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Koncentrat hlizovych bilkovin brambor s vysokou mirou rozpustnosti

Oblast techniky

Technicke feenti se tyka bilkovinného koncentratu, ktery se pfipravuje z hlizové vody brambor, a
ve kterém je zachovana rozpustnost izolovanych bilkovin pro pouziti tohoto bilkovinného kon-
centratu v potravinarském primyslu a v biotechnologickych aplikacich.

Dosavadni stav techniky

Hlizové bilkoviny brambor zaujimaji specifické postaveni mezi rostlinnymi bilkovinami pro svou
vysokou nutri¢ni hodnotu, sloZeni aminokyselin, specifické biologické aktivity jednotlivych slo-
Zek a v neposledni fadé i pro moznost vyuziti jejich pénivych a emulgaénich vlastnosti. Hlizova
bilkovina brambor je heterogenni, pfi¢emz nejvyznamné&jsi jsou dvé slozky - patatin a inhibitory
proteas. Zastoupeni téchto dvou slozek v bilkovinném koncentréatu se podili na kvalité a piipad-
ném vyuziti bilkovinného koncentratu. Dilezitou slozkou jsou pfedev§im patatinové bilkoviny s
molekulovou hmotnosti 39 az 43 kDa, které piedstavuji hlavni zasobni bilkovinu hliz brambor,
maji vysokou nutri¢ni hodnotu s optimalnim zastoupenim aminokyselin, vykazuji fadu zajima-
vych enzymovych aktivit a taktéZz disponuji emulgacnimi a pénivymi vlastnostmi s moznosti
uplatnéni v potravinafstvi a biotechnologiich. Inhibitory proteas ptedstavuji skupinu hlizovych
bilkovin s velikosti 4,3 az 25 kDa. Jedna se o velmi heterogenni skupinu bilkovin, které se vy-
znacuji inhibi¢ni aktivitou vii¢i fadé proteas, s moznosti uplatnéni v biotechnologiich.

Dosud znamy zplsob izolace hlizovych bilkovin z hlizové vody brambor, ktera vznika jako ved-
lej8i produkt pfi zpracovani brambor na krob, vyuzZiva k izolaci injektaci pary. Ziskany ususeny
bilkovinny koncentrét je nabizen jako krmivo pro hospodaiska i doméci zvitata. Zakladni pro-
blém Sirsi vyuZitelnosti takto vzniklého koncentritu je téméF nulova rozpustnost izolovanych
bilkovin. Denaturaci hlizovych bilkovin také dochazi ke ztrat& vlastnosti, které jsou diileZité pro
nasledné vyuziti bilkovinného koncentratu. Kroms ztraty rozpustnosti se jedna predeviim o ztratu
pénivych a emulgaénich vlastnosti, o ztratu enzymové aktivity a ostatnich zajimavych biologic-
kych vlastnosti.

Zpétné rozpustna slozka tohoto koncentratu je max 8 % hmotn. z mnoZstvi bilkovin ptitomnych v
susiné koncentratu a obsah balastnich latek je vysoky, napf. obsah glykoalkalmdu je vyssi nez
1800 mg kg susiny koncentratu, obsah drasliku j Je 1,6 % hmotn. susiny, obsah cukru je 1,1 %
hmotn. susiny. Z koncentrétu nelze dale izolovat jednotlivé bilkovinné komponenty, nebot nelze
tyto komponenty ptevést do roztoku pro uplatnéni separa¢nich technik a navic jejich aktivita by
byla nulova ¢i velmi nizka.

Ukolem technického feseni Je vytvofeni takového bilkovinného koncentratu, ktery by zajistil
maximalni vytéZznost izolovanych bilkovin, jejich maximalni rozpustnost a zachovani specific-
kych biologickych vlastnosti tak, aby byl nutriéni a biochemicky potencial hlizovych bilkovin
rozpusténych v hlizové vodé pln¢€ vyuzitelny pii daldim zpracovani.

Podstata technického feseni

Tento dkol je vyfeSen koncentratem hlizovych bilkovin brambor.

Koncentrat hlizovych bilkovin brambor s vysokou mirou rozpustnosti je tvofeny pfevazné albu-
minovou a globulinovou bilkovinnou frakci, s obsahem bilkovin v susiné alespoit 70 % hmotn.
Jeho podstata spo€iva v tom, e obsahuje regulator kyselosti v mnoZstvi potfebném pro dosazeni
hodnoty pH v rozmezi od 6,8 do 7,5 u koncentréatu v rozpusténém stavu, obsah glykoalkaloidi j je
nejvySe 1200 ppm v susiné koncentratu, obsah drasliku je nejvyse 1,3 % hmotn. suSiny koncent-
ratu, obsah cukru je nejvyse 0,8 % hmotn. susiny koncentratu, bilkoviny patatinového komplexu
tvofi 20 az 30 % hmotn. a inhibitory proteas tvoti 50 az 55 % hmotn. celkovych bilkovin v kon-
centratu, pfevazna Cast bilkovin v koncentratu je v nativnim stavu a vykazuje znaky biologické
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aktivity a zpétné rozpustna slozka koncentratu hlizovych bilkovin tvofi alespoii 75 % hmotn. bil-
kovin pfitomnych v bilkovinném koncentratu.

Prevazujici ¢ast hlizovych bilkovin (patatin a vétsi ¢ast inhibitori proteas) ma hodnotu izoelek-
trického bodu (pl) v oblasti kyselého pH. Pti ptipravé koncentratu podle technického feseni je
nutné pred vlastni reakci se srazecim ¢inidlem (etanolem) okyselit hlizovou vodu na hodnotu
piiblizné pH = 5,0, ¢imzZ je dosazeno izoelektrického bodu hlavni hlizové bilkoviny, patatinu,
jehoz nabojové izoformy maji hodnotu pl v rozsahu 4,5 az 5,2. Nejniz$i mira rozpustnosti bilko-
vin je v prostfedi s hodnotou pH odpovidajici jejich izoelektrickému bodu. Timto zpisobem je
prostfedi hlizové vody pfipraveno pro naslednou izolaci hlizovych bilkovin s maximalni vytéz-
nosti, vysrazenim hlizovych bilkovin z hlizové vody pomoci vychlazeného etanolu, za soucasné-
ho zachovani jejich biologické aktivity.

Maximalni rozpustnost dosahuji hlizové bilkoviny brambor v prostiedi pH, které je vyssi nez
jejich hodnota pl. Z tohoto diivodu je nutné pred finalni konzervaci pridat k bilkovinnému kon-
centratu regulator kyselosti. Regulator kyselosti musi byt schvalen pro potravinarské vyuziti, a
jeho obsah je zavisly na jeho druhu, jeho pufrovaci sile, a na konecné koncentraci vytvoreného
roztoku (koncentratu v rozpusténém stavu). Regulator kyselosti miize tvofit napt. fostat nebo
acetat sodny, ale s vyhodou je jako regulator kyselosti pouzit hydroxid sodny (NaOH). Piisobe-
nim tohoto aditiva dochazi v pribéhu rozpousténi koncentratu ke zvyseni trovné pH na hodnotu
7,0 a k vytvofeni podminek, ve kterych jsou nativni bilkoviny rozpustné.

Je vyhodné, kdyZ obsah hydroxidu sodného v susiné koncentratu je 2 % hmotn., za pfedpokladu,
ze je bilkovinny koncentrat rozpoustén do urovné maximaln€ 5 % hmotn./obj. roztoku, kde
hmotnost susiny bilkovinného koncentratu je vztazena na objem rozpoustédla. V pripadé jiného
fedéni je nutné ekvivalentné zménit i zastoupeni aditiva v suSin€ koncentréatu.

Ve vyhodném provedeni koncentratu podle technického feSeni vykazuji patatinové bilkoviny
zachovanou aktivitu lipid acyl hydrolasy (LAH), inhibitory proteas vykazuji zachovanou schop-
nost inhibovat proteasy, s vyhodou je specificka aktivita LAH koncentratu alespori dvakrat vyssi
nez specificka aktivita LAH hlizové vody brambor, a specificka aktivita inhibitorfi proteas (inhi-
bice trypsinu, substrat DL BAPA) je alespori 1,2 krat vyssi nez specifickd aktivita inhibitorti pro-
teas piitomnych v hlizové vodé brambor.

V dal$im vyhodném provedeni koncentratu je obsah aminokyseliny lysinu véEtSi nez
8,5g- 16 g N (hodnota uvedena v gramech aminokyseliny vztazenych na 16 g dusiku). Limitu-
jicimi aminokyselinami u tohoto bilkovinného koncentratu jsou sirné aminokyseliny methionin a
cystein.

Obsah glykoalkaloida v koncentratu je snizen a dosahuje hodnoty maximalné 1200 mg.kg" susi-
ny. Tato hodnota je 1,6 krat niZ$i nez obsah glykoalkaloidi v su$iné hlizové vody a 1,5 krat nizsi
nez u tepelného koagulatu. Zastoupeni drasliku v su$iné koncentratu bylo vyrazné sniZzeno a do-
sahovalo hodnoty do 1,3 % hmotn. susiny; pro srovnani v susin€ koncentratu vzniklého tepelnou
koagulaci bylo zjisténo zastoupeni 1,6 % hmotn., v susiné hlizové vody 12,1 % hmotn. Zastou-
peni cukru v su$iné koncentratu bylo zjisténo zastoupeni 0,8 % hmotn., v suSiné hlizové vody
12 % hmotn.

Vzhledem k vysoké rozpustnosti a zachovani nativnich vlastnosti bilkovinného koncentratu je
mozné jednotlivé bilkovinné komponenty (patatinové bilkoviny ¢i inhibitory proteas) z koncent-
ratu izolovat pro dal3i vyuziti té&chto komponent pro specifické Gi¢ely. Specificka LAH aktivita
patatinu izolovaného z koncentratu je 6,5 az 7 krat vy$si nez pfi pouZiti bilkovinného koncentratu
jako celku.

Vyhody koncentratu hlizovych bilkovin brambor s vysokou mirou rozpustnosti podle technické-
ho feseni spocivaji zejména v tom, ze pievazna Cast bilkovin v koncentratu zistava v nativnim
stavu a vykazuje znaky biologické aktivity, a zpétné rozpustna slozka je velmi vysoka. Nutrini a
biochemicky potencial hlizovych bilkovin rozpusténych v hlizové vodé brambor lze tak plné
vyuzit i pti dal$im zpracovani. Koncentrat lze pripravit jednoduchym precipitanim postupem,
ktery je snadno realizovatelny i v podminkach priimyslové vyroby.
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Priklady provedeni technického fedeni

Pfedpoklada se, Ze dale popsané ptiklady uskute¢néni technického feseni jsou predstavovany pro
ilustraci, nikoli jako omezeni moznych provedeni technického feseni na uvedené piiklady. Od-
bornici znali stavu techniky, najdou nebo budou schopni zjistit za pouziti rutinniho experimento-
vani vétsi ¢i menSi pocet ekvivalentii ke specifickym uskuteénénim technického feseni, ktera jsou
zde specialné popsana. I tyto ekvivalenty budou zahrnuty do rozsahu narokii na ochranu.

Koncentrat hlizovych bilkovin brambor se ptipravi nasledujicim zpiisobem:

Hlizova voda uvolnéna z hliz brambor po jejich desintegraci se odsttedi (3600 rpm, 5 min., 4 °C)
pro odstranéni zbytkového Skrobu, vlakniny a jinych pfipadnych nerozpustnych &asti. Dale je
ekonomicky vyhodné pokud se hlizova voda zakoncentruje pomoci reversni osmézy & jiné
membranové techniky. Dle dosavadnich zkusenosti z laboratornich testi se jako optimélni jevi
maximalné trojnasobné zakoncentrovani susiny hlizové vody; vy3§i mira zakoncentrovani zpiso-
buje pfiliSné navySeni mnoZstvi nevysrazené bilkoviny a u vysrazené &asti dochazi k navyseni
nerozpustného podilu bilkovinného koncentratu.

Hlizova voda se dale zchladi na teplotu 4 az 8 °C a jeji pH je upraveno na hodnotu 5,0 piidanim
0.5M H,S0,. Za stalého michani je k hlizové vodé pfidan vychlazeny etanol o teplots 0 °C az
2 °C. Pro dosaZeni dostatecné vytéznosti hlizové bilkoviny a jeji zp&tné rozpustnosti se jako op-
timalni jevi 25% (objem etanolu vztazeny k objemu hlizové vody) nasyceni hlizové vody etano-
lem.

Reakéni smés se prenese po 30 ml do centrifugaénich tub, ve kterych probiha nasledné srazeni
hlizovych bilkovin po dobu 30 az 75 minut za stalého chlazeni (teplota reakéni smési nesmi pre-
krocit 10 °C). Po vysraZeni hlizovych bilkovin je smés odstfedéna; supernatant reakéniho roztoku
se slije a usazeny bilkovinny izolat je nasledn& 2x promyt 30 ml 50 az 100 mM Na-acetatového
roztoku o pH 5,0 s ekvivalentnim podilem etanolu pro udrzeni vysrazeného stavu hlizovych bil-
kovin. Promyvaci krok je vyznamny z hlediska sniZeni koncentrace glykoalkaloidd a ostatnich
balastnich latek ve vysraZzeném koncentratu. Po ukongeni promyvani je k bilkovinnému peletu v
centrifugacni tubé pfidano 5 ml dH,O; bilkovinné roztoky jsou z centrifugaénich tub slity a za
stalého michani je pomoci IM roztoku NaOH upraveno pH bilkovinné smési na hodnotu pH
lezici v rozmezi od 6,8 do 7,5, s vyhodou 7,0. Konzervace izolovanych hlizovych bilkovin je
zajiSté€na pomoci lyofilizace &i Setrného sprejového suseni.

Zpétna rozpustnost koncentratu je testovana roztfepanim vysu$eného bilkovinného koncentratu
ve 20 ml 100 mM fosfatového pufru, pH 7,0. Obsah bilkovinného dusiku v rozpustné casti je
stanoven odectem bilkovinného dusiku v nerozpustné &asti od celkového bilkovinného dusiku
pivodné pritomného v bilkovinném koncentratu.

Koncentrat hlizovych bilkovin ma praskovitou strukturu, zbarveni koncentratu je svétle hnédé.
Soucasti koncentratu je aditivum s funkef regulatoru kyselosti, kterym je hydroxid sodny v mnoz-
stvi 2 % hmotn. v susiné koncentratu, za pfedpokladu, Ze po rozpusténi bude finalni koncentrace
hlizovych bilkovin v roztoku 5 % (hmotnost susiny bilkovinného koncentratu vztazena na objem
rozpoustédla). Obsah bilkovin v susiné koncentratu je v rozsahu 75 az 83 % hmotn. Zpé&tné roz-
pustna slozka koncentratu hlizovych bilkovin dosahuje minimalné 75 % z mnozstvi bilkovin
pfitomnych v susiné koncentratu. Specificka aktivita lipid acyl hydrolasy (LAH) v koncentratu je
0,0703 pmol.mg”.min" (hodnota vyjadfuje mnoZzstvi substratu, jenZ je pfeménén na produkt za
Jjednotku ¢asu, vztazeno k mnozstvi bilkovin pfitomnych v roztoku), zatimco aktivita LAH pu-
vodni hlizové vody byla 0,0334 pmol.mg"'.min™". Specificka aktivita inhibitorii proteas (inhibice
trypsinu, substrat DL BAPA) je 97,61 mg.g"' susiny bilkovinného koncentrétu.

Obsah aminokyseliny lysinu je v optimélnim pfipadé 9,41 ¢- 16 g N (tj. 9,41 g aminokyseliny
lysinu vztaZeno na 16 g dusiku), obsahy balastnich latek jsou velmi nizké, napf. obsah glyko-
alkaloidii v koncentratu dosahuje max. 1200 mg kg suiny, obsah drasliku je nejvyse 1,3 %
hmotn. susiny, obsah cukru v susiné je max. 0,8 % hmotn.
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Prevazna Cast hlizovych bilkovin tvoficich koncentrat je v nativnim stavu a zachovava znaky
biologické aktivity, pfi¢emz tyto bilkoviny vykazuji vysokou miru zpétné rozpustnosti.

Prumyslové vyuzitelnost

Koncentrat hlizovych bilkovin brambor podle technického feSeni ma dvé vyznamné oblasti pri-
myslové vyuzitelnosti. Bilkovinny koncentrat lze pripravit z hlizové vody, kterd vznika napf.
jako odpad v pribéhu zpracovani brambor na skrob. V takovém piipad¢ tento postup fesi trans-
formaci problémového vedlejsiho produktu na obchodovatelny vyrobek, ktery obohacuje sorti-
ment $krobarenského prumyslu. Zpracovanim hlizové vody by zaroveit Skrobarensky primysl
fesil problém s vyrobnimi odpady jez zatézuji ekonomiku podniku i Zivotni prostfedi. Bilkovinny
koncentrat 1ze vyuzit jako polotovar v potravinarském primyslu, nebo jako meziprodukt pro na-
slednou separaci zajmovych bilkovin, pfedev§im bilkovin patatinového komplexu a inhibitord
proteas, pro vyuZiti jejich vlastnosti v potravinarském primyslu, farmaceutice a biotechnologiich.
Vzhledem k pénivym a emulgacnim vlastnostem patatinovych bilkovin Ize koncentrat ¢i separo-
vané patatinové bilkoviny uplatnit i pfi vyrobé potravinarskych pén a emulzi.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Koncentrat hlizovych bilkovin brambor s vysokou mirou rozpustnosti, tvofeny pfevazné
albuminovou a globulinovou bilkovinovou frakci, s obsahem bilkovin v suSiné alespori 70 %
hmotn., vyznadujici se tim, Ze obsahuje regulator kyselosti v mnozstvi potfebném pro
dosazeni hodnoty pH v rozmezi od 6,8 do 7,5 u koncentratu v rozpusténém stavu, obsah glyko-
alkaloidi je nejvyse 1200 mg.kg "' susiny, obsah drasliku v susiné je nejvyse 1,3 % hmotn., obsah
cukru v susiné je nejvyse 0,8 % hmotn., bilkoviny patatinového komplexu tvofi 20 az 30 %
hmotn. a inhibitory proteas tvofi 50 az 55 % hmotn. z celkovych bilkovin v koncentratu, prevaz-
na Cast bilkovin v koncentratu je v nativnim stavu a vykazuje znaky biologické aktivity, a zpétné
rozpustna slozka koncentratu hlizovych bilkovin tvofi alespoii 75 % hmotn. z mnozstvi bilkovin
ptitomnych v bilkovinném koncentratu.

2.  Koncentrat podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze regulator kyselosti je hydro-
xid sodny.

3.  Koncentrat podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze obsah hydroxidu sodného v
susin€ koncentratu je 2 % hmotn.

4.  Koncentrat podle alespori jednoho z narokii 1 az3, vyznaéujici se tim, Ze pata-
tinové bilkoviny vykazuji zachovanou aktivitu lipid acyl hydrolasy (LAH), inhibitory proteas
vykazuji zachovanou schopnost inhibovat proteasy.

5.  Koncentrat podle naroku4, vyznacujici se tim, Ze jeho specificka aktivita LAH
je alespoii dvakrat vyssi nez specificka aktivita LAH susiny hlizové vody brambor.

6.  Koncentrat podle naroku4, vyznacéujici se tim, Ze specifickd aktivita inhibitord
proteas je alesponi 1,2 krat vys$si nez specificka aktivita inhibitorai proteas pfitomnych v hlizové
vodé brambor.

7.  Koncentrat podle alespoii jednoho z narokii 1 az 6, vyznacéujici se tim, Ze ob-
sah aminokyseliny lysinu je vétsi nez 8,5 g, vztazeno na 16 g dusiku.

Konec dokumentu
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