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ABSTRAKT

Moiské i sladkovodni fasy jsou vyznamnym zdrojem vlakniny, mineralnich latek, proteinti
a vitamint. Diplomové prace byla zaméfena na stanoveni proteind v moiskych a sladko-

vodnich fasach elektroforetickou metodou SDS-PAGE.

Klic¢ova slova: motské a sladkovodni fasy, proteiny, SDS-PAGE

ABSTRACT

Marine and freshwater algae are an important source of fiber, minerals, proteins and
vitamins. This diploma thesis is based on determination of proteins in the marine and

freshwater algae by electrophoretic SDS-PAGE.

Keywords: marine and freshwater algae, proteins, SDS-PAGE
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UVOoD

Rasy jsou jednobunééné (mikrofasy, napi. rody Scenedesmus, Chlorella) nebo
vicebunécné, vétSinou vodni organizmy, moiské nebo sladkovodni. Jsou zdrojem bilkovin,
hydrokoloidd, vitamint (A, C, E a Byy), celé fady mineralnich latek, stopovych prvki a
dalSich bioaktivnich latek.

Nejvétsi prakticky vyznam maji hnédé tasy (Chromophyta, napt. druhy Kombu a
Wakame), dale Cervené tfasy (Rhodophyta, napt. Nori) a druhové nejrozsifenéjsi zelené
tasy (Chlorophyta). Nékteré ptipominaji zeleninu ¢i byliny, a také se podobné konzumuji
bud’ v Cerstvé, nebo v suSené forme.

V zemich jihovychodni Asie jsou tradi¢ni slozkou stravy, v ostatnich oblastech svéta se
jejich vyuzivéani v rizné mite rozsifuje. Konzumuji se bud’ jako soucasti pokrmi (polévky,
salaty, sushi, sou¢ast chleba ve Skotsku aj.), nebo jsou z nich funkéni slozky extrahovany a
ptidavany do jinych potravin a doplikd.

Vzhledem k obsahu bioaktivnich latek a rozpustné vlakniny, kterd podminuje hydratacni
vlastnosti fasovych produktii, jsou fasy perspektivni surovinou pro kosmeticky primysl.
Vyuzivaji se prirozené¢ rostouci fasy i produkty péstované v akvakulturach, a stim
souvisi urcité rozdily v chemickém sloZeni.

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala stanovenim proteinii v moiskych a sladkovod-

nich fasach.

Teoreticka cast se zabyva charakteristikou jednotlivych druhi fas a jejich chemickym slo-
zenim. Déle jsem se zabyvala vyuzitim proteint a fas v kosmetice. V posledni ¢asti jsou

popsany metody stanoveni proteind.

Praktickd ¢ast popisuje pouzit¢é materidly, chemikdlie a postupy pii stanoveni proteinil

elektroforetickou metodou SDS-PAGE.
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I. TEORETICKA CAST
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1 RASY A SINICE

Rasy jsou dillezitou slozkou mnoha ekosystémil, od moiskych a sladkovodnich prosttedi,
poustnich piski, pes horké prameny, po snih a led. Rasy maji irokospektralni vyuZiti,
jak v primyslu potravinaiském a kosmetickém, tak i jako hnojiva nebo ptisady do
krmnych smési. Celkova ro¢ni hodnota produkce je odhadovana na 6 miliard americkych
dolarti. Ro¢né se spotiebuje piiblizné 8 milionti tun mofskych fas. Rasy jsou ziskavany z
volné piirody, ale stale vice se uplatituji umélé kultivace. Pouzivani motskych fas jako
potraviny ma silné kofeny v asijskych zemich, jako je Cina, Japonsko a Korejska
republika, ale poptavka po motskych fasach se nyni rozsitila i do Severni a Jizni Ameriky
a Evropy. Nejvétsim producentem fas je Cina, nasleduje Korejska republika a Japonsko.

[1,2]

1.1 Systematické zaiazeni vybranych druhu Fas a sinic
Oddéleni (Divisio): Sinice (Cyanophyta)
Rad: Oscillatoriales
Rod: Spirulina
PodriSe (Subregnum): NiZsi rostliny (Protobionta)
Oddéleni: Rhodophyta
Trida: Bangiophycideae
Rad: Bangiales
Rod: Porphyra
Rod: Palmaria
Oddéleni: Chromophyta
Trida: Phaeophyceae

Rad: Laminariales
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Rod: Laminaria
Oddéleni: Chlorophyta

Trida: Trebouxiophyceae

Rod: Chlorella [3, 4, 5]
1.2 Sinice (Cyanophyta)

Sinice jsou autotrofni prokaryotické organizmy. VétSina druhl sinic jsou jednobunécné
organizmy. Nékteré druhy tvoii kolonie. Jsou zfejmé nejstar§imi autotrofnimi organizmy,
které fotosyntézou uvoliuji do atmosféry kyslik. Sinice jsou spolu s bakteriemi nejstarSimi

organizmy na Zemi.

Kolem plazmatické membrany na povrchu bunék sinic je Ctyfvrstevnd bunécna sténa.
Fylogeneticky star$i jsou jednobunécné sinice, jejichz bunécéna sténa Casto vylucuje sliz,
ktery zpiisobuje, Ze nové bunky vzniklé délenim zistavaji pohromad¢é ve slizovém
pouzdru. Vyvojové mladsi sinice se rovnéz rozmnozuji délenim, ale nové bunky jsou
sefazené za sebou a vytvareji vlakna. Sousedni bunky vldkna jsou navzajem propojené

pory (plazmodezmy) v bunécné sténé. Vyvojoveé mladsi sinice vytvareji vlaknité kolonie.

Cytoplazma sinic je rozliSend na wvnitfni nukleoplazmu a wvngj$i chromatoplazmu.
V nukleoplazmé je soustiedéna DNA, ribozomy a zasobni latky v podobé inkluzi
obsahujicich sinicovy Skrob. V chromatoplazmé jsou tylakoidy vzniklé vchlipenim a
odSkrcenim plazmatické membrany. Tylakoidy obsahuji barviva: zeleny chlorofyl a,
cerveny B-karoten, modry fykokyanin, ktery sinicim dod4dva modrozelenou (sinou) barvu.
Nékteré druhy sinic navic obsahuji Cerveny fykoerytrin. Pro vlastni fotosyntézu je
nezbytny jen chlorofyl. Ostatni barviva jsou dopliikova a umoziuji organizmim vyuZivat
Sir§i  cast svételného spektra. Chlorofyl a a B-karoten jsou barviva spolecna
prokaryotickym a eukaryotickym autotrofnim organizmiim, coz svéd¢i o jejich spolecném
puvodu ve fylogenetickém vyvoji.

eey

Sinice jsou v pfirodé¢ velmi rozsitené. Podobné jako bakterie Ziji 1 v podminkach, které
jsou nepfiijatelné pro jiné organizmy. Sinice jsou prvni organizmy, které osidluji nove
vzniklé vulkanické ostrovy, obnazené skaly v lomech apod. To proto, ze nékteré sinice

dovedou vyuzivat vzdusny dusik a jsou neobycejné termorezistentni — ziji v horkych
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pramenech 1 v povrchové vrstvé snéhu ve vysokohorskych podminkach. Mnoho sinic zije
ve vod¢ jako soucast planktonu. Tyto druhy sinic maji v buiikach plynné vakuoly, které
snizuji hustotu bun¢k a napomahaji vznaseni kolonii pfi hlading€, kde je dostatek svétla pro
fotosyntézu. Vodni sinice se pfemnozuji ve vodach bohatych na organické latky.
V rybnicich a jezerech se n¢kdy rozmnozi tak, ze zbarvuji hladinu vody modrozelen¢ az
olivoveé zelené a vytvareji na hlading tzv. ,,vodni kvét”, viditelny pouhym okem. Do vody
vyluCuji jedovaté latky zptsobujici zadncty pokozky. NejrozsifenéjSi vodni sinice jsou
jednobunééna Microcystis nebo vlaknité Anabaena a Oscillatoria (drkalka). Sinice rodu
Trichodesmium zplUsobuji Cervenou barvu Rudého mote. Nékteré druhy sinic zijici
v symbioze s houbami tvofi slozku liSejnikd. [3]

Ttida Cyanophyceae je rozd€lena do Ctyt fadi. Déleni probihd na zaklad¢ stavby stélek
jednotlivych fadi a pfitomnosti specializovanych bunék. [5]

Rad: Oscilatoriales

Typické pro tento fad je, Ze u nich nenajdeme zadné specializované bunky (heterocyty,
akinety). Stélka je vlaknita a nevétvena. Nejvyznamnéjsi rody jsou Arthrospira, Spirulina,
Planktothrix, Oscillatoria, Phormidium. Pro kosmeticky primysl jsou nejvyznamnéjsi
sinice rodu Spirulina. [5,6]

Spirulina je modrozelend, sladkovodni, vldknita sinice. Jeji nazev je odvozen od jejiho
spiralovitého tvaru. Roste v teplych a hlavné neznecisténych jezerech. Spirulina je vice,
nez z 60 % tvofena proteiny, které jsou v organizmu lehce stravitelné. Dale obsahuje 20 %
sacharidt, 5 % lipidi a 9 % minerald, kyselinu gama linolenovou, sulfolipidy a vitamin
Bi2. Tmavou barvu Spiruliny zplsobuji piirodni barviva — karotenoidy, chlorofyl a

fykokyanin. Buné¢na sténa je tvofena mukopolysacharidy. [7]
1.3 NizZsi rostliny — rasy (Thallobionta)
Nizsi rostliny maji nékolik spolecnych znaku:

- jsou jednobunééné i mnohobunééné,
- télo jednobunéénych 1 mnohobunécnych se nazyva stélka (thallus),
- buiikky mnohobunéénych nizsich rostlin nejsou tvaroveé a funkéné diferencované v pletiva,

- jejich chloroplasty obsahuji vZzdy dva druhy chlorofylu, z nichz jeden je vzdy chlorofyl a.
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Ve fylogenetickém vyvoji se niz$i rostliny vyvijeli ve tfech paralelnich vyvojovych

vétvich lisicich se druhy chlorofyld v chloroplastech:

- zelena vyvojova vétev (v chloroplastech jsou chlorofyly a, b),
- hnéda vyvojova vétev (v chloroplastech jsou chlorofyly a, ¢),

- ¢ervena vyvojova vétev (v chloroplastech jsou chlorofyly a, d).

Chloroplasty fas jsou velké, ¢asto v bunikach byva jen jeden velky chloroplast rozmanitého
tvaru. V chloroplastech fas jsou Casto kulatd bilkovinnad tcliska dobie pozorovatelna

optickym mikroskopem. Nazyvaji se pyrenoidy.

V kazdé vyvojové vétvi vzniklo fylogenetickym vyvojem postupné nekolik vyvojovych

stupiiti stélky. Nejcastéjsi vyvojové stupné stélky jsou:

1. Nejjednodussi vyvojovy stupenn charakteristicky pro nejstarsi nizsi rostliny je bicikaty
(monadoidni) vyvojovy stupen stélky. Stélka na tomto stupni je jednobunécna. Buiika je
opatfena bi¢ikem umoznujicim aktivni pohyb. Pfikladem fas na tomto vyvojovém stupni

jsou napft. krasnoocka a plasténka v zelené vyvojové vétvi.

2. Vyss§i vyvojovy stupent je kokalni vyvojovy stupent stélky. Vznikl ztratou bi¢iku. Buiika
na tomto vyvojovém stupni je aktivné nepohybliva. Stélka je jednobunécnd. Piikladem

jsou zelenivka v zelené vyvojové vétvi a rozsivky v hnédé vyvojové vétvi.

3. Podobny kokalnimu vyvojovému stupni je ménavkovity (rhizopodalni) vyvojovy stupen
stélky. Stélka je jednobunécna. Aktivni pohyb buniky umoziiuji panozky. Tento typ stélky

se vyskytuje hlavné ve tiidé zlativek hnédé vyvojové vétve.

mnohobunéénd s jednojadernymi buiikami tvaru nevétveného nebo rozvétveného vldkna.

Ptikladem jsou zrnénka nebo kadeinatka v zelené vyvojové vétvi.

5. Jesté slozitéjsi je trubicovity (sifonokladalni) vyvojovy stupen stélky. Stélka je
mnohobunécna s vicejadernymi buiikkami. Ptikladem je zabi vlas v zelené vyvojové vétvi.
Nékteré druhy fas maji stélku tvofenu jedinou velkou mnohojadernou bunikou (tzv.

sifonalni stélka).
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6. Nejslozitéjsi je pletivny vyvojovy stupen stélky. Stélka je mnohobunécna a jeji bunky se
vyznacuji tvarovou a funkéni diferenciaci. Touto diferenciaci vznikaji pfichytna vlakna
(rhizoidy), ktera piipeviiuji stélku k podkladu, lodyzka (kauloid) a postranni lodyzky.
Diferenciace se také na tomto stupni projevuje tim, Ze rist rostliny zabezpecuje jedina
buiika na vrcholu stélky, ktera ma schopnost se délit. Ostatni bunky stélky délivou
schopnost nemaji. Diferenciace bun¢k vSak nevede ke vzniku skute¢nych pletiv. Pletivnym
vyvojovym stupném se vyznacuji ruduchy v ¢ervené vyvojové vétvi, paroznatky v zelené

vyvojové vétvi a chaluhy v hnédé vyvojové vétvi. [3]

1.3.1 Charakteristika vybranych druhu ias

1.3.1.1 Cervend vyvojovd vétev

Do cCervené vyvojové vétve patii asi 4 000 druhti pfevazné motskych tas. Jejich spole¢nym
znakem je pfitomnost chlorofylii a, d v chloroplastech. Zelena barva byvéa ptekryta
gervenou barvou B-karotenu a fykoerytrinu a namodralou barvou fykokyanu. Cervena
barviva umoziiuji zachytit a vyuzit pro fotosyntézu kratkovinné svétlo blizké
ultrafialovému zateni, které jiz chlorofyl zachytit nemtize. Protoze toto kratkovinné svétlo
pronikéd do zna¢né motské hloubky (az 200 m), vyskytuji se tyto fasy jako jediné hluboko
pod hladinou. Obsahem fykokyanu a fykoerytrinu se fasy ¢ervené vyvojové vétve shoduji
se sinicemi. Proto n¢kteti biologové predpokladaji vznik téchto fas piimo ze sinic a nikoliv
z prochlorofyt. Od zbyvajicich vyvojovych vétvi se také lisi tim, Ze jejich bunky nemaji
bicik. Neexistuje u nich bi¢ikaty vyvojovy stupenn stélky. Tato vyvojova vétev zahrnuje

jediné odd¢leni — ruduchy. [3, 6]

Oddéleni: ruduchy (Rhodophyta, asi 4 000 druhti).

Ttida: Bangiophyceae

Ttida zahrnuje zastupce s jednodussi stavbou stélky. Stélka byva vétSinou jednobunécna,
plosn¢ listova nebo vldknitd. Bunky jsou jednojaderné, u nékterych je pfitomen
hvézdicovity chloroplast obsahujici pyrenoid, u mensiho mnozstvi druhi jsou chloroplasty
ve vét§im poctu. Rozmnozovani probihd délenim bunék nebo produkci jednobunéénych
monospor, pohlavné prostiednictvim oogamie. [5]

Rad: Bangiales

Nejznaméjsi zastupci tohoto fadu jsou rody Bangia, Porphyra, Porphyridium a Palmaria.
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Druhy rodu Porphyra maji z Cervenych tas nejvyznamnéjsi uplatnéni v potravinaiském
priamyslu. Porphyra jsou znamy pod komerénim nazvem Nori. NejCastéjsi pouziti je
v japonské kuchyni na piipravu sushi. Porphyra byla péstovana v Japonsku a Korejské

republice jiz od sedmnéctého stoleti. [§]
Rod Palmaria

Dulse (Palmaria palmata, dtive Rhodymenia palmata) je dalsi Cervend moiska fasa
pouzivand jako potravina, ale v menSim rozsahu. V¢étSinou ji spotfebovavaji lidé
z pobieznich statli. Obvykle je suSend, jedena bez vateni, nebo ve formé prasku, ktery se
pouziva jako kotfeni. Roste v chladnych vodach v Irsku, na Islandu a vychodnim pobtezi

Kanady. [9]

1.3.1.2 Hnéda vyvojova vétev

Do hnédé vyvojové vétve patii asi 8 800 druht fas. Jejich spole¢nym znakem je piitomnost
chlorofyll a, ¢ v chloroplastech. Zelena barva byva ptekryta hnédou barvou fukoxantinu.
Fukoxantin ma podobny vyznam jako fykoerytrin a fykokyan u ruduch. Neni vSak tak
G&inny, a proto se tyto fasy nevyskytuji v takovych hloubkach jako ruduchy. Casto jsou v
plastidech obsazené xantofyly a B-karoten. VSechny tasy hnédé vyvojové vétve jsou
zatazené do oddéleni Chromophyta a rozdéleny do Sesti tfid. Nejzndméjsi zastupci jsou ve

ttidach zlativky, rozsivky a chaluhy.
Oddéleni: Chromophyta, asi 8 000 druhti

Ttida: chaluhy (Phaeophyceae)

VétSina druhti chaluh dosahla pletivného vyvojového stupné stélky. Stélka je rozliSena na
osovou cast lodyzku (kauloid), ktera je Casto rozvétvena. Z lodyzky vyrtstaji ploché listky
(fyloidy). Ke dnu byvaji n¢které druhy ptichycené ptichytnymi vlakny (rhizoidy). Chaluhy
jsou ze vSech fas nejvetsi. Neékteré druhy motskych chaluh maji stélky dlouhé az 70 metra
o hmotnosti az 100 kg. V chladngjSich moftich roste chaluha bublinatd (Fucus vesiculosus),
v teplejSich motich hroznovice (Sargassum). Ohromna mnozstvi stélek této fasy volné
plave na hladin¢ Atlantského oceanu vychodné od karibského souostrovi. Tato oblast se
nazyva Sargasové moie. Chaluhy vyvrZzené na bieh se po usuSeni (a spaleni na popel)
pouzivaji jako hnojivo, palivo a surovina pro ziskani jodu. V soucasné dob¢ jsou chaluhy

cennym zdrojem sacharidi, které jsou obsazené v bunécné sténé chaluh. [3,5]
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Rad: Laminariales

Nejvyznamngjsi ¥4d hnédych fas. Zivotni cyklus je diplohaplontni a heteromorfni, zna¢né
se u nich 1isi stélka gametofytu a sporofytu. Gametofyt dosahuje pouze mikroskopickych
rozmértt v podobé vlakénka, makroskopicky sporofyt je ¢lenén na rhizoid, kauloid a
fyloidy. Sporofyty nékterych druht patii k nejvétsim fasovym stélkam vibec. Druhy rodu

Laminaria dosahuji 1 — 2,5 metru a vytvafi tzv. laminariové lesy. [5]
Rod Laminaria

Do rodu Laminaria patti druhy L. longissima, L. japonica, L. angustata, L. coriacea a L.
ochotensis. Vyskytuji se na severnim ostrové Hokkaidd a na severnim pobtezi ostrova
Hongu. Prvni tfi, z vyse uvedenych, jsou nejvyznamnéjii. Rasy rostou na skaléch a titesech
v klidnych vodéch s teplotou 3 az 20 °C. [5, 10]

Haidai je ¢insky nazev pro Laminaria japonica, moiskou fasu, kterd byla pfivezena do
Ciny z Japonska v roce 1920. Rasa obvykle dosahuje délky 2 — 5 m, ale pii vhodné teplotd
vody do 20 °C mtze dortist az do 10 m. [11]

Rod Undaria

Druh Undaria pinnatifida

Undaria pinnatifida se vyskytuje na skalnatém pobfezi v mirnych pasmech Japonska,
Korejské republiky a Ciny. Roste na skalach a titesech. Nejvétsich priristkt dosahuje pii
teploté vody mezi 5 az 15 °C. Pokud teplota vody piekroci 25 °C, jeji rlst se zastavi. [12]
Rod Hizikia

Druh Hizikia fusiformis

Hizikia fusiformis je hnéda tasa s véjifovitou strukturou. Vyskytuje se na jiznim pobiezi
ostrova Hokkaido, Hongu, kolem korejského poloostrova a na vét§iné pobiezi Ciny. Asi
90 % z korejské produkce je zpracovano a vyvazeno do Japonska. [13]

Rod Eisenia

Druh Eisenia bycyclis

Tato fasa patii podobné jako druhy rodu Laminaria mezi chaluhy. Je velmi oblibend v
Japonsku, odkud také pochdzi jeji svétoznamy nazev Arame. Ma dlouhou stélku tmave

zelené barvy. Stélka této fasy ma vé&jifovité az 30 cm dlouhé listy. [14]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

1.3.1.3 Zelend vyvojova vétev

Do zelené vyvojové vétve patii asi 7 800 druhii tfas. Jejich spoleCnym znakem je
pritomnost chlorofyli a, b v chloroplastech. Rozd¢€luji se do dvou oddéleni — krasnoocka a

zelené tasy.
Oddéleni: zelené tasy (Chlorophyta, asi 7 000 druhtt).

V oddéleni zelenych fas jsou druhy na rtiznych vyvojovych stupnich stélky. Nékteré druhy
s 20 000 buiitkami) tvoii vale¢ koulivy. Zelené tfasy jsou prevazné sladkovodni, jen asi

10 % druht zije v moftich. Taxonomicky jsou zelené tasy rozd€leny do péti tiid. [3]

Ttida: Trebouxiophyceae
Rasy této tidy jsou jednobun&éné, vldknité a Ziji ve sladkych vodach. Do této tidy patii
tady Trebouxiales, Qocytales, Microthamiales, Prasiolales a tad Chlorellales s

vyznamnymi zastupci Chlorella vulgaris a Chlorella pyrenoidosa. [5]

Druh Chllorella pyrenoidosa

Chlorella pyrenoidosa je jednobunécnd sladkovodni fasa s kulovitymi ¢i eliptickymi
bunikami a s miskovitymi chloroplasty. Systematicky se fadi mezi zelené fasy (oddéleni
Chlorophyta). Evolu¢né je Chlorella geneticky velmi stabilni diky vynikajicim repara¢nim
mechanizmim DNA. Tyto fasy ziji v Cistych vodach, ale i na sousi a maji velmi rychly

zivotni cyklus. [3]
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2  BIOAKTIVNI LATKY V RASACH

Motské a sladkovodni tasy, které nasly uplatnéni v potravinafském, farmaceutickém a

kosmetickém primyslu, obsahuji velké mnoZzstvi vyznamnych bioaktivnich latek.

2.1 Proteiny

Proteiny jsou polymery slozené z L-aminokyselin, které vznikly procesem proteosyntézy.
Ve své molekule obsahuji vice nez 100 aminokyselin vzajemné spojenych peptidovou
vazbou. Krom¢ peptidovych vazeb se na utvafeni struktury proteinii podileji jesté jiné
vazby, zejména disulfidové (-S-S-), esterové a amidové (umoznuje spojeni serinu,
treoninu, argininu nebo lyzinu prostfednictvim kyseliny fosforecné). Potadi (sekvence) a
pocet jednotlivych aminokyselinovych zbytka v fetézci jsou pro kazdy protein specifické,
determinované genovou vybavou bun&k. VSechny proteiny v nasi biosféfe maji stejnou
zakladni stavbu a liSi se jen pofadim pievdzné 20 kodovanych aminokyselin jako
stavebnich jednotek. [15]

Proteiny urcené pro lidskou vyzivu jsou déleny podle ptivodu piislusné potraviny na

Zivocisné, rostlinné a mikrobialni. [16, 17, 18]

Nékteré tasy (vétSinou zelené a modro-zelené) obsahuji velmi vyznamné mnozstvi

proteinli, mnohem vys§i nez v mnoha, na proteiny bohatych, suchozemskych rostlinach.
Spirulina ma vysoky obsah proteinti 60 — 70 %. [19]

Cervena fasa Porphyra tenera obsahuje 30 - 50 % proteint, které jsou ze 75 % stravitelné.
2]

Druhy rodu Laminaria obsahuji ptiblizné 10 % proteintl. [2]

Pies vysoky obsah proteinti, neziskaly suSené fasy rodu Spirullina, Scenedesmus a
Dunaliella z4sadni vyznam jako potravina. Mezi hlavni piekdzky patii praskova
konzistence suSené biomasy a jeji tmaveé zelend barva, kterd omezuje zaclenéni fas do
béznych potravin. Byly provedeny experimenty, které kombinovaly fasy se zndmymi
potravinami, a to pouzitim riiznych metod, jako je pedeni nebo michani. Rasy byly
vmichany do chlebového nebo nudlového tésta. Nicméné 1 malé procento ptfidané fasy
ucinilo chléb po upeceni nepozivatelny a barva uvarenych nudli se zménila na neatraktivni
hnédou. V neposledni fad€¢ jsou vyrobni ndklady dost vysoké, aby mohly konkurovat

tradi¢nim zdrojim bilkovin. [20]
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Velké mnozstvi nutri¢nich a toxikologickych hodnoceni prokazala vhodnost fasy jako
hodnotny krmny dopln¢k nebo nédhrada konvenc¢nich zdrojl bilkovin (sojova moucka, rybi

moucka, ryzové otruby, atd.) pro zvitata. Dale se fasy vyuzivaji v akvaristice. [20]

2.1.1 Fotosynteticka barviva
Chlorofyl

Chlorofyl patii do skupiny tzv. dusikatych barviv, vyskytujicich se v zelenych castech
rostlin.

Chemicky jde o komplexni slouc¢eninu pyrolovych jader, hoiciku a estericky vazaného
alkoholu. Vlivem vysSich teplot se méni na Zlutozelené barvivo feofytin, ktery misto
ptivodniho hoiciku obsahuje vodik. [21]

Mezi hlavni charakteristiky zelenych fas patii kombinace fotosyntetickych barviv, kterou
tvofi chlorofyl a a chlorofyl . Uvedena barviva jsou uloZena v chloroplastech, které maji
jasné zelenou barvu. Nabyvaji rGznych tvarti, ale vzdy maji na povrchu dvojici
biomembran a uvnit obsahuji tylakoidy sristajici do lamel. VétSinou se v chloroplastech
nachazi pyrenoid a u bicikatych stadii také stigma. Pyrenoid je ovalné bilkovinné télisko,
obsahujici ¢etné enzymy. Na jeho povrchu byva $krob tvofici ¢asto souvisly obal. Skrob je
ulozen v podobé¢ zrn uvnitt chloroplastu.[4, 22]

Karotenoidy

Karotenoidy tvofi Sirokou skupinu latek, patfi stejné jako chlorofyly mezi rostlinna barviva
a tvoii je vSechny rostliny, u nichz probihd fotosyntéza. Lidské télo dokaze zpracovat
pouze Sest téchto barviv jako B-karoten, a-karoten, kryptoxantin, lykopen, lutein,
zeaxantin. 3-karoten byl nalezen u sinic, hnédych, Cervenych i1 zelenych tfas. K nému se u
cervenych a zelenych fas pridava jesté zeaxantin a lutein. Karotenoidy ptisobi v lidském
téle jako antioxidanty, stejné tak plisobi i polyfenoly. Ty chrani buiiky pted starnutim,
nékteré latky, které jsou soucasti polyfenoll, ovliviiuji uklddani cholesterolu a tim

napomahaji zabranit vzniku urcitych srde¢nich onemocnéni. [23]

2.2 Mineralni latky

Pojmem mineralni latky nebo také popeloviny se rozumi soubor prvkl a sloucenin, ktery
zustava po spaleni a vyzihdni vzorku potravin. Minerdlni latky jsou v potravinaiskych

surovindch a produktech zastoupeny v iontové formé, vazané na mnoho organickych
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slozek nebo na slozité komplexni slouceniny. Jen vyjimecné se vyskytuji ve volné formé.
Maji vyznam jako dulezité vyzivové slozky pro nizsi i vyssi organizmy. Mineralni latky si
organizmy na rozdil od mnoha organickych latek nedokazi syntetizovat. Zucastiiuji se
mnoha biochemickych reakci v organizmu, hlavné regulacnich, oxidoredukénich a
skeletotvornych funkci. [21]

Kromé vysokého obsahu proteinti spociva hlavni nutri¢ni hodnota motskych fas v obsahu
mineralnich latek. Jsou v nich obsazeny vSechny prvky, které lidské télo potiebuje.
Vynikaji vysokym obsahem véapniku a fosforu, hoi¢iku, zinku, médi a samoziejmé jodu.
Vzhledem k vysokému obsahu jodu je ale nezbytné konzumovat moiské fasy s mirou.
Opatrnost je na misté i u osob se zvySenym krevnim tlakem, nebot’ motské fasy obsahuji i
velké mnozstvi sodiku a drasliku. Véapnik a zelezo jsou akumulovany v fasach (Palmaria

palmata) v mnohem vétsi mife nez v bézné konzumované zelening. [24, 25]

2.3 Vitaminy

Vitaminy patfi mezi vyznamné biokatalyzatory biochemickych reakci, které probihaji
v Zivém organizmu. Pro organizmy, které si nejsou schopny tyto latky samy syntetizovat,
jsou vitaminy nepostradatelné a jejich nedostatek miize zplsobovat vazné zdravotni
poruchy. O zatfidéni latek mezi vitaminy rozhoduji hlavné jejich biologické vlastnosti,
které jsou podminéné uréitou konfiguraci molekuly. Casto viak latky s podobnou
biologickou ucinnosti jsou chemicky velmi odliSné, napi. skupina vitamini B. Pii
klasifikaci vitamini podle biologickych vlastnosti je zazité tfidéni podle fyzikalng-
chemickych vlastnosti, hlavné¢ podle polarity. Z tohoto hlediska se vitaminy rozdé¢luji na
dvé velké skupiny a to na vitaminy rozpustné ve vod¢ a vitaminy rozpustné v tucich. [21]

Cervena fasa Porphyra ma vyznamny obsah vitamin A, C, niacinu a kyseliny listové. [26]
Hnéda tasa Undaria pinnatifida ma vysoky obsah vitamint skupiny B, zejména niacinu.

[27]

2.4 Lipidy

Lipidy jsou latky biologického ptivodu rozpustné v organickych rozpoustédlech, jako jsou
chloroform, ether, benzen aj. Jsou jen ¢aste¢né rozpustné nebo uplné nerozpustné ve vodé.
Lipidy jsou latky chemicky velmi nesourodé, liSici se svoji strukturou. Jedinym jejich
spoleénym znakem je ptfevaha dlouhych nepolarnich uhlovodikovych fetézch, které

dodavaji lipidim hydroféobni olejovou nebo voskovou povahu a ¢ini je ve vodé



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

nerozpustnymi. Lipidy patii k vyznamnym slozkdm potravin a ve vyzivé Clovéka tvoii
jednu z hlavnich Zivin nezbytnou pro zdravy vyvoj organizmu. VétSinou se v praxi za
lipidy povazuji také netékavé lipofilni slouceniny, které v ptirodnich 1 v primyslovych

produktech doprovazeji vlastni lipidy. Nazyvaji se proto doprovodné latky lipidd. [15]

2.4.1 Polynenasycené mastné kyseliny

V soucasné dob¢ je produkce polynenasycenych mastnych kyselin PUFAg v motskych a
sladkovodnich tasach pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Rybi olej je hlavnim zdrojem
téchto mastnych kyselin, ale jelikoz roste poptavka po cisténé PUFA jsou nékteré
alternativni zdroje zadany. Navic kvalita rybiho tuku zavisi na druhu ryb, sezoné, klimatu,

zemepisné poloze a kvalité konzumované potravy. [1]

Nékteré druhy sladkovodnich a moiskych fas obsahuji velké mnozstvi vysoce kvalitnich
PUFAs a jsou vsoudasné dobé Siroce pouzivany v akvaristice. Rasy mohou rist na
levnych organickych substratech a bez osvétleni. Za dilezité jsou povazovany nasledujici
strategie (vybér ,,olejnatych® druht fas, optimalizace kultivacnich podminek, rozvoj
efektivnich zptsobl péstovani, zlepSeni vlastnosti kment pomoci genetické modifikace),

které by zvysily vyuziti fas pro komeréni ucely. [1]

Hnéda tasa Hizikia fusiformis ma nizky obsah tuku, pfiblizné 1,5 %. Z mastnych kyselin je

nejvice zastoupena kyselina eikosapentaenova (20 - 25 %). [13]

2.5 Sacharidy

Sacharidy jsou zakladnimi slozkami vSech zivych organizmi, biologicky aktivnimi
molekulami a nejrozsifenéjSimi organickymi slouc¢eninami v biosféfe. U fotoautotrofnich
organizmu je glukdza syntetizovana z oxidu uhlicitého a vody fotosyntézou a ukladana ve
formé¢ Skrobu, nebo pfeménovana na celuldzu rostlinného pletiva. Heterotrofni organizmy
ziskavaji potiebné sacharidy z organizmii autotrofnich nebo z nesacharidovych substrati
jako jsou nékteré hydroxykyseliny, aminokyseliny, glycerol apod. Tomuto dé&ji se fika
glukoneogeneze. V¢étSina monosacharidi a oligosacharidi ma sladkou chut, protoze
vyvolavaji konformaéni zmény chutovych receptort. Tato konformacni zména se projevi

praveé viemem sladké chuti. [15]
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2.5.1 Agar

Agar je suseny sliz, ziskavany vyvarenim pfedem ususenych a na slunci vybélenych stélek.
Ochlazenim extrakt tuhne na gel. Na trh se dostava ve formé bezbarvych, Sedobilych nebo
slabé nazloutlych priasvitnych lesklych prouzki nebo ¢tytbokych hranold, pfipadné mize
tvofit vlo€ky. Za sucha je agar lamavy, po navlhéeni vodou je ohebny. Je prakticky
nerozpustny ve vodé, pouze bobtna. V horké vode se rozpousti. Pfi mikroskopovani jsou
patrny schranky rozsivek. Agar obsahuje zejména slizy, jejichz podstatou je smés riznych
polysacharidii, zejména agarozy (70 %), polysacharidu, ktery obsahuje B-D-galaktdézové
jednotky, pospojované s 3,6-anhydro-a-L-galaktézovymi jednotkami 1-4 vazbou.
Obsahuje téz disacharidy agarobidzu a neoagarobidozu. Daéle je pfitomen agaropektin,
sloZzeny z molekul B-D-galaktdzy, spojenych vazbou 1,3 a caste¢né esterifikovanych v

poloze 6 kyselinou sirovou.

Agar se pouziva jako zahustovaci prostiedek k vyrobé Iékovych forem — jako spojovaci
material pti vyrob¢ tablet a pilulek. Dale se vyuziva jako chirurgicky material pro vyrobu
vstiebatelnych niti. V mikrobiologii se wuzivd jako Zivnd plada pro kultivaci

mikroorganizmd. [3,28]

Agar se vétSinou ziskava ze dvou rodil Cervenych ftas, Gelidium a Gracilaria. Asi 90 %
vyrobeného agaru je pouzito v potravinafstvi, zbyvajicich 10 % v mikrobiologii a jinych

biotechnologiich. [29]

2.5.2 Kyselina alginova a alginaty

Kyselina alginova je hlavni polysacharid v hnédych fasédch. Je to polyuronat tvoieny
dvéma kyselinami D-mannuronovou a L-guluronovou kyselinou. Podil kyseliny alginové v
fasach je mezi 10 az 40 % suSiny fas. Rlzné cCasti stélky fas obsahuji rizné podily obou
kyselin. [30]

Alginaty jsou soli alginové kyseliny. Jsou pfitomny v bunéfnych sténach hnédych
motskych fas a jsou castecné zodpovédné za pruznost fas. V disledku toho maji hnédé
moiské fasy rostouci v neklidnych vodach obvykle vyssi obsah algint nez fasy rostouci v
klidnych vodach. Struktura algindtu v fasach se 1i$i v zavislosti na druhu. Alginat se
ziskdva ztéchto rodi hnédych ftas: Ascophyllum, Durvillaea, Ecklonia, Laminaria,
Lessonia, Macrocystis a Hizikia. Pouziti rodu Hizikia je velmi omezené, z divodu

nedostate¢né kvality a nizké vytéznosti. [31]
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Alginaty se pouzivaji jako zahuStovadla, gelotvorné a filmotvorné latky. [31]

2.5.3 Karagenany

Karagenany jsou gumy z ¢eledi Rhodophyceae. Obsahuji D-galaktozosulfaty a bisulfaty,
anhydro-D-galaktozu a jeji sulfat. [32]

Karagenany se ziskavaji ztéchto druhti tas: Kappaphycus alvarezii, FEucheuma
denticulatum, Betaphycus gelatinum, Chondrus crispus, Sarcothalia crispata a Gigartina

skottsbergii.

Nejvétsi uplatnéni nasly karagenany v potravinaiském primyslu, predevsim v mléénych

vyrobcich. [33]
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3 VYUZITI PROTEINU V KOSMETICE

Proteiny se v kosmetice nejcastéji pouzivaji jako hydrofilni filmotvorné latky, které jsou

schopné vytvaret v ptitomnosti vody gely.

3.1 Kolagen

Kolagen je zakladni slozkou extracelularni matrice pojivovych tkani a nejrozsifenéjsi
protein v zivoc€isné fiSi. Hraje vyznamnou roli pfi stavbé kize, Slach, bunéénych membran

a dalSich organt.

Pro kosmetické ucely se kolagen ziskdva nejcastéji z telecich, méné Casto hovézich kizi,
piipadné z kratkych hovézich Slach. Pouziva se jako hydratant v plefovych maskach. Jako

hydratanty se pouZzivaji i hydrolyzaty kolagenu, hydrolyzované do rtizného stupné. [34]

3.2 Elastin

Elastin je vlaknity protein obsazeny v pojivovych tkanich. Ve spojeni s glykoproteiny tvofi
v pojivovych tkanich pruzna vldkna, odpovédnd za jejich elasticitu. Elastin se ziskava
z ktize, tkani, aorty, ale nejcastéji z dlouhych hovézich Slach, které obsahuji az 70 %

elastinu. Pfi izolaci se ziskava tzv. nizkomolekuldrni a vysokomolekularni elastin.

Nizkomolekularni elastin se v kosmetice pouziva za ucelem stimulace biosyntézy elastinu,
vysokomolekularni se pouziva predev§im jako hydratant, respektive jako ochrannd latka

vlasu pfed vnéjS$imi vlivy (barveni, béleni, Zehleni vlast). [34]

3.3 Chlorofyl

Diive se chlorofyl pouzival do vyrobkid pro ustni hygienu, kde odstrafioval nepiijemny

zapach z ust. Nyni se pouziva v kosmetice do deodorantii a peodorantti. [35]
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4 VYUZITI RAS V KOSMETICE

Pro kosmetické uéely vyuzivali moiské fasy jiz starovéci Egyptané, Rekové a Rimané.
Opravdovy rozkveét ale nastal v sedmdesatych letech minulého stoleti. Tehdy se moiské
fasy zacaly pfiddvat i do béZznych kosmetickych vyrobkil. Nejzaddangjsi jsou fasy z
francouzské Bretané. Maji vyzivné, hydratacni, revitalizatni a zjemfujici uGcinky a

vyuzivaji se pii 1écbé akné, padani vlast a vyhlazovani vrasek. [36]

Rasy se pouzivaji v kosmetickych piipravcich jako zahuitovadla, pojiva a antioxidanty.
Mezi tasy, které jsou pouzivany pii vyrobé kosmetickych piipravki, patii Ulva lactuca,
Ascophyllum, Laminaria longicruris, Laminaria saccharina, Laminaria digitata, Alaria

esculenta, Chondrus crispus a Mastocarpus stellatus. [37]

Bylo zjisténo, Ze extrakt z motskych fas z jihovychodni Asie zlepSuje ochrannou funkci
ktze a zvySuje v kizi vlhkost. Krém, ktery obsahoval 0,2 % extraktu, byl mazan dvakrat
denn¢ na pokozku. Pfi pravidelném mazani pokozky se jiz po tydnu zvysila jeji vlhkost.

[38]

Cistici olej, ktery obsahuje extrakt z motskych fas a mrkve dostateéné odstrafiuje zbytky

make-upu, fasenky, rténky a zbytky keratinu a nahromadéného mazu, ktery blokuje kozni
pory. [38]
Alguronové kyselina, kterd je obsaZena v motskych fasdch zvySuje regeneraci bunck a

syntézu elastinu. Bylo rovnéz prokazano, ze kyselina chrani buiky pfed poskozenim

ultrafialovym zafenim a inhibuje enzymy, které $tépi elastin. [39]

Velmi populérni je talasoterapie neboli 1é¢ba koupelemi v moiské vodé, do niz se pridavaji
rizné latky a mimo jiné 1 moiské fasy. Bahenni zébaly s pfidavkem motskych fas se
pouzivaji k tiSeni bolesti svalli a kloubii. Bahno s pfidavkem motskych fas podporuje
krevni obéh a ma uklidiiujici G€inky. Masaz motskymi fasami plisobi jako peeling a

zjemiuje plet’. [36]
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4.1 Kosmetické vyrobky s morskymi a sladkovodnimi Fasami

Prehled kosmetickych vyrobki s motskymi a sladkovodnimi fasami na ¢eském trhu.

4.1.1 URTEKRAM - Sampén s moiskymi Fasami

Vodny extrakt z motskych tas Undaria pinnatifida, Porphyra tenera, Eisenia bicyclis,
Hizikia fusiformis a Laminaria japonica, mydlo z kokosu a kukufi¢ného cukru, motska stl

a kyselina citréonova.

Obr. 1. Sampon s morskymi rasami
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4.1.2 RYOR - No¢ni regeneraéni krém s morskymi Fasami

Krém s obsahem vitaminu E a extraktu z moiskych tas (blize nespecifikovano).

B

=
)

Ryoherba
A ‘él'

Obr. 2. Krém s morskymi rasami

4.1.3 ORIFLAME - Zestihlujici gelovy krém Swedish Spa

Krém s extraktem z tas Asparagopsis armata a Chondrus crispus.

Obr. 3. Gelovy krém s morskymi rasami



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

4.1.4 AFRODITE - Hydrataéni krém s mo¥skymi Fasami

Hydrataéni krém sobsahem oleje jojoba a extraktem zmoiskych ftas (blize

nespecifikovano).

hydrating
seaweed

Obr. 4. Krém s morskymi rasami

4.1.5 KANU nature — Peeling Limetka s morskymi Fasami

Peeling s extraktem z limetky a motské fasy Chondrus crispus.

Obr. 5. Peeling s extraktem z morské rasy
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4.1.6 MINERAL COSMETIC — Mydlo s morskymi Fasami

Mydlo z vytazkl z ¢ervenych motskych tas (blize nespecifikovano).

Obr. 6. Mydlo s extraktem z Cervenych ras

4.1.7 CHLORELLA COSMETIC — Regenerac¢ni krém

Regeneraéni krém s extraktem ze zelené fasy Chlorella pyrenoidosa.

Obr. 7. Regeneracni krém s extraktem ze zelené rasy
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5 METODY STANOVENI DUSIKATYCH LATEK

5.1 Stanoveni dusikatych latek Kjeldahlovou metodou

Kjeldahlovou metodou lze urcit celkovy dusik (suma bilkovinného a nebilkovinného
dusiku) a tim i pfiblizny obsah bilkovin. Pro vypocet se vyuziva empirického faktoru 6,25,
coz je hodnota, kterd vychdzi z faktu, Ze vzorky obsahuji protein s 16 % dusiku a
nevyznamné mnozstvi neproteinového dusiku. Vzhledem k tomu, Ze rostlinné proteiny,
vcetné proteint fas, obsahuji ur¢ité mnozstvi neproteinového dusiku (dusitany, dusi¢nany,
chlorofyl, volné aminokyseliny), musi byt tento piepoctovy faktor upraven s ohledem na
mnozstvi neproteinového dusiku. Byly proto zjistény faktory napt. pro obiloviny, mouku,
chléb, téstoviny 5,70, pro susené¢ mléko 6,38 nebo pro ofechy 5,30. Pro fasy byly také
navrzeny rizné piepoctové faktory a to 4,95 pro Cervené fasy, 5,13 pro zelené fasy a 5,38
pro hnédé tasy. [21, 40, 42]

Organickd dusikata latka se varem s konc. kyselinou sirovou zmineralizuje. Dusik
ptitomny ve formé aminovych a n€kterych jinych funkénich skupin (kromé nitro-, nitrozo-,
azo-, hydrazo-skupin) se pfevede na amoniak, ktery zlstane vazédn ve formé siranu
amonného. Alkalizaci mineralizovaného vzorku se uvolni amoniak, ktery se kvantitativné

ptedestiluje s vodni parou do ptedlohy, kde se urci titracné. [41]

5.2 Stanoveni dusikatych latek metodou podle Conwaye

Vzorek se zmineralizuje podle Kjeldahla. Roztok amonné soli ve vn&jSim prostoru
Conwayovy nadobky se alkalizuje nasycenym roztokem uhli¢itanu draselného nebo 50 %
roztokem hydroxidu draselného. Uvolnény amoniak se absorbuje v kyseliné borité
umisténé ve vnitinim prostoru nddobky. Obsah dusiku se vypocitd podle spotieby
odmérného roztoku HCl o ¢ = 0,01 mol 1" pfi titraci na indikator methyléervetr do

¢erveného zbarveni (1 ml 0,01 M HCI odpovida 0,14 mg dusiku). [21]

5.3 Spektrofotometrické stanoveni dusikatych latek po reakci s Nesslerovym
¢inidlem

Dusik v bilkovindch se mineralizaci s kyselinou sirovou (katalyzator H,O,) pievede na

(NH4),SO., ktery se stanovi spektrofotometricky po reakci s Nesslerovym ¢inidlem v

alkalickém prostiedi:

NH; + KOH + K,[Hgly] — Hg(NH,)I + 3 KI + H,O
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Intenzita zbarveni se méfi na spektrofotometru pii A = 450 nm proti vode. Obsah dusiku se
odecte z kalibracni kiivky a pfepocte na navdzku. Vynasobenim faktorem 6,25 se ziska
obsah celkovych dusikatych latek.

Toto stanoveni se pouziva pii stanoveni bilkovin v potravindiskych materidlech s menSim

obsahem dusiku. [21]

5.4 Spektrofotometrické stanoveni dusikatych latek biuretovou reakci

Po odstranéni nizkomolekulérnich slou¢enin odstfedénim s kyselinou trichloroctovou se k
sedlin¢ prida biuretovo Cinidlo (roztok hydroxidu médnatého). V alkalickém prostiedi
vznikaji modfe zbarvené komplexni slou¢eniny médi, jejichz barevnd intenzita je imérna
koncentraci bilkovin. Zbarveni se prométuje pii A = 546 nm proti slepému vzorku. Jedna
se o metodu rychlou (pfima metoda stanoveni bez mineralizace), ale méné citlivou, ktera

slouzi k orientaénimu stanoveni bilkovin. [21]

5.5 Spektrofotometrické stanoveni dusikatych latek v UV oblasti spektra

Ke stanoveni bilkovin se vyuziva absorpce nékterych aminokyselin vazanych v molekule
bilkoviny (aromatické a heterocyklické aminokyseliny tryptofan, tyrozin, fenylalanin) v
ultrafialovém svétle. Roztok bilkovin se zfedi fyziologickym roztokem a peptidové vazby
se prométuji pii A = 180 — 220 nm. Aromatické a heterocyklické aminokyseliny pii 280
nm. Je to metoda rychl4, snadno proveditelna, vhodnd pro sledovani pribéhu separace
bilkovin sloupcovou chromatografii. Neni vSak univerzalni a pro n¢které bilkoviny ji nelze

pouzit. [21]

5.6 Spektrofotometrické stanoveni dusikatych latek podle Folina — Ciocalteua

Folin — Ciocalteua ¢inidlo je smés kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové.
Redukuje se bilkovinami za vzniku komplextt molybdenové modii v alkalickém prostredi.
Intenzita vzniklého zbarveni je umérna obsahu aminokyselin tryptofan a tyrozin v

bilkoviné. Metoda je vhodna pro potraviny s vysokym i nizkym obsahem dusiku. [22]

5.7 Spektrofotometrické stanoveni dusikatych latek organickym barvivem oranz

G

Bilkoviny vazou z pufrovaného roztoku barvivo oranz G, z jehoz ubytku, zjisténého

spektrofotometricky prométenim intenzity zbarveni roztoku pti A = 480 nm, se na zaklad¢
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empiricky zjisténého vztahu urci jejich mnozstvi ve vzorku. Lze pouZit 1 jind barviva, napf.
amidocerit 10 B. Jedna se o rychlou metodu pro rostlinné materialy (obiloviny, lusténiny,

olejniny, mouka). M4 Siroké uplatnéni i pfi stanoveni bilkovin v mléce. [21]

5.8 Titra¢ni metody bez mineralizace

» Pfima alkalimetricka titrace (stanoveni dusiku amidii aminokyselin)

Amidy aminokyselin 1ze pfimo stanovit alkalimetrickou titraci.

» Formolova titrace (stanoveni dusiku a-aminokyselin)

Po neutralizaci vzorku odmérnym roztokem hydroxidu sodného na fenolftalein se
ptidavkem formaldehydu blokuje ptisobnost volnych aminoskupin.

Volné karboxylové skupiny lze stanovit druhou alkalimetrickou titraci, kterd je piimo

umeérna obsahu bilkovinného dusiku. [21]

5.9 Dumasova metoda

Navazka vzorku latky se zahtiva s oxidem hofe¢natym v kfemenné trubici v proudu CO; a

rozkladné¢ produkty se vedou vrstvou rozzhavené¢ho CuO. Organicka latka je uplné
oxidovéna na oxid uhli¢ity, vodu, elementarni dusik a oxidy dusiku, které jsou redukovany
na N, na vrstvé rozzhavené medi. Vznikajici dusik se spolu s ostatnimi plynnymi produkty
vede do plynomérné byrety (azotometru) naplnéné 40 % roztokem hydroxidu draselného.
V ném jsou absorbovany vSechny kyselé produkty oxidace a objem vzniklého dusiku se

zm¢éfi na stupnici. [21]

5.10 Stanoveni proteini elektroforetickou metodou SDS- PAGE

SDS-PAGE (sodium dodecylsulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza) je separacni
metoda ke stanoveni proteinli na zaklad¢ odliSné molekulové hmotnosti, pii které se
uplatituje elektrické pole. Elektrické pole zajiStuje migraci nabité cCastice v tekutém
prostfedi a jeji oddéleni na gelové matrici podle molekulové hmotnosti.

Podstatou této separace je pritomnost aniontového detergentu dodecylsulfatu sodného
(SDS), ktery se shodné vaze na vSechny bilkoviny v poméru 1,4 g SDS / 1 g bilkoviny.
Navazanim SDS méni proteiny svoji konformaci. K této zméné mtize dojit az po rozstépeni
disulfidickych mastkli v molekule proteinu, coz zajiStuje napt. merkaptoetanol. K

dokonalému navazani SDS je nutné vystavit vzorky vysoké teplot¢.
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Vysledny komplex SDS-bilkovina ziska zaporny naboj a umozni pohyb vSech molekul
vzorku v elektrickém poli stejnym smérem. Jako porézni matrice slouzi polyakrylamidovy
gel, ktery se piipravuje kopolymeraci akrylamidu a N,N’-methylen-bisakrylamidu.
Polymeraci monomerti akrylamidu vnikaji linedrni ftetézce, které jsou propojeny
bisakrylamidovymi mustky do trojrozmérné sité. Na poméru mezi akrylamidem a
bisakrylamidem zavisi velikost port gelu a tim i rozsah molekulovych hmotnosti, v némz
se bude uplatiiovat tzv. sitovaci efekt. Pro analyzu vzorka se gely barvi a vyhodnocuji

prisluSnymi metodami a postupy. [43]
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo stanoveni proteinti ve vybranych druzich motskych a

sladkovodnich fas.

Byly vyzkouseny rizné extrakéni postupy vzorkl motskych i sladkovodnich tas pro

stanoveni proteind.

Proteiny byly stanoveny elektroforetickou metodou SDS-PAGE.
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7  METODIKA PRACE

7.1 Material

Pro stanoveni proteinti bylo pouzito devét vzorkli motskych a sladkovodnich fas a sinic.

Jejich charakteristika je uvedena v tabulce 1.

Tab. 1. Charakteristika zkoumanych morskych a sladkovodnich ras

Oznaceni
Rasy Druh Produkt vzorku Zemé
Chlorella pyrenoi-
Zelené dosa Chlorella Tabs C Taiwan
Modro-zelené  Spirulina platensis Spirulina Bio NJ Indie
) Palmaria palmata Dulse flakes Bio D USA
Cervené
Porphyra tenera Nori flakes Ny Japonsko
Eisenia bicyclis Arame A Japonsko
Hizikia fusiformis Hijiky H Japonsko
Hnédé
Laminaria japonica Kombu K Japonsko
Undaria pinnatifida Wakame W Japonsko
Undaria pinnatifida ~ Wakame-instant Wi Japonsko

7.2 Metody piipravy vzorka pro SDS-PAGE

Pro stanoveni proteint elektroforetickou metodou SDS-PAGE je nutné vyizolovat proteiny

z fasovych produktii. Vzhledem k vysokému obsahu riiznych polysacharidii, neni snadné

proteiny z fas vyizolovat. Bylo vyzkouSeno celkem deset rliznych extrakénich metod.
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7.2.1 Metodal

Vzorky ftas byly hydrolyzovany destilovanou vodou, zasaditym pufrem opH 7,5 a
pepsinem v kyselém prostiedi o pH 2,2.

Pouzité pristroje a pomiicky:
bézné laboratorni sklo a pomtcky
analytické vahy A&D GH-200 EC
chladnicka GORENIJE, Chorvatsko

termoblok EVATERM
vati¢ ETA, CR
odstfedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

Material:

Pro metodu I byly pouzity tasy P. palmata (D) a L. japonica (K).

Pouzité chemikalie a roztoky:

pepsin (z vepiové zaludecni sliznice, 0,7 FIP-U/g, Merck KGaA, Némecko)
kyselina chlorovodikova (35% w/w) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)
dihydrogen fosfore¢nan draselny (SIGMA, ALDRICH, Némecko)
hydrogen fosforecnan disodny (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

Postup dpravy vzorki

Byly pfipraveny dva pufry, jejichZ hodnota pH byla 2,2 (8,9 ml HCI do 11 destilované
vody) a 7,5 (3,63g KH,PO4 a 38,22g Na,HPO4 do 21 destilované vody). Od kazdého
vzorku bylo navdZeno na analytickych vahach trikrat 1 g. Vzorek byl kvantitativné
pfeveden do 250 ml kadinky. K prvni sad¢ vzorkli od kazdé tasy bylo pfidino 100 ml
destilované vody, k druhé sad¢ vzorki 100 ml pufru o pH 7,5 a ke tfeti sad€ vzorkti 100 ml
pufru o pH 2,2 a 0,5 g pepsinu, viz Tab. 2.
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Tab. 2. Schéma pripravy vzorkii Fas P. palmata (D) a L. japonica (K) — metoda 1

Hmot. vzorku  destil. voda puftpH 7,5  pufrpH 2,2

vzorek fasy el ] ] ] pepsin [g]
D 1,00 100
D 1,00 100
D 1,00 100 0,5
K 1,00 100
K 1,00 100
K 1,00 100 0,5

Vzorky bez pepsinu byly vafeny na vafici po dobu 30 minut, vzorky s pepsinem byly dany
do termoboxu a uchovany po dobu 24 hodin pii teploté 40 °C.

Po dovateni byly vzorky zchlazeny pod tekouci vodou a centrifugovany ve 20 ml
centrifugacnich zkumavkach pti 6000 ot./min. po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl
supernatant slit do eppendorfek a uchovan v lednici. Druhy den byly vzorky s pepsinem
vytazeny z termoboxu, nasledné byly centrifugovany pii 6000 ot./min. po dobu 10 minut.
Po centrifugaci byl supernatant slit do eppendorfek a uchovan v chladnicce s ostatnimi

vzorky k analyze.

7.2.2 Metoda II

Vzorky tas byly hydrolyzovany lyzovym pufrem.

Pouzité pristroje a pomiicky:

bézné laboratorni sklo a pomiicky

analytické vahy A&D GH-200 EC

chladnicka GORENJE, Chorvatsko

vaii¢ ETA, CR

odstfedivka MIKRO 200R, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany
kulovy mlyn MM 301, Retch, Némecko

Material:

Pro metodu II byly pouzity vSechny vzorky fas uvedené v tabulce 1.
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Pouzité chemikalie a roztoky:

tris — hydroxymethyl aminomethane (SERVA)

ethylen diamine — tetraacetic acid (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

chlorid sodny (SERVA)

triton X-100 (0,5% w/w) (Lach-Ner)

lyzovy pufr (31,25 ml 50 mM tris — hydroxymethyl aminomethane, 6,25 ml 10 mM ethy-
len diamine — tetraacetic acid, 62,5 ml 100 mM chloridu sodného a 50 pl tritonu X-100)

Postup upravy vzorki

V kulovém mlyné bylo dezintegrovano 6 g vzorku pfi frekvenci 20 kmitt za sekundu po
dobu 6 minut. Na analytickych vahach bylo navézeno 0,01 — 0,03 g vzorku do
eppendorfek. K vzorkiim bylo pfidano 100 ul lyzového pufru. Vzorky byly vafeny na
vafi¢i v kddince s alobalem, do kterého byly eppendorfky zapichnuty. Po uplynuti 10
minut byly vzorky zchlazeny v chladnicce a nasledné centrifugovany pii 15000 ot./min. po

dobu 10 minut. Po centrifugaci byly vzorky uchovany v chladnicce k analyze.

7.2.3 Metoda III

Vzorky tas byly hydrolyzovany lyzovym pufrem a nasledné byly z hydrolyzatu vysrazeny

proteiny 80%-nim siranem amonnym.
Pouzité pristroje a pomiicky:

bézné laboratorni sklo a pomucky
analytické vahy A&D GH-200 EC
chladnicka GORENIJE, Chorvatsko

odstfedivka MIKRO 200R, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

laboratorni tfepacka LT2

hlubokomrazici box MDF-U3286S, SANYO, prodejce Schoeller instruments, CR, Praha
lyofilizator ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, prodejce LABICOM s.r.0., CR, Olomouc

Material:

Pro metodu III byly pouzity vSechny vzorky fas uvedené v tabulce 1.
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Pouzité chemikalie a roztoky:

tris — hydroxymethyl aminomethane (SERVA)

ethylen diamine — tetraacetic acid (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

chlorid sodny (SERVA)

triton X-100 (0,5% w/w) (Lach-Ner)

siran amonny ( 80%-ni) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

lyzovy pufr (31,25 ml 50 mM tris — hydroxymethyl aminomethane, 6,25 ml 10 mM ethy-
len diamine — tetraacetic acid, 62,5 ml 100 mM chloridu sodného a 50 pl tritonu X-100)

Postup upravy vzorki

Na analytickych vahéach byl navazen 1 g vzorku. Ke vzorkiim bylo pfiddno 10 ml lyzového
pufru. Vzorky byly inkubovany pii pokojové teplot¢ 2 dny. Nasledné¢ byly vzorky
centrifugovany pii 15000 ot. /min. 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant slit do 15 ml
centrifugacnich zkumavek a byl knému piidan 80%-ni roztok siranu amonného. Po
vysraZzeni protein byly vzorky umistény na 60 minut na tfepacku. Poté byly
centrifugovany pifi 15000 ot./min. po dobu 15 minut. Srazenina proteinti byla
lyofilizovéna. Po lyofilizaci byly vzorky uchovany v mrazni¢ce k analyze.

7.2.4 Metoda IV

Vzorky tas byly hydrolyzovany celulazou ve slabé kyselém prostiedi o pH 5,5.

Pouzité pristroje a pomiicky:

bézné laboratorni sklo a pomiicky

analytické vahy A&D GH-200 EC

chladnicka GORENIJE, Chorvatsko

termoblok EVATERM

odstredivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

Material:

Pro metodu IV byly pouzity tasy P. palmata (D) a L. japonica (K).
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Pouzité chemikalie a roztoky:

kyselina citronova (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

citran sodny (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

celuldza (SERVA)

citranovy pufr o pH 5,5 (0,21 g kyseliny citronové v 10 ml destilované vody a 0,29 g citra-
nu sodného v 10 ml destilované vody, nésledné se odebere 1,48 ml roztoku kyseliny citro-
nové a 3,52 ml roztoku citranu sodného a doplni se destilovanou vodou do 10 ml)

Postup upravy vzorki:

Na analytickych vahach bylo od kazdého vzorku navazeno Ctytikrat 0,5 g. Byl piipraven
citranovy pufr s pH 5,5. Ke dvéma vzorkim od kazdé¢ tasy bylo ptidano 0,01 g celulazy,
k dalSim dvéma 0,02 g celuldzy. Dale bylo k vzorkim pfidano 5 ml citranového pufru.
Vzorky byly protfepany a vlozeny do termoboxu pii 40 °C. Dva vzorky od kazdé tasy
s 0,01 g a 0,02 g celulazy byly uchovany po dobu 6 hodin, zbyl¢ dva vzorky po dobu 24
hodin, viz Tab. 3.

Tab. 3. Schéma pripravy vzorku ras P. palmata (D) a L. japonica (K) — metoda 1V

hmot. vzorku citranovy pufr doba inkubace
vzorek fasy celulaza [g]
[g] pH 5,5 [ml] [hod.]
D 0,5 5,00 0,01 6
D 0,5 5,00 0,01 24
D 0,5 5,00 0,02 6
D 0,5 5,00 0,02 24
K 0,5 5,00 0,01 6
K 0,5 5,00 0,01 24
K 0,5 5,00 0,02 6
K 0,5 5,00 0,02 24

Po inkubaci byly vzorky centrifugovany pii 6000 ot /min. po dobu 10 minut. Po
centrifugaci byl supernatant slit do 15 ml centrifugacnich zkumavek a uchovan

v chladni¢ce k analyze.

7.2.5 Metoda V

Vzorky tas byly hydrolyzovany destilovanou vodou.
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Pouzité pristroje a pomiicky:
bézné laboratorni sklo a pomucky
analytické vahy A&D GH-200 EC
vaii¢ ETA, CR

chladnicka GORENJE, Coorvatsko

odstiedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

Material:

Pro metodu V byly pouzity vSechny vzorky fas uvedené v tabulce 1.

Postup dpravy vzorkii:

Na analytickych vahéach byl navdZzen 1 g vzorku a kvantitativné pteveden do 200 ml kadin-
ky. K vzorku bylo pfidano 150 ml destilované vody. Vzorky byly ptikryty alobalem a ne-
chany v laboratofi ptfi pokojové teploté¢ do druhého dne. Druhy den byly vzorky vatfeny na
vari¢i po dobu jedné hodiny. Po uplynuti doby byly vzorky zchlazeny pod tekouci vodou,
ptelity do 20 ml centrifugacnich zkumavek a centrifugovany pii 6000 ot./min. po dobu 10
minut. Po centrifugaci byl supernatant slit do 15 ml centrifugacnich zkumavek a uchovéan

v chladnicce k analyze.

7.2.6 Metoda VI

Vzorky fas byly hydrolyzovany roztoky neutrdlniho a kyselého detergentu a roztokem

hydroxidu sodného.

Pouzité pristroje a pomiicky:

bézné laboratorni sklo a pomiicky

analytické vahy A&D GH-200 EC

chladnicka GORENJE, Chorvatsko

termoblok EVATERM

odstfedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

mineralizator — Selecta, Bloc Digest 12 (O. K. SERVIS BioPro, Praha)
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Material:

Pro metodu VI byly pouzity tasy P. palmata a L. japonica.

Pouzité chemikalie a roztoky:

neutral detergent solution (NDF) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

acid detergent solution (ADF) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

triethylene glycol (TEG) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

amyldza (SERVA)

sifi¢itan sodny (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

hydroxid sodny (1%-ni) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

kyselina sirova (konc.) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

pracovni roztok NDF (6 g NDF ve 100 ml destil. vody s 1 ml TEG a 1 g Na,S03)
pracovni roztok NDF s amylazou (6 g NDF ve 100 ml destil. vody s 1 ml TEG, 1 g Na,SOs
a 0,2 ml amylazy)

pracovni roztok ADF (2 g ADF ve 100 ml destil. s 2,8 ml H,SOy)

Postup upravy vzorkii:

Na analytickych vahach byl od kazdého vzorku navazen ctytikrat 1 g. Vzorek byl
kvantitativné pfeveden do mineralizacni zkumavky. Ke kazdému vzorku bylo ptiddno
25 ml ptipraveného roztoku, viz Tab. 4.

Tab. 4. Schéma pripravy vzorki ras P. palmata (D) a L. japonica (K) - metoda VI

hmot. vzorku NDF + amy-
vzorek fasy NDF [ml] ADF [ml]  NaOH [ml]
[g] laza [ml]

1,00 25,0

1,00 25,0

1,00 25,0

1,00 25,0
1,00 25,0

1,00 25,0

1,00 25,0

1,00 25,0

A AN AN A U U U U

Poté byly mineralizacni zkumavky umistény do mineralizatoru s nastavenou teplotou

ohtevu 100 °C. Mineralizace probihala 60 minut. Po mineralizaci byly vzorky zchlazeny a
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prelity do 20 ml centrifugacich zkumavek. Vzorky s amylazou byly dany do termoboxu na
60 minut pii teploté 40 °C. Nésledn¢ byly vzorky centrifugovany pii 3904 ot./min. po dobu
10 minut. Po centrifugaci byl supernatant slit do 15 ml centrifuga¢nich zkumavek a
uchovan v chladnicce k analyze.

7.2.7 Metoda VII

Vzorky tas byly hydrolyzovany roztokem neutrdlniho detergentu. Mineralizace vzorkl

byla provedena pii vyssi teploté nez u metody VI.

Pouzité pristroje a pomiicky:

bézné laboratorni sklo a pomucky

analytické vahy A&D GH-200 EC

chladnicka GORENIJE, Chorvatsko

odstredivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

mineralizator — Selecta, Bloc Digest 12 (O.K. SERVIS BioPro, Praha)

hlubokomrazici box MDF-U3286S, SANYO, prodejce Schoeller instruments, CR, Prah

lyofilizator ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, prodejce LABICOM s.r.0., CR, Olomouc

Material:

Pro metodu VII byly pouzity vSechny vzorky fas uvedené v tabulce 1.

Pouzité chemikalie a roztoky:

neutral detergent solution (NDF) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

triethylene glycol (TEG) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

sifi¢itan sodny (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

pracovni roztok NDF (15 g NDF ve 250 ml destilované vody s 2,5 ml TEG a 2,5 g sificita-

nu sodného)

Postup upravy vzorkii:
Na analytickych vahach byl navazen 1 g vzorku. Vzorek byl kvantitativné preveden do

mineraliza¢ni zkumavky. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 25 ml pracovniho roztoku
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NDF. Poté byly mineralizacni zkumavky umistény do mineralizatoru s nastavenou teplotou
ohfevu 125°C. Mineralizace probihala 60 minut. Po mineralizaci byly vzorky zchlazeny a
prelity do 20 ml centrifugacich zkumavek. Vzorky byly centrifugovany pti 3904 ot./min.
po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant slit do dvou 15 ml centrifuga¢nich
zkumavek. Polovina vzorku byla uchovéana v chladni¢ce k analyze, druha polovina byla

lyofilizovéna. Po lyofilizaci byly vzorky uchovany v mraznicce k analyze.

7.2.8 Metoda VIII

Vzorky tas byly hydrolyzovany deionizovanou vodou.

Pouzité pristroje a pomiicky:

bézné laboratorni sklo a pomtcky

analytické vahy A&D GH-200 EC

chladnicka GORENIJE, Chorvatsko

laboratorni tfepacka LT2

odstredivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

hlubokomrazici box MDF-U3286S, SANYO, prodejce Schoeller instruments, CR, Praha

lyofilizator ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, prodejce LABICOM s.r.0., CR, Olomouc

Material:

Pro metodu VIII byly pouzity vSechny vzorky fas uvedené v tabulce 1.

Postup upravy vzorkii:

Na analytickych vahéach byl navazen 1 g vzorku. Vzorek byl kvantitativné pteveden do
15 ml centrifugacni zkumavky. Ke kazdému vzorku bylo ptfidano 10 ml deionizované vo-
dy. Vzorky byly umistény na tfepacku a tfepany pii pokojové teploté do druhého dne.
Druhy den byly vzorky centrifugovany pii 6000 ot. /min. po dobu 60 minut. Po centrifuga-
ci byl supernatant slit do 15 ml centrifuga¢ni zkumavky a lyofilizovan. Po lyofilizaci byly

vzorky umistény do mraznicky a uchovany k analyze.
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7.2.9 Metoda IX

Vzorky fas byly hydrolyzovany v destilované vodé v ultrazvukové lazni. Z hydrolyzatu

byly nasledné proteiny vysrazeny 80%-nim siranem amonnym.

Pouzité pristroje a pomiicky:

bézné laboratorni sklo a pomucky

analytické vahy A&D GH-200 EC

chladnicka GORENIJE, Chorvatsko

kulovy mlyn MM 301, Retch, Némecko

odstfedivka MIKRO 200R, MIKRO 200 R, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germa-
ny

odstfedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

hlubokomrazici box MDF-U3286S, SANYO, prodejce Schoeller instruments, CR, Praha
lyofilizator ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, prodejce LABICOM s.r.0., CR, Olomouc

ultrazvukova lazett TESLA, Ceskoslovensko

laboratorni tfepacka LT2
Material:

Pro metodu IX byly pouzity vSechny vzorky fas uvedené v tabulce 1.

Pouzité chemikalie a roztoky:

siran amonny (80%-ni) (SIGMA, ALDRICH, Némecko)

Postup upravy vzorki:
V kulovém mlyné byly dezintegrovany 3 g vzorku pfi frekvenci 30 kmiti za sekundu po

dobu 6 minut.

Na analytickych vahach byl navdzen 1 g vzorku a pfeveden do 15 ml centrifugacni
zkumavky. Ke kazdému vzorku bylo ptfidano 10 ml destilované¢ vody a vzorky byly
umistény na 60 minut do ultrazvukové lazné. Po uplynuti doby byly vzorky umistény na
ttepacku a tfepany do druhého dne pii pokojové teploté. Druhy den byly vzorky

centrifugovany pii 3904 ot./min. po dobu 30 minut. Po centrifugaci byl supernatant slit a
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uchovan v lednici. K peletu, ktery ztstal po centrifugaci na dné¢ zkumavky bylo ptidano
10 ml destilované doby a byl umistén na 60 minut do ultrazvukové lazné. Poté byly vzorky
umistény na tiepacku a tfepany do druhého dne pii1 pokojové teploté. Nasledujici den byly
vzorky centrifugovany pii 3904 ot./min. po dobu 30 minut. Po centrifugaci byl supernatant
slit k prvnimu supernatantu z ptfedchoziho dne. K polovin€ supernatantu byl pfidan 80%-ni
siran amonny, druhd polovina byla uchovéana v chladni¢ce k lyofilizaci, a vzorky byly
umistény na 60 minut na tiepacku. Po uplynuti doby byly vzorky centrifugovany pii
10000 ot./min. po dobu 60 minut. Po centrifugaci byl supernatant slit a ke srazeniné
proteini bylo ptfidano 150 pl destilované vody a vzorky byly umistény na tfepacku a
ttepany do druhého dne pii pokojové teploté. Druhy den byly vSechny vzorky

lyofilizovany. Po lyofilizaci byly umistény do mraznicky a uchovany k analyze.

7.2.10 Metoda X

Vzorky ftas byly hydrolyzovéany v destilované vod¢ v ultrazvukové 1azni.
Pouzité pristroje a pomiicky:

bézné laboratorni sklo a pomucky

analytické vahy A&D GH-200 EC

chladnicka GORENIJE, Chorvatsko

kulovy mlyn MM 301, Retch, Némecko

odstfedivka MIKRO 200R, MIKRO 200 R, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germa-
ny

odstfedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany

lyofilizator ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, prodejce LABICOM s.r.0., CR, Olomouc

ultrazvukova lazett TESLA, Ceskoslovensko

laboratorni tfepacka LT2

Material:

Pro metodu X byly pouzity vSechny vzorky fas uvedené v tabulce 1.
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Postup upravy vzorkii:
V kulovém mlyné byly dezintegrovany 3 g vzorku pfi frekvenci 30 kmiti za sekundu po

dobu 6 minut.

Na analytickych vahach byl navazen 1 g vzorku a pfeveden do 15 ml centrifugacni
zkumavky. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 10 ml destilované vody a vzorky byly
umistény na 120 minut do ultrazvukové lazné. Po uplynuti doby byly vzorky umistény na
ttepacku a tfepany do druhého dne pifi pokojové teploté. Druhy den byly vzorky
centrifugovany pii 3904 ot./min. po dobu 30 minut. Po centrifugaci byl supernatant slit a
uchovan v lednici. K peletu, ktery zlstal po centrifugaci na dn¢ zkumavky bylo ptfidano
10 ml destilované doby a byl umistén na 120 minut do ultrazvukové lazng. Poté byly
vzorky umistény na tfepacku a tfepany do druhého dne pii pokojové teploté. Nasledujici
den byly vzorky centrifugovany pii 3904 ot./min. po dobu 30 minut. Po centrifugaci byl
supernatant slit k prvnimu supernatantu z piedchoziho dne. Nésledné¢ byly vzorky

lyofilizovany. Po lyofilizaci byly umistény do mraznicky a uchovany k analyze.

7.3 Stanoveni proteint elektroforetickou metodou SDS-PAGE
Pouzité pristroje a pomiicky:
bézné laboratorni sklo a pomucky
analytické vahy A&D GH-200 EC
chladnicka GORENIJE, Chorvatsko
odstfedivka MIKRO 200R, Hettich ZENTRIFUGEN, Tuttlingen, Germany
ttepacka Orbita multi shaker, Biosan
zafizeni vertikalni elektroforézy, BioRad

inkubator INCU-LINE, BioTech a.s., Praha

Material:
Pro stanoveni proteinli pomoci SDS-PAGE byly pouzity vzorky zpracované podle vyse

uvedenych extrakénich postupi.
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Pouzité chemikalie a roztoky:
fixacni roztok (etanol, 96% (Lach-Ner) 30 ml, kyselina octova (Lach-Ner) 10 ml, 60 ml

neionizovana voda

tris pufr pro separacni gel, pH 8,8 (tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Bioche-

mie) 18,15 g, 50 ml neionizované vody, upravit pH pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner)

tris pufr pro koncentracni gel, pH 6,8 (Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Bio-

chemie) 6 g, 50 ml neionizované vody, upravit pH pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner)

30%-ni roztok akrylamidu (Akrylamid (SERVA) 29,2 g a N,N’-metylen-bisakrylamid
(SERVA) 0,8 g ve 100 ml destilované vody)

vzorkovy pufr (0,062 M Tris-HCl (SERVA), 5%-ni merkaptoetanol (SERVA), 10%-ni
glycerol (Lach-Ner), 0,01 g bromfenolova modii (SERVA) )

elektrodovy pufr dle Laemliho 10x koncentrovany (SERVA) fedéni 1:9
standard Protein test Mixture 6 (SERVA)
amonium persulfate (SERVA) (persiran)

odbarvovaci roztok (25%-ni metanol (SERVA), 10%-ni kyselina octovd (SERVA), 650 ml

deionizované vody)

coomassie briliant blue (Coomassie briliant blue (SERVA) 0,1 g, etanol 96%-ni (Lachema)

50 ml, kyselina fosfore¢na (Lachema) 100 ml, neionizovana voda 850 ml)

SDS (10%-ni) (SERVA)

SDS (20%-ni) (SERVA)

N, N, N’, N’- tetra-metylendiamin (TEMED) (SERVA)

merkaptoetanol (SERVA)

2,5%-ni uhli¢itan sodny (Lachema) v 0,02%-nim formaldehydu (SIGMA, ALDRICH)

0,05%-ni glutaraldehyd (SIGMA, ALDRICH, Némecko), 0,01%-ni formaldehyd (SIGMA,
ALDRICH, Némecko), 40%-ni etanol (Lachema)

0,5%-ni Farmertv zeslabovac (150 mg ferrikyanid draselny (SIGMA, ALDRICH, Némec-
ko), 300 mg thiosiran sodny (SIGMA, ALDRICH, Némecko), 50 mg uhli¢itan sodny, bez-

vody (Lachema), deionizovana voda do 100 ml)
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2,5%-ni uhli¢itan sodny (Lachema)
0,1% dusi¢nan stiibrny (Lachema)

1%-ni kyselina octova (SERVA)

7.3.1 Konecna uprava vzorki pro SDS-PAGE

Pro stanoveni proteini metodou SDS-PAGE bylo ke 100 pl fasového extraktu u
jednotlivych extrakénich metod ptfidano 25ul 20%-niho SDS, 12,5ul merkaptoetanolu a
115 pl vzorkového pufru. Vzorky byly promichany a inkubovany pii 100 °C po dobu 10
minut. Poté byly zchlazeny a centrifugovany pti 15000 ot./min. po dobu 10 minut.

7.3.2 Sestaveni aparatury a priprava gelu

Vertikalni elektroforetickd aparatura, ktera se sklada z vlastni vany, vika, dvou tvarova-
nych skel v parovém uspotradani, teflonového mezerniku (té€snéni) a hiebinku byla sestave-
na dle doporuceni vyrobce, viz Obr. 8.

Pro separaci proteint byl pfipraven 10%-ni separaéni gel tloustky 1,5 mm. Separacni gel
byl ptipraven z 1,61 ml 30%-niho roztoku akrylamidu, 1,1 ml Tris pufru o pH 8,8, 1,44 ml
neionizované vody, 31,3 ul 10%-niho SDS, 16,7 ul 10%-niho persiranu amonného a 2,1 pl
N, N, N, N’- tetra-metylendiaminu. Roztok byl diikladn¢ promichén a ihned aplikovan
pomoci piislusné pipety mezi skla do vysky 3 cm od horniho okraje tak, aby nedoslo ke
vzniku bublin. Pro zamezeni polymerace na vzduchu byl gel pfelit vrstvou deionizované
vody. Po 1 hodiné¢ byla voda vysuSena filtraénim papirem a byl aplikovan 5%-ni
koncentracni gel, ktery byl pfipraven z 250 pl 30%-niho roztoku akrylamidu, 375 pl Tris
pufru o pH 6,8, 865 ul neionizované vody, 15 pl 10%-niho SDS, 15 ul 10%-niho persiranu
amonného a 1,88 pul N, N, N’, N'- tetra-metylendiaminu. Roztok byl dikladn¢ promichan a
nanesen prisluSnou pipetou na separacni gel az t€sn¢ pod horni okraj skla. Poté byl opatrné
vsunut teflonovy hieben. Takto pfipraveny gel i se stojanem byl vloZen do vlhké komirky

a nechan polymerovat do druhého dne.
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7.3.3 NanaSeni vzorku a vlastni elektroforéza

Z gelu byl opatrné¢ vyjmut hiebinek a odstranén dolni mezernik. Do spodniho prostoru
aparatury byl nalit elektrodovy pufr a spusténo chlazeni. Elektrodovy pufr byl nalit i do
horni ¢asti vany tak, aby doslo k pfevrstveni jamek. Ptipravené vzorky byly nanaseny
v objemu 20 — 30 pl. Kromé& vzorkd byl nanesen také proteinovy hmotnostni standard
s Sesti riznymi hmotnostnimi frakcemi. Po naneseni vzorki byla elektroforetickd komora
pfikryta vikem a pfipojena ke zdroji stejnosmérné¢ho proudu. Diky svym vlastnostem
vyzaduje kazdy gel odlisSné podminky. Pro koncentracni gel byla nastavena hodnota
proudu na 20 mA. Po doputovani cela elektroforézy k rozhrani koncentracniho a
separatniho gelu byla hodnota proudu zvySena na 30 mA. Po doputovani cela
elektroforézy ke spodni hranici separacniho gelu byl délici proces ukoncen. Elektroforéza
probihala 1 — 3 hodiny, v zavislosti na povaze vzorku. Aparatura byla odpojena od proudu
a skla byla vynddna z vany. Poté byla skla od sebe opatrné oddélena, gel vlozen do
plastové vanic¢ky a prelit fixatnim roztokem a fixovan na tfepacce po dobu 30 minut. Po
odstranéni fixa¢niho roztoku byl gel oplachnut destilovanou vodou a byl pfidan barvici
roztok coomassie briliant blue. Za stalého tfepani byl gel barven 1 hodinu. Po odstranéni
barviciho roztoku byl oplachnut destilovanou vodou a ptelit odbarvovacim roztokem. Po
odbarveni byl gel vyfotografovan. Ukazka fotografie gelu vzorkt, pfipravenych metodou
II je uvedena v pfiloze I. Snimky byly analyzovany pomoci programu ULTRA CAM.

Pti barveni geltl dusi¢nanem stfibrnym byl zkracen fixa¢ni ¢as na 10 minut. Po odstranéni
fixacniho gelu byl pfidan roztok 0,05%-niho glutaraldehydu, 0,01%-niho formaldehydu a
40%-niho etanolu na dobu 5 minut. Po uplynuti doby byl roztok slit a ptidan 96%-ni etanol
na 20 minut. Po sliti etanolu byl gel promyvan destilovanou vodou 20 minut. Nasledné¢ byl
pridan 0,5%-ni Farmertv zeslabova¢ na 2,5 minuty. Po sliti zeslabovace byl gel opét
proplachovéan destilovanou vodou po dobu 30 minut. Poté byl ptidan 0,1%-ni roztok
dusi¢nanu stfibrného na 20 minut. Po sliti roztoku byl gel oplachnut destilovanou vodou a
pfidan 2,5%-ni uhli¢itan sodny na 5 minut. Po uplynuti doby byl gel oplachnut vodou a
pridan roztok 2,5%-niho uhli¢itanu sodného v 0,02%-nim formaldehydu na dobu 7,5
minuty. Po sliti roztoku byl gel oplachnut destilovanou vodou a pfidan roztok 1%-ni
kyseliny octové na dobu 5 minut. Nasledné byl roztok slit, gel oplachnut destilovanou

vodou a fotografovan.
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Obr. 8. Nanaseni vzorkii a priibéh elektroforéz
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VYSLEDKY A DISKUZE

7.4 Stanoveni proteint

Pro elektroforézu bylo nutné upravit vzorky fas podle riznych metodik, které jsou uvedeny
v kapitole 7.1. Stanoveni proteinti bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 7.2.

Byly porovnavany vzorky fas a odli$né metodiky ptipravy vzorkd pro SDS-PAGE.

7.4.1 Stanoveni proteinovych profili vzorki zpracovanych metodou I

Touto metodou, kdy byly vzorky hydrolyzovany destilovanou vodou, zasaditym pufrem o
pH 7,5 a pepsinem v kyselém prostiedi se nepodatilo vyextrahovat proteiny ze vzorkl fas

a vysledek SDS-PAGE byl negativni.

7.4.2 Stanoveni proteinovych profili vzorki zpracovanych metodou II

Na obrazku 9 je znazornéna bendova mapa vzorkd, které byly zpracovany metodou II.

kDa Bendova mapa vzorkd - Metoda Il
120
110
100 1 — | —97.4kDn
90 -
BO
[ —| —67,0kDa
60 -
50 -
— ———| «—45kDa
40 -
30 —_—] — 289 kDa
20 ——| —21kDa
| —|—12.5kDa
10 +— ——|—B8,6kDa
o
sp © D N A H K w oW st Vzorek

Obr. 9. I. Bendova mapa vzorkii — Metodika 11
Z bendové mapy vzorki fas, ptipravenych metodou II je patrné, Ze proteiny byly identifi-
kovéany pouze u modro-zelené tasy Spirulina platensis.

V tabulce 5 jsou uvedeny molekulové hmotnosti proteinovych frakci modro-zelené fasy

Spirulina platensis.
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Tab. 5. Vyhodnoceni gelu Metodika I

Molekulova hmotnost proteint v kDa

Standard (St) Spirulina (Sp)

97,4 76,8

67,0 62,5
45,0 443
29,0 26,0
21,0 15,1

12,5 8,4

6,5 6,6

Metodou II se podafilo izolovat 7 proteinovych frakci, jejichz molekulové hmotnosti se

pohybovaly od 6,6 do 76,8 kDa.

7.4.3 Stanoveni proteinovych profili vzorki zpracovanych metodou IIT

Na obrazku 10 je zndzornéna bendova mapa vzorki, které byly zpracovany metodou III.

kDa
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40 -

Bendova mapa vzorki - Metoda il

304  —

20

10

h-

D Nv

A

H

K

w
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Obr. 10. Il. Bendova mapa vzorku — Metodika 111

« 20kDa

« 21kDa

« 12.6kDa
« B6.5kDa

Vzorek

Bendova mapa zaznamenava proteinovy profil dvou sladkovodnich tas Spirulina a Chlo-

rella.
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V tabulce 6 jsou uvedeny molekulové hmotnosti proteinovych frakci sladkovodnich ftas

Spirulina a Chlorella.
Tab. 6. Vyhodnoceni geli Metodika 111
Molekulova hmotnost proteini v kDa
Standard (St) Spirulina (Sp) Chlorella (C)
29,0 47,4 45,8
21,0 449 29,9
12,5 40,6 28,1
6,5 34,4 21,6
29,0 16,3
19,3 8,3
8,4 7,1
6,8 6,1
6,1

Metodou III se podaftilo izolovat proteinové profily dvou sladkovodnich tas Spirulina pla-
tensis a Chlorella pyrenoidosa. U tasy Spirulina bylo identifikovano 9 proteinovych frakci
o molekulové hmotnosti 6,1 az 47,4 kDa. Vzorek tfasy Chlorella obsahoval § proteint o

molekulové hmotnosti 6,1 az 45,8 kDa.

Pti porovnani obou proteinovych profili fasy Spirulina je zfejmé, Ze predchozi proteinovy

profil obsahoval 2 proteiny o vyssi molekulové hmotnosti.

7.4.4 Stanoveni proteinovych profili vzorki zpracovanych metodami IV az VIII

Metodou IV, kde byla pouzita k hydrolyze vzorkl celulaza, metodami V a VIII, kde byla
pouzita k hydrolyze vzorkl deionizovana voda a ani metodami VI a VII, kde byly pouzity
k hydrolyze vzorkl detergenty, se nepodafilo vyizolovat ze vzorki moiskych a sladkovod-

nich fas proteiny a jejich stanoveni metodou SDS-PAGE bylo negativni.
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7.4.5 Stanoveni proteinovych profili vzorki zpracovanych metodou IXa

Na obrazku 11 je zndzornéna bendova mapa vzorkd, které byly zpracovany metodou IXa.

kDa Bendova mapa vzorkil - Metoda IXa

120
110 -
100 A
a0 -
80 ~
70
60 A
50 4
40
30
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10

< 20kDa
« 21 kDa

« 12,5KDa
« §,B6kDa

Vzorek

Sp

+[11 1]

Obr. 11. I1l. Bendova mapa vzorkit — Metodika [Xa

Podobné¢ jako u prvni bendové mapy byly identifikovany proteinové frakce pouze u mod-

ro-zelené tasy Spirulina.

V tabulce 7 jsou uvedeny molekulové hmotnosti proteinovych frakci u sladkovodni fasy

Spirulina platensis.

Tab. 7. Vyhodnoceni gelii Metodika [Xa

Molekulova hmotnost proteini v kDa

Standard (St) Spirulina (Sp)
29,0 37,7
21,0 23,8
12,5 14,2

6,5 8,5

Molekulové hmotnosti 4 proteinli se pohybovaly v rozmezi 8,5 az 37,7 kDa. Pfi porovnani
s proteinovym profilem tasy Spirulina platensis, kde byla pouzita metoda III, pii které by-
ly vzorky vysrazeny 80%-nim siranem amonnym, byla v metod¢ [Xa navic pouzita ultra-

zvukova lazen. Dezintegrace fasové hmoty ultrazvukem probihala 60 minut. Z dosazenych
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vysledki je patrné, ze profil ziskany ze vzorkli zpracovanych metodou III, mél proteiny o

vy$§i molekulové hmotnosti.

7.4.6 Stanoveni proteinovych profili vzorki zpracovanych metodou IXb

Na obrazku 12 je zndzornéna bendova mapa vzorkd, které byly zpracovany metodou IXb.

kDa Bendova mapa vzorkd - Metoda IXb
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Obr. 12. IV. Bendova mapa vzorkii — Metodika 1Xb

Ctvrta bendova mapa vzorkil zaznamenava proteinovy profil péti vzorki fas, a to sladko-
vodni tasy Spirulina platensis (Sp) a ¢tyt motskych Eisenia bicyclis (A), Palmaria palma-
ta (D), Laminaria japinica (K) a Undaria pinnatifida (W). Proteinovy profil nebyl izolo-
van ze vzorkl tas Chlorella pyrenoidosa (C), Porphyra tenera (N), Hizikia fusiformis (H)
a Undaria pinnatifida (Wh).

V tabulce 8 jsou uvedeny molekulové hmotnosti proteinovych frakci u péti vzorkt fas.
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Tab. 8. Vyhodnoceni gelii Metodika 1Xb

Molekulova hmotnost proteint v kDa

Standard (Sp)  Spirulina (Sp) Dulse (D) Arame (A) Kombu (K) Wakame (W)

45,0 26,4 69,2 10,3 103,0 27,6
29,0 20,0 63,5 7,1 26,5 19,7
243 9,2 7,6 9,4
21,0 1,3
12,5 5.8
6,5

Molekulové hmotnosti 3 proteinli u fasy Spirulina se pohybovaly vrozmezi 9,2 az
26,4kDa. U Dulse byly identifikovany 3 proteiny o molekulové hmotnosti 7,6 az 69,2 kDa.
U Arame i Kombu byly identifikovany 2 proteiny. U Arame o molekulové hmotnosti 7,1 a
10,3 kDa. U Kombu byly zjistény molekulové hmotnosti proteind 26,5 a 103,0 kDa. Po-
sledni proteinovy profil byl identifikovan u vzorku Wakame. Molekulové hmotnosti 5 pro-

teinl byly v rozmezi 5,8 az 27,6 kDa.

7.4.7 Stanoveni proteinovych profili vzorki zpracovanych metodou X

Na obrazku 13 je zndzornéna bendova mapa vzorki, které byly zpracovany metodou IXb.

kDa Bendova mapa vzorkd - Metoda X
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Obr. 13. VI. Bendova mapa vzorkii — Metodika X
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Bendova mapa vzorkli zaznamenava proteinovy profil 8 vzork fas.

V tabulce 9 jsou uvedeny molekulové hmotnosti proteinovych profili 8 vzorkt fas, dvou
sladkovodnich Spirulina platensis (Sp) a Chlorella pyrenoidosa (C) a 6 moiskych
Palmaria palmata (D), Porphyra tenera (N), Eisenia bycyclis (A), Laminaria japonica (K)
a Undaria pinnatifida (W, Wi).

Tab. 9. Vyhodnoceni gelii Metodika X

Molekulova hmotnost proteint v kDa

Wakame
Standard  Spirulina Chlorella Dulse  Nori Arame Kombu Wakame
s s O DN W K W
(Wi)
67 109,1 108,8 83,5 107,1 108,5 108,8 108,1 108,0
45 79,2 80,2 26,7 20,0 88,4 35,0 91,7 42,8
29 45,1 36,1 52,5 42,6 34,8
21 41,5 28,1 36,1 34,4
12,5 27,1 27,0 24,5 29,3
6,5 18,9 12,7
12,7
9,1

U vzorku Spirulina bylo identifikovano 8 proteini o molekulovych hmotnostech 9,1 az
109,1 kDa. Chlorella obsahovala 6 proteinli o molekulovych hmotnostech 12,7 az 108,8
kDa. U vzorki fas Dulse a Nori byly identifikovany 2 proteiny. U Dulse o molekulové
hmotnosti 26,7 a 83,5 kDa. U fasy Nori byla molekulovd hmotnost proteina 20,0 a 107,1
kDa. U Arame bylo identifikovano 5 proteinii o molekulovych hmotnostech 24,5 az 108,5
kDa. Rasa Kombu obsahovala 2 proteiny o molekulovych hmotnostech 35,0 a 108,8 kDa.
U Wakame bylo identifikovdno 5 proteinli a u Wakame instant 3 proteiny. Molekulova
hmotnost proteinli u Wakame se pohybovala mezi 29,3 az 108,1 kDa. U fasy Wakame in-

stant byla molekulovd hmotnost proteini 34,8, 42,8 a 108,0 kDa.
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U vzorka Spirulina, Dulse, Arame, Kombu a Wakame byly identifikovany proteiny o
vysSich molekulovych hmotnostech, nez ve ctvrté bendové mapé, kde byla pouzita
podobna metodika ptipravy vzorkid (IXb — 60 min. ultrazvukové 1azné, X — 120 min.

ultrazvukové 1azn¢).

7.4.8 Stanoveni proteinovych profili vzorki Spirulina platensis pripravenych riz-

nymi extrakénimi metodami

Na obrazku 14 je znazornéna bendova mapa proteinovych profilti vzorku tasy Spirulina,

ktery byl pfipraven riznymi extrak¢nimi metodami.

kDa Bendova mapa vzorku Spirulina platensis
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Obr. 14. Bendova mapa vzorku Spirulina platensis

Z bendové mapy je patrné, ze molekulové hmotnosti proteinii vzorkd pfipravenych podle

metodik II a X jsou vyssi, nez u vzorkl fasy pripravenych podle metodik III, IXa a IXb.

Ptipravy vzorkil podle metodik IXb a X se li§i délkou ultrazvuku (metoda IXb — 60 min.,
X — 120 min.) a velmi podobné jsou i jejich velikosti proteinii o niz§ich molekulovych
hmotnostech. Lze také fici, Ze molekulové hmotnosti proteinli, které byly upraveny
metodou X jsou vyss$i, nez u vzorkd upravenych metodou IXb. Muzeme tedy fici, ze delsi
doba ultrazvuku zapficinila, Ze bylo mozné ze vzorku fasy vyizolovat proteiny o vysSich

molekulovych hmotnostech.
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V tabulce 10 jsou uvedeny proteinové profily vzorku sladkovodni tasy Spirulina platensis,

ktery byl pfipraven riznymi metodikami.

Tab. 10. Srovnani ruznych metod u rasy Spirulina platensis

Molekulova hmotnost proteinti v kDa

Metodika 11 Metodika 111 Metodika [Xa Metodika IXb Metodika X

76,8 47,4 37,7 26,4 109,1
62,5 44,9 23,8 20,0 79,2
44,3 40,6 14,2 9,2 45,1
26,0 34,4 8,5 41,5
15,1 29,0 27,1
8,4 19,3 18,9
6,6 8,4 12,7
6,8 91
6,1

Ve srovnani s Kjeldahlovou metodou, kdy byl obsah stanovenych dusikatych latek vyssi u
sladkovodnich tas Spirulina a Chlorella nez u tas motskych, mizeme fici, ze metodou
SDS-PAGE bylo taktéZ stanoveno vice proteinovych profilll u fas sladkovodnich nez mot-
skych. Nejnizsi mnozstvi dusikatych latek bylo Kjeldahlovou metodou stanoveno u hnédé
moiské tasy Hizikia fusiformis. Metodou SDS-PAGE se u této fasy nepodafilo proteiny ze
vzorku vyizolovat. [44]

Spirulina jako fotosyntetizujici sinice ma bunécnou sténu sloZenou z mukopolysacharidi
s absenci celuldzy. Jeji proteiny byly, na rozdil od ostatnich vzorka sladkovodnich a mot-
skych tas, které ve své bunécné sténé obsahuji celulézu a vyznamné mnozstvi dalSich po-

lysacharidi, snaze vyextrahovany a nasledné stanoveny metodou SDS-PAGE.

Bylo zjisténo, ze nejvEétsi mnozstvi vlakniny z analyzovanych vzorkd fas obsahuje hnéda

motska fasa Hizikia fusiformis. Naopak nejmensi mnozstvi vlakniny obsahuji sladkovodni
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tasy Spirulina a Chlorella. Mnozstvi vlakniny u vzorku Hizikia fusiformis pravdépodobné

zpusobilo, Ze nebylo mozné proteiny ze vzorku izolovat. [44]
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ZAVER
Z vysledkii diplomové prace lze fici, ze fasy jsou zdrojem proteind, ale jejich vyuzitelnost

je omezena ptitomnosti polysacharidi v bunééné sténé.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni proteinii v moiskych a sladkovodnich fasach elek-
troforetickou metodou SDS-PAGE. Bylo hodnoceno devét vzork fas, a to dvé sladkovod-
ni tfasy Chlorella pyrenoidosa (C) a Spirulina platensis (Sp), dvé Cervené moiské fasy
Palmaria palmata (D) a Porphyra tenera (N) a pét hnédych motskych tas Laminaria japo-
nica (K), Eisenia bicyclis (A), Hizikia fusiformis (H) a Undaria pinnatifida (W, Wi).

Bylo vyzkouSeno deset riznych metodik ptipravy vzorkl pro vlastni stanoveni proteind.
Z vysledki je ziejmé, Ze nejvice Gcinna byla metoda IXb a X, které se lisi délkou plisobeni

ultrazvuku (IXb — 60 min., X — 120 min.).

Nejveétsi mnozstvi proteind bylo identifikovano u vzorku fasy Spirulina, naopak zédnou

metodou se nepodafilo ziskat proteiny ze vzorku hnédé motské fasy Hizikia fusiformis.

Proteiny vzorku tasy Spirulina byly tspé$né izolovany, a nasledné identifikovany pomoci
SDS-PAGE, péti extrakénimi metodami. Nejvice u¢inné byla uprava vzorkd metodou III,
kdy byly proteiny ze vzorkli vysrazeny 80%-nim siranem amonnym a metodou SDS-
PAGE bylo identifikovano devét proteinovych frakci, nasledné pak metoda X, kdy byly
vzorky dezintegrovany ultrazvukem po dobu 120 min. a metodou SDS-PAGE bylo identi-
fikovano osm frakci. Mén¢ ucinnou byla metoda II, kdy byly vzorky hydrolyzovany lyzo-
vym pufrem a metodou SDS-PAGE bylo identifikovano sedm proteinovych frakci. Nejmé-
né u¢innymi byly metody [Xa, kdy byly vzorky dezintegrovany ultrazvukem po dobu 60
min. a proteiny nasledné vysrdzeny 80%-nim siranem amonnym a metodu SDS-PAGE
byly identifikovany Ctyfi proteinové frakce a metoda IXb, kdy byly vzorky dezintegrovany
ultrazvukem po dobu 60 min. a metodou SDS-PAGE byly identifikovany tii frakce. Mole-
kulové hmotnosti proteinovych frakci u vzorku tasy Spirulina se pohybovaly od 6,1 az

109,1 kDa.

Proteiny sladkovodni tasy Chlorella pyrenoidosa byly Uspé$né izolovany pomoci dvou
metod. Vzorky byly upraveny podle metody I1I a metody X. Kazda z metod hydrolyzuje
vzorky jinymi chemikdaliemi a postupy. Metodou III byly vzorky hydrolyzovany lyzovym
pufrem a proteiny vysrazeny 80%-nim siranem amonnym a metodou X byly vzorky dezin-

tegrovany ultrazvukem po dobu 120 min. Molekulova hmotnost proteinti u vzorku uprave-
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ného metodou X byla vyssi nez u vzorku upraveného metodou III. Molekulova hmotnost
vSech proteinovych frakci se u vzorku Chlorella pyrenoidosa pohybovala od 6,1 do 108,8
kDa.

U ¢&tyt vzorkd byly proteiny aspé$né izolovany pomoci dvou metod. Uprava vzorkt byla
podle metod IXb a X. Jak jiz bylo vyse feCeno, ptipravy vzorkll podle obou metod se lisi
pouze délkou ptsobeni ultrazvuku. Molekulové hmotnosti proteinovych frakci byly u
vzorkll upravenych metodou X vyssi, nez proteinové frakce vzorku upraveného metodou
IXb. Lze tedy fici, ze delsi doba plsobeni ultrazvuku na fasovou hmotu zapficinila, Ze bylo
mozné ze vzorka vyizolovat proteiny o vysSich molekulovych hmotnostech. Molekulové
hmotnosti proteinovych frakci hnédé motské tasy Undaria pinnatifida v produktu Wakame
se pohybovaly v rozmezi od 5,8 do 108,1 kDa. Molekulové hmotnosti vSech proteinovych
frakci se u vzorku Cervené moiské tasy Palmaria palmata (D) pohybovaly v rozmezi 7,6
az 83,5 kDa. U vzorku hnédé motské tasy Fisenia bicyclis (A) se molekulové hmotnosti
proteinll pohybovaly od 7,1 do 108,5 kDa. Poslednim vzorkem, ktery byl identifikovan na
dvou gelech, byl vzorek hnédé moiské tfasy Laminaria japonica (K). Molekulové hmotnos-

ti proteinti byly od 26,5 do 108,8 kDa.

Zbylé dva vzorky tas byly identifikovany pouze na jediném gelu. Jednalo se Cervenou
motskou tasu Porphyra tenera (N) a hnédou motskou tasu Undaria pinnatifida (Wi).
Rasy byly upraveny metodou X. Molekulova hmotnost 2 proteini byla u fasy Porphyra
tenera 20,0 a 107,1 kDa. U tasy Undaria pinnatifida z produktu Wakame instant byla
molekulova hmotnost proteini 34,8, 42,8 a 108,0 kDa.

Mofské i sladkovodni fasy jsou vyznamnym zdrojem vldkniny, mineralnich latek, proteinti
a vitaminti. Jsou bezpecné pro konzumaci, ackoliv u nékterych druht je tieba dbat na vy-
soky obsah sodiku, jodu a t&zkych kovil. Rasy nasly uplatnéni v mnoha odvétvich pramys-
lu. Nejvetsi uplatnéni nasly v praimyslu potravinarském, kde se pouzivaji ve form¢ agaru a
karagenant. V posledni dobé se stale vice uplatiuji v priimyslu kosmetickém, kde se pou-

zivaji jako zahustovadla, pojiva a antioxidanty.

Rasy jsou v dnesni dobé nedilnou soué¢asti mnoha pramyslovych odvétvi. Trh s kosmetic-
kymi vyrobky je zahlcen produkty chemického primyslu, které vSak nemusi vzdy prospi-
vat naSemu zdravi &i pokozce. Uskali &i uréitou nadbyteénost pouzivani syntetickych pii-

pravki si zaroven vétSina lidi uvédomuje.
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V moderni spolecnosti 1ze jasné sledovat tendence navratu k pfirozenym (pfirodnim) zdro-
jum latek cennych pro lidsky organizmus a bylo by tedy vhodné vénovat fasam pozornost,
zabyvat se jejich dal$im vyzkumem a moznosti jejich SirSiho vyuziti v kosmetickém pru-

myslu.
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