Metody stanoveni proteini a nukleovych kyselin
v fasach

Nina Ulehlova

Bakalarska prace il Univerzita Tomage Bati ve Zliné
2011 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie a mikrobiologie po'travin
akademicky rok: 2010/2011

ZADANi BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Nina ULEHLOVA
Osobni ¢islo: T08373
Studijni program: B 2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Chemie a technologie potravin
Téma prace: Metody stanoveni proteinil a nukleovych kyselin v
fasach.

Zasady pro vypracovani:

l. Teoreticka cast
1. Rasy jsou znamé vysokym obsahem nukleovych kyselin a proteini.

2. Formou literarni reSerSe charakterizujte proteiny a nukleové kyseliny mofskych a
sladkovodnich fas.

3. Popiste metody pro stanoveni proteinii a nukleovych kyselin v fasach.



Rozsah bakalafské prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovéni bakalafské prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 VELISEK, J. Chemie potravin 1, OSSIS, Tabor 2009.
[21 KAS, J. KODICEK, M., VALENTOVA, O. Laboratorni techniky biochemie. VSCHT Praha,

2006.

[31 BURTIN, P. Nutritional value of seaweeds. Electronic Journal of Environmental,
Agricultural and Food Chemistry, 2003, 2, 498-503.

[4]1 FLEURENCE, J. Seaweed proteins: biochemical, nutritional aspects and potential
uses. Trends in Food Science & Technology, 1999, 10, 25-28.

Vedouci bakaléfské prace: Ing. Ladislava Misurcova, Ph.D.
Ustav technologie a mikrobiologie potravin

Datum zadani bakalafské prace: 11. Gnora 2011
Termin odevzdéni bakalafské prace:  30. kvétna 2011

Ve Zliné dne 12. dubna 2011}7

doc. Ing. Petr Hlavagek, CSc. doc;IEJan Hrapé, Ph.D.
el

dékan —reditel istavu



Y .
Pfijmeni a jméno: \ﬂ ..... ED{‘”)’J\ ........... Obor: .23

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

¢ beru na v&domi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona €. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a o zméné a doplnéni dalsich
zdkont (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdé&jsich pravnich piedpisii, bez ohledu
na vysledek obhajoby ”;

« beru na védomi, Ze diplomova/bakalafska prace bude uloZena v elektronické podob& v
univerzitnim informadnim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden wvytisk
diplomové/bakalafské prace bude uloZen na pifislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zling a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

* byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakaldfskou praci se plné vztahuje
zdkon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
o zméné nékterych zakonh (autorsky zakon) ve znéni pozdé&jsich pravnich pfedpish, zejm.
§ 35 odst. 3 7

*« beruna vedoml Ze podle § 60 % odst. 1 autorského zikona ma UTB ve Zlin& pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti §kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zédkona;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomovou/bakalétskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zling, kterd je opravnéna v takovém piipadé ode mne
pozadovat pifiméfeny pfispévek na thradu ndkladd, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zlin€ na vytvofeni dila vynaloZeny (aZ do jejich skute¢né vySe);

* beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuZito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zliné€ nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym uéelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuZiti), nelze vysledky
diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim ucelim;

»  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalafske prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za souéast prace rovnéz i zdrojové kdédy, popt. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této soudasti miize byt divodem k neobhéjeni prace.

Ve Zling .23..... 2011 o
//J‘/’XTC(,/

vk
e 400 EaEEIeEasEasRseETIeRaNEtIeRNassOsRREETIsRSREIIES

W z6kon & 111/1998 Sh. o wysokych Skoldch a o zméné a doplnéni dalsich zdkond (zdken o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich pravnich
pfedpist, § 47 Zvefejfiovani zdvérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevyddleéné zvefejiiuje disertaéni, diplomové, bakaldiské a rigordzni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné posudki
oponentt a vysledku obhajoby prostfednictvim datobdze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zplsob zvefejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké Skoly.



(2) Disertaéni, diplomové, bakaldiské a rigorézni prdce odevzdané uchozecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni pfed
kondnim obhajoby zvefejnény k nahliZeni vefejnosti v misté uréeném vnitinim predpisem vysoké Skoly nebo nenili tak uréeno, v misté
pracovisté vysoké Skoly, kde se md konat obhajoba prdce. Kazdy si mafe ze zvefejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo
rozmnozZeniny.

(3) Plati, 7e odevzdénim prdce autor souhlasi se zvefejnénim své prace podle tohoto zékona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

A zékon & 121/2000 Sb. o prévu autorském, o pravech souvisejicich s prdvem autorskjm a o zméné nékterych zdkont (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich pravnich pfedpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo Skolské & vzdlgvaci zafizeni, uZije-li nikoli za déelem pfimého nebo nepfimého
hospoddfského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potfebé dilo vytvorené 7dkem nebo studentem ke spinéni Skolnich nebo
studifnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo Skolskému &i vzdélavaciho zafizeni (Skolni dilo).

3 z6kon & 121/2000 Sb. o prévu autorském, o pravech souvisejicich s prévem autorskym a o zméné nékterych zdkoni (autorsky zékon) ve
znéni pozd&jsich prdvnich predpisa, § 60 Skolni dilo:

(1) 3kola nebo skolské & vzdélévaci zafizeni maji za obvyklych podminek prévo na uzavfeni licenéni smlouvy o ufit Skolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez véZného divedu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zdstdvd nedotceno.

(2) Neni-li siednéno jinak, maZe autor Skolniho dila své dilo uZit i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy Skoly
nebo skoiského &i vzdéldvaciho zafizeni.

(3) 3kola nebo skolské & vzdéldvaci zafizeni jsou opravnény poZadovat, aby jim autor skolniho dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti s
uFitim dila & poskytnutim licence podle odstavce 2 pfiméfené piispél na dhradu ndkiadd, které na vytvoreni dila vynaloiily, a to podie
okolnosti a do jejich skuteéné vyse; pritom se pfihlédne k vysi vydélku dosazeného $kolou nebo Skolskym & vzdéldvacim zafizenim z uZiti
Skolniho dila podle cdstavce 1.



ABSTRAKT

Rasy jsou vyznamné svou nutri¢ni hodnotou. Jsou vhodnym zdrojem proteind, vitamind,
mineralnich latek a vldkniny. Tato bakaléafska prace se zabyva obsahem proteinti a nukleo-
vych kyselin ve vybranych druzich motskych a sladkovodnich tas. Déle popisuje metody,
které se bézn€ pouzivaji ke stanoveni obsahu proteint, a metody ke stanoveni nukleovych

kyselin v tasach.

Kli¢ova slova: sladkovodni fasy, moiské fasy, proteiny, nukleové kyseliny, metody stano-

veni

ABSTRACT

The algae are known for their nutritional value. They are good source of proteins, vitamins,
minerals and fiber. This bachelor thesis is focused on proteins and nucleic acids in selected
species of seaweeds and freshwater algae. It also describes the methods that are commonly
used to determine protein content, and methods of the determination of nucleic acids in

algae.

Keywords: freshwater algae, seaweeds, proteins, nucleic acids, methods of determination
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UvVOD

Rasy jsou rozséhlou a nejednotnou skupinou organizmi. Systém fas je mozno rozdélit do
kategorii podle vyskytu na moiské a sladkovodni druhy, podle velikosti na mikrofasy a
makrorasy, nebo podle obsahu fotosyntetickych barviv na fasy hnédé¢, zelené a Cervené.

Zvlastni kategorii tvoii sinice, které byvaji oznacovany jako fasy modrozelené.

Rasy jsou hojné vyuzivané organizmy. SlouZi jako krmivo pro hospodaiské zvifata a ryby,
pouzivaji se jako hnojivo. Rozséhlé je jejich vyuziti v primyslové Cinnosti, pievazné
V primyslu potravindiském, kosmetickém a farmaceutickém. V neposledni fadé je to vyu-
ziti fas ve vyziveé ¢lovéka.

Konzumace fas mé bohatou historii ve vychodnich pifimoiskych zemich, hlavné
v Japonsku. Piesto se konzumace rozsifuje i do ostatnich zemi. To souvisi s faktem, Ze se
nejen odborna, ale i Siroka vefejnost v poslednich letech zajima o zdravy styl zivota a

zkouma nové kvalitni zdroje potravin.

Rasy jsou pravé jednim z t&chto zdroji a zajmu vefejnosti vdé&i svému nutriénimu sloZen.
Rasy jsou vyznamnym zdrojem plnohodnotnych proteinti, vitamint a mineralnich latek.
TaktéZ jsou bohaté na vlakninu. Naopak nizky je obsah lipida a nizka je i energeticka hod-
nota tfas. To je v dnes$ni dob¢ velice dilezité, nebot’ strava obyvatel rozvinutych zemi je

charakteristicka vysokym dennim energetickym piijmem.

Piestoze vétsina velkych obchodnich fetézcii nema ve svém sortimentu produkty z fas, mo-
hou si je obyvatelé Ceské republiky zakoupit ve specializovanych prodejnach, p¥ipadné
formou internetového prodeje. Objevuji se fasy suSené, v podobé vlocek a platka. Dalsi

moznosti jsou extrakty z fas ve forme tablet, které slouzi jako doplné€k stravy.

Prvni kapitoly této bakalarské prace se zabyvaji obecnou charakteristikou fas. Podavaji
zakladni informace o vlastnostech, vyskytu, vyuziti, chemickém sloZeni a o zakladnim d¢-
leni fas. Nasleduji kapitoly, které pojednavaji o proteinech, nukleovych kyselinach a o je-
jich zastoupeni v tasach. V bakalafské praci jsou dale popsany metody stanoveni proteint a

nukleovych kyselin, které se pouzivaji pti zkoumani nutri¢niho slozeni fas.
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1 RASY

Jsou to primarn¢ autotrofni organizmy. Mezi fasami se objevuji rizn¢ slozité vyvojové
stupné, od jednobunéénych pies bunééné kolonie az k mnohobunéénym organizmim. Také
jejich velikost je rozmanita. Od pm u mikrofas az po desitky metrii u zastupcti hnédych
motskych tas. T¢lo fas je tvofeno stélkou. Hlavnimi typy stélek jsou jednobunécné, tri-
chalni, sifonalni a pletivné. Stélka mize byt ¢lenéna na rhizoidy, fyloidy a kauloidy. Kofe-
novity rhizoid ptichycuje fasu k podkladu. Kauloid je stonkovity utvar a nese listovité fy-

loidy. Fyloidy jsou mistem fotosyntézy a maji zvétSenou plochu. [1-4]

Je znamo ptiblizné¢ 30 000 druhi fas. Vyskytuji se skoro ve vSech biotopech, ale piesto je
vétSina druhti vazana na zivot ve vodé. Zde mohou obyvat dno (bentos), nebo se vznasi ve
vodé v podobé planktonu. Rasy vyluéovanim kysliku obnovuji jeho mnozstvi ve vodg, a
tim umoznuji dychani zivocicht a zivot aerobnich bakterii. Pfijimanim a asimilaci organic-
kych latek rozpusténych ve vodé urychluji samocistici proces vody. Nekteré fasy jsou
Vv piirodé¢ vyznamné jako horninotvorné organizmy, kdy jejich stélky byvaji inkrustovany
solemi vapniku nebo kiemiku. Obecné jsou fasy dulezitym producentem organické hmoty.

[2, 5]

Algologie a fykologie jsou terminy pro nauku o fasach. Prvni termin je odvozen z latin-
ského slova algae (bylinné a motské fasy), druhy termin vznikl z feckého slova fykos (ke-

fovité motské fasy). [5]

1.1 SlozZeni ras

1.1.1 Sacharidy

Rasy obsahuji velké mnoZstvi polysacharidil. Zejména bundéna sténa je tvofena struktur-
nimi polysacharidy, které jsou extrahovany a vyuzivany pii vyrobé hydrokoloidi, které pfi
rozpusténi ve vodé vytvaii viskdzni roztoky. Piikladem jsou alginaty z hnédych tas, ka-
ragenany a agary z cervenych fas. Kromé strukturnich sacharid obsahuji také zasobni po-
lysacharidy, piikladem je chryzolaminaran (B-1,3-glukan) v hnédych fasach, skrob

Vv zelenych a florideovy skrob v ¢ervenych tasach. [4, 6]

Tyto organizmy jsou bohatym zdrojem vlakniny. Celkovy obsah vlakniny se pohybuje

v rozmezi 33 az 50 % Vv susiné. Obsah vlakniny u n€kterych druht fas je vyssi nez u vétsiny
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druhlt ovoce a zeleniny. V této souvislosti byly prokazany zdravotné prospesné ucinky

konzumace fas. [6-7]

1.1.2 Lipidy

Lipidy ptedstavuji pouze 1 —5 % suSiny fas. Byl u nich zjiStén idedlni pomér polynenasy-
cenych mastnych kyselin (pomér ®-3 a ©-6 MK). Cervené fasy maji vysoky obsah
eikosapentaenové kyseliny, v zelenych fasach pievlada a-linolenova kyselina. Hnédé tasy
obsahuji prevazné kyselinu a-linolenovou a olejovou. Modrozelené fasy obsahuji zna¢né

mnozstvi kyseliny y-linolenové. [6-7]

1.1.3 Proteiny

Mofské i sladkovodni fasy jsou znamé vysokym obsahem proteinti. Podrobné o proteinech

Vv fasach pojednava kapitola 2.1 v této bakalatské praci.

1.1.4 Vitaminy a mineralni latky

Rasy jsou zdrojem vitamind skupiny B, pfedev§im vitaminu By,. Dale jsou hodnotnym
zdrojem vitaminu C, vyssi obsah byl stanoven u hnédych a zelenych druhi fas. Znaéné je i
mnozstvi vitaminu E. Hnédé fasy obsahuji 1 B-tokoferol a y-tokoferol, na rozdil od fas cer-

venych a zelenych, které obsahuji pouze a-tokoferol. [6]

Obsah mineralnich latek je v§eobecné vysoky (8 — 40 % susiny). Jsou vyznamnym zdrojem
jodu a vapniku. Dale obsahuji zna¢na mnozstvi zeleza, zinku, manganu a médi. Nékteré
zdroje uvadi, ze vybrani zastupci fas, vzhledem k vysokému obsahu mineralnich latek, by
mohly byt vyuzivany jako doplnék stravy, ktery spliiuje denni doporué¢ené davky nékterych

makroelementt a stopovych prvku. [6-7]

1.1.5 Ostatni slozky

Moiské fasy jsou zvlasté bohaté na karotenoidy, zejména hnédé tasy na fukoxantin, vi-
olaxantin a B-karoten, ¢ervené tasy na B-karoten, a-karoten, zeaxantin a lutein, zelené pak

na B-karoten, lutein, violaxantin, anteraxantin, zeaxantin a neoxantin. [6]

Chloroplasty tfas obsahuji fotosyntetické pigmenty. VSechny fasy obsahuji chlorofyl a a
vétsinou jeste jiny doplitkkovy chlorofyl (chlorofyl b, ¢, d). [5]
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1.2 Vyuziti ras

Rasy jsou vyuZivany jako piisady v potraviniském a kosmetickém pramyslu, jako hnojivo
i jako piisada do krmiv pro hospodaiska zvifata. Rasy jsou také nedilnou souéasti potrav-
niho fetézce ryb. Sklizi se bud’ voln¢ rostouci fasy, nebo fasy kultivované. Péstovani tas se
Vv posledni dobé velmi rozsitilo, ponévadz ptirodni zdroje nebyly schopny splnit pozadavky
trhu. Konzumace moftskych fas je zalezitosti prevazné vychodnich zemi, nedavno se ale
tento trend rozsifil i do zapadnich zemi, véetné Evropy. Rasy jsou k dostani ve formé tablet

(doplngk stravy) nebo jako susené stélky v podobé vlocéek, platkd. [9]

Ro¢ni svétova produkce motskych fas Cini asi 8. 10° tun (udaj z roku 2003). Nejvetsim
producentem fas je Cina. Nejvétsim spotiebitelem je Japonsko, kde se udava spotieba

1,6 kg na jednoho obyvatele za rok. [9-10]

1.3 Déleni ras

Systém fas je neustaleny. Jedna se o nejednotnou a pestrou skupinu organizma. Zastupci se
li$i kombinaci fotosyntetickych barviv, chemickym slozenim zasobnich latek, morfologic-
kou diferenciaci stélek, atd. Nejzakladngj$im délenim fas je déleni podle fotosyntetickych

barviv. [5]

1.3.1 Zelené iasy (Chlorophyta)

Zelené tasy predstavuji druhové velmi pocetnou skupinu, existuje asi 8 000 druhd. Zahrnu-
ji jak jednobunééné, tak i mnohobunééné organizmy. Vétsina zelenych fas zije ve sladkych
vodach. V mofi, pfevdzné v blizkosti pobtezi, se vyskytuji vétsi druhy zelenych tas. Jsou
znamé 1 zastupci Zijici na skalach, stromech nebo v pidé. Mohou Zit také v symbioze

s houbami a zivocichy. [2, 5, 11]

Asimila¢nimi barvivy jsou chlorofyly a a b, dale obsahuji B-karoten a xantofyly. Zasobni
latkou je predevsim Skrob, ktery se shromazd'uje v chloroplastech nebo na pyrenoidu. Jako
doplnkové zasobni latky se vyskytuji mono- a disacharidy i jejich derivaty a polyfosfatova

zrna (volutin). Bunééna sténa je zpravidla celulozni. [4, 12]

Typickym zastupcem je rod Chlorella. Z motskych druhti je vyuzivan rod Ulva. [4, 9]
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1.3.2 Hnédé rasy (Phaeophyta)

Je znamo piiblizné 1 800 druhti hnédych fas. VSichni zastupci této skupiny jsou mnohobu-
nécni a veétSina z nich zije v motich. Hnédé fasy jsou obzvlasté Casté v pobieznich oblas-
tech s chladnou vodou. Nékteré hnédé tasy byvaji vybaveny plovoucimi ttvary, které udr-
zuji fyloidy pobliz vodni hladiny. Velké druhy hnédych fas jsou zndmé pod pojmem chalu-
hy a jejich kauloidy mohou dosahovat az 60 m. [2, 13]

Fotosyntetickd barviva tvoii chlorofyl a a ¢, dalsimi barvivy jsou B-karoten, hnédy fuko-
xantin a jiné xantofyly. Zasobnimi latkami jsou chryzolaminaran, olej a manitol. Skrob se

nevytvaii. Bunééna sténa hnédych fas obsahuje alginaty, latky gelového charakteru. [3, 13]

Potraviny z hnédych motskych fas pochazi vétsinou z rodt Laminaria (L. japonica) a Un-
daria (U. pinnatifida). [9]

1.3.3 Cervené Fasy (Rodophyta)

Existuje piiblizné 6 000 popsanych druhii dervenych fas. Ziji pfevazné v teplych mofich,
jen méalo druhti se nachazi ve sladkych vodach. Mohou rust i ve vétsich hloubkéch, protoze
jsou schopny vyuzivat k fotosyntéze nepatrné mnozstvi svétla, které jiz nestaéi zelenym a

hnédym fasam. [2-3, 5]

Obsahuji kombinaci fotosyntetickych barviv chlorofyl a a d. Dal§imi barvivy v ¢ervenych
mofskych fasach jsou a- a B-karoten, fykobiliny — modry fykokyanin a ¢erveny fykoerytrin.
Vysledna barva chloroplasti zavisi na poméru pigment. Mze byt modrozelend az po jas-
né¢ Cervenou. Zastupci, ktefi Ziji ve velkych hloubkach, mohou byt i ¢erni. V mens$ich
hloubkach je typické jasné ¢ervené zbarveni a v mélké vodé pievlada zelena barva, kdy je

fykoerytrin maskovan chlorofylem. [11, 13]

Zasobni latkou je florideovy Skrob. Buné€nou sténu tvoii pektiny a jen z mensi ¢asti celu-
16za. Povrch bunky je obalen silnou polysacharidovou sténou, slozenou z galaktant — agaru
a karagenanu. Tyto polysacharidy se prumyslové vyuzivaji na zivna laboratorni média,

v molekularni biologii a v potravinafstvi. [3, 14]

Potraviny z ¢ervenych motskych fas pochazi prevazné z rodi Porphyra (P. tenera) a Pal-

maria (P. palmata). [9]


http://www.sinicearasy.cz/files/galaktan.gif
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1.3.4 Modrozelené irasy (Cyanophyta)

Sinice jsou prokaryotni, autotrofni organizmy. Je znamo pfiblizné 2 000 druht sinic. Na
Zemi se sinice vyskytovaly jiz pied 3 miliardami let a podilely se na nasyceni praatmosféry
kyslikem. [3-4]

Sinice jsou téméf vSudypiitomné organizmy, obyvaji vétSinu biotopd na Zemi. Vyskytuji se
nejcastéji ve sladkych vodach v planktonu, kde v disledku zatizeni povrchovych vod nad-
mérnym mnozstvim zivin muze dojit k jejich pfemnozeni, a vytvati tzv. vodni kvét. Dale
se vyskytuji i v mineralnich a termalnich pramenech, v pid¢, na kamenech, v poustich i

polarnich oblastech. [3-4]

Obsahuji pouze chlorofyl a, dale p-karoten, fykobiliny (fykokyanin a fykoerytrin). Jejich

zbarveni je modrozelené. Hlavni zasobni latkou je sinicovy $krob. [4]

Vyznamnym zastupcem sinic je rod Spirulina (S. platensis, S. maxima). [3]
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2 PROTEINY

Nazev pochazi z feckého slova proteois, které znamena ,,prvni misto”. Podle biologické
funkce v organizmu lze proteiny rozdélit do n¢kolika skupin. Skupinami jsou strukturni
proteiny, zasobni proteiny, transportni proteiny, regulacni proteiny, receptorové proteiny,

svalové proteiny, obranné a enzymatické proteiny. [13]

Zakladnimi stavebnimi jednotkami proteinti jsou aminokyseliny, které jsou navzijem va-
zany peptidovymi vazbami. (Obr. 1) Ve své molekule proteiny obsahuji vice nez 100 ami-
nokyselin. Peptidova vazba vznikd mezi karboxylovou skupinou (-COOH) jedné aminoky-
seliny a aminovou skupinou (-NH,) druhé aminokyseliny. Kromé peptidovych vazeb se na
vytvaieni struktury proteini podileji jesté jiné vazby, zejména disulfidové, esterové a ami-
dové. Na molekuly proteind jsou dale vazany molekuly vody a rizné anorganické ionty.
Nekteré proteiny obsahuji fyzikalné nebo chemicky vazané organické slouceniny, naptiklad

lipidy, sacharidy, nukleové kyseliny, aj. [1, 15-16]

H H

+ | — + | -
HsM — C —C00 + HiM — C —C0O0D
| |
Ry Ra

Amino acid - 1 Amino acid - 2

Hz0

H H

+ [ -
HsN— C —(CO—NH)— C —C0O0
|
Ry Rz

Obr. 1. Vznik peptidové vazby [17]

Proteiny jsou tvotfeny zpravidla dvaceti zakladnimi aminokyselinami. Témito aminokyseli-
nami jsou glycin, alanin, valin, leucin, izoleucin, kyselina asparagova, kyselina glutamova,
asparagin, glutamin, serin, treonin, cystein, metionin, lyzin, arginin, fenylalanin, tyrozin,
tryptofan, histidin a prolin. Jejich rGznou kombinaci pii spojeni vznikaji makromolekuly

charakteristické a stalé pro jednotlivce a dany druh. [15]
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Pocet a potfadi aminokyselin v fetézci udava tzv. primarni strukturu proteint. Pod pojmem
primarni struktura proteint se rozumi i udaje o charakteru zakladnich peptidovych vazeb, a
0 poctu, charakteru a poloze vedlejSich kovalentnich vazeb. Sekundarni struktura si v§ima
pouze prostorového usporddani atomi hlavniho peptidového fetézce. NejCastéjsim uspora-
danim fetézce jsou helikalni struktury vzniklé stoCenim fetézce, nebo jeho ¢asti kolem
atomu C, do sroubovice (helixu). V ptirodnich proteinech se pievazné vyskytuji jen pravo-
toCivé helixy, pf. a-helix. Dal§imi béznymi sekundarnimi strukturami jsou f-struktury (tzv.
skladany list). Vysledny tvar molekuly, tedy prostorové uspoiadani postrannich fetézci,
urcuje terciarni struktura. Piikladem jsou globularni (kulovité) proteiny nebo fibrilarni
(vlaknité). Kvartérni strukturu vykazuji jen nékteré proteiny. [1, 15-16]

vvvvvv

V organizmu jsou proteiny, po hydrolyze na aminokyseliny, vyuzivany k obnové a vystav-
bé tkani a také castecné jako zdroj energie. Minimalni denni potfeba plnohodnotného pro-
teinu je u dospélého cloveka 0,5 — 0,6 g na kg télesné hmotnosti. Pfi niz§im ptijmu mohou
nastat zdravotni poruchy. Proto se jako bézné doporucovana davka oznacuje mnoZzstvi
1,0 — 1,2 g na kg t&lesné hmotnosti. Energetické vyt&Znost proteind je 17 kd.g™. Proteiny by
mély tvofit 10 — 15 % celkového denniho energetického piijmu. [16]

Pro lidskou vyzivu se proteiny ziskavaji z riznych zdroji. Jedna se predevsim o proteiny
potravin ZivociSného pivodu (maso, mléko, vejce) a rostlinného pivodu (obiloviny, lusté-
niny). V posledni dobé jsou potencionalnim zdrojem proteinti pro lidskou vyzivu také né-

které netradi¢ni zdroje, naptiklad fasy. [16]

2.1 Obsah proteini v Fasach

Obsah proteinil v fasach se liSi v zavislosti na druhu. Plati, Ze proteinova sloZka hnédych
fas je nizka (3 — 15 % v susin¢) ve srovnani s fasami zelenymi a ¢ervenymi (10 — 47 %).
Dal8im limitem pro obsah proteini v fasach je naptiklad ro¢ni obdobi, oblast piivodu, zra-

lost fasy, nebo podminky prostiedi, ve kterém se vyskytuji. [6, 10, 18-19]

Proteiny u vétsiny fas jsou plnohodnotné, tedy obsahuji v§echny esencialni aminokyseliny.
Celkové mnozstvi aminokyselin 1 zastoupeni jednotlivych AMK se také méni v zavislosti
na vySe jmenovanych faktorech. Mezi nejvice obsazené esencialni aminokyseliny ve vétsi-

né fas patii arginin, kyselina asparagova a glutamova (Arg, Asp a Glu). [7]
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Tato kapitola dale pojednéava o jednotlivych zastupcich motskych a sladkovodnich tas. By-
ly vybrany ty druhy, které jsou ve své kategorii (zelené, hnédé, cervené a modrozelené fa-
sy) Vyznamné, co se tyce obsahu proteini. U kazdého zastupce je znazornéno taxonomické

zafazeni, stru¢na charakteristika, obsah proteinti a obrazek.

2.1.1 Porphyra tenera

Doména: Eukarya (Eucarya)
Rige: Rostliny (Plantae)
Oddéleni: Ruduchy — Rhodophyta
Ttida: Bangiophyceae
Rad: Bangiales
Rod: Porphyra
Druh: P. tenera [20]

Porphyra tenera (Obr. 2) je zastupcem Cervenych motskych fas. Je znama pod pojmem
,nori. Je to fasa drobna (20 cm), nepravidelného tvaru a purpurové-Cerveného zbarveni.
Nori se nachazi ve vét§iné mirnych ptilivovych oblastech na celém svété. Porphyra tenera
se sus$i a zpracovava na tenké purpurové-Cerné listy. Nejcastéji se pouziva v Japonsku pro

vyrobu sushi, dale jako pfisada do polévek, vyvart a omacek. [9, 21]

Je znama svym obsahem proteint, 25 az 35 % v suSiné. Nékteré studie uvadi az 47 %.

[10, 21]

Obr. 2. Porphyra tenera [21]
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2.1.2 Palmaria palmata

Domeéna: Eukarya (Eucarya)
Rige: Rostliny (Plantae)
Oddéleni: Ruduchy — Rhodophyta
Ttida: Florideophyceae
Rad: Palmariales
Rod: Palmaria
Druh: P. palmata [20]

Palmaria palmata (Obr. 3) je dal$im zastupcem Cervenych motskych fas a nese oznaceni
,»dulse“. Je méné pouzivana pro konzumaci nez piedchozi Porphyra tenera. Stélka je ko-

zovitého vzhledu, zplostéla a zbarvena rudohnéd¢. Délka se pohybuje do 30 cm. [2, 9]

Z testovani, které probihalo po cely rok 1996, bylo zjisténo, ze obsah proteint této fasy je
ovlivnén roénim obdobim. V pribéhu roku se mnozstvi proteini pohybovalo mezi hodno-
tami 9,7 a 25,5 % v susiné. Primérna hodnota byla 18,3 %. Nejvyssi hodnoty pak byly za-
které byly sesbirany v letnich a podzimnich mésicich. Nékteré studie uvadi vyssi hodnoty

proteint v fase P. palmata, az 35 % v susiné. [10, 22]

Béhem studie byl také prokazan vztah mezi obsahem dusikatych latek v motské vode a
mezi obsahem proteinll v fase. KdyZ byl zaznamenan vysoky obsah proteinli v fase, byly

zjistény také vyssi obsahy zivin ve vodé, a naopak. [22]

Obr. 3. Palmaria palmata [2]
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2.1.3 Laminaria sp.

Doména: Eukarya (Eucarya)
Rige: Chromista — Chromalveolata
Oddéleni: Heterokontophyta
Ttida: Hnéd¢é fasy — Phaeophyceae
Rad: Laminariales
Rod: Laminaria,

Druh: L. japonica, L. longissima, L. angustata [20]

,»Kombu* je japonsky nazev pro suSené moiské fasy, které jsou smési riznych druhi fas
rodu Laminaria. Patii mezi n¢ naptiklad L. japonica (Obr. 4), L. longissima, L. angustata,
L. coriacea a L. ochotensis. Tyto druhy hnédych motskych tas rostou na skalach a ttesech
Vv sublitoralni zoén€. Davaji prednost klidné vodé pti teplotach mezi 3 © az 20 °C. Zbarveni
stélky je hnédé s tmavozelenym nadechem. Dosahuji velikosti az 3 m. [9]

Kumbu se pouziva do omacek, polévek i jako ptisada pii pfipravé ryZe a masa. Praskovy
produkt Kombu se pouziva k vyrobé zelené¢ho ¢aje. [9]

Rod Laminaria obsahuje pfiblizné 8 % proteint. [7]

Obr. 4. Laminaria japonica [23]
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2.1.4 Undaria pinnatifida

Doména: Eukarya (Eucarya)
Rise: Chromista — Chromalveolata
Oddéleni: Heterokontophyta
Ttida: Hnédé fasy — Phaeophyceae
Rad: Laminariales
Rod: Undaria
Druh: U. pinnatifida [20]

Undaria pinnatifida (Obr. 5), znama pod nazvem ,,wakame®, je dal§im zastupcem hnédych
moiskych tas. Bézné dosahuje délky 1 az 2 m. Zbarveni stélky je naZloutlé az tmavé hnédé.
Wakame se vyskytuje na skalnatém pobtezi a zatokach v mirnych pasmech Japonska, Ko-

rejské republiky a Ciny. Nejlépe se této fase daii pii teplotach od 5 ° do 15 °C. [2, 9]
Undaria pinnatifida se pouziva hlavné jako ptisada do instantnich potravin. [9]

Hnédé¢ tasy jsou znamy nizkym obsahem proteint. Vyjimkou je pravé Undaria pinnatifida,

ktera obsahuje v susing 11 — 24 % proteint. [10]

Obr. 5. Undaria pinnatifida [2]
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2.1.5 Ulvasp.

Doména: Eukarya (Eucarya)
Rige: Rostliny (Plantae)
Oddéleni: Heterokontophyta
Ttida: Ulvophyceae
Rad: Ulvales
Rod: Ulva
Druh: U. pertusa, U. lactuca [20]

V Japonsku jsou druhy, které patii do rodu Ulva, konzumovany pod nazvem ,,a0-nori*.

Soucasti smési ao-nori jsou i dalsi zelené fasy (Monostroma latissimum, Enteromorpha
prolifera) [24]

Rod Ulva se vyuziva jako ptisada do polévek a salatl. Nejznaméjsi a Casto potravinaisky

vyuzivany je druh Ulva lactuca (Obr. 6). [24]

Vys8i obsah proteinti mezi zastupci zelenych fas byl zaznamenan u druhu Ulva pertusa,

20 — 26 % proteint Vv susiné. Rod Ulva ma v§eobecné 10 — 26 % proteinti. [10]

Obr. 6. Ulva lactuca [25]
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2.1.6 Chlorella sp

Doména: Eukarya (Eucarya)
Rige: Rostliny (Plantae)
Oddéleni: Heterokontophyta
Ttida: Trebouxiophyceae
Rad: Chlorellales
Rod: Chlorella
Druh: Ch. pyrenoidosa, Ch. vulgaris [20]

Chlorella (Obr. 7) je jednobunééna sladkovodni fasa, zastupce zelenych druhii fas. Jedna se
nejcastéji o kulovité buiky o priméru 3 — 8 um. Rust fasy Chlorella je za vhodnych pod-
minek velmi rychly, proto je ¢asto vyuzivana jako testovaci organizmus v genetice, toxiko-

logii nebo alergologii. [4, 26]

Je bohatym zdrojem proteint, s vyvazenym pomérem esencialnich aminokyselin. Obsah

proteinti v fase Chlorella se pohybuje v rozmezi od 30 do 60 % Vv susing. [27-28]

Obr. 7. Chlorella [28]
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2.1.7 Spirulina sp

Doména: Bakterie (Bacteria)
Oddgleni: Sinice — Cyanobacteria (syn. Cyanophyta)
Ttida: Cyanophyceae
Rad: Oscillatoriales
Rod: Arthrospira (Spirulina)
Druh: S. pacifica, S. platensis [20]

Spirulina je zastupcem sinic. Je vSudypiitomnym organizmem, vyskytuje se v zeming, pis-
ku, slané i sladké vodé. Nejlépe se ji dafi ve vodach se zasaditym prostfedim, jezerech
v teplych, tropickych oblastech. Spirulina dosahuje velikosti praimérné 1 pum. Je tvofena
vlakny svinutymi do spiral. Bunééna sténa sinice Spirulina neni tvotfena celulozou, ale
vrstvou mureinu, coz zajistuje dobrou stravitelnost. Spirulina je dostupna ve formé tablet

jako doplnék stravy. [29]

Spirulina je znama pro mimofadny obsah proteind, jejichz obsah se pohybuje v rozmezi od
50 do 70 % v susiné. Konkrétné 56 — 77 % u S. platensis (Obr. 8) a 60 — 71 % u S. maxima.
U téchto druhil byla ovéfena zavislost obsahu proteinli na konkrétnim case sklizné. Rozdil
mezi obsahem proteint ¢inil az 15 %. Nejvyssi hodnoty byly zaznamenany u vzorku, které
byly sklizeny pii brzkém dennim svétle. Spirulina je opét plnohodnotnym zdrojem protei-
nu. [29-30]

Obr. 8. Spirulina platensis [31]
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2.1.8 Srovnani obsahu proteinti u vybranych zastupci ras

Nasledujici tabulka (Tab. 1) udava obsah proteinti u vybranych zastupct fas a prehledné
znazoriiuje odliSny obsah proteint v zavislosti na zarazeni druhti fas do jednotlivych sku-
pin. Z tabulky je patrné, Ze velké rozdily hodnot v obsahu proteinti nejsou jenom mezi riz-

nymi skupinami fas, ale také u fas stejnych skupin.

Lze shrnout, Ze nejvyssi obsah proteint je typicky pro zastupce sladkovodnich druhti tas
(Chlorella, Spirulina). Mezi moiskymi druhy byly zaznamenany vys$$i hodnoty proteind u

zastupcu Cervenych fas (Porphyra tenera).

Tab. 1. Obsah proteinii u vybranych zastupcu ras

skupina rod, druh obsah proteint [%]
Porphyra tenera ' % 25 — 35 (max. 47)
dervené fasy Palmaria palmata * % 10 — 25 (max. 35)
Undaria pinnatifida *° 11— 24
hnédé fasy Laminaria sp. ' 8
Ulva sp. ™ 10 — 26
zelené fasy Chlorella sp. ¥ 30 - 60
modrozelené fasy Spirulina sp. ©* 50-70
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3 NUKLEOVE KYSELINY

Zakladni stavebni jednotkou kazdé nukleové kyseliny je nukleotid. Nukleotid je nizkomo-

lekularni sloucenina sestavajici ze t¥i zakladnich slozek: [11]
e dusikaté cyklické baze

o purinové baze: adenin (Obr. 9) a guanin (Obr. 10)

NH,
N N
N~ | \> HN | \>
N PN
NT N HNT N7 N
Obr. 9. Adenin Obr. 10. Guanin

o pyrimidinové baze: cytozin (Obr. 11), tymin (Obr. 12), uracil (Obr. 13)

NH,
CH
N)E HNT 3 L
A A A
@] N @) N @) N
H H H
Obr. 11. Cytozin Obr. 12. Tymin Obr. 13. Uracil
e pentozy: B-D-riboza, 2-deoxy-f-D-ribdza (Obr. 14)
HOH:C _O._ OH HOH2G O, DH
H
Ly Lty
OH OH oH "

Obr. 14. p-D-riboza a 2-deoxy-f-D-riboza [32]

e kyseliny trihydrogenfosforecné (Obr. 15)

OH
O=P—OH
OH

Obr. 15. Kyselina trihydrogenfosforecna
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3.1 Deoxyribonukleova kyselina

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je slozena z 2-deoxy-f-D-ribézy, kyseliny fosforecné
a dusikatych bazi, kterymi jsou adenin, guanin, cytozin a tymin. Molekulu DNA vytvaii
dva polynukleotidové fetézce, které se otaceji kolem spoleéné osy v podobé dvousroubovi-
ce, kdy jsou oba fetézce k sobé vazany vodikovymi vazbami mezi tzv. komplementarnimi
bazemi. U virll je mozné se setkat jak s dvoufetézcovou, tak i jednofetézcovou DNA.

[1, 11, 15]

Komplementarnimi bazemi jsou adenin s tyminem, které jsou spojeny dvéma vodikovymi
vazbami. Druhou dvojici je guanin a cytozin, které jsou spojeny tiemi vodikovymi vazba-
mi. Diky velkému mnozstvi vodikovych vazeb je dvouSroubovice relativné stabilni ttvar.

[11]

DNA je nositelkou genetické informace o vSech fyziologickych a morfologickych vlastnos-
tech organizmu. Geneticka informace je obsazena ve sledu nukleotidi. Kazda z 20 kodo-
vanych aminokyselin, ze kterych se v bunkach syntetizuji proteiny, je kodovana tiemi po

sobé jdoucimi bazemi, tzv. tripletem, ktery je oznacovan nazvem kodon. [3, 11]

DNA je pfitomna v chromozomech a byva oznacovana jako chromozomova DNA. Kromé
chromozomové DNA se v prokaryotickych buikach vyskytuji malé kruznicové molekuly
DNA, plazmidy. V eukaryotickych bunkach pak mitochondrialni a plastidova DNA. Tyto
typy DNA ale nejsou nezbytné pro existenci buriky. [3, 11]

3.2 Ribonukleova kyselina

Ribonukleové kyselina (RNA) je sloZzena z B-D-ribozy, kyseliny fosfore¢né a dusikatych
bazi adeninu, guaninu, cytozinu a uracilu. RNA tvofi pouze jedna spirala polynukleotido-

vého tetézce. Nekteré skupiny viri obsahuji i dvoufetézcovou RNA. [1, 3]

Podle funkce a vyskytu se rozeznavaji tfi druhy RNA: medidtorova, transferova a ribozo-
mova. Mediatorovd RNA (m-RNA) nese piepis genetické informace obsazené ve struktur-
nich genech a slouzi jako matrice pro syntézu polypeptidového fetézce na ribozomu. Trans-
ferova RNA (t-RNA) se vyskytuje v cytoplazmé a prenasi stavebni jednotky proteind na
ribozomy. Ribozomova RNA (r-RNA) spolu s proteiny tvoii ribozomy, na kterych probiha
proteosyntéza. [3, 11]
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Piijem nukleovych kyselin je dulezitym bodem ve vyzivé ¢lovéka. Nukleové kyseliny jsou
rozklddany enzymem nukledzou. Purinové baze (adenin a guanin) se v prubéhu degradac-
nich biochemickych pochodu rozkladaji na kyselinu moc¢ovou. Dlouhodoby vyrazny vze-
stup hladiny kyseliny mocové v plazmé muize zptisobit tvorbu ledvinovych kament a one-
mocnéni dnu. Jako optimalni denni pfijem nukleovych kyselin potravou je pro dospélého
¢lovéka uréena davka 4 g. Pomér obou typt nukleovych kyselin byva nejcastéji 1 : 3, pfi-
padné 1:4 ve prospéch RNA. Pfitom RNA produkuje tiikrat vice kyseliny mocové nez
DNA. [29]

3.3 Obsah nukleovych kyselin v fasach

Vysoky obsah nukleovych kyselin v fasach je typicky pro zastupce sladkovodnich druhii
fas. Zastoupeni nukleovych kyselin v mofskych tasach je v porovnani s nimi zanedbatelné.
Obsah nukleovych kyselin u vybranych zastupci motskych tas (mezi nimi zastupci rodi

Ulva, Porphyra, Laminaria) se pohyboval v rozmezi od 0,06 po 1,62 % V susin¢. [33]

3.3.1 Chlorella sp., Spirulina sp.

Nejvyssi obsah nukleovych kyselin v fasadch byl zaznamenan piedevsim u zastupcti fas ro-
du Chlorella a Spirulina. Procentualni zastoupeni nukleovych kyselin v susiné sladkovod-
nich fas udava nasledujici tabulka (Tab. 2). Pro srovnani je uveden obsah nukleovych kyse-

lin v drozdi (Saccharomyces cerevisiae). [34]

Tab. 2. Obsah nukleovych kyselin v rasach [34]

druh obsah NK v susiné [%0]
Chlorella vulgaris 4-5
Spirulina platensis 2-5
Spirulina maxima 3-45
Saccharomyces cerevisiae 9-22

U druht Spirulina (S. maxima a S. platensis) byl zkouman pomér zastoupeni obou typt
nukleovych kyselin a prokazan niz§i obsah DNA. Obsah ribonukleové kyseliny byl stano-
ven na 2,2 az 3,5 % v susiné. Kyselina deoxyribonukleova byla zastoupena v rozmezi od
0,6 po 1 % v susiné. [29]
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4 STANOVENI PROTEINU

Nejcastéji pouzivanou metodou pro stanoveni proteinti V fasach je metoda dle Kjeldahla.
Nevyhodou Kjeldahlovy metody je potieba velkého mnozstvi vzorki fas i to, Ze stanoveni
celkového dusiku v mnoha piipadech zahrnuje neproteinové dusikaté slozky. Tato skutec-

nost muze piinést piili§ vysoky odhad proteint. [27, 35]

Dalsimi bézn¢ pouzivanymi metodami pro stanoveni obsahu proteintl jsou biuretova meto-
da, metoda BCA, Lowryho metoda a metoda dle Bradfordové. Pro posouzeni Cistoty pro-
teind a K rozliSeni proteini na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti se pouziva metoda

SDS-PAGE. [35-36, 44]

4.1 Kjeldahlova metoda

Tato analyticka metoda byla vypracovana v roce 1883 danskym chemikem Johanem Kjel-
dahlem. Od té doby prosla mnoha zménami, ale podstata metody zustala. Je pouzitelna pro

celou fadu organickych latek, véetné surovin, piisad i hotovych vyrobki. [36-37]

Podstatou metody je mineralizace dusikatych sloucenin v analyzovaném vzorku varem
s koncentrovanou kyselinou sirovou. Mnozstvi kyseliny je ovlivnéno velikosti vzorku a
také mnozstvim uhliku, vodiku i dusiku ve vzorku. Mineralizace probiha v teplotnim roz-
mezi 370 az 410 °C a urychluje se piidavkem oxidacnich latek jako je H,O,, KMnOQOy, kata-
lyzatort jako Hg, CuO, Se, ptipadné smési K,SO,4, HgO, V,0s. K urychleni mineralizace
se pouzivaji také latky, které zvysuji teplotu varu kyseliny sirové (K2SO,). [37-38]

Dusikaté latky jsou pfevedeny na amonné ionty a jsou vazany ve formé siranu amonného.
Po mineralizaci je ptfidan hydroxid sodny. V alkalickém prostiedi se z mineralizovaného
vzorku uvolni amoniak, ktery se kvantitativné piedestiluje s vodni parou do piedlohy, kde

je nadbyteéné mnozstvi kyseliny sirové o predem znamém mnozstvi. [37]

proteiny + H,SO, — (NH4)QSO4 + H,0 + CO, + SO,
(NH4)QSO4 + 2NaOH — 2NH3 + N8.2804 + ZHZO

Po ukonceni destilace se prebytek kyseliny sirové titruje odmérnym roztokem hydroxidu

sodného na indikator metylcerven nebo TashirGv indikator (metylcerven + metylenova
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modr). Z mnozstvi spotiebované kyseliny sirové je vypoéten obsah dusiku v analyzovaném

vzorku. [37, 39]

NH3;+ 2H,SO, — (NH4)2SO4 + H,S0O,
H,SO4 + 2NaOH — Na,SO,4 + 2H,0

Kritickymi body této metody jsou teplota, doba mineralizace a také mnozstvi koncentrova-
né kyseliny sirové. Dale je vhodné vyvarovat se vzorkiim velkych rozmérti. Primérna doba
stanoveni celkového dusiku dle Kjeldahla jsou 2 az 3 hodiny (70 az 90 minut pro minerali-

zaci, 30 az 40 minut pro chlazeni a 5 az 10 minut pro destilaci a titraci). [36]

A e
—
1K

A — vyvije¢ vodni pary, B — kondenzac¢ni batnika, C — nalevka,
D — destila¢ni barka, E — chladi¢

Obr. 16. Destilacni aparatura dle Parnas Wagnera [38]

V duisledku technickych inovaci jsou v soucasné dobé dostupné a pouzivané poloautomati-
zované nebo pln¢ automatizované systémy pro analyzu proteint. Tyto systémy jsou zaloze-
ny na principu Kjeldahlovy metody. Ptikladem je destilacni pfistroj Pro-Nitro (Obr. 17).
[37]
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Obr. 17. Pristroj Pro-Nitro [40]

Pomoci Kjeldahlovy metody je stanoven celkovy dusik v analyzovaném vzorku, tedy suma
proteinového i neproteinového dusiku. Z tohoto divodu Kjeldahlova metoda obvykle uda-
va vys$$i hodnoty proteinti, nez které jsou ve vzorku skute¢né ptitomny. Pfiblizny obsah
proteinti je mozno uréit pomoci prepocitaciho koeficientu. Pokud se ale jedna o vzorek
s vysokym podilem neproteinového dusiku, stanovené hodnoty jsou velice nepfesné. Tomu
1ze ptedejit stanovenim hodnoty neproteinového dusiku a tu odecist od celkového obsahu
dusiku. Neproteinovy dusik je mozno stanovit ve filtratu po odstranéni proteinit pomoci

napt. kyseliny trichloroctové. [36, 39]

Primérné procento dusiku u zivocisnych proteint je 16 %, u rostlinnych méné jak 16 %.
Obecny prepocitaci koeficient pro pievod stanoveného dusiku na proteiny ¢ini Sestnactinu
jednoho sta, tedy 6,25. Pouziti tohoto faktoru je ale moZné pouze za ptedpokladu, Ze analy-
zované vzorky obsahuji nevyznamné mnozstvi neproteinového dusiku. Tyka se to tedy
predevsim zivocisnych proteind. [41]

Rasy mohou obsahovat vysoké koncentrace neproteinového dusiku, naptiklad
v pigmentech (chlorofyl, fykoerytrin), nukleovych kyselinach, volnych aminokyselinach
nebo ve formé anorganického dusiku (dusi¢nany, dusitany, amoniak). Pouziti faktoru 6,25

u téchto organizmt je nevhodné, nebot’ vysledné obsahy proteinti jsou nadhodnocené.

[7,42]
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Piepocitaci koeficienty pro rizné druhy fas byly stanoveny v rozmezi od 3,75 do 5,72. Vét-
§1 podil neproteinového dusiku byl zjistén u Cervenych tas. Primérny prepocitavaci faktor
pro Cervené tasy je 4,59. Pro zelené tasy plati primérna hodnota 5,13 a hnéd¢ tasy 5,38.

Pro sinice je doporuceny piepocitaci koeficient 5,95. [42-43]

4.2 Kolorimetrické metody

Dalsimi metodami vyuzivanymi pro stanoveni proteinli v fasach jsou kolorimetrické meto-
dy, jejichz postupy jsou rychlejsi, jednodussi a mén¢é pracné, nez metody zalozené na od-

hadu obsahu celkového dusiku. [36]

Cilem je vybrat metodu, ktera vyzaduje nejméné manipulace a nevyzaduje dikladné pted-
¢isténi vzorkl z divodu ptitomnosti latek, které mohou stanoveni rusit. Pravé dezintegrace
vzorku ptedstavuje riziko ureni pfesného obsahu proteind ve vzorcich. Je znamo, Ze mleti
bunécné suspenze Vv pritomnosti sklenénych kulicek nebo jinych jemnych keramickych
¢astic, je jednou z nejacinnéjsich metod uvolnovani intracelularnich proteint. Dalsi ucin-
nou metodou je naruseni bun¢k ultrazvukem. [36, 43]

Kolorimetrické metody vyuzivaji chemicka ¢inidla, ktera reaguji s proteiny za vzniku ba-
revnych produkt, které jsou spektrofotometricky méteny. Zbarveni vzorktll je srovnavano
se standardnimi kiivkami. Ty byly vytvofeny se zndmymi proteiny za ucelem stanoveni

koncentrace proteini v neznamém vzorku. Pfi stanoveni proteint v fasach je nejcastéji jako

standardni vzorek pouzivan hovézi sérumalbumin (BSA). [35-36]

4.2.1 Biuretova metoda

V roce 1914 E. Riegler piedstavil biuretovou reakci jako metodu pro stanoveni koncentrace
albuminu v moci. Metoda je pojmenovana podle slou¢eniny biuretu, ktera vznika tavenim

mocoviny pii odstépeni amoniaku a piedstavuje peptidovou vazbu. [36]

Biuretova metoda je vhodnou metodou pro stanoveni celkové koncentrace proteinti ve

vzorcich s vysokym obsahem proteintl a nezavisi na aminokyselinovém slozeni. [36]

Biuretova metoda je zaloZena na chelataci méd’natého iontu imidovymi strukturami protei-
nu izolovanymi v siln¢ alkalickém prostfedi za vzniku barevného komplexu. Jednotlivé
aminokyseliny nebo dipeptidy nereaguji, ale tripeptidy a vétsi polypeptidy nebo proteiny

reaguji za vzniku svétlé modrého az fialového komplexu. Zména zbarveni je zplsobena
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redukci méd’natého (Cu") iontu na méd'ny (Cu'). Vznikly komplex absorbuje svétlo pii 540
(550) nm. Intenzita zbarveni je pfimo umeérna pocétu peptidovych vazeb, které se reakce

uéastnily. [36-37, 39]
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Obr. 18. Schéma biuretové metody [36]

4.2.2 Lowryho metoda

V roce 1951, Oliver H. Lowry piedstavil kolorimetrickou metodu stanovujici celkovy ob-
sah proteinti. Ve své podstaté je rozsifenim metody stanoveni proteintl biuretovou reakci.
Lowryho metoda je snadnd k provedeni, jelikoZ se provadi pii pokojové teploté a stanoveni

je dostate¢né citlivé i pro malé koncentrace vzorku. [36]

Lowryho metoda je zaloZena na interakci proteinti s médnatymi ionty (biuretova metoda)
za vzniku svétle modrého komplexu. Po inkubaci je pfidano fenolové ¢inidlo (Folin-
Ciocalteau), které obsahuje kyselinu fosfomolybdenovou a fosfowolframovou. Tyto se re-
dukuji zbytky proteinti (Tyr, Trp, Cys) a poskytuji syté modré zbarveni. [36, 39, 44]
Zbarveni je méfeno na spektrofotometru pii 750 nm. [45]

Nevyhodou této metody je citlivost na zmény pH. Pro reakci je nutné dodrzet zasadité pro-
stiedi (pH 10,0 — 10,5). Tato metoda muze byt negativné ovlivnéna pfitomnosti nékterych

latek (napf. vysokou koncentraci sachar6zy), které se v biologickych materialech vyskytuji

a zpusobuji nepiesnosti vyslednych hodnot. Zbarveni neni pfimo imérné koncentraci pro-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

teintl. Intenzita zbarveni je ovlivnéna nejen koncentraci proteinti, ale i zastoupenim jednot-

livych AMK. Pfes vSechny tyto negativa je Lowryho metoda Siroce pouzivana. [37, 45]
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Obr. 19. Schéma reakci Lowryho metody [36]

4.2.3 Bicinchoninova metoda (BCA)

Tato metoda byla prezentovana v roce 1985 P. K. Smithem. Metoda BCA vyuziva kyseliny
bicinchoninové ke spektrofotometrickému stanoveni celkovych proteini. Je zalozena na
redukci méd’natého iontu na médny proteinem v alkalickém prostiedi. Nasleduje chelatace
méd'ného iontu kyselinou bicinchoninovou za vzniku fialového barevného komplexu.
Komplex médi a bicinchoninové kyseliny vykazuje absorbanci pti 562 nm. Je to velmi cit-
liva metoda. [36, 39]
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Obr. 20. Schéma metody BCA [36]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

4.2.4 Metoda dle Bradfordové

Marion Bradford ptedstavila tuto metodu v roce 1976. Barvivo Coomassie Brilliant blue
G250 se vaze na proteinové molekuly v kyselém prostfedi dvéma zptsoby. Trifenylmeta-
nova skupina se vaze na nepolarni ¢asti proteinu, a anionsulfoskupina na bazické skupiny
ve vedlejSich fetézcich aminokyselin. Po vazbé barviva na proteiny dochazi k barevné

zméng¢, ktera je imérna mnozstvi proteinu. [36]

Metoda je zaloZena na poznatku, ze Coomassie Brilliant blue G-250 existuje ve dvou ba-
revnych formach — &ervené a modré. Cervena je pievedena na modrou formu pii vazani
barviva na proteiny. Intenzita zbarveni je ovlivnéna ptitomnosti proteinovych zbytki (Arg,
Lys, His). Vazba barviva na proteiny je velmi rychly proces (asi 2 min). M¢fi se spektrofo-
tometricky v oblasti 595 nm. [36, 39, 46]
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Obr. 21. Schéma metody dle Bradfordové [36]
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4.3 SDS-PAGE

SDS-PAGE je oznaceni pro gelovou elektroforézu s vyuzitim polyakrylamidového gelu.
SDS je zkratka pro dodecylsulfat sodny, ktery se pouziva pro denaturaci proteinti. Metoda
SDS-PAGE se Siroce pouziva K posouzeni ¢istoty izolovanych proteint a hlavné jako me-

toda k oddéleni proteinti podle molekulové hmotnosti. [44]

Princip metody (Obr. 22) je zaloZen na separaci proteini na zaklad¢ odlisné molekulové
hmotnosti. K rozliSeni dochazi pii prichodu proteinti skrz polyakrylamidovy gel, ktery je

umistén v elektrickém poli. [44]

Pt @
' I I

‘[H" Var s SDS a merkaptoetanolem

N e I

i -
t['H-' 1{= Molekuly
O A . g SDS
(mm 1!. -} Elektroforéza na polyakrylamidlovém gelu
50 W@ L — l -
G
D5
—'
—
—

\
Aparatura pro SDS-PAGE

Obr. 22. Princip metody SDS-PAGE [47]
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5 METODY STANOVENI NUKLEOVYCH KYSELIN

5.1 Spektralni stanoveni nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny absorbuji zafeni v ultrafialové oblasti, maximum absorpce je pii
260 — 265 nm. Spektralni stanoveni v UV oblasti je rychlou, snadno proveditelnou a velmi

Casto pouzivanou metodou pro stanoveni obsahu nukleovych kyselin v fasach. [37, 39]

Toto stanoveni mize byt ruSeno piitomnosti proteinti a aromatickych latek. Proteiny absor-
buji zafeni pii 280 nm. U preparatii obsahujicich znacné mnozstvi proteinti se vyuziva pro

stanoveni nukleovych kyselin porovnani absorbanci Ajgo/Azso. [39]

5.2 Stanoveni nukleovych kyselin — kolorimetrické metody

5.2.1 Stanoveni DNA

Mnozstvi deoxyribonukleové kyseliny lze stanovit na zakladé reakce deoxyribozy
s cysteinem. Deoxyriboza reaguje s cysteinem v prostiedi kyseliny sirové za vzniku ruzo-
vého zbarveni, jehoz intenzita je spektrofotometricky méfena pii 490 nm. Koncentrace
DNA se zjisti z kalibraéni kiivky, ktera byla sestrojena se standardnimi roztoky deoxyribo-

nukleové kyseliny. [39]

Dalsi moznou metodou je stanoveni koncentrace DNA na zdklad¢ reakce deoxyribozy s
difenylaminem. V piitomnosti kyseliny chlorovodikové vznika pii reakci deoxyribozy s
difenylaminem modfe zbarveny produkt. Absorbance vzniklého produktu, méfena pfi

595 nm, je imérna mnozstvi vazané deoxyribozy, tedy i koncentraci DNA. [39]

5.2.2 Stanoveni RNA

Na stejném principu, tedy reakce sacharidu, je zalozeno i stanoveni ribonukleové kyseliny.
Ribdza reaguje s orcinem (5-metylrezorcin) v pfitomnosti chloridu Zelezitého a kyseliny
chlorovodikové. Touto reakci vznika zelené zbarveny produkt, ktery je méfen pii 670 nm.

Vysledek lze prepocitat na mnozstvi RNA. [39]
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5.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metoda polymerazové fetézové reakce byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem. Me-
toda PCR umoziuje ziskat pozadovanou a specifickou sekvenci genomové DNA. Princip
metody PCR je zaloZen na replikaci nukleovych kyselin. Podstatou je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novych fetézcti vybranych tusekd dvoufetézcové DNA prostiednictvim

DNA-polymerazy. [48]

PCR metoda probiha ve 3 fazich. Prvni faze zahrnuje denaturaci dvoufetézcovych molekul
DNA pfi teploté¢ 94 °C. Nasleduje komplementarni pfipojeni primerd na cilové sekvence
vySetfované DNA V teplotnim rozmezi 30 — 60 °C. Poslednim krokem je syntéza novych
fetézci DNA pii 65 — 75 °C. Vzhledem k ménicim se teplotnim podminkam probiha re-
akce v zatizeni termocykler, které umoznuje rychlou zménu teploty podle nastavenych ¢a-

sovych intervalt. [48-49]

Po skonceni PCR se fragmenty DNA izoluji z reak¢éni smési pomoci elektroforézy, fyzi-
kalné-chemické metody, ktera je zaloZena na rozdilné pohyblivosti molekul v elektrickém

poli. Umoznuje oddéleni fragmentit DNA o nestejné hmotnosti [49]

Prestoze tato metoda neslouzi ke stanoveni celkového obsahu deoxyribonukleové kyseliny,
stoji za zminku ve vy¢tu metod stanoveni DNA. Hlavni vyuziti metody PCR je v oblasti
molekularné-biologického vyzkumu. V praxi se vyuziva v lékatské diagnostice, v soudni
genetice ¢i archeologii. Metody PCR se dale vyuziva pro identifikaci organizmi, stanoveni
patogennich organizmt a geneticky modifikovanych organizmiti. Metodou PCR miize byt

také urcena piitomnost sinic, které produkuji toxiny. [49-50]
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ZAVER

Rasy jsou bohatym zdrojem proteind. To dokladaji mnohé studie, které se touto problema-
tikou zabyvaji. Bylo zjisténo, ze obsah proteinil je velice proménlivy v zavislosti na nékte-
rych faktorech (druh, stari, lokalita vyskytu, rocni obdobi, atd.). Lze konstatovat, ze obsah
proteinit v ¢ervenych moiskych tasach dosahuje nejvysSich hodnot v porovnani se zele-
je srovnan obsah proteini ve sladkovodnich a motskych tasach, tak obsah proteinti je mno-

hem vyssi u zastupcii sladkovodnich fas a u modrozelenych fas (sinic).

Metodou, ktera se nejcastéji pouziva pro stanoveni celkového obsahu proteinil v fasach, je
Kjeldahlova metoda. Tato mineraliza¢ni metoda byla vynalezena v 19. stoleti, piesto je
dnes velmi rozsifena. Od svého uvedeni prosla fadou obmén, a vzhledem k technickému
rozvoji je dnes tato metoda poloautomatizovana nebo plné¢ automatizovana. Metoda je za-
loZzena na stanoveni celkového dusiku v analyzovaném vzorku. Tato hodnota je poté po-
moci prepocitavaciho faktoru (6,25) pfevedena na hodnotu predstavujici celkovy obsah

proteind.

Negativem Kjeldahlovy metody pro stanoveni proteint v fasach je pravé tento piepocitaci
faktor. Je znamo, zZe fasy, stejné¢ jako ostatni rostliny, kromé& proteinového dusiku obsahuji i
velké procento neproteinového dusiku. V souvislosti s timto poznatkem je ziejmé, Ze obsah

proteinill stanovenych touto metodou byva nadhodnocen, pokud je pouzit pravé faktor 6,25.

Kromé Kjeldahlovy metody se pro stanoveni proteinii v fasach bézné pouzivaji i spektro-

fotometrické metody (biuretova, Lowryho, bicinchoninové a dle Bradfordové).

Pro stanoveni a rozliSeni proteini o rozdilnych molekulovych hmotnostech jsou pouzZivany

elektroforetické metody (SDS-PAGE).

Obsah nukleovych kyselin v fasach je vSeobecné nizky. To doklada i skutec¢nost, ze studie,
které se zabyvaji stanovenim jednotlivych slozek v fasach, stanoveni nukleovych kyselin
vétSinou opomiji. Co se ty¢e obsahu nukleovych kyselin v fasach, 1ze shrnout, ze vyssi ob-
sah je typicky pro zastupce sladkovodnich druht fas a sinic, nez je tomu u zastupcti moi-

skych tas.
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Nejcastéji pouzivanou metodou pro stanoveni celkového obsahu nukleovych kyselin
v fasach je spektrofotometrickd metoda, kterd vyuziva poznatku, ze nukleové kyseliny ab-

sorbuji zafeni v oblasti UV (max. 260 nm).

Pro stanoveni jednotlivych sekvenci nukleovych kyselin, napt. pro taxonomické rozliseni

jednotlivych druht fas, jsou vyuzivany metody zalozené na polymerazové fetézové reakci.

Studie zabyvajici se stanovenim proteini u vybranych zastupci fas potvrzuji vyznamné
mnozstvi proteinti. Vzhledem k zastoupeni vSech esencialnich aminokyselin jsou fasy kva-

litnim zdrojem plnohodnotnych proteini a mély by byt béZnou soucasti stravy.

Obyvatelstvo Ceské republiky je pomérné velmi mélo informovéano o vhodnych nutriénich
vlastnostech fas a sinic. Podle mého nazoru by medialni propagace a zatazeni fas a faso-
vych produkti do béznych obchodnich siti jisté¢ zvySilo zajem spotiebiteld o tento druh

potravin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MK mastna kyselina

AMK aminokyselina

Arg arginin

Asp kyselina asparagova
Glu kyselina glutamova
His histidin

Lys lyzin

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

m-RNA  mediatorova ribonukleova kyselina
t-RNA  transferova ribonukleova kyselina
r-RNA  ribozomova ribonukleova kyselina

SDS dodecylsulfat sodny

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PCR polymerazova fetézova reakce
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