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ABSTRAKT

S nartstajicim trendem nahrazovéani Zivoc¢iSnych bilkovin rostlinnymi nartistd dtlezitost vyvoje metod
vhodnych ke snizovani potencialni alergenicity so6jovych bilkovin. Jednou z moznosti je sniZzeni alergenicity
sojovych bilkovin pomoci interakce s nanoc¢asticemi. Ramanova spektroskopie prokézala zmény v intenzité
zafeni, coz naznacuje ucinnost sniZzovani alergenicity sdjovych proteinli. Pfidavek nanocastic, zejména
ferromagnetickych (FE), vedl ke zméné Ramanova spektra, coz svéd¢i o vzniku novych vazeb a to jiz pfi
nizkych koncentracich (0,15 mg-g!). Dale bylo potvrzeno, ze doba inkubace vzorku ma vliv na Ramanova
spektra. Tyto vysledky mohou byt v budoucnu vyuzity pii vyvoji potravin obsahujicich s6jové bilkoviny se
snizenou alergenicitou. Pro dal$i vyzkum v této oblasti by bylo vhodné rozsitit spektrum vyuzitych nanocéstic
sledovanych rostlinnych bilkovin.

Klicova slova: fosforecnan vapenaty, oxid Zeleznato-zZelezity, oxid kremicity, nanocdstice, sojovy protein,
Ramanova spektroskopie, potravinové alergie

ABSTRACT

With the increasing trend of replacing animal proteins with plant proteins, the development of methods
suitable for reducing the potential allergenicity of soy proteins is becoming increasingly important.
One possibility is to reduce the allergenicity of soy protein by interacting with nanoparticles. Raman
spectroscopy has demonstrated changes in the intensity of radiation, suggesting the effectiveness
of reducing the allergenicity of soy protein. The addition of nanoparticles, especially ferromagnetic (FE)
nanoparticles, led to a change in Raman spectra, indicating the formation of new bonds, even at low
concentrations (0.15 mg-g'). It was further confirmed that the incubation time of the sample has
an effect on the Raman spectra. These results may be used in the future for the development of foods
containing soy protein with reduced allergenicity. For further research in this area, it would be useful to extend
the spectrum of nanoparticles used for the plant proteins studied.

Keywords: calcium phosphate, iron oxide, silicon oxide, nanoparticles, soya protein, Raman spectroscopy,
food allergy
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UVOD / INTRODUCTION

S nartistem obav o lidské zdravi a budoucnost stravovani, které je vlivem nartistajici populace a jejich naroka
na zivoc¢isnou produkce dlouhodobé neudrzitelné, dochazi u ¢im dal vice spotiebitelii ke zvySeni zajmu
o castecnou ¢i celkovou nahradu Zivocisnych bilkovin bilkovinami rostlinnymi. Jednémi z nejcastéji
vyuzivanych rostlinnych bilkovin v potravinaiském pramyslu jsou bilkoviny s6ji lustinaté (Glycine max),
které jsou levnym a univerzalnim doplitkem s vysokou nutri¢ni hodnotou, vyvazenym obsahem aminokyselin
a zédoucimi funkénimi vlastnostmi. Skrze spravné zvolené technologické zpracovani mohou s6jové bilkoviny

dosahovat srovnatelnych kvalit s zivo¢isnymi bilkovinami (Ma et al., 2022; Sui et al., 2021).

So6jové bilkoviny jsou fazeny mezi hlavni potravinové alergeny a u citlivych osob mohou zpusobovat fadu
alergickych reakci od zvraceni, zanétu spojivek, kopiivky, az po anafylakticky Sok a smrt. Alergie na soju
postihuje az 0,5 % populace. S6ja vSak obsahuje vice nez 30 riiznych alergenti, mezi které¢ se fadi napiiklad
Gly m 1 az Gly m 8, 7S, P28 a P34. Zasadnimi vyzvami pro feSeni problematiky alergii na sdjové bilkoviny
patii identifikace alergent soji, ale také vyvoj vhodnych postupi vedoucich ke snizeni jeji alergenicity

(Lin et al., 2022; Pi et al., 2021).

Jednou z novych metod uc¢innych pro snizovani alergenicity potravin je interakce bioaktivnich latek, naptiklad
ve formé polyfenolt, s alergennimi bilkovinami. Napftiklad studie Pessato et al. (2018) prokazala, ze kyselina
kavova a epigalokatechin galat (EGCGQG) se nekovalentné€ navazuji a reaguji se syrovatkovymi bilkovinami,
¢imz dochézi ke snizovani vazebné kapacity IgE v syrovatkovych bilkovinach za soucasného zvySeni jejich
tepelné stability. Potencidl mozného vyuziti v této oblasti ma vSak také cela fada nanocastic (NP). Mezi
nejpouzivanéj$i nanocastice vyuzivané v ramci technologie potravin jsou fazeny NP stiibra, zlata, platiny,
medi ¢i Zeleza, dale oxidu kfemicitého, oxidu zine¢natého ¢i oxidu titanic¢itého (Shafiq et al., 2020). Kazdy
nanomaterial vSak vykazuje jiny potencidl pro interakci se specifickymi alergeny (Aquino a Conte-Junior,
2020). Studie Havlova et al. (2023) popisuje snizeni imunoreaktivity tropomyosinu (jednoho z hlavnich
alergentl jenz obsahuji korysi) plisobenim nanocastic oxidu zine¢natého a oxidu titani¢itého. V soucasné dobé
probiha vyzkum spiSe na bilkovinach zivoc¢isného ptvodu. V souvislosti se sdjovym proteinem doposud
nebylo publikovéano pfili§ mnoho studii zabyvajicich se jeho reakci s pifidavkem nanocastic. Mozny vliv celé

fady nanocastic na snizovani alergenicity rostlinnych bilkovin tedy neni zcela prokazan.

Pro posouzeni interakci mezi NP a bilkovinami se bézné vyuzivaji chromatografické a spektroskopické
metody, které umoznuji sledovani interakci na trovni zmén chemickych vazeb. Vyhodou vyuziti Ramanovy
spektroskopie pro studium interakci mezi NP a proteiny je schopnost metody méfit komplex protein—NP ve
vodnych roztocich. Ramanova spektroskopie lze vyuzit nejen k detekci konformacénich zmén, ale také
v pfipad¢ potvrzeni navazani proteinu na NP prostiednictvim vyskytu novych charakteristickych vazeb

(Lietal., 2010).
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MATERIAL A METODIKA / MATERIAL AND METHODS

K ptipravé vzorkl byl vyuzit isolat proteinu so6ji lustinaté v laboratorni kvalité¢ (Kerry, Irsko). Pro potieby
analyz bylo 0,4 g sdjového proteinu navdzeno a smichano s extrakénim roztokem do 10 ml odmérné barky.
Nasledné byl roztok varen za stdlého michani po dobu 10 minut pii 100 °C a 2 minuty michan na tfepacce.
Roztok proteinového izolatu byl nasledné prefiltrovan pies injekéni mikrofiltr CA 0,45 um (BRAUN,

Némecko). Ziskany filtrat byl smichan s fosfatovym pufrem (PBS) na vyslednou koncentraci 0,08 pg-ml.

Pro ucely analyzy byly zvoleny nésledujici nanocastice: oxid kfemicity (SI), oxid zeleznato-zelezity (FE)
a fosfore¢nan vapenaty (CA). Nanocastice byly pfipraveny v koncentracich 0,0; 0,15; 0,5; 1,5 a 15,0 mg-g™!
a nasledné byly smichany s filtratem s6jového proteinu v poméru 1:1. Nulova koncentrace byla piipravena
z filtratu sdjového proteinu a destilované vody ve stejném poméru. Roztoky byly rozpipetovany do sklenénych
injekénich lahvicek (vialek) do objemu 3 ml. Vzorky byly nasledné analyzovany pomoci Ramanova
spektrometru (StellarNet, USA) ve spektralnim rozsahu 100 az 2000 vinovych délek cm™ s pouzitim laseru
(se silou 90 %) o vinové délce 785 nm, pfi¢emz kazdy jednotlivy vzorek prosel ¢tyfmi méfenimi. Vzorky byly
meéfeny bezprostiedné po pripraveé (Cas 0) a nasledné s odstupem 1 hodiny (¢as 1H). Data byla poté statisticky
vyhodnocena pomoci softwaru Microsoft Office Excel a XLSTAT s vyuzitim diskrimina¢ni analyzy (DA).
S vyuzitim parametru level signifikance 5 % a s nastavenim prahu vstupnich hodnot vyssich nez 0,1 a zaroven
nizSich nez 0,9.

Tabulka 1: Oznaceni vzorka

Znacka Vzorec Anglicky nazev Cesky nazev
FE FesOq Iron (II, I1I) oxide oxid zeleznato-Zelezity
CA Caz(PO4) Calcium phosphate fosforeCnan vapenaty
SI Si0; Silicon (IV) oxide oxid kiemicity

VYSLEDKY A DISKUZE / RESULTS AND DISCUSSION

Zmény imunoreaktivity s6jového proteinu ve smésich s vybranymi nanocasticemi byly méfeny pomoci
Ramanova spektrometru. Na zaznamu Ramanova spektra jsou patrné rozdily v intenzit¢ Ramanova zéfeni po
ptidavku nanocastic v riznych koncentracich (Obrazek 1). Nejvyznamnéjsi nardsty intenzity Ramanova
zéfeni byly pozorovany v oblastech vinogisel 300-500 cm!, dale mezi 1300-1400 cm™ a 1450-1700 cm™.
Ramanovo spektrum v oblasti vlno¢isel 16301700 cm™, jenZ je charakteristické pro amidové vazby I,
je spojovano se strukturnimi slozkami proteinti soji (Zhao et al., 2020). S Glycininem, jakozto jednim

z hlavnich alergent s6ji, jsou spojovany piky v oblastech vino¢isel 1 242 cm™a 1 667 cm™ (Yin et al. 2018).

V ramci srovnani vysledkti Ramanovych spekter vzorki métenych v ¢ase 0 a v €ase 1 hodina (pod oznacenim
_1H) byly pozorovany rozdilné hodnoty intenzity zareni. Nejednalo se vSak o prokazani stejnomérné¢ho
zvyseni €i sniZeni intenzity zafeni. Navyseni intenzity zafeni pfi méfeni vzorkd po piisobeni 1 hodiny bylo
pozorovano u vzorki CA 0,15 1H, CA 15 1H, SI 15 1H, SI 1,5 1H, u kterych dosSlo ve srovnani s jejich

protéjSky ziskanymi méfenim v Case 0, k navySeni intenzity zafeni ve vSech vyznamnych picich (Obrazek 1,
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B, C). Narust intenzity zafeni v pozd¢jsim ¢ase ve sledovanych picich mohl byt zptisoben zpozdénou reakci.
Naopak u vzorku CA 1.5 1H bylo pozorovéano vyrazné snizeni intenzity zafeni ve vSech sledovanych picich,
zejména v oblastech vlnocisel 300-350 cm™ a 1300-1380 cm! (Obrazek 1, C). Vzorky obsahujici nano¢astice
FE v koncentracich 0, 1,5 a 15 mg-g”! vykazovaly shodné& pti méfeni po 1 hoding, oproti vzorkiim méfenym
v ¢ase 0, sniZeni intenzity zafeni v oblastech vyznamnych pik ve vinoéislech 310-500 cm™ a 1200-1400 cm"

!'a naopak zvyseni intenzity v oblasti piku 15501700 cm™ (Obrazek 1, A).

Z nasich vysledk 1ze usoudit, Ze délka inkubace vzorku mezi pfipravou vzorku se smési nanoc¢astic a métenim
Ramanova spektra méla mirny vliv na podobu vyslednych spekter. V ptipad¢ prodlouzeni doby inkubace
vzorku muaze dochazet ke zkresleni vysledkd. Vliv délky inkubace vzorkli obsahujicich nanocéstice oxidu
zeleza na vyslednd Ramanova spektra potvrzuji také Chourpa et al. (2005). Studie poukazuje na zvySeni
intenzity v oblasti pasu vlnocisel v blizkosti 1580 cm™ u vzorkd skladovanych déle nez 14 dni, coZ se shoduje
s naSimi vysledky. Studie Li et al. (2012) poukazuje ve spojitosti s analyzou nanocastic Fe;O4 a SiO> také vliv
teploty méfené¢ho vzorku a vykonu Ramanova laseru. Oba tyto parametry maji na vysledna Ramanova spektra

vyznamny vliv.

Na zéklad¢ diskriminaéni analyzy (DA) byly potvrzeny zmény v interakcich s6jovych proteini a pfitomnych
nanocastic ve vzorcich (p <0,05). U vzorki byla sledovana schopnost navazani nanocéstic na proteiny formou
interakci a vytvofeni komplexd. Bylo potvrzeno, Ze Ramanova spektroskopie dokéze odliSit navazané
a nenavazan¢ Castice od vinovych délek specifickych pro kontrolni vzorky destilované vody. Z diskriminacni
analyzy vyplyva, ze nejmén¢ vhodnymi nanocasticemi k docileni zmény interakci se s6jovymi proteiny byly
nanocastice SI, u nichz byly pozorovany nejslabsi interakce s proteinem. LepSich vysledkl bylo dosazeno
piidavkem FE, a to jiz v koncentraci 0,15 mg-g’!, pfiemZ nejvyraznéjsi interakce byly zaznamenany

ve vzorku obsahujicim FE v koncentraci 15 mg-g! (Obrazek 2). U vzorki obsahujicich piidavek nanocéstic

CA byly rozdily patrné jiz v koncentraci 0,15 mg-g’!, se zvySujici se interakci u koncentrace 0,5 mg-g™..

Na zaklad¢ vysledkti DA analyzy bylo potvrzeno, zZe inkuba¢ni ¢as mezi smichanim nanocastic s proteinem
a méfenim nemél vyznamny vliv na vysledek méfeni, protoZze nedoslo k vytvofeni samostatnych
diskriminac¢nich skupin. Nejvyznamnéjsi rozdily byly prokazany naptiklad u vzorkti CA 15a CA 15 _1H nebo

FE 1,5 a FE 1,5 1H, u ostatnich dvojic byla zachovana skupinova soudrznost.
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Obrazek 1: Grafy zaznamu Ramanova spektra vzorku soéjového proteinu s pridavkem

nanocastic v Case 0 a v ¢ase 1 hodina (_1H)

A — ptidavek FE (oxid Zeleznato-zelezity), B — piidavek SI (oxid kiemicity), C — ptidavek CA

(fosfore¢nan vapenaty)
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Obrazek 2: Grafy diskriminacni analyzy vzorkl obsahujicich proteiny soji
a nanocastice v riznych koncentracich

A — ptidavek FE (oxid zZeleznato-zelezity), B — ptidavek SI (oxid kfemicity),
C — ptidavek CA (fosfore¢nan vapenaty)
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ZAVER / CONCLUSIONS

Jednou znovych metod uCinnych pro snizovani alergenicity potravin je vyuziti interakce proteint
s nanoc¢asticemi. Jejich aplikace je v soucasné dob¢ spojena spise s vyzkumem zivocisnych bilkovin. Vlivem
nartstu obliby rostlinnych alternativ Zivo¢iSnych potravin se vSak do poptedi zajmu dostavaji také rostlinné
bilkoviny. Jednim z nejvyznamnéjSich zdroju je s6ja luStinna. Pro posouzeni interakci mezi nanoc¢asticemi
a bilkovinami se bézné vyuzivaji chromatografické a spektroskopické metody, pficemz vyhodou vyuziti
Ramanovy spektroskopie je schopnost metody analyzovat komplex protein—nanocastice ve vodnych
roztocich. Na zaklad€¢ diskriminacni analyzy byly potvrzeny zmény v interakcich s¢jovych proteinti
a pritomnych nanocastic ve vzorcich (p < 0,05). Piidavek nanocastic FE (FesO4) mél vliv na zménu vazeb
s6jovych proteintl, a to jiz v koncentraci 0,15 mg-g™!, pfic¢emZ nejvyrazngjsi interakce byla zaznamenana ve
vzorku obsahujicim nanoéastice FE v koncentraci 15 mg-g'.V ramci této studie bylo potvrzeno, Ze vlivem
doby inkubace vzorku dochézelo k postupnému navazani nanocastic na sojovy protein. Ziskané vysledky
mohou byt v budoucnu vyuzity pfi vyvoji potravin obsahujicich sdjové bilkoviny se snizenou alergenicitou.
Pro dals$i vyzkum v této oblasti by bylo vhodné rozsifit spektrum vyuzitych nanocéstic a sledovanych

rostlinnych bilkovin.
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