiky jsou shrnuty v publikaci: 

Bártová V., Bárta J., Brabcová A., Zdráhal Z., Horáčková V. (2015): Amino acid 

composition and nutritional value of four cultivated South American potato species. Journal 

of Food Composition and Analysis, 40: 78-85. 
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V. ZÁVĚR 

Předložená disertační práce shrnuje výsledky studia majoritní skupiny hlízových bílkovin 

brambor - patatinů, které byly izolovány z vybraných netradičních kulturních a planých druhů 

brambor. Stěžejními výsledky, které byly zde předkládány, jsou výsledky o biochemických 

vlastnostech, enzymových aktivitách a nutriční hodnotě patatinů, které společně 

s morfologickým popisem hlíz a dalšími informacemi o hlízách těchto druhů (například obsah 

sušiny, průměrná hmotnost hlíz, obsah dusíkatých látek) utváří ucelený soubor informací 

o těchto v Evropě netradičních druzích. Následující závěry odpovídají hlavním a dílčím cílům 

disertační práce a odpovídají na stanovené hypotézy.  

Jedním z hlavních cílů disertační práce byl morfologický popis hlíz netradičních kulturních 

a planých druhů hlíz a ověření ploidity. Hodnoceny byly tři skupiny genotypového materiálu. 

První skupinu tvořila kontrolní skupina odrůd druhu bramboru hlíznatého (Solanum 

tuberosum L.) – zahrnuty byly jak konzumní odrůdy, tak odrůdy pro zpracovatelské účely. 

Druhá skupina zahrnovala druhy, které jsou pěstitelsky využívané v zemi svého původního 

výskytu (netradiční kulturní druhy) a třetí skupina zahrnovala genotypy planých druhů. 

Součástí monografie „Potenciál bílkovin hlíz brambor v rámci rodu Solanum“ respektive její 

přílohy je fotodokumentace souboru netradičních a kulturních druhů (genotypů) hlíz.  V rámci 

vybraného souboru netradičních a planých druhů brambor byly zaznamenány výrazné rozdíly 

ve tvaru hlíz, barvě slupky i dužniny a to i v rámci genotypů téhož druhu. Značné rozdíly 

mezi všemi třemi soubory genotypů byly zjištěny při hodnocení průměrné hmotnosti hlíz 

(rostliny byly shodně pěstovány ve vědrech), kdy u souboru kontrolních odrůd druhu 

S. tuberosum bylo dosaženo průměrné hodnoty 30,5 g, u netradičních kulturních druhů byla 

průměrná hodnota 14,7 g a u souboru planých genotypů už pouze 2,7 g. Za povšimnutí stojí 

především vysoká průměrná hodnota hlíz u genotypu S. goniocalyx a to 54,5 g, protože bez 

tohoto genotypu by byla průměrná hodnota u souboru netradičních kulturních druhů 

(genotypů) výrazně nižší a to jen 4,8 g. Sušina hlíz se pohybovala v intervalu 18,2 

(S. mochiguense) – 38,3 (S. yungasense) %. V porovnání s předchozím parametrem nebyly 

zjištěny výraznější rozdíly v průměrných hodnotách v rámci tří hodnocených souborů 

(kontrolní odrůdy druhu S. tuberosum měly průměr obsahu sušiny 24,6 %, netradiční kulturní 

genotypy 24,8 % a plané genotypy 25,8 %). U souboru planých genotypů byl obsah sušiny 

nejvíce variabilní. Při hodnocení obsahu dusíku bylo nalezeno rozpětí hodnot od 0,30 

(S. tuberosum, cv. Russet Burbank) do 1,02 (S. sucrense) % v původní hmotě hlíz. Za obvyklý 

obsah dusíku v hlízách je možné považovat hodnoty do 0,5 %, což při použití přepočítávacího 
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koeficientu představuje okolo 3 % dusíkatých látek v původní hmotě hlíz. Otázkou ale je, 

zdali je použití koeficientu 6,25 pro přepočet dusíku na dusíkaté látky u brambor vhodné, 

vzhledem k vysokému zastoupení volných amidů v hlízách. Z tohoto důvodu jsou uváděny 

pouze hodnoty obsahu N. Obsah bílkovin v původní hmotě hlíz se u analyzovaných genotypů 

pohyboval také v poměrně širokém rozpětí od 0,80 (S. bulbocastanum) do 2,39 

(S. pinnatisectum) % a to především kvůli skupině planých druhů. Kromě S. bulbocastanum 

měly všechny ostatní sledované druhy obsah bílkovin v původní hmotě hlíz vyšší než 1 %. 

Obsah bílkovin v hlízách je tedy možné u celého souboru genotypů hodnotit jako vysoký. 

Kromě S. pinnatisectum měly velmi vysoký obsah bílkovin (nad 1,9 %) v původní hmotě hlíz 

také S. yungasense (2,10 %) a S. andigenum (1,96 %). Kvalita bílkovin je ovlivněna 

zastoupením bílkovinných frakcí a jejich aminokyselinovou skladbou. Výsledky kvantifikace 

patatinové frakce byly získány pomocí spektrofotometrického stanovení, analýzy relativního 

zastoupení prostřednictvím čipové elektroforézy a pomocí profilů hlízových bílkovin 

s použitím analýzy SDS-PAGE. Patatin resp. jeho isoformy byly v souboru hodnocených 

druhů zastoupeny v rozsahu od 0,13 (S. bulbocastanum) do 0,83 (S. acaule) % čerstvé hmoty 

hlíz. Častějším vyjádřením kvantity patatinu je však relativní abundance v celkovém 

bílkovinném profilu hlíz (PRA) a ta byla u sledovaného souboru genotypů vyjádřena v rozpětí 

9,0 (S. pinnatisectum) – 41,4 (S. verrucosum) %. Toto rozpětí představuje zároveň variabilitu 

zjištěnou u souboru reprezentující plané druhy brambor a kromě druhu S. verrucosum byla 

hodnota PRA nad 35 % nalezena taktéž u druhů S. incamaoyense a S. leptophyes a pro 

úplnost i u odrůd S. tuberosum Russet Burbank a Westamyl. Z porovnání průměrných hodnot 

PRA hodnocených souborů genotypů vyplynulo, že odrůdy S. tuberosum měly vyšší hodnotu 

PRA (30,5 %), než soubor kulturních netradičních druhů (28,2 %) a než soubor planých druhů 

(26,8 %). Plané druhy brambor je možné z pohledu PRA považovat za zdroj značné 

variability, nelze však říci, že by plané druhy obecně dosahovaly vyšších hodnot PRA.  

Jedním z hlavních cílů disertační práce bylo ověření možnosti izolace patatinu z hlíz 

netradičních a planých druhů bramboru, jelikož jejich isolace od ostatních hlízových proteinů 

v požadované čistotě, množství a kvalitě je základní požadavek pro jejich studium. Isolace 

patatinů byla provedena ve dvou krocích pomocí inotovýměnné chromatografie na anexu 

(celulosové médium s ligandem DEAE) a afinitní chromatografie (agarosové médium se 

specifickým ligandem lektinem konkanavalinem A). Purifikace patatinu byla poté 

finalizována odsolením pomocí gelové filtrace. Tento postup se ukázal být ideální 

a univerzální jak pro všechny typy vstupního materiálu, tak pro rozdílné genotypy brambor 

(odrůdy S. tuberosum, netradiční kulturní druhy, plané druhy).  
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Dalším hlavním cílem disertační práce bylo studium strukturních a biochemických 

vlastností isolovaných patatinů z hlíz vybraných genotypů brambor. Pozornost byla věnována 

zejména studiu variability v počtu glykosylací a rozsahu enzymových aktivit. Výsledky 

měření úrovní molekulové hmotnosti v rámci izolovaných vzorků patatinových komplexů 

potvrdily tři hmotnostní úrovně o přibližné molekulové úrovni 40,5; 41,7 a 42,9 kDa, 

reprezentující tři úrovně glykosylací. Ve většině případů se jedná o odchylky v rozmezí 200 – 

400 Da, avšak u některých genotypů jsou odchylky i větší. Vysvětlení těchto změn nemůže 

být jen na základě záměn aminokyselin v sekvenci patatinových polypeptidů, ale 

pravděpodobně i na základě změn v počtu aminokyselin v sekvenci nebo v genotypové 

variabilitě sacharidových antén. V rámci hodnoceného souboru 29 genotypů vyplývá, že 

nejvyšší četnost má výskyt isoforem první hmotnostní úrovně (u 24 genotypů), druhá se 

vyskytuje méně (u 17 genotypů) a nejméně třetí hmotnostní úroveň (pouze u 8 genotypů). 

Zajímavé přitom je to, že např. isoformy třetí hmotnostní úrovně se u souboru planých 

genotypů vyskytují jen u 2 genotypů (S. berthaultii a S. bulbocastanum) z 19. 

Unikátní výsledky přineslo studium glykosylačních profilů a studium enzymových aktivit 

patatinů. U netradičních kulturních druhů (resp. vybraných genotypů) Solanum stenotomum 

a Solanum andigenum byly nalezeny glykany se složením Man7-9GlcNAc2, které nebyly 

u patatinů brambor nikdy dříve popsány. Jedná se o glykany, které se běžně vyskytují u savců, 

a není u nich uvedeno, že jsou imunogenní. Poznatky týkající se glykosylace patatinu mohou 

být jedním z důležitých ukazatelů pro správný výběr odrůdy (genotypu) s nižším obsahem 

specifických glykanů, které způsobují potravinové alergie a také pro využití brambor pro 

výrobu bílkovin s léčivými účinky.  

Studiem enzymových aktivit izolovaných patatinů z hlíz netradičních a kulturních druhů 

brambor byly potvrzeny lipidacylhydrolasová (LAH) aktivita a aktivita cytosolové fosfolipasy 

A2 (PLA2). Obě tyto aktivity jsou dávány do souvislosti s obrannou reakcí hlíz a byly 

potvrzeny u všech analyzovaných patatinů izolovaných z netradičních i planých druhů 

brambor. Lipidacylhydrolasová aktivita (nebo také esterasová aktivita) patatinů byla 

stanovena kvalitativně na polyakrylamidovém gelu po předchozí separaci bílkovin, kdy jejich 

relativní mobilita se pohybovala v rozpětí od 0,75 do 0,89 s počtem pruhů 1-3 s různou 

intenzitou a kvantitativně spektrofotometricky. Na této úrovni byly hodnoceny tři typy 

substrátů p-nitrofenyl butyrát, p-nitrofenyl laurát a p-nitrofenyl stearát navzájem se lišící 

počtem uhlíků v řetězci. Nejvyšší úroveň aktivity vykazoval substrát p-nitrofenyl butyrát. 

Lipidacylhydrolasová aktivita se s použitím p-nitrofenyl butyrátu pohybovala v širokém 

rozpětí od 2,63 (S. tuberosum, odrůda Desirée) do 31,33 (Solanum sucrense) μmol/[min mg]. 
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Jako velmi zajímavý se jeví obzvláště netradiční kulturní druh Solanum sucrense. Patatin 

izolovaný z tohoto genotypu vykazoval jedny z nejvyšších hodnot v relativním zastoupení 

v celkovém bílkovinném spektru, byla u něj zaznamenána nejvyšší aktivita lipidacylhydrolasy 

a rovněž je tento druh díky totožné ploidii (zejména EBN) křižitelný s odrůdami kulturního 

druhu bramboru. Fosfolipasová aktivita (PLA2) patatinů byla rovněž stanovena 

spektrofotometricky a nejvyšší aktivita fosfolipasy A2 byla zaznamenána u planých druhů 

Solanum leptophyes (9,26 µmol/[min. mg]) a Solanum fendleri (8,52 µmol/[min. mg]) 

a netradičních kulturních druhů Solanum goniocalyx (9,03 µmol/[min. mg]) a Solanum 

stenotomum (6,91 µmol/[min. mg]). V průběhu měření se potvrdil předpoklad týkající se silné 

závislosti aktivity na pH prostředí, kdy optimální pH se nachází v rozpětí 7-9. Mimo tyto 

hodnoty byla zaznamenána minimální či žádná aktivita.  

Stanovení antioxidační aktivity bylo provedeno testem s použitím ABTS a měření 

spekrofotometricky. Antioxidační aktivita patatinů byla hodnocena na úrovni nativního 

izolovaného patatinu a patatinových hydrolyzátů, které byly získány enzymatickým štěpením 

komerčně dostupnými enzymy trypsinem a alkalasou. Antioxidační aktivita patatinu se 

pohybovala v rozpětí od 0,03 (S. andigenum) do 0,14 (S. sucrense) mg kyseliny askorbové na 

gram sušiny patatinu. Antioxidační aktivita patatinových štěpů byla dle předpokladu 

mnohonásobně vyšší. Použity byly dva substráty – trypsin a alkalasa. Hlavní rozdíly mezi 

těmito enzymy je rozdílná teplota štěpení a specifita stěpení, kdy trypsin je enzym štěpící 

specificky (štěpí za argininem a lysinem, pokud následující aminokyselinou není prolin), 

zatímco alkalasa je enzym štěpící nespecificky. Při použití trypsinu jako štěpícího enzymu se 

antioxidační aktivita pohybovala v rozpětí od 4,3 (S. tuberosum, Desirée) do 42,8 

(S. sucrense) mg kyseliny askorbové na gram sušiny štěpů. Při použití alkalasy se 

antioxidační aktivita pohybovala od 38,3 (S. chaucha) do 551,0 (S. andigenum) mg kyseliny 

askorbové na gram sušiny štěpů. Výrazné rozdíly v antioxidační aktivitě patatinů i jejich štěpů 

jsou zřejmě závislé na změnách v sekvenci aminokyselin, která se u jednotlivých genotypů 

může lišit. Je však zřejmé, že enzymatická hydrolýza bílkovin může vést ke zlepšení 

nutričních a dalších vlastností bílkovin a je tedy efektivní metodou pro přípravu aktivních 

peptidů, které vykazují antioxidační vlastnosti. Zjištěná antioxidační aktivita může mít 

u kulturního druhu využití v potravinářství jako konzervačních látek, jako doplňku zabraňující 

oxidaci tuků, nebo jako dochucovadla zvyšující nutriční hodnotu. U netradičních a planých 

druhů brambor lze využití spatřovat zejména ve šlechtění pro zlepšení vlastností komerčních 

odrůd. Antioxidační aktivitě patatinových štěpů je potřeba se i nadále věnovat, zejména 

provést detailní analýzy štěpů a ověřit jejich případné antimikrobiální vlastnosti. 
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Aminokyselinové složení bílkovin a nutriční hodnota byly hodnoceny ve vybraném 

souboru netradičních kulturních druhů brambor Solanum andigenum, Solanum goniocalyx, 

Solanum phureja, Solanum stenotomum a kulturního druhu Solanum tuberosum odrůda 

Desirée a to na úrovni sušiny hlíz, celkového proteinu a patatinové frakce. Studie potvrdila 

vysokou nutriční hodnotu patatinových bílkovin a vysokou kvalitu hlízových bílkovin 

celkově. Při hodnocení aminokyselinového složení a nutriční hodnoty patatinové frakce bylo 

nejvyšších hodnot dosaženo u netradičního kulturního genotypu Solanum goniocalyx, kdy 

hodnota indexu esenciálních aminokyselin byla u tohoto genotypu 112,5 % a prokázán byl 

také příznivý poměr proteinových a neproteinových dusíkatých látek v hlízách. Jako 

limitujícími aminokyselinami byly u všech genotypů cystein a methionin. Na základě 

zjištěných výsledků lze označit Solanum goniocalyx jako druh se slibným potenciálem pro 

uplatnění ve šlechtění rostlin a ve výživě člověka i zvířat. 

Zjištěné informace lze zhodnotit ve šlechtění a biotechnologických aplikacích, kdy netradiční 

a plané druhy nabízí široké rozpětí aktivit a vlastností patatinu. Netradiční a plané druhy 

brambor mohou zvyšovat variabilitu obsahu bílkovin a jejich frakcí v hlízách oproti 

genotypům Solanum tuberosum. Ve studiu bílkovinných frakcí netradičních a planých druhů 

bramboru je potřeba i nadále pokračovat. Vhodné by bylo rozšířit studovaný soubor genotypů 

a zaměřit se zejména na ty, u kterých existuje možnost křížení s kulturním druhem Solanum 

tuberosum a které vykazují znaky podobné odrůdám kulturního druhu. 
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