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Souhrn 

 
Brambor hlíznatý (Solanum tuberosum L.) je čtvrtou nejpěstovanější plodinou na světě 

a to především jako plodina bohatá na škrob. Hlízy bramboru jsou však zajímavé i z hlediska 

obsahu bílkovin, které hrají důležitou roli v obraně hlíz proti patogenům. 

Tato disertační práce je souborem původních prací zabývajících se způsoby metod 

izolace a identifikace hlízových bílkovin, především inhibitorů proteas, a detekce jejich účinků 

na růst mycelia houbových fytopatogenů pomocí mikrobiologických testů in vitro s využitím 

objektivního hodnocení tohoto vlivu pomocí počítačového software. 

 

První publikovaná práce s názvem „Antifungální potenciál nízkomolekulárních 

proteinů a peptidů hlíz bramboru (Solanum tuberosum L.)“ se zabývala antifungálními účinky 

skupiny termostabilních bílkovin a peptidů s převahou inhibitorů proteas, které byly izolovány 

z hlízové vody kombinací metod snížení pH a vysoké teploty (100°C). V této práci byly 

identifikovány izolované bílkoviny analýzou SDS-PAGE v oblasti výskytu inhibitorů proteas 

(oblasti 14 kDa a 6 kDa), které byly následně testovány na zachování antimikrobiálních aktivit 

vůči patogenním houbám Fusarium solani (kmeny CCM 1036; 8014; 8079) a Fusarium 

oxysporum (kmeny CCM 17; F-65) při různých koncentracích izolátu (10 mg/ml; 5 mg/ml; 

1 mg/ml). V této práci byla ověřena hypotéza, že izolované bílkoviny si i přes expozici teplotě 

100°C zachovaly své antifungální účinky, neboť byla pozorována inhibice růstu mycelia 

u všech testovaných fytopatogenních hub s různou citlivostí ke koncentracím při expozici 

k testované látce 48 hodin (při kultivační teplotě 26°C). 

Většina publikovaných prací se zabývala izolací a detekcí intracelulárních bílkovin 

z hlíz bramboru vykazujících termostabilní vlastnosti, nicméně téma bylo rozšířeno i o studium 

izolace a identifikace extracelulárních bílkovin a to v práci „Postup izolace frakcí 

extracelulárních proteinů hlíz bramboru hlíznatého (Solanum tuberosum L.)“, která se zabývala 

optimalizací metody izolace těchto bílkovin a metodami identifikace získaných bílkovin. 

V rámci této disertační práce byla optimalizována metoda izolace termostabilních 

bílkovin a peptidů jak z hlízové vody vznikající při procesu průmyslového zpracování brambor 

na škrob (směs odrůd), tak z hlízové šťávy vyrobené v laboratorních podmínkách z konkrétních 

odrůd bramboru (odrůdová šťáva) a byla zjištěna optimální teplota pro izolaci těchto bílkovin 

pro maximální antifungální účinek (80°C). Tyto poznatky jsou shrnuty v užitném vzoru 

s názvem „Izolát proteinů z brambor s antimikrobiální účinností“. Byly navzájem porovnávány 

antimikrobiální účinky izolovaných směsí bílkovin a peptidů z hlíz vybraných odrůd bramboru 

na fytopatogenních kmenech hub rodů Fusarium spp. a Rhizoctonia spp. Dále bylo 

optimalizováno testování antimikrobiálních bílkovin na fytopatogenních kmenech hub 

abakterií in vitro a vyvinuta metoda vyhodnocování inhibičních účinků pomocí zpracování 

fotografií testů v počítačovém programu AutoCAD. 

Poznatky získané při řešení problematik této disertační práce je možné aplikovat 

v oblastech šlechtění nových odrůd bramboru, rostlinolékařství, potravinářství, 

biotechnologiích a v oblasti zpracovatelského průmyslu při dalším využívání odpadů 

z průmyslové výroby škrobu (hlízová voda). 

 

 

 

 

 

 

 



Summary 

 
Potato (Solanum tuberosum L.) is the fourth most often planted crop in the world 

especially because of high content of starch. However potato tubers are also interesting due to 

the protein content that play an important role in defence of the tubers against pathogens.  

This doctoral thesis is a summary of original works dealing with various methods 

of isolation and identification of tuber proteins, especially protease inhibitors, and detection 

of their effects acting on mycelium of fungus pathogens via microbiological in vitro tests and 

the effect was evaluated in software. 

 

The first published work „Antifungal potential of low molecular proteins and peptides 

gained from potato tubers (Solanum tuberosum L.)“ deals with antifungal activities of group of 

thermostable proteins and peptides with a predominance of protease inhibitors recovered from 

potato fruit juice. Combination of pH adjustment and high temperature (100°C) was used for 

protein isolation. Isolated proteins were detected in the SDS-PAGE analysis on peptide gel in 

range of protease inhibitors appearance (range 14 kDa and 6 kDa). The antimicrobial activities 

of this proteins and peptides mixture was tested on phytopathogenic fungi Fusarium solani 

(CCM strains 1036; 8014; 8079) and Fusarium oxysporum (CCM strains 17; F-65) in different 

concentrations (10 mg/ml; 5 mg/ml; 1 mg/ml). The hypothesis that isolated proteins retained 

their antifungal activity in spite of exposure to a temperature of 100°C was tested in this work 

and inhibition of mycelial growth of all tested phytopathogenic fungi was observed with 

different sensitivity to tested concentrations upon exposure to a tested substance 48 hours (at 

cultivation temperature 26°C). 

The majority of published contributions was dealing with isolation and detection of 

intracellular proteins from potato tubers featuring thermostable properties nevertheless the topic 

was extended of studying the methods of isolation and identification of extracellular proteins 

in contribution named “Isolation of extracellular protein fractions from potato tubers 

(Solanum tuberosum L.)“. This article contains the optimised isolation and identification 

methods of this type of proteins. 

In the work carried out in this doctoral thesis was optimised the isolation method of 

thermostable proteins and peptides from potato fruit juice produced during the industrial potato 

starch process (cultivar mixture) and from potato fruit juice prepared from particular potato 

cultivars in laboratory (individual cultivar juice). Optimal temperature for this type of protein 

isolation was determined to gain the maximal antifungal effect (80°C). These knowledge were 

summarized in the utility model “Potato protein isolate with antimicrobial effect”. Reciprocal 

comparison of antimicrobial effect of isolated protein and peptide mixtures prepared from 

particular potato tuber cultivars was tested on phytopathogenic fungi Fusarium spp. and 

Rhizoctonia spp. In vitro tests of antimicrobial proteins on phytopathogenic fungi and bacteria 

was optimised and new method for inhibition effect evaluation by software AutoCAD was 

developed. 

Knowledge gained within solving this doctoral thesis are possible to be used in new 

potato cultivars breeding, phytosanitary, food industry, biotechnologies and in the field of 

processing industry in the further utilization of wastes from industrial starch production (potato 

fruit juice). 
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1. Úvod 

Tématem disertační práce bylo studium bílkovin a peptidů vyskytujících se v hlízách 

bramboru a to především z hlediska jejich zastoupení v hlízách bramboru v souvislosti 

s  biochemickými a antimikrobiálními vlastnostmi inhibitorů proteas, na které se disertační 

práce orientovala. Zaměření disertační práce je cíleno na ucelení poznatků o celkovém popisu 

základních vlastností a identifikace těchto skupin hlízových bílkovin a peptidů, o materiálech, 

které je možné pro jejich získání použít, teoretických izolačních metodách vycházejících 

z vlastností hlízových bílkovin a peptidů, metodách používaných v praxi a aktuálním 

praktickém využití izolátů skupiny inhibitorů proteas. Práce je zakončena získanými výsledky, 

které byly zaměřeny na popis izolovaných skupin inhibitorů proteas a jejich antimikrobiálních 

účinků. 

 

Brambory jsou významnou surovinou celosvětově produkovanou v objemu více než 

385 milionů tun za rok 2014 (zdroj FAOSTAT, 2016a) a v současné době oblíbenou pro svou 

nutriční vyváženost a vysokou výživovou hodnotu a i když jsou považovány z nutričního 

hlediska za sacharidickou složku lidské stravy, hrají brambory důležitou roli i jako zdroj 

bílkovin hlavně v zemích s tradicí konzumace brambor a v chudých částech světa trpících 

nedostatkem bílkovin obsažených v rostlinných zdrojích (luštěniny) a vysokobílkovinné 

živočišné stravě. 

Bílkoviny a peptidy obsažené v hlízách bramboru se v posledních letech dostávají do 

popředí zájmu mnohých výzkumných organizací, potravinářských a škrobárenských firem. 

Důvodem zájmu o tuto skupinu látek jsou především jejich zajímavé biologické a chemicko-

fyzikální vlastnosti, které je možné snadněji zkoumat a verifikovat díky moderním a snadněji 

dostupným metodám jejich výzkumu. Zároveň tvořila skupina hlízových bílkovin a peptidů do 

nedávné doby součást téměř nevyužívaného odpadu, tzv. hlízové vody, která vznikala při 

zpracování hlíz brambor především na bramborový škrob. Tato situace se začíná měnit díky 

globální snaze o snižování ekologické zátěže ve výrobních procesech a zvyšování využitelnosti 

veškerých vedlejší produktů vznikajících během produkce finálních výrobků. Do popředí 

výzkumu se dostala hlízová voda, která vzniká jako sekundární produkt procesu výroby 

bramborového škrobu a obsahuje skupiny bílkovin, které v samotných hlízách bramboru hrají 

zásobní, ochranné a enzymatické role, a které si při šetrné izolaci a vhodném uskladnění 

zachovávají své biologické aktivity. 

 

Cílem této disertační práce byla optimalizace metod izolace a studium a hodnocení 

biochemických a antimikrobiálních aktivit a vlastností bílkovin a peptidů obsažených v hlízách 

bramboru hlíznatého a optimalizace metod testování těchto skupin bílkovin a peptidů. Zdroje 

zkoumaného materiálu byly dva: a) bílkoviny a peptidy, které jsou součástí sekundárních 

produktů vznikajících během procesu průmyslového zpracování brambor na škrob, 

b) porovnání vybraných skupin bílkovin izolovaných vždy jen z jedné odrůdy bramboru 

hlíznatého (jedno odrůdová hlízová šťáva). Tepelnou koagulací takto získaných bílkovin a 

peptidů z hlízové šťávy a jejich aplikací k fytopatogenním mikroorganismům byl následně 

sledován jejich účinek na různé kmeny fytopatogenních hub a bakterií. 
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2. Literární přehled 

2.1. Brambor hlíznatý (Solanum tuberosum L.) – charakteristika 

Brambor hlíznatý (Solanum tuberosum L.) je čtvrtou nejvýznamnější pěstovanou 

základní plodinou a zlepšující rostlinou osevních sledů. Původní domovina divokých brambor 

je lokalizována od oblasti jihozápadu Spojených států až po jižní a střední Chile s centry 

druhové diverzity v centrálním Mexiku a ve středních Andách v Peru a Bolívii, zatímco 

primitivní kultivary jsou původem z Jižní Ameriky (Vokál et al., 2013). 

2.1.1 Produkce a spotřeba brambor – vývoj a trendy  

Jak již bylo zmíněno v úvodu, brambory byly celosvětově vyprodukovány v celkovém 

objemu více než 385 milionů tun za rok 2014 a do tohoto časového období prošlo toto odvětví 

velkými změnami (spotřeba brambor od roku 1961 do roku 2011 v tabulce 1). Do počátku 

90. let 20. století byly brambory většinou produkovány a konzumovány v Evropě, Severní 

Americe a zemích Sovětského svazu a jejich produkce od této doby vzrůstala na základě 

zvyšující se poptávky v Asii, Africe a Jižní Americe z 32 milionů tun na počátku 60. let na více 

než 233 milionů tun v roce 2014. Dle údajů FAO produkce brambor v rozvojových zemích 

poprvé převýšila produkci v rozvinutých zemích světa v roce 2005 (zdroj FAOSTAT, 2016a). 

V současné době je tato plodina pěstována téměř po celém světě a za největšího producenta je 

označována Čína následovaná Indií, z jejichž produkce dohromady pocházela v roce 2013 

téměř polovina produkce všech brambor a jako další v pořadí byli producenti pocházející ze 

zemí Ruské federace, Ukrajiny, USA, Německa a Polska (zdroj FAOSTAT, 2016b). 

Česká republika následuje celosvětový trend poklesu objemu produkce, která koreluje 

s poklesem pěstitelských ploch brambor. Dle FAO byla produkce v ČR v roce 2014 na úrovni 

697 539 t (178 817 tun na Slovensku v témže roce), v Československu pak v roce 1961 

5,33 milionu t. Zároveň je díky moderním pěstebním technologiím a aktuálním vědeckým 

poznatkům následován trend zvyšujícího se výnosu, který byl dle údajů FAO v Československu 

v roce 1961 jen 10,4 t/ha a dle údajů ČSÚ v roce 2011 v České republice 29 t/ha, což bylo 

v daném roce ovlivněno především příznivými klimatickými podmínkami na našem území 

(Žižka, 2015). Tento výnos z roku 2014 je nad celosvětovým průměrným výnosem asi o 9 t/ha 

(FAOSTAT, 2016c).  

 

Tabulka 1: Spotřeba brambor podle světadílů v roce 1961 a 2011 (FAOSTAT, 2015a; 2015b) 

Světadíl Populace 

(tis. lidí) 

Spotřeba brambor a výrobků 

z brambor za rok 1961 

Spotřeba brambor a výrobků z 

brambor za rok 2011 

Spotřeba na 

hlavu (kg) 

Celková 

spotřeba 

(tis. t) 

Spotřeba na 

hlavu (kg) 

Celková 

spotřeba 

(tis. t) 

Afrika 1 056 985 6,1 1 641 18,8 17 922 

Amerika 952 500 36,8 15 885 36,4 34 444 

Asie 4 210 004 9,4 15 765 28,9 121 051 

Evropa 741 274 114,9 74 353 84,2 62 363 

Oceánie 37 228 38,9 537 47,9 1 418 

Svět 6 997 991 35,5 108 181 34,6 237 199 
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Brambor hlíznatý je jednoletá, nejčastěji vegetativně množená plodina, která je relativně 

snadno pěstovaná a dosahuje dobrých výnosů nutričně hodnotných hlíz na malé ploše půdy 

ve srovnání s ostatními pěstovanými plodinami a to při možnosti pěstování ve velice rozdílných 

podnebních podmínkách na celém světě.  

Konzumní odrůdy bramboru se primárně používají pro přímý konzum a zpracovávají se 

i na předsmažené zmrazené, sušené, chlazené, sterilované a blanšírované bramborové 

polotovary Tyto polotovary mají obvykle  podstatně vyšší přidanou energetickou hodnotou a 

většinou obsahují i celou řadu aditiv jako např. různá barviva, konzervanty a stabilizátory. 

Četné odrůdy jsou ceněné díky optimálnímu poměru škrobu, vlákniny, bílkovin, minerálních 

látek a vitaminů. 

Z odrůd brambor určených pro výrobu bramborového škrobu se v různých 

průmyslových odvětvích produkuje především škrob a líh. Od července roku 2012 přestala 

platit pravidla společné organizace trhu se škrobem, výrobní kvóty stanovené v EU a tedy 

i minimální výkupní cena brambor, která je od 1. dubna 2015 kompenzována formou zvláštní 

podpory na brambory pro výrobu škrobu poskytovanou SZIF (Státní zemědělský a intervenční 

fond) podle nařízení vlády č. 50/2015 Sb. o stanovení některých podmínek poskytování 

přímých plateb zemědělcům na produkci brambor konzumních a brambor na výrobu škrobu (se 

změnami tohoto nařízení Nařízením vlády č. 61/2016 Sb.) (Sbírka zákonů Česká republika, 

2015). 

V roce 2014 byla průměrná škrobnatost o 1,2 % nižší než v roce 2013, nicméně byla 

kompenzována velmi dobrou sklizní brambor pro výrobu bramborového škrobu, kdy byl v roce 

2014 průměrný výnos škrobu 7,7 t/ha a v roce 2013 5,8 t/ha. V roce 2013 došlo ke zvýšení 

produkční plochy (o 685 ha) z důvodu zvýšení zájmu českých zemědělců o pěstování této 

komodity.  

V České republice se zabývají výrobou škrobu pouze dva producenti – LYCKEBY 

AMYLEX, a.s. Horažďovice a Škrobárny Pelhřimov, a.s. (statistika výroby bramborového 

škrobu v ČR viz tabulka 2) a současně je neustále zvyšován podíl na českém trhu s bramborami 

pro výrobu škrobu rakouskou firmou Agrana Gmünd.  

 

Tabulka 2: Statistika výroby bramborového škrobu v České republice v roce 2014 (Žižka, 2015) 
Firma  Osázené 

plochy 

[ha]  

Kontrahováno 

brambor [t] 

Průměrný 

výnos 

brambor 

[t/ha] 

Množství 

zpracovaných 

brambor [t] 

Množství 

nakoupeného 

škrobu * [t] 

Průměrná 

škrobnatost 

[%]  

Škrobárny 

Pelhřimov, 

a. s.  

1 573  52 379  40,3  63 371  12 635  17,0  

LYCKEBY 

AMYLEX, 

a. s. **  

2 253  83 953  40,5  91 350  18 313  17,1  

Celkem  3 826  136 332  40,4  154 721  30 948  17,1  

* nakoupený = vyrobený škrob podle pravidel EU, 

** LYCKEBY AMYLEX, a.s. nakupuje brambory pro výrobu škrobu na území ČR a v Německu. V této tabulce 

je uvedený nákup brambor celkem. 

2.1.2 Původ bramboru, původní genotypy a šlechtění nových odrůd s využitím 

primitivních genotypů 

Brambory byly původně pěstovány v Andách na území dnešního Chile, Peru a Bolívie a do 

Evropy se dostaly v druhé polovině 16. století, kde se pěstovaly až do poloviny 17. století jako 

okrasné rostliny, zvláštnosti botanických zahrad (Vokál et al., 2013). Vzhledem k rozdílným 
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podmínkám prostředí domoviny brambor získaly původní genotypy vysokou odolnost 

k extrémním podmínkám a vyvinula se u nich také rezistence k celé řadě škůdců a chorob a 

z těchto důvodů jsou původní genotypy používány ve šlechtění nových odrůd kulturního 

bramboru. 

Taxonomie primitivních druhů bramboru je značně komplikovaná a stále dochází 

ke změnám v jejím uspořádání (Bradshaw and Ramsey, 2009). Hlízy vytvářející rostliny rodu 

Solanum byly domestikovány přibližně před 7000 lety (Simmonds, 1995) a daly vzniknout 

diploidnímu druhu S. stenotomum, od kterého se dále odvozovaly další kulturní druhy včetně 

tetraploidů S. tuberosum ssp. andigena a S. tuberosum ssp. tuberosum a diploida S. phureja 

(Hawkes, 1990). Spooner a Hijmans (2001) uvádí ve své práci 6 kulturních druhů a 206 dalších 

druhů bramboru, které jsou nazývány wild potatoes, nebo také primitivní druhy, z nichž se 

některé v oblasti původního výskytu stále pěstují, v našich podmínkách určených pro pěstování 

běžných odrůd brambor však nedosahují ani zdaleka takových výnosů, jako je tomu v jejich 

původní domovině, což je pravděpodobně zapříčiněno především odlišnou délkou slunečního 

svitu. 

Brambor hlíznatý je teoreticky možné rozmnožovat a udržovat dvěma způsoby – 

generativně a vegetativně, prakticky ovšem možnosti rozmnožování vyplývají z tetrasomické 

dědičnosti kulturních odrůd bramboru, která se projevuje značnou proměnlivostí znaků a 

vlastností potomků semenných generací ze samoopylení a záměrného křížení. Z tohoto důvodu 

jsou tetraploidní druhy S. tuberosum rozmnožovány pouze vegetativně hlízami a tímto 

způsobem mohou být i udržovány. Generativní způsob množení je nezbytný v novošlechtění 

bramboru, aby došlo v semenné populaci k projevu kombinace vlastností rodičovských 

partnerů. Další rozmnožování vegetativním způsobem probíhá po podchycení jedinců se 

žádoucími vlastnostmi a díky tomu dochází k eliminaci heterozygotnosti a zachovávání 

vlastností F1 generace (Horáčková, Domkářová, 2005). 

 

Ve Výzkumném ústavu bramborářském Havlíčkův Brod s.r.o., má práce s genofondy 

nepřetržitou tradici již od roku 1952 a v bance in vitro je dlouhodobě uchováváno 2439 vzorků, 

které reprezentuje 1258 odrůd S. tuberosum, 478 tetraploidních kříženců S. tuberosum, 

271 dihaploidů, 313 genotypů od 5 kulturních a 23 planých druhů a 119 mezidruhových 

hybridů rodu Solanum. Jednostranná prošlechtěnost kulturního druhu S. tuberosum vyžaduje 

využívání planých druhů uchovávaných v genové bance in vitro, jedná se o druhy S. acaule, 

S. bulbocastanum, S. demissum, S. chacoense, S. spegazzinii, S. stoloniferum, S. vernei, dále 

o příležitostné využití S. microdontum, S. sparsipilum, S.verrucosum., S. phureja, S. tuberosum 

subsp. andigena, S. commersonii a S. maglia (Domkářová, Horáčková, 2013). Ve větší míře se 

uchovávání kolekcí bramboru prostřednictvím in vitro kultury začalo celosvětově využívat po 

roce 1970 a to hlavně z fytopatologických důvodů, neboť díky tomuto postupu byla umožněna 

záchrana materiálů zamořených virovými chorobami a zároveň se umožnilo i dosažení 

viruprostých rostlin kultur in vitro čímž došlo k rozvoji bezpečnější mezinárodní výměny 

genových zdrojů (Horáčková, Domkářová, 2005). Šlechtění nových odrůd s využitím 

primitivních druhů s požadovanými vlastnostmi se provádí jak fúzí protoplastů u vzdálených, 

obtížně křižitelných druhů, tak klasickou mezidruhovou hybridizací a vyvinutí jediné odrůdy 

metodou tradičního šlechtění může trvat až 15 let. Šlechtitelé vybírají rodiče a rodičovské 

kombinace s vynikajícími hospodářskými vlastnostmi pro určitý šlechtitelský cíl, dále se 

používá materiál s vyšší odolností vůči biotickým a abiotickým stresům (Domkářová, 

Horáčková, 2013). Několik příkladů využívaných vlastností primitivních druhů je uvedeno 

v tabulce 2.  
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Tabulka 4: Využívané plané a primitivní druhy Solanum ve šlechtění (Domkářová, Horáčková, 

2013; Vokál et al., 2013). 

 

 

Druh 

Využívané vlastnosti 

Zvyšování obsahu Odolnost proti 

Sušiny 

30-37 % 

Bílkovin 

4-6 % 

Mrazu 

až -

7˚C 

Plísni 

bramboru na 

nati 

(Phytophthora 

infestans) 

Virovým 

chorobám 

bramboru 

Rakovině 

bramboru 

(Synchytrium 

endobioticum) 

S. acaule ano ne ano ne ano ne 

S. demissum ano ano ano ano ano ano 

S. phureja ne ano ano ne ano ne 

S. vernei ne ne ne ano ne ano 

S. venturii    ano   

 

Držiteli šlechtitelských práv k odrůdám zajišťuje ochrana práv výlučné právo k využívání 

chráněné odrůdy (tj. výroba nebo množení, úprava za účelem množení, nabízení k prodeji, 

prodej nebo jiné uvádění do oběhu, vývoz, dovoz, skladování pro některý z těchto účelů). 

V současné době je ve Státní odrůdové knize České republiky zapsáno 136 odrůd, z nichž je 

31 odrůd velmi raných, 41 odrůd raných, 42 odrůd poloraných a 22 odrůd polopozdních až 

pozdních. V roce 2015 bylo registrováno pět nových odrůd bramboru (jedna velmi raná odrůda 

pro přímý konzum, varný typ B – Karo; dvě rané odrůdy pro přímý konzum, varný typ B 

Jasmina a varný typ BC Valmont; dvě odrůdy určené pro výrobu škrobu - poloraná odrůda 

Regent a pozdní odrůda Sarion) (Čermák, 2015). 

 

Dle informací uvedených ve Společném katalogu odrůd druhů zemědělských rostlin, (EUR-

LEX, 2015) bylo v zemích Evropské unie zapsáno celkem 1623 odrůd (k 4. 12. 2015), jejichž 

sadbu je možné uvádět do oběhu i na území ČR. 

V roce 2016 uváděl Internation Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications 

(ISAAA, 2016) celkem 45 geneticky modifikovaných odrůd bramboru, z nichž bylo 27 odrůd 

vyšlechtěno na rezistenci k chorobám, 4 odrůdy na rezistenci k herbicidům, 30 odrůd 

k rezistenci proti napadení hmyzem, 15 odrůd k rezistenci vůči virům a 1 odrůda k rezistenci 

vůči významnému původci plísni bramboru (Phytophthora infestans) -  (některé odrůdy spadají 

díky kombinaci resistencí do více skupin). 

 

2.2 Sekundární produkty vznikající při zpracování brambor při výrobě škrobu 

Během technologického procesu zpracování brambor pro výrobu škrobu vznikají 

sekundární produkty (tabulka 3), které je možné alespoň částečně ještě dále zpracovat, využít 

jejich zbývající potenciál a snížit tak ekologickou zátěž (spotřeba elektrické energie a vody). 

V současné době se druhotné produkty vznikající při výrobě škrobu v České republice dále 

používají jako ne příliš hodnotné krmivo hospodářských zvířat (ve formě sušeného 

koncentrátu), zdroj organických látek pro výrobu bioplynu či jako hnojivo některých 

zemědělských plodin a při jejich uplatnění nedochází k plnohodnotnému využití všech cenných 

komponent. 
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Tabulka 3: Produkce sekundárních produktů při výrobě škrobu, převzato z Pastorek, Kára 

(2003). 

Vyprodukovaný 

materiál 

Výrobní sezóna 

Srpen Září říjen listopad prosinec 

Zpracované 

brambory [t] 
7 450,35 23 462,06 26 245,80 24 323,02 7 405,17 

Zdrtky [t] 1 656,00 5 214,00 5 832,00 5 405,00 1 646,00 

Hlízová voda [m3] 5 588,00 17 597,00 19 684,00 18 242,00 5 554,00 
 

2.2.1 Hlízová voda 

Hlízová voda, v anglickém jazyce se používá výraz potato fruit juice (PFJ), se skládá 

z vodorozpustné sušiny bramborových hlíz a vody a vzniká po rozdrcení hlíz brambor na 

struháku na tzv. třenku, která je, obvykle působením odstředivé síly, rozdělena na tuhou část 

(třenka) a tekutou část - hlízovou vodu. Složení hlízové vody záleží především na odrůdové 

kompozici zpracovávaného materiálu, vlivu podmínek a technologii pěstování (průměrné 

složení hlízové vody je uvedeno v tabulce 4). 

V hlízové vodě je obsaženo průměrně asi 4,9 % sušiny (Bárta, Bártová, 2007), hodnota 

pH se pohybuje v rozmezí 5,6 – 6,0 (van Koningsveld, 2001) a je uváděno, že z jedné tuny 

brambor lze vyprodukovat asi 650 – 750 litrů hlízové vody (Straetkvern et al., 1999). 

 

Tabulka 4: Průměrné složení hlízové vody (sušina), převzato z van Koningsveld (2001). 

Látka Koncentrace v PFJ (g/l) 

(min.-max.) 

% sušiny 

Bílkoviny (N × 6,25) 13,4    (8,5 - 22,2) 26,8 

Peptidy (N × 6,25) 2,2    (1,5 - 3,1) 4,4 

Aminokyseliny a amidy 

(N × 6,25) 

4,8    (3,3 - 7,8) 9,6 

Další látky obsahující dusík 0,9 1,8 

Sacharidy 7,9     (3,0 - 24,9) 15,8 

Tuky 1,1 2,2 

Citronová kyselina 5,0     (2,0 - 12,0) 10,0 

Askorbová kyselina 0,3     (0,1 - 0,6) 0,6 

Další organické kyseliny 

(jablečná, pyrrolidon karboxylová 

kyselina) 

1,3     (0,7 - 5,4) 2,6 

Chlorogenová kyselina 0,2    (0,1 - 0,5) 0,4 

Kávová kyselina 0,07    (0,03 - 0,3) 0,1 

Draslík 5,6    (3,9 - 7,3) 11,2 

Fosfor 0,5     (0,2 - 0,9) 1,0 

Další látky 5,0 10,1 

 

 Součástí hlízové vody jsou dusíkaté látky (bílkoviny, peptidy a volné aminokyseliny), 

jejichž obsah dohromady tvoří téměř 40 % sušiny a jsou tak nejvýznamnější složkou sušiny 

hlízové vody. Z volných aminokyselin je zastoupen glutamin, glutamová kyselina, asparagin a 

γ-aminomáselná kyselina, které nejsou součástí bílkovinných molekul a slouží jako zásobní 

dusíkaté látky v hlízách bramboru (Plieger, 1986). Sacharidy jsou v hlízové vodě zastoupeny 

redukujícími cukry D-glukózou a D-fruktózou a neredukujícím disacharidem sacharózou, 

lipidy tvoří v hlízové vodě celkem 2,2 % sušiny a jsou zastoupeny mastnými kyselinami (30 %), 

tuky (30 %) a fosfolipidy (40 %) (Lisinska, Leszczynski, 1989). Při zpracování brambor 
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přechází do hlízové vody i glykoalkaloidy, skupina steroidních glykosidů, z nichž mají 

v hlízách bramboru největší zastoupení α-solanin a α-chaconine, fenolové látky (kávová 

kyselina a chlorogenová kyselina), u nichž je známa schopnost vázat se na proteiny a významné 

zastoupení má v hlízové vodě i draslík, jehož obsah v sušině tvoří až 11 % (van Koningsveld, 

2001).  

V posledních letech se bílkoviny brambor dostali do popředí zájmu mnoha podniků na 

celém světě zabývajících se zpracováním brambor. Mezi nejvýznamnější producenty patří 

např. nizozemské společnosti Avebe, Meelunie B. V. a Royal Ingredients Group, největší 

německý producent Emsland Group a německá společnost Südstärke GmbH, dánské firmy 

AKV Langholt a KMC a finská firma Finnamyl Oy, součást koncernu CIBA (Raisio). V Norsku 

se zabývá produkcí bramborového proteinu spolu s produkcí škrobu společnost Hoff Norske 

PotetIndustrier, ve Francii společnosti Roquette a Tereos Syral, v Polsku se jedná o Zakłady 

Przemysłu Ziemniaczanego w Pile ZETPEZET Sp. Z o. o. V USA pak např. společnost Idaho 

Frank Associates / Lutosa North America, která se zabývá zpracováním brambor na škrob, 

nativní bramborový protein, dehydrované bramborové produkty, mražené bramborové 

hranolky a bramborové speciality (Anonym 1, 2016).  

Důvody zájmu těchto společností o bílkoviny získané z hlízové vody pramení z potřeby 

maximálně využít sekundární produkty, snížit tak ekonomickou a ekologickou zátěž, a využít 

významných zajímavých funkčních vlastností těchto bílkovin. Pozornost zpracovatelských 

závodů je na tyto sekundární produkty změřena i proto, že se množství těchto cenných bílkovin 

v sušině hlízové vody v průměru pohybuje kolem 27 % (viz tabulka 4), jejichž ideální izolace 

v nativním stavu je předmětem různých studií (van Koningsveld et al., 2001a; Bártová, Bárta, 

2009; Srætkvern, Schwarz, 2012; Waglay et al., 2014) a při izolaci např. inhibitorů proteas 

v nativním stavu se odhaduje jejich cena na 100 €/kg, což je asi stonásobné zvýšení tržní 

hodnoty v současné době obchodovaných denaturovaných inhibitorů proteas (Schoenbeck 

et al., 2013). 

 

2.2.2 Zdrtky 

 Zdrtky jsou tak jako hlízová voda součástí výrobního procesu škrobu z brambor, jedná 

se o vyluhované zbytky třenky, které nejčastěji nacházejí uplatnění jako součást krmiva pro 

dobytek, substrát pro pěstování hub či ve výrobě kosmetiky. Zbytek vyprodukovaného 

materiálu je použito jako půdní hnojivo, ačkoliv se může jednat o nevhodný způsob aplikace, 

protože vzhledem k vysokému obsahu minerálních solí ve zdrtcích může docházet k zasolování 

půdy a vody (Mayer a Hillebrandt, 1997). Složení zdrtků závisí na odrůdovém složení 

zpracovávaného materiálu (průměrné složení bramborových zdrtků je uvedeno v tabulce 5).  

 

Tabulka 5: Složení běžných bramborových zdrtků, převzato z Mayer a Hillebrandt, (1997). 

Látka Obsah v čerstvé hmotě zdrtků 

(%) 

Obsah v sušině (%) 

Sušina 13,0 - 

Celkové organické látky 12,5 96 

Popeloviny 0,5 4 

Škrob 4,9 37 

Celulóza 2,2 17 

Hemicelulóza 1,8 14 

Pektin 2,2 17 

Vláknina (neurčená) 0,9 7 

Bílkoviny, aminokyseliny 0,5 4 
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Zdrtky mají viskózní strukturu a vykazují vlastnosti podobné koloidním látkám a i po 

odstranění zbytkové hlízové vody mohou stále obsahovat až 95 % vody, díky čemuž se stávají 

živnou půdou pro mikroorganismy, zejména bakterie, což vede k rychlé degradaci materiálu za 

vzniku organických kyselin projevující se silným zápachem (Kempf, 1980). Největší 

zastoupení v sušině bramborových zdrtků má zbytkový škrob (37 % sušiny), který je vhodné 

odstranit pro zvýšení výtěžnosti bílkovin před jejich samotnou izolací (Waglay et al., 2016). 

2.3. Hlízové bílkoviny 

Chemické složení hlíz bramboru a s ním spojená kvalita se mění v průběhu pěstování 

díky podmínkám prostředí. Největší roli hraje genetický původ odrůd, jako další vlivy jsou 

uváděny aplikace dusíkatých hnojiv, vlivy ročníku, stanoviště, způsob pěstování a 

skladování a stav hlíz (Bárta, Bártová, 2007) má a stárnutí během posklizňového 

skladování. Tabulka 6 uvádí průměrné látkové složení hlíz bramboru dle Bradshaw, 

Ramsay (2009) a Bárta (2009). 

Tabulka 6: Průměrné látkové složení hlíz bramboru (Bradshaw, Ramsay 2009; Bárta, 2009). 

Látka Obsah v čerstvé hmotě 

Voda 72 - 85 % 

Sušina 15 - 28 % 

Škrob 12,6 - 18,2 % 

Dusíkaté látky 2 % 

Bílkoviny 0,6 - 2,1 % 

Tuky 0,075 - 0,2 % 

Vláknina 1 - 2 % 

Cukry  0,5 % 

Vitamin C 8 - 54 mg/100 g 

Glykoalkaloidy < 20 mg/100 g 

 

V sušině hlíz bramboru je obsaženo 3,5 % až 23 % hrubých bílkovin (N x 6,25), z nichž 

se samy bílkoviny pohybují v rozpětí od 35 % do 75 % v závislosti na odrůdě a podmínkách 

prostředí (Bárta, Bártová, 2007).  

Lehesranta et al. (2006) provedli jedinečnou studii ucelených změn proteomu v průběhu 

životního cyklu hlíz bramboru a celkem 150 identifikovaných bílkovin vykazovalo velmi 

výrazné rozdíly v množství v konkrétních fázích životního cyklu hlíz a u dalších 

50 identifikovaných bílkovin byly zjištěny menší změny v jejich množství. Vývojový proces 

hlíz byl charakterizován akumulací hlavní zásobní bílkoviny patatinu a jeho isoforem a enzymů 

podílejících se na obranných reakcích vůči onemocnění. Enzymy podílející se na metabolismu 

sacharidů a bílkovin a zpracování energie byly spojeny s vývojem hlíz a snížily se v průběhu 

jejich zrání. 

 

I když nejsou brambory primárně považovány za plodiny s vysokým obsahem bílkovin, 

považují se bílkoviny v nich obsažené za velice kvalitní díky vysokému podílu esenciálních 

aminokyselin a to zvláště lysinu, metioninu, treoninu a tryptofanu (viz tabulka 7), které jsou 

svou kvalitou srovnatelné s vaječnými bílkovinami. Díky pokročilým metodám izolace těchto 

bílkovin se otevírají další možnosti jejich využívání jako produktů s přidanou hodnotou. 

Některé skupiny izolovaných bílkovin a peptidů hlíz brambor disponují zajímavými 

vlastnostmi, jako jsou např. antifungální, antibakteriální či antiinsekticidní aktivity a mohou tak 
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být cenné v případě použití jako náhrady za antibiotika díky jejich bezpečnosti či vlastnosti 

termorezistence izolovaných skupin bílkovin a peptidů. 

Bramborové bílkoviny mají ve srovnání s ostatními rostlinnými bílkovinami vysokou 

nutriční hodnotu a to především díky jejich aminokyselinovému složení s relativně vysokým 

obsahem lysinu (7,5 %) (Pouvreau, 2004), největší zastoupení mají kyseliny asparagová a 

glutamová. 

 

Tabulka 7: Obsah aminokyselin v čerstvých hlízách bramboru (100 g) (National Nutrient 

Database for Standard Reference, USDA, 2016). 

Název aminokyseliny Obsah aminokyselin [mg] ve 100 g 

syrových brambor se slupkou 

Esenciální aminokyseliny 

Lysin 162 

Valin 152 

Arginin 159 

Leucin 161 

Fenylalanin 117 

Treonin 95 

Isoleucin 96 

Tyrosin 94 

Histidin 56 

Metionin 44 

Cystein 44 

Tryptofan 24 

Neesenciální aminokyseliny 

Asparagová kyselina 609 

Glutamová kyselina 491 

Serin 120 

Alanin 111 

Prolin 101 

Glycin 90 

 

Dle práce Pots (1999) byly hlízové bílkoviny rozděleny podle molekulové hmotnosti při 

elektroforetické separaci na 1-DE polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsulfátu 

sodného (SDS-PAGE) do tří tříd (tabulka 8). 

Tabulka 8: Dělení hlízových bílkovin podle molekulové hmotnosti (Pots, 1999). 

Skupina Molekulová 

hmotnost 

Podíl v celkovém 

množství všech 

extrahovatelných 

bílkovin 

Funkce v hlízách 

Inhibitory 

proteas 

3-25 kDa 20-30 % Obranná 

Patatin kolem 43 kDa 20-60 % Zásobní, enzymatická, obranná 

Ostatní 

bílkoviny 

45-600 kDa 20-30 % Obranná, enzymatická 

 

 Údaje o podílu jednotlivých skupin extrahovaných bílkovin z hlíz bramboru se mezi 

autory liší, např. Pouvreau (2004) ve své práci uvádí, že inhibitory proteas reprezentují až 50 % 
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z celkového obsahu bílkovin v hlízové šťávě odrůdy Elkana. Tyto rozdíly mohou být 

zapříčiněny použitím odlišných odrůd, způsobem zpracování rostlinného materiálu 

(odstraněním slupky hlíz před zpracováním), rozdíly v technologii přípravy hlízové vody 

(mixování či lisování hlíz) či metodou stanovení koncentrace bílkovin (Lowryho metoda; 

přepočtem přes koeficient ze stanovení obsahu dusíkatých látek Kjeldahlovou metodou, či 

spektrometrické metody, atd.). 

 

2.3.1. Bílkoviny patatinového komplexu 

Bílkoviny patatinového komplexu jsou skupinou glykoproteinů, která se nevyskytuje 

pouze v zásobních orgánech bramboru, tedy v hlízách, ale byla popsána i v dalších orgánech, 

které se za zásobní nepovažují, např. ve stolonech, kořenech a květech (Höfgen, Willmitzer, 

1990). Bílkoviny patatinového komplexu byly zařazeny do třídy globulinových bílkovin, které 

byly nazvány jako „tuberin“ (Osborne, Campbell, 1896). Následně byl v práci autorů Racusen, 

Foote (1980) představen glykoprotein o molekulové hmotnosti kolem 45 kDa, který 

představoval asi 20 % celkových rozpustných bramborových bílkovin a byl pro něj navržen 

triviální název „patatin“.  

První myšlenka, že by patatin mohl vykazovat enzymové aktivity, byla uveřejněna 

ve studii Galliard (1971), který izoloval enzym z hlíz bramboru katalyzující deacylaci řady 

lipidových substrátů (mono- a diacylphospoholipdy, galactosyl diglyceridy, mono- 

a diglyceridy) a následující studie (Racusen, 1984) prokázala, že izolovaným enzymem byl 

právě patatin, který prokazoval lipid acyl hydrolasovou aktivitu. V následujících letech byla 

Racusenem (1986) prokázána esterasová aktivita patatinu na celé řadě dalších substrátů. Další 

aktivity, které patatin vykazuje, jsou fosfolipasová a β-1,3-glukanasová, z nichž právě β-1,3-

glukanasova aktivita pravděpodobně hraje důležitou roli v obraně proti houbovým patogenům 

narušením β-1,3-glukanů v buněčných stěnách hyf a také byla pozorována inhibice růstu larev 

bázlivce kukuřičného, Diabrotica spp., při speciální dietě těchto larev (Shewry, Lucas, 1997) a 

patatin tak v sobě nese zajímavý potenciál v podobě antimikrobiálních a insekticidních aktivit. 

Jsou známé i studie zabývající se alergickými reakcemi dospělých lidí a dětí na 

konzumaci nebo kontakt kůže se syrovými bramborami (Majamaa et al., 2001; Seppälä et al. 

1999). Patatin tedy může být využit i jako vhodný indikátore pro stanovení zvýšené citlivosti 

na brambory při podezření na tzv. zkřížené reaktivity (Schmidt et al. 2002). V práci Koppelman 

et al. (2002) bylo potvrzeno, že tepelné zpracování brambor vede ke snížení míry alergie, které 

je spíše způsobeno shlukováním patatinu s ostatními hlízovými bílkovinami než denaturací 

samotného patatinu. Struktura patatinu je taktéž narušena v prostřední s hodnotou pH nižší než 

5 a při tepelném zpracování dochází k rozbalení molekuly patatinu, které je téměř nevratné a 

dochází k úplné ztrátě enzymatické aktivity (Pots, 1999). 

Výsledky studií ukázaly, že vlastnosti patatinu je možné úspěšně využít 

i v potravinářství, např. jeho schopnost vázat fenolické sloučeniny a stát se tak vhodnou 

alternativou k živočišným bílkovinám pro čiření červených vín (Gambuti et al., 2012), či 

schopnost tvorby stabilních pěn a emulzí, která může v optimálních podmínkách dosáhnout 

úrovně vaječného standardu (Ralet, Guéguen, 2001). 

2.3.2. Inhibitory proteas 

Inhibitory proteas (PIs) jsou heterogenní skupinou bílkovin, která se běžně vyskytuje 

v celé řadě organismů od mikroorganismů, rostliny až po živočichy (Habib, Fazili, 2007; 

Valueva, Mosolov, 2004; Supuran et al., 2002). Inhibitory proteas představují rozsáhlou a 

složitou skupinu bílkovin, které jsou schopny tvořit komplexy s proteasami, které následkem 

této reakce ztrácí svou aktivitu. Přirozeně se vyskytující proteolytické enzymy katalyzují 

štěpení molekuly bílkoviny na menší řetězce v místech peptidových vazeb až na jednotlivé 
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aminokyseliny. Proteolýza je klíčový proces všech živých organismů a je tak nezbytná jejich 

regulace (Pouvreau, 2004; Hraška et al., 2006, Turk et al., 2012). 

Inhibitory proteas byly podle práce Jongsma (1995) klasifikovány na principu aktivního 

místa, které v protease inhibují a to na serinové, cysteinové, aspartátové a metalloproteasové. 

Některé bílkoviny inhibují i více, než jednu proteasu (např. potato Kunitz protease inhibitors) 

a proto se používá novější dělení dle práce Pouvreau (2004) do sedmi skupin podle molekulové 

hmotnosti, počtu disulfidických můstků, struktury molekul (monomerní nebo multimerní) a 

isoelektrického bodu. Na základě těchto údajů jsou inhibitory proteas řazeny do jednotlivých 

tříd (tabulka 9). 

 

Tabulka 9: Klasifikace rostlinných inhibitorů proteas do sedmi skupin dle Pouvreau (2004). 

Název IPs Molekulová 

hmotnost [kDa] 

Rozmezí pH 

isoelektrického 

bodu 

Popis skupiny 

Potato Inhibitor I 

(PI-1) 

7,7-7,9 5,1-7,8 Skupina serinových inhibitorů 

s pentamerní strukturou. 

V hlízové šťávě brambor 

odrůdy Elkana dosahuje 4,5 % 

z celkového obsahu bílkovin, 

které jsou zastoupeny třemi 

isoformami. 

Potato Inhibitor II 

(PI-2) 

20,7 5,5-6,9 Skupina serinových inhibitorů 

proteas s dimerní strukturou. 

V hlízové šťávě brambor 

odrůdy Elkana dosahuje 22 % 

z celkového obsahu bílkovin, 

které jsou zastoupeny sedmi 

isoformami. 

Potato Aspartate 

Protease Inhibitors 

(PAPI) 

19,9-22,0 6,2-8,7 Skupina inhibitorů 

aspartátových proteas s 

monomerní strukturou. 

V hlízové šťávě brambor 

odrůdy Elkana dosahuje 6 % 

z celkového obsahu bílkovin, 

které jsou zastoupeny šesti 

isoformami. 

Potato Cystein 

Protease Inhibitor 

(PCPI) 

20,1-22,8 5,8 - >9 Skupina inhibitorů cysteinových 

proteas s monomerní strukturou. 

V hlízové šťávě brambor 

odrůdy Elkana dosahuje 12 % 

z celkového obsahu bílkovin, 

které jsou zastoupeny osmi 

isoformami. 

Potato Kunitz 

Protease Inhibitors 

(PKPI) 

20,2 8,0 - >9 Skupina inhibitorů serinových 

proteas s monomerní strukturou. 

V hlízové šťávě brambor odrůdy 

Elkana dosahuje 4 % 

z celkového obsahu bílkovin, 

které jsou zastoupeny dvěma 

isoformami. 
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Other Serine 

Protease Inhibitors 

(OSPI) 

21 (dimerní 

struktura) 

 

21,8 

(monomerní 

struktura) 

8,8 (dimerní 

struktura) 

 

7,5 (monomerní 

struktura) 

Skupina inhibitorů serinových 

proteas zastoupena dvěma 

isoformami - s dimerní 

strukturou molekuly a 

isoformou s monomerní 

strukturou. V hlízové šťávě 

brambor odrůdy Elkana 

dosahují tyto dvě isoformy 

společně 1,5 % z celkového 

obsahu bílkovin. 

Potato 

Carboxypeptidase 

Inhibitors 

(PCI) 

4,3 4,6-6,5 Skupina inhibitorů 

metaloproteáz s monomerní 

strukturou molekuly. V hlízové 

šťávě brambor odrůdy Elkana 

dosahuje asi 0,9 % z celkového 

obsahu bílkovin, které jsou 

zastoupeny jednou isoformou. 

 

Do skupiny inhibitorů serinových proteas přítomných v hlízách brambor je zahrnován 

PI-1, který byl poprvé popsán v práci autorů Ryan, Balls (1962). PI-1 je pentamerní protein 

s molekulovou hmotností 40 – 45 kDa (Melville, Ryan, 1972). Každá podjednotka (8 kDa) má 

jeden disulfidický (S-S) můstek a jsou to inhibitory vykazující inhibiční aktivity vůči enzymům 

trypsinu a α-chymotrypsinu s mnohem menší afinitou k trypsinu (Pouvreau, 2004). Dalším 

inhibitorem řazeným do této skupiny je PI-2, který byl izolován i z rajčete jedlého (Taylor et 

al., 1993). PI-2 je dimerická bílkovina s molekulovou hmotností 22 kDa obsahující v jedné 

podjednotce 16 cysteinových zbytků, ze kterých pouze 6 tvoří intramolekulární disulfické 

můstky. PI-2 vykazuje inhibiční aktivitu vůči trypsinu, α-chymotrypsinu a elastáze (Pouvreau, 

2004). PKPI patří do velké skupiny bílkovin, které jsou ve většině případů monomerické, byly 

ale popsány i zástupci této skupiny, jejichž podjednotky jsou spojeny disulfidickým můstkem 

(Richardson, 1991). PKPI jsou bílkoviny se strukturou ze 170-190 aminokyselin, které obvykle 

mají 4 cysteinové zbytky, které spojují 2 disulfidické můstky. PKPI mají obvykle jedno aktivní 

místo (Richardson, 1991), ale byly popsány i PKPI se dvěma aktivními místy (Pouvreau, 2004). 

Specifita této skupiny inhibitorů je založena na umístění aminokyseliny v pozici P1, takže se 

inhibitory chovají jako pseudo-substrát (Sweet et al., 1974). V práci Shah et al. (2016) byla 

izolována bílkovina se dvěma řetězci 15 kDa a 5 kDa, podobná s Kunitz-type inhibitoru 

serinových proteas (na základě analýzy MALDI-TOF/MS). Tato bílkovina byla nazvána PotHg 

a kromě inhibice trypsinu vykazovala i aktivitu podobnou inhibiční aktivitě lektinu 

(hemaglutinace).  

Inhibitory cysteinových proteas, někdy nazývané také jako „Cystatin superfamily“, se 

nachází především v rostlinách, ale jsou přítomny i v tělech savců (Barret, 1987). V rostlinách 

Solanaceae byly popsány inhibitory řazené do tzv. Multicystatin family a Kunitz-type family. 

Inhibitory v Kunitz-type family vykazují podobnost s PKPI, např. bramborový inhibitor 

cysteinových proteas (Krizaj et al., 1993), inhibují papain a někdy také i trypsin. Inhibitorem 

v Multicystatin family vyskytujícím se v hlízách bramboru je např. multicystatin, bílkovina 

s molekulovou hmotností 85 kDa (Walsh, Strickland, 1993). 

Výskyt inhibitorů aspartátových proteas je na rozdíl od  aspartátových proteas relativně 

vzácná. Nejvíce jsou tyto inhibitory prozkoumány právě u zástupců čeledi Solanaceae (Mareš 

et al., 1989). Do této skupiny jsou řazeny inhibitory proteas s molekulovou hmotností 

20 – 22 kDa a dvěma disulfidickými můstky, které ukazují sekvenční homologii s inhibitorem 
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Kunitzova typu. Všechny z nich jsou inhibitory aktivity katepsinu D a v některých případech 

i trypsinu (Pouvreau, 2004).  

Čtvrtou skupinou jsou inhibitory metaloproteáz, jejichž nejprozkoumanějším zástupcem 

je inhibitor carboxypeptidázy (PCI) izolovaný z bramboru hlíznatého (Haas et al., 1975; Molina 

et al., 1994). PCI je malá bílkovinná molekula skládající se z 38-39 aminokyselinových zbytků, 

které mají 3 disulfidické můstky a jsou známé pro svou velkou teplotní odolnost (Huang et al., 

1981). V práci Lufrano et al. (2015) je popsán inhibitor metaloproteáz s názvem imaPCI 

izolovaný z hlíz Solanum tuberosum, subsp.  andigenum cv. Imilla morada, který vykazuje 89% 

homologii primárních sekvencí s PCI (liší se ve 4 z 39 aminokyselinových zbytků). 

 

2.3.3. Ostatní hlízové bílkoviny 

 Mezi ostatní hlízové bílkoviny jsou řazeny takové bílkovin hlíz bramboru, které 

nedisponují vlastnostmi bílkovin patatinového komplexu, ani je nelze zařadit k inhibitorům 

proteas. Jedná se především o bílkoviny s vyšší molekulovou hmotností, kterými jsou lektiny a 

polyfenoloxidasy, proteinkinasy a fosforylasy tvořící asi 10 % bílkovin izolovaných 

z průmyslové hlízové vody (Schoenbeck et al., 2013). 

Z této skupiny bílkovin je asi nejprozkoumanější lektin, bílkovina o molekulové hmotnosti 

100 kDa, který je charakterizován jako glykoprotein vázající se na chitin, hrající svou roli 

v obranném mechanismu rostlin a mající schopnost způsobovat aglutinaci červených krvinek 

(Allen et al., 1978). Polyfenoloxidasy jsou enzymy o molekulové hmotnosti 60 a 69 kDa 

zodpovědné za hnědnutí dužniny hlíz brambor (Kim et al., 2011). Proteinkinasy (140 kDa) jsou 

skupinou enzymů, které katalyzují přenos fosfátu z ATP na některé aminokyseliny 

v bílkovinách a jsou tak např. součástí systému kontroly buněčného cyklu (Scarpitta, Canavesi, 

Jegorov, 2011). Fosforylasy (180-600 kDa) se podílejí na syntéze škrobu (Green, Stumpf, 

1942). 

 

2.4. Funkce a vlastnosti inhibitorů proteas v rostlinách 

Inhibitory proteas mají klíčový význam při regulaci enzymatických pochodů 

odpovídajících proteas a byly popsány jako běžně přítomné bílkoviny nejen zásobních orgánů 

(semen a hlíz), ale i v listech jako odpověď rostliny na napadení hmyzem, patogenními 

organismy či poranění (Garcia-Olmedo et al., 1987; Ryan, 1990) a byla také potvrzena jejich 

přítomnost jako reakce rostliny na vodní stres (Downing et al., 1992). 

V případě, že inhibitory proteas dosahují podílu 5 % z celkových bílkovin, jsou 

inhibitory proteas řazeny i mezi zásobní bílkoviny. Mohou v hlízách a semenech rostlin sloužit 

jako důležitý zdroj aminokyselin obsahující síru a hrající významnou roli při dozrávání semen 

(Pusztai, 1972). Tuto teorii potvrzuje např. i práce Jongsmy (1995), ve které jsou inhibitory 

proteas popsány jako bílkoviny o nízké molekulové hmotnosti (3-13 kDa) bohaté na cysteinové 

zbytky (více než 20 %) a u bílkovin větších než 13 kDa obsahují pouze PI-2 a thaumatin 

(20 kDa) větší množství cysteinových zbytků a to méně než 10 %.  

Třetí rolí je funkce regulátorů proteas během dormance semen, která byla studována na 

semenech salátu, a bylo zjištěno, že částečně purifikované bílkoviny zpomaloval v suchém 

osivu enzymovou aktivitu podobnou trypsinu (Shain, Mayer, 1965). 

Funkce inhibitorů proteas v obranném mechanismu rostlin je celkem jasná, ale jejich 

role jako zásobních bílkovin je komplikovaná a to i díky tomu, že zrání je doprovázeno expresí 

celé řady různých inhibitorů proteas (McManus, 1999). 
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 Inhibitory proteas jsou podle Jongsmy (1995) považovány za jednu 

z nejprozkoumanějších skupin bílkovin a je u nich popsáno hned několik velice zajímavých 

vlastností, které byly zkoumány v řadě prací. 

2.4.1. Antimikrobiální vlastnosti 

Antimikrobiální aktivita hlízových bílkovin brambor byla prokázána u celé řady 

houbových a bakteriálních původců chorob rostlin,  

Jedna z důležitých obranných strategií rostliny funguje na principu syntézy inhibičních 

polypeptidů způsobujících inhibici proteas důležitých pro trávení fytopatogena, zapříčiňující 

snížení dostupnosti aminokyselin důležitých pro růst a vývoj jeho organismu (Lawrence, 

Koundal, 2002). Poprvé byl tento mechanismus zaznamenán u rajčete jedlého (Solanum 

lycopersicum L.), které bylo napadeno fytopatogenem Phytophthora infestans. V rostlině bylo 

objeveno zvýšené množství inhibitorů trypsinu a chymotrypsinu, které souviselo s odolností 

rostliny vůči patogenu (Woloshuk et al., 1991). Tato práce byla potvrzena v pracích Valueva et 

al. (1998, 2003), kde byl popsán stejný mechanismus hromadění serinových inhibitorů proteas 

o hmotnosti 20 až 24 kDa jako odpověď na mechanické poranění a infekci patogenem 

Phytophthora infestans. 

Vzhledem k tomu, že inhibitory proteas mají jednu z klíčových rolí v obraně rostliny 

proti napadení, je snaha zmapovat spektrum mikroorganismů, na jejichž životní pochody mají 

inhibitory proteas vliv. 

Následující tabulky 10 a 11 uvádí příklady mikroorganismů, na kterých byly úspěšně 

prováděny antifungální či antibakteriální testy s uvedením zdroje izolovaného inhibitoru 

proteas. 

Tabulka 10: Houbové a kvasinkové patogeny a oomycety, na kterých byly úspěšně provedeny 

antimikrobiální testy s použitím inhibitorů proteas izolovaných z uvedených rostlin. 

Mikroorganismus Původ bílkoviny Zdroj 

Alternaria alternata Phaseolus vulgaris Wang, Rao, 2010 

Alternaria brassicae Psoralea corylifolia Yang et al., 2006 

Alternaria solani Engelmannia pinnatifida,  

Solanum tuberosum 

Hyunth et al., 1996 

Aspergillus flavus Arachis hypogaea Duan et. al, 2013 

Aspergillus niger Mucuna pruriens, Psoralea 

corylifolia 

Chandrashekharaiah, 2013 

Botrytis cinerea Actinidia deliciosa, 

Phaseolus limensis, 

Solanum tuberosum 

Popovic et al., 2012; Wang, 

Rao, 2010; Hermosa et al., 

2006 

Candida albicans Solanum tuberosum, 

Capsicum chinense, 

Capsicum annuum, Ginkgo 

biloba 

Kim et al, 2006, 2013; Dias et 

al. 2013, Ribeiro et al., 2007, 

Sawano et al., 2007 

Candida tropicalis Capsicum annuum Ribeiro et al., 2007 

Fusarium graminearum Solanum tuberosum  

Fusarium oxysporum Solanum tuberosum, Ginkgo 

biloba, Psoralea corylifolia, 

Engelmannia pinnatifida 

Sawano et al., 2007; Yang et 

al., 2006; Hyunth et al., 1996 

Fusarium solani Solanum tuberosum Guevara et al., 2004, 2011 

Fusarium verticillioides Ananas comosus Lopez-Garcia, Hernandez, 

Segundo, 2012 
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Gaeumannomyces 

graminis 

Engelmannia pinnatifida Hyunth et al., 1996 

Kluyveromyces marxianus Capsicum chinense, 

Capsicum annuum 

Dias et al. 2013; Ribeiro et al., 

2007 

Pichia membranifaciens Capsicum chinense, 

Capsicum annuum 

Dias et al. 2013; Ribeiro et al., 

2007 

Phytophthora infestans Solanum tuberosum, 

Engelmannia pinnatifida 

Guevara et al., 2004, 2011; 

Mendieta et al., 2006; Hyunth 

et al., 1996 

Phytophthora megasperma Engelmannia pinnatifida Hyunth et al., 1996 

Rhizoctonia cerealis Psoralea corylifolia Yang et al., 2006 

Rhizoctonia solani Solanum tuberosum Kim et al, 2005, 2006 

Saccharomyces cerevisiae Capsicum chinense, 

Capsicum annuum 

Dias et al. 2013; Ribeiro et al., 

2007 

Sclerotinia sclerotiorum Helianthus annuus, 

Engelmannia pinnatifida 

Giudici, Regente, Canal, 2000; 

Hyunth et al., 1996 

Trichoderma reesei Ginkgo biloba Sawano et al., 2007 

Trichoderma viridae Mucuna pruriens Chandrashekharaiah, 2013 

 

Tabulka 11: Bakteriální patogeny, na kterých byly úspěšně provedeny antimikrobiální testy 

s použitím inhibitorů proteas izolovaných z uvedených rostlin.  

Mikroorganismus Původ bílkoviny Zdroj 

Bacillus cereus Solanum tuberosum Guevara et al., 2011 

Clavibacter michiganense 

subsp. michiganense 

Solanum tuberosum Kim et al, 2005, 2006, 2013 

Escherichia coli Lavatera cashmeriana, 

Pisum sativum, Solanum 

tuberosum 

Rakashanda et al., 2012; Kim 

et al., 2006; Rehman, 

Khanum, 2011; Guevara et al., 

2011 

Klebsella pneumonia Pisum sativum Rehman, Khanum, 2011 

Listeria monocytogenes Solanum tuberosum Rehman, Khanum, 2011; Kim 

et al., 2006 

Micrococcus luteus Pisum sativum Rehman, Khanum, 2011 

Pectobacterium 

carotavorum 

Solanum tuberosum Guevara et al., 2011 

Pseudomonas aeruginosa Pisum sativum Rehman, Khanum, 2011 

Salmonella typhi Pisum sativum Rehman, Khanum, 2011 

Staphylococcus aureus Solanum tuberosum, Pisum 

sativum 

Kim et al., 2006, 2013; 

Rehman, Khanum, 2011; 

Guevara et al., 2011 

Staphylococcus epidermis Pisum sativum Rehman, Khanum, 2011 

Streptomyces scabiei Solanum tuberosum Guevara et al., 2011 

2.4.2. Insekticidní vlastnosti 

 Inhibiční účinky inhibitorů proteas popsané na patogenech a býložravcích vedly vědce 

ke zkoumání jejich potenciálního vlivu na hmyz v transgenních rostlinách, ale do současné 

doby nebyly inhibitory využity v komerčních produktech insekticidů. 
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 Inhibitory proteas mají negativní vliv na růst a vývoj larev motýlů a to tvorbou stabilních 

komplexů s trávicími proteasami, které zpozdí nebo blokují trávení bílkovin a omezují 

dostupnost esenciálních aminokyselin nezbytných pro růst, vývoj a reprodukci hmyzu (Stevens 

et al., 2013). U některých druhů hmyzu byla pozorována zvláštní reakce na inhibici trávicích 

proteas a to nadměrnou produkcí těchto proteas, aby tak bylo umožněno trávení bílkovin 

(De Leo et al. 1998; Markwick et al. 1998) či produkce takových proteas, které byly 

k inhibitorům nesenzitivní (Dunse et al., 2010) nebo produkce hmyzích proteináz, které jsou 

schopny inhibitory degradovat (Dunse, Anderson, 2011). 

2.4.3. Antikancerogenní vlastnosti 

 Některé inhibitory proteas vykazují i vlastnosti týkající se potlačení bujení nádorových 

buněk. Byl popsán mechanismus účinku inhibitoru karboxypeptidázy (PCI), který se naváže na 

receptor epidermálního růstového faktoru (epidermální růstový faktor je bílkovina kontrolující 

velké množství různých procesů v buňkách a stimuluje např. i dělení buněk) a inhibuje aktivaci 

receptoru proteinu tyrosin kinázy, čímž v konečném důsledku způsobí zastavení 

nekontrolovaného růstu buněk, které jsou důležitým krokem pro rozvoj nádorového bujení 

(Blanco-Aparicio et al., 1998; Sitja-Arnau et al., 2010). Účinek tohoto inhibitoru byl zkoušen 

in vitro i na lidských pankreatických nádorových buňkách a prokazatelný inhibiční vliv na růst 

buněk byl pozorován již při koncentraci PCI 10 μg/ml s maximálním inhibičním efektem při 

použití koncentrace 50 μg/ml izolátu, při zvyšování koncentrace izolátu již nebylo pozorováno 

zesílení inhibičního efektu (Blanco-Aparicio et al., 1998). 

 Huang et al. (1997) ve své práci prokázali, že PI-1 a PI-2 izolované z hlíz brambor 

po aplikaci na myší kožní buňky blokovaly aktivaci transkripčního faktoru aktivátorového 

proteinu-1 (AP-1), který se ukázal jako zodpovědný za vznik nádoru na savčích buňkách 

po jejich vystavení UV záření. V práci Graham et al. (1985) byl zaznamenán zvýšený obsah 

inhibitorů proteas v listech rostlin jako odpověď na silné UV záření. 

2.4.4. Termostabilita 

 Tato významná vlastnost inhibitorů proteas je závislá na iontové síle-při nízké iontové 

síle (15 mM) denaturují (termokoagulují) bílkoviny při vystavení teplotě 58-71˚C, zatím co při 

200 mM se dle van Koningsvelda et al. (2001b) hranice teploty denaturace zvyšuje na 58-

75˚C a většina inhibiční aktivity proteas vůči trypsinu a chymotrypsinu se ztrácí po 15minutové 

expozici teplotám mezi 55˚C a 70˚C. Existuje však několik inhibitorů proteas, které byly 

identifikovány jako teplotně stabilní. 

 V práci Ryan et al. (1976) byla studována tato vlastnost na třech inhibitorech PI-1 

(39 kDa), PI-2 (21 kDa) a CPI (4,1 kDa), které si své biologické vlastnosti zachovaly 

i po vystavení teplotě 80˚C po dobu 10 minut. Tyto inhibitory proteas byly izolovány z hlíz 

brambor odrůdy Russet Burbank a představovaly asi 7 % celkových rozpustných bílkovin 

hlízové šťávy. Kim et al. (2006) izolovali ze sušiny hlíz brambor odrůdy Golden Valley 

antimikrobiální peptid o molekulové hmotnosti 5,6 kDa, který nazvali „Potide-G“ a který kromě 

zmíněných antimikrobiálních vlastností (seznam patogenů uveden v tabulkách 10 a 11) 

vykazoval termostabilitu při vystavení teplotě 70˚C po dobu 20 minut. 

  

2.5. Metody izolace a purifikace vybraných skupin hlízových bílkovin – 

laboratorní metody a metody používané v provozní praxi 

Proteiny jsou z rostlinných tkání izolovány z mnoha důvodů, např. pro fyziologické 

studie testovaných enzymů, purifikaci proteinů za účelem jejich genetické identifikace či 

identifikace pomocí SDS-PAGE. Rostlinné buňky mají v porovnání se živočišnými buňkami 

velké vakuoly, které obsahují sekundární rostlinné produkty (zejména fenolické látky a 

polyfenoly), organické kyseliny a proteinázy. Zpracováním rostlinného materiálu 
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(mechanickým, fyzikálním či chemickým) dochází k narušení stěn vakuol a k uvolnění jejich 

obsahu, který může modifikovat, inaktivovat, srážet či degradovat proteiny (Laing, Christeller, 

2004). 

V poslední době se pracuje na optimalizaci celé řady speciálních metod izolace a 

purifikace vybraných skupin hlízových bílkovin, aby nedocházelo k výše uvedeným reakcím 

s obsahem vakuol. Tyto metody vychází z požadavků na finální bílkovinný izolát 

(denaturovaná vs. nativní bílkovina) tak, aby zůstaly zachovány všechny požadované vlastnosti 

a nutriční hodnoty izolovaných bílkovin, z provozní kapacity pracoviště (laboratoř vs. provozní 

praxe), se kterou souvisí i povaha vstupní suroviny (hlízy bramboru vs. sekundární produkty 

provozu). Všechny tyto požadavky mezi sebou navzájem souvisí. Některé postupy používané 

v provozní praxi je možné aplikovat a simulovat přizpůsobenou metodiku i v laboratorních 

podmínkách, např. pro ověření, optimalizaci či rozšíření dosavadních znalostí dané oblasti a 

naopak je snaha aplikovat v laboratoři vyvinuté metody do praxe, s ohledem na ekonomickou 

udržitelnost celého procesu. 

V této práci bylo přistoupeno k rozdělení postupů na metody nejčastěji používané 

v laboratorních podmínkách a v podmínkách provozní praxe: 

2.5.1. Metody izolace bílkovin používané v laboratorních podmínkách 

 Laboratorní metody se využívají hlavně z důvodů izolace bílkovin v menších 

množstvích, především za účelem ověření a optimalizace dané metody či pro získání menších 

množství bílkovinného izolátu s obvykle vysokými kvalitativními vlastnostmi jako je čistota 

izolátu a zachování funkčních vlastností izolovaných skupin bílkovin.  

 

2.5.1.1. Chromatografické metody 

 Pro izolaci hlízových bílkovin se používají chromatografické metody, jejichž 

optimalizace by zajistila šetrnou separaci bílkovin v nativní formě, která by mohla nahradit 

postupy, během kterých dochází k denaturaci získaných bílkovin.  

 Detailní izolací inhibitorů proteas se zabývala Pouvreau (2004). Použila ve své práci 

jako první krok gelovou filtraci (Superdex 75), které rozdělila bílkoviny na čtyři frakce (I; II; 

III; IV). Ve frakci I byl přítomen patatin a PI-1 a pro izolaci PI-1 byla použita termokoagulace 

(80˚C, 5 minut). Ve frakci II byly obsaženy bílkoviny s molekulovou hmotností 20 až 25 kDa 

a podle SDS-PAGE elektroforézy nebyly ve frakcích III a IV identifikovány žádné bílkoviny 

(podle vlnové délky 320 nm se pravděpodobně jednalo o polyfenoly a oxidované polyfenoly), 

ale testování frakcí na inhibiční aktivity proteas naznačovalo přítomnost PCI. 

 Dalším krokem byla ionexová chromatografie termokoagulované frakce I (po filtraci 

0,22 μm) na měniči aniontů (Source 15 Q) s lineární gradientovou elucí (chlorid sodný). V této 

frakci byl identifikován patatin ve zbytkovém množství a osm isoforem PI-1 lišící se 

izoelektrickými body. Nenavázané bílkoviny byly aplikovány na měnič kationtů (Source 15 S), 

na kterém byl vzorek rozdělen na dvě frakce, obě obsahující PI-1. 

 Frakce II byla dělena měničem aniontů (Source 15 Q) s lineární gradientovou elucí 

(chlorid sodný) a asi 50 % bílkovin se nenavázalo, navázané bílkoviny měly hmotnost kolem 

20 kDa a byly vyhodnoceny jako isoformy PI-2, pro zvýšení čistoty izolátu byla provedena 

separace na hydrofobní koloně (HR 5/5 Phenyl Sepharose) s gradientovou elucí (síran amonný) 

a izolované bílkovin byly identifikovány (MALDI-TOF MS) jako bílkoviny s molekulovou 

hmotností 22,7 kDa menší frakce obsahující PI-2 a bílkoviny o molekulové hmotnosti 20 kDa. 

Nenavázané bílkoviny byly děleny měničem kationtů (Source 15 S) a vykazovaly vysoké pI 

mezi 7 a 9. Následná separace na hydrofobní koloně (HR 5/5 Phenyl Sepharose) přinesla 

rozdělení bílkovin podle pI na šestnáct subfrakcí. 

 Pro separaci peptidů ve frakcích III a IV byla použita gelová filtrace (Superdex peptide) 

a subfrakce obsahovaly bílkoviny o molekulové hmotnosti 20 kDa, které vykazovaly nízkou 
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inhibiční aktivitu vůči trypsinu a bílkoviny o molekulové hmotnosti 4,27 kDa, které hmotností 

i vykazovanou inhibiční aktivitou vůči karboxypeptidáze odpovídá PCI. Proces použitých 

kroků separace hlízové šťávy na jednotlivé inhibitory proteas je uveden na obrázku 1. 

 
Obrázek 1: Diagram procesu separace inhibitorů proteas, převzato z Pouvreau (2004). 

 Další možnost izolace bílkovin z hlízové šťávy, aniž by však došlo ke znehodnocení 

patatinu, je uvedena v publikaci Bárta et al. (2013). V prvním stupni je použit anionový měnič 

iontů (celulosové medium s ligandem DEAE) a následně je využita afinitní chromatografie 

(concanavalinové medium) pro purifikaci patatinových bílkovin. Nezachycené frakce 

na medium s DEAE ligandem byly separovány na katexovém iontoměniči (UNO S6 column) 

s gradientovou elucí a jednalo se o několik frakcí (10-14 podle genotypu) různých tříd 

inhibitorů proteas, které je možné dále separovat na hydroxyapatitové koloně nebo stejně jako 

v práci Pouvreau (2004) na principu hydrofobních interakcí. 

 

2.5.2. Metody izolace bílkovin používané v provozní praxi 

 U metod určených pro využití v praxi jde především o ekonomickou stránku izolačních 

postupů a to z hlediska spotřeby energie a odpadového hospodářství. Především jde tedy 

o maximální využití ideálně všech sekundárních produktů vznikajících při výrobě škrobu 

z brambor a jejich zhodnocení a následné uplatnění na trhu. Díky jejich uplatnění především 

v krmivářském a potravinářském průmyslu, případně dalších odvětvích, je minimalizováno 

množství těchto sekundárních produktů, které dosud byly, případně ještě stále jsou, používány 

jako ne příliš vhodné hnojivo zemědělsky využívané půdy, díky čemuž nedochází 

k nadměrnému zasolování těchto půd a znečišťování vodních zdrojů pod pozemky, kde jsou 

tyto postupy praktikovány. Důležitým a neopomenutelným hlediskem je samozřejmě 

i kvalitativní stránka finálních produktů a snaha o optimalizaci izolačních postupů s ohledem 

na typ produktu ve smyslu cílové skupiny. 

 

2.5.2.1. Srážení 

Srážení, nebo též precipitace se provádí působením zvýšené teploty, snížením pH, ionty 

kovů, organickými rozpouštědly, komplexací s přírodními elektrolyty nebo pomocí změny 

iontové síly. Pro zvýšení výtěžnosti bílkovin je také běžné použití kombinací těchto technik, 

např. působením tepla s předchozím snížením hodnoty pH (pH 4,8; 98 - 99˚C) (Knorr, Kohler, 

Betschart, 1977). 

 Použitím zvýšené teploty je možné získat velkou výtěžnost izolované bílkoviny, která 

ale není rozpustná ve vodě při neutrálním pH. Tato metoda způsobuje denaturaci termolabilních 
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bílkovin (ireversibilní precipitace) a tím ztrácí tyto bílkoviny své funkční vlastnosti a 

rozpustnost takto získané bílkoviny je nepřímo úměrná teplotě (van Koningsveld, 2001), 

nicméně je vhodná např. pro izolaci termostabilních bílkovin, které si zachovávají své 

biologické vlastnosti i po vystavení vysokým teplotám a patří mezi ně některé inhibitory 

proteas. Rozpětí používaných teplot je variabilní od 40˚C do 100˚C (vytemperováním ve vodní 

lázni). Další nevýhodou této metody je poměrně vysoká energetická náročnost při zahřívání. 

 Snížení pH se provádí kyselinou sírovou, kyselinou citronovou nebo kyselinou octovou 

v rozmezí pH od 2,5 do 5,5. Úprava sráženého vzorku na pH 3 sice zajistí optimální množství 

precipitátu, ale při neutrálním pH má takto připravený precipitát sníženou rozpustnost (Knorr 

et al., 1977). Vysoké výtěžnosti precipitátu spojené s výbornou rozpustností při neutrálním pH 

je možné dosáhnout precipitací kyselinou citronovou (van Koningsveld, 2001). 

 Pro srážení ionty se používají soli kovů, např. FeCl3, ZnCl2, FeSO4, MnCl2 

(van Koningsveld, 2001; Bártová, Bárta, 2009) a při použití trojmocných solí v dostatečné 

koncentraci se použitím těchto metod docílí vysoké výtěžnosti i vysoké rozpustnosti izolované 

bílkoviny, následně je ale obtížné odstranění kovových iontů z bílkovinných komplexů 

(Waglay et al., 2014; Bárta, Bártová, 2007; van Koningsveld, 2001). 

 Srážení organickými činidly dosahují nejlepších výsledků při sledování schopnosti 

bílkovin se srážet a následně rozpouštět (obojí 91 %). Používají se organická rozpouštědla jako 

je etanol, metanol, isopropanol a aceton, v koncentracích od 0 do 40 % (v/v), negativní stránkou 

této techniky je vysoká ekonomická náročnost (van Koningsveld, 2001b).  

 Další možnost získávání bílkovin vyplývá z jejich schopnosti vytvářet komplexy 

s přírodními elektrolyty, kterými jsou např. karboxymetylcelulóza, chitosan, caragenan, alginát 

sodný, xantanová guma a arabská guma. Ve studii Kong et al. (2015) byla porovnána výtěžnost 

a čistota bílkovinného vzorku při použití všech výše uvedených polysacharidů za různých 

kombinací podmínek (pH, poměr proteinového vzorku a polysacharidu). Chitosan byl úspěšně 

použit na selektivní izolaci patatinu s čistotou vzorku 88,6 %, kdy nejvyšších výnosů (51,9 %) 

bylo dosaženo při úpravě pH na hodnotu 6,0, inhibitory proteas byly však touto metodou 

získány pouze s čistotou 9,4 %. Specializace chitosanu pro navázání na bílkovinu je dána 

isoelektrickým bodem bílkoviny, který se v případě patatinu pohybuje v rozmezí 4,5 až 

5,2 (Løkra et al., 2009) a může tak být ve směsi hlízových bílkovin považován za kyselou 

bílkovinu a díky tomu může negativní náboj patatinu při pH 6,0 reagovat s chitosanem 

prostřednictvím elektrostatické atraktivity. Naopak inhibitory proteas mají isoelektrický bod 

v rozmezí 5,1 až 9,0 (Løkra et al., 2009) a s chitosanem se tak odpuzují na základě podobných 

elektrických nábojů. Použitím caragenanu bylo dosaženo nejvyšší výtěžnosti (100 %) ze všech 

použitých polysacharidů při hodnotě pH 3,5 s čistotou bílkovinného izolátu 67,2 %. 

U inhibitorů proteas o molekulové hmotnosti 15 – 20 kDa bylo shledáno, že jejich izolace 

těmito metodami byla nejtěžší, největší část v izolovaných vzorcích při použití pH zaujímal 

patatin (51,7 %), inhibitory proteas pak zaujímaly 30,2 %. V porovnání s chitosanem 

neprokázaly anionické polysacharidy při získávání bramborových bílkovin z hlízové vody 

žádné selektivní vlastnosti. 

Polysacharid karboxymethylcelulóza (KMC) je derivát celulózy s karboxymetylovými 

skupinami tvořící polymer využívající záporně nabitých karboxylových skupin, na které se váží 

kladně nabité bílkoviny, vykazující pozoruhodné pěnící vlastnosti v přítomnosti KMC o střední 

viskozitě díky vysoké povrchové aktivitě bílkovin (Gonzalez, et al., 1991; Vikelouda, 

Kiosseoglou, 2004; Waglay et al., 2014). Největší výtěžnost bílkovin z hlízové vody byla při 

použití KMC 85 % při hodnotě pH 3,5, což je největší hodnota výtěžnosti z dosud 

publikovaných prací. Kromě výše uvedených vlastností izolátů je výhodou této metody použití 

„bezpečných“ činidel a mírných reakčních podmínek (Kong et al., 2015). 

 Precipitace změnou iontové síly se nejčastěji provádí síranem amonným, který je 

vyhledávaným činidlem i pro své bakteriostatické účinky.  K výhodám jeho použití patří vysoká 
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rozpustnost bílkovinného izolátu a izolace bílkovin v nativním stavu, negativní stránkou je 

nutnost následného odsolení precipitátu (van Koningsveld et al., 2001). 

 

 Porovnáním výše uvedených metod izolace bílkovin precipitací s ohledem na výtěžnost 

se zabýval kolektiv autorů Waglay et al. (2014). Porovnávali různé koncentrace činidel a data 

vyhodnocovali na základě výtěžnosti (vyjádřené jako podíl obsahu původních bílkovin v PFJ 

na celkový obsah precipitátu) a purifikačního faktoru (vyjádřeného jako podíl obsahu bílkovin 

v sušině PFJ na obsah bílkovin v extraktu). Vysoké výtěžnosti (90,2 %) bylo dosaženo při 

použití kombinace termické a kyselé precipitace (pH 4,8 a 5,5; 100˚C po dobu 2 minut), ale 

s nízkým purifikačním faktorem (0,74), který poukazuje na nízkou selektivitu této metody a 

získání dalších nebílkovinných složek z PFJ. Použití samotné precipitace nízkým pH sice 

přineslo nižší výtěžnost (64,7 %), nicméně byl pozorován vyšší purifikační faktor (1,26). 

Nejvyššího faktoru purifikace (6,24) bylo docíleno při precipitaci 5 mM FeCl3, nicméně 

výtěžnost byla v porovnání s ostatními metodami průměrná (60,8 %). Nejvyšší výtěžnosti bylo 

dosaženo při použití 80% (w/v) síranu amonného (98,8 % s purifikačním faktorem 2,99) a 60% 

síranu amonného (w/v) (98,6 % s purifikačním faktorem 3,28). V případě použití etanolu byl 

nejvyšší výtěžek při 20% koncentraci (55,2 %) s purifikačním faktorem 3,79. Zároveň se ve 

stejné práci zabývali relativním zastoupením jednotlivých skupin hlízových bílkovin 

v izolátech a nejvyšší zastoupení patatinu bylo v extraktu při precipitaci 30 % etanolem (49,2 % 

celkových bílkovin), inhibitory proteas o velikosti 25-21 kDa byly nejvíce zastoupeny 

v precipitátu 40 mM FeCl3 (18,7 %), inhibitory proteas o velikosti 20-15 kDa a menší než 

15 kDa byly nejvíce zastoupeny v precipitátu MnCl2 (30,9 % a 44,2 %). Skupina ostatních 

bílkovin s vyšší molekulovou hmotností byla nejvíce (64,2 %) zastoupena při izolaci KMC 

v poměru k bílkovině 0,6 (w/w). 

 

2.5.2.2. Ultrafiltrace 

 Volbou vhodného rozsahu velikosti pórů membrány se ultrafiltrací oddělují frakce 

o nízké molekulové hmotnosti, jako jsou soli, rostlinná barviva, organické kyseliny, volné 

aminokyseliny a sacharidy, které projdou skrz membránu a oddělí se tak od makromolekul 

(Strætkvern, Schwarz, 2012). Ultrafiltrace není příliš vyhledávanou metodou separace bílkovin, 

i když jejím velkým pozitivem je získání bílkovin v nativním stavu, protože při toku směsi 

bílkovin přes membránu se rychle zkracuje životnost membrány díky přítomnosti rostlinných 

mikrovláken a vysoké pěnivostí hlízové vody a také dochází ke koncentraci anti nutričních 

látek-glykoalkaloidů (Bárta, Bártová, 2007). Používá se spíše k odstranění nízkomolekulárních 

látek, jako jsou cukry, toxické látky a polyfenoly. Zwijnenberg et al. (2002) ve své studii 

porovnávali ultrafiltraci při použití různých materiálů membrán (hydrofilizovaný 

polyetersulfon, hydrolyzovaný polyvinilidenfluorid a regenerovanou celulózu), velikosti pórů 

(5 až 150 kDa) a došli k závěru, že bílkoviny izolované ultrafiltrací mají vyšší kvalitu, než 

bílkoviny izolované reverzní osmózou. 

 

2.5.2.3. Chromatografické metody 

Pro izolaci patatinu z PFJ ve větším měřítku byla poprvé použita tzv. Expanded bed 

adsorption, s velikostí náplně 250 ml a z jednoho cyklu byly získány 4 g patatinu (Strætkvern 

et al., 1999). Kromě velké výtěžnosti je při této izolační metodě odstraněna i větší část 

nežádoucích glykoalkaloidů (Løkra et al., 2008). Firma Avebe U. A. se pokoušela 

o optimalizaci postupu izolace inhibitorů proteas a patatinu, (Patent Coöperatie Avebe U. A. 

WO2008069650 A1). Optimalizovaný postup se skládal z flokulace a následné absorpce 

bramborového bílkovinného izolátu za použití tzv. mixed mode ligandů v matrici. (Reinshagen, 

2013). Tato izolační metoda nebyla ideální, neboť se jednalo o finančně nákladný postup a 

ligandy použité při této metodě vykazovaly relativní nestabilitu v přítomnosti PFJ. Následný 
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výzkum firmy Avebe U.A. se  zaměřil na povahu používaných ligandů v absorpčním materiálu 

- způsoby spojení ligandu s absorpčním materiálem, porozita absorbentu, které mají silný vliv 

na účinnost absorpce bílkovin a jejich rozdělení dle isoelektrického bodu (na 

vysokobílkovinnou a nízkobílkovinnou frakci bez obsahu nečistot). V roce 2014 se podařilo 

postup optimalizovat do té míry, že byl firmou Avebe U.A. patentován (Coöperatie Avebe 

U. A. WO2014011042 A1) a spočíval v několika zásadních krocích: a) úprava pH hlízové vody 

na hodnotu 4,0 – 6,5; b) nanesení hlízové vody na podpůrný nosič - porézní syntetický polymer, 

porézní polysacharid, porézní anorganický materiál či kombinace uvedených materiálů - 

z nichž má alespoň 90 % pórů velikost v rozmězí  10 až 200 nm a hydrofobní mixed-mode 

ligand s pKa 2,5 – 5 a který je navázán na nosič prostřednictvím S- nebo O-molekuly. PFJ se 

na tomto mediu následně rozdělila na dvě frakce - v první frakci převažoval patatin (eluce při 

pH 5,7 až 8,9) a ve druhé frakci inhibitory proteas (eluce při hodnotě pH nižší než 3 nebo více 

než 9). Získané frakce se vyznačovaly po zakoncentrování ultrafiltrací více než 75% obsahem 

nativních bílkovin v sušině vzorku.  

 

2.5.3. Materiál používaný pro izolaci hlízových bílkovin v laboratorních podmínkách 

Izolace hlízových bílkovin se v laboratorních podmínkách provádí z několika druhů materiálů: 

z čerstvých hlíz brambor, z hlízové vody, tzv. Potato Fruit Juice (PFJ), ze zdrtků či 

z lyofilizované sušiny hlíz. Ve velkokapacitních zařízeních se pak spíše jedná o zpracování 

materiálu, který vzniká jako sekundární produkt a tento materiál je blíže popsán v kapitole 2.2. 

Sekundární produkty vznikající při zpracování brambor při výrobě škrobu V následujícím textu 

jsou stručně představeny základní běžně používané materiály a metody jejich zpracování: 

2.5.3.1. Metody izolace bílkovin z lyofilizovaných hlíz 

 K izolaci bílkovin z lyofilizovaných hlíz se přistupuje především v situaci, kdy 

je potřeba izolovat bílkoviny nerozpustné ve vodě, nebo tehdy, když není možné získat šťávu, 

při jejíž přípravě dochází k poměrně velkým ztrátám materiálu, může se jednat o zpracování 

malých hlíz brambor, které jsou u nás nepůvodními druhy nebo o izolaci velmi sensitivních 

bílkovin, které mohou být snadno poškozeny kvůli delší době zpracování a izolaci bílkovin 

v případě hlízové šťávy. Vstupní materiál se připraví zmrazením důkladně omytých, osušených 

a na plátky nakrájených hlíz brambor s následnou lyofilizací na konstantní hmotnost (nebo 

zmrazením tekutým dusíkem). Důkladně se zhomogenizuje na jemný prášek a následně se takto 

vzniklá bramborová mouka nechává hydratovat několik hodin v nadbytku např. 

Tris(hydroxymetyl)aminometanového pufru upraveném na požadované pH obvykle kolem 

hodnoty 7, v přítomnosti konzervantu např. 2 % (w/v) dodecylsíranu sodného (SDS) a další 

postup se odvíjí od biochemických vlastností izolované skupiny bílkovin (Bárta, Bártová, 2008) 

podobně jako u bílkovin izolovaných z hlízové šťávy. 

2.5.3.2. Metody izolace bílkovin z hlízové šťávy 

 Bílkoviny rozpustné ve vodě je možné izolovat z hlízové šťávy, která vzniká jako 

druhotný produkt výroby bramborového škrobu, nebo je možné simulovat průmyslové struháky 

jejich nahrazením za výkonný kuchyňský odšťavňovač. Tento postup je vhodné využít 

především v laboratorních podmínkách při potřebě menšího množství čerstvého materiálu, či 

při přípravě šťáv z jednotlivých odrůd brambor. Takto získanou šťávu je nezbytné zbavit 

zbytkového škrobu, vlákniny a dalších látek centrifugací a důkladnou filtrací. Velkou výzvou 

je izolace bílkovin se zachovanými funkčními vlastnostmi. Tabulka 4 uvádí látkové složení 

hlízové šťávy, resp. její sušiny, které je v hlízové šťávě obsaženo 4-5 %, zbytek je voda. 
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2.6. Nejčastěji používané metody pro identifikaci bílkovin v dnešní době 

 Pro identifikaci a následnou klasifikaci bílkovin byla vyvinuta celá řada metod. 

Ve starších publikacích jsou hlízové bílkoviny brambor klasifikovány dle rozpustnosti do čtyř 

tříd - albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny (Osborne, 1909), podle novějších poznatků 

jsou hlízové bílkoviny brambor klasifikovány především na základě moderních 

elektroforetických technik na polyakrylamidovém gelu dle velikosti molekul (PAGE), dále 

isoelektrickou fokusací (IEF), během které jsou molekuly rozděleny dle isoelektrického bodu 

či kombinací IEF a PAGE, tzv. 2-D PAGE, kde jsou v prvním kroku bílkoviny rozděleny IEF 

a následuje jejich rozdělení dle molekulové hmotnosti na PAGE. Asi nejvýznamnější a 

nejčastěji používanou metodou je SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 

v přítomnosti dodecylsulfátu sodného), která funguje na principu elektroforetické pohyblivosti 

proteinů (Laemli U. K., 1970). 

 

2.7. Možnosti využití bílkovinných izolátů a koncentrátů z brambor v praxi 

 V současné době na zahraničním trhu stoupla nabídka bílkovinných izolátů či produktů 

bílkovinných izolátů v několika zajímavých odvětvích. 

2.7.1. Potravinářství 

 Nizozemská společnost Avebe propaguje na svých webových stránkách několik řad 

potravinových doplňků a svou reklamní kampaň zakládá na produkci kvalitních, čistě 

veganských produktů, které jsou cenově dostupné a mají košer a halal certifikaci. Jedná se 

o přísady do jídel (značky Solanic® a PerfectasolTM), které jsou bez alergenů (clean label) 

s pět až deset krát menší ekologickou stopou, než mají živočišné bílkoviny, propůjčující 

výrobkům výbornou vaznost a texturu (produkt určený pro finský trh „Grandma’s meat balls“). 

Přidávají se i do zmrzlin čistě rostlinného původu, u kterých je propagována vysoká chutnost a 

kvalita, či do fitness nápojů, proteinových tyčinek. Používají se při výrobě dressingů bez přidání 

vajec, smetany a mléka a při výrobě cukrovinek se jimi nahrazuje mléko (karamely, cukrářské 

výrobky) a želatina (Anonym 2, 2016). Produkt Perfectasol je připravován jako kombinace 

bramborových bílkovin a bramborového škrobu a je vhodný na přípravu lisovaných bonbonů, 

žvýkaček, želé pěn a vícevrstvých bonbonů (Anonym 3, 2016). Obecně se bramborové 

bílkoviny vyznačují výbornou pěnivostí, stabilizačními vlastnostmi (van Koningsveld, 2001; 

van Koningsveld et al., 2002) a emulgačními vlastnostmi (Ralet and Gueguen, 2000). 

 V prosinci roku 2013 byl zapsán bramborový protein firmy Solanic do Nařízení 

Evropské unie jako produkt vhodný pro čiření vína, tedy zjemňování trpkosti vína srážením 

bílkovin s tříslovinami ve víně obsaženými (Gambuti et al., 2012). Přidal se tak k proteinu 

z pšenice a hrachu, které se do této doby pro tento účel používaly.  

2.7.2. Zemědělství 

 Proteinové koncentráty z brambor se používají ve výživě selat, skotu, drůbeže, 

domácích zvířat i v systému akvakultur a pro každý druh těchto zvířat produkuje dánská firma 

AKV Langholt krmné směsi s ideálním poměrem živin s ohledem na druh, stáří, kondici a 

užitkový směr zvířat (Anonym 4, 2016). Ve stejném odvětví podniká i francouzská firma 

Roquette (Anonym 5, 2016), dánská firma KMC (Anonym 6, 2016) a rakouská firma Agrana 

Stärke GmbH – Wek Gmünd (Anonym 7, 2016). 

 Ve studii Jin et al. (2008) byl prokázán antimikrobiální vliv bramborových bílkovin 

(odrůda Gogu Valley) na nežádoucí střevní mikroflóru selat in vivo a v budoucnosti by tak mohl 

nahradit nyní používaná antibiotika, resp. řešit situaci, kdy je používání antibiotik ve výkrmu 
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hospodářských zvířat omezováno. Podobná studie byla provedena i na brojlerech (Ohh et al., 

2009). 

 Další využití nachází proteinové koncentráty z brambor v podobě hnojiv v ekologickém 

zemědělství, jako zdroj materiálu pro výrobu biopaliv (Karup Kartoffelmelfabrik, Denmark, 

2007; Fang, Boe, Angelidaki, 2011) a v souvislosti s antimikrobiálním potenciálem hlízových 

bílkovin se uvažuje i o používání těchto izolátů (PI-2) v ochraně rostlin před závažnými škůdci 

zemědělských plodin (Max-Planck-Gesellschaft zur Förderung der Wissenschaften e.V., EP 

2918281 A1). 

 

2.7.3. Kosmetický průmysl 

 V kosmetickém průmyslu by mohly mít uplatnění výrobky s obsahem PI-2, které by 

v produktech plnily funkci tzv. anti-aging složek a složek s funkcí pro bělení pleti (Max-Planck-

Gesellschaft zur Förderung der Wissenschaften e. V., EP 2918281 A1). Firma Solanic, dceřiná 

firma nizozemské společnosti Avebe, se zabývala i produkcí bramborových bílkovin pro 

použití ve farmaceutických a kosmetických přípravcích jako protizánětlivých složek v krémech 

či ubrouscích, které přechází podráždění pokožky u dospělých i u dětí (Anonym 8, 2007). Tyto 

bílkovinné izoláty byly k dispozici ve formě prášku s obsahem proteinu více než 90 – 95 % či 

v tekuté formě s obsahem proteinu více než 15 – 20 %. 

Další možností je využití inhibitorů proteas v lokálních přípravcích pro eliminaci 

zápachu při pocení, tzv. deodorantů (Bayer Aktiengesellschaft, US 3950509 A). Díky 

obsaženým inhibitorům proteas, které slouží ve výše uvedených přípravcích i jako přírodní 

emulgátory, dochází k eliminaci chemických složek v přípravku s využitím obnovitelných 

neolejových složek. 

 

2.7.4. Medicína 

 S inhibitory proteas by mohlo být počítáno do budoucnosti i jako s cennými izoláty 

využívanými při léčbě některých druhů nádorových onemocnění či v léčbě nadváhy (Sun et al., 

2013; Komarnytsky, Cook, Raskin, 2011; Peters et al., 2011) a dermatitid (Berger et al., 2012; 

Ruseler-van Embden et al., 2004; Selitrennikoff, 2001). V roce 2015 byla publikována 

patentová přihláška (Max-Planck-Gesellschaft zur Förderung der Wissenschaften e.V., EP 

2918281 A1), která se zabývá představením inhibitorů proteas odvozených od inhibitorů 

proteas hlíz bramboru, které mohou být použity jako prostředky pro léčbu osteoporózy, alergií, 

bronchiálního astmatu, viru HIV či Alzheimerovy choroby, neboť tyto bílkoviny jsou schopny 

inhibovat katepsin K, 5-lipoxegenasu, HIV-proteasu a lidskou ß-secretasu. 
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3. Cíle a hypotézy práce 

Cíle práce: 

- Studium antimikrobiálních aktivit bílkovin a peptidů získaných z hlíz různých genotypů 

brambor rodu Solanum spp. formou sledování a studia inhibice růstu mycelia fungálních 

patogenů. 

- Optimalizace testování antimikrobiálních aktivit zkoumaných skupin bílkovin a peptidů 

a jejich frakcí na vybraných druzích mikrobiálních patogenů (patogenní houby vs. 

bakterie). 

- Optimalizace izolačních postupů pro jednotlivé skupiny bílkovin a/nebo jejich frakcí. 

- Hodnocení základních biochemických vlastností a aktivit bílkovin a peptidů. 

- Studium a optimalizace metod izolace a purifikace skupin extracelulárních bílkovin 

z hlíz bramboru Solanum tuberosum L. 

 

 

Na základě dostupných literárních informací byly navrženy následující hypotézy: 

- Antimikrobiální aktivity bílkovin a peptidů se vzájemně liší v závislosti na použitém 

genotypu brambor rodu Solanum spp., ze kterých byly získány (např. evropské kulturní 

odrůdy vs. brambory pěstované v původní domovině). 

- Stejné skupiny bílkovin a peptidů izolované z hlíz brambor rodu Solanum spp. působí 

různou mírou inhibice růstu na jednotlivé druhy mikrobiálních patogenů. 

- Antimikrobiální aktivita izolovaných bílkovin a peptidů se liší v závislosti na použité 

metodě izolace a následném způsobu modifikace izolovaných bílkovin a peptidů. 

- Jednotlivé skupiny bílkovin a jejich frakce vyžadují optimalizaci izolačních postupů 

v závislosti na biochemických vlastnostech jednotlivých skupin bílkovin a peptidů. 
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4. Výsledky 

4.1. Recenzované publikace 
 

4.1.1. Charakteristika a potenciál využití antimikrobiálních proteinů a peptidů bramboru 

(Solanum tuberosum L.) 

 

Brambor hlíznatý patří mezi světově významné hlíznaté okopaniny a z hospodářského hlediska 

patří i k nejvýznamnějším zemědělským plodinám. Chemické složení hlíz s vysokým obsahem 

vody a sacharidů řadí brambor mezi plodiny s vysokou náchylností k napadení bakteriálními 

patogeny, houbovými patogeny i patogeny virového původu. V celém rostlinném těle jsou pak 

jak konstitutivně, tak i indukovaně syntetizovány proteiny a peptidy jako reakce obranných 

mechanismů rostlin na poranění nebo napadení těmito patogeny či predátory. Antimikrobiální 

peptidy a proteiny kulturního druhu bramboru hlíznatého jsou heterogenní skupinou proteinů, 

jejichž klasifikace se provádí především dle společných biochemických vlastností. Díky 

ujasnění a utřídění specifických biochemických vlastností jednotlivých skupin proteinů a 

peptidů bramboru hlíznatého je usnadněna jejich klasifikace do jednotlivých tříd a následně 

jsou stanovovány a optimalizovány metody izolace a případného využívání proteinů a peptidů 

v praxi, např. použití inhibitorů proteas v zemědělských biotechnologiích v procesu zvyšování 

resistence zemědělských plodin, či využití v krmivářském a potravinářském průmyslu nebo 

v různých oblastech humánní i veterinární medicíny. 

 

Kompletní informace vztahující se k této problematice jsou shrnuty v publikaci: 

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

využití antimikrobiálních proteinů a peptidů bramboru (Solanum tuberosum L.), Chemické 

Listy, 106: 365-372. 
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4.1.2. Antifungální potenciál nízkomolekulárních proteinů a peptidů hlíz bramboru 

(Solanum tuberosum L.) izolovaných z hlízové vody 

 

Hlízová voda je vedlejším produktem průmyslového zpracování brambor pro výrobu 

bramborového škrobu, po jehož odstranění zůstává v sušině (max. 5 až 6 %) poměrně vysoký 

obsah nevyužitých hodnotných proteinů (kolem 27 %) a peptidů (kolem 4 %). Takto získaná 

hlízová voda je směsí průmyslových odrůd bramboru hlíznatého pěstovaných právě pro účely 

získání škrobu. Některé ze skupin inhibitorů proteas se vyznačují vysokou termostabilitou a 

antifungální aktivitou při zpracování za vysokých teplot. Tyto vlastnosti byly využity při izolaci 

těchto skupin proteinů z hlízové vody a potenciál jejich antifungálních účinků byl ověřen na 

fytopatogenních houbách Fusarium solani a Fusarium oxysporum sledováním a hodnocením 

vlivu účinných látek na inhibici růstu mycelia těchto mikroskopických hub. 

 

Kompletní informace vztahující se k této problematice jsou shrnuty v publikaci: 

Kamenová A., Bártová V., Bárta J. (2011): Antifungální potenciál nízkomolekulárních 

proteinů a peptidů hlíz bramboru (Solanum tuberosum L.). Úroda - vědecká příloha, 12: 213-

216. 
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4.1.3. Hodnocení vlivu odrůdových rozdílů termostabilních proteinů hlíz bramboru 

(Solanum tuberosum L.) na inhibici růstu vybraných druhů fytopatogenních hub. 

 

Majoritní složkou termostabilních proteinů jsou skupiny inhibitorů proteas, které jsou variabilní 

skupinou proteinů hrající důležitou roli i v obraně rostlin proti predátorům a patogenům. Hlavní 

roli v těchto obranných mechanismech hrají s největší pravděpodobností inhibitor proteas I a 

inhibitory Kunitzova typu. Antimikrobiální vlastnosti byly dosud popsány pouze na některých 

druzích fytopatogenních hub, do současnosti však se však žádný příspěvek nezabýval 

hodnocením rozdílů antifungálních vlastností odrůd bramboru hlíznatého (Solanum tuberosum 

L.) v kombinaci s porovnáním teplotních variant hlízové šťávy (tepelně nezpracované a tepelně 

zpracované při 80˚C) a jejich vliv na inhibici růstu mycelia fytopatogenních druhů hub 

Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani a Rhizoctonia solani. 

Získanými výsledky bylo ověřeno, že hlízová šťáva nabývá svých antifungálních vlastností 

teprve po tepelném zpracování a následném zakoncentrování proteinů s těmito vlastnostmi a 

dále bylo zjištěno, že se od sebe odrůdy ve svých antifungálních vlastnostech liší a to přímo 

úměrně s rostoucím množstvím izolátu v testovaném vzorku. 

 

Kompletní informace vztahující se k této problematice jsou shrnuty v publikaci: 

Kamenová A., Bárta J., Bártová V. (2012): Hodnocení vlivu odrůdových rozdílů 

termostabilních proteinů hlíz bramboru (Solanum tuberosum L.) na inhibici růstu vybraných 

druhů fytopatogenních hub. Úroda - vědecká příloha, 12: 61-66. 
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4.1.4. Postup izolace frakcí extracelulárních proteinů hlíz bramboru hlíznatého (Solanum 

tuberosum L.) 

 

Extracelulární proteiny izolované z hlíz bramboru hlíznatého (Solanum tuberosum L.) lze 

charakterizovat jako relativně malé proteiny s antimikrobiální aktivitou nacházející se mimo 

vnitřní prostor buňky. Mohou být vázány v buněčných stěnách nebo na jejich povrchu a patří 

do skupiny proteinů, při jejichž izolaci se používají silná precipitační činidla, neboť jen část 

z nich je dobře rozpustná ve vodě. Jedná se o proteiny, které mají molekulovou hmotnost 

od 6 do 30 kDa a byly izolovány z rostlin čeledi Brassicaceae, Solanaceae a podčeledi 

Panicoideae. Jejich antimikrobiální aktivita byla prokázána na celé řadě bakterií, které jsou 

původci onemocnění rostlin, např. Clavibacter michiganensis, Pseudomonas solanacearum, 

Rastonia meliloti a byla prokázána i na houbových patogenech, např. Botrytis cinerea, 

Fusarium solani, Plectosphaerella cucumerina, Colletotrichum graminocola a Aspergillus 

flavus. Dle autorského kolektivu Taran et al. 2002 je výhodou těchto proteinů, že v porovnání 

s antibiotiky nevyvolávají alergenní reakce a organismus si k nim nevytváří rezistenci 

při opakované aplikaci.  

 

Kompletní informace vztahující se k této problematice jsou shrnuty v publikaci: 

Kamenová A., Bártová V., Bárta J. (2013): Postup izolace frakcí extracelulárních proteinů hlíz 

bramboru hlíznatého (Solanum tuberosum L.). Úroda vědecká příloha 12: 206-209. 
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4.1.5. The assessment of thermostable proteins gained from different potato tuber 

cultivars (Solanum tuberosum L.) and their influence on growth inhibition of selected 

phytopathogenic fungi 

 

Hlavní skupinou termostabilních hlízových proteinů je skupina inhibitorů proteas, které hrají 

důležitou roli v obraně rostlin proti predátorům a parazitům díky antimikrobiálním vlastnostem. 

Tato práce je zaměřena na porovnání rozdílů v proteinovém spektru a antifungálních vlastností 

jedné konzumní odrůdy (Marabel) a dvou průmyslových odrůd (David a Westamyl). Z těchto 

odrůd byly izolovány proteiny ve dvou variantách - úprava pH a úprava pH v kombinaci s 

vystavením hlízové šťávy teplotě 80°C po dobu 10 minut. Takto izolované a směsi proteinů 

byly následně použity v antifungálních testech na fytopatogenních kmenech hub Alternaria 

solani, Fusarium solani a Rhizoctonia solani formou měření ploch inhibičních zón 

u jednotlivých variant všech testovaných odrůd. 

 

Kompletní informace vztahující se k této problematice jsou shrnuty v publikaci: 

Kamenová A., Bártová V., Bárta J. (2013): The assessment of thermostable proteins gained 

from different potato tuber cultivars (Solanum tuberosum L.) and their influence on growth 

inhibition of selected phytopathogenic fungi. In: Součková H. (Ed.) Potato Agrophysiology 

2013, VÚBHB, 24-29. 
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4.1.6. Potenciál bílkovin hlíz brambor v rámci rodu Solanum 

 

Publikace shrnuje aktuální poznatky v oblastech klasifikace a charakteristiky bílkovin hlíz 

brambor, genotypový potenciál obsahu a kvality těchto bílkovin v hlízách brambor, možnostmi 

ovlivnění jejich kvality a obsahu pěstitelskou technologií, podmínkami prostřední a 

skladováním, metodami izolace hlízových bílkovin při zpracování brambor na škrob a 

potenciálu těchto izolovaných bílkovin pro krmné, potravinářské, medicínské a další využití. 

 

 

Kompletní informace jsou uvedeny v publikaci: 

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. 

 
 

Kapitola 3.2.8. Charakteristika a aktivity frakce hlízových inhibitorů proteas hodnocených 

druhů brambor 

 
Výběr metody separace je zásadním procesem pro všechny následující analýzy frakcí hlízových 

inhibitorů proteas. Kapitola se zabývá shrnutím a popisem použitých vhodných separačních 

metod těchto skupin bílkovin na základě jejich charakteristik, jako je molekulová hmotnost, 

výskyt isoforem hlízových inhibitorů proteas s různým rozpětím isoelektrického bodu a další 

účel použití izolovaných skupin či jednotlivých inhibitorů proteas. První jmenovanou metodou 

je dvoustupňová chromatografická separace patatinu a inhibitorů proteas, jako druhá metoda je 

uvedena separace globulinové a albuminové frakce z lyofilizované sušiny hlíz brambor. Frakce 

inhibitorů proteas získaných dle druhé jmenované metody z druhů Solanum tuberosum cv. 

Westamyl, Solanum chacoense, Solanum sparsipilum a Solanum yungasense byly následně 

použity pro testování antifungálních aktivit metodou schopnosti inhibice plošného růstu 

mycelia fytopatogenních hub rodů Fusarium solani 1036 a Rhizoctonia solani F1. Tyto druhy 

vykazovaly při vzájemném porovnání výsledků genotypovou specificitu. Byl zaznamenán 

největší inhibiční efekt (koncentrace frakcí 5 mg/ml)  u frakcí získaných ze S. sparsipilum na 

F. solani (95,7 mm2) a R. solani (91,7 mm2). Naopak žádné inhibiční zóny nebyly pozorovány 

při aplikaci bílkovinných frakcí ze S. tuberosum cv. Westamyl a S. chacoense (koncentrace 

1 mg/ml a 5 mg/ml) na R. solani. Bílkovinné frakce získané ze S. tuberosum cv. Westamyl a 

S. chacoense v testu celkově vykazovaly nejmenší vliv na růst mycelia výše zmíněných 

mikroskopických hub. 
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4.2. Certifikovaná metodika 

4.2.1. Metody izolace vybraných proteinů hlíz brambor 

 

Cílem metodiky je shrnutí optimalizovaných nejčastěji používaných postupů a principů izolace 

a purifikace vybraných skupin hlízových proteinů a jejich hlavních frakcí získaných z hlíz 

kulturních a planých druhů brambor. Publikace je zaměřena na dvě hlavní skupiny proteinů - 

patatin a skupiny inhibitorů proteas a jejich šetrnou purifikaci se zachováním všech známých 

biochemických aktivit. Metodika se kromě detailních postupů izolace a purifikace výše 

uvedených skupin proteinů zabývá i popisem pracovních postupů měření základní 

lipidacylhydrolasové aktivity patatinu a měření aktivity inhibitorů proteas. Tato metodika je 

určena jak pro vzdělávací a výzkumné instituce, tak pro praktické uživatele z oblasti 

šlechtitelství a potravinářství a zpracovatelského průmyslu. 

 

Kompletní informace jsou uvedeny v publikaci: 

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

vybraných proteinů hlíz brambor. Certifikovaná metodika. Jihočeská univerzita v Českých 

Budějovicích, 39. 

 

Kapitola 5. Detailní separace frakcí hlízových proteinů pomocí FPLC systému 
Separace proteinů pomocí FPLC sytému se považuje za účinnější a rychlejší separaci, která je 

dána jednak možností monitoringu, regulace a kontinuální kontroly celého procesu separace a 

také i vyšší kvalitou medií v používaných kolonách. V této kapitole jsou v dílčích kapitolách 

detailně popsány postupy separace bazických proteinů s využitím měniče kationtů, separace 

patatinového komplexu a ostatních kyselých proteinů s využitím měniče aniontů a separace 

subfrakcí bazických proteinů pomocí hydroxyapatitové chromatografie. Tyto postupy jsou 

doplněny o ukázky záznamů průběhů separací vzorků na jednotlivých kolonách.  

 

Kapitola 6. Příprava imitace tepelného koagulátu proteinů z hlízové vody 
Metoda detailně popsaná v této kapitole je založena na principu kombinace efektů tepelného a 

isoelektrického srážení proteinů pro získání frakce termorezistentních proteinů. Vstupní 

surovinou může být hlízová voda získaná ze škrobárenského provozu či hlízová šťáva 

připravená z omytých a osušených hlíz bramboru pomocí kuchyňského odšťavňovače, která 

simuluje přípravu hlízové vody ve škrobárenském provozu. 

 

 

Kapitola 7.2 Měření aktivit inhibitorů proteas u získaných frakcí 
Inhibitory proteas izolované z hlíz brambor disponují schopností inhibovat většinu hlavních 

proteasových aktivit. V kapitole 7.2 této monografie jsou uvedeny čtyři nejdůležitější. Uvedené 

pracovní postupy byly upraveny podle práce Pouvreau (2004). Měření aktivit inhibitoru proteas 

je založeno na spektrofotometrickém měření zbarvení reakční směsi, které vzniká v souvislosti 

se štěpením substrátu příslušnou proteasou. Míra zbarvení je ovlivněna aktivitou proteasy, která 

je závislá na podmínkách reakce a rozsahu inhibice proteasovým inhibitorem (vzorkem). 

Vyhodnocení inhibiční aktivity se provádí výpočtem pomocí vzorce, ve kterém jsou 

zohledněny naměřené absorbance se 100% aktivitou proteasy (bez inhibitoru v reakční směsi), 

měření blanku (reakční směs pouze s pufrem a substrátem) a měření absorbance reakční směsi 

se vzorkem (přítomnost pufru, proteasy, inhibitoru a substrátu). 
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4.3. Užitný vzor 

4.3.1. Izolát proteinů z brambor s antimikrobiální účinností 

 

Užitný vzor se zabývá technickým řešením přípravy bílkovinného izolátu z brambor 

s antimikrobiální účinností, který se připravuje z hlízové vody (sekundární produkt vznikající 

při průmyslovém zpracování směsi odrůd hlíz brambor na škrob) nebo hlízové šťávy (šťáva 

připravená odšťavením hlíz jedné odrůdy brambor v laboratorních podmínkách jako simulace 

průmyslového struháku). Následuje odstranění termolabilních bílkovin pomocí tepelné 

koagulace při 80°C a odstranění balastních látek, které jsou tvořeny minerálními látkami, cukry, 

volnými aminokyselinami a dalšími organickými látkami (maximálně 15 % hm.) pomocí 

dialýzy se současným zachováním rozpustnosti účinné frakce skupiny bílkovin (alespoň 70 % 

hm.) s antimikrobiální aktivitou o molekulové hmotnosti 3,5 – 20 kDa a subfrakcemi 

o molekulové hmotnosti 14-18 kDa (35-50 % hmotnosti bílkovinného izolátu; PI-2 a PI-1), 

6 - 11 kDa (40 – 55 % hmotnosti bílkovinného izolátu; PI-2, PI-1, inhibitory proteas 

indukované poraněním a serinové inhibitory proteas). 

 

Kompletní informace vztahující se k této problematice jsou shrnuty v publikaci: 

Bárta, J., Bártová V., Kamenová A., Zdráhal Z., Brabcová A., Čurn V. (2012) Jihočeská 

univerzita v Českých Budějovicích, Zemědělská fakulta. Izolát proteinů z brambor 

s antimikrobiální účinností. Česká republika. Užitný vzor, CZ23983U1. Zapsáno 18. 6. 2012. 
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4.4. Rukopis publikace připravené do tisku 

4.4.1. Recovery of thermo resistant potato proteins and their antifungal inhibition 

influence on Fusarium spp. mycelium growth 

 

Inhibitory proteas jsou hlavní skupinou termorezistentních bílkovin vyskytující se 

v hlízách bramboru hlíznatého (Solanum tuberosum L.) a díky svým bohatým biologickým 

vlastnostem pravděpodobně hrají několik důležitých rolí v ochraně rostlin proti patogenům a 

hmyzu. Tento příspěvek se zabývá hodnocením antifungálního potenciálu termorezistentních 

bílkovin získaných ze šesti odrůd bramboru hlíznatého (Solanum tuberosum L.) David, Fabia, 

Marabel, Laura, Sibu, Westamyl, které se navzájem liší užitkovým směrem a raností. Z každé 

z těchto odrůd zvlášť byla připravena hlízová šťáva za použití kombinace úpravy pH a 

tepelného zpracování při 80°C (V80) a varianty pouze s úpravou pH (kontrolní varianta). 

Izolované bílkoviny varianty V80 byly identifikovány pomocí LC-MS/MS jako inhibitory 

proteas a následně byla zjišťována jejich antifungální aktivita při aplikaci ke třem 

fytopatogenním druhům hub Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum a Fusarium solani. 

Měření inhibičních aktivit u uvedených druhů fytopatogenních hub bylo zároveň pro úplnost 

výsledků doplněno o biochemický rozbor obou variant všech odrůd a to měřením obsah dusíku, 

glykoalkaloidů, draslíku, sacharidů a měřením ECD spektra a inhibiční aktivity trypsinu. 

Při porovnání výsledků antifungálních testů byl prokázán výrazně největší inhibiční 

účinek v rámci testovaných odrůd u odrůdy Sibu V80. Antifungální účinek (velikost inhibiční 

plochy) odrůdy Sibu byl nejsilnější při použití koncentrace 10 mg/ml izolátu a to hned u dvou 

druhů fytopatogenních hub Fusarium graminearum (206,8 mm2) a Fusarium solani 

(181,93 mm2). Tyto druhy hub byly zároveň nejcitlivějšími testovanými kmeny 

fytopatogenních hub použitých v testu, naopak nejméně citlivým druhem byla houba Fusarium 

oxysporum.  

LC-MS/MS analýzou vybraných spotů každé z šesti zkoumaných odrůd bylo zjištěno, 

že, v testovaných vzorcích se převážně vyskytovaly inhibitory proteas I (PI-1), inhibitory 

proteas II (PI-2) a karboxypeptidázový inhibitor (PCI). Při analýze detekovaných jedinečných 

spotů na 2D SDS-PAGE byla u odrůdy Sibu V80, která prokázala ze všech testovaných odrůd 

největší antifungální účinek, zjištěna největší intenzita spotů identifikovaných jako PI-1, což by 

mohlo předznamenat jistou spojitost s jejím největším antifungálním účinkem, zároveň byl 

u této odrůdy identifikován unikátní protein s molekulovou hmotností 11,97 kDa a pI 4,96, 

který nebyl nalezen u žádné z ostatních zkoumaných odrůd. 

U testovaných izolátů byl dodatečnými analýzami zjišťován mimo jiné i obsah 

glykoalkaloidů a draslíku, aby byla komplexně ověřena jejich potenciální role v antifungálních 

testech, ta se však zdá být na základě dosažených výsledků zanedbatelnou. 
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Recovery of thermo resistant potato proteins and their antifungal 
inhibition influence on Fusarium spp. mycelium growth 

 
Andrea Vlačihová, Jan Bárta, Veronika Bártová, Gabriela Lochmanová, Pavlína 
Novotná, Hana Konečná, Zbyněk Zdráhal, Adéla Stupková 
 
Abstract  
The contribution deals with the assessments of antifungal potential of thermo resistant 
proteins from six potato cultivars (Solanum tuberosum L.) David, Fabia, Marabel, 
Laura, Sibu and Westamyl. Chosen cultivars differ in market and maturity. Potato fruit 
juice Variant 80 was prepared with combination of pH adjustment and 80˚C treatment 
(V80) and variant with pH adjustment only was prepared for control. Isolated proteins 
V80 were identified by LC-MS/MS as protease inhibitors. Protein isolates were applied 
to three phytopathogenic fungi strains Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum 
and Fusarium solani. The inhibition of mycelial growth was evaluated after 24 hours of 
growth at 26˚C on digital photos by special software using the method of measuring 
the inhibition area. The greatest inhibition area (206.8 mm2) was achieved on F. 
graminearum cultivar Sibu V80 at concentration 10 mg/mL. The phytopathogenic fungi 
F. graminearum and F. solani were more sensitive to thermo resistant proteins in 
general. 
 
Keywords: potato protease inhibitors, Solanum tuberosum L., antifungal activity, 
thermo resistant proteins, cultivar variability 
 
Introduction 
Potato protease inhibitors (PI’s) are major thermo resistant protein group which is very 
heterogeneous. PI’s are well known for their rich biological properties and presumable 
important role in plant defense against pathogens and insects in various plant species 
[1; 2]. PI’s are stored in vacuoles of potato tubers [3]. PI’s are present not only in green 
parts of potato plant (leaves, stem) but also in generative and vegetative organs of 
potato plants and play important regulatory roles during plant development and tuber 
maturing [4]. The molecular weight of PI’s is in range from 3 to 25 kDa and they are 
important part of tuber proteins which constitute about 50 % of the total soluble proteins 
in potato fruit juice (PFJ) [5]. The most important protease inhibitors are serine families 

of PI-1 (4.5 % of total protein) and PI-2 (22 % of total protein) [5] differing mainly in 
molecular weight which feature is used in the separation. PI-1 is a pentameric protein 
with molecular weight of each subunit 8 kDa and PI-2 is a dimeric protein with 
molecular weight of each subunit 22 kDa and is composed of dimers of four distinctly 
different protomers. PI-1 and PI-2 are characterized by trypsin and α-chymotrypsin 
inhibition activity [6; 7]. 
 
There are various types of protease inhibitors isolation methods which are developed 
for industry protein capture. One of the most interesting biological attribute is the 
thermo resistance of protease inhibitors, but it is not discussed very often. The PI’s 
maintained their stability even after heating at 120˚C [8]. 
 
Antimicrobial activity of potato tuber proteins was studied on one potato cultivar in each 
study - Gogu [9] and Golden Valley [10]; cultivar Istrinskii [11] and cultivar Gogu Valley 
[12; 13]. Antimicrobial properties were described at some phytopathogenic fungi 
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strains: studied antimicrobial activity of potato inhibitor I (PI-1) against phytopathogenic 
fungi Rhizoctonia solani [9] and positive antifungal effect of potato tuber proteins 
against Fusarium solani was described [14; 15]. 
The protein mixture from industrial PFJ is recovered by thermal coagulation and used 
as an animal protein feed supplement and thermo resistant protein will be retrieved 
from the liquid waste generated after thermo coagulation as a by-product.  
 
The aim of this contribution was the reciprocal comparison of thermo stable proteins 
gained from PFJ of six potato tuber cultivars David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu and 
Westamyl (Solanum tuberosum L.), the assessment of their influence on growth 
inhibition of selected Fusarium spp. phytopathogenic fungi strains and complemented 
by composition and properties characteristics. 
 
Materials and Methods 
 
Plant Material 
Potato (Solanum tuberosum L.) tubers of six cultivars (David, Fabia, Laura, Marabel, 
Sibu and Westamyl) were cultivated under defined conditions in 2012 in the small plot 
experiment at the experimental station in České Budějovice, Czech Republic (altitude 
380 m). Cultivars David (early maturity), Fabia (early maturity), Sibu (late maturity) and 
Westamyl (medium-late maturity) are cultivated as starch production utility type and 
cultivars Laura (medium-early maturity) and Marabel (very early to early maturity) are 
processed potatoes. 
Preparation of Protein Concentrates. From each cultivar potato tubers were 
performed on juice exactor (JE 4010, Catler, Kilkenny, Australia) and preserving agent 
(1% w/v Na2SO3+Na2SO4) was added to prevent enzymatic reactions. PFJ’s were 
centrifuged (4500 rpm, 4˚C, 30 minutes) and filtrated (Filter paper for qualitative 
analysis, KA 1, Papírna Pernštejn, Czech Republic) to remove starch, fiber and other 
water insoluble components. The pH of PFJ’s was adjusted by 0.5 M H2SO4 to 5 and 
PFJ’s were divided into two variants. Control with pH adjustment only, and Variant 80 
(V80) with pH adjustment and heat treatment at 80˚C for 10 minutes in the water bath 
(SW 22, Julabo Labortechnik, Seelbade, Gemany). Coagulated thermo labile proteins 
were removed by centrifugation (4500 rpm, 30 minutes) and filtration (Filter paper for 
qualitative analysis, KA 1, Papírna Pernštejn, Czech Republic) and the supernatant 
was dialyzed (3.5 K MWCO, Pierce Snake Skin Dialysis Tubing, Thermo Fisher 
Scientific, USA) for two times overnight and concentrated by freeze drying to constant 
dry matter (Alpha 1-4 LSC, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen, Osterode am 
Harz, Germany). 
 
Material Identification 
Gel Electrophoresis. Gained protein samples were analyzed on 1-D SDS 
polyacrylamide gel electrophoresis according to the optimized method [16] and they 
were stained by Coomassie Brilliant Blue (Thermo Scientific, USA). Tris-Tricine 2-D 
gels were prepared according to [17], strips BioRad (USA), staining by SyproRuby 
(Invitrogen, USA). 

LC-MS/MS. Liquid chromatography–tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis 

was performed with a reversed phase Easy-nano-LC (Proxeon Biosystems, Odense, 
Denmark) coupled online to an HCT Ultra PTM Discovery System ion-trap mass 
spectrometer (Bruker Daltonik, USA). Prior to LC separation, samples were desalted 
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and concentrated using a trapping column (100mm x 40 mm) filled with 3.5 mm X-
Bridge sorbent C18 sorbent (Waters, Milford,USA). The sample volume was 10 mL. 
ECD Measurement. The ECD spectra were measured in a quartz cuvette with an 
optical path length of 1 mm (Starna, USA) using a J-810 spectrometer (Jasco, Tokyo, 
Japan). The conditions of the measurements were: a spectral region of 185–200 nm, 
a scanning speed of 10 nm/min, a response time of 8 s, a resolution of 1 nm, a 
bandwidth of 1 nm and a sensitivity of 100 mdeg. The final spectrum was obtained as 
an average of 10 accumulations. The spectra were corrected for a baseline 
by subtracting the spectra of the corresponding peptide-free solution. The ECD 
measurements were conducted at 25°C. The concentration of peptide sample was 0.5 
g/L in Mili-Q water. The final spectra are presented as the dependence of measured 
ECD signal in mdeg on the wavelength in nanometers. 
Nitrogen Content. Total nitrogen compounds were determined on analyzer Flash EA 
1112 (ThermoQuest, Rodano, Italy) and a factor 6.25 was used for the conversion of 
nitrogen to the total nitrogen content. Three 50 mg samples of dry protein sample were 
analyzed. Content of protein was determined according to the enclosed modified 
instructions of BCA Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Scientific, USA). Colorimetric 
detection of this reaction was measured using a spectrophotometer BioMate 5 
(Thermo Electron Corporation, USA) at 562 nm within 10 minutes.  
Glycoalkaloid Content. Contents of α-solanin, α-chaconin and total glycoalkaloids 
were determined on the UHPLC using an Acquity UltraPerformance LC system 
(Waters, USA) equipped with an HILIC Atlantis Silica column (100 x 3 mm I. D., 3 µm 
particle size, Waters, USA) maintained at 30°C. The UHPLC system was connected 
to a 5500 QTRAP tandem mass spectrometer (AB Sciex, USA) equipped with a Turbo 
VTM ion source operated in positive mode [18]. 
Saccharides Content. The analysis of saccharides content was based on the principle 
of reducing saccharides reduced cuprous salt to cupric oxide in alkaline medium when 
boiling and unreacted excess of copper salt was determined by iodometric titration [19]. 
Potassium Content was determined according to the optimized method [20] by optical 
emission spectrometry with inductively coupled plasma optical emission spectroscopy 
(Intrepid II XSP Duo, Thermo Elemental, USA) after acid digestion of the sample 
mixture in HCl (ratio 6:1).  

Trypsin Inhibitor Assays. Proteinase activities of isolated protein samples were 
measured by the hydrolysis of DL-BAPA for trypsin according to the optimized method 
as described in Pouvreau [5] in the presence or absence of inhibitor using a 
spectrophotometer BioMate 5 (Thermo Electron Corporation, USA) and materials were 
purchased from Bachem (Bubendorf, Switzerland). 
Antifungal Activities 
Fungal strains. Antifungal tests were performed on fungi strains Fusarium 
graminearum (CCM F-683), Fusarium oxysporum (CCM 17), Fusarium solani (CCM 
1036) all purchased from Czech Collection of Microorganisms (Brno, Czech Republic). 
Fungal strains were grown at 25˚C in incubator (Binder, Tuttlingen, Germany) on 
IsoSensitest Agar (Oxoid, USA). After mycelia colony have developed, holes in agar 
were cut 1 mm from the edge of the mycelium and 30 μL of protein solution was add 
in holes in agar at concentrations 1, 5 or 10 mg/mL and sterile distilled water was used 
as a control solution (C) and the plates were incubated for 24 hours at 25˚C and digital 
photos were taken. 
Data processing. Statistical analyses were evaluated in software Statistica 12 
(StatSoft, USA) using analysis of variance and the Fisher LSD test and differences 
among samples were considered as significant at P<0.05. Image analysis was 
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performed in PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad, USA). Antifungal activity was reflected by 
mycelium growth inhibition, digital photos of plates were taken, inhibition areas were 
processed in software AutoCAD 2013 (Autodesk, USA). 
 
Results and Discussion 
SDS-PAGE Protein Identification. Isolated proteins were analyzed on 1-D 
polyacrylamide gels (Figure 2), the control contained proteins identified as protease 
inhibitors (PI’s) in areas near 3.5 kDa, 6.5 kDa, 14 kDa, 17 kDa and 26 kDa and patatin 
in area near 40 kDa that corresponds well with results in Bártová, Bárta [22]. Proteins 
detected on 1-D polyacrylamide gels V80 were identified as PI’s in areas near 6.5 kDa 
and 14 kDa that corresponds well with Pouvreau [5]. Patatin bands were not detected 
because of removing the thermo labile proteins after 80˚C thermo coagulation and 
patatin shows stability of the complex only up to the temperature 28˚C [21, 22]. 
Quantitative Analysis. Quantitative analysis of the proteins V80 on 2-D Tris-Tricine 
Gels (Figure 2) showed that PI-2 were in the majority of the PI-1, average spot intensity 
(density) ratio sums PI-2/PI-1 from 1.2 at cultivars Sibu and Marabel to 2.1 cultivar 
Laura, (Table 3). Proteins of higher density are represented at higher levels and they 
may cause a stronger effect (relative to their specific function). It is also important 
representation of specific proteins, and their combinations. 
LC-MS/MS. SDS-PAGE protein identification results were confirmed by LC-MS/MS 
and isolated proteins were identified as PI-1, PI-2 and PCI of various pH and pI (Figure 
2 and Table 3). 
ECD spectra measured for David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu and Westamyl samples 
isolated at 0 and 80°C are shown in Figure 3. All samples isolated at the same 
temperature showed similar spectral shapes. The spectra for samples isolated at 0°C 
had two negative maxima localized at 207 and 221 nm and one positive maximum 
localized at 190 nm. The spectra for samples isolated at 80°C had one negative 
maximum localized at 199 nm. This spectra were similar to that described in Sun et al. 
[23] but differ slightly from that described in van Koningsveld [24].  
The spectral pattern observed for samples isolated at 0°C (control) is typical for 
polypeptides with considerably high content of the α-helical conformation while the 
spectra measured for samples isolated at 80°C showed spectral pattern typical for 
disordered random coil structure. This observation suggests that the secondary 
structure of the polypeptides was irreversibly denatured by increased temperatures. 
Chemical Composition of Potato Protein Isolates. Protein isolate main chemical 
composition was analyzed (Table 1). Average content of total nitrogen compounds in 
V80 (56.4 %) was significantly lower than in control (77.4 %) and these data are higher 
than figures in van Koningsveld [24] which could be caused by the fact that we used 
for the experiment freshly prepared PFJ on kitchen juicer and the potential of protein 
denaturation was minimal when compared to industrial PFJ [24]. Content of protein 
show statistically significant difference of 19 % in V80 than in control (average V80 489 
µg/mL versus control 396 µg/mL), this result may be the reason of stronger inhibition 
effect caused by V80 than control and also the highest protein content observed at 
cultivar Sibu had the greatest inhibition effect on all tree tested fungi strains from all 
cultivars. 
 Content of saccharides was very variable among each cultivar in control and the 
value decreased after heat treatment in V80 only at cultivars David, Sibu and 
Westamyl, which are cultivars for starch production. These figures are in average 
higher in control than those in Sun et al. [23] that they use industrial PFJ. 
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Average total glycoalkaloids content in both variants do not show any statistically 
significant difference. Average content of α-solanin and α-chaconin show significantly 
higher values in V80 than in control. Glycoalkaloids content in V80 may play an 
important role in the inhibition effect in antifungal tests, but cultivar Sibu, which show 
the best inhibition effect at two fungi strains, does not content the highest amount of 
total glycoalkaloids (Sibu 501.4 mg/kg versus maximum at Westamyl 507.7 mg/kg) nor 
the α-solanin (Sibu 286 mg/kg versus maximum at Marabel 460 mg/kg) and α-
chaconin (Sibu 242 mg/kg versus Laura 424 mg/kg). Similar data of glycoalkaloid 
concentrations are shown in Driedger and Sporns [25] where dialysis of the materials 
was not performed but in comparison with the results in Bártová, Bárta [26] 
glycoalkaloid concentrations in control and V80 are significantly lower. Glycoalkaloids 
are present in range from 30 to 120 mg/kg in potatoes [18] and limit of total 
glycoalkaloids content in potato protein isolates for food is 150 mg/kg [27] which is 
more than three times lower content than observed in Sibu V80 sample. 
Content of potassium was significantly different when comparing both variants means 
(control 0.415 % versus V80 1.54 %). The highest content of potassium in control was 
0.65 % in cultivar Sibu and 2.79 % in V80 cultivar David. Control data are lower when 
comparing to Bártová, Bárta, [24] and also lower than van Koningsveld [24] which could 
be caused by removing the potassium by proper dialyzing of the samples. But V80 
contained more potassium with the lowest increase at cultivar Sibu (0.9 %) which 
should be caused by concentration and binding of potassium ions to some of the 
components during heat treatment. 
The results of antifungal inhibition tests (Figure 1, Table 2) were focused on cultivar 
Sibu, V80, concentration 10 mg/mL because it showed the greatest inhibition area at 
two fungi strains Fusarium graminearum (206.8 mm2) and Fusarium solani (181.93 
mm2). Cultivar Sibu showed the biggest intensity of PI-1 (OD 266379) spots on 2-D 
gels (Table 3) and also contained the highest amount of protein (703 µg/mL) and the 
lowest amount of saccharides from all six cultivars, variants (<0.1 %) In general content 
of total alkaloids was very similar in both control and V80. The most sensitive fungi 
strain to tested protein mixture was Fusarium graminearum, second was Fusarium 
solani and control cultivar David did not show any inhibition effect at all three fungi 
strains. 
The intensity of PI spots was higher at PI-2 in all cultivars; in cultivar David were the 
spots of PI-2 the most intensive. Unique protein   identified according to the databases 
as PI-1 (molecular weight 11.97 kDa and pI 4.96) was detected at cultivar Sibu only on 
LC/MS-MS and it was not found in other cultivars at all (Figure 2). 
Isolated proteins in V0 showed lower data (Table 2) at all cultivars for half maximal 
effective concentration (EC50) that could be explained by presence of high amounts 
of not destructed serine protease inhibitors before the thermo coagulation with serine 
inhibition activity. 
 
 
 
Correlation 
Correlation analysis of total nitrogen and inhibition area values of F. graminearum and 
F. oxysporum show close functional dependence (0.78 and 0.88, P<0.05) between 
these characteristics and content of protein and inhibition area values of F. 
graminearum, F. oxysporum and F. solani show close functional dependence (0.87; 
0.94 and 0.82, P<0.05) also. Correlation of total nitrogen content with inhibition areas 
of F. solani show the independence between these figures (0.38, P<0.05). However 
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close function dependence of total glycoalkaloids content and F. graminearum, F. 
oxysporum and F. solani was shown (0.73; 0.89 and 0.59, P<0.05) results of antifungal 
tests and content of total glycoalkaloids at cultivar Sibu V80 tends to opposite trend. 
Correlation of PI-1 and total nitrogen content show close functional dependence (0.78, 
P<0.05). Functional dependence between PI-2 and total nitrogen content was not 
proved (0.2, P<0.05) and correlation of PI-1 and PI-2 with protein was not proved (0.55 
and 0.39, P<0.05). 
Considering that there are remarkable differences between the six examined cultivars 
it would be very interesting to compare more cultivars reciprocally to research which 
cultivars have the biggest potential for protease inhibitors production with great 
inhibition effect against more fungi strains. 
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Table 1 Protein isolate identification 

Cultivar Variant 

Content of 

Total 
Nitrogen 

Compounds 
[%] 

Protein 
[μg/mL] 

Saccharides 
[%] 

Glycoalkaloids 
[mg/kg] 

Potassium 
[%] 

David Control 78.5 382 5.93 517.6 0.52 

Fabia Control 75.5 379 0.99 520.6 0.53 

Laura Control 74.8 382 1.68 515.3 0.24 

Marabel Control 77.0 414 5.99 509.8 0.26 

Sibu Control 81.3 411 2.38 511.4 0.65 

Westamyl Control 77.3 407 4.09 509.1 0.29 

Mean Control 77.4 396 3.51 514 0.415 

David V80 55.5 489 1.02 505.7 2.79 

Fabia V80 56.6 504 2.39 504.7 2.24 

Laura V80 51.3 475 6.57 501.6 2.6 

Marabel V80 49.7 471 10.0 501.7 1.45 

Sibu V80 61.6 508 <0.1 501.4 0.9 

Westamyl V80 63.9 489 1.46 507.7 1.26 

Mean V80 56.4 489 3.59 504 1.54 
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Table 2 Inhibition areas of ATF tests (Figure 2) and Trypsin protease inhibition. 

Cultivar Variant 

Area [mm2] 

Serine 
protease 
inhibitors 

EC 50 

Fusarium 
graminearu

m 

Fusarium 
oxysporum 

Fusarium 
solani 

Concentration 
[mg/mL] 

David Control    0.25 

Fabia Control 81.62 def   0.25 

Laura Control 69.23 de   0.25 

Marabel Control 100.7 fghi 40.80 abc 69.62 de 0.251 

Sibu Control 66.60 cd 21.49 a  0.251 

Westamyl Control 63.98 bcd   0.251 

David V80 191.10 pq 101.80 fghi 126.2 ijkl 0.258 

Fabia V80 116.46 hij 95.82 efgh 38.61 ab 0.252 

Laura V80 153.03 lmn 119.82 hijk 147.61 klmn 0.257 

Marabel V80 158.49 mno 84.53 defg 164.60 mnop 0.251 

Sibu V80 206.8 q 110.87 ghii 181.93 opq 0.252 

Westamyl V80 170.96 nop 78.45 def 141.37 jklm 1.276 

  1378,97 653,58 869,94  

  
Statistics ANOVA (Within column values by the same letter are not significantly 
different at P<0.05 (Fisher LSD test), the letters are given in alphabetical order with the 
increasing level of a parameter. Empty columns show that no inhibition effect was 
observed. EC50 is the half maximal effective concentration; it represents the 
concentration of tested protein isolate where 50% of its maximal effect is observed. 
    
Table 3 Quantitative analysis differentially expressed proteins by 2D ELFO (Figure 2) 
and identification confirmation according to MS and PDQest. 
*Significant change was more than double spot intensity difference, Student’s t-test, 
P< 0.05 

Cultivar Intensity of PI-1 Intensity of PI-2 Average Ratio 
Sum PI-2 / PI-1 
(Variability) * 

David 215531 377888 1.8 (0.2) 

Fabia 200060 345353 1.7 (0.1) 

Laura 168231 346134 2.1 (0.3) 

Marabel 214124 257216 1.2 (0.2) 

Sibu 266379 323016 1.2 (0.2) 

Westamyl 247754 316197 1.3 (0.1) 
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Fusarium graminearum 
Variety Sibu, Variant 0 

Fusarium graminearum 
Variety Sibu, Variant 80 

  
Fusarium oxysporum 

Variety Sibu, Variant 0 
Fusarium oxysporum 

Variety Sibu, Variant 80 

  
Fusarium solani 

Variety Sibu, Variant 0 
Fusarium solani 

Variety Sibu, Variant 80 

Figure 1 Antifungal tests. 
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Fabia Sibu  

  

Laura Westamyl 

Figure 2 Protein identification on 1D and 2D SDS-PAGE, Unique protein LC-MS/MS 
analysis. (* only one significant peptide identification; **not significant identification, 4 
peptides with score ≥55) † green plants database. 

 
Figure 3 The ECD spectra obtained for the David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu and 
Westamyl samples isolated at 0°C (control) and 80°C (V80). 
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Table 4 MS identification of the proteins in cultivars Fabia and Sibu. 

Fabia PI-1 
Protein 
access No. Name of the protein 

Protein 
mass 

Protein 
pI 

5101 110 gi|70779535 
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum 
tuberosum] 11890 33329 

3201 111 gi|169491 proteinase inhibitor I [Solanum tuberosum] 12170 15097 

4201 112 gi|21528 proteinase inhibitor I [Solanum tuberosum] 12140 15097 

6101 113 gi|73920933 
proteinase inhibitor I precursor [Solanum 
tuberosum] 11810 23132 

9201 114 gi|169542 
proteinase inhibitor I, partial [Solanum 
tuberosum] 12067 42125 

9201 114 gi|225840 proteinase inhibitor I 12138 15462 

9201 114 gi|169491 proteinase inhibitor I [Solanum tuberosum] 12170 15097 

9203 115 gi|225840 proteinase inhibitor I 12138 15462 

9101 116 gi|225840 proteinase inhibitor I 12138 15462 

  PI-2      

1801 233      

2806 234      

1701 235 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

1701 235 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

2801 236 gi|350539721 
constitutive plastid-lipid associated protein 
[Solanum lycopersicum] 19771 29799 

2801 236 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

2801 236 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

2602 237 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

2602 237 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

2805 238      

2804 239      

2803 240      

2601 241 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

3901 242      

2802 243      

3501 244 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

3501 244 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

4801 245      

6702 246      

3701 247 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

3701 247 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 
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4501 248 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

4501 248 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

4301 249      

5901 250      

4502 251 gi|334898811 
proteinase inhibitor II precursor type A-b 
[Solanum tuberosum] 16620 46905 

4502 251 gi|829292 unnamed protein product [Solanum tuberosum] 13486 17715 

4502 251 gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K 

4203 252      

6302 253 gi|21522 proteinase inhibitor II [Solanum tuberosum] 16649 28277 

6302 253 gi|829292 unnamed protein product [Solanum tuberosum] 13486 17715 

6302 253 gi|3913934 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 P303.51 

6302 253 gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K 

6302 253 gi|73920931 
proteinase inhibitor II precursor [Solanum 
tuberosum] 13951 46539 

6302 253 gi|73920935 
proteinase inhibitor II precursor [Solanum 
tuberosum] 16630 14763 

6302 253 gi|334898811 
proteinase inhibitor II precursor type A-b 
[Solanum tuberosum] 16620 46905 

6302 253 gi|334898815 
proteinase inhibitor II precursor type C-b 
[Solanum tuberosum] 16086 14366 

6302 253 gi|125053 RecName: Full=Wound-induced proteinase inhibitor 2 

6302 253 gi|3913936 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 CM7 

6302 253 gi|387604159 proteinase inhibitor II [Solanum lycopersicum] 16586 34516 

6302 253 gi|387604161 proteinase inhibitor II [Solanum lycopersicum] 16296 12236 

6301 254      

7601 255 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

7601 255 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

7401 256 gi|334898811 
proteinase inhibitor II precursor type A-b 
[Solanum tuberosum] 16620 46905 

7401 256 gi|829292 
unnamed protein product [Solanum 
tuberosum] 13486 17715 

8701 257 gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K 

8701 257 gi|829292 unnamed protein product [Solanum tuberosum] 13486 17715 

8701 257 gi|334898811 
proteinase inhibitor II precursor type A-b 
[Solanum tuberosum] 16620 46905 

6501 258      

9801 259 gi|125053 RecName: Full=Wound-induced proteinase inhibitor 2 

9801 259 gi|3913936 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 CM7 

9801 259 gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K 

9801 259 gi|334898815 
proteinase inhibitor II precursor type C-b 
[Solanum tuberosum] 16086 14366 

9801 259 gi|387604159 proteinase inhibitor II [Solanum lycopersicum] 16586 34516 

9801 259 gi|387604161 proteinase inhibitor II [Solanum lycopersicum] 16296 12236 



 

115 
 

9301 260 gi|350538353 
pathogenesis-related protein P2 precursor 
[Solanum lycopersicum] 16016 19572 

8801 261      

  Unique      

9501 2 gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K 16494 24624 

0001 21 gi|70779535 
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum 
tuberosum] 11890 33329 

1001 22 gi|70779535 
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum 
tuberosum] 11890 33329 

Sibu PI-1         

0001 137      

0002 138 gi|70779535 
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum 
tuberosum] 11890 33329 

5101 139 gi|70779535 
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum 
tuberosum] 11890 33329 

3201 140 gi|169491 proteinase inhibitor I [Solanum tuberosum] 12170 15097 

4201 141 gi|73920933 
proteinase inhibitor I precursor [Solanum 
tuberosum] 11810 23132 

6101 142 gi|73920933 
proteinase inhibitor I precursor [Solanum 
tuberosum] 11810 23132 

9201 143 gi|169542 
proteinase inhibitor I, partial [Solanum 
tuberosum] 12067 42125 

9201 143 gi|169491 proteinase inhibitor I [Solanum tuberosum] 12170 15097 

9203 144 gi|225840 proteinase inhibitor I 12138 15462 

9101 145 gi|124130 RecName: Full=Wound-induced proteinase inhibitor 1 

9101 145 gi|169493 proteinase inhibitor I [Solanum tuberosum] 12121 30072 

9101 145 gi|225840 proteinase inhibitor I 12138 15462 

  PI-2      

3801 319      

2602 320 gi|460386864 
PREDICTED: uncharacterized protein 
LOC101262518 [Solanum lycopersicum] 18213 34851 

2602 320 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

2602 320 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

2602 320 gi|21522 proteinase inhibitor II [Solanum tuberosum] 16649 28277 

2601 321 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

2601 321 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

2803 322      

2864 323      

3702 324 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

3702 324 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

3901 325      
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3701 326 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

4301 327      

4501 328 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

4501 328 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

4203 329      

4502 330 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

4502 330 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

5601 331      

6302 332 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

6302 332 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

7601 333 gi|29650887 
proteinase inhibitor II protein [Solanum 
phureja] 16630 41553 

7601 333 gi|334898813 
proteinase inhibitor II precursor type B 
[Solanum tuberosum] 16690 25324 

5901 334      

8801 335      

9301 336 gi|413968466 
pathogenesis-related protein P2 [Solanum 
tuberosum] 15893 19572 

9301 336 gi|21522 proteinase inhibitor II [Solanum tuberosum] 16649 28277 

8501 337 gi|334898811 
proteinase inhibitor II precursor type A-b 
[Solanum tuberosum] 16620 46905 

8501 337 gi|829292 
unnamed protein product [Solanum 
tuberosum] 13486 17715 

9802 338 gi|73920907 
proteinase inhibitor II precursor [Solanum 
tuberosum] 16717 30498 

9801 339 gi|3913934 
RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 
P303.51 16649 14062 

9801 339 gi|73920907 
proteinase inhibitor II precursor [Solanum 
tuberosum] 16717 30498 

9801 339 gi|21522 proteinase inhibitor II [Solanum tuberosum] 16649 28277 

9801 339 gi|40036964 
proteinase inhibitor 2b precursor [Solanum 
nigrum] 16421 41613 

9801 339 gi|58373382 proteinase inhibitor IIb [Solanum americanum] 8674 28642 

9801 339 gi|110006247 proteinase inhibitor IIb [Solanum americanum] 16402 35886 

  Unique      

0004 4 gi|70779535 
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum 
tuberosum] 11890 33329 

0005 5 gi|70779527 
proteinase inhibitor 1 PPI3B2 [Solanum 
tuberosum] 11970 35156 
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Abbreviations 
D0  Cultivar David Control 
D80  Cultivar David Treated at 80°C 
DL-BAPA Benzoyl-DL-Arginine-p-Nitroanilide 
ECD  Electronic Circular Dichroism  
F0  Cultivar Fabia Control 
F80  Cultivar Fabia Treated at 80°C 
L0  Cultivar Laura Control 
L80  Cultivar Laura Treated at 80°C 
M0  Cultivar Marabel Control 
M80  Cultivar Marabel Treated at 80°C 
MM  Molecular Mass 
LC-MS/MS Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry 
PM  Protein Marker 
PI(s)  Protease Inhibitor(s) 
PI-1  Potato Inhibitor I 
PI-2  Potato Inhibitor II 
PCI-1  Potato Carboxypeptidase A Inhibitor 
PFJ  Potato Fruit Juice 
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
S0  Cultivar Sibu Control 
S80  Cultivar Sibu Treated at 80°C 
V80  Variant 80, thermally treated potato fruit juice 
W0  Cultivar Westamyl Control 
W80  Cultivar Westamyl Treated at 80°C 
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5. Závěr 

 

Stěžejními publikovanými pracemi této předkládané disertační práce jsou práce 

zabývající metodami získávání skupiny termostabilních bílkovin z hlízové šťávy 

z průmyslových a konzumních odrůd bramboru hlíznatého s různou délkou vegetační doby 

a hodnocením antifungálních aktivit těchto skupin bílkovin, u kterých byl zjištěn rozdíl 

v působení antimikrobiálních bílkovin na vybrané fytopatogenní kmeny hub. Inhibiční účinky 

(velikost inhibiční plochy) byly sledovány u všech šesti testovaných tepelně zpracovaných 

odrůd (David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu a Westamyl; koncentrace testované bílkovinné 

frakce 10 mg/ml), z nichž největší inhibiční účinek vykazovala odrůda Sibu, polopozdní 

až pozdní odrůda používaná pro výrobu škrobu, (206,80 mm2, Fusarium graminearum; 

181,93 mm2 Fusarium solani; 110,87 mm2 Fusarium oxysporum). Druhou nejúčinnější 

odrůdou byla poloraná odrůda David taktéž používaná pro produkci škrobu, která ovlivnila růst 

všech tří zkoušených fytopatogenních hub (191,10 mm2 F. graminearum; 126,20 mm2 

F. solani; 101,80 mm2 F. oxysporum). Tento účinek testované z odrůdy Sibu je s největší 

pravděpodobností spojen s vysokým obsahem celkových dusíkatých látek a specifickým 

zastoupením antifungálních forem inhibitorů PI-1 a PI-2 obsažených v testovaném vzorku. LC-

MS/MS analýzou vybraných spotů každé z šesti odrůd (David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu 

a Westamyl, varianta 80) bylo zjištěno, že v testovaných vzorcích se převážně vyskytovaly 

inhibitory proteas I (PI-1), inhibitory proteas II (PI-2) a karboxypeptidázový inhibitor (PCI). 

Při analýze detekovaných jedinečných spotů na 2D SDS-PAGE byla u odrůdy Sibu, která 

prokázala ze všech testovaných odrůd největší antifungální účinek, zjištěna největší intenzita 

spotů identifikovaných jako PI-1, což by mohlo předznamenat jistou spojitost s jejím největším 

antifungálním účinkem. 

Na základě těchto výsledků je proto možné potvrdit hypotézu o vzájemných rozdílech 

mezi antimikrobiálními aktivitami skupin bílkovin a peptidů získaných z různých odrůd 

brambor. 

Další hypotézou, která byla potvrzena v publikacích přiložených k této disertační práci, 

byla různá míra působení testovaných látek (koncentrace testované frakce 10 mg/ml) 

na vybrané druhy mikrobiálních patogenů, kdy byly jako nejcitlivější testované patogeny 

vyhodnoceny mikrobiální houby F. graminearum (největší inhibiční zóna při působení tepelně 

zpracované bílkovinné frakce odrůdy Sibu 206,80 mm2) a F. solani (největší inhibiční zóna 

při působení tepelně zpracované bílkovinné frakce odrůdy Sibu 181,93 mm2), kdežto nejmenší 

vliv na inhibici mycelia (velikost inhibiční zóny) byl v publikovaných pracích shledán 

u patogenu Alternaria solani (největší inhibiční zóna při působení tepelně zpracované 

bílkovinné frakce odrůdy Westamyl 8,50 mm2).  

V antifungálních testech se ukázaly jako nejméně účinné testované tepelně 

nezpracované frakce bílkovin (koncentrace testované bílkovinné frakce 10 mg/ml) izolované 

z odrůd David (nulová účinnost na růst F. graminearum, F. oxysporum, F. solani), raných odrůd 

Fabia (výroba škrobu) a Marabel (konzumní odrůda) a Westamyl, všechny tři s nulovou 

účinností na růst mycelia u  F. solani a F. oxysporum. Při rozšíření testů na větší množství odrůd 

s různou vegetační dobou a užitkovým směrem se neprokázalo, že by byla přítomnost skupiny 

antimikrobiálních bílkovin – inhibitorů proteas – vázána na vegetační dobu či na užitkový směr 

odrůdy. Nicméně tuto domněnku by bylo potřeba podložit dalšími údaji z testů na větším 

množství různých odrůd.  

Při vzájemném porovnání skupiny bílkovin a peptidů v podobě tepelně zpracované 

a tepelně nezpracované frakce bílkovin byla potvrzena hypotéza zabývající se antimikrobiální 

aktivitou izolovaných skupin bílkovin a peptidů, které se liší v závislosti na použité metodě 

izolace a následném způsobu modifikace izolovaných bílkovin a peptidů. 
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U testovaných izolátů byl dodatečnými analýzami zjišťován mimo jiné i obsah 

glykoalkaloidů a draslíku, aby byla ověřena jejich potenciální role v antifungálních testech. 

Celkový obsah glykoalkaloidů byl v průměru o 10 mg/kg nižší u tepelně zpracovaných variant 

než u varianty tepelně nezpracované, která měla v antifungálních testech minimální nebo 

nulový vliv na růst mycelia. Na základě tohoto zjištění a porovnání výsledků u jednotlivých 

variant může být významný vliv glykoalkaloidů při testování frakcí termostabilních vyloučen, 

i když množství zjištěná ve vzorcích se dle dostupných informací pohybují nad hladinou 

maximálního limitu produktů určených ke konzumaci více než v trojnásobně vyšších dávkách, 

např. u odrůdy Sibu, u které byl naměřeno nejmenší množství těchto glykoalkaloidů. Pro použití 

takto izolovaných skupin bílkovin v potravinářském, farmaceutickém či krmivářském 

průmyslu by bylo potřeba zapracovat na snížení, nejlépe však úplném odstranění těchto 

antinutričních látek, nicméně tyto skupiny bílkovin by s největší pravděpodobností netvořily 

přímou komponentu produktových směsí určených ke konzumaci, ale jsou spíše zamýšleny 

jako součást obalových materiálů za účelem prodloužení jejich trvanlivosti. 

Certifikovaná metodika, publikace kolektivu autorů, je komplexním souborem 

optimalizovaných postupů pro izolaci vybraných hlízových bílkovin a separaci jejich hlavních 

frakcí a hodnocení biologických aktivit u takto získaných frakcí bílkovin. Postupy uvedené 

v metodice mají základ v již známých metodách separace hlízových bílkovin, na které je 

navázáno aktuálními poznatky s využitím moderních materiálů určených pro následnou 

separaci bílkovinných frakcí, které se nenavázaly na média použitá v prvních dvou stupních. 

Zároveň jsou popsané metody optimalizovány pro separaci hlízových bílkovin rozdílných 

genotypů brambor a i rozdílné formy vstupního materiálu a jsou použitelné pro separaci dalších 

subfrakcí případně jednotlivých skupin bílkovin a to bez destruktivních změn bílkovinných 

molekul při použití chromatografických separačních metod. Kromě chromatografických 

technik je v metodice detailně popsán i další separační postup, kterým je izolace 

termorezistentních skupin bílkovin obsahující převážně frakce inhibitorů proteas serinového 

typu (supernatant) prostřednictvím tepelné koagulace termolabilních bílkovin (zahřání 

materiálu na teplotu 80°C) a následným odstraněním těchto termolabilních bílkovin a balastních 

látek. Díky tomuto postupu jsou termostabilní bílkoviny rozpuštěny v získaném supernatantu 

a je možná jejich aplikace v různých průmyslových odvětvích. 

K optimalizaci postupů bylo taktéž přistoupeno v užitném vzoru, který se zabývá 

postupem zpracování hlízové vody a optimalizace izolace a purifikace skupiny účinných 

termostabilních antimikrobiálních bílkovin. Prostřednictvím tohoto postupu byla získána 

rozpustná účinná frakce skupiny bílkovin (alespoň 70 % hm.) s antimikrobiální aktivitou 

o molekulové hmotnosti 3,5 – 20 kDa a subfrakce o molekulové hmotnosti 14-18 kDa (35-50 % 

hmotnosti bílkovinného izolátu; PI-2 a PI-1), 6-11 kDa (40 – 55 % hmotnosti bílkovinného 

izolátu; PI-2, PI-1, inhibitory proteas indukované poraněním a serinové inhibitory proteas). 

Takto získané bílkovinné izoláty je možné využít v ochraně rostlin jako jedna z účinných 

komponent prostředků na ochranu před houbovými patogeny polních plodin či okrasných 

i pokojových rostlin, v potravinářském průmyslu jsou součást povrchových vrstev obalových 

materiálů a jako vstupní surovinu v kosmetickém a farmaceutickém průmyslu. Podstatnými 

výhodami tohoto izolátu je jeho antifungální účinek, který zůstane zachován i při expozici 

hlízové vody teplotě 80°C a zároveň i zpracování dosud ne příliš hodnotně využívané druhotné 

suroviny na materiál s celkem velkým potenciálem využití v několika zásadních oblastech 

průmyslu. 

 

Studiu a hodnocení základních biochemických vlastností a aktivit bílkovin a peptidů se 

věnovaly postupy použité v kapitole věnující se spektrofotometrickému měření aktivit 

inhibitorů proteas (serinových, cysteinových a aspartátových) izolovaných z hlíz brambor. Tyto 

postupy byly taktéž použity pro získání dat v dosud nepublikované práci, jejímž výsledkem 
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byly nižší naměřené hodnoty (při koncentraci 0,250-0,251 mg/ml) u inhibice trypsinu 

prostřednictvím poloviční maximální efektivní koncentrace u tepelně nezpracované varianty 

všech šesti testovaných odrůd při porovnání s tepelně zpracovanou variantou 

(0,251 - 1,276 mg/ml). Tento rozdíl může být vysvětlen přítomností vysokých množství 

nedestruovaných inhibitorů serinových proteas ve vzorcích před termokoagulací, které 

disponují právě měřenou serinovou inhibiční aktivitou. 

Poslední práce publikovaná během studia se zabývala optimalizací metod izolace 

skupiny frakcí extracelulárních bílkovin z hlíz bramboru, které jsou rozpustné ve vodě a jsou 

alokované v apoplastech jako součást hlízové šťávy. Izolace byla prováděna za pomoci silných 

precipitačních činidel a purifikací na FPLC a izolované frakce bílkovin byly detekovány jako 

dvě frakce o molekulové hmotnosti 14-17 kDa a 26 kDa. Vzhledem k tomu, že jsou 

extracelulárním proteinům často připisovány antimikrobiální vlastnosti, byla důležitá 

optimalizace izolačního a purifikačního postupu ve smyslu plné rozpustnosti získané 

bílkovinné frakce ve vodě, protože použití jiných chemických činidel pro zvýšení rozpustnosti 

proteinů při následném antimikrobiálním testování může narušit průběh pokusu například 

inhibicí růstu mycelia mikroskopických hub či množení bakterií. 

 

Na základě výše uvedených dosažených výsledků a optimalizovaných metod byly splněny 

všechny cíle disertační práce a byly potvrzeny všechny hypotézy, které si kladly za cíl 

zhodnocení izolovaných skupin bílkovin a peptidů hlíz bramboru z hlediska jejich 

antimikrobiálního potenciálu, použité odrůdy bramboru, metod a optimalizace izolace 

a modifikace izolovaných skupin bílkovin a peptidů. Výsledky prezentované v této disertační 

práci naznačují potenciál využití metod a souborů dat v publikacích jak k nasměrování 

k dalšímu podrobnějšímu studiu, výzkumu a hodnocení výše zmíněných biochemických 

vlastností u širšího spektra odrůd brambor a houbových patogenů, tak v praxi k přípravě 

a použití termostabilního antifungálního koncentrátu z hlízové vody či hlízové šťávy v oblasti 

ochrany polních i okrasných rostlin před houbovými patogeny, v potravinářském průmyslu či 

různých oblastech humánní a veterinární medicíny. 
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