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ABSTRAKT

Bakalatska prace pojednava o vyznamu, slozeni a zpracovani mouky. Popisuje pse-
ni¢né bilkoviny, zptsob jejich izolace a stanoveni. Cilem praktické ¢asti je vyvinout vhod-
nou metodu, kterd by izolovala jednotlivé proteiny mouky za ti€elem jejich dalSich vyzku-
mu. Dé€leni proteinii mouky na jednotlivé frakce bylo provadéno kapalinovou chromatogra-

fii pfi riznych podminkach (extrakce, kolony, pH).

Klic¢ova slova: proteiny, pSenicnd mouka, extrakce, kapalinovd chromatografie, elektrofo-

réza

ABSTRACT

Bachelor thesis deals with the importance, composition and processing of flour. It
describes wheat proteins, processes for their isolation and determination. Aim of the practi-
cal part is to develop a suitable method that would isolate individual proteins of flour for
the purpose of further research. Flour proteins division into fractions by liquid chromato-

graphy was done under various conditions (extraction, columns, pH).

Keywords: proteins, wheat flour, extraction, liquid chromatography, electrophoresis
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UvVOD

Ve vyzivé ¢lovéka jsou obiloviny nepostradatelné, protoze jejich proteiny jsou pro
nas hlavnim zdrojem rostlinnych bilkovin. V dne$ni dobé bychom si jen stéZi piedstavili
nas jidelnicek bez psenice ¢i jinych obilovin. Proteinovy komplex psenice, jeCmene, zita a
ovsa nazyvame gluten. Gluten neboli lepek je obsaZen i v potravinach, kde by je ¢lovek jen
stézi oCekaval, a to napiiklad ve zmrzling, kecupu, v riznych ¢okoladovych tycinkach,
jogurtech a podobné. Gluten je vSak pro mnoho lidi na celém svét€ hrozbou. Tito lidé trpi
celiakii neboli takzvanou nesnéasenlivosti glutenu. Timto onemocnénim trpim také ja, a to
jiz od svého utlého détstvi. Jedna se o chronické, tedy nevylécitelné onemocnéni, avSak pfi
disledném dodrzovani bezglutenové diety mohou vymizet veskeré piiznaky nemoci. Diky
tak velkému vyznamu, je tedy dualezité proteiny obilovin v potravinach kontrolovat, a pro-

to je nezbytné neustale zdokonalovat metody, pfipadné vymyslet nové, jez by to umoznily.

Ma bakalatska prace je rozdélena na teoretickou a praktickou ¢ést. Teoretickd Cast
je slozena ze Ctyt kapitol. V prvni s nazvem Mouky a jejich déleni se zabyvam zékladni
charakterizaci obilovin. Je zde popsano jejich anatomické i chemické slozeni a zjednodu-
Seny zpusob zpracovani zrna na mouku. Druha kapitola s nazvem P$eni¢né bilkoviny popi-
suje presnéji vyznam téchto bilkovin. Zabyva se jejich aminokyselinovym slozenim, funkci
a obsahem. Ve tieti kapitole s nazvem Extrakce pSeni¢nych bilkovin popisuji délici metodu
extrakce a zkoumam zpUsoby izolace pSeni¢nych proteind. Posledni kapitola teoretické
Casti s nazvem N¢ekteré moznosti detekce proteinovych frakei pSenice charakterizuje meto-
dy stanoveni, respektive déleni pSeni¢nych proteint. Popisuji zde elektroforézu, ktera patii
mezi zakladni separacni metodu zasobnich proteinii pSenice, imunochemickou metodu
ELISA, pomoci niz se kontroluji bezlepkové potraviny, hmotnostni spektrofotometrii, jeZ
slouzi jako kontrolni a srovnavaci metoda a chromatografické metody. U chromatografic-
kych metod se zabyvam kapalinovou chromatografii na iontoménicich, rozdélovaci a gelo-

v¢ permeacni.

V praktické Casti bakaldiské prace se snazim najit vhodnou metodu, jez by izolova-
la proteinové frakce pSenice k vyuziti pii dalSich pokusech. Pouzivam k tomu dva zptisoby
extrakce pSeni¢nych proteinli z mouky, pfi chromatografii na ionexech zkoumam chovani
téchto extraktl v odliSnych podminkéch, pfedev§im rizné pH za pouZiti anexovych ¢i ka-
texovych kolon. Po chromatografii je u odchycenych frakei pouzitd metoda elektroforézy, a

to bud’ tricinové nebo na SDS-PAGE.
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. TEORETICKA CAST
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1 MOUKY A JEJICH DELENI

Pro vyzivu Clovéka se z obilovin pouziva pouze zrno [1], které se zpracovava na
mouky a krupice. Podle vyhlasky MZe CR ¢&. 333/1997 Sb. je mouka mlynsky obilny vyro-
bek ziskany mletim obili a tfidény podle velikosti ¢astic, obsahu mineralnich latek a druhu
pouzitého obili [2]. Mletim a tfidénim suroviny se postupné snazime ziskat mou¢né jadro a

oddélit od n&j obalové vrstvy a klicek se Stitkem [1].

Mailo vymleté mouky, které se nazyvaji bilé, jsou energeticky pfilis bohaté. Vysoce
vymleté mouky, tmavé, jsou bohatsi na obsah mineralnich latek a vitamin B. Tmavé mouky
jsou zdravé§jsi, ale maji hor$i pekérenské vlastnosti, jelikoz hrubd buni¢ina a pentosany

Casto nici strukturu lepku, ktery tvoii zaklad tésta [3].

V CR mouky rozdélujeme z n&kolika hledisek. Hlavnim kritériem, podle kterého se
také v minulosti mouky nazyvaly, je obsah popela. Obsah popela vyjadiuje mnozstvi mine-
ralnich latek v mouce [4]. Dal$im rozliSovacim kritériem je granulace mouky, neboli zrni-
tost [3,4]. Jedna se o velikost Castic, pfiCemz hranice krupice a mouky je dana hodnotami

mezi 100- 1200um [3]. Dle toho miiZeme mouky rozdé&lit na hladké, polohrubé a hrubé [4].

U pseni¢né mouky je také dulezity obsah lepku. Mouky s vysokym obsahem lepku

jsou oznacovany jako silné mouky, s nizkym obsahem lepku jako slabé [4].

1.1 Charakteristika obilovin

Obilniny jsou skupinou péstovanych rostlin, zatimco obiloviny oznacuji potravinai-
skou surovinu uréenou ke konzumaci, spolecné se oznacuji jako ceredlie [5]. Obilniny fa-
dime mezi traviny (Gramineae). Vétsina obilnin patii do ¢eledi lipnicovité (Poaceae), pro-
to také maji velmi podobnou anatomickou stavbu i chemické slozeni [1]. Hmotnostni podil
¢asti zrna 1 chemického sloZeni se 1i§i mezi jednotlivymi druhy obilnin vlivem klimatic-

kych podminek, druhem ptdy, zptisobem hnojeni a podobné [2].

Mezi nejroziifengjsi obilniny p&stované v Ceské republice patfi psenice, Zito, jeé-
men a oves. Ve svété ma velky vyznam i ryze a kukufice [6]. Podle statistik FAO OSN
fadime pSenici a ryZi mezi obilniny s nejvétsim objemem produkce. Jelikoz se ryze malo-

kdy zpracovava na mouku, je pSenice hlavni obilovina s vyuzitim pro pekatské ucely [1].
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Jako pseudocerealie se oznac¢uje skupina obilnin, ktera nepatii do ¢eledi lipnicovité,
ptesto maji velmi podobné hospodaiské vyuziti i chemické slozeni. Patii mezi né naptiklad

pohanka, amarant nebo merlik [6].

1.2 Anatomické slozeni obilného zrna

Obilné zrno je slozeno z obalovych vrstev, Skrobnaté¢ho jadra neboli endospermu a

klicku (Obr. 1),

Obr. 1: Anatomicka stavba obilného zrna [7]

Popis obr. 1: a — oplodi, b — osemeni, ¢ — vrstva aleuronovych bunék, d — endosperm,
e — vrstva palisadovych bunék, f— stitek, g — koleoptile, pochva listu, h — zakilad 1. pravého
listu, ch — vzrostny vrchol, i — mezokotyl, | — zdklad korinku, k — korenova pochva
(koleorhiza) [7]

1.2.1 Obalové vrstvy

Obaly brani endosperm a klicek pfed vysychanim a Skiidci. Zastavaji 8 — 14 %
hmotnosti zrna. Obalovou vrstvu tvoti oplodi a osemeni. Oplodi je sloZeno z pokoZky, bu-
nék podélnych, pfi€nych a hadicovych. Osemeni tvoii barevnou a skelnou vrstvu [2]. Oba-
lové vrstvy jsou sloZeny predevsim z nestravitelnych polysacharidi, ale obsahuji také dule-

zité mineralni latky a vitaminy fady B [3].
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1.2.2 Endosperm

Endosperm je nejvétsi Casti obilného zrna, zaujima 84 — 86 % jeho hmotnosti. Je
oddélen od obalovych vrstev aleuronovymi bufikami. Endosperm neboli také Skrobnaté
jadro, jak nazev napovida, je slozen predevsim ze Skrobu, v nékterych piipadech az 80 % a
bilkovin. Tvoii zasobarnu zivin pro zarodek. Skladd se z velkych hranolovitych

bunék [2,3].

1.2.3 Klicek

Kli¢ek je zarodek budouci rostliny, diky tomu je bohaty na ziviny. Je slozen
z rozpustnych cukri, bilkovin, aminokyselin, tukid a vitaminid. Toto slozeni by nepfiznivé

ovlivnilo trvanlivost vyrobku, proto je pfi mlynském zpracovani odstranovan [2,3].

1.3 Chemické slozeni mouky

Slozeni mouky zavisi nejen na druhu obili, ze kterého byla pfipravena, ale také na
zpusobu zpracovani. V tab. 1 je uvedena zavislost chemického sloZeni pSeni¢né mouky

v hmotnostnich procentech na stupni vymleti pSenice [8].

Stupent vymleti udava podil mouky, ktery byl ziskan ze 100 dilt obili. Vyjadiuje se

v

zrna v mouce a také je mouka jemné&jsi. Napf.: mouky neobsahujici Zadné nebo jen malo

okrajovych vrstev, maji stupen vymleti od 40 do 75 % [7].

Tab. 1: Zavislost chemického sloZeni pSenicnych mouk na vymleti (v hmot. %) [8].

Vymleti mouky 40 73 80 94 Cevlé Zrno
[%0] pSenice

Popel 0,40 0,63 0,90 1,72 1,90
Tuk 1,14 1,55 1,90 2,25 2,30
Bilkoviny 10,10 11,23 12,10 12,50 14,10
Cukry 2,14 3,65 4,85 5,19 5,20
Skrob 82,53 78,65 75,38 68,70 66,20
Vlaknina 0,10 0,20 0,28 1,70 2,50
Pentosany 2,59 3,15 3,95 7,25 7,90
Nestanoveny podil 1,00 0,93 0,64 0,94
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1.3.1 Mineralni latky

Mineralni latky neboli obsah popela maji pfi technologickém procesu velky vy-
znam, jelikoz se dle jejich mnozstvi ptipravuji mouky. Jak je vidét z tab. 1 obsah popela je
pfimo umérny stupni vymleti. V pSenicné mouce se nejvice vyskytuje draslik a fosfor.
V mens$i mife obsahuje mouka také makroelementy jako jsou hoi¢ik, vapnik, sodik, zelezo,

sira a hlinik, a mikroelementy napfiklad mangan, bor, méd’, zinek, brom, jod a kobalt [8,9].

1.3.2 Vitaminy

Mnozstvi vitamini zavisi, jako u mineralnich latek, na stupni vymleti. V tab. 1
ovsem nejsou uvedeny, jelikoz jejich ztraty jsou podminény do zna¢né miry také na sklizni,
skladovani obili apod. Pti mlynském zpracovani mohou byt jejich ztraty az 70 %.

V zrmé€ se nachazeji nepravidelng, nejvice vSak v klicku a v aleuronové vrstve.
amin (vitamin Bj), ktery je vSak nestabilni. Jeho ztraty jsou vysoké pii mleti, termickém
zpracovani a dokonce i pfi skladovani. Piesto jsou obiloviny povazovany za hlavni zdroj
tohoto vitaminu. Riboflavin (vitamin B;) se Vv pSeni¢né mouce vyskytuje piiblizné ve
tfetinovém mnozstvi. Je mnohem stabilnéjsi a tak jsou ztraty mensi. Dale se v mouce na-

chazi také kyselina pantotenova (vitamin Bs), niacin (vitamin PP) a pyridoxin (vitamin Bg).

Z vitamini rozpustnych v tucich se v obilovinach vyskytuji tokoferoly (vitamin E)
pouze V klicku. Vitamin D jen ve formé& provitaminli (ergosterol) a také karotenotidy
(provitaminy vitaminu A), které ¢aste¢né urcuji zbarveni mouky. Tyto latky se také radi

K lipidiim, jako tzv. doprovodné latky lipida [8,9].

133 Lipidy

V obilovinach je, vzhledem k ostatnim hlavnim Zivindm, jen velmi malo tukd, ale
maji vhodné sloZeni mastnych kyselin [6]. V mouce jsou pro nas dulezZité pfedevsSim tria-

cylglyceroly a doprovodné latky lipida (fosfolipidy, steroly, karotenoidy a tokoferoly).

Nejvyssi podil mastnych kyselin tvofi esencidlni nenasycend kyselina linolova
(48-57%), také se zde vyskytuje kyselina linolenova (do 5%) [8,9]. Tyto dvé mastné kyse-
liny podléhaji velmi snadno oxidaci, coZ ma za nésledek zluknuti tukd pfi delSim sklado-

vani mouky [7]. Z nasycenych mastnych kyselin obsahuji kyselinu olejovou (16-18%).
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Fosfolipidy jsou obsazeny piedevs§im v klicku a aleuronové vrstveé. V obilovinach je
nejvice fosfatidylcholinu (lecitin), fosfatidylethanolaminu (kefalin) a fosfatidylovych kyse-
lin. Pii jejich Stépeni pomoci enzymu glycerofosfataza se nepfiznivé zvySuje kyselost

mouky [8,9].

1.3.4 Bilkoviny

Bilkoviny obilovin jsou neplnohodnotné, jejich limitujici aminokyselinou, tj. ami-
nokyselina ur¢ujici vyzivou hodnotu stravy, je lysin [6,7]. Hlavni postaveni ma pSeni¢na
bilkovina, ktera s vodou tvoii lepek, tj. pruzny gel [8]. Tato bilkovina, obsahujici alergenni
gliadiny a nachazejici se v pSenici, zité¢, jeémeni a ovsu, zpisobuje potravinovou

nesnasenlivost tzv. celiakie [6]. Vice viz kapitola 2 PSeni¢né bilkoviny.

1.3.5 Sacharidy
V obilovinach se nachazi monosacharidy, oligosacharidy i polysacharidy.

Monosacharidy se v obilovinach nachazi pouze v malém mnozstvi. Mezi monosa-
charidy patii pentosy (arabinosa, xylulosa), které jsou zakladni stavebni jednotkou vyso-
komolekularnich pentosanti, a hexosy (glukosa, fruktosa), jez se zde vyskytuji hlavné jako

zakladni stavebni jednotka oligosacharidi a polysacharidu [7,8].

Oligosacharidy se v obilovinach nalézaji také pouze v malych koncentracich. Jsou
zde ptitomny disacharidy sacharosa a maltosa a trisacharid rafinosa [7]. Maltosy se vyuziva

ke stanoveni maltosového Cisla, tj. cukrotvorna schopnost mouky. Vétsi mnozstvi maltosy

vvvvv

Mezi polysacharidy patii skrob, celulosa, hemicelulosa, lignin a pentosany.

Nejvétsi podil hmotnostniho zastoupeni v obilovinach tvoti skrob. Vyskytuje se
Vv parenchymatickych bunkach endospermu. Jeho mnozstvi se snizuje s vyS$im stupném
vymleti, viz tab.1. Sklada se z nerozvétveného fetézce amylosy (25%) a z rozvétveného
amylopektinu (75%) [4,7,8]. Obé slozky jsou tvoieny jednotkami glukosy. Amylosa je roz-
pustna ve vodé, ptiCemz amylopektin je ve vodé nerozpustny, po zahfevu vytvaii viskozni

roztoky, ze kterych ochlazenim vznika gel [10].

Skrob je z hlediska vyroby chleba a peéiva velmi dilezity, jelikoZ po nabobtnani,

zmazovaténi a zcukieni (enzymaticky rozklad pomoci amylas) umoziuje ¢innost kvasin-
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kam. Také se podili na tvorbé stiidky, nebot’ vaze vodu uvolnénou denaturaci bilkovin pii
2
peceni, a chlebové kiirce, protoze se spolecné s aminoslouc¢eninami ucastni Maillardovy

reakce [2,7,10].

V tab. 1 je uvedeno hmotnostni zastoupeni vlakniny, ov§em pro upfesnéni je nutno
uvést, ze se jedna pouze o hrubou vldkninu, ktera predstavuje nerozpustnou celulosu a lig-
nin. Ve skutecnosti je z hlediska vyzivy pojem vldknina mnohem $ir$i- zahrnuje také he-

micelulosy a pentosany [11,12].

Celulosa a lignin jsou hlavni soucasti obald a bunéénych stén a pii mlynském zpra-
covani z vétsi ¢asti prechazi do otrub [7,8]. Hemicelulosy se skladaji s pentos a hexos a
nachdzeji se v bunéénych sténach, kde zastavaji funkci opérného pletiva a zasobni latky
[7,11]. Pentosany, jak nazev napovida se skladaji pfedev§im z pentos. Rozd¢luji se na pen-
tosany rozpustné (slizy) a nerozpustné (Casto se fadi k hemicelulosam) ve vodé. Neroz-
pustné doprovazi celulosu v bunéénych sténach a maji vyssi stupen vétveni. Slizy jsou sou-
¢asti bunécnych stén, bunééného obsahu, a také se zacastiuji metabolismu. Jsou schopny
zv€tSovat svij objem az osmkrat, ovSem pii vysSich teplotach vazanou vodu uvolnuji. Ob-

A4

sah pentosant je v zitné mouce vyssi nez v pSeni¢né [7,8,9].

1.4 Technologie a zpiisoby zpracovani zrna na mouku

Mlynska technologie u nas zpracovava ptedevsSim chlebové obiloviny, tj. pSenici a

zito [8]. Mohli bychom ji shrnout do nasledujicich etap [7]:
- pfijem, pred¢isténi a uskladnéni
- pfiprava k mleti
- mleti

- pfiprava a skladovani mouky

1.4.1 Poskliziiové upravy

Zrna po sklizni dale dozravaji a pii spravném skladovani se zvySuje jejich kvalita.
Pti Spatném skladovani mize dojit az k jejich znehodnoceni, proto se musi provadét neu-

stala kontrola [7].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Mezi poskliziiové Upravy fadime Cisténi, tfidéni a suSeni. Pfi CiSténi se obvykle vy-
uzivaji sita, kterymi proudi vzduch. Lehéi necistoty jsou odfukovany, téz§i a mensi propa-
davaji sity doli. Dale se vyuzivaji napi. magnetické separatory, odkaménkovace apod. Pti

tiidéni délime obiloviny podle jejich kvality [3,7].

VysuSeni zrn na skladovatelnou vlhkost se musi provadét co nejrychleji, jelikoz
vlhkost ma vliv na kli¢ivost [3,7]. Nejéastéji je pouzivano suseni teplym vzduchem, dale je

Mozno pouzit suSeni vakuové, infraCervenym zatrenim, mikrovinné atd. [7].

1.4.2 Ptijem, predciSténi a uskladnéni

Obili dopravované do mlyna prochazi vstupni kontrolou, ktera piezkoumava jeho

mnozstvi a kvalitu. Po pred¢isténi se skladuje v silovych bunkéach [7].

1.4.3 Priprava k mleti

Pti zpracovani se ze vSeho nejdiive musi sestavit vhodna smés obili na zamel [8].
Vhodné michéani zrn lepsi kvality, tzv. zlepSovadla, se zrny normdlni a horsi kvality je
ucinnéjsi nez michani kone¢nych mouk [7,8].

Sestavena smés obili se musi vycistit odstranénim piimési a necistot. Odkaménko-
vacem jsou oddé€leny Castice s vét§i hmotnosti. Obilny aspiratér, tj. skiin se tfemi sity a
ventilatorem, odstraiiuje predevsim prach, pisek, slamu, ale 1 vétsi Castice neZ jsou zrna [7].
Pro vytfidéni zrn o stejném rozméru pticneho fezu (kulata, dlouhd) se uziva souprava stroji
zvanych triéry, tj. duty vélec, jenZ méa na strané kapsovité dilky, kterymi propadavaji

nestandardni zrna [7,8].

Zmo je dale potieba zbavit povrchovych dfevnatych vrstev slupky. Obili je nakra-
péno vodou, po odleZeni (2-3 hod.) mifi do dvou loupacich a jednoho karta€ovaciho stroje.
Zde se oddéli oplodi, vousky a prach s ryhy, u zita také klicky [7]. Nasleduje kondiciovani,
téz oznaCované jako hydrotermicka uprava obili, pii které se zlepSuji technologické vlast-

nosti. Pfipravené zrno ma suchy endosperm a vlhkou slupku, ktera se 1épe oddéluje [8].

1.44 Mleti

Vlastni mleti je velmi slozity proces, ktery se skladd z n¢kolika mlecich pasazi,
pfi¢emz kazda zahrnuje drceni a tfidéni. Drceni 1ze rozdélit na tfi etapy: Srotovani (otevieni

zrna, odd€leni endospermu, ziskani hrubych ¢astic), lusténi krupic (drceni krupic obsahuji-
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ci ¢ast obalu tak, aby se dal snadno odd¢lit) a vymilani (drceni ¢istého endospermu) [3,7].
Hlavnim drticim zafizenim jsou valcové stolice, které maji mleci valce s hladkym nebo
ryhovanym povrchem. Otaceji se rozdilnou rychlosti, aby se obili drtilo stithem a nemacka-
lo se. Melivo z drticich stroju je tfidéno pomoci rovinného vysévace, tj. ve své podstaté
nekolik pohybujicich se sit. Produkty postupuji dal§i mleci pasaze, nebo jsou ptfidany do

vyslednych mlynskych vyrobkd [7,8].
V soucasnosti rozliSujeme [7,8]:
- mleti na krupice (na vysoko)- u pSenice, snazime se ziskat maximum krupic

- mleti na mouky (na plocho)- u zita, snazime se ziskat maximum mouky

1.4.5 Priprava a skladovani mouky

Na kazdé mleci pasézi je ziskano ur¢ité mnozstvi mouky. Tyto mouky, oznaované
jako pasazni, maji riizné vlastnosti. Podle obsahu popela a granulace se spolu rizn¢ kom-

binuji a vznikaji hotové mouky [2,7,8].

Cerstvé namletd mouka musi dozrat (2-6 tydnil), protoze nema plnou pekaiskou
hodnotu. Pro dozrani je nejvhodnéjsi teplota do +18°C, pfi¢emz dochazi hlavné k vybéleni
a pozitivnim zménam lepkového komplexu, sniZzuje se jeho taznost a zvySuje pruznost,
diky oxidaci thiolovych skupin a tvorbé disulfidickych vazeb mezi sirnymi aminokyseli-

nami [2,7,8].
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2 PSENICNE BILKOVINY

Bilkoviny jsou ve vyzivé Cloveéka nepostradatelné, jakozto jeho zékladni stavebni
jednotka. Jejich doporu¢ena denni potieba je 0,8-1 gram na jeden kilogram vahy ¢lovéka, z
toho by polovinu mély tvofit rostlinné bilkoviny [10]. Rostlinné bilkoviny se aminokyseli-
novym slozenim 1i§i od zivoc¢iSnych, obsahuji ¢asto mnoho kyseliny glutamové a aspara-
gové a jejich amidil, u vSech je nedostatkova nékterd z esencidlnich aminokyselin. Mezi
hlavni zdroje bilkovin patii semena rostlin. V mensi mife jsou dale obsazeny v plodech,

listech, hlizach a bulvach ovoce a zeleniny [13,14].

Z hlediska lidské vyzivy jsou bilkoviny obilovin hlavnim zdrojem rostlinnych bil-
kovin [13]. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.3.4, jsou bilkoviny obilovin neplnohodnotné

(lysin), proto by se mély kombinovat s jinymi napt. bilkovinami lusténin [6,10].

Stavebni slozkou bilkovin obilovin je dvacet zakladnich aminokyselin. Nejvice
obsahuji kyseliny glutamové, ktera je pfitomna pievazné ve formé jejiho amidu- glutaminu,
a prolinu. Dal$imi velmi vyznamnymi aminokyselinami jsou cystein a methionin, které
diky obsahu siry mohou vytvatet velmi pevné disulfidové vazby. Vzorce dilezitych ami-
nokyselin glutaminu, prolinu a cysteinu, jsou znazornény pod nasledujicim odstavcem.

Bilkoviny obilovin obsahuji malo lysinu, threoninu a tryptofanu [7,15].

NH, H H HN,
N I B
Glutamin O=C—C—C—C—COOH
R
H H H
N
COOH
Prolin
SH HN;,
| |
Cystein H— C—C—COOH

|
H H
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Osborne v roce 1907 publikoval frakcionaci pSeni¢nych proteinti na zakladé jejich
rozpustnosti v riznych rozpoustédlech, ¢imz byly bilkoviny obilovin rozdéleny do &yt
zékladnich frakci: albuminy (rozpustné ve vod¢), globuliny (rozpustné v roztocich soli),
prolaminy (rozpustné v 70% ethanolu) a gluteliny (z ¢asti rozpustné ve ziedénych rozto-
cich kyselin a zasad). Tyto bilkoviny se V rizném zastoupeni objevuji u vSech obilnin [15].

Déle mazeme bilkoviny délit z hlediska funkcnich vlastnosti do dvou skupin [7]:
- protoplasmatické bilkoviny- albumin a globulin

- zasobni bilkoviny- prolamin a glutelin

2.1 Protoplasmatické bilkoviny

Protoplasmatické bilkoviny se nalézaji pfedevsim v klicku a aleuronové vrstve.
Piedstavuji bilkoviny enzymaticky aktivni a stavebni [7]. Enzymy jsou bilkovinami, které
funguji jako katalyzatory vétSiny biochemickych reakci. Je dulezitéjsi jejich aktivita nez
mnozstvi. V obilovinach jsou pfitomny napt. amylasy (enzymy hydrolyzujici §krob), prote-
asy (hydrolyzujici peptidické vazby bilkovin), lipasy (hydrolyzujici lipidy) a lipoxygenasy

(oxida¢né-redukéni enzymy oxidujici nenasycené mastné kyseliny lipida) [15].

Mezi protoplasmatické bilkoviny patii albumin a globulin. PSeni¢ny albumin se
nazyva leukosin a v obilném zrné je v zastoupeni 14,7 hmot. % celkového mnozstvi bilko-
vin. PSeni¢ny globulin je edestin a v obilném zrné zastava 7 % bilkovin. Obsah téchto bil-
kovin v pSeni¢né mouce neni pfili§ zavisly na vnéjSich podminkach a ¢ini asi 15 - 20 % ze
vSech bilkovin [7,13]. V Zitném zrné se nachazi téchto bilkovin mnohem vice, konkrétné
albuminu 44,4 % a globulinu 10,2 hmot. % z celkového mnozstvi bilkovin [7,13].

Z technologického hlediska nejsou tyto bilkoviny az tak dilezité [15].

2.2 Zasobni bilkoviny

Zasobni bilkoviny se nachazeji v endospermu a urcuji technologickou, biologickou,

krmnou a nutri¢ni hodnotu zrna.

Mezi zasobni bilkoviny patii prolaminy a gluteliny [7,13]. Prolaminy pSenice, Zita,
jeCmene a ovsa zpusobuji potravinovou nesnaSenlivost- celiakii, jak jiz bylo zminéno
v kapitole 1.3.4 Bilkoviny. Studie odhalily, Ze toto onemocnéni postihuje piiblizné

0,4 % populace, coz celiakii posouva na nejbéznéjsi potravinovou alergii viibec. Mecha-
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nismus pusobeni téchto alergennich bilkovin neni zcela objasnén. Celiakie je prozatim ne-
vylécitelné onemocnéni a jedinou IéCbou je dozivotni dodrzovani bezlepkové diety,

tzn. vylouceni bilkovin podc¢eledi Triticeae [16].

PSeni¢ny prolamin se nazyva gliadin a jeho obsah v zrn¢ zastava 32,6 hmot. %
z celkového mnozstvi. Zitny prolamin je sekalin (20,9 %). Pieni¢ny glutelin se nazyva

glutenin (45,7 %) a zitny je sekalinin (24,6 %) [7,13].

PsSenicné zasobni bilkoviny jsou velmi vyjimecné, od ostatnich se 1isi pfedevSim
schopnosti tvofit za pfitomnosti vody a vzdusného kysliku se sou¢asnym vlozenim mecha-
nické energie (hnéteni) pevny gel- lepek [15]. Lepek, zvany téz jako gluten, byl poprvé
charakterizovan Beccarim jiz v roce 1745 [16]. Je tvotfen ze dvou tfetin vodou a jedné tre-
tiny hydratovanych gliadinovych a gluteninovych bilkovin, pfi€emz gliadin poskytuje lep-
ku taznost a glutenin pruznost a bobtnatelnost [7,13]. Jeho trojrozmérna sit’ predstavuje

kostru tésta [14,15].

Lepek je mozné z tésta izolovat proudem vody jako tzv. mokry lepek v mnozstvi
20 — 35 %. Je ovSem nutné si uvédomit, ze takto vyprany lepek neobsahuje pouze bilkovi-
ny, ale také vlakninu, Skrob, cukry, kyselinu fosforecnou, lipidy apod. Mokry lepek je cha-
rakterizovany taznosti, pruznosti a schopnosti bobtnat ve zfedéném roztoku kyseliny mlé¢-

né. Jeho jakost do zna¢né miry urcuje vlastnosti tésta [8,15].

ésto zitné nema schopnost tvofit tuto bilkovinou trojrozmérnou sit’ a je tvoreno
Tést t h tt t tuto bilk t t t

hlavné na bazi polysacharidi [1,15].
Gliadin

Gliadin je pSeni¢ny monomerni prolamin, nebo se také miZe oznacit jako nizkomo-
lekularni zasobni pSeni¢na bilkovina (zkr. z angl. LMSP) [7,17]. Je nejvice prozkoumanou
skupinou prolamint z hlediska chemické struktury. Je slozen z n€kolika (jejich pocet se
odhaduje na 50) jednotlivych proteinti s molekulovou hmotnosti 30 az 75 kDa. Obsahuje
mnoho glutaminu (36-45 %) a prolinu (14-30 %), pomérn¢ malo kyseliny asparagové a
glutamové a bazickych aminokyselin- argininu, lysinu a histidinu. Nizky obsah téchto ky-
selych a bazickych aminokyselin s polarnimi fetézci zpusobuje malou rozpustnost gliadinu
ve vode [13,16].

Gliadiny byly rozdéleny podle klesajici mobility pii gelové elektroforéze nebo

katexové chromatografii na a-, B-, y- a o-gliadiny. Jejich pomér zastoupeni je rozdilny
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Vv zavislosti na odridé¢ a rtstovych podminkach, lze vsak fici, Ze z celkovych gliadint se
nejvice vyskytuje a-typ, poté y-typ a w-gliadiny se vyskytuji pouze v malé mife [16].
a-, B- a y-gliadiny obsahuji intramolekularni disulfidové vazby, zatimco w-gliadiny neob-

sahuji sirné aminokyseliny [17].

Frakce ziskané gelovou elektroforézou jsou charakteristické pro kazdou odridu
pSenice a jsou ulozeny V databankach. Nejrozsahlejsi databazi rostlinnych bilkovin je
Pfam, databaze sestavena na Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge, UK. Diky tomu

1ze arbitrazné rozpoznat dle jediného zrna jeho odrida [15,16].

Ptedpoklada se, ze gliadin ve struktufe lepku je tvofen spojitym fetézcem bilkovin
(viz obr. 2), ktery vytvaii z¢asti tseky helixt a z¢asti ndhodné ohyby, pficemz helixy (A)
jsou udrzovany velkym mnoZzstvim vodikovych vazeb, zatimco ohyby (B) jsou udrzovéany

velmi pevnymi disulfidickymi vazbami [15].

Obr. 2: Schéma struktury gliadinu [7]

Popis obr. 2: A- useky helixii, B- nahodné ohyby udrzované disulfidickymi vazbami
Glutenin
Glutenin je pSeni¢ny polymerni glutelin, t¢Z oznacovan jako vysokomolekularni
zasobni pSeni¢na bilkovina (zkr. z angl. HMSP) [7,17]. Diky polymerni bilkovinné struktu-

fe ma vyssi molekulovou hmotnost [18]. Obvykle se rozd€luje na nizkomolekularni

(LMW) a vysokomolekularni (HMW) podjednotky, pfi¢emz nizkomolekularni gluteniny
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maji  molekulovou hmotnost vrozmezi 30-40 kDa a vysokomolekularni

gluteniny 65-90 kDa [17].

Gluteniny nejsou tak dobfe prozkoumany. De Vincenzi a spol. prokazali, ze nizko-
molekularni gluteniny obsahujici peptidové sekvence velmi podobné gliadinu, jsou také

toxickeé pro lidi s celiakii [16].

U glutenind byl prokazan silny vliv na pekafskou jakost. Rtizné podily vysokomo-
lekularnich glutenini vykazuji velky vztah mezi pevnosti tésta a vykonu peceni [18]. PSe-
nicné linie, které nemaji vysokomolekuldrni gluteniny, nemaji dostateCnou taznost tésta.
Dale bylo prok4dzano u mouky na vyrobu téstovin, kterd neni vhodna pro pekatské tcely, ze

ma vice nizkomolekularnich gluteninti nad vysokomolekuldrnimi [1].

Glutenin je ve struktufe lepku ptfedstavovan jako komplex tvofen mnoha fetézci
bilkovinnych podjednotek rtiznych velikosti (viz obr. 3). Nizkomolekularni fetézce jsou
uvniti udrzovany disulfidickymi a vodikovymi vazbami a vné€ jsou s ostatnimi spojeny vo-
dikovymi vazbami a hydrofébnimi silami. Vysokomolekularni slozky maji interfetézcové a

intrafetézcové disulfidické vazby, jez udrzuji pevnou a pruznou strukturu lepku [7,15].
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Obr. 3: Model struktury gluteninu [7]

Popis obr. 3: A- vysokomolekuldrni podjednotky gluteninu, B- intraretézcové disulfidické
vazby, C- interretézcové disulfidické vazby, D- nizkomolekuldarni podjednotky gluteninu, E-

sekundarni vazby (vodikové a hydrofobni interakce)
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3 EXTRAKCE PSENICNYCH BILKOVIN

Extrakce je délici metoda zaloZend na distribuci slozky mezi dvé faze a to bud’ tu-
hou a kapalnou, nebo mezi dvé kapalné. V piipadé¢ mouky se bude samoziejmé jednat o
extrakci tuhé latky kapalinou, jez je nejcastéji pouzivana extrakce slouzici k izolaci jedné
nebo vice latek z ptirodniho materialu. Piechod ¢astic z tuhé faze do roztoku je zptisoben
interakci molekul rozpoustédla s molekulami rozpousténé latky. Volba vhodného rozpous-
tédla je velmi dulezita, a to nejen pro spravné extrakéni déleni, ale také pro nasledné stano-

veni napt. chromatografické [19].

Pro vétSinu rostlinnych a zivocisnych bilkovin je rozpustnost obilnych bilkovin
znaén¢ netypicka [20]. Mnoho zasobnich proteinti neni rozpustnych ve vod¢, ale jsou roz-
pustné v alkoholech (prolaminy) nebo v kyselinach, zasadach, denatura¢nich, Cisticich ¢i
redukénich Cinidlech (gluteliny) [21]. Tato netypicka a velmi slozitd rozpustnost je zptiso-
bena neobvyklym aminokyselinovym slozenim (velky obsah glutaminu, prolinu a hydrofo-
bnich aminokyselin a nedostatek kyselych a zékladnich zbytk) a silnou tendenci se neko-
valentn¢ vazat pres disulfidické vazby do polymerit o vysoké molekulové hmotnosti
(HMW). Z rostlinnych bilkovin Ize nejhtife izolovat a stanovit obilné bilkoviny rovnéz
diky obsahu nékterych slozek endospermu, jako jsou sacharidy a lipidy vdzané na protein
pomoci nekovalentnich vodikovych nebo hydrofobnich vazeb ¢i kovalentnich disulfidic-

kych vazeb [20,21].

Jednou z nejdéle pouzivanych metod, ktera slouzi k charakterizaci obilnych bilko-
vin, je postupna separace proteinli na zdakladé jejich odlisSné rozpustnosti navrzena
Osbornem v roce 1907, jiz popsana v kapitole 2. PSeni¢né bilkoviny [15,22]. Cela tfada
studii vSak dokazuje, Ze tyto pfechody Vv rozpustnosti nejsou ostré, prolinaji se a zavisi na
extrak¢nim Cinidle, teploté a dobé extrakce. Napiiklad bylo prokazano, ze pomérné velka
cast frakci bilkovin je pfi vyssi teploté extrakce rozpustna ve vodném roztoku chloridu

sodného [22].

K extrakci bilkovin se pouzivd mnoho rozpoustédel, jako napf. vodny roztok etha-
nolu, 2-propanol, dimethylformamid (DMF), 2-merkaptoethanol (2-ME), mocovina,
dodecylsulfat sodny (SDS) apod. Extrakéni podminky by mély byt pfizptisobeny bilkovi-
nam [21]. Volba vhodného rozpoustédla zavisi také na nasledném stanoveni, naptiklad pro
SE-HPLC je vhodnym rozpoustédlem 0,1% fosfore¢nan sodny obsahujici 0,1% SDS, také

je mozné ptidani 1% 2-ME ke snizeni vzniku disulfidickych vazeb. Pti pouziti vodného
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roztoku ethanolu pro nasledné stanoveni IE-HPLC je nutno provést vysuseni (odstranéni
ethanolu) a nasledné rozpusténi v rozpoustédle vhodném pro IE-HPLC jako je tteba 1 M
mocovina [20]. Prozatim bohuzel neexistuje jednotnd metoda separace obilnych

proteint [21].

Dvotacek (2006) popisuje ve své praci vliv navazky, koncentrace pouzitych roz-
poustédel a externich faktora (teplota, hrubost mleti a ¢as extrakce) na kvantitativni zmény

jednotlivych bilkovinnych frakci u pSenice ozimé [22].

Po extrakci vzorku musi nasledovat filtrace nebo odstfedéni, aby se odstranily pii-
padné necistoty a srazeniny. Pro filtraci se uzivaji membréany s pory o velikosti 0,2-0,5 pm.
Snadngjsi a ekonomictéjsi, je vSak odstied’ovani (25 000 - 400 000 x g na 10 az 15 min),
které se diky svym piednostem mnohem vice vyuzivé [21]. Vzorky jsou skladovatelné po
dobu nejméné jednoho mésice. Pfi zamrazeni se vSak mohou vytvofit srazeniny, proto se
doporucuje skladovat vzorky, pokud jsou dostate¢né stabilni, pti pokojové teploté. VEtSina
vzorkd obsahujici gliadiny ¢i gluteniny jsou stabilni. Problém by mohl nastat u vzorkl ob-
sahujici albuminové a globulinové frakce, které nejsou tolik stabilni, jelikoZ mohou obsa-

hovat proteazy [21].

Homola (2012) extrahoval 200 mg mouky ve 3 ml pfipraveného extrakéniho ¢inidla
(H20 + acetonitril v poméru 3:1). Vzorek byl nasledné michan 5 minut na vibra¢ni tfepacce
a odstfedén pii 10 000 ot/min po dobu 10 min. Takto pfipravené vzorky byly do 72 hodin
stanoveny metodou HPLC v UV detekci pii 214nm [23].

Bietz (1983) extrahoval rozdrcena jadra pSenice 70% vodnym roztokem ethanolu
nebo 50% rozpoustédlem (obsahujici 15% acetonirilu + 0,1% TFA) + 50% kyselinou octo-
vou po dobu 30 minut za periodického michani v mnozstvi odpovidajici 0,04 ml/mg. Po
odstiedéni pti 27 000 X g po dobu 10 minut byly vzorky bud’ hned analyzovany metodou
RP-HPLC nebo skladovany zamrazenim [24].

Huebner a Bietz (1993) pied vlastni extrakci vzorky mouky odtucnili. Navazka
500 mg mouky byla michana 15 minut ve 3 ml butanolu, nésledovalo odstfedéni
pii 20 000 x g po dobu 10 minut. Dale byly vzorky promyty 2 ml petroletheru a opét od-
sttedény. Takto odtu¢néna mouka byla extrahovana 3 ml 0,05 M NaCl (odstranéni albumi-
no-globulinové frakce) na vibracni tiepacce 20 minut pii 5°C, nasledovalo odstfedéni. Ex-

trakt (supernatant) byl ulozen k dal§imu stanoveni. Srazenina byla extrahovana 3 ml 70 %
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vodného roztoku ethanolu na vibra¢ni tiepacce po dobu 30 minut. Po odstfedéni (15000 x g
12min) byly vzorky ulozeny pii 4°C do stanoveni, které bylo provedeno metodou

SE-HPLC a RP-HPLC [25].

3.1 Izolace albumini a globulini

Albuminy a globuliny mohou byt extrahovany vodou nebo slabymi vodnymi rozto-
ky soli, nejcastéji chloridem sodnym [20, 21, 22]. Dvoracek (2006) uvadi jako nejvhodnéj-
§i metodu extrakce albumino-globulinové frakce nasledujici postup. Navazka 0,5 g mouky
o zrnitosti maximalné 0,8 mm byla extrahovana v 5 ml 0,5 M NaCl po dobu 15 minut pfi
teploté 4°C. Poté 15-ti minutova centrifugace pii 6 500 ot./min. Néasledovalo promyti, dva-
krat po sob¢ stejnymi objemy rozpoustédla po dobu 5 minut, a opét centrifugace pfi stej-

nych otackach po dobu 5 minut. Supernatanty byly spojeny a uskladnény v chladnicce [22].

3.2 lIzolace prolamini

Z hlediska chemické struktury jsou pSeni¢né gliadiny nejvice prozkoumanou skupi-
nou prolamint [16]. Gliadiny jsou po pfedchozim odmyti albumino-globulinové frakce
ziskany extrakci vodnym roztokem alkoholu, nejcastéji ethanolu o koncentracich
40 — 70 % (v/v) [16,22]. Jsou takika nerozpustné v neutralnim prostieni, zatimco

Vv kyselém a alkalickém prostiedi jsou téméf zcela rozpustné [26].

Dvotacek (2006) doporucuje pii frakcionaci gliadint extrakci 0,5 g mouky 5 ml
60 % vodnym roztoku ethanolu pfi teploté 20°C po dobu 4 hodin. Posléze 15-ti minutova
centrifugace pii 6 500 ot./min, promyti (dvakrat po sobé po dobu 5 minut), a opét centrifu-
gace pii stejnych otackach 5 minut. Supernatanty byly spojeny a uskladnény
V chladnicce [22].

Bietz et al. (1984) zkoumd ve svém dile podminky extrakce gliadinu pro nasledné
stanoveni metodou HPLC. Vliv doby extrakce, piedchoziho odmasténi a extrakce NaCl,
typ a stafi extraktu. Pfi pouziti 70 % ethanolu je vhodny ¢as extrakce pro reprodukovatelné
vysledky 30 minut, ba dokonce i po 5-ti minutové extrakci lze ziskat kvalitativni vysledky.
Dale se prace =zabyva extrakci proteini dalS§imi cCinidly: 70% ethanolem,
55% 2-propanolem, mléénanem hlinitym, 2 M mocovinou a 2 M dimethylformamidem
(DMF). Vsechna extrak¢ni Cinidla byla vhodna k extrakci gliadinu i bez ptredchoziho od-

masténi a extrakce v NaCl, jelikoz obsah albumint a globulint je nizky a gliadin se vylu-
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huje  mnohem rychleji. U mocCoviny a DMF byly vmalé mife extrahovany
také gluteniny [20,21,27].

Homola (2012) pfi ptipravé vzorkl pro detailni stanoveni gliadinovych frakci ex-
trahoval 200 mg mouky ve 3 ml 50 % n-propanolu. Vzorek byl michan 5 minut na vibra¢ni
ttepacce a odstfedén pii 10 000 ot/min po dobu 10 min. Takto pfipravené vzorky byly
do 72 hodin stanoveny metodou HPLC v UV detekci pfi 210 nm [23].

Lookhart, Cox a Chung (1993) extrahovali 250 mg mouky v 0,750 ml 70 % vod-
ném roztoku ethanolu po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Vzorek byl odstfedén pii
4000 x g 10 minut pfi 25°C. Supernatant byl oddé¢len a skladovan do provedeni analyzy
metodou RP-HPLC [28]. Thewissen et al. (2011) také uziva k extrakci gliadinii z mouky
70% vodny roztok ethanolu (pfi 20°C, 20 minut) [26]. Piston et al. (2011) uplatiiuje
k extrakci 60% vodny roztok ethanolu. Navazka 100 mg mouky byla extrahovana tiikrat
v 670 pul 60% ethanolu pti pokojové teploté. Byla dvé minuty michana na vibraéni tiepacce
a nechana 10 minut stat. Poté byl vzorek odstiedén pii 6000 x g po dobu 20 min. VSechny

tii supernatanty byly spojeny a pouzity na stanoveni metodou RP-HPLC [29].

Cole et al. (1983) pripravil vzorek a-gliadinu pro stanoveni metodou GPC rozpus-

ténim 50 mg mouky ve 4 ml 0,01 M kyseliny octové [30].

3.3 Izolace glutelinii

Gluteniny jsou velmi heterogenni skupina bilkovin endospermu pSenice nerozpust-
na ve vode¢, ale rozpustna v roztocich soli a kyselin. Pracovat s nimi v piivodnim stavu je
velice obtizné, jelikoZ jsou nerozpustné v bézné pouzivanych rozpoustédlech a maji silnou
tendenci se sdruzovat a formovat v agregaty o vysoké molekulové hmotnosti [31]. Dvota-
¢ek (2000) zjistil, ze extrakce glutenind pii pouziti 0,02 M a 0,1 M NaCl z pohledu opako-
vani, velikosti ¢astic Srotu a dob¢ extrakce je velmi variabilni, tudiz doporucuje pti kvanti-

tativni analyze bilkovin mnoZstvi glutenint dopocitat [22].

Gluteniny mohou byt extrahovany 5% 2-ME v Tris pufru obsahujicim 8 M mocovi-
nu, 6 M guanidin hydrochlorid nebo 2% SDS. Mocovina a guanidin chlorid poskytuji lepsi
vysledky [21]. Huebner a Bietz (1987) uvadéji, ze po pouziti 2% SDS jsou vysledky nere-
produkovatelné, jelikoz po analyze bylo zjisténo, ze chybi nékteré vysokomolekularni

frakce [32]. 2-ME a dithiothreitol (DTT) jsou vhodna reduk¢ni ¢inidla, pficemz DTT je
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pomalejsi nez 2-ME. Po redukci disulfidickych vazeb, kterymi je spojeno mnoho podjed-
notek glutelinu, je mozno vysledné cysteiny alkylovat 4-vinylpyridinem, kyselinou jodooc-

tovou, ¢i akrylonitrilem, aby se zabranilo reoxidaci do vy$si molekulové hmotnosti [21].

Piston et al. (2011) extrahovali dvakrat vzorek zbaveny frakce gliadinu (zminéno
vyse) v 500 pl 50% 1-propanolu + 2 M mocoviny + 0,05 M Tris-HCI (pH 7,5) + 2% DTT.
Takto pfipraveny extrakt byl 2 minuty michan na vibracni tfepacce pii pokojové teplote,
poté inkubovan 15 min pii 60°C za stalého michani. Po 20 minutovém odstfedéni byly

supernatanty obsahujici frakce gluteninu spojeny a pouzity pro stanoveni RP-HPLC [29].

Dong et al. (2009) piipravili vzorek HMW-GS pro analyzu metodou SDS-PAGE a
RP-HPLC nasledovné. Navazka 30 mg mouky byla ptfidana do 120 pl 70% vodného rozto-
ku ethanolu a za periodického michéani pti pokojové teploté ponechana 30 minut. Odstie-
déna 10 minut pti 13000 ot/min. Zbytek byl promyt s 500 ul 55 % iso-propanolu po dobu
30 minut pii teploté 65°C, odstiedén pii 13000 ot/min 10min. Supernatant byl ulozen. Tyto
kroky, které slouzi k odstranéni gliadinu, byly provedeny dvakrat. Vzorek zbaven gliadini
se posléze extrahoval ve 100 pl extrakéniho pufru (50% iso-propanol, 80 mM Tris-HCI
(pH 8), 1% DTT) pii teploté 65°C po dobu 30 min. Po odstiedéni byla frakce gluteninu
alkylovana 4-vinylpyridinem 30 min pfi 65°C. Supernatant po odstfedéni (13000 ot/min
15 min) byl pouzit pro analyzu [33].

Bradova et al. (2011) pftipravili frakcit HMW-GS pro stanoveni metodou SDS-
PAGE dvouhodinovou extrakci rozdrceného zrna v 0,3 ml roztoku pfipraveného z 30 ml

0,25 M Tris-HCI (pH 6,8)+24 ml 10% SDS+2 ml glycerolu+6 ml 2-ME+48 ml H,0 [34].

Tahir (2008) ve své praci popisuje izolaci HMW-GS a LMW-GS pro analyzu
SDS-PAGE. Kextrakci HMW-GS ze vzorku byl pouzit roztok, ktery obsahoval
28,5% rozpoustéciho pufru (7% SDS + 0,01 M Tris-HCI (pH 6,8)+ 30% glycerol +0,001 M
comassie blue) a 5% 2-ME. Piiprava LMW-GS dle Tahiry: 20 mg mouky bylo extrahovano
tiikrat v 50% propan-2-ol pii 60°C 30 min. Gluteniny poté byly rozpustény v 50% propan-
2-ol + 0,08 M Tris-HCI (pH 8,5) + 20 mM DTT (60°C, 30 min). Supernatant byl ziedén
jednim objemem 50% propan-2-ol + 0,08 M Tris-HCI (pH 8,5) + 40 mM 4-vinylpyridin
(60°C, 3 hod). Gluteniny byly vysrazeny 1 ml acetonu a srazenina byla rozpusténa
Vv rozpoustécim pufru (7% SDS + 0,01M Tris-HCI (pH 6,8) + 30% glycerol + 0,001 comas-
sie blue) [35].
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4 NEKTERE MOZNOSTI DETEKCE PROTEINOVYCH FRAKCI
PSENICE

Analyza obilnych bilkovin je velmi slozita, diky jejich velké riznorodosti, netypic-
ké rozpustnosti, ptitomnosti jinych slozek endospermu vazanych na protein a zna¢né hete-
rogenité [20,21]. Piesto bylo vyvinuto mnoho metod zabyvajicich se analyzou této hetero-
genni skupiny proteinti [20]. Pro stanoveni frakci cerealnich bilkovin se pouzivaji elektro-

foretické, chromatografické i imunochemické metody [16].

4.1 Elektroforéza

Elektroforéza je zakladni metodou separace zasobnich bilkovin pSeni¢éného zrna
[34]. Patii mezi elektromigraéni separacni metody, které vyuzivaji rozdilné pohyblivosti
elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli [36]. Tyto Castice putuji
Vv tekutém médiu — elektrolytu podle povahy naboje bud’ k anod¢ nebo ke katodé [34].
Rychlost pohybu ¢astic je zavisla na velikosti naboje, velikosti molekuly, podminkach pro-
stiedi a sile elektrického pole. Velikost naboje ovliviiuje stupen ionizace a pH prostiedi.
Elektroforetické metody lze rozdélit do ¢tyi zdkladnich typa dle experimentélniho uspota-
dani a to na elektroforézu zonovou, elektroforézu s pohyblivym rozhranim, izoelektrickou

fokusaci a izotakoferézu [36].

Elektroforéza bilkovinnych genetickych markert, tedy sestavy zasobnich a enzyma-
tickych proteinl zrna, je béZnym postupem separace bilkovin v prostiedi polyakrylamido-
vého nebo Skrobového gelu. Geneticka interpretace nasledné umoznuje identifikovat feno-
typ jednotlivych bilkovinnych alel. Vytvofeni databaze vzorovych elektroforetickych spek-
ter bilkovin jednotlivych odriid — etalont je zakladem vyuzivani elektroforézy genetickych

markerta pro identifikaci odrad pSenice [37].

Zékladni metodou je elektroforeticka analyza gliadint pSenice ve sloupcich Skrobo-
vého gelu (SGE). Touto metodou Ize stanovit pomérmné piesné rozdilnost a $ifi genetického
vybaveni jednotlivych odrad. Alternativou je elektroforeticka analyza gliadint
v polyakrylamidovém gelu v kyselém prosttedi (A PAGE — ISTA) a s Al-laktatovym
pufrem dle Metakovského (A PAGE — Metakovsky). Tyto metody jsou finan¢n¢ i pracovné
nakladné;si [37].
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Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Jedna se o elektroforeticky zpiisob separace na zakladé velikosti molekul separova-
nych latek. Elektroforéza probiha v polyakrylovém gelu s dodecylsulfatem sodnym, coz je
anionaktivni detergent nesouci pomérné vysoky naboj. Ve vazb¢ na bilkovinu tedy vyrov-
nava nabojové rozdily jednotlivych bilkovin, které se v gelu pohybuji pouze podle rozdilné

velikosti jejich molekul.

Tato technika se nejcastéji pouziva pro analyzu HMW a LMW glutenint a je zna-
zornéna na obr. 4 [38,39]. V gluteninu jsou disulfidické vazby S$tépeny pomoci
2- merkaptoethanol a redukovatelné podjednotky jsou v komplexu s SDS. Podlouhlé ¢asti-
ce mohou tedy snadnégji migrovat a béhem elektroforézy proniknou hloubéji do gelu. M-
Zzeme tak charakterizovat HMW-GS a LMW-GS zaroven v jednom gelu, kdy HMW-GS
putuji gelem pomaleji [34,39].
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Obr. 4: Princip analyzy gluteninu v SDS-PAGE [39]

Nevyhodou je neurotoxicita pouzivanych chemikalii (akrylamid a bisakrylamid).
Tato metoda je doporucena mezinarodni organizaci UPOV (Union for the protection of

new varieties of plants) k testovani stalosti odrtd, jejich odli$nosti a homogenity [34].

Gliadiny miZeme rozdélit na zakladé rozdilné mobility pii elektroforéze
Vv polyakrylamidovém gelu pfi nizkém pH na a-, -, y- a o-gliadiny, kdy a-gliadiny maji
nejvyssi elektroforetickou pohyblivost [17].
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V poslednich letech byla vyvinuta moderni analytickd technika tzv. automaticka
¢ipova elektroforéza Experion (Experion Systém, Bio-Rad Laboratories USA), ktera ma
na rozdil od klasické SDS PAGE ftadu vyhod, pfedevsim rychlost, jednoduchost, vysokou
opakovatelnost provedeni analyz, objektivnost a vét$i pracovni bezpecnost. Analyza bil-
kovin je provedena prostiednictvim analytického kitu s ndzvem ,,Experion Pro260 Analysis

Kit“, ktery umozni analyzu 10 vzorkti béhem 30 minut [34].

4.2 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay )

Tato metoda je zalozena na interakci specifické protilatky s antigenem. Je nejpouzi-
vangj$i metodou ke stanoveni prolaminli. Nejcastéji je provadéna postupnym vytvaienim
zakotvenych komplext protilatka — antigen — enzymové znacena protilatka v tzv. sendvi-
¢ovém usporadani. Kompetitivni imunochemické stanoveni dovoluje identifikovat antige-
ny, které maji pouze jedno vazebné misto pro protilatku a jejich prostorové usporadani
neumozni vytvoieni sendvicového komplexu, kdy jsou navazany dvé protilatky. Polyklo-
nalni protilatky, jejichZ pfiprava je levnéjsi a jednodussi, maji nizsi specifitu vuci potenci-
aln¢ alergennim peptidiim a pro kvantitativni stanoveni prolamini v nizkych koncentracich

v

kladngjsi, jsou specifické vici jednomu danému aminokyselinovému useku. Protilatky spe-
cifické proti toxickym sekvencim a-gliadinii se v dne$ni dobé jevi jako nejvhodnéjsi
pro stanoveni lepku. Pro tepelnou odolnost m-gliadini je protilatka proti témto gliadinlim
vyuzivana pfi stanoveni lepku u tepelné upravenych potravin. Kli€ovym krokem celého
stanoveni je tedy volba vhodnych protilatek. ELISA je dnes hlavni metodou pro stanoveni

prolamint v nizkych koncentracich [16].

4.3 Hmotnostni spektrometrie

Jedna se o metodu, pfi které se bilkoviny ionizuji dusikovym laserem. Vzniklé ionty
jsou timto urychleny na kratkém useku silnym stejnosmérnym elektrickym polem. Proces
probiha ve vhodné nizkomolekularni matrici, kterd zabrani rozpadu makromolekul.
V trubici bez elektrického pole se méti doba letu iontl k detektoru, ktera je umérna poméru
jejich hmotnosti ku jejich naboji. Metoda slouzi k uréeni znamych peptidu, jako kontrolni
a srovnavaci metoda k odhaleni falesn¢ pozitivnich vysledki imunochemickych analytic-

kych metod. Nevyhodou je vysoka pfistrojova a finan¢ni naroc¢nost [16].
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4.4 Chromatografické metody

Pocatek vzniku chromatografie je v riznych dilech odlisny, avsak celosvétovou
odbornou vefejnosti je za objevitele povazovan M. S. Cvét, ktery na zasedani biologické
sekce varsavské prirodovédné spolecnosti dne 21. 3. 1903 piednesl referat, jenz jednoznac-

né popisoval tuto metodu [40].

Chromatografie zahrnuje skupinu navzajem spjatych separa¢nich metod [41]. Jedna
se o proces, pii kterém dochazi k d¢leni slozek mezi dvéma fazemi, z nichz jedna je mobil-
ni (pohybliva) a druha stacionarni (nepohybliva) [19]. Mobilni fazi mize byt kapalina ¢i
plyn, stacionarni kapalina nebo tuha latka, coz nam umoziuje rizné kombinace [41]. Roz-
déleni chromatografickych metod byva casto rozdilné, jelikoz zalezi na tom, podle ¢eho
déleni provadime. Nejdulezitéjsi metody jsou uvedeny V tab. 2. Jsou rozttidény podle sku-

penstvi mobilni faze a mechanismu separace [19].

Tab. 2: Prehled nejdiilezitejsich chromatografickych metod [19]

Mobilni faize | _>cParatnl Metoda Uzivana
mechanismus zkratka
o, plynova chromatografie na
Plyn sitovy efekt molekulovych sitech GSC
(plynova . . -
chromatografie) adsorpce plynova adsorp¢ni chromatografie
rozdélovani plynova rozdélovaci chromatografie GLC
sitovy efekt gelova permeacni chromatografie GPC
Kapalina adsorpce kapalinové adsorpéni chromatografie LSC
(kapalinova - -
chromatografie) rozdélovani kapalinova rozd€lovaci chromatografie | LLC
chemisorpce iontové vyménna chromatografie IEC

Zékladni princip chromatografie je znazornén na obr. 5. Kolonou naplnénou stacio-
narni fazi putuje mobilni faze. Pokud na zacatek kolony dame vzorek, jenzZ bude obsahovat
slozku 1 a 2, bude jej mobilni faze unaset ke konci kolony. Jak je znazornéno na obr. 5,
slozka 2 putuje kolonou pomaleji, tzn. je vice retardovana. Pii prichodu kolonou, kazda
molekula pfechazi mnohokrat z mobilni faze na stacionarni a naopak. Potadi slozek zavisi
na velikosti interakce mezi slozkou a stacionarni fazi. Cim vétsi bude interakce, tim pozdé-

ji slozka eluuje (vychazi) z kolony [19].
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Obr. 5: Chromatografické déleni vzorku o dvou slozkach [19]

V této praci se budeme vénovat pouze kapalinové chromatografii, ktera se fadi po
elektroforéze k druhé hlavni metod¢ slouzici kizolaci a charakterizaci pseni¢nych

proteint [42].
Kapalinova chromatografie

Pti kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina a stacionarni kapalina nebo
pevna latka [43, 44]. O separaci vzorku rozhoduje stacionarni faze a vyrazné i volba vhod-
né mobilni faze [44]. V poslednich desetiletich se tato metoda velmi rozvinula. Pfedevs§im
byly vyvinuty velice efektivni chromatografické materialy, jenz nam umoznily provadét
chromatografii za zvySeného a vysokého tlaku. Timto se chromatografie rozdélila na niz-
kotlakou (gravita¢ni), stiedotlakou (provadi se pii tlaku asi do 3 MPa) a vysokotlakou
(7-20 MPa), bézn¢ oznacovanou jako HPLC (High Perfomance Liquid Chromatography).
Posledni jmenovand zapficinila zvySeni vykonnosti metody, ale také diky ni vznikl typ

chromatografie na kvalitativné vyssi arovni [43].

Nasledujici text se bude vénovat vybranym metodam kapalinové chromatografie,

pouzivanych pro analyzu pSeni¢nych proteint.
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Gelové permeacni chromatografie - GPC

Jedna se o kolonovou kapalinovou chromatografii jejiz stacionarni fazi je kapalina.
Tato metoda vyuziva mechanického déleni molekul vzorku v pdérech gelu na zaklad¢ jejich
rizné velikosti [45]. Pii prichodu kolonou jsou molekuly zpomalovany, protoze pronikaji

do rozpoustédlem napusténych poru, pti¢emz mensi molekuly pronikaji hloubéji [44].

Gelova permeacni chromatografie, tézZ oznaCovand jako velikostné-vylucovaci se
zkratkou SE (z anglického size-exclusion), nam podava informace o molekularni velikosti
nativnich pSeni¢nych proteini a skladbé podjednotek. Gliadin byl extrahovéan 70 % ethano-
lem. Poté byl frakciovan na sloupci Sephadexu, kde mobilni fazi byla zfedéna kyselina
octova na HMW (M 100 000 - 400 000), w-gliadiny (M 60 000 — 80 000), y-gliadiny
(M cca 40 000), o/p-gliadiny (M 30 000 - 35 000), albuminy a globuliny. Podobn¢ byl i
glutenin po $tépeni disulfidickych vazeb a alkylace vyslednych cysteintl, pouzitim rozpous-
tédla obsahujici 4 M mocovinu a 0,03 M kyselinu octovou frakcionovan do tfech skupin,

které se lisily velikosti a tendenci asociovat.

Pfi  pouziti vysokotlaké chromatografie, oznaCovana bézné¢ SE-HPLC
(zkr. size-exclusion high-performance liquid chromatography), je tato metoda stejné¢ dobra,
dokonce o néco lepsi. SE-HPLC je rychld, citliva a reprodukovatelna. Dokonce je mozZné
pomoci této metody rozlisit jednotlivé odriidy pSenice na zaklad¢ analyzy nativnich glute-

nind, ¢i celkovych proteint a tim také piedvidat kvalitu mouky pro peceni chleba [42].

Odbornych ¢lankh, které se zabyvaji separaci pSenicnych proteinli pomoci
SE-HPLC, je mnoho. Jako prvni popisuje tuto metodu Bietz roku 1984 [42], dale ji zkou-
ma v dilech z roku 1985 [46] a 1986 [20]. Dalsimi publikacemi popisujicimi tuto metodu
jsou napi. Bietz, 1990 [21], Bietz a Simpson, 1992 [42], Huebner a Bietz, 1993 [25] a
Oszvald, 2011 [47].

Kapalinova rozdélovaci chromatografie - LLC

Opét se jedna o kolonovou kapalinovou chromatografii s kapalinou jako staciondrni
fazi. Tato metoda ovSem vyuziva rozdilné rozpustnosti molekul vzorku mezi dvéma nemi-
sitelnymi kapalinami [45]. Jedna z kapalnych fazi se zakotvi na inertni pevny
nosi¢ - vznikne faze stacionarni. Pfi normalnim uspotadani je tato fdze vodna, respektive

s vodou misitelnd a mobilni faze je nepolarni. Mizeme tak separovat latky rozpustné ve
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vodé. Pokud stacionarni faze bude nepolarni, hovoifime o chromatografii s pfevracenou

fazi, ktera bude separovat latky rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech [43].

RP-HPLC (z angl. reversed-phase high-performance liquid chromatography), neboli
vysokotlaka kapalinova chromatografie s pievracenou fazi je nejpouzivanéjsi metoda,
slouzici k frakcionaci a charakterizaci pSeni¢nych proteinii. Rozdéluje proteiny na zakladé
povrchové hydrofobnosti, tedy interakei mezi proteiny a porézni hydrofébni matrici kolo-
ny. Poprvé ji pouzil Bietz roku 1983 [24] na proteiny endospermu pSenice a kukufice.
Do té doby slouzila pouze pro peptidy a jednoduché proteiny a nikoliv pro slozité biologic-
ké smési, jelikoz nebyly jesté vynalezeny vhodné kolony [20]. Je mnoho odbornych ¢lanki,
které se zabyvaji touto metodou a jeji optimalizaci, napt. Bietz 1983 [24], 1985 [46], 1986
[20] a Bietz et. al. 1984 [27], dale pak Bietz 1990 [21], Bietz a Simpson 1992 [42], Dong
et. al. 2009 [33].

V RP-HPLC se pSeni¢né proteiny mohou extrahovat v jakémkoliv rozpoustédle.
Frakcionace probiha pouzitim gradientu se vzrustajicim obsahem acetonitrilu (nejcastéji
20% az 60%), ktery obsahuje 0,05-0,1% kyselinu trifluoroctovou. Detekce pak obvykle
probiha pti 210-225 nm. Pro reprodukovatelnost vysledku je vhodnd konstantni teplota.

Bylo zjisténo, ze pii 50-70°C se zvySuje rozliseni, diky naruseni vodikovych vazeb [42].

Iontové vyménna chromatografie - IEC

Tato metoda je kolonova kapalinova chromatografie, ktera ma stacionarni fazi pev-
nou latku v podobé iontoménice [43, 45]. Tontoméni¢ je makromolekularni matrice (poly-
styren, celuloza, dextran apod.), ktera nese vhodné funkéni skupiny, tj. pevné vazané ionty,
na nez jsou iontové pfipojeny protionty. Ty jsou vyménovany ionty stejného znaménka
naboje. Pii tomto dé&ji se uplatiuji elektrostatické pfitazlivé sily mezi ionty opacného nabo-

je, tzv. Coulombovy sily [44].

Iontomeénice muzeme délit podle ionogennich skupin na [48]:

Katexy- Jsou nerozpustné polymerni polyvalentni kyseliny, které vyménuji
kationty. Mohou byt silné kyselé (obsahuji sulfoskupinu —-SOjz’, -CH,SOs’,
-CH,CH,S0y), stfedné kyselé (-POgZ'), ¢i slabé kyselé (-COO).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

Anexy- Jsou nerozpustné polymerni polyvalentni baze vymeénujici anionty.
Také mohou byt silngé bazické (-CH,N'(CHs)s, -CH;N*(CHs),CH,CH,0H,
-CeH4N"(CHyz)s), stiedné bazické (-CH,CH,NHC(NH2)=N"H,, -C,HsN"H(C;Hs),),
nebo slabé bazické (-N"HR3, -CH,CH,;NH3)

IEC tedy vyuziva rozdilné vyménné adsorpce iontl vzorku na povrchu iontového
ménice, diky tomu se vzorky separuji podle poctu ionizovanych skupin a velikosti naboji.
Probiha ve dvou fazich, nejdiive se ionty zachyti podle velikosti neseného ndboje na ionto-
vém meénici, a poté jsou vytésnény roztokem, ktery obsahuje molekuly s vétsi afinitou

k iontoménici nebo zménou pH [43, 48].

Pted ptichodem vysokotlaké chromatografie byla tato metoda, pfi uziti kolon na
bazi celuldzy, jednou z nejlepsich chromatografickych metod pouzivanych k separaci obil-
nych proteint [21]. Poskytla ndm mnoho cennych informaci o slozeni lepku. Lepek napfi-
klad mizeme frakcionovat na karboxymethylcelulézové koloné pouzitim gradientu se zvy-
Sujici se koncentraci kyseliny. Také mlizeme proteiny vymyvat chloridem sodnym. Tyto
metody jsou sice dodnes pouzitelné, ale frakce jsou moc heterogenni. Je tedy nutné IEC
stale zlepSovat pomoci disociacnich ¢inidel, nastavenim elu¢nich podminek, ménicim se

pH apod. [42].

Pro IE-HPLC (z angl. ion-exchange high-performance liquid chromatography) bylo
vyvinuto mnoho katexovych 1 anexovych kolon na bazi kiemiku. Ty byly ovSem pouzity
predevs§im na jiné nez cerealni proteiny [20]. Vzhledem k tomu, ze IEC je metoda vhodna
pro separaci obilnych proteinii, méla by vysokotlakd byt minimélné stejné¢ dobra. Neni
ovSem mnoho odbornych publikaci, které by se touto metodou zabyvaly. Mohla by napfi-
klad slouzit k identifikaci odrid pSenice. Je popsana frakcionace gliadinti na anexové kolo-
né¢ Pharmacia Mono- Q za velmi alkalickych podminek. Dobra separace probiha pti pH
10,4, kdy je potlacena ionizace argininu. Dal$i velmi nadéjna metoda popisuje frakcionaci
gliadinu na katexové kolon¢ Pharmacia Mono- S HR. IE-HPLC stale ziistava vyzvou pro

badatele, aby se dosahlo vysokého rozliSeni pii separaci lepkovych proteint [42].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 POUZITE MATERIALY A CHEMIKALIE

5.1 Vzorky

Na chromatografické déleni proteini z mouky byla pouzita hladka mouka pSenice
seté (Triticulum aestivum L.). V prvni fad¢ byly vzorky ptipraveny z mouky T 530 Jihlava,
Rakousko, Hermann a Oplatkova. Ve druhé fad¢ byly vzorky piipraveny pouze z jedné

mouky od firmy Penam a.s.

5.2 Chemikalie pro analyzu

Akrylamid (Roth, Némecko)

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH, Némecko)
Bis-akrylamid (N,N"-methyl-bis-akrylamid) (Roth, Némecko)
Comassie blue G-250 (SERVA Elektrophoresis, Némecko)
Dusicnan sttibrny (Roth, Némecko)

Ethanol (Penta, Chrudim)

Formaldehyd (Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice)

Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycin (Penta, Chrudim)

Chlorid sodny p. a. (Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice)

Kyselina octova 99% (Penta, Chrudim)

MES (Kyselina 2-morfolin-ethan sulfonova) p. a. (Roth, Némecko)
Mocovina p. a. (Fluka, Némecko)

Octan sodny p.a. (Penta, Chrudim)

Peroxidisiran amonny (Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice)

SDS (Dodecylsultat sodny) (Roth, Némecko)

Serva Blue G

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin) (Roth, Némecko)
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Thiosiran sodny (Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice)
TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) 99,9% (Roth, Némecko)
Uhli¢itan sodny bezvody p. a. (Penta, Chrudim)

2-ME (2-Mercaptoethanol) 99% p. a. (Roth, Némecko)

5.3 Zarizeni

detektor Waters 486 Tunable Absorbance detector (Waters, Corp USA)
detektor Waters 484 Tunable Absorbance detector (Waters, Corp USA)
Kapalinovy chromatograf Waters 600E (Waters, Corp USA)
Kapalinovy chromatograf LCP 5020 (Laboratorni piistroje Praha, Ceské republika)
Shérag frakci Gradi Frac (Pharmacia, Svédsko)

Spektrofotometr Helios Gama (Thermo Electron Corp., USA)
Univerzalni stolni centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Némecko)

UV detektor LCD 2040 (Laboratorni piistroje Praha, Ceské republika)
Zdroj napéti pro elektroforézu Consort E844 (Sigma-Aldrich, Némecko)
Zaznam na notebooku premio v programu CHROMuULAN v 0.79

a ostatni bézné laboratorni pomicky
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6 METODY CHROMATOGRAFICKEHO DELENI BILKOVIN

6.1 Extrakce bilkovin z mouky

Extrakce bilkovin z mouky byla provadéna dvémi zpisoby. V prvni fadé vzorka
byla mouka extrahovana fosfatovym pufrem (pH 6,9), jenz obsahoval SDS [49]. Ve druhé
fad¢ vzorku byla mouka extrahovana 0,05 M kyselinou octovou (obsahujici 2-ME) tiikrat
po sobé. U téchto tfech ptipravenych extrakti byla pii pH 4 stanovena koncentrace protei-

nd podle Bradfordové, jez prokazala velky obsah proteint ve vzorku.

6.1.1 Priprava prvni rady vzorki

Navazka 50 mg mouky byla extrahovana v 5 ml 0,1 M fosfatového pufru (pH 6,9,
obsahujici 0,5 hm. % SDS) po dobu 2 hodin pii teploté 60°C (v termostatu) s ob&asnym
promichanim. Po extrakci byl vzorek centrifugovan po dobu 15 minut 11500 ot/min a tep-

lot& 25°C. Takto p¥ipravené vzorky byly uskladnény v chladniGce do stanoveni [49].

6.1.2 Priprava druhé rady vzorki

Navazka 5 g mouky byla extrahovdna v 10 ml extrakéniho roztoku (obsahujici
0,05 M kyseliny octové + 0,1% 2-ME) po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Poté na-
sledovalo odsttedéni pfi 13750 ot/min po dobu 15 minut. Supernatant byl oddélen od sra-
Zeniny a nafedén pufrem A pétinasobné. Slozeni pufru A je uvedeno v tab. 5, kapitola
6.2.2. Vzdy byl pouzit stejny pufr i na chromatografii. Takto pfipraveny vzorek byl jesté
podroben filtraci a upravé pH na pozadovanou hodnotu (dle pouzitého pufru

pH 4, 5, 10 nebo 8).

Srazenina byla rozmichana v extrakénim roztoku v mnozstvi do ptivodni hmotnosti.
Postup se opakoval, ¢imzZ se pfipravil extrakt 2. Ke sraZeniné byl opét pfidan stejny eX-
trakéni roztok a postup se opakoval pii vzniku extraktu 3.

Extrakty byly uchovavany pfti laboratorni teploté¢ az do stanoveni, jelikoz pfitomna

mocovina by pfi chladngjsi teploté vykrystalizovala.
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6.2 Chromatografie proteinti na iontoménicich

Chromatografie byla provadéna na kapalinovém chromatografu LCP 5020 a Waters
600 E. Byly pouzity iontoménic¢ové kolony HiTrap Capto S (katex), HiTrap Capto Q (anex)
0 objemu 1ml, CIM SO3 DISK (katex) a CIM QA DISK (anex). K detekci byly pouzity
detektory Waters 486 a 484 a UV detektor LCD 2040. Mé&ieni bylo provadéno pii 280 nm.
Zaznam z detektoru byl vyhodnocovan pomoci programu CHROMULAN v 0.79.

6.2.1 Chromatografie prvni rady vzorki

U ptipravenych vzorki prvni fady musela byt pfed stanovenim provedena dialyza,
jenz méla za kol odstranit SDS. Obsah SDS ve vzorku by totiz mohl narusit méfeni, jeli-
koz se mize vazat na ionexové kolony. Vzorek byl dan do dialyzacniho stfivka. Stfivko
bylo vlozeno do kadinky s pufrem A (viz. tab.3). Stejny pufr byl vzdy také pouzit na na-
slednou chromatografii. Dialyza probihala za stalého michani pii laboratorni teploté (pufr
obsahujici mocovinu) nebo teploté chladnicky (pufr bez mocoviny) do nasledujiciho dne.
Vyména pufru byla provedena po 2 hodinach a pfed odchodem z laboratofe. VVzorek po
dialyze byl odstfedén (15000 ot/min, Smin), ze sraZeniny byl pfipraven vzorek na elektro-

forézu, ze supernatantu byl pfipraven vzorek na chromatografii i na elektroforézu.
Piiprava pufra

V destilované vodé bylo rozpusténo vypocitané mnoZzstvi danych latek pro pufr A
(viz tab.3). Nasledovalo doplnéni destilovanou vodou na pocitany objem. Pfi rozpousténi
byly roztoky obsahujici mocovinu zahtivany, jelikoz by se tak velké mnozstvi mocoviny
pfi laboratorni teploté jen stéZi rozpustilo. Poté byl roztok vychlazen na laboratorni teplotu,

ptefiltrovan a bylo u né¢j upraveno pH na pozadovanou hodnotu.

Pii ptipravé pufru B bylo vypocéitané mnozstvi soli rozpusténo v pufru A (odpovi-
dajiciho slozeni) a doplnéno timto pufrem do pozadovaného objemu (viz. tab. 4). Posléze

byla provedena filtrace a Giprava pH.
Vzorovy vypocet: Pufr A oznacen 1-7A0 o slozeni 50 mmol/l MES + 0,1% 2-ME, pH 7
mnozstvi MES: m=MxVxc

m = 195,5 (g/mol) x 0,5 (I) x 0,05 (mol/l) = 4,889 MES

mnozstvi 2-ME: 0,1% z 500ml = 0,5ml 2-ME
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Tab. 3: priprava pufii A pouzitych na prvni radu vzorkii

Oznaceni H sloZeni pufru A
pufru P mnoZzstvi chemikalii na objem roztoku
1-7A0 - 50 mmol/l MES + 0,1% 2-ME
na 500 ml: 4,88 g MES, 0,5 ml 2-ME
1-7AM - 50 mmol/l MES + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina
na 500 ml: 4,88 g MES, 0,5 ml 2-ME, 242,24 ¢ moc¢oviny
1-5A0 5 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME
na 400 ml: 2,72 g octanu sodného, 0,4 ml 2-ME
15AM | 5 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina
na 400 ml: 2,72 g octanu sodného, 0,4 ml 2-ME, 192,19 g mocCoviny
1-10A0 | 10 50 mmol/l uhli¢itan squny + 0,1%,2-ME
na 400 ml: 2,12 g uhli¢itanu sodného, 0,4 ml 2-ME
1-10AM | 10 50 mmol/l uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina .
na 400 ml: 2,12 g uhli¢itanu sodného, 0,4 ml 2-ME, 192,19 g mocoviny
1:9AM | 9 50 mmol/l uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina .
na 400 ml: 2,12 g uhli¢itanu sodného, 0,4 ml 2-ME, 192,19 g mocoviny
1.8AM | 8 50 mmol/l uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina
na 400 ml: 2,12 g uhli¢itanu sodného, 0,4 ml 2-ME, 192,19 g mocoviny
14AM | 4 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina
na 400 ml: 2,72 g octanu sodného, 0,4 ml 2-ME, 192,19 g mocoviny
Tab. 4: priprava pufrit B pouzitych na prvni radu vzorkii
Oznaceni H sloZeni pufru B
pufru P hmotnost soli rozpusténé v pufru A na objem
1-7B0 7 50 mmol/l MES + 0,1% 2-ME + 1 M NaCl
na objem 80 ml: 4,68 g NaCl
1-7BM 7 50 mmol/l MES + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina + 1 M NaCl
na objem 80 ml: 4,68 g NaCl
1-5B0 5 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 1 M NaCl
na objem 80 ml: 4,68 g NaCl
1-5BM 5 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina + 1 M NaCl
na objem 80 ml: 4,68 g NaCl
1-10B0 10 50 mmol/l uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 1 M NaCl
na objem 80 ml: 4,68 g NaCl
1-10BM 10 50 mmol/l uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina + 1 M NaCl
na objem 80 ml: 4,68 g NaCl
1-10BM1,5 10 50 mmol/l uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina+1,5M NaCl
na objem 50 ml: 4,38 g NaCl
1-9BM2 9 50 mmol/l uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina + 1 M NaCl
na objem 50 ml: 5,84 g NaCl
1-8BM2 8 50 mmol/l uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina + 2 M NaCl
na objem 50 ml: 5,84 g NaCl
1-4B0 4 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 1 M NaCl
na objem 80 ml: 4,68 g NaCl
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Chromatografie:

Po zapojeni kolony byly drahy A a B proplachnuty destilovanou vodou. Poté byla
destilovana voda vyménéna za pufry, na drahu A pufr A, na drahu B pufr B. Pufr B byl

pouze nasan do drahy B, zatimco draha A s pufrem A byla pusténa do ustéleni detektoru.
Nastiik
Po ustaleni detektoru byl pfistroj vynulovan, spustén zaznam a nastiiknut vzorek.

Opét byl pristroj pustén do ustaleni detektoru, pfiCemz mobilni faze byla odebrana a ozna-

¢ena nazvem FT (z angl. flow through) pro nasledné stanoveni.
Gradient

Po nastiiku a ustaleni detektoru byl nastaven gradient a stroj opét spustén. Jednotli-

vé frakce byly odebirany nejcastéji po minuté, piipadné po dvou minutach.

6.2.1.1 Pokus- katex, pH 7, CIM SO3 DISK

M¢éteni bylo provadéno na katexové diskové kolon¢ CIM SO3 DISK pii pH 7.
Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky T 530 Jihlava.

Na draze A byl pufr 1-7A0, na draze B pufr 1-7B0

Nastiik vzorku: Nastiiknut byl 1 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-7A0), pritok mobilni
faze (1-7A0) byl nastaven na 0,5 ml/min., doba chromatografie trvala 100 min. Z nastiiku

odebran vzorek, oznacen jako FT.

Gradient: Prutok byl nastaven na 0,5 ml/min. Doba chromatografie trvala 15 minut.
V prvnich péti minutach byla pusténa pouze draha A s pufrem 1-7A0, po péti minutach
byla nastavena gradientova eluce pufrem 1-7B0 (tj. postupné zvysovani koncentrace pufru
1-7B0 z drahy B a snizovani koncentrace pufru 1-7A0). Odchyt frakci po dvou minutach.

Nasledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci elektroforézy

na SDS-PAGE s 15% koncentraci polyakrylamidu (popséano V kapitole ¢ 6.3).

6.2.1.2 Pokus- katex, pH 7, CIM SO3 DISK, mocovina

Me¢éfteni bylo provadéno na katexové diskové koloné¢ CIM SO3 DISK pii pH 7.
Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky T 530 Jihlava.

Na draze A byl pufr 1-7AM, na draze B pufr 1-7BM



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

NastFik vzorku: Nastiiknut byl 1 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-7AM), pritok mobilni
faze (1-7AM) byl nastaven na 0,5 ml/min., doba chromatografie trvala 100 min. Z nastiiku
odebrano FT.

Gradient: Prutok byl nastaven na 0,5 ml/min. Doba chromatografie trvala 15 minut.
Prvnich 5 minut pouze draha A s pufrem 1-7AM. Od 5. do 15. minuty gradientova eluce.
Odchyt frakei po dvou minutach.

Nasledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci -elektroforézy

na SDS-PAGE s 15% koncentraci polyakrylamidu.

6.2.1.3 Pokus- katex, pH 5, CIM SO3 DISK

Me¢fteni bylo provadéno na katexové diskové koloné¢ CIM SO3 DISK pii pH 5.
Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky T 530 Jihlava.

Na draze A byl pufr 1-5A0, na draze B pufr 1-5B0

Nastrik vzorku: Nastiiknut byl 1 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-5A0), prutok mobilni
faze (1-5A0) byl nastaven na 0,5 ml/min. Z nastiiku odebrano FT.

Gradient: Prutok byl nastaven na 0,5 ml/min. Doba chromatografie trvala 20 minut.
Prvnich 10 minut pouze draha A s pufrem 1-5A0, od 10. do 20. minuty gradientova eluce.

Odchyt frakci po dvou minutach.

Nasledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci elektroforézy

na SDS-PAGE s 15% koncentraci polyakrylamidu.

6.2.1.4 Pokus- katex, pH 5, CIM SO3 DISK, mocovina

Me¢éteni bylo provadéno na katexové diskové koloné¢ CIM SO3 DISK pii pH 5.
Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky T 530 Jihlava.

Na draze A byl pufr 1-5AM, na draze B pufr 1-5BM

Nastrik vzorku: Nastiiknut byl 1 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-5AM), pritok mobilni
faze (1-5AM) byl nastaven na 0,1 ml/min. Doba chromatografie trvala 20 minut. Nastiik
odchycen po frakcich oznacéen jako FT 1 az 9, pti¢emz FT 1 byly prvni ¢tyfi minuty chro-

matografie, zbytek odchycen po dvou minutach.
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Gradient: Prutok byl nastaven na 0,5 ml/min. Doba chromatografie byla 10 minut, gradi-

entové promyvani bylo zpusténo od zacatku. Odchyt frakei po minuté.

Nasledovala identifikace FT 1-9 pomoci elektroforézy na SDS-PAGE s 15% kon-
centraci polyakrylamidu. Frakce identifikovany nebyly.

6.2.1.5 Pokus- anex, pH 7, CIM QA DISK

Méfeni bylo provadéno na anexové diskové koloné¢ CIM QA DISK pii pH 7.
Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky T 530 Jihlava.

Na draze A byl pufr 1-7A0, na draze B pufr 1-7B0

Nastrik vzorku: Nastiiknut byl 1 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-7A0), prutok mobilni
faze (1-7A0) byl 0,1 ml/min. Doba chromatografie 20 minut. FT bylo odchytavano

po 2 minutach.

Gradient: Pratok byl nastaven na 0,5 ml/min. Od zacatku do 10. minuty byla spusténa
gradientova eluce, poté dvé minuty promyvani pufrem 1-7B0. Odchyt frakci po minuté.

Nésledovala identifikace FT 1-9 a jednotlivych frakci pomoci elektroforézy
na SDS-PAGE s 15% koncentraci polyakrylamidu.

6.2.1.6 Pokus- anex, pH 10, HiTrap Capto Q 1ml

Méfeni bylo provadéno na anexové koloné HiTrap Capto Q o objemu 1ml

pti pH 10. Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Rakousko.
Na draze A byl pufr 1-10A0, na draze B pufr 1-10B0

Nastrik vzorku: Nastfiknut byl 1 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-10A0), pritok mobilni
faze (1-10A0) byl 0,5 ml/min. Doba chromatografie 22 minut. FT bylo odchytavano dle
zaznamu detektoru (0-4,8 min, 4,8-8,7 min, 8,7-15,4 min).

Gradient: Pratok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie trvala 17 minut. Prvnich
5 minut pouze draha A s pufrem 1-10A0, od 5. do 15. minuty gradientova eluce a

od 15 minuty pouze draha B s pufrem 1-10B0. Odchyt frakci po minuté.

Nésledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci -elektroforézy

na SDS-PAGE s 12% koncentraci polyakrylamidu (popsano v kapitole ¢ 6.3).
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6.2.1.7 Pokus- anex, pH 10, HiTrap Capto Q 1ml

Méfeni bylo provadéno na anexové koloné HiTrap Capto Q o objemu I1ml

pii pH 10. Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Rakousko.
Na draze A byl pufr 1-10A0, na draze B pufr 1-10B0

Nastrik vzorku: Bylo nastiiknuto 2 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-10A0), pritok mobil-
ni faze (1-10A0) byl 0,5 ml/min. Doba chromatografie 25 min. FT bylo odchytavano opét

podle zaznamu detektoru (0-5 min, 5-7,6 min, 7,6-13,5 min, nad 13,5 min).

Gradient: Prutok nastaven na 0,5 ml/min. Doba chromatografie trvala 34 minut. Prvnich
10 minut pusténa draha A s pufrem 1-10A0, od 10 do 30 minuty gradientova eluce a
od 15 minuty pouze pufr 1-10B0. Odchyt frakci po dvou minutach.

Nésledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy

(popsano v kapitole ¢ 6.3).

6.2.1.8 Pokus- anex, pH 10, HiTrap Capto Q 1ml, mocovina

M¢éteni bylo provadéno na anexové koloné¢ HiTrap Capto Q o objemu I1ml

pti pH 10. Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Rakousko.
Na draze A byl pufr 1-10AM, na draze B pufr 1-10BM

Nastiik vzorku: Bylo nastfiknuto 3,5 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-10AM), pritok mo-
bilni faze (1-10AM) byl 1 ml/min. Doba chromatografie 23 min. Z nasttiku odebrano FT.

Gradient: Prutok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 20 minut. Prvnich 5 minut
pusténa dréha A, od 5 do 15 minuty gradientova eluce a od 15 minuty pouze drédha B

s pufrem 1-10BM. Odchyt frakci po minuté.

Nasledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci elektroforézy

na SDS-PAGE s 15% koncentraci polyakrylamidu.

6.2.1.9 Pokus- anex, pH 10, HiTrap Capto Q 1ml, mocovina

Me¢éteni bylo provadéno na anexové koloné HiTrap Capto Q o objemu 1ml

pii pH 10. Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Hermann.

Na draze A byl pufr 1-10AM, na draze B pufr 1-10BM
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NastFik vzorku: Bylo nastiiknuto 5 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-10AM), prutok mo-
bilni faze (1-10AM) byl 1 ml/min. Doba chromatografie 23 min. Z nastfiku odebrano FT.

Gradient: Prutok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 30 minut. Prvnich 5 minut
pusténa draha A, od 5 do 15 minuty gradientova eluce, poté pufr 1-10BM. Odchyt frakci

po minute.

Nésledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci elektroforézy

na SDS-PAGE s 12% koncentraci polyakrylamidu.

6.2.1.10 Pokus- anex, pH 10, HiTrap Capto Q 1ml, mocovina

M¢éteni bylo provadéno na anexové koloné¢ HiTrap Capto Q o objemu I1ml

pii pH 10. Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Rakousko.
Na draze A byl pufr 1-10AM, na draze B pufr 1-10BM

Nastfik vzorku: Bylo nastfiknuto 4 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-10AM), pratok mo-
bilni faze (1-10AM) byl 1 ml/min. Doba chromatografie 30 minut. Z nasttiku odebrano FT.

Gradient: Pritok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 50 minut. V prvnich 10 mi-
nutach pouze draha A, od 10. do 30. minuty gradientova eluce, nasledné jen pufr 1-10BM.
Odchyt frakci po minutg.

Nasledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci elektroforézy na

SDS-PAGE s 12% koncentraci polyakrylamidu.

6.2.1.11 Pokus- anex, pH 10, HiTrap Capto Q 1ml, mocovina

Méfeni bylo provadéno na anexové koloné HiTrap Capto Q o objemu 1ml

pti pH 10. Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Rakousko.
Na draze A byl pufr 1-10AM, na draze B pufr 1-10BM1,5

Nastrik vzorku: Bylo nastiiknuto 2 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-10AM), prutok mo-
bilni faze (1-10AM) byl 1 ml/min. Doba chromatografie 25 minut. Z nastfiku odebrano FT.

Gradient: Pritok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 60 minut. V prvnich 10 mi-
nutach pouze drdha A, od 10. do 40. minuty gradientova eluce, nasledn¢ jen pufr

1-10BM1,5. Odchyt frakei po minuté.

Identifikace pomoci elektroforézy nebyla provadéna.
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6.2.1.12 Pokus- anex, pH 9, HiTrap Capto Q 1ml, mocovina

Meéfeni bylo provadéno na anexové kolon¢ HiTrap Capto Q o objemu Iml pii pH 9.

Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Oplazkova.
Na draze A byl pufr 1-9AM, na draze B pufr 1-9OBM2

Nastrik vzorku: Bylo nastfiknuto 5 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-9AM), pratok mobil-
ni faze (1-9AM) byl 1 ml/min. Doba chromatografie 30 minut. Z nastiiku odebrano FT.

Gradient: Pritok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 60 minut. V prvnich 10 mi-
nutach pouze dréha A, od 10. do 40. minuty gradientova eluce, nésledné jen pufr 1-9BM2.
Odchyt frakci po minuté.

Identifikace pomoci elektroforézy nebyla provadéna.

6.2.1.13 Pokus- anex, pH 8, HiTrap Capto Q 1ml, mocovina

Mg¢éteni bylo provadéno na anexové kolon€¢ HiTrap Capto Q o objemu Iml pfi pH 8.

Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Hermann.
Na draze A byl pufr 1-8AM, na draze B pufr 1-8BM2

Nastiik vzorku: Bylo nastiiknuto 5 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-8AM), pritok mobil-
ni faze (1-8AM) byl 1 ml/min. Doba chromatografie 19 minut. Z nasttiku odebrano FT

Gradient: Pritok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 60 minut. V prvnich 10 mi-
nutach pouze draha A, od 10. do 40. minuty gradientova eluce, nasledné jen pufr 1-8BM2.

Odchyt frakci po minutg.

Identifikace pomoci elektroforézy nebyla provadéna.

6.2.1.14 Pokus- anex, pH 8, HiTrap Capto Q 1ml, mocovina

Mg¢éteni bylo provadéno na anexové kolon€¢ HiTrap Capto Q o objemu Iml pii pH 8.

Tento pokus byl bez vzorku, tedy spusténi gradientového programu bez néstiiku.
Na draze A byl pufr 1-8AM, na draze B pufr 1-8BM2

Gradient: Pritok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 60 minut. V prvnich
10 minutach pouze draha A, od 10. do 40. minuty gradientova eluce, nasledné jen pufr 1-

8BM2. Frakce nebyly odebirany.
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6.2.1.15 Pokus- katex, pH 4, HiTrap Capto S 1ml, mocovina

Meéfeni bylo provadéno na katexové kolon€ HiTrap Capto S o objemu 1ml pii pH 4.

Na analyzu byl pouzit extrakt z mouky Rakousko.
Na draze A byl pufr 1-4AM, na draze B pufr 1-4BM

Nastiik vzorku: Bylo nastiiknuto 17 ml vzorku (po dialyze v pufru 1-4AM), pritok
mobilni faze (1-4A0) byl 1 ml/min. Doba chromatografie 65 minut. Z nastiiku odebrano
33mlFT

Gradient: Pratok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 60 minut. V prvnich 10 mi-
nutach pouze draha A, od 10. do 40. minuty gradientova eluce, nasledné jen pufr 1-4BM.
Odchyt frakci po minuté.

U vzorku a FT byla stanovena koncentrace proteini metodou dle Bradfordové. Mé-
feni bylo provadéno na spektrofotometru pii 595 nm. Kalibra¢ni ptimka byla sestavena

kolegy z laboratote jiz diive.
Pro vzorky s absorbanci 0,1-0,6 plati: A =0,0537 ¢ + 0,0005

¢ =(A—-0,0005)/0,0537 [ug/ Iml]

vzorek po dialyze:  (200ul BC + 700ul H,O + 100ul vzorku) —» A =0,239
¢ = (0,239 —0,0005) x 10 (zfedéni) / 0,0537 = 44,1 pug / 1ml
FT: (200ul BC + 700u1 H,O + 100ul vzorku) —» A =0,119

¢ =(0,119 - 0,0005) x 10 (zfedéni)/ 0,0537 = 22.1 pg / 1ml

6.2.1.16  Pokus- katex, pH 4, HiTrap Capto S 1ml, mocovina

Me¢éteni bylo provadéno na katexové kolon€ HiTrap Capto S o objemu 1ml pii pH 4.

Chromatografické stanoveni bylo opét provedeno bez nastiiku vzorku.
Na draze A byl pufr 1-4AM, na draze B pufr 1-4BM

Gradient: Pritok nastaven na 1 ml/min. Doba chromatografie 60 minut. V prvnich 10 mi-

nutach pouze draha A, od 10. do 40. minuty gradientova eluce, nasledné jen pufr 1-4BM.
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6.2.2 Chromatografie druhé irady vzorku

Vzorky druhé fady byly pfipravovany z mouky Penam a.s., jak je zminéno v
kapitole 5.1. Pfed vlastni analyzou byla u vorku vzdy provedena jesté jednou filtrace a

kontrola pH.
Priprava pufra

Postup byl stejny jako v predeslé kapitole. - V destilované vodé bylo rozpusténo
vypocitané mnozstvi danych latek pro pufr A (viz tab. 5), poté doplnéni destilovanou
vodou na pocitany objem. Pfi rozpousténi byly roztoky zahtivany, nasledovalo vychlazeni

na laboratorni teplotu, filtrace a Gprava pH na pozadovanou hodnotu.

Tab. 5: priprava pufirii A, B pouzitych na druhou radu vzorkii

Ozna- sloZeni pufru A
Ceni | pH mnoZstvi chemikalii na objem roztoku
pufru
2-aAM | 4 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 8§ M mocovina
na 500 ml: 3,40 g octanu sodného, 0,5 ml 2-ME, 240,24 g mocoviny
25AM | 5 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M moc¢ovina
na 500 ml: 3,40 g octanu sodného, 0,5 ml 2-ME, 240,24 g mocoviny
2-10AM | 10 50 mmol/] uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina .
na 500 ml: 2,65 g uhli¢itanu sodného, 0,5 ml 2-ME, 240,24 g mocoviny
2.8AM | 8 50 mmol/l Tris + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina
na 500 ml: 3,03 g Tris, 0,5 ml 2-ME, 240,24 g mocoviny
sloZeni pufru B
hmotnost soli rozpusténé v pufru A na objem
2-aBM | 4 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina + 1 M NaCl
na 100 ml: 5,84 g NaCl
25BM | 5 50 mmol/l octan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina + 1 M NaCl
na 100 ml: 5,84 g NaCl
2-10BM | 10 50 mmol/l- uhli¢itan sodny + 0,1% 2-ME + 8 M mocovina + 1 M NaCl
na 100 ml: 5,84 g NaCl
2.88M | 8 50 mmol/l Tris + 0,1% 2-ME + 8 M moc¢ovina + 1 M NaCl
na 100 ml: 5,84 g NaCl

Chromatografie:

Ptiprava ke frakcionaci byla provadéna stejnym postupem jako u prvni fady vzork.
Pritok byl vzdy nastaven na 1 ml/min. NejCastéji bylo nastfikovano 30 ml vzorku.
Z diivodu velkého mnozstvi, byl vzorek nastfikovan drdhou A. Po nastfiku a ustaleni de-

tektoru byl zpustén gradient. Nejcastéji byl program nastaven tak, Ze prvnich 5 minut byl
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pustén pouze pufr A, od 5. do 35. minuty gradientova eluce pufrem B, poté az do 60 minu-

ty byl pustén pouze pufr B.

6.2.2.1  Pokus- katex, pH 4, po 1. extrakci

Meéfeni bylo provadéno na katexové kolon€ HiTrap Capto S o objemu 1ml pii pH 4.

Byl pouzit vzorek po prvni extrakci 5 x nafedén pufrem 2-4AM.
Na draze A byl pufr 2-4AM, na draze B pufr 2-4BM

Nastrik vzorku: Bylo nastfiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 100 min. Z nasttiku
bylo odebrano 90 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie v toto pfipad¢ trvala 100 minut. Prvnich 5 minut 100%
pufru 2-4AM, od 5. do 60. min 0-1% pufru 2-4AM a od 60. min 100% pufru 2-4AM. Od-

chyt frakci po minutg.

Nasledovala identifikace FT a jednotlivych frakei pomoci elektroforézy na SDS-
PAGE s 12% koncentraci polyakrylamidu.

6.2.2.2  Pokus- katex, pH 4, po 2. extrakci

Me¢éteni bylo provadéno na katexové kolon€ HiTrap Capto S o objemu 1ml pii pH 4.

Byl pouzit vzorek po druhé extrakci 5 x nafedén pufrem 2-4AM.
Na draze A byl pufr 2-4AM, na draze B pufr 2-4BM

Nastrik vzorku: Bylo nastiiknuto 10 ml vzorku. Doba chromatografie 40 min. Z nasttiku

bylo odebrano 40 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-4BM a od 35. minuty pouze pufr 2-4BM. Od-

chyt frakci po minutg.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci elektroforézy na SDS-PAGE

s 12% koncentraci polyakrylamidu a tricinové elektroforézy.

6.2.2.3 Pokus- katex, pH 4, po 3. extrakci

Me¢éteni bylo provadéno na katexové kolon€ HiTrap Capto S o objemu 1ml pii pH 4.

Byl pouzit vzorek po tieti extrakci 5 x natedén pufrem 2-4AM.
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Na draze A byl pufr 2-4AM, na draze B pufr 2-4BM

Nastiik vzorku: Bylo nastiiknuto 30 ml vzorku Doba chromatografie 82 min. Z nastiiku
bylo odebrano 82 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-4BM, od 35. minuty pouze pufr 2-4BM. Odchyt

frakci po minuté.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci -elektroforézy na SDS-PAGE

s 12% koncentraci polyakrylamidu a tricinové elektroforézy.

6.2.2.4  Pokus- anex, pH 10, po 1. extrakci

Méfeni bylo provadéno na anexové koloné¢ HiTrap Capto Q o objemu 1ml

pti pH 10. Byl pouzit vzorek po prvni extrakci 5 x nafedén pufrem 2-10AM.
Na draze A byl pufr 2-10AM, na draze B pufr 2-10BM

Nastrik vzorku: Bylo nastfiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 110 min. Z nasttiku
bylo odebrano 100 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-10BM, od 35. minuty pouze pufr 2-10BM. Od-

chyt frakci po dvou minutach.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.5  Pokus- anex, pH 10, po 2. extrakci

Meéfteni bylo provadéno na anexové koloné HiTrap Capto Q o objemu 1ml pii pH

10. Byl pouzit vzorek po druhé extrakci 5 x natedén pufrem 2-10AM.
Na draze A byl pufr 2-10AM, na draze B pufr 2-10BM

Nastiik vzorku: Bylo nastfiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 110 min. Z nastiiku
bylo odebrano 90 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-10BM, od 35. minuty pouze pufr 2-10BM. Od-

chyt frakci po dvou minutach.
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Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.6  Pokus- anex, pH 10, po 3. extrakci

Meéfeni bylo provadéno na anexové koloné HiTrap Capto Q o objemu 1ml

pii pH 10. Byl pouzit vzorek po treti extrakei 5 x nafedén pufrem 2-10AM.
Na draze A byl pufr 2-10AM, na draze B pufr 2-10BM

Nastrik vzorku: Bylo nastiiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 100 min. Z nastiiku
bylo odebrano 90 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie trvala 60 minut. Prvnich 5 minut pusténa pouze draha A
s pufrem 2-10AM, od 5 do 37 minuty ruéné provadéné postupné zvySovani koncentrace

2-10BM a od 37 minuty pouze pufr 2-10BM. Odchyt frakci po dvou minutach.

Nasledovala identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.7  Pokus- anex, pH 8, po 1. extrakci

Me¢fteni bylo provadéno na anexové koloné HiTrap Capto Q o objemu Iml pii pH 8.

Byl pouzit vzorek po prvni extrakci 5 x natedén pufrem 2-8AM.
Na draze A byl pufr 2-8AM, na draze B pufr 2-8BM

Nastrik vzorku: Bylo nastiiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 70 min. Z nasttiku

bylo odebrano 60 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-8BM, od 35. minuty pouze pufr 2-8BM. Odchyt

frakci po dvou minutach.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.8  Pokus- anex, pH 8, po 2. extrakci

Meéfteni bylo provadéno na anexové kolon€ HiTrap Capto Q o objemu Iml pfi pH 8.

Byl pouzit vzorek po druhé extrakci 5 x nafedén pufrem 2-8AM.
Na draze A byl pufr 2-8AM, na draze B pufr 2-8BM

Nastiik vzorku: Bylo nastiiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 80 min. Z nastiiku
bylo odebrano 60 ml FT.
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Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-8BM, od 35. minuty pouze pufr 2-8BM. Odchyt

frakci po dvou minutéch.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.9  Pokus- anex, pH 8, po 3. extrakci

Meéfeni bylo provadéno na anexové kolon¢ HiTrap Capto Q o objemu Iml pii pH 8.

Byl pouzit vzorek po tfeti extrakei 5 x nafedén pufrem 2-8AM.
Na draze A byl pufr 2-8AM, na dréze B pufr 2-8BM

Nastrik vzorku: Bylo nastiiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 78 min. Z nasttiku

bylo odebrano 60 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-8BM, od 35. minuty pouze pufr 2-8BM. Odchyt

frakei po dvou minutach.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.10 Pokus- katex, pH 5, po 1. extrakci

Meéfteni bylo provadéno na katexové koloné HiTrap Capto S o objemu 1ml pii pH 5.

Byl pouzit vzorek po prvni extrakci 5 x nafedén pufrem 2-5AM.
Na draze A byl pufr 2-5AM, na draze B pufr 2-5BM

Nastiik vzorku: Bylo nastfiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 100 min. Z nastiiku
bylo odebrano 60 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-5BM, od 35. minuty pouze pufr 2-5BM. Odchyt

frakei po dvou minutach.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy, barveno také

serva blue.
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6.2.2.11 Pokus- katex, pH 5, po 2. extrakci

Meéfeni bylo provadéno na katexové kolon€ HiTrap Capto S o objemu 1ml pfi pH 5.

Byl pouzit vzorek po prvni extrakci 5 x nafedén pufrem 2-5AM.
Na draze A byl pufr 2-5AM, na draze B pufr 2-5BM

Nastiik vzorku: Bylo nastfiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 90 min. Z nastiiku

bylo odebrano 60 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-5BM, od 35. minuty pouze pufr 2-5BM. Odchyt

frakci po dvou minutach.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.12 Pokus- katex, pH 5, po 3. extrakci

Mg¢éteni bylo provadéno na katexové koloné HiTrap Capto S o objemu 1ml pfi pH 5.

Byl pouzit vzorek po tieti extrakci 5 x nafedén pufrem 2-5AM.
Na draze A byl pufr 2-5AM, na draze B pufr 2-5BM

Nastiik vzorku: Bylo nastiiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 80 min. Z nastiiku

bylo odebrano 60 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-5BM, od 35. minuty pouze pufr 2-5BM. Odchyt

frakei po dvou minutach.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.13 Pokus- katex, pH 4, po 1. extrakci, CIM SO3 DISK

Mg¢teni bylo provadéno na katexové diskové koloné CIM SO3 DISK pii pH 4. Byl

pouzit vzorek po prvni extrakci 5 x natedén pufrem 2-4AM.
Na draze A byl pufr 2-4AM, na draze B pufr 2-4BM

Nastrik vzorku: Bylo nastiiknuto 30 ml vzorku. Doba chromatografie 80 min. Z nasttiku

bylo odebrano 60 ml FT.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-4BM, od 35. minuty pouze pufr 2-4BM. Odchyt

frakci po dvou minutéch.

Identifikace FT a jednotlivych frakci pomoci tricinové elektroforézy.

6.2.2.14 Pokus- katex, pH 4, po 2. extrakci, CIM SO3 DISK

Mg¢feni bylo provadéno na katexové diskové koloné¢ CIM SO3 DISK pii pH 4. Byl

pouzit vzorek po druhé extrakci 5 x natedén pufrem 2-4AM.
Na draze A byl pufr 2-4AM, na dréze B pufr 2-4BM

Nastrik vzorku: Bylo nastiiknuto 10 ml vzorku. Doba chromatografie 60 min. Z nasttiku

bylo odebrano 40 ml FT.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-4BM, od 35. minuty pouze pufr 2-4BM. Odchyt

frakei po dvou minutach.

Elektroforetickd identifikace nebyla provedena.

6.2.2.15 Pokus- katex, pH 4, po 3. extrakci, CIM SO3 DISK

Meéfeni bylo provadéno na katexové diskové koloné CIM SO3 DISK pii pH 4. Byl

pouzit vzorek po tieti extrakci 5 x nafedén pufrem 2-4AM.
Na draze A byl pufr 2-4AM, na draze B pufr 2-4BM
Nastiik vzorku: Bylo nastiiknuto 10 ml vzorku. Doba chromatografie 50 min.

Gradient: Doba chromatografie 60 minut. Prvnich 5 minut pouze draha A, od 5.
do 35. minuty gradientova eluce pufrem 2-4BM, od 35. minuty pouze pufr 2-4BM. Odchyt

frakci po dvou minutach.

Elektroforetickd identifikace nebyla provedena.

6.3 Proteinova elektroforéza

Frakce proteinti byly identifikovany pomoci proteinové elektroforézy na SDS-
PAGE nebo tricinové elektroforézy, kdy je rozdilnost téchto dvou metod pouze v ptiprave

a slozeni gelti a pufri. Na elektroforézu SDS-PAGE byly pouzity gely s 12% a 15% kon-
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centraci polyakrylamidu. K barveni gelu bylo pouzito barveni stfibrem, pouze v jednom

pokusu bylo vyzkouseno barveni Serva Blue G.
SloZeni pouZzitych roztoku:

vzorkovaci redukujici pufr: na 10 ml- 1 ml 1 M Tris (pH 6,8), 2,4 ml glycerolu, 0,8 g SDS,
2 mg Comassie blue G-250, 0,36 g 2-ME.

akrylamid (30,8 % T, 2,6 % C): na 100ml- 30 g akrylamidu, 0,8 g bisakrylamidu

akrylamid (49,5 % T, 3 % C): na 100ml- 48 g akrylamidu a 1,5 g bisakrylamidu

1,5 M Tris (pH 8,8): na 250 ml- 45,4275 g Tris, pH 8,8

1 M Tris (pH 6,8): na 250 ml- 30,285 g Tris, pH 6,8

Elektrodovy pufr: na 1 I- 25 mM Tris (3,0285g), 250 mM glycin (18,77 g), 0,1% SDS (1 g)

Katodovy pufr: na 0,5 I- 0,1 M Tris (6,06 g), 0,1% tricin (8,96 g), 0,1% SDS (0,5 g), skla-

dovat pii 4°C
Anodovy pufr: nall-0,2 M Tris (24,22 g), skladovat pii 4°C

Fixa¢ni roztok: na 1 |- 50 % ethanol (500 ml), 12 % kyselina octova (120 ml),
0,05 % formaldehyd (37 % 1,35ml)

Oplachovaci roztok: na 1 I- 20 % ethanol (200 ml)

Citlivostni roztok: na 1 I- 0,02 % thiosiran sodny (0,2 g)

Barvici roztok: na 100 ml- 0,2% dusi¢nan stiibrny (0,2 g), 0,076 % formaldehyd (37 %
205 pl) — skladovat pii 4°C v tmavé lahvi

Vyvolavaci roztok: na 1 |- 6 % uhli¢itan sodny (60 g), 0,004 % thiosiran sodny (4 mg),
0,05 % formaldehyd (37 % 1,35 ml)

Zakoncovaci roztok: na 1 |- 12 % kyselina octova (120 ml)

Barvici roztok Serva Blue G: na 500 ml- 10 % kyselina octova (50 ml), 0,1 % Serva
Blue G (50)

6.3.1 Priprava vzorki

Vzorky, jez byly nastfiknuty, frakce odchyceny z nastiiku a jednotlivé frakce pro-

teind rozdélenych chromatografii byly 1x nafedény vzorkovacim redukujicim pufrem a
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ponoieny do vrouci vodni 14zné na dobu 5 minut. Takto ptipravené vzorky na elektroforézu

byly tésné¢ pred davkovanim na gel jest¢ diikladné promichany na vortexu.

6.3.2 Priprava gelu na SDS-PAGE

Nejprve bylo provedeno sestaveni skel. Podle tab. 6 byl pfipraven separacni gel,

ktery byl nalit mezi skla asi pul centimetru pod okraj a pievrstven destilovanou vodou, aby

se vytvoril rovny kraj.

Tab. 6: Slozeni separacniho gelu (na 10 ml gelu)

Koncentrace polyakrylamidu: 12% 15%
Slozka Objem slozky (ml)
H,0O 3,3 2,3
akrylamid (30,8 % T, 2,6 % C) 4,0 50
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 2,5
10% SDS 0,1 0,1
10% peroxodisiran amonny 0,1 0,1
TEMED 0,004 0,004

Po ztuhnuti (minimaln€ 5 min) separacniho gelu byla voda vyménéna za zaostfova-

ci gel, ptipraven dle tab. 7 a mezi skla byl vlozen hieben, jez vytvotil drahy pro vzorky.

Tab. 7: Slozeni zaostiovaciho gelu (na 6 ml gelu)

Slozka Objem (ml)
H.0 4,1
akrylamid (30,8 % T, 2,6 % C) 1,0

1,0M Tris (pH 6,8) 0,75
10%SDS 0,06

10% peroxidisiran amonny 0,06
TEMED 0,006

Po zatuhnuti gelu (pfiblizn€ 20 min) byla skla obracena vyfezem do vnitini strany

aparatury. Hieben byl opatrné odstranén a drahy byly promyty elektrodovym pufrem.
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Do prvni drahy byl vzdy aplikovan standard (PM 10-60 nebo PM 20-60) v mnozstvi
2-3 ul a do ostatnich byly pipetovany vzorky po 5-20 pl. Skla s gelem byly vlozeny

do drzaku s elektrodami a mezi né byl nalit elektrodovy pufr.

6.3.3 Priprava gelu na tricinovou elektroforézu

Opét bylo nejprve provedeno sestaveni skel. Podle tab. 8 byly pfipraveny oba gely,
pti¢emz posledni dvé slozky (TEMED, 10% peroxidisiran amonny) byly pfidany az tésné
pied nalivanim do skel, jelikoz po piidani gely hned polymeruji. Do zaostfovaciho gelu byl

dan hieben.

Tab. 8: Slozeni separacniho a zaostrovaciho gelu na tricinovou elektroforézu

Druh a mnozZstvi gelu Separacni, 10 ml Zaostrovaci, 6,25 ml
Slozka Objem slozky (ml)

H.0O 1,9 4,2

akrylamid (495% T,3 % C) 2,1 0,5

gelovy pufr, pH 8,45 3,33 1,55

50 % glycerol 2,67

TEMED 0,009 0,01

10% peroxidisiran amonny 0,1 0,1

Po zatuhnuti gelu (pfiblizné 20 min) byla skla obracena vyfezem do vnitini strany
aparatury jako u piedchoziho, ovSem v tomto ptipad¢ po odstranéni hiebene byly drahy
promyty katodovym pufrem. Aplikace vzorku probihala stejné. Skla s gelem byla vloZena

do drzaku s elektrodami, mezi skla byl nalit katodovy pufr a do drzdku anodovy.

6.3.4 Elektroforéza

Pfipravena aparatura byla pfipojena ke zdroji s nastavenym napétim 140 V. Elektro-
foréza probihala, dokud nedosahla cela spodniho okraje gelu (indikovdno modrym pru-
hem), to trvalo pfiblizn¢ hodinu. Gel byl opatrné vyjmut, oznacen a dan do fixa¢niho roz-

toku.
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6.3.5 Barveni gelu stfibrem

Inkubace gelu ve fixaénim roztoku trvala 2 hodiny na vibracni tiepacce, lze pone-
chat bez michani i pfes noc. Poté byl fixacni roztok vyménén za oplachovaci roztok,
ve kterém byl gel inkubovan dvacet minut tfikrat po sob&. Nasledovala dvouminutova
inkubace v citlivostnim roztoku. Gel byl dvakrat proplachnut destilovanou vodou (po dobu
1 min) a vlozen do barviciho roztoku na dvacet min pii stalém tiepani. Gel byl promyvan v
destilované vodé 20-60 sekund. Posléze byl dan do vyvolavaciho roztoku do doby, nez
bylo dosazeno pozadované intenzity bandu (cca 2-5 min), nasledné byl dan do zakoncova-
ciho roztoku pfi mirném michédni do doby, kdy se pfestal uvoliiovat oxid uhli¢ity (,,bublé-

ni" roztoku).

Nakonec byly gely ulozeny v destilované vodé do nasledného suseni ¢i skenovani.

6.3.6 Barveni gelu Serva Blue G

Jakmile byla elektroforéza dokoncena, byl gel dan do barviciho roztoku Serva
Blue G na 15 minut. Poté byl né€kolikrat promyt roztokem 10% kyseliny octové, do doby

jasn¢ znatelnych vSech drah gelu.

6.3.7 SuSeni, skenovani geli

Ptipravené gely byly u prvni fady vzorkl suSeny, poté foceny. Dvé folie byly dany
do susiciho roztoku. Jedna z nich byla umisténa do suSiciho ramecku. Na ni byl dan gel a
oparné byly odstranény vzduchové bubliny. Druha foélie byla dana shora, opét byly odstra-
nény vzduchové bubliny. Nakonec bylo dokonceno sestaveni suSiciho ramecku a gel suSen

pfi laboratorni teploté. Po ususeni byl gel uloZen v seSitu a focen.
Ve druhé tad¢ vzorkt byl pouzit mén¢ pracny, casové i finanéné vyhodnéjsi postup
skenovani gell. Po barveni byly gely vlozeny do sdCku a jednoduSe naskenovéany do poci-

tace.
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

V prvni fad¢ pokust byla frakcionace pSeni¢nych proteini provadéna za riiznych
podminek. Bylo pouzito rozdilné mnozstvi nastiiknutého vzorku, pH, doba nastfiku, délka
a strmost gradientu, rychlost prutoku. Vzorky byly pifipravovany ze ¢tyi druhti mouky ex-
trakci v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 6,9) + 0,5 hm.% SDS. Po chromatografické frakcio-
naci byla provadéna elektroforéza SDS-PAGE, ktera ukazala, ze zachyt takto extrahova-
nych proteinti na kolonu probiha velmi $patné. Jako dikaz, Ze proteiny nebyly zachyceny
na kolondach, ale pii nastfiku jimi prochazely, bylo provedeno stanoveni koncentrace pro-

teini metodou podle Bradfordové (tab. 9).

Tab. 9: Stanoveni koncentrace proteinii podle Bradfordové

Vanal zovaného vz. Cvysledné Vcelk. Mproteini celk.
Vzorek i A v P
[mi] [ng/ml] [mi] [ng]
Po dialyze 100 0,239 441 17 750
FT 100 0,119 22,1 33 730

Vysvétleni nezdaru dé€leni proteinti u vSech pokust prvni fady vzorku by mohlo byt
nasledujici. Pfitomné SDS nebylo zcela odstranéno dialyzou. SDS je velmi silny anion.
Pti anexové chromatografii se vazalo na kolony misto proteind. Pti katexové chromatogra-
fii obalilo proteiny a ty se tedy nemohly vazat na kolonu. Tak bylo prokazano, ze dialyza

neni dostacujici metodou k odstranéni SDS. Tento postup nebyl nadale pouzivan.

Ve druhé fad¢é vzorkd byla pouzita velmi jednoducha extrakce 0,05 M kyselinou
octovou obsahujici jako redukéni ¢inidlo 2-merkaptoethanol. Extrakce probihala tiikrat po
sob&, ¢imz byl pfipraven 1., 2. a 3. extrakt. Na obr. 6 jsou znazornény tfi gely z tricinové

elektroforézy po extrakci a upravé pH na 10.

Pomoci této metody lze posuzovat rozpustnost proteinli v pouZitém extrakénim
¢inidle (0,05 M kyselina octova + 0,1% 2-merkaptoethanol). Na obr. 6 je vidét, Ze
V prvnim extraktu je velmi nizké zastoupeni vysokomolekularnich proteinti (nad 60 kDa),
které byly rozpustény az pii druhé a tieti extrakci. Také je zde vidét, Ze proteiny o moleku-
lové hmotnosti do 30 kDa jsou velmi dobfe rozpustné, proto se v extraktu 2. a 3. vyskytuji

V mnohem mens$i mife.
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1. extrakce 2. extrakce 3. extrakce
PhA 2 P A 2 PIhA 2
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Obr. 6. Tricinova elektroforéza 1., 2. a 3. extraktu (pH 10)
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Popis: PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30, 20 a 10 kDa),
drdha 2: extrakt proteinii 5 x nareden pufrem 2-10AM, pH 10.

Chromatografické déleni proteinii

Ziskané extrakty byly dale déleny metodami chromatografie na ménicich kationtt a
aniontll. ProtoZe nebyla urCena totoznost analyzovanych proteind, byly pro né¢ zavedeny
zkratky vychazejici z jejich zdanlivé relativni molekulové hmotnosti stanovené pomoci

tricinové elektroforézy.
Katexova chromatografie

Chromatografie na ménicich kationtti byly provadény v pH 4 a 5. Jak je znazornéno
na obr. 8 a 10, byl eluéni profil v obou piipadech podobny, proteiny zachycené na koloné
eluovaly v jednom piku. To by ovSem svédcilo o nepfili§ dobrém déleni proteinové smési.
Analyza pomoci tricinové elektroforézy vsak ukazala, ze lepkové proteiny touto metodou

je mozné ¢astecné rozdélit, jak je patrno z obr. 7, 9, 11, 12.

Je zde vidét pii porovnani nasttikovanych vzorkl a FT, Ze nebyla velka ¢ast protei-
ni zachycena. Mezi proteiny, které na kloné zachyceny byly, dominuji v pH 4 zejména
vysokomolekularni protein P85 a skupina proteinti mezi 35 a 50 kDa oznaéenych jako P35,
P40, P45 a P50. Dale byl v eluovanych frakcich vyznamné zastoupen protein P30 a také

protein P70, ktery byl vSak vyrazné¢ méné koncentrovany. Také je zde patrna pfitomnost
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nekterych proteini o molekulovych hmotnostech nizsich nez 20 kDa, které vSak nejspise
proteiny lepkovymi nejsou.

Porovnanim s katexovou chromatografii v pH 5 je vidét posun eluce vétSiny pika
faze. U proteinu P85 dochazi v podstatné mife az k posunu mezi nezachycené proteiny
(FT), zatimco n¢které dalsi byly posunuty jen o nékolik frakci a jejich eluce byla naopak
intenzivngjsi. Z tohoto pozorovani lze usoudit, ze P85 ma relativné nizky izoelektricky
bod, takze v pH 5 je jeho kladny naboj velmi maly a jeho zachyceni na kolonu slabé. Proto
byla zachycena jen mala ¢ast, ktera poté eluovala v nejnizsich frakcich gradientu iontové
sily. Naopak v pH 4 byl uz nabit dostatecné, takze se na kolonu zachytil pevnéji a eluoval
ve vyssich frakcich. Proteiny P70, P63, P50, P40, P35 a P30 jsou naopak silngjsimi kation-
ty uz v pH 5, proto v tomto pH eluovaly ve stfednich frakcich gradientu, zatimco v pH 4
byla jejich eluce posunuta vysoko a pravdépodobné ¢ast z nich zistala na koloné zachycena

i ve 100% mobilni faze B.

Katexovou chromatografii tedy mizeme pouzit k oddéleni uvedenych proteint
od proteintl ostatnich a tyto proteiny mizeme navzajem odd¢lit vhodnou volbou pH a vy-

bérem ptislusnych frakci.

PM 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12

P85 :
P70
60 - P50
P45
40 P40
x P35
30
P30
20 .

Obr. 7: Tricinova elektroforéza  vzorku

po 2. extrakci a IEC chromarografii pri pH 4

Popis:  PM:  proteinovy  marker  zndamych  molekulovych — hmotnosti
(60, 40, 30 a 20 kDa), drdha 2: 2. extrakt proteinii 5 x nareden pufrem 2-4AM, pH 4, draha
3: proteiny, které odesly hned pri nastriku (FT), draha 4 az 12: frakce odebrané
pri gradientu z ¢asu 3, 12, 14, 15, 16, 17, 19, 28 a 30 min.
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Obr. 8: Chromatografie na ménicich kationtit v pH 4 vzorku po 3. extrakci
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Obr. 9:  Tricinova elektroforéza  vzorku
po 3. extrakci a IEC chromatografii pri pH 4
Popis:  PM:  proteinovy  marker  znamych  molekulovych  hmotnosti

30 a 20 kDa), draha 2: 3. extrakt proteinii 5 x nareden pufrem 2-4AM, pH 4, drdha

3: FT, draha 4 az 12: frakce odebrane pri gradientu z casu 12, 13, 14, 15, 16, 17,19, 21 a

23 min.
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Obr. 10: Chromatografie na menicich kationtii v pH 5 vzorku po 2. extrakci
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Obr. 11: Tricinova elektroforéza  vzorku
po 2. extrakci a IEC chromatografii pri pH 5
Popis:  PM:  proteinovy  marker  zndamych  molekulovych  hmotnosti
(60, 40, 30 a 20 kDa), drdha 2: 2. extrakt proteinii 5 x nareden pufrem 2-5AM, pH 4, drdha
3: FT, drdha 4 az 11: frakce odebrané pri gradientu z ¢asu 12-13, 14-15, 16-17, 18-19, 20-
21, 22-23, 24-25 a 26-27 min.
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Obr. 12: Tricinovd elektroforéza vzorku

po 3. extrakci a IEC chromatografii pri pH 5

Popis:  PM:  proteinovy  marker  zndmych  molekulovych  hmotnosti
(60, 40, 30 a 20 kDa), drdha 2: 3. extrakt proteinii 5 x nareden pufrem 2-5AM, pH 5, drdha
3: FT, drdha 4 az 11: frakce odebrané pri gradientu z ¢asu 12-13, 14-15, 16-17, 18-19, 20-
21, 22-23, 24-25 a 26-27 min.

Anexova chromatografie

Chromatogram z chromatografie na ménicich aniontd je dosti podobny chromato-
gramu z katexové chromatografie (obr. 13, 15). Ani zde neni patrné rozd€leni proteinti
do jednotlivych pikti. Ovsem z gelovych elektroforéz na obr. 14 a 16 je vidét, Ze i zde do-
chézi k zachytu jen né€kterych proteint, a to zpravidla odliSnych od téch, které byly zachy-

ceny v katexové chromatografii.

Anexové chromatografie byly provadény v pH 10 a 8. V obou ptipadech ve eluova-
nych frakcich jednozna¢né dominuji proteiny P60 a P41. Protein P41 by mohl byt identic-
ky s proteinem P40 zachycenym v katexové chromatografii, ale ze ziskanych vysledku
to nelze jednoznacné potvrdit. Na gelu po chromatografii v pH 10 je patrny jesté velmi
intenzivni pik proteinu P10, ktery bohuzel nebyl zachycen na gelu po chromatografii
v pH 8, jelikoz elektromigrace nebyla vcas zastavena. Tento protein ale pravdépodobné
nepatii do skupiny lepkovych proteint. Kromé& zminovanych proteini P60 a P41 byla
na anexu zachycena jesté fada proteint v rozmezi 25-41 kDa, které jsou jasné patrné

zejména v pH 8.
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Rozdil mezi provedenim anexové chromatografie v pH 8 a 10 nebyl pf#ili§ vyrazny,
v pH 10 vsak Ize pozorovat vétsi mnozstvi malo zastoupenych proteinti, které¢ zpisobuji
méng¢ Cisté pozadi (,,Smouhu®) v drahach vzorku z jednotlivych frakci. To mize byt zptso-
beno silngjsi schopnosti proteind tvofit zaporné nabity iont ve vyssim pH. Zda se vsak, ze

tento rozdil v pH pouzitych mobilnich fazi nelze vyuzit k oddéleni dalSich proteind.
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Obr. 13: Chromatografie na menicich aniontit v pH 8 vzorku po 1. extrakci
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Obr. 14: Tricinovd elektroforéza vzorku
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po 1. extrakci a IEC chromarografii pri pH 8

Popis:  PM:  proteinovy  marker  zndamych  molekulovych  hmotnosti
(60, 40, 30 a 20 kDa), drdha 2: 1. extrakt proteinii 5 x nareden pufrem 2-8AM, pH 8, drdha
3: FT, draha 4 az 12: frakce odebrané pri gradientu z casu 8-9, 10-11, 12-13, 14-15, 16-
17, 22-23, 24-25, 26-27 a 30-31 min.
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Obr. 15: Chromatografie na menicich aniontit v pH 10 vzorku po 2. extrakci
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Obr. 16: Tricinova elektroforéza vzorku

po 2. extrakci a IEC chromatografii pri pH 10

Popis:  PM:  proteinovy  marker  znamych  molekulovych  hmotnosti
(60, 40, 30, 20 a 10 kDa), drdha 2: 2. extrakt proteinit 5 x naredén pufrem 2-10AM, pH 10,
draha 3: FT, drdha 4 az 12: frakce odebrané pri gradientu z casu 14-15, 18-19, 20-21, 22-
23, 24-25, 26-27, 28-29, 30-31 a 34-35 min.
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Vzhledem k omezenym ¢asovym a technickym moznostem byly vyzkouseny pouze
dva postupy extrakce a n¢kolik variant iontoméni¢ové chromatografie. Extrakce roztokem
obsahujicim SDS, ktera se vyuziva k izolaci cerealnich proteini z mouky pii déleni pomoci
napt. gelové chromatografie [20,49,50], neni vhodna pro iontoméni¢ovou chromatografii
pro nesnadnost oddéleni SDS od proteint dialyzou. Naopak extrakce roztokem kyseliny
octové s naslednou tpravou pH na pozadovanou hodnotu vhodnymi pufry se ukézala jako

vhodna metoda izolace proteinti z mouky pro ionexovou chromatografii.

Chromatografickym délenim byly identifikovany nékteré proteiny, které v kyselém
prostfedi snadno vytvaieji kation a vdzou se proto na katex. U téchto proteind byla pozoro-
vana vyrazna zavislost sily vazby na pH roztoku v rozmezi hodnot 4-5, z toho lze piedpo-

kladat, Ze jejich izoelektricky bod se nachdzi blizko nad touto oblasti.

Podobné byly identifikovany proteiny, které se vazou na anex, tedy ty, které jsou
ve zvolené oblasti pH 8-10 nabity zaporné. Zde bylo identifikovano né€kolik proteinti, mezi
nimi vsak dominuji dva proteiny oznacené jako P41 a P60. Zavislost na volbé pH nebyla
ptili§ vyraznda, proto se lze domnivat, Ze tyto proteiny maji izoelektricky bod vyrazné

pod tuto oblasti.

U obou typt chromatografie byla pozorovana cela fada proteint, které se na kolonu
nenavazaly nebo se navazaly jenom z¢asti. Tento jev vSak jiz nelze vysvétit jednoduse po-
moci hodnoty izoelektrického bodu a pH mobilnich fazi. Vzhledem k volbé pH
v provedenych experimentech totiz nutné musi kazdy protein mit pH bud’ vyssi nez 5,
Vv tom piipadé by se mél vazat na katex, nebo nizsi nez 8, coz by mélo vést k jeho vazbé na

anex. Dé€leni v§ak muze byt ovlivnéno jesté dalsimi faktory.

Nejprve za to muze byt odpovédny velmi vysoky obsah proteinll v nasttikovanych
vzorcich. V tomto ptipadé by kolona mohla byt pfedavkovana a dalsi proteiny by nemohly
byt vazany. Samoziejmé by se tedy zachytily jenom ty proteiny s nejvyssi afinitou ke kolo-
né. Tento vliv by bylo mozno prokazat experimenty s postupné se sniZujicim mnozstvim

nastfikovanych proteinii, coz bohuzel v této praci nebylo provedeno.

Dal$im moZznym vysvétlenim by mohla byt obecné slaba vazba lepkovych proteint
na iontoménicové kolony. Tyto proteiny jsou totiz siln€ hydrofobni, takze i relativné nizka
iontova sila ve vazebnych mobilnich fazich A mize vést k podstatnému oslabeni vazby

mezi proteinem a iontomenic¢em.
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Experimenty provedené v této praci predstavuji zaklad pro vytvoteni postupu izola-
ce jednotlivych lepkovych proteint pro Gcely jejich dalSich analyz a vyzkumného pouziti.
Byla prokazana moznost oddéleni nékterych proteint od zbytku smési, jakoz i jejich dil¢i

vzajemné rozdéleni.

Pro vylepSeni postupu by bylo tfeba provést jesté fadu dalSich experimentd za od-
lisSnych podminek chromatografie (pH, iontova sila, atd.). Dale by bylo dobré vyzkouset
1 razné mnozstvi nastiikovanych vzorkti. Pozornost si nepochybné zaslouzi také extrakéni
metody. Ty totiz umoznuji prvotni ¢astecné déleni smési lepkovych proteind, a tim také

mohou samotné chromatografické stanoveni vyrazné usnadnit.

V neposledni tadé by bylo vhodné skloubit metody ionexové chromatografie
s dalsimi chromatografickymi technikami, ¢i jinymi metodami. Frakce ziskané iontoméni-
¢ovou chromatografii by mohly byt dale déleny gelovou chromatografii na zékladé mole-
kulové hmotnosti proteini nebo hydrofobni chromatografii na zakladé interakci
S nepoldrnimi skupinami pfislusnych nosi¢t. Takovato kombinace by jist¢ slouzila

k ziskani mnohem lépe definované skupiny proteint.

Jak je vidét, iontoménic¢ova chromatografie ma velky potencial stat se dobrou délici
metodou pro pSeni¢né proteiny. Je vSak nutno tuto metodu hodné zdokonalit a nejlépe sta-
novit jednotné podminky. Je patrné, Ze tomu bude muset pfedchazet jest¢ mnoho a mnoho

experimentu.
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ZAVER

Psenice patii mezi obilniny s nejvétsim objemem produkce. V této dobé je pro ¢lo-
véka, téméef nepostradatelna, vyjimku tvoii lidé s onemocnénim zvanym celiakie. Mnohdy
Ji vyrobci pridavaji i tam, kde by byt neméla (do jogurtu, sladkosti, masnych vyrobku
apod.). Zasobni proteiny pSenice svou schopnosti tvofit trojrozmérnou sit’ — lepek, ktery je

kostrou tésta, jsou jedinecné. Jejich kvalita ovliviiuje technologickou jakost mouky.

Tato bakalafska prace se zabyvala optimalizaci chromatografického déleni proteinti
z mouky. Teoreticka ¢ast obsahuje informace o sloZeni pSeni¢né mouky. Je pifedevsim za-
meéfena na jeji bilkoviny a zpusoby jejich izolace a stanoveni. Praktickd cast je zaméfena
na déleni proteinti chromatografii na iontoménicich. Rozdélené frakce proteinti byly na-

sledné identifikovany pomoci gelové elektroforézy.

Byly pouzity dva zplsoby extrakce proteint z pSeni¢né mouky. Extrakce fosfato-
vym pufrem obsahujici dodecylsulfat sodny se ukézala, jako nevhodnd metoda ptipravy
vzorkl pro iontoméni¢ovou chromatografii pro nesnadnost oddéleni zbytka SDS od protei-
ni dialyzou. To vedlo k nedostate¢nému zachytu proteinti na kolonu. Dale tedy tato extrak-
ce pouzivana nebyla. Naopak extrakce roztokem kyseliny octové obsahujici
2-merkaptoethanol s naslednou tGpravou pH na pozadovanou hodnotu vhodnymi pufry se
projevila jako vhodna metoda izolace proteini zmouky pro chromatografii

na iontomé&nicich.

Metodami chromatografie na iontoménicich byly oddéleny nékteré lepkové proteiny
od ostatnich proteinti pfitomnych v extraktu mouky kyselinou octovou. Chromatografic-
kym d€lenim na ménici kationtd v pH 4 a v pH 5 byly oddéleny proteiny P85, P70, P63,
P50, P45, P40, P35 a P30 (oznaceni proteini je podle zdanlivé molekulové hmotnosti sta-
noven¢ podle tricinové elektroforézy). U téchto proteinli byla pozorovana velka zavislost
sily vazby na pouzitém pH mobilni faze. Proteiny by mohly byt dile oddéleny vhodnou
volbou pH a vybérem pftislusnych frakeci. Chromatografickym délenim na méni¢i aniont
vpH 8 a vpH 10 bylo také oddéleno mnoho proteinti v rozmezi 25 — 40 kDa. Hlavnimi

byly ovSem P41 a P60, které se vyskytovaly dominantné a nezdvisle na pouzitém pH.

Tyto metody chromatografického déleni jsou tedy vhodné pro frakcionaci psenic-
nych bilkovin za G¢elem izolace uzsi skupiny proteinii pro dalsi analyzu. Je ov§em nutno

provést mnohem vice experimentd, které by predevsim slouzily k optimalizaci podminek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2-ME

DMF

DTT

ELISA

FAO

GLC

GPC

GSC

HMW

HMW-GS

HPLC

IEC

IE-HPLC

LLC

2-merkaptoethanol

Dimethylformamid

Dithiothreitol

Enzymova imunoanalyza na pevné fazi (Enzyme - Linked Immunosorbent

Assay)

Organizace pro vyzivu a zemé&délstvi (Food and Agriculture Organization)

Plynovéa rozdélovaci chromatografie

Gelova permeacni chromatografie

Plynova chromatografie na molekulovych sitech

Vysokomolekularni (High Molecular Weight)

Podjednostky gluteninti s vysokou molekulovou hmostnosti (High Molecular
Weight Glutenin Subunits)

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High Perfomance Liquid Chromato-
graphy)

Iontové vyménna chromatografie (Ion-Exchange High Performance Liquid

Chromatography)

Iontové vyménna vysokoucinna kapalinova chromatografie (Ion-Exchange

High Performance Liquid Chromatography)

Kapalinova rozdé€lovaci chromatografie
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LMW

LMW-GS

LSC

MES

MZe

OSN

RP-HPLC

SDS

SDS-PAGE

SE-HPLC

TEMED

TFA

TRIS

UPOV

uv

Nizkomolekularni (Low Molecular Weight)

Podjednostky glutenini s nizkou molekulovou hmostnosti (Low Molecular

Weight Glutenin Subunits)

Kapalinova adsorp¢ni chromatografie

Kyselina 2-morfolin-ethan sulfonova

Ministerstvo Zemédélstvi

Organizace spojenych narodl

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie na reverzni fazi (Reversed Phase

High Performance Liquid Chromatography)

Dodecylsulfat sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym

Velikostné vylucovaci vysokoucinna kapalinova chromatografie (Size Exclusi-

on High Performance Liquid Chromatography)

Tetramethylethylendiamin

Kyselina trifluoroctova

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Union for the Protection of New Varieties of Plants (Unie pro ochranu novych

odrid rostlin)

ultrafialovy
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