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1. UVOD

V roce 2005 se v Ceské republice vyrobilo 33 660 t bramborového $krobu pii
pramérné Skrobnatosti brambor 18,8 %. Na toto mnozZstvi Skrobu se zpracovalo 152 301 t
brambor (SVOBODA, 2005). Pii vyrobé bramborového Skrobu vznika ztuny brambor
priblizné¢ 650 — 750 1 hlizové vody (STRAETKVERN et al., 1999). Teoreticky tedy mutze
vzniknout 99 000 — 114 000 m? hlizové vody.

V soucasné dobé je v CR tato produkce pouzivana pouze jako dusikato-draselné
organické hnojivo aplikované na pole v blizkosti skrobarenskych provozli. To vSak miize
zpusobovat problémy — zatézovani stejnych pozemkl, zavislost na pocasi, obtézovani
okolniho prostiedi zapachem aj. (BARTA et al., 2006).

Natizeni tykajici se nutnosti zpracovavat hlizovou vodu jiz existuji v Nizozemi
a Némecku (ZWIJNENBERG et al., 2002). Nizozemské Skrobdrna AVEBE (nejvétsi svétovy
producent Skrobu) a némeckd Skrobarna SUDSTARKE vyuzivaji reverzni osmoézu
k zakoncentrovani odpadni hlizové vody a nasledné izoluji bilkoviny v ni obsazené pouzitim
tepelné¢ koagulace - injekce pary (105 °C) po upravé pH hlizové vody kyselinou
chlorovodikovou na pH 5. Proces vyroby Skrobu tedy produkuje dalsi prodejny produkt —
proteinovy koncentrat pouzivany jako krmivo pro maléd zvifata (WIJNHOLDS, RANDLES,
1998; ZHIPING, 2004). Je pravdépodobné, ze v budoucnu bude podobna povinnost soucasti
direktiv EU i pro ostatni ¢lenské zemé (HERMANOVA et al., 2006).

Podobnd situace také nastdva pii vyrobé pSenicného Skrobu. PSeni¢ného Skrobu se
v Ceské republice v roce 2003 vyrobilo p¥iblizné 30 000 t (JIRI, 2001), na toto mnozstvi bylo

nutno zpracovat 75 281 t mouky. Pfi spotiebé 4 m’

vody na tunu mouky tedy mohlo
vzniknout 301 125 m?® praci vody. Tato praci voda obsahuje piiblizné 18,09 % dusikatych
latek resp. bilkovin v suging, teoreticky tedy toto mnozstvi praci vody obsahuje 1143,9 m?
bilkovin. Ceské §krobarny tuto vodu likviduji v &istickach odpadnich vod, nékteré zahraniéni
podniky provadéji izolaci pomoci membranové filtrace ¢i hydrocyklont. Pravdépodobné pro
niz$i mnozstvi susiny v této vod¢ a tudiz i nizsi ekologickou zatéz, neni zpracovani odpadnich
vod v tomto Skrobarenském odvétvi vénovana takova pozornost, jako v ptipadé bramborové

hlizové vody.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Brambory

V roce 2005 vzrostla celkova plocha osazenych brambor na vyrobu Skrobu na 7 764 ha
(meziro¢ni nartist o 734 ha). Narist ploch v téchto letech je podminén a limitovan néarodni
vyrobni kvotou bramborového krobu, ktera ¢ini pro CR 33 600 t. Podle odhadu CSU k
15.9.2005 byla celkova produkce brambor na vyrobu skrobu vroce 2005 cca 252 tis. t
(meziro€ni nartist o 45 %). V celkové produkei je vSak zapoctena i sadba brambor. V roce

2005 byl primémy vynos brambor na vyrobu $krobu 32,51 t . ha! (SVOBODA, 2005).

2.1.1. Technologie vyroby bramborového Skrobu

V procesu vyroby Skrobu vznikd z tuny brambor 160-180 kg Skrobu
(KONINGSVELD, 2001). Produkce bramborového Skrobu zahrnuje myti a strouhani hliz,
pii¢emz vznika kasovita hlizova voda (tzv. tfenka), $krob a bramborovéa vlaknina. Skrob je
extrahovan a rafinovin na hydrocyklonech a vlaknina je izolovana centrifugaci

(WIINHOLDS, RANDLES 1998). Schéma vyroby $krobu znazorfiuje obr. 1.

Obr. 1. Klasické technologické schéma vyroby bramborového skrobu (ALTERA et al., 2003):
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2.1.2. Vyroba bramborového $krobu v Ceské republice

Vyroba bramborového $krobu v CR se z piivodnich 17 zdvodil v osmdesatych letech
ustalila na sou¢asnych péti vyrobnich zdvodech. V CR jsou v soucasnosti Gtyfi spoleénosti

celkem s péti zavody, které zpracovavaji brambory na Skrob (tab. 1).

Tab. 1. Zpracovatelské zivody na vyrobu bramborového skrobu v CR vroce 2005

(SVOBODA, 2005)

. , Vyrobni Kapacqa , , Kapztata Pridélena
Nazev a sidlo firmy A Zpracovani vyroby Skrobu .
zavody kvota v t
brambor v t vt

Amylex — — RadeSinskdf o 0 10 000 2 000 1387
Svratka s.r.o.
LYCKEBY AMYLEX,| . osdovice 150 000 30 000 17 887
a.s. Horazd’ovice
NATURAMYL, —as|  poy 20000 4000 2213
Hamry
Skrobarny Pelhiimov, Pelhrrlmov, 75 000 15 000 12173
a.s. Chynov
Celkem 255 000 51 000 33 660

2.1.3. Slozeni hlizové vody

Hlizova voda ziskand pti vyrobé Skrobu mé koncentraci suSiny pfiblizn€ 5 %
a hodnotu pH mezi 5,6 a 6 (KONINGSVELD, 2001). Primérmé slozeni hlizové vody
a susiny udava tab. 2.

Z volnych aminokyselin jsou v hlizové vodé¢ zastoupeny hlavné glutamin, kyselina
glutamovd, asparagin a kyselina y-aminomaselna. Dals$i nizkomolekuldrni latky obsazené
v hlizach jsou mimo jiné glykoalkaloidy, z nich nejhojnéjsi jsou a-solanin a a-chaconin.
Z cukri obsahuje hlizova voda redukujici D-glukosu a D-fruktosu a neredukujici disacharid
sacharosu. Lipidy jsou zastoupeny volnymi mastnymi kyselinami (30 %), tuky (30 %)
a fosfolipidy (40 %). SuSina hlizové vody obsahuje piiblizné¢ 25 — 30 % bilkovin
(KONINGSVELD, 2001).




Tab. 2. Primérné slozeni hlizové vody, suSiny (KONINGSVELD, 2001).

koncentrace v hlizové vodé
slozka (g.1 % susiny
(min - max)

bilkoviny (N x 6,25) 13,4 (8,5-22,2) 26,8
peptidy (N x 6,25) 2,2(1,5-3,1) 4,4
aminokyseliny + amidy (N x 5,13) 4,8((3,3-7,8) 9,6
dalsi dusikaté slozky 0,9 1,8
sacharidy 7,9 (3,0 — 24.9) 15,8
lipidy 1,1 2,2
kyselina citronova 5,0 (2,0 -12,0) 10,0
kyselina askorbova 0,3 (0,1 -0,6) 0,6
dalsi organické kyseliny 1,3(0,7-5.,4) 2,6
kyselina chlorogenova 0,2 (0,1 -0,5) 0,4
kyselina kavova 0,007 (0,003 —0,3) 0,1
draslik 5,6 (3,9-17,3) 11,2
fosfor 0,5(0,2-0,9) 1,0
dalsi slozky 5,0 10,1

2.1.4. Bilkoviny bramborovych hliz

V minulosti bylo preferovano rozdéleni hlizovych bilkovin podle rozpustnosti na
frakci albuminovou, globulinovou, prolaminovou a glutelinovou. Prvotné¢ byla za hlavni
frakci hlizovych bilkovin povazovéana globulinova frakce, ktera byla pojmenovana tuberin.
Pozdé&ji se uvazovalo, Ze tuberin tvoii 70 % a tzv. tuberinin (albuminova frakce) 30 % obsahu
hlizovych bilkovin. Data z pocatky 80. let udavaji pomér 60 % pro albuminovou a 20 % pro
globulinovou frakci (BARTA,CURN, 2004).

S rozvojem elektroforetickych a chromatografickych technik zacala byt preferovana
(a vsoucasné dob¢ pievazuje) klasifikace bilkovin podle molekulové hmotnosti. Na jejim
zaklad¢ se hlizové bilkoviny déli na:

- patatinovy komplex (patatin)
- bramborov¢ inhibitory protedz
- ostatni bilkoviny

Prvni dvé skupiny piedstavuji pfes dvé tfetiny obsahu bilkovin v bramborovych
hlizach (BARTA,CURN, 2004; POTS et al., 1999). KONINGSVELD (2001) uvadi, Ze
proteiny hlizové vody tvoii z 38 % patatin, z50 % inhibitory protedz a z 12 % ostatni

bilkoviny.



A) Patatinovy komplex (patatin)

Skupina patatinovych bilkovin, diive nespravné oznacovanad tuberin, je skupina
imunologicky identickych glykoproteinii s molekulovou hmotnosti v rozmezi 40 — 43 kDa,
v nativni formé vSak tvori dimer s molekulovou hmotnosti 80 — 88 kDa (BARTA,CURN,
2004). Predpoklada se, Ze patatin je in vivo syntetizovan jako vétsi prekurzor, ktery je do
zralého proteinu zpracovan odstépenim signalniho peptidu (KRISCHNER, HAHN, 1986). Je
pfitomny ve vSech odriiddach brambor a tvoii 20 — 40 % rozpustnych bilkovin bramborovych
hliz (BARTA,CURN, 2004; SHEWRY, 2003).

Za normalnich podminek, kdy rostlina aktivné vytvaii hlizy, se patatin vyskytuje ve
vyznamnych mnozstvich jen v hlizach. V listech, stoncich a kotenech se vyskytuje jen ve
stopovych mnozstvich (BARTA,CURN, 2004).

Tento protein je nejen zasobni protein, ale vykazuje také enzymatickou aktivitu
(ANDREWS et al., 1988). Patatin ma lipid acyl hydroldzovou aktivitu (LAH - aktivita) pro
deacylaci lipidt a tvorbu voskovych esterd (KONINGSVELD, 2001; JIMENEZ et al., 2002;
SHARMA et al., 2004). Uvazuje se o tom, ze by patatin mohl byt zapojen do rezistentni
reakce indukované utokem patogena. LAH - aktivita by mohla byt dulezita pro rychlou
degradaci bunééné membrany a tim rychlou degradaci urcitych metaboliti (HOANG et al.,
2001). Dalgim typem hydrolazové aktivity je acid B-1,3-glukanizova aktivita (TONON et al.,
2001). Patatin je také aktivni jako fosfolipdza A> (JIMENEZ — ATIENZAR et al., 2003). U
patatinu byla zjiSténa vyznamna antioxidacni aktivita, Sirokd esterdzova aktivita a acyl
transferasova aktivita (HOANG et al., 2001; ANDREWS et al., 1988; BARTA et al., 2004).

Moznost vyuziti izolovanych patatinovych bilkovin je v krmivafstvi, v potravinafstvi
k produkei instantnich polévek, omadek ¢ susenych vyrobki z brambor (BARTA,CURN,
2004), nebo jako surovina pro tvorbu potravindisky stabilnich emulzi a pén (RALET,
GUEGUEN, 2000). Pocitd se i1 svyuzitim enzymovych vlastnosti nativniho patatinu
v biotechnologickych procesech (BARTA,CURN, 2004).

B) Bramborové inhibitory prote4z

Inhibitory protedz piedstavuji cca. 20 - 30 % extrahovatelnych bilkovin hliz brambor.

Hraji  vyznamnou roli v obrannych mechanismech proti atakujicimu  hmyzu

......
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v listech je indukovéana poranénim, zatimco v hlizdch se akumuluji jako zdsobni bilkoviny
(BARTA,CURN, 2004).

Hlavni charakteristika inhibitori protedz je, ze jsou to malé, na cystein bohaté
a tepelné rezistentni proteiny s molekulovou hmotnosti 3 - 23 kDa. Predpoklada se, Ze maji
také anti-karcinogenni a pozitivni dieteticky efekt (KONINGSVELD, 2001).
Bramborové inhibitory protedz jsou rozdéleny do sedmi skupin. Jejich zakladni vlastnosti

uvadi tab. 3.

Tab. 3. Rozdé¢leni inhibitorii proteaz a jejich zékladni charakteristika (KONINGSVELD,
2001; POUVREAU et al., 2001)

rozpéti
skupina inhibitori struktura | molekulové | isoelektricky relativni
P rotedz oznaceni| (pocet hmotnosti bod zastoupeni
P monomert)| monomeri (pH) (%)
(kDa)
bramborovy
inhibitor 1 PI-1 5 7,7-179 51-78 4,5
bramborovy
inhibitor 11 PI-2 2 20,4 5,5-69 22
cystein proteazovy | pepp | peiméng 9 | 20,1 -22.8 58-9 12
inhibitor
aspartat protedzovy | p  py 6 199-220 | 62-87 6
inhibitor ’ ’ ’ ’
protedzovy 1nh1b1t9r PKPI ’ 202 8.0 29,0 4
brambor typu Kunitz
ost'fitm' serinove OSPI ) 21,0a21,8 7.5-8.8 15
inhibitory
karboxypeptidazovy
inhibitor Pl : 43 ] :

Bramborové inhibitory protedz vykazuji Siroké spektrum enzymovych inhibici. VSechny
skupiny kromé PCI inhibuji trypsin a/nebo chymotrypsin. PI-2 izoformy vykazuji 82 a 50 %
celkové trypsinové a chymotrypsinové inhibi¢ni aktivity. Silnd riiznorodost ve vySe
zminénych aktivitdch byla pozorovana v ramci jedné skupiny i mezi jednotlivymi skupinami

inhibitort proteaz (POUVREAU et al., 2001).

C) Ostatni bilkoviny

Tato skupina zahrnuje kolem 12 % bilkovin hlizové vody. Pievdzné obsahuje

bilkoviny svy$si molekulovou hmotnosti, napt. lektin (KONINGSVELD, 2001),
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B-1,2-xylosidaza (PEYER et al., 2004), polyfenoloxid4za, enzym zapojeny do syntézy Skrobu
atd. (KONINGSVELD, 2001).

2.2. PSenice

PSenice je na naSem trhu s obilovinami zcela dominantni plodinou, ktera tvoii 56,2 %
nabidky vSech obilovin.

Na zékladé odhadu produkce CSU k 15. 9. 2005 se o¢ekava v CR sklizeni pSenice v roce
2005 v mnozstvi 4536,0 tis. tun. Primérny vynos se ocekava ve vysi 5,53 t/ha. Osevni plocha
pSenice podle soupisu osevnich ploch CSU k 31. 5. dosahla 820,4 tis. ha (KUST, ADAMEC,
2005).

2.2.1. Technologie vyroby pseni¢ného Skrobu

Z hlediska vyroby Skrobu jsou Skrobnaté suroviny srovnatelné. Je mozné ale
konstatovat, ze nejvyhodné&jsi je technologie zpracovani pSenice, nebot vedle Skrobu se
ziskava pieniény lepek (PELIKAN et al., 2002).

Klasicka technologie zpracovani pseni¢né mouky (tab. 4) na Skrob je zalozena na
vypirani Skrobu z hustého tésta. Vznikajici praci voda obsahuje asi 1 - 2 % suSiny. Schéma

vyroby Skrobu znazornuje obr. 2.

Tab. 4. Primérné slozeni pSeni¢né mouky pouzivané pro vyrobu Skrobu (KODET, BABOR,
1991)

slozka obsah v %

voda 14,0
bilkoviny (N x 5,7) 13,5
tuky 1,5
Skrob 68,4
cukry 0,8
vlaknina 1,2

popel 0,6 (n€kdy 0,7)
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Obr. 2. Schéma vyroby pseniéného skrobu (PELIKAN et al., 2002):

[ mouka |
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2.2.2. Vyroba pseniéného skrobu v CR

Kapacita Skrobaren v roce 2001 umoziiovala zpracovani pSenice z plochy 11 000 ha az
20 000 ha. Psenici na Skrob zpracovavaji Skrobarny v Krnové a Havlickové Brodé
a v modernizované $krobarné Batelov, ktera patii Skrobarnam Pelhfimov. Kapacita viech
existujicich pSenicnych skrobaren za rok 2001 byla 110 t zpracované mouky za 24 hodin, coz
dava moznost vyrobit ro¢né az 16 000 t pSeni¢ného Skrobu a 3 000 t lepku. K roku 2003 se
o¢ekavalo dosazeni roéni produkce 30 000 t pseniéného skrobu (JIR, 2001).

2.2.3. SloZeni pSeni¢ného zrna

Chemické slozeni pSeni¢ného zrna je rtiznorodé. Obsahuje Skrob bilkoviny, tuky,
cukry, vlakninu, popeloviny, fosfatiny, vitaminy, fermenty a jiné latky (PRUGAR, HRASKA,
1986).

Tab. 5. Chemické slozeni jednotlivych &asti zrna v % (PRUGAR, HRASKA, 1986)

Skrobovy aleuronova obalové vrstvy zarodek
endosperm vrstva

voda 13,4 11,8 11,1 -
vlaknina 0,3 48,8 76,6 -

N latky 10,2 25,0 9,4 do 40
popeloviny 0,5 5,3 2,9 5,6
tuky 0,9 9,1 - 12,3

Skrob 74,7 - - 23
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VACULOVA (1994) uvadi, Ze obsah $krobu kolisa v evropskych odriidach psenice od
62 do 75%, pricemz mekké pSenice maji vyssi obsah skrobu nez tvrdé.

Strukturalni polysacharidy (celuldza, hemicelul6za, apod.) patii k zivinové skupiné
nazyvané hruba vldknina. Hlavni soucasti bunécnych stén endospermu pSenice jsou
arabinoxsylany, které tvofi ptiblizn€ 88 % z neskrobovych polysacharidt. B-D—glukany jsou
v pSeni¢ném zrné pritomny v nepatrném mnozstvi 0,5 — 1 %. Dal§imi sou¢astmi bunéénych
stén je celuldza a glukomanany (VACULOVA, 1994).

Hrubé vléknina (lignin) a popel jsou pfitomny v 2 — 2,7 % a 1,4 — 2 %. Lipidy v zrné
pSenice kolisaji od 2,54 do 3,32 g / 100 gsuSiny ajejich variabilita je pomérné¢ mala

(VACULOVA, 1994)

2.2.4. Bilkoviny pSeni¢ného zrna

PSenice je nejvyznamnéjSim producentem obilnych bilkovin, protoze produkuje asi
55 % z celkového mnozstvi bilkovin. Primérmy obsah bilkovin v ozimé pSenici je 12,97 %
srozpétim od 6,9 % do 22,0 %. Obsah bilkovin v zrné pSenice zavisi kromé kultivaru
predev§im na klimatickych podminkach, agrotechnickych opatfeni, vyzivé, padé apod.
(PRUGAR, HRASKA, 1986).

Klasifikaci bilkovin endospermu zrna pSenice dle rozpustnosti znazoriuje tab. 6.

Tab. 6. Déleni bilkovin endospermu p3enice dle rozpustnosti (HUBIK, 1991):

obecny nazev nazev specificky pro pSenici rozpoustédlo
albuminy voda
globuliny solné roztoky
prolaminy gliadiny vodny roztok alkoholu
gluteliny gluteniny ziedéné kyseliny a alkalie

Pomérné zastoupeni je 7 - 10 % albumind, 4 - 6 % globulint, 40 - 45 % gliadinQ

a 34 - 45 % glutenint. Nejvyssi nutriéni hodnotu po strdnce aminokyselinového sloZeni maji

albuminy a globuliny, nejnizsi gliadiny (PRUGAR, HRASKA, 1986).

Podle obsahu sirnych aminokyselin v molekule bilkoviny rozdélit prolaminy do tii

skupin (HUBIK, 1991; SHEWRY, 1997):
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Tab. 7. Dé€leni prolaminii dle obsahu sirnych aminokyselin

vysokomolekuldrni _ ‘
) S-chudé prolaminy S-bohaté prolaminy
prolaminy
gliadiny,
_ vysokomolekularni o
pSenice ‘ ‘ gliadiny nizkomolekuldrni
podjednotky gluteninti . ‘
podjednotky gluteninii

Proti déleni dle rozpustnosti se uvadi mnoho namitek, napt. bilkoviny jedné skupiny
jsou castecné rozpustné v extrakénich Cinidlech skupiny druhé. Soucasné uplnost extrakce
bilkovin zavisi na podminkdch prosttedi a prubéhu extrakce (povaha rozpoustédla,
koncentrace roztoku, teplota, pH apod.). Nékdy se albuminy a globuliny oznacuji rozpustné
bilkoviny a gliadiny a gluteiny bilkoviny lepku. V poslednich letech se vSak v terminologii
nejcastéji pouziva déleni podle funkéniho vyznamu bilkovinnych slozek na tzv.
protoplazmatické a zasobni bilkoviny. Protoplazmatické bilkoviny tvofi velmi slozitou ¢ast
bilkovin s rozlicnymi funkcemi. Patii k nim katalytické a konstitu¢ni bilkoviny (PRUGAR,
HRASKA, 1986).

A) Protoplazmatické bilkoviny

Protoplazmatické bilkoviny jsou velmi heterogenni, maji pfiznivou skladbu
aminokyselin a jejich obsah je pod silnou genetickou kontrolou.

Konstituéni  bilkoviny jsou predstavovany albuminy, globuliny, dusikem
nerozpustného zbytku a c¢asteCné gluteniny. V zrné se nachdzeji nejvice v zarodku
a v aleuronové vrstve.

Katalytické bilkoviny jsou enzymaticky aktivni. Patfi k nim albuminy a globuliny

(PRUGAR, HRASKA, 1986).

Albuminy jsou bilkoviny rozpustné ve vodé pii slabé kyselé nebo neutrdlni reakci.
Usazuji se u¢inkem soli a koaguluji pfi vareni.

Obsah albuminti kolisa podle podminek extrakce a v zavislosti na kultivaru a je
udavan spolu s globuliny na 10 - 15 %. Nejvétsi ¢ast albumint pSeni¢ného zrna se nachazi

v zarodku.
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Albuminy jsou velmi heterogenni smési vice slozek s rozlicnym aminokyselinovym
slozenim. Elektroforézou ve Skrobovém gelu lze albuminy rozdélit na 21 podfrakei. Celkova
mnozstvi major a minor komponentti albuminti je od 17 - 25, ¢imz se jevi bilkoviny albumint
jako nejheterogennéjsi bilkoviny pSeni¢ného zrna. Molekulovd hmotnost albumini je

z bilkovinnych frakci zrna nejmensi — 17000 az 28000 (PRUGAR, HRASKA, 1986).

Globuliny jsou bilkoviny rozpustné v roztocich neutralnich soli, ale nerozpustné ve
vodé. V zrn€ obili se nachazeji v nepatrném mnoZzstvi.

Globuliny podobné jako albuminy jsou soucasti konstitucnich bilkovin a maji
katalytické ucinky. Jsou to velmi heterogenni bilkoviny sloZzené z 15 - 21 komponent.
Molekulova hmotnost globulini je v rozmezi 25 000 az 300 000. Pfevazna cast globulint
pSeni¢ného zrna se nachézi v aleuronové vrstvé a v zarodku. Obsah globulind je geneticky

kontrolovany a pomérné malo ovlivnény prostfedim (PRUGAR, HRASKA, 1986).

B) Zésobni bilkoviny

Zasobni bilkoviny tvoii skupinu specializovanych bilkovin s relativné mensim poctem
komponentti a hor§im aminokyselinovym sloZzenim v porovnani s albuminy a globuliny. Tvofi
je gliadiny a gluteniny. Charakterizuje je vysoky obsah glutaminu a kys. glutamové a prolinu.
Pomér a mnozstvi zasobnich bilkovin je v pSeni¢ném zrn¢ velmi variabilni, méni se se
zménami obsahu celkovych bilkovin v zévislosti na podminkach péstovani, genetickych

zvla§tnosti a také v procesu dozravani (PRUGAR, HRASKA, 1986).

Gliadinové bilkoviny endospermu zrna pSenice tvoii bilkovinnou matrix, kterad

obklopuje spolu s jinymi bilkovinami $krobové zrna endospermu (HUBIK, 1991).

Gliadiny jsou spolu s gluteniny hlavni soucasti lepku, pficemZ rozhodujici mirou
ovliviiuji jeho fyzikadlni a chemické vlastnosti. V zrné pSenice tvoii hlavni ¢ast bilkovin,
pricemz jejich obsah je rozdilny v zéavislosti na vnéjSich podminkéch, péstitelské oblasti,
kultivaru a podminkach extrakce (PRUGAR, HRASKA, 1986). Aminokyselinové slozeni
ukazuje velky podil kys. glutamové a prolinu a nizky obsah esencialnich aminokyselin. Toto
aminokyselinové sloZzeni je nezadouci, zvlasté¢ znutri€niho hlediska, a jelikoz gliadinova
frakce tvoti cca 30 — 40 % celkového obsahu bilkovin zrna pSenice, je zdvaznym problémem

(HUBIK, 1991).
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Gliadiny jsou velmi heterogenni bilkoviny sloZené zmnoha slozek (PRUGAR,
HRASKA, 1986). Na elektroforetickém spektru, poiizeném elektroforézou na
polyakrylamidovém nosic¢i v prostiedi Al-laktatového pufru pH 3,1 se gliadinové spektrum
rozpadne na 4 skupiny: a ,B, vy a ® gliadiny. Molekuly gliadinii jsou relativné malé, jejich
hmotnost se pohybuje okolo 35 kilodaltonti (HUBIK, 1991).

HUEBNER (1990) rozd¢lil chromatograficky gliadiny na HMW gliadiny, omega
gliadiny a LMW gliadiny. Ctvrta, pozdéji eluovana frakce, obsahovala LMW (<25kD)
proteiny, pravdépodobné albuminy.

Gliadiny jsou ochotné rozpustné v 50 - 90 % vodném roztoku ethanolu s maximem

kolem 70 % (NIERLE, EL BAYA, 1990).

Gluteninové bilkoviny jsou tvofeny velkymi agregaty makromolekul, dosahujicich

hmotnosti fddové miliont daltoni. Jsou tvoreny mezimolekularnimi disulfidickymi vazbami
z mensSich bilkovinnych molekul, tzv. gluteninovych podjednotek. Gluteninové agregaty
bilkoviny jsou zapojeny rozhodujici mérou do tvorby lepku a vyznamné se podileji na
technologické kvalité zrna psenice (HUBIK, 1991).

Gluteniny jsou nejméné rozpustnou c¢asti pSenicné mouky, charakteristické
rozpustnosti v ziedénych kyselindich a zasadach, ale nerozpustné v neutrdlnich solnych
roztocich. Jsou pomérné bohaté na aminokyseliny arginin, prolin a kys. glutamovou
(NIERLE, EL BAYA, 1990).

Redukci disulfidickych vazeb se ziskaji tzv. gluteninové podjednotky, které Ize
elektroforézou rozdé¢lit na dvé skupiny - na nizkomolekularni (LMW) a vysokomolekuldrni

(HMW) podjednotky gluteninti (HUBIK, 1991; MOSLETH et al., 1990).

2.3. Metody izolace bilkovin

Rozpustnost bilkovinné molekuly ve vodném rozpoustédle je podminéna rozmisténim
nabitych hydrofilnich a hydrofobnich skupin na jejim povrchu. Tyto nabité skupiny na
povrchu interaguji s iontovymi skupinami rozpoustédla. Bilkovinnd srazenina se vytvari
agregaci bilkovinnych molekul, zptisobenou zménou pH nebo iontové sily, nebo pfidanim
misitelného organického rozpoustédla ¢i jinych inertnich roztoki nebo polymera. Stupen

agregace bude také ovlivnén teplotou (ROE, 2001).
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2.3.1. Koagulacni techniky

A) Isoelektrické srazeni

Nejjednodussi metodou srdzeni bilkovin je regulace pH roztoku na pH blizké nebo
rovné isoelektrickému bodu bilkoviny. Pfi pH nad pl pfevazuje na molekule proteinu
negativni ndboj a molekuly se navzajem odpuzuji. Naopak pii pH pod pl jsou molekuly nabité
kladn€¢ a opét se odpuzuji. V pI dojde k vyruSeni kladnych a zapornych ndbojli, nedojde
k elektrostatickému odporu mezi molekulami a molekuly se pfitahuji. To vede k tvorbé
srazeniny. Pfi isoelektrickém sraZeni vSak mulze dojit k denaturaci a inaktivaci bilkoviny

(ROE, 2001).

B) SraZeni rostouci iontovou silou (vysolovani)

Srazeni pfidanim neutralnich soli (napf. siran amonny) je asi nejpouzivanéj$i metoda
pro rozdéleni bilkovin pfi srazeni. Nedochéazi k denaturaci a je zachovana aktivita po
rozpusténi peletu. Vysolovani je zavislé na hydrofobni povaze povrchu bilkovin. Hydrofobni
skupiny jsou pfevazné uvniti molekuly, ale n¢jaké jsou i na povrchu, kde tvoti hydrofobni
plochy. Tato mista jsou obklopena vodou, ale po pfidani soli je voda nahrazena ionty.
Hydrofobni plochy jednotlivych molekul zacnou navzajem interagovat a dochézi k agregaci.
Bilkoviny s vétSimi hydrofobnimi plochami interaguji diive a tak dochazi k frakcionaci

(ROE, 2001).

C) Sréazeni organickymi rozpoustédly

Mnoho proteinll je mozno srazet piidanim rozpoustédel misitelnych s vodou, jako je
aceton a etanol. Pridani téchto rozpoustédel snizuje dielektrickou konstantu roztoku a tim jeho
solvatacni schopnost. Tak se snizi rozpustnost bilkoviny a muize dojit k agregaci
elektrostatickou pfritazlivosti. Srazeni je rychle;jsi, pokud je pH blizké pl proteinu. Pro snizeni

rizika denaturace se srazeni provadi pti teploté kolem 0 °C (ROE, 2001).
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D) Srazeni vysokou teplotou

Vysoka teplota zplisobuje denaturaci rozrusenim mnoha mustkd, spojujicich bilkovinu
do nativni konformace - napt. van der Waalsovy sily, iontové interakce a v extrémnich
pripadech 1 peptidické vazby (ROE, 2001). Tepelné sraZzeni ma velmi vysoké vynosy, ale
sraZenina jiZ neni zpétné€ rozpustna pii neutralnim pH (KONINGSVELD, 2001).

2.3.2. Chromatografické techniky

Chromatografie je separa¢ni technika zalozend na sorpci a desorpci (KERESE, 1984).
Vzorek se nanadsi mezi dvé faze — stacionarni (nepohyblivd) a mobilni (pohybliva). Diky
pohybu mobilni faze je vzorek touto soustavou undsen. Slozky vzorku, které Inou ochotné&ji
ke stacionarni fazi nez k fazi mobilni, se pfi pohybu zdrzuji vice nez jiné slozky, které se ke
stacionarni fazi poutaji htite. Tim se slozky postupné od sebe separuji (KLOUDA, 1994).

Pro separaci proteind, peptidi ¢i aminokyselin je mozno pouzit adsorpéni

a iontovyménnou chromatografii (KERESE, 1984).

A) Tontovyménnd chromatografie

O separaci rozhoduji rtzné velké elektrostatické pfitazlivé sily mezi funkénimi
skupinami stacionarni faze a ionty vzorku. Stacionarni fazi je méni¢ iontl. Tim je
makromolekuldrni matrice nesouci vhodné funkéni skupiny kyselé nebo zasadité povahy.
Kazda tato funk¢ni skupina je pevné vazanym iontem, na ktery je iontovou vazbou pfipojen
protiion s opaénym nabojem. Tento protiion je vyméiovan iontem stejného znaménka naboje
obsazenym v kapalné fazi. Pfi tom se uplatiiuji Coulombovy sily (KLOUDA, 1994). Néboj
proteini a peptidi v roztoku je dan nejen pfitomnosti kyselych, neutrdlnich ¢i zéasaditych
aminokyselin, ale i pH roztoku (KERESE, 1984) Pro izolaci bramborovych bilkovin se
testovalo pouziti iontovyménné chromatografie na carboxymethylcelulose (polysacharid
interagujici s hlizovymi proteiny), nutno ale pouzit nizké pH (1,5 — 4,0). Vysledny produkt je
tedy ¢astecné denaturovany (KONINGSVELD, 2001). Pro izolaci patatinu je dale mozno
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pouzit techniku Expanded Bed Adsorption, avSak pro primyslové pouziti je tato technika

ptili§ draha (KONINGSVELD, 2001).

B) Adsorpc¢ni kapalinova chromatografie

O separaci rozhoduje riznd schopnost slozek poutat se (adsorbovat se) na povrch
stacionarni faze (KLOUDA, 1994). Pro izolaci bilkovin a peptidi jsou stacionarni fazi
adsorbenty obsahujici hydrofilni skupiny, napt. hydroxid hlinity, kaolin nebo celulosa.
Proteiny a peptidy jsou na tyto nizkokapacitni sorbenty vazadny van der Waalsovymi silami

(KERESE, 1984).

2.3.3. Membranové¢ techniky

Membranové techniky umoznuji zakoncentrovani roztokii a separaci jeho slozek bez
pouziti tepla. Céstice jsou oddélovany na zékladé jejich velikosti a tvaru s pouzitim tlaku
a specialné navrzené polopropustné membrany (ANONYM, 2006). Tyto membrany se
zhotovuji z organickych polymerti — celulosa a jeji estery, polyamidy, metakrylat, apod.
(KLOUDA, 1994). Pokud aplikovana mechanicka sila prevysi osmoticky tlak, voda je
nucena prostupovat proti koncentraénimu gradientu. Kapalina prochézejici membréanou je
nazyvana permeat, frakce ktera membranou neprojde retentat (ANONYM, 2006).

Pro zakoncentrovani vod Skrobarenského pramyslu byly testovany piedevsim

ultrafiltrace a reverzni osmoéza.

A) Ultrafiltrace

Velikost portt membran pro ultrafiltraci je v rozmezi 0,001 — 0,1 pum. Castgji se ale
tyto membrany klasifikuji podle molekulové hmotnosti latek, které jiz membranou nemohou
projit. Zde se uvadi rozpéti 1 000 — 1 000 000 Da (HARRISON et al., 2003). Pti izolaci
bilkovin hlizové vody se pro zabranéni nadmérnému znecisténi membrany provadi pied
vlastni ultrafiltraci koagulace bilkovin pfiddnim CaHPOs4 do pH 7,5 (KONINGSVELD,
2001).

B) Reverzni osmoza (hyperfiltrace)
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Do permeatu prochézeji ¢astice o mensi molekulové hmotnosti nez 150 — 250 Da

(voda).

3. CIL PRACE

Cilem ptedkladané prace je demonstrovat moznost izolace potencidlné vyuzitelnych
vodorozpustnych bilkovin pSenicného zrna a bramborové hlizy. Jednd se o nutriéné
a biologicky zajimavé hlizové bilkoviny, které se uvoliuji do tzv. hlizové vody (PFJ),
vznikajici jako odpad pfi vyrobé bramborového Skrobu a déale o pSenicné bilkoviny, které
zustavaji v obdobném odpadnim produktu, ktery je produkovan pii zpracovani pSenice na
Skrob. Pozornost byla zaméfena zejména na vyuziti precipitanich technik, po kterych byla
zachovana rozpustnost izolovanych bilkovin. Hodnocena byla vytéZnost precipitace, podil
op¢ctovné rozpustnych bilkovin a elektroforetické spektrum proteinti ve vychozich materidlech

a ve finalnich precipitatech.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Vychozi material - hlizova voda brambor a pSeni¢na praci voda

Pouzity byly dva typy odpadnich vod vznikajicich v pribéhu produkce Skrobu.
Jednalo se o tzv. hlizovou vodu brambor (dale PFJ), ktera vzniké pfi zpracovani brambor na
Skrob, a dale byla pouzita centrifugovana Skrobova voda (imitace praci vody vznikajici ve

Skrobarenském primyslu pti vyrobé pSeni¢ného Skrobu).

A. Primyslova hlizova voda

Primyslova PFJ byla ziskdna pifimo ze Skrobarenského provozu (Lyckeby Amylex
a.s., Horazd'ovice). PFJ byla zamraZena v PET lahvich a slouzila jako uniformni, zasobni
zdroj pro nasledné analyzy. Po rozmrazeni byla hlizova voda centrifugovana (15 min; 3600g;
4 °C) a tekuty podil prefiltrovan papirovym filtrem KA1 ( Fischer). Vysledny filtrat byl

pouzit pro veskeré¢ testy.

B. PSeni¢na praci voda

Centrifugovana Skrobova voda byla pro tento ucel pfipravena pomoci pfistroje
Glutomatic 2300. 10g navazky bylo vypirdno jedenkrat po dobu 2 minut a to se opakovalo 4x
z dané¢ho mnozstvi vzorku. Na 10g vzorku bylo spotiebovano cca 100 ml 2 % roztoku NaCl
(ptipraveno ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby v Praze). Praci voda byla zamraZzena
v PET lahvich a slouzila jako uniformni, zasobni zdroj pro analyzy. Po rozmrazeni byla
hlizovéa voda centrifugovéna (15 min; 3600 g; 4 °C) a tekuty podil piefiltrovan papirovym
filtrem KA1 (Fischer). Vysledny filtrat byl pouzit pro veskeré testy.

4.2. Precipitace proteint
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Pted ptidanim precipitacniho ¢inidla bylo pH hlizové i pSenicné vody upraveno na
hodnotu 5,0. Koncentrace precipitacnich Cinidel a metodika vychézeji z ptedchozich pokust
(KONINGSVELD et al., 2001; BARTA et al., 2006; HERMANOVA et al, 2006).
Precipitacni ¢inidla (viz. tab. 8) byla pfidavana k 8 ml takto upravené hlizové vody a k 25 ml
takto upravené pSeni¢né vody (25 ml pSeni¢né vody bylo pouzito z diivodu nizkého obsahu
susiny a proteinu ve vzorku). U vSech variant pouzitych aditiv probihala precipitace po dobu
60 minut pii teplot¢ 0 °C. Vzorky byly nasledné centrifugovany (10 min, 4 °C, 3600 g)
a dvakrat promyty ptfidanim 5 ml 0,1M Na-acetitového pufru pH 5,0 s ekvivalentnim
mnozstvim piislusného precipitacniho ¢inidla pro udrZeni precipitovaného stavu. V ptipadé
kyseliny, jako aditiva, byly precipitaty promyvany tymz pufrem pH 3,5. Po kazdém promyti
byly vzorky centrifugovany (10 min., 4 °C, 3600 g). Pfed promyvanim byly z tekutého podilu
odebrany vzorky pro pozd€jsi determinaci frakci proteinu (SDS-PAGE). Celkem byly
provedeny CcCtyfi opakovani precipitace u kazdého cinidla. Vzorky byly lyofilizovany
a nasledné byla u precipitati zjiSt€éna hmotnost susiny, dva vzorky byly pouzity pro stanoveni

obsahu N a zbyl¢ dva vzorky pro test zpétné rozpustnosti.

Tab. 8. Ptehled precipitacnich aditiv — koncentrace pouZzitych roztokli a mnozstvi aditiva

pfidaného k hlizové a pSeni¢né vodé.

Vysledna
Aditivam koncentrace Pridano k 8 ml hlizové Pridano k 25ml pSeni¢né
aditiva w/w v PFJ vody vody
Vysledné pH*
. konc. kys.octova (do konvc. lfys.(v)ctova (c!o
Kys. octova 3,5% . . dosazeni pozadovaného

dosazeni pozadovaného pH) pH)

Ethanol 20 % 2 ml abs. ethanolu 6,25 ml abs. ethanolu

FeCls 15 mM 142 pl 1M roztoku 444 ul 1M roztoku

4.3. Testovani zpétné rozpustnosti precipitati

K promytym precipitatim bylo pfidano 20 ml 100 mM Na-fosfatového pufru; pH 7,0.
Pti pouziti FeCls jako precipitacniho ¢inidla, obsahoval vyse zminény pufr 30 mM EDTA.
Precipitaity byly dikladné roztiepany v pufru, inkubovany 60 minut pii 30 °C
a centrifugovany (15 min., 3600 g, 22 °C). Z tekuté¢ho podilu byly odebrany vzorky pro
pozdéjsi determinaci frakei proteinu (SDS-PAGE). Nerozpustny precipitdit byl opét

lyofilizovéan a néasledné analyzovan obsah N na elementarnim analyzatoru FLASH EA 1112.
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Podil rozpustného proteinového N byl stanoven negativné odectem nerozpustného N od

celkového proteinového N.

4.4. Analyza obsahu dusiku

Obsah dusiku (N) v suSiné precipitatd resp. hlizové vody brambor a pSeni¢né praci
vody byl stanoven prostfednictvim elementarniho analyzatoru FLASH EA 1112. Material
pied vlastni analyzou byl upraven lyofilizaci a N byl stanoven na zakladé¢ dvou opakovani.
Proteinovy N ve vychozim materialu (hlizova voda a pSeni¢na praci voda) byl stanoven jako
N obsazeny v precipitatu ziskaného piisobenim TCA. Pro vysrazeni celkového proteinu
testovan¢ho materialu byla pouzita 100 % TCA (500 g TCA ve 350 ml dH20). 250 pl 100%
TCA bylo pfidano k1 ml vzorku. Vzorky byly inkubovany 20 minut pii teplot¢ 4 °C
a nasledn¢ centrifugovany (15 min., 3600 g, 4 °C). Vznikly pelet byl 2x promyvan 200 pl
acetonu. Nerozpustny precipitat byl lyofilizovin a nasledné analyzovdan obsah N na

elementarnim analyzatoru FLASH EA 1112 (obr. 3).

Obr. 3. Pracovni schéma znézoriujici analyzu na elementarnim analyzatoru dusiku
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4.5. SDS-PAGE elektroforéza
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Determinace bilkovinnych spekter byla provedena u nevysrazené¢ho podilu a rozpustné
¢asti precipitati s vyuzitim elektroforetické techniky SDS-PAGE. Byl sledovan vliv riznych
typt precipitacnich ¢inidel na frakéni slozeni bilkovin rozpustné ¢asti precipitatii v porovnani
s pivodnim kvalitativnim zalozenim frakci bilkovin u vychoziho materidlu — hlizové vody
brambor a pSenicné praci vody.

Béhem testovani zpétné rozpustnosti ziskanych precipitati bylo zkazdé varianty
odebrano 200 pl supernatantu. Ke vzorkiim bylo ptidano 200 pl extrakéniho pufru (0,0625 M
Tris-HCI, pH 6,8, 5 % 2-merkaptoethanol, 2 % SDS) a v8e bylo ponechéano pti 4 °C po dobu
4 hod. Po ptidani 100 pl nanaseciho pufru (5 x NP: 5 ml 1.25 M Tris-HCI, pH 6.8, 2.3 g SDS,
10 ml glycerol, 5 mg Bromophenol Blue; k 500 pl pufru se tésné pied pouzitim pfida 170 pl
2-merkaptoethanolu) a promichéani byly vzorky 2 minuty vafeny ve vodni lazni. Na gel byly
vzorky nandSeny v mnozstvi 20 ul. Pro dé€leni proteinti byla pouzita deskova denaturacni
elektroforéza na polyakryamidovém gelu — 4 % zaostiovaci gel a 10 % separacni gel
(LAEMMLI, 1970). Detekce bilkovin byla provedena barvenim roztokem Coomassie
Brilliant Blue pfes noc. Po detekci byly gely odbarveny od nespecifického ,barveni®,
dehydratovany a nasledné ususeny (BARTA, 2002). Ziskané gely byly zpracovany digitalni

obrazovou analyzou.

25



5. VYSLEDKY

Vysledkova ¢ast prace je rozdélena do tfech kapitol — prvni kapitola se zabyva
vSeobecnym popisem vychoziho materidlu (PFJ a pSenicnd praci voda) z hlediska vlastnosti,
které mohou ovlivnit precipitaéni proces — pH, obsah susiny, obsah N (mg . ml'") a mnozZstvi
proteinu, ktery lze ziskat pomoci TCA (tzv. TCA protein). Druhd kapitola se zabyva
testovanim mozného vyuziti precipita¢nich €inidel (kys. octova, etanol a FeCls) pro izolaci
bilkovin z primyslové PFJ a pSeni¢né praci vody za standardnich podminek (precipitace na
ledu). Sledovan byl proces precipitace z hlediska celkové vytéznosti a zpétné rozpustnosti
precipitovaného proteinu. Optimalizace precipitacniho procesu spociva ve snaze ziskat
maximalni mnozstvi proteinu s co nejvyssi zpétnou rozpustnosti. Zpétné€ rozpustny protein je
pro tyto Ucely povaZovan za protein, ktery si ponechal nativni charakter (KONINGSVELD et
al., 2001). Tteti Cast se zabyva hodnocenim bilkovinnych frakei pomoci denaturacni
elektroforetické techniky SDS-PAGE. Hodnocena byla bilkovinnd spektra proteind, které
nebyly danymi precipitacnimi Cinidly vyizolovany a bilkovinna spektra rozpustného podilu

proteinového izolatu.
5.1. Charakterizace vychoziho materialu

Vychozi materidl, ktery nasledné slouZil k izolaci hlizovych a pSeni¢nych bilkovin byl
testovan z hlediska pH, obsahu suSiny, obsahu N, obsahu hrubého proteinu (N*6,25) obsah

¢istého (TCA) proteinu a byla také zjisténa objemova hmotnost.

Tab. 9. Charakterizace vychoziho materialu

Hruby TCA . .
. . Objemova
H % N protein protein hmotnost
P suSiny | (mg.ml") | N*6,25 N625 | )
(mg.ml") | (mg.ml") g-
Hlizova voda 5,68 7,18 4,21 26,30 15,26 1473,70
PSeni¢na voda 6,34 2,50 0,26 1,63 1,27 1477,23
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Hlizova voda vznikajici pfi zpracovani brambor na Skrob obsahuje v priméru vyssi
zastoupeni susiny (7,18 %) v porovnani s pSeni¢nou vodou (2,50 %). Stejné tak i obsah N je
u hlizové vody vyssi: 4,21 mg . ml™! v pfipadg hlizové vody a 1,63 mg . ml™! u pSeni¢né vody.
Z hlizové vody bylo pomoci TCA vysrazeno 15,26 mg . ml! proteinu, coz piedstavuje
58,02 % z celkového hrubého proteinu PFJ. Tento tzv. TCA protein je dale povazovan pro
ucely této prace za Cisty protein PFJ. V ptipadé pseni¢né vody bylo pomoci TCA vysrazeno
77,9 % z obsahu N (tzv. hrubého proteinu), tento TCA protein (1,27 mg . ml') je opét
povazovan za Cisty protein pSeni¢né vody.

U hlizové vody bylo zjisténo nizs$i pH nez v ptipadé pSeni¢né vody, coz pravdépodobné
znamend vys$$i pl rozpustnych pSeniénych proteinu. Vzhledem k vyznamu vlivu
isoelektrického bodu (pl) proteinti na jejich rozpustnost v urcitych hodnotdch pH prostiedi
muze byt tato skute¢nost vyznamnou pii vlastni precipitaci.

Objemova hmotnost hlizové vody ¢&inila 1473,70 mg . ml™!, u p3eni¢né vody byla tato

hodnota jen nepatrné vyssi (1477,23 mg . ml™).

5.2. Testovani precipitatnich c¢inidel — vytéznost a zpétnd rozpustnost

bilkovinnych izolath

V ramci tohoto experimentu byla testovana precipitacni Cinidla, ktera by mohla byt
vyuzitelna pfi izolaci ,,odpadnich® bilkovin z hlizové a pSeni¢né vody. Cilem precipitace za
stabilnich podminek je nalezeni precipitacniho Cinidla, které zajisti maximalni vytéZnost
precipitaéniho procesu a zaroven co nejvysSi miru rozpustnosti tohoto vyizolovaného
proteinu. Ziskané hodnoty, uvedené vtab. 10 a 11, byly statisticky zpracovany pomoci

programu STATISTICA 6.0 za pouziti Tukey HSD testu.

Tab. 10: Vytéznost precipitacniho postupu v zavislosti na typu pouzitého precipitacniho

¢inidla; hlizova voda brambor (PFJ)

. , Rozpustny
Proeln | oy (Neromustndl o\ protein | %
Precipitacni (m’) z celkového N*6,25 (mg) | celkového| N*6,25 |z celkového
ginidlo %) | Tca =S M) 1eaA (mg) TCA
vysrazeny . vysrazeny . (e .
7 1ml PFJ proteinu 7 1ml PFJ proteinu | vysrazeny | proteinu
z 1ml PFJ
Kys. octova 9,31° 60,99 8,25° 54,05 1,06° 6,95
Etanol 6,52° 42,70 4,20° 27,49 2,32¢ 15,21
FeCls 17,95° 117,63 8,172 53,52 9,78° 64,11
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TCA 15,26 100 / 100 / 100

Pozn.: Shoda pismen indikuje neprikaznost rozdili mezi precipitatnimi c¢inidly na hladiné
vyznamnosti o = 0,05 (Tukey HSD test)

Jak vyplyva z tabulky 10 a nasledné z grafu 1A pfi izolaci hlizovych bilkovin z PFJ
TCA proteinu), tak i1 z hlediska rozpustnosti ziskaného proteinu. Zpétna rozpustnost u FeCls
¢inila 64,11 %. Denaturacni vliv na izolovany protein byl potvrzen pfi pouziti kys. octové,
prestoze celkova vytéznost precipitace je relativné vysoka 60,99 % TCA proteinu, zpétna
rozpustnost ziskaného proteinu je velmi nizkd 6,95 %. Zajimava je nizkd vyté€znost i zpétna
rozpustnost proteinu pii pouziti etanolu jako precipitaéniho ¢inidla. VytéZnost Cinila pouze

42,70 % TCA, zpétna rozpustnost 15,21 %.

Tab. 11: Vytéznost precipitacniho postupu v zavislosti na typu pouZitého precipitaéniho

¢inidla; centrifugovand skrobové voda pSenice

. , Rozpustny
Il;r*06t ezlg % Ne;:z[:;;tny % protein %
Precipitacni (m,) z celkového N*6,25 (mg) z celkového| N*6,25 |z celkového
ginidlo 2) | TCA =2 A (mg) TCA
vysrazeny . vysrazeny . (e .
7 1ml PFJ proteinu 7 1ml PFJ proteinu | vysrazeny | proteinu
z 1ml PFJ
Kys. octova 0,38? 30,25 0,30° 23,85 0,08? 6,40
Etanol 0,61° 47,74 0,17 13,67 0,43° 34,07
FeCls 0,40° 31,43 0,23? 18,01 0,17% 13,42
TCA 1,27 100 / 100 / 100

Pozn.: Shoda pismen indikuje neprikaznost rozdili mezi precipitatnimi c¢inidly na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 (Tukey HSD test)

Vytéznost a zpétnd rozpustnost pSenicného proteinu je pii pouziti stejnych
precipitacnich ¢inidel jako v pfedchozi ¢asti zndzornéna v tabulce 11 a grafu 1B. Na rozdil od
izolace hlizového proteinu byla vtomto ptipadé nejispésnéjsi izolace pomoci etanolu —
celkova vytéznost ¢inni 47,74 % TCA proteinu, zpétnad rozpustnost 34,07 %. Pfi pouziti kys.
octové byla zjiSténa niz8i vytéznost nez u hlizového proteinu, zde Cinila 30,25 %, ovSem
denaturacni Uc¢inek je obdobny. Zpétna rozpustnost je u pSenicného proteinu pouze 6,04 %
TCA proteinu. Na rozdil od hlizového proteinu byla precipitace pomoci FeCls relativné

netspesna — vytéznost Cinila 31,43 % a zpétna rozpustnost pouze 13,42 %.
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Graf 1. Vytéznost precipitatniho postupu v zavislosti na typu precipita¢niho ¢inidla
A. Precipitace hlizovych bilkovin brambor z odpadni Skrobarenské vody

Proces precipitace vzavislosti na typu precipita¢niho ¢inidla
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B. Precipitace pseni¢nych bilkovin z praci vody
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5.3. Determinace bilkovinnych frakci pomoci SDS-PAGE
V prubéhu precipitace byl sledovan vliv pouzitych precipitacnich ¢inidel na zmény ve

slozeni bilkovinnych frakci. Separace denaturovanych bilkovin pomoci SDS-PAGE techniky

byla provedena u vzorkli nevysrdzené Casti hlizové vody a pSeni¢né praci vody a dale
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u vzorkll rozpustného podilu ziskanych precipitatli. Srovndvacim standardem byl vzorek

puvodni hlizové a pSeni¢né praci vody.
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Spektra bilkovinnych frakci, ziskanych pomoci SDS-PAGE techniky odpovidaji

u vétSiny testovanych variant vysledkiim prezentovanym v predchazejici kapitole.

A) Izolace bilkovin z hlizové vody

Jak je patrné z obrazku 4 pfi pouziti kyseliny octové a etanolu jako precipitacnich
Cinidel, zGstala vroztoku velkd Cast nevysrazenych bilkovinnych frakei. Pfi srovnani
zastoupeni bilkovinnych frakci v ptivodni hlizové vodé je patrné, Ze kyselina octova
zanechava v nevysraZzeném podilu piedevSim proteiny spadajici do oblasti inhibitor protedz
(0 - 25 kDa). Pouzitim etanolu nedoSlo k vysraZeni casti bilkovin patatinové oblasti
(cca 43 kDa). Pouziti FeCls vysrazelo patatin témer zcela, ¢ast proteinti v oblasti inhibitori
proteaz zlistalo nevysrazeno. Bilkovinné frakce zachovavajici si zpétnou rozpustnost jsou
zobrazeny na obr. 5. Tato spektra koreluji se zadvéry uvedenymi k predchazejicimu obrazku
a zavéry o vlivu precipitacniho €inidla na zpétnou rozpustnost precipitatu. Pfi pouziti kys.
octové je patrné, Ze rozpustnost bilkovin byla minimalni, a to ve vSech sledovanych frakcich.
Pii pouziti etanolu a FeCls je rozpustnost bilkovinnych izolath vyssi, zvlasté pak v ptipadé
FeCls. Vyznamna v piipadé pouziti FeCls je zachovani rozpustnosti zejména u nutricné cenné

patatinové frakce.

B) Izolace bilkovin z pSeni¢né praci vody

Pti srovnani zastoupeni bilkovinnych frakci hlizové a pseni¢né praci vody je ziejmé,
Ze pSenicna praci voda obsahuje méné proteinu (viz obr. 6 a 7). Hlavni bilkovinné frakce
nachazeji se v pSeni¢né praci vod¢ jsou piiblizn€ na trovni 55 kDa, 29 kDa, 25 kDa a 21 kDa
a vyrazna frakce v oblasti cca 14 — 6,5 kDa. Mén¢ vyrazna oblast pruhi se nachéazi v oblasti
mezi 55 — 35 kDa. U varianty kys. octova a etanol zlstavaji hlavni bilkovinné frakce pSeni¢né
praci vody nevysrazené, oblast mezi 55 — 35 kDa byla vysrazena. Pii pouziti FeCls jsou
vysrazeny vSechny vyznamné frakce s vyjimkou proteini s malou molekulovou hmotnosti
(oblast 14 — 6,5 kDa). Pfi detekci proteinovych frakei v zpétné rozpustné casti byly
detekovany bilkovinné frakce v oblasti cca 45 — 50 kDa u varianty etanol. U ostatnich ¢inidel

se nepodafilo bilkovinné frakce detekovat.
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6. DISKUSE

Bakalatska prace se zabyvala objasnénim moznosti vyuziti precipitacnich cinidel
etanolu a FeCls pro izolaci bilkovin z hlizové vody brambor a pSeni¢né praci vody, které
vznikaji jako odpad pii zpracovani brambor respektive psenice na skrob (BARTA et al., 2006;
ZWIINENBERG et al., 2002; KONINGSVELD et al., 2001). Metodika pouzitd v pokusu je
modifikaci metodiky uvadéné v praci KONINGSVELD (2001), kde byla prezentovana
moznost vyuziti riznych precipitacnich cinidel (rtizné kyseliny, soli kovii a organicka
rozpoustédla) pro izolaci bramborovych bilkovin z hlizové vody. Izolace pSeni¢nych proteint
pomoci zminovanych precipitacnich ¢inidel nebyla doposud v dostupnych literarnich zdrojich
presentovana.

Jiz pfi hodnoceni zdkladnich charakteristik hlizové a pSeni¢né praci vody, byly
zjistény vyznamné rozdily ve vychozim materidlu. Kromé& hodnoty pH se jednéd ptedevsim
o mnozstvi suSiny a tedy i mnozstvi hrubého a cistého proteinu. PSenicnd praci voda
obsahovala mens$i mnozstvi susiny, hrubého i Cistého proteinu nez hlizova voda. Z tohoto
hlediska se pouziti precipitacnich ¢inidel pro izolaci ,,odpadnich bilkovin jevi vyhodné;si
u odpadni hlizové vody. Nizky obsah suSiny resp. proteinu ve vychozim materidlu je
v ptfipadé primyslové izolace bilkovin mozné feSit zakoncentrovanim odpadni vody
membranovymi technikami, predev§im reversni osmézou (ZWIINENBERG, 2002; BARTA
et al., 2006), coz je nutné predevsSim v piipadé pSenicné praci vody. Timto zpiisobem fesi
sniZzeni pracovnich objemu hlizové vody pted tepelnou koagulaci (injektaci pary) naptiklad
firma Avebe, Foxhol (WIJNHOLDS, RANDLES, 1998).

Ve vlastnich precipita¢nich testech byl izola¢ni postup s vyuzitim precipitacnich
¢inidel hodnocen z hlediska vytéznosti precipitacniho ¢inidla a zpétné rozpustnosti ziskané¢ho
precipititu. Pozadovand je maximalni vytéZznost se zachovanim piijatelné (tzn. maximalni)
rozpustnosti bilkovinného izolatu (KONINGSVELD et al., 2001). V ptipad¢ izolace bilkovin
z hlizové vody se jako nejvhodnéjsi precipitacni ¢inidlo jevi FeCls, u kterého byly nejlepsi
vysledky jak v pfipadé¢ vytéznosti, tak 1 zhlediska zpétné rozpustnosti bilkovinného
precipitatu. Nizkéd rozpustnost izolatu byla zjisténa pii pouziti kys. octové a prekvapiveé pii
pouziti etanolu. Nizkd rozpustnost izolatu v ptipad€ kys. octové odpovidd vysledkim
uvedenym v praci KONINGSVELD (2001), kde je ptfi pH 3,5 zpétna rozpustnost precipitatu
uvadéna kolem 15 % TCA proteinu. Vysoka vytéznost a zpétna rozpustnost FeCls precipitatu
je prekvapiva, vzhledem ke skutecnosti, zZe KONINGVELD et al. (2001) uvadi pifi pouziti
FeCls vytéznost na hodnoté 41 % TCA proteinu. Rozpustnost tohoto precipitatu je vSak
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1 v této praci uvadéna vysoka - az 88 % ziskaného precipitatu. Pfestoze KONINGSVELD et
al. (2001) oznacuje etanol jako velmi perspektivni precipitacni €inidlo s vytéznosti kolem
90 % celkového proteinu a s rozpustnosti az 80 % z TCA proteinu, piredkladand prace toto
nepotvrdila. Vytéznost 1 zpétna rozpustnost etanolového precipitdtu byla oproti vysledkiim
(KONINGSVELD et al., 2001, HERMANOVA et al., 2006, BARTA et al., 2006) nizka.
Dlivodem tohoto rozdilu miize byt znacna zavislost vysledku precipitacniho procesu pfi
pouziti organickych rozpoustédel na priibdhu precipitace, zvla§té pak na teplotd (BARTA et
al., 2006 — nepublikované vysledky).

Izolace bilkovin z pSeni¢né praci vody pii pouZziti stejnych precipitacnich cinidel
potvrdila denatura¢ni G¢inek kys. octové — vytéznost i rozpustnost precipitatu byla velmi
nizkd. Na rozdil od hlizové vody se v tomto systému, jako velmi vyhodné jevi pouziti etanolu
— vytéznost 1 zpetna rozpustnost je vyssi 1 nez pii pouziti FeCls. V prabéhu precipitace s timto
¢inidlem pravdépodobné nedoSlo k denaturaci izolovanych bilkovin jak se zfejmé stalo
v pripad¢ hlizovych bilkovin.

Bilkoviny brambor nejsou z chemického hlediska homogenni skupinou (RYBACEK
et al., 1988). Ve starsi literatute je uvadéna klasifikace hlizovych bilkovin podle rozpustnosti
na globulinovou, albuminovou, prolaminovou a glutelinovou frakci. Nazory na zastoupeni
zminovanych frakei se ovS§em mezi autory lisi — napt. LINDNER et al. (1960) klasifikovali
hlizovou bilkovinu na albuminy (50 %), globuliny (26 %) a zbytek (22 %), ktery zahrnoval
prolaminovou a glutelinovou frakci. Bez ohledu na rozdil v zastoupeni zmifiovanych frakci se
vétSina autord se shoduje na vysokém zastoupeni snadno rozpustnych bilkovin, které z tohoto
divodu mohou ptechazet v prib&hu zpracovani brambor na Skrob do odpadni hlizové vody.

Novéji (POTS et al., 1999) jsou bilkovinné frakce brambor klasifikovany na zakladé¢
molekulové hmotnosti do tii zakladnich skupin:

1. Patatin — skupina imunologicky identickych glykoproteinii s MW kolem 43 kDa.

2. Inhibitory protedz — heterogenni skupina proteint, které maji schopnost inhibovat
protedzové enzymy. MW téchto proteinti se udava v rozsahu 4,3 — 25 kDa.

3. Ostatni proteiny — hlizové proteiny, které nelze zatadit do zadné z predchazejicich
skupin.

Pouzitim SDS-PAGE analyzy byly vSechny zminované frakce nalezeny u hlizové
vody. V priibéhu precipitace dochazelo ke kvalitativnim zméndm v zastoupeni bilkovinnych
frakci. Pfi pouziti kys. octové je spektrum rozpustnych bilkovinnych frakci velmi chudé jak
v oblasti patatinu, tak i v oblasti inhibitori protedz, coz je pravdépodobné zplisobeno silnym

denatura¢nim ucinkem tohoto precipita¢niho ¢inidla. Obdobné vysledky lze nalézt i v praci
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KONINGSVELD et al. (2001). Pii pouZiti etanolu a FeCl3 zlstavaji zachovany vSechny vyse
uvedené frakce. U precipitacniho ¢inidla FeCls je zastoupena pfedevSim nutricné cenna frakce
patatinu, v pfipad¢ etanolu je oblast patatinu kvantitativné chudsi. Z hlediska zastoupeni
nutricné problematické frakce inhibitort proteaz se jako lepsi variantou jevi pouziti etanolu
pro izolaci hlizovych proteinu z PFJ.

P3eniéné bilkoviny jsou dle rozpustnosti rozdéleny do &ty skupin (HUBIK, 1991):

1. Albuminy — rozpustné ve vodé, heterogenni smés vice slozek o MW = 17 — 28 kDa

2. Globuliny — rozpustné v solném roztoku, heterogenni bilkoviny, MW = 25 — 300
kDa

3. Gliadiny — rozpustné ve vodném roztoku alkoholu, hlavni ¢ast bilkovin pSenice,
MW =35 kDa

4. Gluteniny — rozpustné ve ziedénych roztocich kyselin a zasad, velké agregaty
makromolekul dosahujici fddoveé milionti Da

Nekdy se albuminy a globuliny oznacuji rozpustné bilkoviny a gliadiny a gluteiny
bilkoviny lepku (PRUGAR, HRASKA, 1986). Z toho vypliva, Zze do psSeniéné praci vody
budou piechazet predevsim albuminy a globuliny, zbylé dv¢ frakce jen v mensi mifte.

V SDS-profilech nebylo mozno rozeznat jednotlivé bilkovinné slozky. Hlavni
bilkovinné frakce pSenicné praci vody jsou pfiblizné na urovni 55 kDa, 29 kDa, 25 kDa
a 21 kDa a vyrazna frakce v oblasti cca 14 — 6,5 kDa. Mén¢ vyrazna oblast pruhil se nachazi
v oblasti mezi 55 — 35 kDa. V piipadé kys. octové a FeCls nebyly frakce rozpustnych bilkovin
detekovatelné, coz mohlo byt zpiisobeno napt. nerozpustnosti vysrdzenych bilkovin vlivem
denaturace. Pfi pouziti podchlezené¢ho etanolu byla detekovana v zpétné rozpustné Casti
frakce v oblasti cca 45 — 50 kDa. Z hlediska izolace bilkovin z pSeni¢né praci vody se jako

nejlepsi varianta jevi etanol, jehoz pisobenim doslo k vysrazeni vétSiny bilkovinnych frakci.
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7. ZAVER

Byla provedena precipitace bilkovin brambor a pSenice z odpadni vody vzniklé pfi
vyrobé Skrobu (hlizova voda, pSeni¢nd praci voda) pouzitim tfi precipitacnich cinidel -
podchlazeny etanol, kyselina octova a chlorid Zelezity. Mezi témito ¢inidly byly sledovéany
rozdily v uCinnosti precipitace a ndsledné rozpustnosti ziskanych izolat. Dale byla
hodnocena spektra nevyizolovanych bilkovin a rozpustného precipitatu, ktera byla ziskana
pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

V ptipadé€ hlizové vody bylo dosaZeno nejvétsi vytéznosti proteinll pii pouziti FeCls,
a to jak z hlediska celkové vytéznosti proteinu (117,63 % TCA proteinu), tak i1 z hlediska
rozpustnosti ziskaného proteinu (64,11 %). Necekané nizké vytéznosti bylo dosazeno pfi
pouziti podchlazeného etanolu - pouze 42,70 % a 1 zpétna rozpustnost dosahla nizkych hodnot
(15,21 %).

Oproti hlizové vodé byla u pSeni¢né praci vody nejucinnéjsi precipitace ethanolem -
celkova vytéznost Cinila 47,74 % TCA proteinu, zpétna rozpustnost 34,07 %. Nizkych hodnot
doséhla izolace pomoci FeCls — vytéZznost ¢inila 31,43 % TCA a zpétna rozpustnost pouze
13,42 %.

V obou ptipadech byl potvrzen vysoky denaturacni vliv kys. octové. Pfi jejim pouziti
bylo dosazeno sice optimalni vytéznosti (60,99 % u hlizové vody a 30,25 % TCA proteinu
u pSeni¢né praci vody), ale 93 % resp. 94 % proteint zlstalo nerozpustnych.

Vyhodnost pouziti FeCls pro izolaci bramborovych bilkovin potvrdila i SDS—spektra.
Pomoci tohoto Ccinidla doSlo k téméf Uplnému vysrdZeni patatinu, bilkoviny nutri¢né
nejhodnotnéjsi, ktery si zachoval svou rozpustnost. Nevysrazena zlstala jen Cast inhibitort
proteaz. Ostatni ¢inidla vykazovala nizsi vytéznost, u kys. octové se opét potvrdil denaturacni
vliv. U pSeni¢né praci vody dosahl nejlepSich vysledki etanol, kde si z vysrazenych bilkovin
zachovaly rozpustnost bilkoviny o molekulové hmotnosti 45 — 50 kDa. U ostatnich variant se

nepodafilo detekovat frakce zpétné rozpustnych bilkovin.
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