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1 Uvod

1.1.  Cil metodiky

Inhibitory trypsinu (TI) jsou hlavnim antinutri¢nim faktorem semen hrachu. Stanoveni TIA
(z anglického ,,Trypsin inhibitor activity®) je vyuzivano pii Slechténi novych odrad hrachu
s dirazem na nizky obsah TI. Z toho vyplyvaji i pozadavky na analytickou metodu, ktera by

méla byt rychld, levna a méla by umoziiovat analyzu vétSich sérii vzorkl. Cilem této
metodiky je podrobné piedstaveni prave takové analytické metody.

1.2. Dedikace

Metodika byla vytvofena a optimalizovana za finan¢ni podpory projektu MSM2678424601.
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Priprava
Pristroje a pomiicky

laboratorni mlynek, rotacni tfepacka, analytické vahy,
ttepacka s termostatem pro mikrotitracni desticky,
chlazena centrifuga s rotorem pro mikrozkumavky 1,5 ml,
ELISA reader s filtrem 410 nm, osmikanalova pipeta
odmérné banky, pipety, mikrozkumavky 1,5 ml

Chemikalie a roztoky

Vsechny pouzit¢é chemikalie jsou Cistoty p.a. Pro piipravu roztokli se pouziva
demineralizovana nebo destilovana voda.

1.

extrakéni pufr 1

Navazise:  glycin 750 mg
NaCl 585 mg
mocovina 600 mg
EDTA 3,79

0.1IM NaOH 95,7 ml
Ptevede se kvantitativné do odmérné baiiky 1000 ml, rozpusti se v 900 ml destilované
vody, pH roztoku se upravi na 11,0 a doplni se vodou po rysku.

pufr 2 na ptipravu umélého substratu
Navazi se: TRIS-baze 6,059
CaCl2.6H20 4,38¢g
Prevede se kvantitativné do odmérné banky 1000 ml, rozpusti se v 900 ml destilované
vody, pH roztoku se upravi na 8,2 a doplni se vodou po rysku.

umély substrat BAPNA
Navazi se 40 mg BAPNA (Na-benzoyl-DL-arginin p-nitroanilid), rozpusti se v 1 ml
DMSO (dimethyl sulfoxid) a tento roztok se doplni pufrem 2 do 100 ml (v odmérné
barice). Roztok se pied analyzou pftipravuje vzdy Cerstvy. Pied analyzou se roztok
vytemperuje na 37 °C.

1 mM HCI
43 ul koncentrované HCI se doplni destilovanou vodou do 500 ml.

trypsin
4 mg trypsinu (lyofylizovany prasek z hovéziho pankreatu, 11800 jednotek/mg) se
rozpusti ve 100 ml 1 mM HCI nebo se pfipravi zasobni roztok 400 mg/10 ml
(rozpuSténim v 1 mM HCI) a poté se nafedi 100 pl zasobniho roztoku do 100 ml
(ImM HCI). Roztok se pied analyzou pfipravuje vzdy cCerstvy. Pied analyzou se
roztok vytemperuje na 37 °C.

30 % kyselina octova

150 ml koncentrované kyseliny octové se doplni vodou do 500 ml.

aceton
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3 Pracovni postup

3.1.  Princip stanoveni

Stanoveni se provadi dvoubodovou metodou (fedéni vzorkt 3x a 5x) vzdy v tripletech, reakce
probiha v mikrotitra¢nich desti¢kach pfesné 10 minut pfi 37 °C v termostatovaném prostoru
ttepacky pro mikrotitracni desticky. Absorbance se méti pii 410 nm pomoci ELISA readeru,
vzdy vzorek proti ptisluSnému blanku.

3.2.  Priprava vzorku

1. Navazi se 1,5 g semen a pomele se na laboratornim mlynku.

2. 1 g dobfe homogenizovaného semenného Srotu se navazi do 100 ml Erlenmayerovych
ban¢k, ptida se 25 ml acetonu, ptikryje hlinikovou f6lii a ponecha 24 hod (odmasténi).

3. Aceton se poté opatrn¢ dekantuje do ldhve s organickym odpadem a vzorek se vysusi
voln¢ na vzduchu.

4. Ke vzorku se napipetuje 50 ml extrakéniho pufru 1, extrakce probiha 3 hod za stalého
michani na rotacni tiepacce.

5. 1 ml extraktu se napipetuje do 1,5 ml mikrozkumavek, pak se odstfedi pii 15000g,
pti 4 °C, po dobu 5 min. Vzorek je mozno uchovat pii —20 °C.

3.3.  Redeéni vzorku

Redéni se provadi vzdy pred analyzou.
Pro hrach se vzorek fedi 3x (200 pul vzorku + 400 pl pufru 1) a 5x (100 pl vzorku + 400 pl
pufru 1).

3.4.  Enzymova reakce

1. Substrat BAPNA a roztok trypsinu se vytemperuji na 37 °C.

2. Na mikrotitra¢ni desti¢ku se podle schématu pipetovani postupné pipetuji pufr 1, vzorky a
30 % kyselina octové (do jamek se slepym vzorkem).

3. Do vSech jamek se pipetuje umély substrat BAPNA vytemperovany na 37 °C.

Mikrotitrac¢ni desti¢ka se vlozi do termostatu, uzavienim termostatu se za¢ina meéfit cas.

Mikrotitra¢ni desticka se inkubuje pii 37 °C po dobu 10 min za stalého téepani.

Po uplynuti 10 min se do vSech jamek ptidava 40 pl roztoku trypsinu (vytemperovaného

na 37 °C).

6. Po uplynuti dalSich 10 minut se do jamek se vzorky a reakénimi standardy pipetuje
30 % kys. octova (zastavi se enzymova reakce). Enzymova reakce v kazdé jamce musi
trvat presné 600 s !

ok~

3.5.  Casové schema

1. c¢as O min: - pipetuje se pufr 1, vzorky a kyselina octova dle schématu pipetovani
- do vSech jamek se pipetuje 100 pl substratu BAPNA

2. c¢as 10 min: - do vSech jamek se pipetuje 40 pl roztoku trypsinu

3. ¢as 20 min: - do jamek s reak¢nimi standardy a se vzorky se pipetuje

20 pl roztoku kys. octové

Horacek & kol. — Agritec Plant Research s.r.o. 6



Optimalizovana metodika pro stanoveni inhibitori trypsinu u hrachu

3.6.

1. reak¢ni blank:
40 pl pufr 1
100 ul BAPNA
20 pl kyselina octova
40 pl trypsin
2. reakeni standard:
40 pl pufr 1
100 ul BAPNA
40 pl trypsin
20 pl kyselina octova
3. blank vzork:
40 pl vzorku
100 ul BAPNA
20 pl kyselina octova
40 pl trypsin
4. vzorek:
40 pl vzorku
100 ul BAPNA
40 pl trypsin
20 pl kyselina octova

Popis mikrotitracni desticky

Schéma pipetovani na mikrotitracni desticku

OminT
OminT
OminT
po 10 min

0 min temperovani (T)
OminT

pol0minT

po dalSich 10 min T

OminT
OminT
OminT
pol0minT

OminT

OminT
pol0minT

po dalSich 10 min T

3.7.

Vypocet

reakcni blank (korekce pozadi)

triplet reakcni standard

blank vzorki (3x)

triplety vzorkit (3x)

blank vzorkii (5x)

triplety vzorkit (5x)

Vypocet mnozstvi inhibitoru trypsinu se provadi v jednotkach TIU, definovanych jako pokles
absorbance As10 za 10 min 0 0.01 na 1 mg stanovované hmoty, tedy:

TIA= (Ac-A)/0.01p*0.2/5*10/0.605

Ao absorbance reakcniho standardu
A absorbance vzorku
p mnozstvi vzorku v testu [mg] (fedéni 3x: p = 0,266 mQ)
(tfedéni 5x: p = 0,16 mq)
0.2/5 korekce na objem oproti standardnimu stanoveni
1/0.605 korekce na délku optické drahy v jamkach mikrotitracni desticky pii objemu

200 pl
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4 Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce obsahuje tyto informace:
1. odkaz na tuto metodiku
2. vsechny informace nutné pro uplnou identifikaci vzorku
3. vysledky vyjadiené v TIU

5 Zduvodnéni metodiky

V soucasnosti je zndmo vice metodik pro analyzu inhibitorti trypsinu u hrachu. Predkladana
metoda byla vytvofena jako kombinace nékolika zndmych metodik. Vyuzivéa alkalické
extrakce vzorku do glycinového pufru pH 11 (della Gatta et al. 1988), dale nahrazuje
klasickou analyzu ve zkumavkach pomoci mikrotitraénich desti¢ek (Bacon et al. 1995, Page
chemikalii zejména zvySeni rychlosti a reprodukovatelnosti analyzy (paralelné¢ je pomoci
vicekanalové pipety zpracovano osm vzorkil v Sesti opakovéanich). Metoda byla ovétena
kruhovymi testy ve spolupraci s UKZUZ Brno a byla jiz vyuzta pfi feseni vyzkumnych tkoli
mimo spole¢nost Agritec Plant Research (Dvorak et al. 2005).

6 Zavér — popis uplatnéni metodiky

Metodika je urena pro zeméd¢€lské laboratore, pro které se zabyvaji problematikou kvality
hrachu. Metodika bude vyuzivana pii analyze kvality hrachu, konkrétné pii stanoveni
antinutri¢nich latek.
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