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ABSTRAKT

Alergenni proteiny v s6ji pfedstavuji vyznamnou prekazku pro jeji plné vyuziti ve stravé lidi. Alergické reakce
se mohou se projevovat riznymi piiznaky, jakou jsou kozni vyrazky, dychaci ¢i zaZivaci potize. S6jové boby
jsou uvedeny na seznamu alergenii vydaném Evropskou Unii. Cilem pfispévku je poukédzat na moZznosti
snizeni imunoreaktivity proteinii rostlinného ptivodu, konkrétné¢ proteint sdji lustinaté (Glycine max),
ptidavkem bioaktivnich latek — kyselina gallova, kvercetin, f-karoten. Vzorky zahrnovaly odli§né koncentrace
bioaktivnich latek — 0;0,15;0,5;1,5 a 15 mg/g. Méteni probéhlo na Ramanové spektrometru. Nejvyssich
interakci bylo zaznamenano v piipad¢ koncentrace 0,15 a 1,5 mg/g, vySSi koncentrace poukazaly na
maskovani latkou samotnou. Piidavek kyseliny gallové a kvercetinu v koncentracich 0,15 a 1,5 mg/g se jevi
jako nejvhodnéjsi vazbu s proteiny soji. Mechanismus vzniku polyfenol-proteinovych komplext je

predmétem dalSich vyzkuma.
Klicova slova:Ramanova spektroskopie, soja, imunoreaktivita, bioaktivni latky

ABSTRACT

The allergenic proteins in soybeans represent a significant barrier to their full use in the human diet. Allergic
reactions can manifest themselves in a variety of symptoms such as skin rashes, respiratory and digestive
problems. Soybeans are included in the list of allergens issued by the European Union. The aim of this work
is to point out the possibilities of reducing the immunoreactivity of proteins of plant origin, specifically
soybean (Glycine max) proteins, by the addition of bioactive substances-gallic acid, quercetin, -carotene.
The samples included different concentrations of bioactive substances - 0;0.15;0.5;1.5 and 15 mg/g.
The measurements were performed on a Raman spectrometer. The highest interactions were observed for
concentrations of 0.15 and 1.5 mg/g, higher concentrations indicated masking by the substance itself.
The addition of gallic acid and quercetin at concentrations of 0.15 and 1.5 mg/g seems to be the most suitable
for soybean proteins binding. The mechanism of formation of polyphenol-protein complexes is the subject of

further investigations.
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UVOD / INTRODUCTION

Soja (Glycine max) je lusténina, patii do Celedi Fabaceae. Jedna se o vyznamnou plodinu v potravinarském
pramyslu. Predstavuje zdroj proteinti rostlinného ptivodu, ktery dominuje ve stravé vegetaridnd. Celkovy
obsah bilkovin v s6jovych bobech se pohybuje v zavislosti na podminkach péstovani kolem 400 g/kg soji,
v ptipad¢ s6jového oleje je to zhruba polovina. Produkty ze s6éjovych bobli zahrnuji zejména fermentované

produkty, jako jsou naptiklad miso, tofu, sjova omacka, a zvyraziiovace chuti (Wiederstein et al., 2023).

Proteiny ze s6ji mohou zpisobovat alergickou reakci. S6ja je proto zafazena na seznam prioritnich alergend,
které podléhaji oznaceni. Seznam alergennich latek je uveden v pfiloze II Natfizeni Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢. 1169/2011, ktery pojednava o poskytovani informaci o potravinach spotfebitelim. Jednotlivé
alergeny (14) jsou v seznamu oznaceny pod konkrétnim ¢islem, s6jové boby a vyrobky z nich jsou v seznamu

uvedeny pod ¢islem 6.

Potravinové alergie predstavuji celosvétovy zdravotni problém, vyskytuji se u 2—10 % populace, v pripadé
s0ji se pohybuji v rozmezi 0,3—-3 % (Wiederstein et al., 2023). Imunoreaktivita proteinil soji se poji specifickou
imunitni reakci na nékteré z proteini v sdjovych bobech, které jsou povazovany za alergenni. V sdji bylo
identifikovano nejméné 16 raznych proteinti. Mezi hlavni alergenni proteiny patii zejména S -konglycinin
(7S) a glycinin (118), které utvaii 70-80 % celkové frakce globulinti semen a jsou oznaeny jako alergenni
pro ¢loveka. Alergicka reakce zahrnuje nejcastéji nevolnost, zvraceni, priijem, dusnost, sipani a kozni reakce

(Mulalapele a Xi, 2021).

Polyfenolické latky, které vytvari komplexy s bilkovinami potravin mohou mit vliv na jejich funkci
a strukturu. Interakei proteinu tfeSni Pruav 1 s kyselinou gallovou a kvercetinem doslo ke sniZzeni jeho
koncentrace (Lu et al., 2018). Studie Zhang et al (2020) popisuje sniZzeni alergenicity ovalbuminu pii konjugaci

s kvercetinem.

MATERIAL A METODIKA / MATERIAL AND METHODS

K analyze byl pouzit proteinovy izolat soji v laboratorni kvalit¢ (Kerry, Irsko). Protein byl smichan
s extrak¢énim roztokem. Nasledoval var po dobu 10 minut za stdlého michdni vzorku. Roztok proteinového
izolatu byl piefiltrovan pies 0,45 um filtr. Ziskany filtrdt byl smichan s fosfatovym pufrem (PBS) na
koncentraci 0,08 pg/ml.

Bioaktivni latky, zvolené k analyze, zahrnovaly - kyselinu gallovou (GAL), kvercetin (KVE) a B-karoten
(KAR). Tyto latky byly piipraveny v koncentracich 0;0,15;0,5;1,5;15 mg/g, poté byly smichany s filtratem
proteinu v poméru 1:1. Nulova koncentrace byla pfipravena z filtratu proteinu a destilované vody ve stejném
poméru. Roztoky byly rozpipetovany do sklenénych vialek v odpovidajicim mnozstvi, tzn. nejméné
do % vialky, takovym zplisobem aby nedoslo k zaneseni povrchu vialek, zejména v tirovni snimani spekter

laserem.
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Vzorky byly podrobeny analyze pomoci Ramanova spektrometru (StellarNet, USA) ve spektralnim rozsahu
100-1000 cm’!, sila laseru byla nastavena na 90 %. Jednotlivé vzorky byly méfeny ve 4 opakovanich ve dvou

casovych intervalech - bezprosttedné po piipravé (0 hodin) a s odstupem 1 hodiny.

Statistické vyhodnoceni vysledki bylo provedeno v softwaru Microsoft Office Excel a XLSTAT
diskriminac¢ni analyzou dat (DA) - level signifikance 5 %, prah vstupnich hodnot >0,1 a <0,9.

VYSLEDKY A DISKUZE / RESULTS AND DISCUSSION

Zmény proteini byly méfeny pomoci Ramanova spektrometru. Piidavkem bioaktivnich latek byly
zaznamenany vazebné interakce mezi proteiny so6ji lustinaté a bioaktivnimi latkami — kyselinou gallovou
a kvercetinem. Tyto interakce se vyvijely v zavislosti na ¢asu inkubace (0 hodin a 1 hodina). U vzorki, které
byly méieny po 1 hodiné bylo patrné navySeni intenzity Ramanova spektra. Nejvice patrnych zmén lze
pozorovat v piipadé bioaktivnich latek, které ve své struktufe obsahuji fenolové jadro (kyselina gallova,

kvercetin).

Ramanova spektra sdjového proteinu s pridavkem kyseliny gallové (Obrazek 1) se pohybuji v rozmezi
vlnovych ¢&isel 1157-1756 cm’!. Vyznamné navySeni intenzity bylo pozorovano pii koncentraci
0,15 a 1,5 mg/g. Obdobnych vysledkli bylo zaznamenano také v ptipad¢ ptidavku kvercetinu v rozmezi
vlnoéisel 11631730 cm™ (Obrazek 2). Proteiny s fenolovym jadrem interaguji v rozmezi vlnovych &isel
1480-1730 cm™ (Kuhar et al., 2021). Tato rozmezi jsou charakteristickd pro zmény intenzity Ramanova
spektra amidovych vazeb 1 a II (Movasaghi et al., 2007). Zaznam Ramanovych spekter s piidavkem
B-karotenu (Obrazek 3) v rozmezi vinovych &isel 1172-1723 cm™ poukazuje na mirné zmény intenzity pii
koncentraci 0,15 a 15 mg/g. Toto rozmezi je charakteristické pro C-C a C=C vazby, kdy karotenoidy maji

vysoké zastoupeni C=C vazeb (Harrison, 2022).

Diskrimina¢ni analyzou (DA) byly potvrzeny pozitivni zmény v interakcich proteinli s6jovych bobt
a pritomnosti bioaktivnich latek ve vzorcich (p <0,05). Nejvétsi rozdily, v ptipadé kyseliny gallové
(Obrazek 4), byly zaznamenany v koncentraci 1,5 mg/g. Koncentrace 0,5 mg/g poukazuje na projev proteinu
ve vztahu protein-kyselina gallova (GAL). Na zaznamu lze vidét rovnéz blizké umisténi bodu kyseliny gallové
v koncentraci 15 mg/g, které¢ vytvari shluk, poukazujici na projev samotné latky. Nejvice patrné zmény
v ptipadé¢ kvercetinu (KVE) byly zaznamenany pfi koncentraci 1,5 mg/g (Obrazek 5) a v ptipadé p-karotenu
(KAR) se jednalo o koncentraci 0,15 mg/g (Obrazek 6). Obecné nejnizsi interakce jsou patrné pii

koncentracich 0,5 mg/g.
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Obrazek 1: Zmény intenzity Ramanova spektra s pridavkem kyseliny gallové v ¢ase 0 a 1 hodina
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Obrazek 2: Zmény intenzity Ramanova spektra s piidavkem kvercetinu v ¢ase 0 a 1 hodina
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Obrazek 3: Zmény intenzity Ramanova spektra s pfidavkem -karotenu v ¢ase 0 a 1 hodina
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Obrazek 4: Diskriminac¢ni analyza Ramanova spektra pro kyselina gallovou
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Obrazek 5: Diskrimina¢ni analyza Ramanova spektra pro kvercetin
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Obrazek 6: Diskrimina¢ni analyza Ramanova spektra pro f-karoten

221



ZAVER / CONCLUSIONS

Z méteni  vyplyva, ze nejreaktivnéj$i bioaktivni latky s proteiny soji  jsou kyselina gallova
a kvercetin v koncentraci 0,15 a 1,5 mg/g. Interakce s proteiny mize byt vyuZzita ke snizovani imunoreaktivity
sojovych bobi v disledku vzniku molekuldrnich interakei alergennich proteini a bioaktivnich latek ma
v potravinové bezpecnosti vyznamny potencial. Nicméné ve spojeni s rostlinnymi proteiny doposud neni
k dispozici dostatek odbornych studii. PfesnéjSi mechanismus a optimalizace vznikajicich kovalentnich

polyfenol-protein interakci zlistava predmétem dalSich vyzkumi.
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