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1. Vypracovat literarni reSersi s klicovymi slovy: hrach sety, antinutri¢ni faktory,
inhibitor trypsinu.

2. Zavedeni metody kvantitativni analyzy obsahu inhibitoru trypsinu.

3. Stanoveni obsahu inhibitoru trypsinu ve zvolenych biologickych materialech.

4. Zavedeni metody kvantitativni analyzy kyseliny fytové.



1 UVOD

Hrach je vyznamnou plodinou s vysokym obsahem proteint, diky ¢emuz predstavuje jiz
od staroveku nedilnou soucast lidské stravy spolu s dalSimi luskovinami. Stejné tak je
I dilezitym krmivem hospodarskych zvifat. Kromé proteint jsou v semenech hrachu
pfitomny antinutri¢ni faktory, jimz je vénovana teoreticka cast prace. Tyto slouceniny
slouzi ve zralych semenech jako zdroje makroprvki, ale také poskytuji ochranu rostliny
pied predatory. Nutri¢ni hodnota semen se taktéz odviji od obsahu antinutri¢nich faktort,
a proto jsou predmétem zajmu mnoha vyzkumu napii¢ védnimi obory.

Experimentalni cast prace je vénovana stanoveni inhibitoru trypsinu, jedné
z antinutri¢nich latek, diky které lze sledovat kvalita dané luskoviny. Tato sloucenina
svou vazbou na proteolyticky enzym trypsin znemoziuje jeho navazani na substrat, ¢imz
nedochazi k jeho pfeméné na barevny produkt. To se nasledné projevuje poklesem
absorbance roztoku, pficemz pokles je pfimo umérny obsahu inhibitoru v daném roztoku.
Mnozstvi inhibitoru Ize stanovit pomoci spektrofotometrie, rychlé metody s nizkymi
provoznimi naklady. V této praci je k méfeni vyuzita 96-jamkova mikrotitra¢ni deska,
a také je kladen duraz na minimalizaci experimentalniho métitka — jeden z hlavnich cila
optimalizace této metody.

Obsah inhibitoru trypsinu se napfi¢ luskovinami méni. Druhym cilem experimentalni
Casti je proto porovnani obsahu této latky Vv riznych komeréné dostupnych druzich
luskovin, aby se zjistilo, kterd ma vyssi nutricni hodnotu, tedy niz$i obsah inhibitoru.
Pozornost je rovnéz vénovana stanoveni obsahu inhibitoru trypsinu v odridé soji
poskytnuté genetickymi zdroji VURV.

Dalsim cilem experimentalni ¢asti prace je zavedeni metody kvantitativni analyzy
obsahu kyseliny fytové v riiznych druzich luskovin. Kyselina fytova je silné chelata¢ni
¢inidlo, jehoz ptitomnost v zivocisném organismu vede k deficitu mineralnich latek. Pro
ucely analyzy jejiho obsahu je pouzita kapilarni elektroforéza s neptimou detekci
kyseliny fytové, ktera neabsorbuje v UV oblasti zafeni. Druhou zvolenou metodou

stanoveni je spektrofotometricka analyza s vyuzitim Wadeova ¢inidla.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Hrach sety

Luskoviny jsou dvoudélozné semenné rostliny, jez se fadi do celedi bobovitych
(Fabaceae). Celed ¢ita zhruba 800 rodi a pies 20 tisic druht (Lewis et al., 2005). Casto
se zaménuji pojmy luskoviny za lusténiny, FAO (1994) definuje pojem ,,lusténiny* jako
skupinu luskovin, jejichz semena jsou sklizena v dobé¢ uplné zralosti. Vyznamnym
zastupcem luskovin je hrach sety (Pisum sativum L.).

Tato jednodélozna rostlina ma pivod na Stfednim Vychod¢ a ve Stredomofi, kde byla
domestikovana uz pied vice nez deseti tisici lety (Abbo et al., 2010). Uz tehdy slouzila
spolu s dal$imi luskovinami jako dulezity zdroj proteinu lidské stravy a tuto roli si
zachovala dodnes. V 19. stoleti se z hrachu mimo jiné stala experimentalni rostlina pro
Mendela (1866) pfi stanoveni zaklada dédi¢nosti (Smykal, 2014).

Lodyha dorista obvykle vysky 90-180 cm u druhti s normalnimi listy, existuji vSak
druhy, jejichz listy byly modifikovany na drobné iponky, a jejich vyska €ini pouhych 60-
120 cm — jedna se o typ hrachu Afila, nékdy oznacovany jako pololisty typ. Kvéty hrachu
vyrustaji ze ¢lankl ve stonku a dochazi v nich k samoopyleni. Poté uzrava lusk nesouci
Ctyfi az devét semen (McKay et al., 2003). Semena hrachu mohou byt kulata nebo vrascita
(P. sativum ssp. hortense), rovnéz existuji varianty hrachu, jejichz semena maji zluté ¢i
oranzové jadro (P. sativum ssp. arvense). Ke krmnym tG¢elim se vyuZzivaji zrala semena
poddruhu arvense (hrach sety rolni), a to bud’ loupana (komer¢né dostupna v obchodnich
tetézcich), nebo 1 se slupkou (krmivo pro zvifata). Oproti tomu jsou semena poddruhu
hortense (hrach sety zahradni) sklizena nezrald a v prodeji jsou jak Cerstva, tak
i konzervovana ¢i zamrazovana (Rubiales et al., 2019). Existuji také poddruhy hrachu,
u kterych se mohou konzumovat i celé lusky (P. sativum var. macrocarpum).

Dnes tvoii hrach sety zhruba 60 % produkce lusténin v Evropé (v roce 2018 se
vypéstovalo 10 milionl tun lusténin, z toho 6,2 miliont tun hrachu), péstovan je ve vice
nez 90 zemich svéta v ¢ele s Cinou, Ruskem a Kanadou. V Ceské republice &inila
produkce lusténin za rok 2019 témét 75 tisic tun, z ¢ehoz pies 90 % Cinil hrach sety

(FAOSTAT, 2019).

2.1.1 Chemie hrachu

Luskoviny spolu s obilovinami a okopaninami piedstavuji zaklad zemédélské produkce

(Cordain, 1999). Ztéto skupiny plodin jsou luskoviny vyjimecné predevsim diky
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vysokému obsahu proteinti, proto slouzi jako hlavni zdroj bilkovin zejména v chudsich
oblastech svéta (Boye et al., 2010). Nutri¢ni slozeni luskovin je druhové specifické (viz
Tab. 1).

Hrach sety je péstovan piedevsim diky vysokému obsahu sacharidi a proteini. Kromé
toho jsou Vv jeho semenech piitomny bioaktivni slozky jako inhibitory enzymu, lektiny,
oligosacharidy nebo fenolové slouc¢eniny. Mnohé z nich maji pfevazné negativni vliv na
travici soustavu (enzymové inhibitory inhibuji travici enzymy, fytat tvofi chelaty s kovy),
byvaji proto oznacovany jako antinutri¢ni faktory (Guillamon et al., 2008). V mirnych
davkach mohou mit tyto latky pozitivni vliv na organismus — napiiklad u zvitat zptisobuji
zvySeni vykonu a zvyseni kvality jejich masa, proto se luskoviny vyuzivaji i ke zkrmovani
(Sonta a Rekiel, 2020).

Podstatnou nevyhodou péstovani luskovin je skutecnost, Ze pro svlij rust vyzaduji
mnohem vétsi piisun fosforu nez jiné plodiny. Zpusobeno je to pfitomnosti kofenovych
hlizek, které fosfor vyuzivaji k tvorbé ATP. Ten nasledn¢ slouzi jako zdroj energie pfi
symbiotické a energeticky naro¢né fixaci dusiku (Vance et al., 2003). Nedostatek ptidniho
fosforu muze zplsobit snizeni produkce luskovin, coZ by byl problém v chudych
arozvojovych oblastech, kde luskoviny diky svému vysokému obsahu proteind tvoii

dilezitou soucast jidelnicku (Amarakoon et al., 2012).

Tab. 1 Nutri¢ni sloZeni riznych druhti luskovin (hodnoty jsou uvedeny v %).

Luskovina Proteiny Lipidy Minerdly Vlaknina Sacharidy
Cizrna (Cicer arietinum) 17,1 5,3 3,0 3,9 60,9
Séja (Glycine max) 43,2 19,5 19,5 3,7 20,9
Cocka (Lens esculenta) 25,1 0,7 2,1 0,7 59,0
Vigna (Vigna catjang) 24,1 1,0 3,2 3,8 54,5
Hrach sety (Pisum sativum) 19,7 1,1 2,2 4,5 56,5
Kajan indicky (Cajanus cajan) 22,3 1,7 3,5 1,5 57,6
Fazole ¢ervena (Phaseolus vulgaris) 22,9 1,3 3,2 4,8 60,6

Pievzato z Kamboj et al., 2018
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2.1.2 Proteiny
Jak jiz bylo zminéno vySe, z celkového sloZeni hrachu tvoii proteiny 20-30 %, z ¢ehoz
65-80 % zastupuji globuliny a 10-20 % albuminy (Karaca et al., 2011).

Globuliny jsou rozpustné ve vodném prostiedi v pfitomnosti soli a jsou citlivéjsi na
zménu pH. Hraji roli zdsobnich proteint a déli se na dvé hlavni frakce charakterizované
svymi sedimenta¢nimi koeficienty — leguminy (11S) a viciliny (7S). Oba typy pfedstavuji
oligomerni proteiny a vyskytuji se prevazné v semenech. Leguminy maji hexamerni
strukturu a molekulovou hmotnost 300-400 kDa, viciliny jsou trimerni molekuly
s molekulovou hmotnosti 145-190 kDa (Boulter a Croy, 1997).

Albuminy jsou ve vodé rozpustné a zahrnuji i enzymy. Maji obecné niz§i molekulovou
hmotnost (5-80 kDa) a vyss§i obsah aminokyselin methioninu a cysteinu v porovnani
s globuliny. Maji nejvyssi nutricni hodnotu z hlediska aminokyselinového slozeni, do
skupiny téchto proteint vSak fadime i nékteré bioaktivni a/nebo antinutri¢ni slozky jako
inhibitory trypsinu, lektiny ¢i inhibitory amylas (Boye et al., 2010).

Mimo svou vysokou nutri¢ni hodnotu se mohou proteiny také vazat na Zlucové
kyseliny v gastrointestinalnim traktu, ¢imz zvyS$uji metabolismus cholesterolu a snizuji

tak riziko aterosklerozy (vaz Patto et al., 2015).

2.1.3 Antinutri¢ni faktory

Semena luskovin obsahuji velké mnozstvi bioaktivnich slozek, které jsou rostlinami
produkovany za ucelem obrany pied predatory nebo jako zasobarny energie potiebné
béhem kliceni (Roberts a Wink, 1998). Souhrnné tyto slou€eniny oznacujeme jako
antinutri¢ni faktory (ANF), jelikoZ snizuji biologickou dostupnost Zivin — bud’ inhibici
travicich enzymi (inhibitor trypsinu a chymotrypsinu), nebo tvorbou chelatii s mineraly
(kyselina fytovd). Ojedinéle mohou byt ANF pro organismus toxické, pokud jsou
konzumovany ve véts§im mnozstvi (Singh et al., 2017).

Souhrnné oznaceni ,,antinutri¢ni faktory* vSak podle nékterych teorii neni zcela
spravné. Champ (2002) zminuje epidemiologické studie, podle nichz maji ANF zdravi
prospesné ucinky (prevence rakoviny a koronarnich onemocnéni), jsou-li pravidelné
konzumovany. Svymi vlastnostmi jsou sice fazeny mezi ANF, aktivni jsou ale jen
Vv ptipad¢, Ze se semeno nebo mouka konzumuji tepeln€¢ neupravené, varenim se totiz
vSsechny ANF inaktivuji (Lopez-Martinez et al., 2017). Konvencni pfedupravy jako

aplikace enzymil, ozafovani nebo fermentace navic umoziuji odstranéni ANF ze semen
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jesté za syrova (Nadeem et al., 2010), vyuziti luskovin jako krmiva neni proto limitovano
pritomnosti téchto latek (Avilés-Gaxiola et al., 2018).

ANF obsazené v luskovinach mizeme rozdélit na dve skupiny. Prvni skupina zahrnuje
slouceniny proteinové povahy, vcetné lektin,, aglutininfi, inhibitorti trypsinu,
chymotrypsinu a amylas. Do druhé skupiny fadime latky neproteinové povahy jako jsou

kyselina fytova, fenolické slou¢eniny a saponiny (Lopez-Martinez et al., 2017).

2.1.3.1 Inhibitor trypsinu

Inhibitory proteas (PI), k nimz fadime i inhibitor trypsinu (TI), jsou proteinové
molekuly vyskytujici se v semenech plodin, zejména luskovin (Champ, 2002). Tyto
slouceniny inhibuji aktivitu travicich enzymu tvorbou neaktivniho komplexu enzym-
inhibitor, ¢imz se vyznamné¢ podileji na regulaci proteolyzy v daném organismu (Srp
a Mares, 2016).

PI lze klasifikovat na reverzibilni a ireverzibilni podle mechanismu interakce
S proteasami. Reverzibilni inhibitory tvofi nekovalentni protein-proteinové komplexy
S proteasami, ¢imz stericky blokuji jejich katalyticka mista a znemoznuji tak vazbu
substratu. Oproti tomu jsou ireverzibilni inhibitory napadany proteasami a tim vznikaji
kovalentni inhibi¢ni komplexy proteasa-inhibitor (Bode a Huber, 2000).

Inhibitory proteas béhem evoluce prosly fadou strukturnich zmén a specializaci.
V soucasnosti jsou déleny do rodin, pficemz se dana rodina specializuje pouze na jednu
tfidu proteas. Existuje ale par vyjimek, jako jsou napiiklad Kunitzovy proteasové
inhibitory (KTI), které se zamé&fuji na dvé az tfi tfidy proteas — serinové, cysteinové
a aspartatové. Nékteré KTI maji na svém povrchu dokonce nékolik riiznych reaktivnich
center, diky ¢emuZ jsou tyto inhibitory multifunkéni a umozZiuji soucasné inhibovat
proteasy z rtiznych ttid (Srp a Mares, 2016).

KTI jsou od 70. let 20. stoleti studovany na Grovni prostoroveé struktury, a to pfevazné
pro popis a pochopeni jejich funkce v rostlinach. Je znamo, ze tvoti soucast komplexniho
anti-proteolytického systému umoziujiciho blokaci travicich proteas patogent
a herbivorniho hmyzu (Suse, 2002), geny KTI jsou tudiz atraktivni i pro moZnou
konstrukei transgennich rostlin odolnych proti skiidctim (Schliiter et al., 2010).

Kromé KTI jsou dal$i vyznamnou skupinou serinovych proteasovych inhibitor
Bowmanovy-Birkovv inhibitory trypsinu (BBI), které se od KTI li§i svou strukturou. KTI
je tvofen jednim nebo dvéma polypeptidovymi fetézci s celkovou molekulovou hmotnosti

20 kDa. Obsahuje ctyfi cysteinové zbytky, které tvori uvnitt fetézce disulfidové mistky
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a inhibuji aktivitu trypsinu. Oproti tomu ma BBI ve své struktuie jen jeden polypeptidovy
fetézec o celkové molekulové hmotnosti 8§ kDa. Soucésti fetézce jsou dvé aktivni
domény, které slouzi pro inhibici aktivity trypsinu nebo chymotrypsinu, a sedm
disulfidovych mustki (Srinivasan et al., 2005; Sharma, 2015).

Druhou vyznamnou tiidu pfedstavuji aspartatové PI, které tvoii pomérné¢ malou
skupinu PI pfitomnych zejména v bramborech. Béhem evoluce vznikly jen nékolikrat,
ato jako odpovéd’ téchto rostlin na aspartatové proteasy pritomné v travicim traktu
hmyzich herbivort, jako je naptiklad mandelinka bramborova. Jsou silnymi bifunkénimi
inhibitory aspartatovych proteas typu katepsinu D a serinovych proteas trypsinového
a chymotrypsinového typu (Brunelle et al., 1999).

Cysteinové PI jsou dal$i studovanou tfidou, byt ne tak zndmou v porovnani se
serinovymi proteasami. Jedna se o bifunk¢ni inhibitory inhibujici cysteinové proteasy
zrodiny CI1 (rodina papainu) a také serinové proteasy z rodiny S1. Nejlépe byl dosud
popsan inhibitor BbCI z bauhinie, ktery inhibuje cysteinové proteasy jako katepsin L
nebo cruzipain a serinové proteasy typu elastas (Hansen et al., 2007). Mechanismus
inhibice cysteinovych PI neni zndmy, ale pravdépodobné obsahuje reaktivni centrum
téchto inhibitori na rozdil od KTI vice neZ jednu strukturni smycku. Cysteinové PI jsou
si totiZ prostorovou architekturou velmi podobné s clitocypinem (rodina 148), ktery
k blokaci cysteinovych proteas vyuziva dvé strukturni smyc¢ky (Renko et al., 2010).

Klasifikace PI se odviji od déleni samotnych proteolytickych enzymi — proteas. Tyto
enzymy patii do tfidy hydrolas, tedy enzymii schopnych katalyzovat hydrolytické Stépeni
vazeb, zde je konkrétné katalyzovano §tépeni peptidovych vazeb v proteinech. Siroce
pfijimana klasifikace proteolytickych enzymu je zalozena na chemické povaze skupin
odpovédnych za katalyzu. Rozeznavany jsou proteasy serinoveé, threoninové, cysteinové,
aspartatové a metalokatalytické/metaloproteasy (Rawlings a Barett, 2013).

Serinové, threoninové a cysteinové proteasy se od zbylych dvou typt lisi v tom, ze
nukleofil katalytického mista je zde soucasti aminokyseliny, zatimco u aspartatovych
proteas a metaloproteas je nukleofilem aktivovana molekula vody. Naptiklad
u serinovych proteas je katalytické misto tvotreno triddou slozenou z histidinu, aspartatu
a serinu, kde nukleofilem je hydroxylové skupina serinového zbytku. Tato hydroxylova
skupina miiZe napadat peptidovou vazbu, histidin pak slouZi jako donor protonu. Podobné
je tomu u threoninovych proteas, kde je nukleofilem hydroxylova skupina threoninu.
V ptipad¢ cysteinovych proteas slouzi jako nukleofil sulthydrylova skupina cysteinu.

Aspartatové proteasy vyuzivaji aspartatova residua jako ligandy aktivované vody,
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u metaloproteas se na aktivovanou vodu vazou dvojmocné kationty kovt (Zhu-Salzman
a Zeng, 2015).

Mezi serinové proteasy jsou fazeny i enzymy trypsin (EC 3.4.21.4) a chymotrypsin
(EC 3.4.21.1). Tyto latky jsou vyluCovany slinivkou biisni v neaktivni form¢ jako
prekurzory trypsinogen a chymotrypsinogen. Prostfednictvim pozitivni zpétné vazby se
aktivuje trypsin, ktery dale prevadi chymotrypsinogen spolu s dal§imi neaktivnimi
formami na aktivni. Trypsin i chymotrypsin maji podobnou terciarni strukturu, byt’ kazdy
Stépi proteiny na odliSnych pozicich v polypeptidovém fetézci vlivem pfitomnosti
ruznych vazebnych mist pro substrat. Optimalni rozsah pH pro oba enzymy je mezi 7 a 8,
jelikoz ptisobi v tenkém stieve, kde je alkalické prostredi (Hartwig a MAK Commission,
2017).

Pokud se dostanou do tésné blizkosti enzym a inhibitor, dochazi k piimé blokaci
aktivniho mista proteasy, nedochazi ke konformaénim zménam a vytvaii se komplex
mezi enzymem a inhibitorem. Reaktivni misto, které zprostfedkovava vazbu inhibitoru
na enzym, ma tvar smycky (z angl. protease binding loop), jejiz konvexni struktura je
vysoce kompatibilni s konkévni strukturou aktivniho mista enzymu. Sila interakce
reaktivni smycky s aktivnim mistem enzymu mize byt rovnéz ovlivnéna
aminokyselinovymi residui, jez se nachazi pted nebo za touto smyc¢kou (Krowarsch et al.,
2003). Je znamo, ze napiiklad trypsin $tépi peptidové fetézce nejcastéji v oblasti
bazickych aminokyselin Arg nebo Lys, proto je reaktivni smycka inhibitorii (zpravidla
Kunitzovych) tvofena predevS§im témito aminokyselinovymi residui, aby bylo docileno
jakési napodobeni stavby daného peptidového substratu (Laskowski a Kato, 1980; Bode
a Huber, 1992).

Konformace reaktivnich smycek KTI je stabilizovana bud’ interakci s konzervovanym
zbytkem Asnl4, nebo pomoci disulfidovych mustki a vodikovych interakci. To
zpisobuje, Ze reaktivni smycky nejsou efektivné $tépeny, prestoze jsou v tésné blizkosti
katalytickych zbytku trypsinu (Ravichandran et al., 2001).

Paklize komplex enzymu s inhibitorem disociuje, vznikd volny enzym a smés
nemodifikovanych a modifikovanych inhibitor. Modifikované inhibitory mohou byt
nasledné specificky Stépeny na peptidové vazbé mezi Arg63 a Ile64. U rafinovanych
struktur mezi hovézim pankreatickym inhibitorem trypsinu (BPTI) a hovézim
pankreatickym trypsinem (BPT) bylo zjisténo, Ze peptidova vazba zde neni specificky
Stépena, ale zlstava téméf neporuSena, pouze se slabé mimoplosné deformuje atom

karbonylového kysliku (Bode a Huber, 1992).
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Negativni ucinek TI spociva v jeho odolnosti vii¢i pepsinu a kyselému pH v Zaludku,
a také v jeho schopnosti tvofit stabilni komplex s trypsinem, jak jiz bylo uvedeno vyse.
Inaktivace trypsinu v zazivacim traktu indukuje uvolnovani hormonu pankreozymin-
cholecystokininu ze stievni sliznice. Tento hormon stimuluje pankreatické acinarni bunky
k produkci vétsiho mnozstvi trypsinu. Tim, Ze se produkuje vice trypsinu nez je obvyklé,
dochazi ke zvysenému pozadavku na aminokyselinu cystein, coz vede K vyznamné ztraté
aminokyselin bohatych na siru. Tato negativni zpétnd vazba zplsobuje
hypertrofii/hyperplazii pankreatu, potlaceni ristu a jiné karcinogenni u€inky (Sharma,
2020).

Vyse zminéné Ucinky byly pozorovany ve vyzkumu, kdy se hlodavcim a ptakiim
podavala strava sestavajici z volnych aminokyselin, sdjovych proteinti, KTI a BBI.
U obou typt pokusnych organismt doslo k hypertrofii a hyperplazii pankreatu,
hypersekreci travicich enzymi a deficitu endogennich proteinli bohatych na siru. Jelikoz
maji proteiny ze semen sOji obecn¢ nedostatek sirnych aminokyselin, zkoumani
zivocichové prestali rast (Lajolo a Genovese, 2002).

Navzdory vysoké afinité k enzymim jsou vSechny PI obsazené v lusténinach
termolabilni a jelikoz se lusténiny pfed konzumaci tepelné upravuji, neptedstavuji PI pro
¢lovéka vyznamny problém. Navic 1ze pro sniZeni obsahu PI v luSténinach vyuzit i metod
genového inzenyrstvi (Greiner a Domoney, 2004). V Tab. 2 je vypsan seznam nékterych

druht luskovin véetné obsahu TI v nich.

Tab. 2 Porovnani obsahu Tl v riznych druzich luskovin.

Latinsky nazev Cesky nazev TIA (U-mg™) Zdroj
Phaseolus vulgaris Fazol obecny 3,10+ 0,24 Alonso et al., 2000
Cicer arietinum Cizrna berani 8,10-12,10 Singh a Jambunathan, 1981
Lens culinaris Cocka jedld 7,40 Swieca a Baraniak, 2014
Pisum sativum Hrach sety 2,20 Habiba, 2002
Vigna unguiculata Vigna ¢inska 7,52 +0,34 Rivas-Vega et al., 2006
Vicia faba Bob obecny 4,47 +0,21 Alonso et al., 2000
Cajanus cajan Kajan indicky 4,75 +0,10 Sangronis a Machado, 2007
Glycine max Séja lustinata 94,10 Yalcin a Basman, 2015
Vigna mungo Vigna zlatd 0,61-1,03 Chitra a Sadasivam, 1986

Prevzato a upraveno dle: Avilés-Gaxiola et al., 2018
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2.1.3.2 Kyselina fytova

Myo-inositol-(1,2,3,4,5,6) hexakis-fosfat (kyselina fytova, fytat = konjugovana baze
kyseliny) patii mezi hlavni zdroje fosforu (60-90 %) v pletivech kli¢icich rostlin a rostlin
v ranych vyvojovych stadiich (Loewus, 2002). Piedstavuje béznou slozku rostlinné
potravy, vy$§i mnozstvi jsou pfitomna zejména v obilovinach a luskovinéach (viz Tab. 3).
Denni pfijem fytatu ¢ini ulidi, jejichz strava je smiSena, zhruba 150-1400 mg,
U vegetarianti pak v priméru 2000-2600 mg. Vyssi pfijem fytatu u vegetariant zptisobuje
snizenou dostupnost mineralnich latek (Reddy, 2002).

Podle poc¢tu navazanych fosfatovych skupin ¢lenime myo-inositol fosfaty do kategorii
IP1 az IPs. Mensi z téchto molekul, IP1 az P4, maji nizkou schopnost tvorby komplexii
s anorganickymi kationty, navic jsou v luskovindch pfitomny v nizSich koncentracich nez
IPs a IPg, piipadné se v nékterych druzich vibec nevyskytuji. Hlavnimi zastupci myo-
inositol fosfati v luskovinach jsou IPs a IPs, pficemz v nejvétSich koncentracich je
ptitomen praveé IPs — kyselina fytova (M, = 660,04), viz Obr. 1 (Burbano et al., 1995).

Diky ptitomnosti Sesti fosfatovych skupin jde o velmi silné chelata¢ni ¢inidlo. Mlze
tvofit vazby vramci jedné molekuly, pfipadné se fetézit s vice molekulami fytatu
a nasledné se vazat na ziviny. Tvofi komplexy pfevazné s dvojmocnymi kovy jako Cu?*,
Fe?*, Zn?* nebo Ca?®', coz nasledné zapficifiuje nizkou biologickou dostupnost a jejich
nasledny deficit v organismu (Konietzny a Greiner, 2003). Déle dochézi k interakcim
fytatu s proteiny, mezi n€z patfi i trdvici enzymy jako pepsin, trypsin, chymotrypsin nebo
a-amylasu. Tim dojde ke snizeni jejich aktivity a ziviny jsou poté hiife stravitelné

(Urbano et al., 2000).

Tab. 3 Obsah fytatu ve vybranych plodinach a produktech z nich.

Plodina/produkt Obsah fytatu (mg-g %)
RyzZe natural (varena) 12,7-21,6
RyZe loupana (varena) 1,2-3,7
PSenicny chléb 3,2-7,3
Zitny chléb 1,9-4,3
Ovesné vlocky 8,4-12,1
Hrach sety (vareny) 1,8-11,5
Séja lustinata 9,2-16,7
Cocka jedla (varenad) 2,1-10,1
Fazol obecny (vareny) 8,3-13,4

Upraveno dle: Greiner a Konietzny, 2006
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Obr. 1 Strukturni vzorec kyseliny fytové a schéma jeji interakce s proteiny a kationty kovi.
Upraveno dle: Nikmaram et al., 2017.

Proti témto negativnim uCinklim se organismy brani enzymy zvanymi fytasy.
V ptirodé jsou hojn€ distribuovany v rostlindch, mikroorganismech a ojedinéle
v n¢kterych zivocisnych tkanich (Haros et al., 2007). Snizuji obsah fytatu v lidské
I zivo¢isné potravé hydrolyzou fytatu za vzniku nizsich esterti myo-inositolu a fosfatu.
IUPAC-IUBMB (z angl. the International Union of Biochemistry and Molecular Biology)
dosud rozeznava tfi tfidy fytas dle polohy fosfodiesterové vazby, na nizZ
iniciuji defosforylaci: 3-fytasy (EC 3.1.3.8), 5-fytasy (EC 3.1.3.72) a 4/6-fytasy (EC
3.1.3.26) (Bohn et al., 2008).

Bé&hem degradace katalyzované fytasami vznika nékolik izomeri myo-inositolfosfati,
které mohou mit rizné fyziologické vlastnosti. Identifikace téchto izomerti by mohla
pomoci lépe specifikovat pfirozené se vyskytujici fytasy a mechanismy jejich plisobeni
Dnes se vyuziva enzymaticka degradace fytatu pomoci fytas zejména pii tpravach krmiv,
aby doslo ke zvyseni dostupnosti mineralti a proteinti (Muzquiz et al., 2012).

Navzdory vyse zminénym negativnim u¢inklim na organismus se vSak nékteii autofi
domnivaji, Ze fytat mize disponovat prospéSnymi u¢inky. Rimbach a Pallauf (1997) tvrdi,
ze fytat jako silné chelatacni ¢inidlo mlze tvofit chelaty s téZkymi kovy pfitomnymi

Vv potravé (kadmium a olovo) a sniZzovat tak miru jejich toxicity. Fytdt méa navic podle
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Lajola et al. (2004) antioxidac¢ni vlastnosti in vitro, nicméné molekularni mechanismy
tohoto procesu nebyly zcela objasnény. Minihane a Rimbach (2002) naopak zjistili, Ze za
podminek in vivo se kyselina fytova nejevila jako antioxidant.

U nékterych myo-inositolfosfati se uvadi priznivé ucinky jako snizovani rizika
kardiovaskularnich chorob, prevence tvorby ledvinovych kamenii nebo sniZeni rizika
rakoviny tlustého stteva (Champ, 2002). Pravé protirakovinné tc¢inky fytatu jsou podle

wrwe

s kationty kovti.

2.1.3.3 Lektiny

Nazev ,,lektin® ma ptivod v latinském oznaceni ,,legere”, v piekladu ,,sbirat/¢ist*, coz
dobfe vystihuje vlastnosti lektind. Jde o skupinu glykoproteinii neimunogenniho ptivodu
s jednou nebo vice katalytickych domén schopnych reverzibilné se vdzat na mono nebo
oligosacharidy (Liu et al., 2010), v¢etné téch, které jsou soucasti jinych glykoproteind,
glykolipidi nebo glykokonjugati. Diky interakcim se sacharidy mohou lektiny pusobit
jako antinutri¢ni latky a chranit tak rostlinu pfed fytofagnimi skidci (Candido et al.,
2011). Pokud je znédma specificita glykoproteinl k pfisluSnému sacharidu, oznacujeme je
pojmem ,lektiny“. Paklize neni zndma sacharidova specificita, pouziva se oznaceni
»hemaglutininy* (Sze a Tzi, 2011). Existuje mnoho druht lektinti rostlinného nebo
zivocisného ptvodu lisicich se povahou a rozsahem jejich antinutri¢nich ucinkt, rovnéz
se jedna o vysoce specifické molekuly odolné vici proteolyze a stabilni v Sirokém
rozmezi pH (Sagar a Dhall, 2018).

Rostlinné lektiny délime do ctyt hlavnich skupin: hololektiny, merolektiny,
superlektiny a chimerolektiny. Dle specifity sacharidu, na ktery se lektiny vazou, je lze
také rozdé€lit mezi dvanact skupin rostlin (Vandenborre et al., 2011), pfi¢emz luskoviny
tvoii skupinu nejvétsi, velmi bohatou na riizné druhy lektinti. Ty si jsou z hlediska sloZeni
aminokyselin velmi podobné, lisi se vSak ve své vazebné specifité a kvartérni struktufe
(Koundal a Rajendran, 2003).

Lektiny poskozuji luminalni epitelidlni membrany a zpisobuji tak naruseni
metabolismu sacharidd, lipidi a proteint. To se projevi zvétSenim nebo dokonce atrofii
cilové tkan¢ a dojde ke zméné imunologického a hormonalniho stavu organismu.
U fytofagniho hmyzu se tento efekt projevi naruSenim ristu a vyvoje daného zivocicha

(Chakraborti et al., 2009).
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Tab. 4 Obsah lektinti ve vybranych druzich luskovin (jednotky uvedeny v zavorkach).

Luskovina Obsah lektint (HU) Obsah lektind — ELISA (g-kg )
Séja lustinatd var. Ostrumi 40,0 £ 0,00 4,80+0,10
Cocka jedla var. Magda 500,0 + 1,67 8,00+ 0,27
Fazol obecny var. Gernikesa 24,09 £ 0,50 5,50 £ 0,50
Hrach sety var. Iceberg 0,32+£0,00 neanalyzovano
Vikev ¢ockova var. Taranto 0,63 +0,00 neanalyzovano

Pfevzato a upraveno dle: Muzquiz et al., 2012

Diky témto vlastnostem jsou lektiny povazovany za potencialni biopesticidy a mnoho
lektinovych gent vykazujicich insekticidni aktivitu bylo UspéSné zavedeno do
genomupsenice, ryze nebo brambor. Implementace podobné vyslechténych rostlin podle
vSeho nemd na zivotni prostfedi negativni dopad. Diky své odolnosti viici Skiidciim
mohou takto vypéstované rostliny zlepSit Zivotni prostiedi, jelikoZ je nebude potieba
oSetfovat chemickymi insekticidy a herbicidy (Velkov et al., 2005).

Navzdory insekticidnim vlastnostem lektin vSak piesto zdstava otazkou jejich
toxicita pro savce. Vasconcelos a Oliveira (2004) uvadéji, Ze fytohemaglutininy
zpisobuji aglutinaci Cervenych krvinek, tudiz jsou pro savce toxické. Pro Slechténi
transgennich plodin odolnych viici hmyzu je tak potfeba vyuzit pouze ty druhy lektint,
které nejsou spojeny s potencidlni toxicitou a podobnymi nezadoucimi u¢inky na savci
organismus (Sagar a Dhall, 2018).

Obsah lektini v luskovinach se méti v jednotkach HU (z angl. haemagglutination
unit), kdy 1 HU definujeme jako mnozstvi materialu v poslednim fedéni, v némz bylo
aglutinovano 50 % bunék. Podle vysledné hodnoty, hemaglutinaéni aktivity, se posléze
stanovuje celkovy obsah lektinti v pfislusné luskoviné (Muzquiz et al., 2012). Obsah

lektind ve vybranych druzich luskovin je uveden v Tab. 4.

2.1.3.4 Oligosacharidy

Nazev pochdzi z feckého oznaceni oAiyot [oligoi] = nékolik, a cdxyap [sadchar] = sladky.

Oligosacharidy sestdvaji zpravidla z tfi az deseti monosacharidovych jednotek spojenych

glykosidickymi vazbami. K nejznamé;jSim zastupctim rostlinnych oligosacharidt fadime
Rafinosa ptredstavuje hlavniho zéastupce rafinosovych oligosacharidl. Strukturné se

jedna o trisacharid sestdvajici z galaktosy, glukosy a fruktosy. Rafinosa je pfitomna ve

vSech castech rostliny, béhem ristu dochdzi k jejimu hromadéni v kofenech a semenech
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(Muzquiz a Wood, 2007). Stachyosa patii mezi rafinosové tetrasacharidy, sklada se
z dvou jednotek a-D-galaktosy doplnénych o jednotku a-D-glukosy a B-D-fruktosy. Mezi
jednotkami galaktosy a glukosy vznikaji vazby a-(1—6), zatimco jednotky glukosy
a fruktosy jsou spojeny vazbou a-(1<2)-p.

Rafinosa a stachyosa svou osmotickou aktivitou pomahaji luskovindm piekonavat
stres zpusobeny suchem, vysokymi teplotami nebo vysokou salinitou. Mohou rovnéz
slouzit jako zhasece reaktivnich kyslikovych radikali (ROS) a zabranovat tak naptiklad
peroxidaci membranovych fosfolipidt (ElSayed et al., 2014).

Hladiny oligosacharidii se 1iSi napii¢ jednotlivymi druhy luskovin, pohybuji se
v rozmezi od 0,4 do 16,1 % suSiny. V nékterych luskovinach (s6ja, cizrna, arasidy) chybi
rafinosovy pentasacharid verbaskosa, mnozstvi celkovych a-galaktosidi je tak nizsi (Rao
a Belavady, 1978; Rupérez, 1998). V Tab. 5 je uveden seznam vybranych luskovin
a mnozstvi oligosacharidl v nich pfitomnych.

Kdyz se oligosacharidy dostanou do traviciho traktu, dochazi k jejich uplné hydrolyze
pomoci enzymil invertasy a a-galaktosidasy. U monogastrickych zivocichii chybi a-
galaktosidasa, oligosacharidy (zejména a-galaktosidy) tedy nemohou byt straveny
Vv tenkém stievé a rozkladany jsou az anaerobné bakteriemi tlustého stteva. BEéhem tohoto
procesu vznika vodik, methan a oxid uhli¢ity, coz zptisobuje nadymani. Pfi konzumaci
velkého mnozstvi a-galaktosidl se zméni osmoticky tlak v tenkém stieve, ¢imz dojde ke
snizeni jeho absorp¢ni kapacity. Nadymani je pak doprovazeno prijmem a bolestmi
bficha (Zhang et al., 2019).

SniZené schopnost travit a-galaktosidy ma ale 1 sva pozitiva. V nestravené forme tvori
a-galaktosidy soucast vldkniny a mohou piisobit jako probiotikum v tlustém stievé. Pti
anaerobnim metabolismu o-galaktosidii dochdzi ke zvySovani populace bifidobakterii,
které potlacuji hnilobu stfev, stimuluji imunitni systém a zvySuji odolnost organismu vii¢i

infekci (Mitsuoka, 1996; Eiwegger et al., 2004).

Tab. 5 Obsah a-galaktosidu a jejich dil¢ich slozek v riznych druzich luskovin.

. Sacharosa  Rafinosa  Stachyosa Verbaskosa Celkové a-

Luskovina -1 1 -1 -1 . -1

(mgg") (mgg’) (mgg) (mgg™) galaktosidy(mgg ™)

Lupina bila 288+1,20 6,35+0,34 61,3+0,93 11,7+1,81 79,3+1,40
Sdja lustinata 40,8+0,33 9,30+0,18 40,7+0,89 - 50,0+ 1,04
Cocka jedld 10,4+1,29 2,92+0,39 22,6+0,99 219%0,77 47,5+1,87
Cizrna berani 21,5+1,17 6,53+0,87 22,9+0,92 - 29,4 +2,30
Podzemnice olejna 77,6 +2,87 4,68+0,31 6,69 +0,09 - 11,4 £0,35

Upraveno dle: Pedrosa et al., 2012.
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2.1.3.5 Trisloviny

Ttisloviny jsou ve vod¢ rozpustné polyfenolové slouceniny s molekulovou hmotnosti od
500 do vice nez 3000 Da. Vyskytuji se v cévnich svazcich kofene, stonku, listii ¢i pupentl,
V hojném zastoupeni se nachdzi zejména v lesnich plodech a kakaovych bobech,
v mensich mnozstvich pak v luskovinach (Tab. 6), obilovinach a alkoholickych napojich.
Oznaceni ,tfislovina® (z angl. ,,tannin*) bylo poprvé zavedeno uz koncem 18. stoleti
apochazi z pouziti t€chto sloucenin v kozeluzstvi k ¢inéni kazi (tfisloviny interaguji
asrazi proteiny véetné kolagenu). Rostlinné extrakty s obsahem tfislovin se k témto
ucelim vyuzivaji uz od starovéku. Povahou reakci se podobaji fenoltiim (Serrano et al.,
2009). Presto existuji druhy ttislovin, které nejsou rozpustné ve vod¢ a jejich molekulova
hmotnost se pohybuje v rozmezi od 3 do 30 kDa — tvofi sité s polysacharidy buné¢nych
stén (Le Bourvellec et al., 2004).

Ttisloviny lze tedy definovat jako unikatni skupinu fenolovych metabolitti o pomérné
vysoké molekulové hmotnosti, které dokazou tvofit stabilni komplexy s proteiny
a sacharidy. Jsou rozdéleny na zaklad¢ jejich chemické struktury, anebo dle jejich
rozpustnosti a extrahovatelnosti. Podle chemickych struktur jsou rozeznavany Ctyfti
hlavni skupiny tfislovin: proantokyanidiny/kondenzované tfisloviny, hydrolyzovatelné
tiisloviny, florotaniny a komplexni tfisloviny (Serrano et al., 2009).

Proantokyanidiny jsou polyhydroxyflavanové oligomery a polymery. Zakladni
jednotky — monomerni flavanoly — se mezi sebou li§i po¢tem a polohou hydroxylovych
skupin a stereochemii na uhliku C3. Mezi nejbéznéjsi monomery patii diastereomery
(+)-katechin/(—)-epikatechin, (—)-gallokatechin/(—)-epigallokatechin
a (+)-afzelechin/(—)-epiafzelechin (Tab. 7), pticemz jejich ptislusné oligo- a polymery

nazyvame prokyanidiny, prodelfinidiny a propelargonidiny (Sanoner et al., 1999).

Tab. 6 Obsah tfislovin ve vybranych druzich luskovin.

Luskovina (latinsky nazev) Obsah tfislovin (mg-100 g ?)
Fazole mungo 890 + 0,79
Cizrna berani 770 £ 0,86
Cocka jedld 915 +0,76
Fazole ¢ervena ledvina 1100 £ 0,89
Fazole navy 980 + 0,90

Upraveno dle: Rehman a Shah, 2005.
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V urcitych polohdch mohou byt proantokyanidiny esterifikovany kyselinou gallovou
nebo sacharidy, ¢imz vznikaji mimo jiné i ¢ervené zbarvené antokyanidiny, odtud plyne

oznaceni ,,proantokyanidiny* (Serrano et al., 2009).

Tab. 7 Délenti tfislovin a strukturni vzorce jejich monomernich jednotek.

Skupina trislovin Monomer Strukturni vzorec monomeru

Proantokyanidiny OH

(+)-katechin R1=0H, R,=H
(+)-afzelechin Ri=H, R,=H HO
(-)-gallokatechin R1=0OH,
R,=0OH

OH

OH
(-)-epikatechin R;=0H, R,=H
(-)-epiafzelechin R1=H, R;=H HO o_
(-)-epigallokatechin R;=0OH, i R,
R2=OH

OH

Hydrolyzovatelné 0 OH
trisloviny
Kyselina gallovd

Kyselina hexahydroxydifenova

Florotaniny
Floroglucinol

HO OH

Prevzato a upraveno dle: Serrano et al., 2009.
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Hydrolyzovatelné tfisloviny jsou polyestery sacharidi (a jinych nearomatickych
polyhydroxysloucenin) a organickych kyselin. V ptfitomnosti zftedéné kyseliny dochazi
k jejich hydrolyze na pfislusny sacharid a organickou kyselinu. Sacharidovou slozkou
byvaji zpravidla glukosa, fruktosa, xylosa nebo sacharosa. Podle kysel¢é slozky se odviji
nazev dané skupiny tfislovin, a to gallotaniny (kyselina gallovd) nebo ellagitaniny
(kyselina hexahydroxydifenova). Ellagitaniny jsou ¢asto smiSené estery s kyselinou
gallovou a hexahydroxydifenovou (Serrano et al., 2009).

Florotaniny se nachdzeji v motskych chaluhidch a vyznacuji se svou specifickou
strukturou. Pfedstavuji oligomerni nebo polymerni derivaty floroglucinolu (1,3,5-
trihydroxybenzenu, viz Tab. 7), v nichZ jsou jednotlivé jednotky floroglucinolu spojeny
vazbami aryl-aryl (fukoly), etherovymi vazbami (floretholy, hydroxyfloretholy, fuhaloly)
nebo obéma typy téchto vazeb (fukofloretholy) (Serrano et al., 2009).

Krom¢ déleni dle chemické struktury muizeme rozdélit tfisloviny podle jejich
rozpustnosti. Mezi rozpustné fadime tfisloviny, které lze snadno extrahovat vodnymi
a organickymi rozpoustédly (oligomerni proantokyanidiny a hydrolyzovatelné tiisloviny
0 nizké molekulové hmotnosti). Naopak mezi nerozpustné patii vysokomolekuldrni
tiisloviny a tfisloviny, které¢ tvofi komplexy se sacharidy a proteiny. V pfirodé se
vyskytuji Castéji nez rozpustné tfisloviny — Vv picninach je 55 az 86 % proantokyanidint
vazano na proteiny (Mupangwa et al., 2000).

Antinutriéni vlastnosti tfislovin je jejich schopnost interagovat s mineraly, proteiny
nebo travicimi enzymy. Napiiklad mezi hydroxylovou skupinou ttislovin a karbonylovou
skupinou proteinu se tvofi vodikova vazba a nasledkem toho vznikd nestravitelny
komplex (Raes et al., 2014). Naopak mezi pozitivni vlastnosti tfislovin patfi jejich
schopnost plsobit jako antioxidant. Zhaseji ROS a zabranuji peroxidaci lipidi (Gyamfi

a Aniya, 2002).

2.1.4 Ekologicka funkce ANF
Stejn¢ jako mnoho jinych plodin jsou i luskoviny vystavovany tad¢ abiotickych ¢i
biotickych stresovych faktor, mezi néz patii bakterie, viry nebo houby. Tyto stresory
mohou napadat danou rostlinu a zpiisobovat rizné vady a nemoci, coz vede ke snizeni
celkové produkce piislusné plodiny.

Vyse zminéné patogeny syntetizuji specifické hydrolytické enzymy zvané proteasy.

Pomoci nich mohou nicit strukturni proteiny pfitomny v buné¢éné sté€né rostliny a nasledné
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tak ziskaji rostlinné ziviny. Dle aktivity proteas se odviji schopnost patogenu napadnout
rostlinu a také zavaznost vzniklych vad ¢i onemocnéni (Yarullina et al., 2016).

Luskoviny vramci svych obrannych mechanismi syntetizuji a hromadi velké
mnozstvi PR (z angl. pathogenesis-related) proteini. Dle jejich funkce je mizeme rozd¢lit
proteiny maji protektivni funkci. Vazou se do aktivnich mist proteas dané¢ho patogenu,
¢imz je aktivita téchto proteas inhibovana. Patogeny se tim padem nemohou zivit
rostlinnymi aminokyselinami, plati to jak pro mikroorganismy, tak i pro zivocichy.
Luskoviny jsou odolné vici Sirokému spektru patogent diky produkci raznych druhti PI,
které vykazuji vyssi stabilitu a inhibi¢ni aktivitu oproti PI pfitomnym v jinych rostlinach
(Rodriguez-Sifuentes et al., 2020).

Dawei et al. (2016) studovali aktivitu serinovych PI u ¢étyt odrd s6ji, z nichz dvé byly
citlivé na hlistice druhu Heterodera glycines a dvé byly viéi tomuto druhu rezistentni. Po
naocCkovani hlistic na rostliny se u vSech druhti s6ji zvysila aktivita PI, u téch citlivych se
zbytku rostliny. Z vyzkumu tedy vyplyva, Ze s rostouci aktivitou PI se zvySuje nejen
odolnost plodiny vii¢i napadeni patogeny, ale také se zabranuje jejich invazivnimu $ifeni
Vv dané ¢asti rostliny.

V soudasnosti slouzi k ochrané rostlin pied stresovymi faktory agrochemikalie. Rada
Znich je vSak pro ostatni organismy toxickd, tudiz musi byt nahrazeny ekologicky
Setrn¢jSimi latkami. Pravé PI produkované luskovinami se nabizi jako jedna
z udrzitelnych alternativ. K dispozici je Siroka Skala jejich uplatnéni v transgennich
rostlinach nebo jako soucast biopesticidii. Neposkozuji zZivotni prostifedi a ¢inné jsou

predevs§im proti hmyzu, hlisticim a houbam (Rodriguez-Sifuentes et al., 2020).

2.2 Stanoveni ANF

Mezi hlavni ANF, které se stanovuji, patfi inhibitory proteas, kyselina fytova,
oligosacharidy, lektiny a tfisloviny. Stanovovany jsou ve vSech komeréné dostupnych

luskovinach.

2.2.1 Utel stanoveni
Mnozstvi ANF v luskoving vypovida o kvalité dané plodiny. Rada ANF interaguje

s proteiny a minerély, anebo zpUsobuji zdravotni komplikace. Cim je niz$i obsah ANF,
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tim je zvySena biologicka dostupnost vSech zivin, tedy se zvySuje nutricni hodnota
luskoviny (Amarakoon et al., 2012).

Stanoveni ANF probiha rovnéz po Gpravé analyzované luskoviny (loupani, namacenti,
vafeni, germinace, autoklavovani...) za ucelem zjiSténi ubytku hladin sledovanych ANF.
Diky tomu lze zefektivnit metody snizovani obsahu konkrétnich ANF ve vybranych
druzich luskovin. Naptiklad mnozstvi inhibitoru trypsinu v cizrn€ berani (Cicer arietinum
L.) se vafenim snizi o 82 %, zatimco u fazoli (Phaseolus vulgaris L.) se stejnou Gpravou

snizi mnozstvi jen o zhruba 30 % (Sharma, 2020).

2.2.2 Metody stanoveni

2.2.2.1 Stanoveni inhibitoru trypsinu

Stanoveni obsahu inhibitoru trypsinu (TIA) se provadi standardizovanou metodou
American Association of Cereal Chemists (AACC) vyvinutou Kakade et al. (1974), v niz
je synteticky substrat, Na-Benzoyl-DL-arginin-4-nitroanilid hydrochlorid (BAPNA),
podroben plisobeni trypsinu za ptitomnosti extraktu z drcenych semen vybrané luskoviny
(viz Obr. 2). Vznikd barevny produkt, ve kterém lze spektrofotometricky stanovit
koncentraci inhibitoru méfenim absorbance pfi A=410 nm. Vysledna hodnota je
porovnana s absorbanci standardu, vyjadfena procentudlni inhibice trypsinu a obsah
inhibitoru piepocitan na TIA-g 2, tedy mnozstvi inhibitoru (mg nebo pg) na jeden gram
vzorku (Sueiro et al., 2015).

[amE=
-

Trypsin + BApNA Trypsin + BApNA Trypsin+ N-benzoyl-DL-arginin + p-nitroanilid

Trypsin + Inhibitor +  BApNA Inaktivni komplex + BApNA

Obr. 2 Mechanismus inhibice trypsinu, pfevzato a upraveno dle: Coelho, 2013.
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Z hlediska reak¢éniho mechanismu jde o kompetitivni inhibici, proto se méteni podle
Kakade et al. (1974) provadi snékolika riznymi Fedénimi extraktu a naslednou
extrapolaci na nulovou koncentraci. Byt’ se voli vhodna fedéni ve snaze minimalizovat
nepiesnost extrapolace, v pribéhu let doslo k postupnym optimalizacim metody.

Puvodni metoda byla schvalena AACC poprvé v roce 1973 jako metoda 71-10
a opétovné schvalena v roce 1999 jako metoda 22-40.01. Smith et al. (1980) ptisli
S alternativou, a sice pouzitim jen jednoho fedéni. K tomu zavedli upravené podminky
extrakce vCetné prisnéjsi kontroly pH. Tato Gprava byla pfijata v roce 2001 Mezindrodni
organizaci pro standardizaci (ISO) v norm¢ ISO 14902, znovu schvélena pak byla roku
2012 (Sueiro et al., 2015).

Hlavnimi rozdily mezi metodami AACC 22-40.01 a ISO 14902 jsou velikost ¢astic,
na niz je pii ptipravé vzorku dand luskovina redukovana, dale postup extrakce a také
samotny substrat enzymatické reakce. Tyto faktory maji podstatny vliv na vysledné
hodnoty TIA a vysledné hodnoty jsou tak vzajemné nesrovnatelné (Sueiro et al., 2015).

Obsah TI v luskovinach se obvykle vyjadiuje v jednotkach TIU (z angl. trypsin
inhibitor unit) nebo TIA (z angl. trypsin inhibitor activity). Oboji je definovano jako
mnozstvi inhibovaného trypsinu v mg nebo g, pti¢emz mezi TIA a TIU plati, ze 1,0 mg
TI/g je odpovida 1,9 TIU/mg (Kakade et al., 1974). Smith et al. (1980) uvad¢ji i moznost
vztazeni TIA na celkovy protein obsazeny v semenu (CP).

V experimentalni ¢asti prace budou provedeny experimenty, v nichz bude stanovovan
obsah inhibitoru trypsinu v semenech hrachu setého. Vychozi metodou bude metoda
popsana Smithem et al. (1980). Cilem prace je optimalizovat tuto metodu na moderné;si

instrumentaci a sjednotit nesrovnalosti, které se za dlouhou dobu vyskytly.

2.2.2.2 Stanoveni kyseliny fytové

V soucasné dob¢ neexistuje jednoducha a komercné dostupnd kvantitativni metoda
stanoveni kyseliny fytové. Obecné pfijimand metoda AOAC 986.11 je zaloZena na
extrakci drcenych semen luskoviny s HCI a néasledné analyze vzorku pomoci HPAEC
(z angl. High Performance Anion Exchange Chromatography) s detektorem vodivosti.
Ten se pouziva k detekci vSech oddélenych eluentl, pficemZz se do smési pridava
aniontovy supresor pro potlaceni rusivych slozek. Identifikace a kvantifikace kyseliny
fytové je zjiSténa pomoci reten¢niho Casu a porovnanim vzniklych pikl se standardy

jednotlivych inositolfosfatl (Kasim a Edwards, 1998).
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Vyse popsana metoda je vSak slozita a ¢ita fadu omezeni. Pro kazdou samostatnou
analyzu je zapotiebi tézkopadné aniontoméniCové Cisténi a svou roli hraje i inherentni
predpoklad, ze se Cisti pouze kyselina fytova. Tento predpoklad by byl Zivotaschopny pro
nezpracovand zrna, v nichz tvofi fytat asi 97 % vSech inositolfosfati. Neni vSak
akceptovatelny pii analyze zpracovanych krmiv nebo potravin, v nichZz miize byt
pfitomno vyssi mnozstvi nizSich forem inositolfosfati (naptiklad IP3 nebo IPs). Po eluci
téchto forem by doSlo k nadhodnoceni celkového obsahu kyseliny fytové (Lehrfeld
a Morris, 1992).

Druhou uzivanou metodou je spektrofotometrické stanoveni kyseliny fytové. Princip
spocivd v zahfivani kyselého extraktu vzorku s roztokem Zelezitych kationtd (Fe*)
0 znam¢é koncentraci. Obsah kyseliny fytové se urcuje jako pokles absorbance vzorku
oproti ptivodnimu roztoku Fe®*, do reakéni smési je pfidavan 2,2-bipyridin a méfi se pti
A=419 nm. Vysledek je pak vyjadien v mg PA/g DW — mnozstvi kyseliny fytové (mg)
V jednom gramu susiny (Luo a Xie, 2013).

Tato metoda je sice cenove dostupna, ma vsak své nedostatky. Hlavnim problémem
byly interference kovovych iontli, zména iontové sily roztoku po extrakei fytatu, citlivost
metody a jeji reprodukovatelnost. Doslo proto k jejimu zdokonaleni. Nové€ je pouzivan
glyoxal bis(2-hydroxyanilin) (GBHA), ktery reaguje s vapenatymi kationty v zasaditém
prostiedi a poskytuje barevny produkt métitelny pii A=500 nm. V piitomnosti kyseliny
fytové reaguji vapenaté ionty s fosfatovymi skupinami této kyseliny a vznikéa bezbarvy
komplex. To se projevi poklesem absorbance roztoku, pfi¢emz mira poklesu absorbance
je pfimo timérna koncentraci kyseliny fytové. Vysledek je uvadén ve formé % m/m
(procentualni zastoupeni kyseliny v daném mnozstvi vzorku luskoviny) (Agostinho et al.,
2016).

Ke stanoveni myo-inositolfosfatii se dale vyuZziva i kapilarni zénova elektroforéza
(CZE, z angl. Capillary Zone Electrophoresis). Zalozena je na migraci iontd
v elektrickém poli, pficemz myo-inositolfostaty diky zapornému naboji ptirozené putuji
k anodé. Protoze vsak elektroosmoticky tok (EOF, z angl. Electroosmotic Flow) unasi
vSechny molekuly smérem ke katod€, pohybuji se 1 anionty timto smérem. Rychlost
pohybu je ovlivnéna velikosti naboje i1 velikosti dané molekuly. K urychleni analyzy se
pouzivaji bud’ elektrolyty o0 nizkém pH (3,0 a niz8i), ¢imz dochazi k potlateni EOF
protonaci silanolovych skupin na sténé kapilary, anebo je mozno vyuzit rtizna aditiva,
ktera zpusobi obraceni sméru chodu EOF. Mezi takové slouceniny patii polyaminy nebo

surfaktanty, jako naptiklad cetyltrimethylammonium bromid (Simonet et al., 2003).
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Obsah jednotlivych myo-inositolfosfati se pak uruje pomoci nepiimé detekce
zalozené¢ na UV, fluorescenéni nebo amperometrické detekci, neni tedy zapotiebi
provadét derivatizaci slouCenin. Dal§i vyhodou CZE je, ze dokaze rychle detekovat
pritomnost molekul s riiznymi velikostmi jejich naboji. Metoda je tak podstatné kratsi
nez chromatografické techniky a soucasné se zabranuje ztraté¢ materidlu v disledku
adsorpce na stacionarni fazi. Nevyhodou pak je zvySena hladina Sumu, ktery vznika
v disledku pridani chromoforu do reakéni smési, a tak zaroven snizeni citlivosti. Také
muze dojit k prekryvu pika v dasledku vyssSich hodnot pH (vice nez 3, soucasné se
zvysuje EOF), a nelze tedy jednotlivé myo-inositolfosfaty zcela presné¢ identifikovat

a kvantifikovat (Buscher et al., 1994).

2.2.2.3 Stanoveni oligosacharidi

Vybrané druhy oligosacharidii (sacharosa, rafinosové oligosacharidy a ciceritol) lze
stanovit metodou HPLC. Drcend semena dané luskoviny se extrahuji v ethanolu za
pritomnosti arabinosy jako interniho standardu. Po centrifugaci se ze supernatantu vysrazi
polysacharidy a proteiny pomoci ethanolu, vzorek se opétovné centrifuguje a vysledny
supernatant obsahuje pouze nizkomolekularni sacharidy. Takto pfipraveny supernatant se
odpafi, znovu rozpusti v destilované vodg, ptefiltruje ptes mikrofiltr a analyzuje metodou
HPAEC-PAD (PAD zangl. Pulsed Amperometric Detection). Vysledek se uvadi
v jednotkach g-kg™ DM = mnozstvi sacharid (g) v kilogramu susiny (Ekvall et al.,
2007).

2.2.2.4 Stanoveni lektinu

Stanoveni aktivity lektini se provadi extrakci drcenych semen luskoviny ve
fyziologickém roztoku fosfatového pufru, néslednou centrifugaci, sériovym fedénim
supernatantu a reakci zfedénych alikvotd s trypsinizovanymi krali¢imi erytrocyty. Jedna
jednotka hemaglutinacni aktivity (HA) je definovana jako pfevracend hodnota nejvyssiho

fedéni poskytujiciho pozitivni aglutinaci (Luo a Xie, 2013).

2.2.2.5 Stanoveni trislovin

Stanoveni obsahu tfislovin se provadi reakci methylcelulosy a siranu amonného
s extraktem ze semen luskoviny, po terminaci reakce centrifugaci se méti absorbance
supernatantu pti A=280 nm, jde tedy o spektrofotometrii v UV oblasti. Vysledna hodnota
je vyjadiena v g/100 g — mnozstvi epikatechinovych ekvivalentti na 100 g vzorku (Carbas
et al., 2020).
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2.2.3 Alternativni metody stanoveni ANF

Standardni metody stanoveni obsahu ANF v luskovinach jsou sice osvédcené, maji
vsak fadu omezeni: jsou ¢asove narocné, vyzaduji technické znalosti, pouziti Skodlivych
¢inidel nebo rostouci pocet matric. Vymysleny byly proto alternativni piistupy zalozené
na spektroskopii vyuzivajici Fourierovu transformaci (FTIR, z angl. Fourier-transform
infrared spectroscopy). Tim je umoznén pfistup k vicerozmérné analyze, kdy 1ze spektra
korelovat schemickymi daty a ziskat tak analytické Kkalibrace. Vzhledem
k jednoduchosti, rychlosti a spolehlivosti tohoto piistupu doslo k jeho Sirokému rozsiteni,

a to zejména v zem&délsko-potravinaiském pramyslu (Carbas et al., 2020).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Trypsin (Sigma-Aldrich, Némecko)

BAPNA; Na-benzoyl-DL-arginin p-nitroanilid hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina fytova;, myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat, 50% roztok (w/w) (Sigma-
Aldrich, Némecko)

PDC; Kyselina pyridin-2,6-dikarboxylova (Sigma-Aldrich, Némecko)

CTAB; Hexadecyltrimethylamoniumbromid (Sigma-Aldrich, Némecko)

DAH; 1,6-diaminohexan (Sigma-Aldrich, Némecko)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan; 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (Sigma-
Aldrich, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina octov4; kyselina ethanova (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Bezvody chlorid vapenaty (Lach:Ner, Cesko)

Organické kyseliny (pyrohroznova, jantarova, jable¢na, citronova) (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Dodekahydrat hydrogenfosforeénanu sodného (Lach:Ner, Cesko)

Dihydrat kyseliny §tavelové (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dihydrat molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hydroxid sodny p.a. (Penta Chemicals, Cesko)

Voda vysoké Cistoty (deionizovana, Milli-Q)

Methanol (Honeywell, USA)

n-hexan (Sigma-Aldrich, Némecko)

Disodna stil kyseliny ethylendiamintetraoctové p.a. (Lanch:Ner, Cesko)

Hexahydrat chloridu Zelezitého (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dihydrat kyseliny 5-sulfosalicylové (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2 Biologicky material
Biologicky materidl byl z¢asti poskytnut firmou SELGEN (geneticky materidl uréeny pro
Slechtitelské ucely) a zcasti zakoupen v komer¢nich fetézcich. Sdja luStinata byla
poskytnuta z genetickych zdrojit VURV.
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Material poskytnuty firmou SELGEN:

Hrach sety (P. sativum L., odrida Impuls)

Hrach sety (P. sativum L., odrida Avatar)

Material zakoupeny v komerc¢nich fetézcich:

Cocka jedla (L. culinaris L.); oznageni etikety — ocka (Tesco Stores CR a.s.)

Cocka ¢ervena (L. culinaris L.); oznageni etikety — ocka &ervena piilena (Tesco Stores
CR ass.)

Hréach sety (P. sativum L.); oznaéeni etikety — hrach (Tesco Stores CR a.s.)

Hréach sety (P. sativum L.) — loupany Zluty; oznadeni etikety — hrach (Tesco Stores CR,
a.s.)

Fazole mungo (V. radiata L.); oznaceni etikety — fazole mungo (Tesco Stores CR a.s.)

3.1.3 Instrumentace a pomiicky

Spektrofotometricky reader Epoch 2 (BioTek, USA)

Horkovzdusna susarna UNB 500 (Memmert GmbH + Co.KG, Némecko)

Automatické pipety o objemech 2-20 ul; 20-200 ul; 100-1000 ul; 1-5 ml (Eppendorf,
Némecko; Labnet International, USA)

Sestava kapilarni elektroforézy (Agilent Technologies, USA)

Systém pro ptipravu vody vysoke Cistoty MilliQ (Millipore, Némecko)

Analytické vahy (Kern, Némecko)

Laboratorni sklo (kadinky, odmé&rmé baiiky aj.; Simax, Cesko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Mikrocentrifuga Labnet PRISM (Labnet International, Edison, USA)

Ultrazvukova lazen, Bandelin Sonorex Digitec DT 102 HR-C (Bandelin Electronic,
Némecko)

Mikrozkumavkovy tiepa¢ Multi-Tube Vortex Mixer DMT-2500 (MIULAB, Hangzhou,
Cina)

pH metr, Multifunction meter CX-505 (Elmetron, Polsko)

Ttepacka vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko)

Polypropylenové vialky (Macherey-Nagel, Némecko)

Plastové stiikacky o objemu 15 a 25 ml (Braun, Cesko)

Stikackové filtry o velikosti pora 0,22 a 0,45 pm (Chromservis, Cesko)

Elektricky mlynek na kavu Silvercrest SKME 180 B1 (Lidl Ceska republika v.o.s.,
Cesko)
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Laboratorni sita (oko 0,5 mm a 0,16 mm) (zavod Ivancice, Stavebni strojirenstvi n.p.

Brno, Cesko)

3.1.4 Software

Pro vypracovani této bakalaiské prace byl pouzit balicek Microsoft Office 365. Ke kresbé
chemickych vzorct byl pouzit ndstroj ChemSketch a pro upravu obrazkia program Zoner

Callisto 5 (oboji freeware licence).

3.2 Priprava zasobnich roztoku a biologického materialu

3.2.1 Homogenizace biologickych vzorki

Vzorky poskytnutého i zakoupeného materidlu byly rozemlety v elektrickém mlynku na
kavu a presety pies sito o jemnosti 0,5 mm. Z prosetého materialu byla polovina pieseta
ptes druhé sito o jemnosti 0,16 mm. Nasledné byly homogenizované vzorky skladovany

Vv chladnicce pfi teploté 4-8 °C do doby dalSiho zpracovani.

3.2.2 Odtuénéni semen sdji lustinaté

Po homogenizaci byl 1g s6ji o zrnitosti 0,16 mm (n=2) smichan s 5 ml hexanu
a centrifugovan pii 6000 g 13 min. Supernatant byl odebran, zbytkovy hexan odpaten
v digestofi a odtu¢nény vzorek zvaZen. Proces byl dvakrat opakovan pro dostate¢né

extrakce interferujicich lipofilnich latek.

3.2.3 Chemikalie pro stanoveni obsahu inhibitoru trypsinu

3.2.3.1 Tris pufr

Bylo navazeno 3,0285 g Tris, 1,11 g CaClz, rozpusténo ve vodé, upraveno na pH 8,2
pomoci HCI a doplnéno vodou na celkovy objem 500 ml. Vysledné koncentrace slozek

byly 50 mmol-I (Tris) a 20 mmol-I"* (CaCl,).

3.2.3.2 Pracovni roztok HCI

Bylo navazeno 277 mg CaClz, rozpusténo ve vodg, ptidano 41,4 pl 37% HCI a doplnéno
vodou na objem 500 ml. Koncentrace jednotlivych slozek byly: 5 mmol-It (CaCl)
a1 mmol-I"t (HCI).
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3.2.3.3 Zasobni roztok trypsinu
Byly navazeny 4 mg trypsinu a rozpustény ve 20 ml pracovniho roztoku HCI (vysledna
koncentrace trypsinu 0,2 mg-mlt). Takto pfipraveny zasobni roztok byl pied méfenim

fedén 10x na finalni koncentraci trypsinu 20 pg-ml=,

3.2.3.4 Zasobni roztok enzymového substratu
Bylo navazeno 20 mg Na-benzoyl-DL-arginin p-nitroanilid hydrochloridu a rozpusténo
v 500 pul DMSO (koncentrace BAPNA 40 mg-ml?). Pfed méfenim byl roztok 100krat

ziedén Tris pufrem na finalni koncentraci BAPNA 0,4 mg-ml L.

3.2.4 Chemikalie pro stanoveni obsahu kyseliny fytové

3.2.4.1 Wadeovo c¢inidlo
Bylo navazeno 12,49 mg FeClz-6H20, 87,4 mg dihydratu kyseliny sulfosalicylové

a doplnéno vodou na objem 25 ml.

3.3 Metody

3.3.1 Stanoveni obsahu inhibitoru trypsinu

Vychozi metodou pro potieby této bakalaiské prace byla metoda dle Liu (2019)
s drobnymi modifikacemi (viz Tab. §). Podle tohoto postupu byly provedeny vSechny
experimenty tykajici se stanoveni obsahu TI v hrachu setém.

Bylo navazeno 30 mg vzorkd hrachu o zrnitosti 0,16 mm (n=3), ptidano 1,5 ml NaOH
(0,01 mol-I'Y) a smés byla zvortexovéna. Nasledné byly vzorky 15 min sonikovany
(T=25 °C) a poté zcentrifugovany (10 min, 10200 g). Supernatant byl posléze ziedén 10x
na celkovy objem 300 pl.

Poté byl pfipraven pracovni roztok BAPNA o koncentraci 0,4 mg-ml™! a pracovni
roztok trypsinu o koncentraci 20 ug-mi=.

Dale byly pfedehiaty susarna a spektrofotometricky reader na teplotu 37 °C. Do jamek
mikrotitracni desky byly napipetovany potfebné chemikalie podle Tab. 8. Pfed pfidavkem
roztoku trypsinu byly mikrotitraéni deska s reakénimi smésmi a roztok umistény na
10 min do susarny pro temperaci na pozadovanou teplotu. Pak byl napipetovan roztok
trypsinu  do vybranych jamek, mikrotitracni deska byla umisténa do

spektrofotometrického readeru a byla métena absorbance pii A=410 nm po dobu 20 min.
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Tab. 8 Rozdily mezi optimalizovanou metodou a metodou dle Liu (2019); B =blank, S = standard,
SPL = vzorek, SPLB = blank vzorku, BAPNA = roztok Noa-benzoyl-DL-arginin p-nitroanilid
hydrochloridu (0,4 mg-ml—1), Trypsin = roztok trypsinu (20 ug-ml™), HAc = 30% kyselina
octova, HCI = pracovni roztok HCI.

Metoda dle Liu (2019) Optimalizovana metoda
Slozka Mikrozkumavky Objem (ml) Slozka Jamky Objem (ul)
BAPNA B, S, SPL, SPLB 5,0 BAPNA B, S, SPL, SPLB 150
Ztedény extrakt SPL + SPLB 2,0 Ztedény extrakt SPL + SPLB 60
Voda B+S 2,0 Voda B+S 60
Trypsin B, S, SPL, SPLB 2,0 Trypsin S+ SPL 60
HAC B, S, SPL, SPLB 1,0 roztok HCI B + SPLB 60

Z naméfenych hodnot byla vypoctena procentudlni inhibice trypsinu vzorkem hrachu,
mnozstvi tohoto inhibovaného trypsinu a hodnota TIA. V ptipadé analyzy obsahu TI
Vv riiznych druzich luskovin bylo jedinou modifikaci tohoto postupu pouziti jiného fedéni

(100x, 120x a 150x) pro vzorky sdji lustinaté.

3.3.2 Stanoveni obsahu kyseliny fytové pomoci kapilarni elektroforézy
K méteni byla pouzita kapilara o délce 80,5 cm (efektivni délka 72 cm) a vnitinim
priméru 50 pm. Pfed analyzou byla promyvana 10 min NaOH (0,1 mol-I"%) a 10 min
vodou, nakonec 15 min pufrem (pfiprava viz nize).

Byla pfipravena sada rtiznych pufri o rizném sloZeni a pH (viz Tab. 9), které slouzily
béhem analyz jako zakladni elektrolyty (ZE). K tupravé pH na pozadovanou hodnotu byl
pouzit NaOH (1 mol-1™!). Do polypropylenovych vialek bylo pipetovano vzdy 500 pl

ptislusnych pufra.

3.3.2.1 Vlastni analyza standardi a vzorku
Do polypropylenovych vialek byly postupné napipetovany standardy Kkyselin
a nasledovala jejich analyza, ktera probihala pti napéti —30 kV po dobu 15 min. Detekce
probihala pii vinové délce 350 nm, referencni vinova délka byla 200 nm.

Po ukonceni série méfeni byl aktualni pufr vyménén za novy a experiment byl

zopakovan. Postupné tak byly k méfeni pouzity vSechny pfipravené pufry.
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Tab. 9 SloZeni pufri pouzivanych pii kapilarni elektroforéze; PDC = kyselina pyridin-2,6-
dikarboxylova, CTAB = hexadecyltrimethylammoniumbromid, DAH = 1,6-diaminohexan, MES
= kyselina 2-(N-morfolin)ethansulfonova, EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova.

Pufr Koncentrace sloZek Objem (ml) pH
5 mmol-I"t (PDC),

1 (PDC + CTAB) o ol [ ((CTAEZ) 100 5,6
5 mmol-I"* (PDC),

2 (PDC + CTAB) 0.5 mmol--L (CTAB] 50 5,6
5 mmol-I"* (PDC),

3 (PDC + CTAB) 0,2 mmol-I* (CTAB) 50 5,6
5 mmol-I"t (PDC),

4 (PDC + CTAB) 0,2 mmol-I* (CTAB) 50 3,0
5 mmol-I"* (PDC),

5 (PDC + DAH) 1 mmol -t ((DAH)) 50 5,6
5 mmol-I"t (PDC),

6 (PDC + DAH) 0,2 mmol-t (DAR] 50 5,6

-1
7 (PDC + DAH) > mmol-I"* (PDC), 50 3,0

0,2 mmol-It (DAH)
5 mmol-I"t (PDC),
8 (PDC + CTAB + MES) 0,5 mmol-I"* (CTAB), 50 5,6
30 mmol-I"t (MES)
5 mmol-I"t (PDC),

9 (PDC + CTAB + MES) 0,5 mmol-I! (CTAB), 50 5,6
5 mmol-I"t (MES)
5 mmol-I"t (PDC),

10 (PDC + CTAB + EDTA) 0,2 mmol-I"t (CTAB), 50 5,6
1 mmol-I"t (EDTA)

3.3.3 Spektrofotometrické stanoveni obsahu kyseliny fytové
Do mikrozkumavek bylo navazeno 75 mg mletych vzorkl luskovin (n=3) o zrnitosti
0,5a0,16 mm, smichano s 1,5 ml 2,4% HCI, umisténo na tfepacku a extrahovano pfii
500 rpm po dobu 16 h. Poté byly zkumavky zcentrifugovany (1000 g, 10 °C, 20 min)
a vznikly supernatant odebran do novych mikrozkumavek obsahujicich 150 mg NacCl.
Tyto zkumavky byly umistény na tfepacku a extrahovany po dobu 20 min pti 500 rpm.
Pak byly ponechény v chladni¢ce pii 6 °C po dobu 60 min a nasledné zcentrifugovany
(1000 g, 10 °C, 20 min).
Ze vzniklého supernatantu bylo odebrano 40 pul a nafedéno 960 pl vody. Po
promichani bylo z nafedéné smési odebrano 600 pl, k tomu pfidano 200 ul Wadeova
¢inidla, kratce zvortexovano, zcentrifugovano (1000 g, 10 °C, 10 min) a poté byla méfena

absorbance takto pripravené smési pti A=500 nm.
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Pro sestaveni kalibra¢ni tfady byl postupné fedén Milli-Q vodou zasobni roztok
kyseliny fytové o koncentraci 14,32 mg-ml™t. Koncentrace jednotlivych bodi kalibra¢ni
fady jsou nasledujici: 0,20; 0,18; 0,16; 0,14; 0,12; 0,10; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02;
0,01 mg-ml™.

Po sestaveni kalibracni fady bylo odebrano postupné 600 ul jednotlivych roztoki, ke
kazdému piidano 200 ul Wadeova ¢inidla, smés byla promichana a po 15 min byla
zmé&fena absorbance pii A=500 nm. Ziskané hodnoty byly vyneseny do grafu, byla
provedena linedrni regrese a ze ziskané rovnice piimky byly vypocitany koncentrace

vSech realnych vzorkd.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni obsahu inhibitoru trypsinu
Experimentalné zjisténé hodnoty absorbanci byly zaznamenany do tabulky. Pak byl pro
vSechny vzorky vypocitan rozdil absorbanci v 10-minutovém intervalu (zpravidla mezi
2. a 12. min) abyla provedena korekce vysledné hodnoty optickou drahou pfislusné
jamky. Ziskané hodnoty byly pouZity pro vypocet procentualni inhibice.

Procentualni inhibice trypsinu vzorkem hrachu byla spocitana podle nasledujiciho
Vvzorce.

(AS - AB) - (ASPL - ASPLB)
(As — Ap)
kde 1 je inhibice trypsinu v % a hodnoty Ag, As, AspL @ AspLe vyjadiuji absorbanci blanku,

I =

standardu, vzorku a blanku vzorku pii A=410 nm (po korekci optickou drahou).
Mnozstvi inhibovaného trypsinu v pg bylo ziskano vyndsobenim celkového mnozstvi
trypsinu v jedné jamce (1,2 pg) procentualni inhibici.
Hodnota TIA pak byla vypoc¢itana podle vzorce:
Ve f
V-m
kde TIA je obsah inhibitoru trypsinu v mg-g %, i je mnoZstvi inhibovaného trypsinu v ug,

TIA =

Vc je celkovy objem extraktu v ml, f je zfed’ovaci faktor, V je pouzity objem zfedéného

extraktu v ml a m je hmotnost vzorku hrachu v g.

4.1.1 Optimalizace metody
Rada nasledujicich praci pracovala za odlinych podminek, &¢imz doslo k ovlivnéni
vysledku do takové miry, Ze je mezi sebou nebylo mozno porovnavat (Kakade et al.,
1974; Smith et al., 1980; Sueiro et al., 2015; Liu, 2019). Cilem téchto experimentt byla
predevsim optimalizace zastaralych postupti na modernégj$i instrumentaci s pouZzitim 96-
jamkové mikrotitraéni desky. K Gcelim optimalizace poslouzil hrach sety (odrida
Impuls) poskytnuty firmou SELGEN, u né&jz byla hodnota TIA uvadéna vyrobcem
4,1 mg-g %, a vychozi metodou, ktera byla optimalizovéana, byla metoda stanoveni dle Liu
(2019).

Prvotnim cilem bylo celou metodu minimalizovat. Jmenovité §lo o sniZzeni navazky
vzorku z1g na 30mg, snizeni objemu pouzitétho extrakéniho Cinidla

(0,01 mol-I" NaOH) z50 ml na 1,5ml a snizeni celkového objemu reakéni smési.

Z pivodnich 10 ml nejdiive na 1 ml, aby se vramci testovani metody ovéfila jeji
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funk¢nost. Nasledné byl cely experiment upraven tak, aby Slo méfeni provést v 96-
jamkové mikrotitrani desce, kde objem jedné jamky ¢ini 300 pl.

Timto bylo docileno tspornéjsi provedeni experimentu a soucasné bylo snizeno riziko
vzniku systematickych chyb.

Jednou vyznamnou nevyhodou této metody je tizky dynamicky rozsah. Liu (2019)
uvadi, ze mefeny vzorek musi smétovat k inhibici mezi 30 a 70 %. Z tohoto diivodu je
vhodné provadét méfeni TIA vzorkt v nékolika riznych fedénich extraktu. V oblasti
inhibice 30-70 % je zavislost absorbance roztokt na obsahu inhibitoru linearni. Pokud je
inhibice vyssi nez 70 %, respektive nizsi nez 30 %, zvysuje se relativni chyba méfeni nad
+3,5 % (Liu a Markakis, 1989).

Experiment byl proveden za ucelem zjisténi, zda se budou lisit vysledné hodnoty TIA,
pokud u stejnych vzorkii bude jako zahajovaci sloZka pouzit substrat BAPNA nebo roztok
trypsinu. V Liu (2019) oznacuje piislusné postupy jako ,,S-last* (zahajeni substratem)
a ,,E-last™ (zahajeni enzymem) a za vhodnéjsi je povazovana ta, pfi niz se zahajuje reakce
enzymem. Sueiro et al. (2015) naopak pti porovnavani metod AACC a ISO zjistili, Ze
vy$$i hodnoty TIA poskytuje metoda AACC, pii niz je pouZit jako zahajovaci sloZzka
substrat.

Vysledky ziskané po provedeni obou zplisobti stanoveni ukazaly, Ze hodnota TIA je
0 bezmala 40 % vyssi v ptipad€ pouziti substratu jako zahajovaci slozky. ProtoZze vSak
bylo méteni zatizeno (pokazdé) vyssi chybou neZ v ptipadé zahdjeni enzymem, pro dalsi
analyzy byl jako vhodné&jsi vybran postup, pfi némz se zahajuje enzymem. Vysledna
enzymatickd reakce navic neni zdaleka tak ovlivnitelnd faktory jako jsou rlizna fedéni
vzorku, interference extrakéniho ¢inidla nebo piitomnost Ca?* v reakéni smési.

Lusténiny pfedstavuji velmi tvrdy biologicky materidl, ktery se obtizn€ homogenizuje,
aaby bylo mozné provést jeho uCinnou extrakci, je nutné redukovat velikost
extrahovanych castic a zvysit tak plochu kontaktu ¢éstice s extrakénim cinidlem.
Sledovan byl tedy 1 vliv zrnitosti vzorki na hodnoty TIA.

Vzorky o zrnitosti 0,16 mm (metoda AACC pouziva velikost 0,15 mm, pro
experimenty bakalafské prace bylo pouzito sito o velikost oka 0,16 mm) poskytovaly
vys$$i hodnoty TIA oproti vzorkiim o zrnitosti 0,5 mm (metoda 1SO) (Liu, 2019). Ze
ziskanych vysledki vyplyva, Ze vzorek o zrnitosti 0,16 mm vykazuje vySsi TIA neZ
0,5 mm vzorek (viz Tab. 10), coz odpovida literatuie. Pfi dalSich méfenich byl proto

pouzivan biologicky material o zrnitosti 0,16 mm.
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Tab. 10 Hodnoty TIA ve vzorku hrachu setého (Impuls) pfi pouZiti rliznych zrnitosti a extrakénich
postupti (n=3).

Doba extrakce (min) Zpusob extrakce Zrnitost (mm) TIA (mg-g™})
15 sonikace 0,16 5,7%0,5
15 sonikace 0,50 5,4+0,5
180 750 rpm, tfepacka 0,16 5,6%0,3
180 750 rpm, tfepacka 0,50 4,7+0,4
960 750 rpm, tfepacka 0,16 4,9+0,3
960 750 rpm, tfepacka 0,50 4,2+0,3

Také byly testovany riizné typy extrakce, aby se zjistilo, ktera poskytuje vyssi hodnoty
TIA. Jmenovité §lo o extrakci na tiepacce pii 750 rpm po dobu 16 h, extrakci pii 750 rpm
po dobu 3 h a sonikaci 15 min, v§e pfi laboratorni teploté. Ukazalo se, ze jemné Castice
jsou uz po 15 min sonikaci pfi laboratorni teploté dostate¢né extrahovany, ¢imz je
zabranéno zbyte¢nym prodlevam nebo moznym zménam v biologickém materialu a s tim
spojené ptipadné degradaci inhibitoru. Neni tedy zapotiebi zakladat extrakci den piedem,
jako tomu bylo u 16 h extrakce, 15 min dlouha sonikace navic poskytuje nejvyssi hodnoty
TIA (viz Tab. 10).

Dalsi zménou v postupu bylo odstranéni posledniho kroku analyzy, a to inhibice
reakéni smési 30% kyselinou octovou. Vzhledem k tomu, Ze optimalizovana metoda
vyuziva méfeni pomoci spektrofotometrického readeru, ktery dokéaze odecitat absorbance
celé mikrotitracni desky Vv kazdé minuté, byl tento krok vynechdn. Strojova piesnost
odectu hodnot absorbanci tak snizuje chyby vzniklé lidskym faktorem. Dalsi vyhodou
tohoto zplisobu métenti je, Ze 1ze sledovat vyvoj absorbanci v ¢ase a diky tomu 1épe urcit
tisek linearniho nartistu absorbanci. Casto pozorovanym jevem byl nelinearni nartist
hodnot v prvnich né€kolika minutach. Proto byly ode€itany zmény absorbanci v useku 2.-
12. min, ptipadné pozd¢jsi. Tyto chyby mohly byt zpisobeny napf. neptesnostmi
V pipetovani ¢i temperovani desky a jednotlivych slozek reakéni smési.

Podle literatury bylo mozné pracovat i s L-BAPNA misto racemické smési DL-
BAPNA, kterd byla pouZita také v naSich experimentech. JelikoZ je vSak substrat L-
BAPNA takika 10x drazs$i nez racemicka smés, nebyl pro potieby bakalarské prace
pouzivan.

Ve snaze zjistit, zda bude méteni s pouZitim starych chemikalii poskytovat stejné i

rizné vysledky oproti novym chemikaliim, byly porovnany Cerstvé pfipravené roztoky
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BAPNA, Trypsin, pracovni roztok HCI a Tris pufr se stejnymi roztoky pfipravenymi o pét
mésicu diive.

Smith et al. (1980) uvadéli, ze je vhodné pouzivat vzdy Cerstve pfipravené roztoky,
anebo roztoky staré maximaln¢ 14 dni. Na zakladé ziskanych vysledkl bylo zjisténo, ze
hodnota TIA se stafim pouzitych chemikalii prakticky neméni a chemikalie jsou tedy
dlouhou dobu stabilni. Nebylo proto nutné pro kazdou analyzu pfipravovat nové

chemikalie.

4.1.2 Porovnani obsahu inhibitoru trypsinu v riznych druzich luskovin
Vsechny Upravy popsané v ptedchozich bodech byly pouZity pro stanoveni obsahu TI
v riznych druzich luskovin. Vzorky s6ji i po mnohondsobné¢ vyssim zfedéni nez ostatni

vzorky poskytovaly vysoké hodnoty TIA.

Tab. 11 Vysledné hodnoty TIA v riznych druzich luskovin, zrnitost 0,16 mm (n=3).

Luskovina TIA (mg-g™!)
Hrach sety (odrida Impuls) (Pisum sativum) 4,2+0,2
Hrach sety (Pisum sativum) 3,310,1
Loupany hrach (Pisum sativum) 3,1+0,5
Cocka jedla (Lens culinaris) 5,8%0,2
Cocka ¢ervena (Lens culinaris) 5,7+0,2
Fazole mungo (Vigna mungo) 7,610,5
Séja lustinata (Glycine max) 68,715,2
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4.2 Stanoveni obsahu kyseliny fytové v luskovinach

4.2.1 Stanoveni pomoci kapilarni elektroforézy

Cilem bylo zavést zcela novou metodu stanoveni obsahu kyseliny fytové (PA)
V luskovinach, pfi niz by se povedlo zaroven oddélit od sebe kromé PA 1 jednotlivé
inositolfosfaty. Jelikoz PA neabsorbuje zafeni v UV oblasti, bylo nutné zvolit vhodné
pufry, které by v této oblasti absorbovaly a Sel by tak nepfimo stanovit obsah PA
Vv analyzovanych vzorcich. Inspiraci pro tento experiment byla metoda popsana v ¢lanku
od Soga a Ross (1997).

Jako soucast zakladniho elektrolytu (ZE) byla zvolena kyselina pyridin-2,6-
dikarboxylova (PDC), jelikoz ma vysokou hodnotu moléarniho extinkéniho koeficientu €
a zaroven se jeji mobilita nejvice blizi mobilité nami stanovovanych aniontd. Kromé PDC
byl soucasti pufru surfaktant cetyltrimethylammonium bromid (CTAB), ktery slouzi
k modifikaci elektroendoosmotického toku (EOF), konkrétné k obraceni sméru jeho
chodu (Soga a Ross, 1997).

Podle tohoto vychoziho ¢lanku byl proveden postup, piicemz byly pouzity dvé rtizné
koncentrace CTAB. V pufru ¢. 1 byly velmi vysoké propady a zmény zakladni linie
koncentrace v pufru €. 2 sniZzena. Propad baseline, ktery mohl interferovat s analyty, byl
podstatné niZ§i, avSak nyni dochéazelo k propadiim pokazdé v jiném Case.

Misto CTAB byl zvolen polykationt 1,6-diaminohexan (DAH) umoziujici
modifikovat EOF obdobné jako CTAB. Inspiraci pro tento krok byl ¢lanek Znaleziona et
al. (2008). Propady baseline se tak posunuly do oblasti elektroferogramu, kde nehrozila
interference s analyty. Zakladni linie se v8ak neustale dynamicky ménila, a to i po zméné
pH z 5,6 na 3,0.

Do smési byla ptidana kyselina 2-(N-morfolin)ethansulfonova (MES), ktera ma v dané
oblasti pH (5,6) dobrou pufra¢ni kapacitu a navic neabsorbuje v UV oblasti zafeni.
Ptidanim MES do smési vSak doslo k vyraznému potlaceni EOF, coZ mélo za nésledek
nezadouci prodlouzeni analyzy.

I po téchto provedenych krocich bylo mozno identifikovat jen fosfat a nékteré

organické kyseliny s podobnou elektroforetickou mobilitou (mobility kyselin méfeny za

MV
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tim, Ze pravé PA muze chelatovat ionty kovi pfitomnych v pufru, ¢imz dochazi ke zméné
elektroforetickych vlastnosti jak kovovych kationtt, tak i PA.

Jelikoz PDC neumoziiovala dostateCnou chelataci kationtd, byla do smési ptidana
kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), ktera tvofi jedny z nejstabilnéj$ich komplext
s kationty kovti, a méla by tak chelatovat vSechny kationty pfitomné ve vzorku.

Tyto pokusy byly ale také neuspésné a PA se identifikovat nepovedlo, bylo taktéz
mozné, ze dochazelo ke komigraci s fosfatem, ktery byl pfitomen ve standardu PA.
Navzdory v§em tUpravam ptivodniho postupu se nepodarilo nalézt vhodné podminky pro
provedeni analyzy kyseliny fytové pomoci kapilarni zénové elektroforézy s nepiimou

detekei.

4.2.2 Spektrofotometrické stanoveni
Pti reakci kyseliny sulfosalicylové s Zelezitymi ionty ve vodném prostiedi vznika fialovy
komplex. Pokud je v roztoku piitomna PA, vytésiiuje ionty Fe®* z tohoto komplexu

a vzniké bezbarvy produkt:
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Obr. 3 Schéma vzniku barevného komplexu Fe3* s kyselinou sulfosalicylovou a nasledny vznik
bezbarvého komplexu Fe3* s kyselinou fytovou, upraveno dle: Pozdnyakov et al., 2007.
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Inspiraci byla metoda popsana v ¢lanku od Gao et al. (2007), pouze doSlo k jeji
minimalizaci. Dal$i zménou bylo pouziti koncentrovanéjsiho roztoku Wadeova cinidla
(v pivodnim ¢lanku uvedena koncentrace FeCls-6H20 0,03%, pro nase experimenty byl
pouzit roztok o koncentraci FeClz-6H20 0,05% = 0,03% FeCl3) za ucelem ziskani
absorbanci standarda v rozmezi od 0,2 do 1,0. Také byla pouzita rozdilna teplota chlazeni.
V nasem piipad¢ byly vzorky chlazeny 60 min pti 6 °C, nikoliv pti 4 °C, jak uvadéli
autofi. Extrakce €. 2 v NaCl byla provadéna kvili interferujicim latkam, které jsou timto
krokem precipitovany.

Po sestaveni kalibra¢ni kiivky byla z rovnice pfimky vypocitana koncentrace realnych

vzork® v mg-ml~ a nasledné piepocitana na jednotky mg-g~* podle vzorce:

kde Xpa je obsah kyseliny fytové v mg-gl, cpa je koncentrace kyseliny fytové ve
ziedéném extraktu v mg-ml?, f je fedici faktor, Vc je celkovy objem hrubého extraktu
v ml a m je hmotnost mletého vzorku v g.

Vysledky byly posléze piepocitany na procentualni obsah kyseliny fytové v semenech
dané luskoviny. Hodnoty se pohybovaly v jednotkach procent, obsah PA spadal do
rozsahu uvedeného v literatufe (Gao et al., 2007). Ve vzorcich séji lustinaté nebylo
mnozstvi PA stanovovano.

Jednim z nedostatkt této metody je neschopnost piesné stanovit obsah PA u vzorka, kde
je niz8i obsah PA, a tedy vyssi obsah anorganického fosfatu (Pi). Pi mize precipitovat
Fe®" ionty, ¢imz dochazi ke zvyseni absorbance, a tudiz nadhodnoceni celkového obsahu

PA ve vzorku (Gao et al., 2007).

Tab. 11 Vysledny obsah kyseliny fytové (PA) ve vybranych biologickych materialech, zrnitost
0,16 mm(n=3).

Luskovina Obsah PA (mg-g™)
Hrach sety (odrida Impuls) (Pisum sativum) 34,4429
Hrach sety (Pisum sativum) 26,4+1,1
Loupany hrach (Pisum sativum) 31,3+3,4
Cocka jedla (Lens culinaris) 28,2+3,1
Cocka ¢ervena (Lens culinaris) 28,2+1,5
Fazole mungo (Vigna mungo) 40,615,6
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5 ZAVER

Cilem teoretické Casti prace bylo podani informaci o antinutri¢nich faktorech v hrachu
setém. Uvedeny byly informace pfedevsim o inhibitoru trypsinu a kyseling fytové. Cast
bakalaiské prace je vénovana i ostatnim antinutricnim faktortim, a to konkrétné lektintim,
oligosacharidiim a tfislovindm. V teoretické Casti jsou rovnéz popsany metody stanoveni
téchto latek v luskovinach.

Byla zavedena optimalizovana metoda stanoveni obsahu inhibitoru trypsinu
v luskovinach. Slo predev§im o minimalizaci experimentilniho méfitka, sniZeni
provoznich nékladi a uzptsobeni metody pro praci v 96-jamkové mikrotitra¢ni desce.

Byl porovnan obsah inhibitoru trypsinu v riznych druzich luskovin. Z komeréné
dostupnych druhil bylo nejvys$si mnozstvi této latky obsazeno ve vzorcich fazole mungo,
ato 7,6+0,5 mg-g %, naopak nejnizsi ve vzorcich loupaného hrachu a hrachu setého, a sice
3,1+0,5 a 3,3+0,1 mg-g* respektive.

Vzorky so6ji lustinaté poskytnuté genetickymi zdroji VURV obsahovaly vysoké
mnozstvi inhibitoru trypsinu V porovnani s ostatnimi druhy analyzovanych luskovin,
68,7£5,2 mg-g .

Zaroven byla zavedena metoda kvantitativni analyzy obsahu kyseliny fytové ve
vybranych biologickych materidlech. Zprvu byla pro tyto ucely zvolena kapilarni
elektroforéza, po nelspé&Snych méfenich byla nahrazena spektrofotometrickym
stanovenim. Vysledny obsah fytatu byl nejvys$si ve vzorcich fazoli mungo,
26,4+1,1 mg-g L. Hrach sety je z vybranych plodin nejvhodnéjsi pro béznou konzumaci
pravé diky tomu, ze obsahuje nejniz$i mnozstvi antinutricnich faktort, jak inhibitoru

trypsinu, tak i kyseliny fytové.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANF
BAPNA
BBI
BPT
BPTI
CP
CTAB
CZE
DAH
DMSO
EOF
FTIR
GBHA
HA/HU
HPAEC
HPAEC-PAD
KTI
MES
PDC

Pl

PR

Tl
TIA/TIU

ZE

antinutri¢ni faktory
Na-Benzoyl-DL-arginin-4-nitroanilid hydrochlorid
Bowmaniv-Birkiv inhibitor trypsinu

hovézi pankreaticky trypsin

hovézi pankreaticky inhibitor trypsinu

celkové proteiny (angl. crude protein)
cetyltrimethylammonium bromid

kapilarni zéonova elektroforéza
1,6-diaminohexan

dimethylsulfoxid

elektroendoosmoticky tok

angl. Fourier-transform infrared spectroscopy
glyoxal bis(2-hydroxyanilin)

angl. haemagglutination activity/unit

angl. High performance anion exchange chromatography
angl. HPAEC — Pulsed Amperometric Detection
Kunitzv inhibitor trypsinu

kyselina 2-(N-morfolin)ethansulfonova

kyselina pyridin-2,6-dikarboxylova

proteasové inhibitory

angl. pathogenesis-related

inhibitor trypsinu

angl. trypsin inhibitor activity/unit

zékladni elektrolyt
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