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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva problematikou mlénych proteinii. Obecné popisuje za-
kladni pouziti v potravinaistvi, chemické slozeni a analytické metody. Presnéji se soustie-
dime na postupy pro jejich izolaci a identifikaci pomoci chromatografie. Béhem vlastni
prace bylo stanoveno mnoho vzorkid. Vysledkem prace je souhrn metod popisujici postupy
izolace a 1 konecné frakce izolovanych proteinti. Byla odzkousena i metoda hmotnostni

spektrometrie, kterd byla pouzita jako ukazkova metoda.

Kli¢ova slova: Mléko, Proteiny, Izolace, Chromatografie, Hmotnostni spektrometrie

ABSTRACT

This thesis deals with the milk proteins. Generally describes the basic use in the food in-
dustry, chemical composition and analytical methods. Strictly concentration for isolation
and identification by chromatography. During their work was the determination of many
samples. The result is a collection of methods describing the procedures of isolation and
even the final fraction of isolated proteins. It was also tested by mass spectrometry, which

was used as a sample method.

Keywords: Milk, Proteins, Isolations, Chromatography, Mass spectrometry
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UvVOD

Tato diplomova prace se zabyva délenim a detekci mlénych proteinti a pfimo navazuje na
predchozi bakalaiskou praci a odzkousSeni funk¢nosti metod, které jiz byly popsany pted-
tim. Jako vzorek bylo zvoleno mléko kravské a to z divodu jeho nezastupitelné role v po-
travinafstvi. Vzdy bylo nutno izolovat danou skupinu proteinii. Proteiny mléka, kaseiny
nebo sérové proteiny, zaznamenavaji ,,BOOM® v celosvétovém primyslu a to ve vSech
odvétvich. Lze je vyuzit napti¢ spektrem pfes potravinafstvi, vyrobu plastt, lepidel, farma-
ceuticky primysl a mnoha dalsi odvétvi. V zakladu této prace se opét jedna o rozbory mlé-
ka. Ptiprava vzorki se sestavala vzdy ze zakladnich krokii. Odstranénim tuku a kaseint se
ziskala smés sérovych proteind, které byly dale podrobeny délicim a detekénim metodam.
Nejucinngjsi detekéni metodou pro sérové proteiny je kapalinova rozdélovaci chromato-
grafie. Béhem analyzy se v kolon¢ smés proteind rozdélila na jednotlivé frakce. Byly pou-

zity 2 typy kapalinové chromatografie: HPLC-GPC a IEC.

U ziskanych frakei, byly jednotlivé proteiny urceny elektroforézou v akrylamidovém
gelu. Bylo provedeno na desitky analyz a pfi opakovaném déleni proteinti v konstantnich
polohach byla zavedena dalsi detek¢ni analyza a to hmotnostni spektrometrie. Jednotlivé
bilkovinné frakce se izolovaly z gelu komplexnim postupem za zisku trypsinovych §tépi

jednotlivych proteintl a ty poté byly podrobeny analyze na hmotnostnim spektrometru.

Vlastni prace je zaméfena na mlééné sérové proteiny, jelikoZ kaseinové frakce jsou stabilni
a lehce délitelné, jejich ptivod je ovsem v mléku, a to znamena Ze je popsano i nenahradi-

telné zastoupeni mléka na poli potravinaiské vyroby.
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1 MLEKO VE VZTAHU K POTRAVINARSTVI A VYROBKY Z NEJ

MIléko hraje nezastupitelnou ulohu ve vyzivé lidstva. Clovék ji pfijima jako prvni stravu
hned po narozeni. V celosvétovém méfitku jde produkce mléka ptes miliony litri ro¢né a
nejvice se zpracovava mléko kravské, nasleduje ho mléko buvoli, ovéi a kozi. V Evropé
se setkdvame vyhradné s mlékem kravskym, v Ceské republice je viak zastoupeno i ve
vetsi mife mléko kozi a ov¢i. Naopak v zemich severni a jizni Ameriky se setkdvame
s velkym zastoupenim mléka buvoliho, ale stdle nedosahuje spotieby mléka kravského.
Celkové na svéteé existuje pre 4000 druhi mlék a pouze zlomek je lidstvu zndm do té miry,

ze se da s presnosti identifikovat. [1,8]

1.1 Charakteristika mléka

Miéko je sekret mlécné zlazy samic savciho rodu. Ve svém slozeni se nelisi at’ se jedna o
velrybu, koné, psa nebo clovéka. Nachazeji se vSak rozdily v zastoupeni jednotlivych
komponent. Mléko je bilé tekutina, nasladlé chuti a viin€. Primarn¢ urcend k vyzivé mlade-
te (novorozenéte). Obsahuje vSechny dilezité vyzivové faktory pro spravny rust a mentalni

vyvoj jedince. [1,8,10]

Miléka d€lime na zrala a nezrala. Mezi nezrald mléka fadime mlezivo a aberantni mléko.
Mlezivo se vyskytuje asi 5 dni pfed a 3 dny po porodu. Od mléka se 1i8i velice vyrazné. Ma
tmavsi barvu, je méné viskdzni a v neposledni fadé se odliSuje i pachem. Takové mléko se
nezpracovava a béhem par dnd po porodu se slozky mléka stabilizuji do podoby, nam jiz
komeréné znamého mléka. Proto po stabilizaci sloZzek se jiz jedna o mléka zrala a ty se
dale déli na kaseinova a albuminova. S aberantnim mlékem se mizeme setkat pti hormo-

nalni nemoci samci. Toto mléko se taktéz do vyroby nezatrazuje. [1,3]

Zakladnim kritériem pro déleni mlék do téchto kategorii je obsah bilkovinnych slozek.
Tam kde ptesahuji kaseiny v poméru 80/20% ku sérovym proteinim hovoiime o kaseino-
vém mléku. Typickym kaseinovym zastupcem, je mléko prezvykavcel, a to kravské, kozi,
ov¢i a buvoli. Tam kde jsou naopak ve vétSim mnozstvi zastoupeny sérové proteiny, lze

hovofit o albuminovém mléku, které je produkovano vSezravci a to véetné Clovéka. [1,2]

1.2 Kravské mléko a pozadavky na jeho zdravotni nezavadnost

Nejvice zastoupenym mlékem v potravinarském primyslu je mléko kravské. Produkce

presahuje miliony litrG roné. Radi se mezi kaseinova mléka. Pred samotnym pouzitim
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mléka je nutné zjistit, zda je vhodné pro potravinatské zpracovani. K tomu slouzi cela fada
spolehlivych testd. Zakladnim testem je senzorickd analyza, dale pak stanoveni poctu so-
matickych bunék, stanoveni pfitomnosti residui inhibi¢nich latek a v neposledni fadé€ 1 mi-
krobiologické rozbory. Jako zajisténi zdravotni nezavadnosti je v technologii taktéz zahr-

nuto tepelné oSetteni mléka. [3,6,7]

1.2.1 Zajisténi zdravotni nezavadnosti konzumniho mléka

Mléko je podrobeno senzorické analyze, ale pouze barvy a viné. Cerstvé mléko nelze
posuzovat pomoci chut'ové analyzy a to z divodu moznosti kontaminace patogennimi mik-
roorganismy. Zkouska barvy je dulezitd z divodu piitomnosti krve v mléku, anebo nety-
pické barvy, kterou mize mléko ziskat po nevyhovujici sanitaci zatizeni. Netypickd viné

mléka je signalizaci mozné mikrobialni kontaminace. [8]

V mléku se stanovuji somatické bunky, (SB) které jsou pfitomny v kazdém mléku a jsou
soucasti obranného systému téla dojnice. Za primérny obsah SB v mléku se povazuje
100 000 — 250 000/ml. V bazénovém vzorku mléka se stanovi celkovy pocet somatickych
bunék a presahne-li 400 000/ml, mléko se nesmi zatfadit do vyroby. Tento ukazatel indiku-

je onemocnéni stdda a moZnou piitomnost patogennich mikroorganismt v mléce. [1,6]

Dalsimi kroky pro zaruceni zdravotni nezavadnosti je tepelné oSetieni mléka. Jedna se o
pouziti vhodné kombinace Casu a teplot za i€elem dosazeni obchodni sterility a tim 1 zvy-

Seni udrznosti mléka. Pro mléko se pouziva pasterace, sterilace a UTH zahriev. [6]

Pasterace je tepelny zéhtfev po urcitou dobu, kterym zni¢ime patogenni mikroorganismy,
ale spory pieZivaji a mohou také pieZit nepatogenni mikroorganismy. Za optimalni dobu
pusobeni pasteracni teploty se bere inaktivace alkalické fosfatazy, tato definice je dana
Zakonem o potravindch 110/1993 Sb. Z technologického hlediska probiha pasterace pii
teplotach do 100°C. [1,6]

Sterilace je tepelny zahiev nad 100 °C, pfi némz dochazi k destrukei patogennich mikroor-
ganismu, vcetné jejich spor, ale nepatogenni mikroorganismy mohou prezit. Na sterilaci
navazuje UHT zahrev, coZ je oSetfeni mléka, pfi kterém se vyuziva kratkého zahfani na
teplotu cca 130°C. Od klasické sterilace se lisi v tom, Ze se neprovadi nepiimo, pres n&jaky
prenasSe¢ tepla (plechovka, sklenice), ale pouziva se ptimy zéhfev a to bud’: uperizace —

vsttiknuti mléka do pary, nebo palarizace — vstiiknuti pary do mléka. Bohuzel po tomto
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tepelném osetfeni mléko ztraci svou nasladlou a ptijemnou chut’. Vytvarti se zde disulfidic-

ké mustky a tim vativa pfichut’ mléka.

Dosazeni 100% sterility, tedy zni€eni vSech mikroorganismd, neni v potravinafstvi zadou-
ci. Doslo by k poskozeni, nebo destrukci dilezitych komponent potraviny a tim padem i ke
snizeni vyzivové hodnoty, typického tvaru potraviny a zméné senzorickych vlastnosti.

[1.6]

Residua inhibi¢nich latek (RIL) je jeden z parametri, ktery pojednava o zbytkové pfi-
tomnosti antibiotik. Veskera povolend antibiotika, kterd mohou byt podéna skotu v ramci
1é¢by jsou predepsana v Zakon¢ o veterinarni péci 166/1997 Sb. Pied opétovnym zataze-
nim mléka do svozu musi ubéhnout od posledniho podani 1éku dojnici ochranna lhuta 28
dnt. Pfitomnost RIL je nezddouci ze dvou divodi: prvni — pfi suplementaci organismu
¢lovéka muze dojit k vytvofeni resistence na antibiotika a naslednym komplikacim pfi 1é-
¢eni vaznych nemoci. Druhy divod — budou-li pfitomny RIL v mléku pro zpracovani na

mlécné kysané vyrobky (MKV) a mize dojit k zastaveni nebo zpomaleni kysani MKV. [1]

Mikrobiologické rozbory (MO), mléko jako takové je automaticky podrobovano MO
rozbortim, ale tento krok by mohl byt vynechén, a to z diivodu tepelnych oSetieni, bez kte-
rych se dnesni provozy neobejdou. OvSem v Zakoné o veterinarni péci 166/1997 Sb. je
zakotvena poucka, kterd vyzaduje obsah celkovy pocet mikroorganismti (CPM) 100 000
CFU/ml. [8]

1.3 Milécéné vyrobky

Technologie mléka v potravinaiském priimyslu je velmi rozséhld, komplikovana a v nepo-
sledni fad€ zajimava. Veskeré technologie kombinuji ,,jednoduché* operace a tipravy sy-
rového mléka. Prvnim krokem je zabezpeceni zdravotni nezdvadnosti a druhym krokem je
vyroba kone¢ného produktu. Vyrobek musi byt vzdy po dobu pouzitelnosti zdravotné
nezavadny, po uplynuti této doby je nutno vyrobek vyjmout z prodeje. VétSina mlécnych
vyrobkd, je jiz ve svém zakladu tepelné oSetiena a to bud’ pted upravou na findlni vyrobek
napf. vyroba syri, nebo az po ukonceni vyrobni technologie napf. termix.

Celosvétove je nejvice odbytové tekuté mléko. Dal$Sim nejvice spotfebovavanym artiklem
jsou jogurty nasledovany syry. Jogurty se vyrabi v nescetném mnozstvi prichuti. Spotiebi-
telé nejcasteji uprednostiiuji ochucené, pied ,,klasickymi‘ bilymi jogurty. Na poli syra jsou

nejvice spotiebovavané syry tvrdé a polotvrdé. Naopak v pozadi se vyskytuji syry tavené.
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Bohuzel za jejich mensi spotfebu mtize z ¢asti i reklama postavena vici tvz. éckam, a proto
lidi radéji voli variantu tvrdych nebo pfirodnich syrii. Nejmensi zastoupeni na trhu maji
suSené vyrobky, ale i1 pfesto zaujimaji ve svém odvétvi velky vyznam a to z ditvodu vyzi-

vovych preparatii, soucast kosmetiky, farmakochemie, lepidla a mnohé dalsi. [1,8,10]

1.3.1 Princip vyroby plnotu¢ného, polotu¢ného a nizkotuéného mléka

Ve vsech tiech ptipadech je technologie vyroby totozna, mléko je pfivedeno na odstrediv-
ku, kde se odd¢€luje smetana cca 40 hm.% a mléko s obsahem tuku cca 0,003 hm.%. Sme-
tana je podrobena standardizaci, kdy dojde ke zmenSeni tukovych kulicek, aby se zabranilo
vyvstavani smetany na povrch. Takto oddélené a upravené komponenty mléka se potrubim
dopravuji do deskového pasteru. Dojde k tepelnému osetfeni mléka, které zaruci obchod-
ni sterilitu a nasledn¢ se v aseptickém prostfedi michd na pozadovanou tu¢nost. Nizkotuc-

né 0,5 hm.%, polotu¢né 1,5 hm.% a plnotu¢né 3,5 hm.% tuku. [6]

1.3.2 Princip vyroby syru

Zékladem je tepeln¢ oSetfené mléko, které je smichano na pozadovanou tucnost. Pfi vyrobé
se uplatiiuji bilkoviny, které jsou ,,vysrazeny* bud’ pomoci syridla (tvrdé, polotvrdé a pii-
rodni syry), nebo pomoci mikroorganismi a poklesu pH k izoelektrickému bodu (tvaro-
hy). Dalsi technologie vyroby syrii spociva v ¢asteCném ,,roztaveni bilkovin“ a vytvoreni
roztiratelné konzistence tvrdého syru, zde se vyuzivaji tavici soli (tavené syry). Je tedy
patrné, ze hlavni roli ve vyrobé€ syrti hraji mlééné bilkoviny a zplsob jejich vysrazeni a
dalSich modifikaci. Pomoci syfidla vznikaji syry sladké a pomoci mikroorganismil syry
kyselé. Mikroorganismy se uplatituji bud’ jako primarni vyrobni postup, kdy vznika diky
jejich ptsobeni syr, nebo jako sekundarni a slouzi k vytvoteni typickych aromat, chuto-

vych latek a pozadované konzistence (niva, hermelin a tvariizky). [1,7,8]

rv__w

1.3.3 Princip vyroby mlé¢né kysanych vyrobkii

Mlécéne kysané vyrobky, jsou vyrobky v jejichz vyrobni technologii jsou zahrnuty bakterie
mlééného kvaseni (BMK). Tepelné oSetiené mléko pozadované tucnosti je zaockovéano
Slechténymi kulturami mikroorganismu. Plisobenim mikroorganismi vznikaji latky vytva-
fejici typickou chut’ a strukturu mlééné kysanych vyrobki. Jedna se o vyrobky velmi obli-

bené: jogurty, termixy a napoje (napf. kefirova mléka). [8]
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1.3.4 Princip sprejové suSenych vyrobkii

Mléko o pozadované tucnosti je piivedeno na do sprejové susarny. Zde se rozstiikne do
prostoru a ¢ast vody je odpaiena. Vznika kypry prasek, ktery je u dna susarny michan, aby
se zabranilo nasekiim na stény suSarny. Takto susené vyrobky jsou nejcastéji pouzivany
jako dochucovaci prostfedky nebo nutri¢ni ptipravky (smetana do kévy, susené bilkoviny).

8,10]
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2 CHEMICKE SLOZENI KRAVSKEHO MLEKA

Kravské mléko je z analytického hlediska velmi dobfe znamo. Patii ke zlomku asi 60 dru-
ht mlék, které se daji bezpecné urcit se 100% jistotou. Jako v kazdé potraviné mé nejveétsi
zastoupeni: voda asi 87-89 hm.%, dale obsahuje 3,5 hm.% tuku, 4,5 hm.% laktézy, 3,2
hm.% bilkovin 0,2 hm.% mineralni latek a dal$i minoritni komponenty (vitaminy, plyny).
Jednotlivé komponenty mohou riizné€ klesat, zavisi na fazi laktace, druhu dojnice, staii doj-
nice, rocnim obdobi, na velikosti krmné davky, zplisob chovu a mnohé dalsi faktory.

[193’798]

Lze tedy o mléce hovotit jako o polydisperznim systému, ktery je zajistovan na tifech
urovnich. Ve form¢ emulze je v mléku pfitomen tuk, jakozto tukové kulicky, jejichz po-
vrch tvofi bilkoviny. Koloidni disperzi tvoii bilkovinné frakce a pravy roztok je zde za-

stoupen rozpusténou laktézou a solemi mineralnich latek. [7,10]

2.1 Bilkoviny mléka

Bilkoviny pfitomny mléku se v pfirodé vyskytuji pouze u savci. Mlécné bilkoviny délime
na dva druhy: kaseiny a sérové proteiny. Jednd se o polypeptidy, které jsou strukturné
sloZzeny z 20 zékladnich kodovanych aminokyselin. Aminokyselina ma ve své struktufe
—NH;, a COOH skupinu a nésledné se li§i svym postrannim fetézcem. Jednotlivé amino-

kyseliny jsou pojeny vazbou —CO-NH-, tedy peptidovou vazbou. [1,3]

Dale bilkoviny charakterizuje jejich vyzivova hodnota pro ¢loveéka a to zavisi na obsahu
tvz. esencialnich aminokyselin (EAK). Takovéto aminokyseliny nejsou syntetizovany
v organismu a je proto nutné je pfijimat v potravé. Mlécéné bilkoviny obsahuji v§echny

EAK (valin, leucin, isoleucin, treonin, metionin, tryptofan, lysin a fenylalanin) [3,7]

Nezbytné dillezitou vlastnosti, kterou je nutné znat, pro jakoukoliv praci s mlé€nymi bilko-
vinami, je hodnota izoelektrického bodu. V tomto bod¢ je vyrovnan pocet kladnych a

zapornych nabojti molekul bilkoviny a dochazi k jeji precipitaci.

Vyssi struktury proteini, zakladni (primarni) struktura je didna poctem a poradim ami-
nokyselin, denaturaci se neméni a jeji zména nastava, az pomoci peptiddz. Sekundarni
struktura je tvofena pomoci vodikovych a sulfidickych mustki. Sekundarni struktury jsou
nejcastéji a-helix, p-list a p-ohyb. Terciarni a kvartérni struktura se vytvaii jiz pomoci
komplikovanéjsich vazeb. Veskeré vyssi struktury, nez primarni, podléhaji denaturaci a
s jejich zaniknutim dochazi i1 k zaniku biologické aktivity proteinu, nebo enzymu. [1,3,7]
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2.1.1 Kaseiny

Je-1i obecné uvadény obsah bilkovin v kravském mléce cca 3,2g/100ml je obsah kaseint
80% a to 2,6g. Kaseiny fadime mezi fosfoproteiny. Ve své molekule maji zabudované
zbytky kyseliny fosfore¢né, které jim udavaji ¢astecné polarni charakter a diky nim mohou

byt dispergovany ve vodném roztoku. Existuje nékolik genetickych variaci odliSujicich se

podle velikosti, poctu fosfoserinovych zbytk a polarity. [1,3]

TAB.C1. Chemické parametry frakei kaseini [1,7]

molarni hmotnost
Frakce Da Pocet aminokyselin Tvorba micely
Jadro micely, je nachyl-
as — kasein 23 500 - 25 500 199 — 207 ny na Ca®"
Jadro micely, je nachyl-
B — kasein 24 000 209 ny na Ca®"
Tvofi obal micely, diky
polarnimu fetézci a
Kk — kasein 19 000 169 jednomu FSZ
Jadro micely, méné
v - kasein 11 500 -20 000 102 - 181 citlivy na Ca*"

Kaseiny, v diisledku své polarity, tvoii v roztoku micely (OBR. ¢.1.). Kaseinova micela je
tvofena vSemi frakcemi kaseinll a,b,y a k. Jejich stabilizace je dana hydrofobnimi reakce-
mi, vodikovymi mistky a vapenatymi ionty. Kaseiny jsou nachylné k pfitomnosti volnych
Ca”", nebyly by frakce chranény, doslo by k precipitaci. Ochrana spo&iva v uzavieni frakei
nachylnych na pfitomnost vapenatych iontt (as, B, y) uvnitf a zbyla frakce k tvoii obal.
Frakce « nejsou nachylné k u¢inkiim véapenatych iontil, protoZe obsahuji jen jeden fosfose-
rinovy zbytek a tim padem se nedokaze vytvofit v kaseinu pfi¢ny mistek R—Ca—R. Tato
vazba je téz nékdy nazyvana jako koloidni kalcium fosfat a uplatiiuje se i pii stabilizaci
micely. Pfi sladkém srdZeni kaseinu je x — kasein hydrolyzovan pomoci enzymui na dva
Stépy. Prvni se nazyva para k — kasein a druhy glykomakropeptid (GMP), ktery poté pie-
chazi do sérovych proteind.

Dalsi dllezZitou vlastnosti kaseinu je termostabilita. [ po zahfivani na teplotu varu vody
teploté 90°C béhem 10 minut. Termostabilita je dana uspofadanim vyssich sekundarnich,

terciarnich a kvartérnich struktur. Sérové proteiny vyssi struktury netvofi. [1,3,7]
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OBR. C1. Kaseinova micela [1]

),/ Protruding
chain

- Calcium
phosphate

Primyslova hodnota izoelektrického bodu kaseinu se uvadi v okoli pH 4,3-4,6. Kaseiny
jsou nachylné ke zméné pH. Pti dosazeni hodnoty pl se otevie obal kaseinové micely a
dochazi k precipitaci kaseinu. Néslednou zménou pH jde zcasti kaseinovou micelu opét
stabilizovat. Sérové proteiny jsou vici €inku pH stabilnéjsi a to opét diky tomu, Ze netvoii
vyssi struktury proteinu. Technologické vlastnost vaznost vody proteinu. Na 1g proteinu

piipada/2,7g vody.

U kaseinu je dileZzité zminit taktéZ i jeho moznou nesnédsenlivost s konzumentem. Jedna se
o alergii na mlé¢nou bilkovinu. Na poli vefejnosti neni pfili§ zndma a je ¢asto nespravné

spojovana s laktézovou intoleranci. [1,3,10]

2.1.2 Sérové bilkoviny

Jedna se o druhou pomérné rozsahlou frakci mléénych proteini. Celkovy obsah sérovych
proteind v kravském mléce je 0,6g/100ml, tedy 20 hm.% vSech bilkovin. Jsou obsazeny
v mlééném séru. Jejich funkce v lidském organismu spoc¢iva ve tvorbé imunitniho systému
jedince. Obecné netvoii micely, nejsou termostabilni, lehce denaturuji pti zahrati. Diky
této lehké denaturaci dokazi ve své struktute zadrzet vodu. Tento jev je zddouci pii vyrobe
jogurti, naopak nezadouci pti vyrobé tvrdych syrt. Nejsou nachylné ke zméne pH. Vsech-
ny sérové proteiny jsou plnohodnotné bilkoviny. Jejich vyuziti je hlavné jako vyzivovy

preparat pro sportovce, kosmetické pripravky a dopln€k stravy. Laktoferrin ve své struk-
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tufe vaze molekulu Zeleza a tim padem se ucastni redoxnich reakci v téle a je soucasti

tvorby imunitnich latek.

Do skupiny sérovych proteinit zahrnujeme: a-laktalbumin (50 hm.%), p-laktoglobulin
(20 hm.%), krevni sérum albumin (10hm.%), laktoferrin, imunoglobulin 1 a 2, gly-

komakropeptid a fadu enzymi. [1,3,7]

TAB. C2. Chemické parametry sérovych bilkovin [7]

molarni hmotnost _ .
Pocet aminokyselin Uplatnéni
DA
Enzymové aparaty,
a-laktalbumin 14 200 162
vyroba syril
Enzymov¢ aparaty,
B-laktoglobulin 18 400 123
vyroba syril
Krevni sérum Rizné genetické Obranyschopnost
10 000 -15 000 ‘ _
albumin variace 100-120 organismu
Baktericidni vlast-
Laktoferrin 76000 - 86000 Vice nez 200 ‘
nosti mléka
Soucast imunitniho
Imunoglobulin 70 000 < Vice nez 200
systému
Zalezi na typu hyd- y )
glykomakropeptid — Stép K — kaseinu
rolyzované vazby

2.2 Mléény tuk

Jedenim z nekvalitnéjSich tukii v potravinaistvi je mlécny tuk jehoZz obsah se pohybuje
v rozmezi 2,5-4,6 hm.%. Obsah tuku je tedy cca 3,5g/100ml mléka. Tuk je obecné slozen
z glycerolu a na né&j vazanych mastnych kyselin pomoci esterovych vazeb. Jedna se o tria-
cylglycerol. Je zde nutné uvést i doprovodné latky lipidi. JelikoZ jsou to latky rozpustné
v tucich a patii sem pfedevSim vitaminy lipofilniho charakteru, o kterych bude pojedna-

no nize. [1,3,9]
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Dulezitou vlastnosti tuku je jeho teplota tani specifikovana bodem tani. Zavisi na obsahu
nenasycenych mastnych kyselin (NMK). Cim vice dvojnych vazeb v fetézci a blize k —
COOH konci molekuly, tim nizsi bod tani, proto jsou oleje tekuté a naopak ¢im vyssi ob-
sah sudych uhliki v fetézci a bez dvojnych vazeb, tim je bod tani vyssi. Klasicky mlécny

tuk obsahuje vice nasycenych mastnych kyselin a proto je jeho konzistence tuzsi. [1,3,9]

OBR. C2. Obecny vzorec triacylglycerolu [7]

CH2 —O0C—R Vznik triacylglycerolu je dan esterifikacni reakci. Este-
| rova vazba je R-OOC-R. V organismu dojnice probiha
CH O0C R za pomoci specifickych enzymil esterdz. Na pozici R,

|
CH, — OOC — R~

R ,R" jsou navazany mastné kyseliny.

2.3 Mlécny cukr

Sacharidy jsou strukturné polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony. Aby se dalo hovofit
o sacharidu musi ve své molekule obsahovat minimalné jeden chirdrni (opticky aktivni)
uhlik. Chiralita je ddna ¢tyfmi riiznymi substituenty na uhliku. RozliSuje se thel staceni
roviny polarizovaného svétla na L (leva) a D (pravd) forma. Dalsi kritériem pro rozdéleni
sacharidl je reakce s fehlingovymi ¢inidly, tvz. redukujici cukry. Takovyto sacharid ma
volnou poloacetalovou skupinu na prvnim uhliku a mize se uplatiovat v fad¢ potravinai-

sky vyznamnych reakcich. [1,3]

Dalsi déleni podléha poctu jednotek sacharidu v fetézci: monosacharidy (jedna jednotka),
oligosacharidy (dvé az deset jednotek) a polysacharidy (10 a vice jednotek). Jsou pojeny
glykosidovou vazbou. [1,3]

2.3.1 Laktoza

Obsah cukru v mléce je cca 4,5 hm.% a obsah muize kolisat. Laktdza je disacharid, sloZzeny
z monosacharidickych jednotek gluko6zy a galaktdzy pojenych B 1 — 4 glykosidovou vaz-

bou. Jedna se o redukujici cukr. Ma mens$i sladivost nez standard sachardzy. [1,3]

Mlécny cukr je spojovan i s onemocnénim — tvz. laktéozova intolerance. Jedna se o one-
mocnéni, které postihuje vétSinou obyvatele afrického kontinentu a vychodni Evropy. Je
zpiisobeno nedostatkem enzymu laktazy, ktera je schopna hydrolyzovat laktéozu na jedno-

duché cukry, jesté v tenkém stfeveé. Neni-li v dostateCném mnozstvi piitomen enzym v téle
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Cloveéka, je laktdza travena, az v tlustém stfevé mikroflorou tlustého stieva, dochazi

k tvorbé plynu a vzniku zazivacich problémd. [1,3,10]

OBR. (3. Vzorec Laktézy [1]

CH,OH CH,OH
OH 0] O. OH

OH V50 OH

OH OH

2.4 Ostatni slozky mléka

Dal$i neméné€ vyznamnymi slozkami mléka, které hraji ve vyzivé clovéka nezastupitelnou
roli jsou vitaminy, min. latky a enzymy. Vitaminy — a to ptfedevsim skupiny B, C a roz-
pustné v tucich. Jsou soucasti biochemickych reakci v téle a jejich nedostatek, nebo Gplna
absence, ma za nasledek zhorSeni stavu organismu ¢lovéka. Jsou fazeny mezi esencialni

latky, které ¢loveék nedokaze ve svém organismu syntetizovat.

Z mineralnich latek jsou zastoupené v mléce Ca, P, Na, Fe a mnohé¢ dalsi, jejich obsah se
méni a je ovlivnén vegetacni dobou dojnic. Mineraly jsou soucasti kosti, enzymi, krve a

uplatnuji se jako katalyzatory biochemickych reakci.

Tteti skupinou jsou, jiz u bilkovin zminéné, enzymy. Jednd se o bilkoviny s vdzanou ne-
bilkovinnou slozkou (kofaktor nebo prostetickd skupina). Ugastni se mnoha d&jii a jsou

ukazately pasterace. [1,3,8,10]
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3 IZOLACNI METODY

vvvvvv

Pfi analyzach se musi pamatovat na to, Ze potravina je siln¢ heterogenni material a je tvo-
fena smési latek rtiznych vlastnosti. Vzdy volime metodu Setrnou pro zvoleny segment
izolované potraviny. Nejvetsi problémy se vyskytuji u izolace enzymt, bilkovin a vitami-

nu, protoze jejich stabilita je velmi ovliviiovana vlivy prostredi. [2]

3.1 Priprava vzorku

Zvoleny segment pro izolaci: Sérové proteiny

MIéko je slozeno z mnoha komponent, které by negativné mohly ovlivnit izola¢ni metodu.
Zaprvé je nutné odstranit tuk. Vzorek, ktery obsahuje tuk nemtize byt podroben vétsing
izola¢nich metod, neni-li stanovovanym segmentem pravé tuk. Ve své struktuife dokaze
vazat vétSinu latek. Bilkoviny se ¢aste¢né uplatituji pfi tvorbé obalu tukovych kuli¢ek a

dochazelo by ke zkresleni vysledku. [2,10,11]

Druhym nutnym krokem je odstranéni kaseinu. V jeho pfitomnosti nedochazi ke ztratdm
sérovych proteintl, ale ve vysledku by se nam promitl ve vSech detekénich metodéach, pro-

toZe je to taktéz bilkovina. [11,12,13,14,15]

3.1.1 Izolace tuku

Izolace tuku je v pfipad€ mléka velmi jednoduchd. Neni zapotiebi zadnych komplikova-

nych extrakénich postupt, které by mohly ohrozit vyslednou kvalitu bilkovin.

Princip: Tuk se v mléce nachazi ve form¢ tukovych kuli¢ek. Obecné se nemisi s vodou a
proto je v roztoku stabilizovan diky proteinovym obalim. K mechanickému rozruseni tu-
kovych kulic¢ek je pouzita centrifugace, kdy dochazi k rozruSeni proteinového obalu a ke

shlukovani tuku. Takto nechranény tuk nésledné vyvstava na povrch. [2]

Centrifugace je specifickd izolacni metoda, kterou lze uplatnit v ptipadech dvou nemisi-
telnych kapalin, emulzi, ¢iSténi jemnych suspenzi a pfi ziskavani biologického materidlu.
Podle zpusobu izolace ji zafazujeme mezi sedimentacni analyzu. Obecné plati, ze ¢im
jemnéjsi suspenze, tim je potieba vysSSich otacek k oddéleni slozek. Centrifugy délime
podle poctu G stupiit v rotaénim poli — na centrifugy, ultracentrifugy a megacentrifugy.
Jednotky centrifugace lze uvadét jako silu odstfedéni napt. 100 000g, nebo jako otacky
rotoru 10 000RPM (rotate per minute). Oba zplisoby zapisu lze pouzit. Dal$i moznosti jak
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zvysit efektivitu odstfed’ovani je snizenim, nebo zvySenim teploty pii sedimentaci. Pro

oddgleni tuku je lepsi pracovat pii teplotd 2-10°C. Uplatnéni bodu tuhnuti. [1,2]

Centrifugace nebyla pouzita pouze pro odstranéni tuku, ale jeji vhodnou tpravou se docili-

lo 1 odd€leni vysolené syrovatky z roztoku.

3.1.2 Izolace kaseinu

Odstranéni kaseinu nasleduje po odstranéni tuku. Uplatituje se pfi Castecné tvorbé obalu
tukovych kulicek. Z tohoto diivodu by izolacni postup nebyl u¢inny a kasein by 1 nadale

zlstal pfitomen v roztoku. Pro izolaci kaseinu je pouzito kyselé sraZeni.

Princip: Precipitace kaseinu je dosazena pomoci zmény pH na hodnotu izoelektrického
bodu s naslednou inkubaci pii teploté 40°C po dobu 20-30 minut. Obecné udavana hodno-

ta izoelektrického bodu pl je 4,6. [1,15,16]

3.2 Izolace sérovych proteint

Po odstranéni rusivych vlivl, které by mohly zkreslit analyzu, se pfistupuje k hlavnimu
ukonu a to k izolaci sérovych proteinll. Sérové proteiny se musi vyizolovat jako smés pro-
teind. Ve vétSing literatury se nedoporucuje komplikovany extrakéni postup. Pfi extrakci
jednotlivych frakei dojde vzdy k jejich denaturaci, moZznym reakcim s pouzitymi Cinidly a
nebo k jejich hydrolyze. Pro izolaci sérovych proteinti jsou zvoleny metody, které umozni
ziskat maximum proteind a vytvofit tak standardni syrovatku. Hodnota standardni syro-
vatky obsahuje 0,62-0,63¢g proteini na 100ml, ¢ehoz lze docilit pomoci vysolovaci metody,

izoelektrického bodu a dialyzy. [1,17,18]

3.2.1 Vysoleni pomoci siranu amonného

Pro izolaci sérovych proteint bylo zvoleno opakované vysoleni pomoci siranu amonného.

Jedna se o extrakéni metodu, ktera je Setrné k sérovym proteintim.

Princip: Do vodného roztoku syrovatky je pfidan tuhy siran amonny. Dochézi ke koncent-
racni zmeén¢ a naslednému shluku proteinti a vytvoreni jemné srazeniny. Opakované vyso-
leni spociva v opétovném pridavku siranu k vysolené srazeniné. Centrifugaci je tedy sraze-

nina odd¢lena, opét rozpusténa a vysolena. [10,19]
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Takto ziskana smés proteinti neni nijak kvalitativné pozménéna a zachovava si svou biolo-
gickou strukturu a u¢innost. Pti opétovném rozpusténi ve vodé dochazi ke zméné€ koncent-

race a struktura bilkovin se op€t navraci do normalni podoby. [1,10,20]

3.2.2 Izoelektricky bod

Jedna se o stejny princip, jako v piipad¢ odstranéni kaseinu. Rozdil mezi postupem u ka-
seinu a sérovymi proteiny je ten, Zze hodnota pl pro sérové proteiny je mezi 4,9 - 5,2. Tato
hodnota je jako v piedchozim ptipadé podporovana piidavkem, zasady, protoze po odstra-

néni kaseinu je hodnota pH syrovatky vzdy nizsi, nez 4,5. [25,26]

Princip: Pfidavkem roztoku NaOH do upravené syrovatky, dochazi ke zvySeni hodnoty
pH na hodnotu pl a tvorbé jemné bilé srazeniny, ktera je nasledné oddélena centrifugaci a

rozpusténa v destilované vode¢.

Ani pfi pouZiti tohoto postupu nedochazi k destrukei proteinil a jejich Cistota je vyssi, nez

pfi vysolovani pomoci sirant. [10,25,26,27]

3.2.3 Dialyza

Dialyza je izola¢ni metoda, kterou ziskdme, aZ 99% cistého proteinu, pii které nemtize

dojit k denaturaci. VZdy je volen vhodny dialyza¢ni roztok pro dany substrat.

Princip: Vlozenim substratu do dialyzac¢niho stieva, tvofen¢ho polopropustnou strukturou
a umisténim do dialyza¢niho pufru dochazi k difiznim procesim. Diftze je vyrovnani

koncentrace roztokd po koncentracnim spadu bez dodani energie pro ptenos.

Tato metoda je zahrnuta hlavné jako izola¢ni metoda pro odsoleni sérovych proteint, kdy

je nutno ziskat ¢isty protein bez amonnych soli. [10,15,22]

3.2.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Jedné se o izola¢ni metodu, kterd slouzila pro identifikaci jednotlivych frakci, které byly
oddéleny pomoci kapalinové chromatografie. Gelova elektroforéza je jednou ze zakladnich
metod v analyze biomolekul, zejména pfi analyze nukleovych kyselin a proteint. Zakla-
dem elektroforézy je gel, ve kterém dochézi k d€leni biomolekul. Podminkou pro pribeh

elektroforézy je nutné, aby délené¢ molekuly nesly nenulovy naboj.
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Princip: Migrace iontu v elektrickém poli v gelu je dana jejich velikosti a silou ndboje
(OBR. C.4.). Takto jsou pii dostate¢ném Gasu rozdéleny veskeré molekuly. Po porovnani

se standardy dochazi k rozpoznani jednotlivych slozek. [11,15,16,17,22,24]

OBR. C4. Elektroforeticky postup analyzy [2]
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Pozn. Jednotlivé proteiny jsou davkovany na start (S). Pti prichodu proudu jsou jednotlivé
frakce déleny podle své molekulové hmotnosti na bandy. V prvni fad€ byva davkovan tvz.
marker (Tab. ¢.3.), ktery slouzi jako molekulovy zebtik s rozdilnymi molekulovymi hmot-

nostmi a slouZi k rozpoznani slozek frakce.
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TAB. C3. SloZeni markeru pro identifikaci mléénych proteini [38]

Slozka markeru

Molarni hmotnost (kDa)

Myosin (z masa skotu) 116
B-Galactosidase (genové inZenyrstvi) 67
Albumin (BSA - ze skotu) 45
Albumin (vaje¢ny extrakt) 29
Anhydrasa z krve skotu (enzym) 29
Trypsinovy inhibitor (sojovy extrakt) 21
Lysozym (vajény extrakt) 14,3
Aprotinin (ze skotu) 6,5
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4 KAPALINOVA ROZDELOVACI CHROMATOGRAFIE

Chromatografii jako prvni, na pole piisobnosti v odvétvi analyzy, uvedl Michail Tswett.
Jako prvnimu se mu povedlo rozdélit chlorofylova barviva pomoci tvz. malovani v Case
(chromo-cas, graf-kreslit). Pravda, v této dobé pana Tswetta se nedaji srovnat moznost a
ptesnost déliciho procesu, ale princip zlistdvd nezménén. Za svlj poc€in nicméné ziskal
Nobelovu cenu. Chromatografie zazila nejvétsi rozkvét béhem 20. stoleti, kdy se na svéte

objevila ne jen papirova, ale i1 kapalinova a plynova chromatografie. [4]

Princip: Chromatografie spociva v déleni latek, mezi stacionarni (pevnou) a mobilni (po-

hyblivou) fazi v Case.

Obecné analyza probiha jednoduchym zplsobem. Do chromatografické aparatury (chro-
matografu) (OBR. C.5.) je davkovan vzorek pomoci davkovaci smy¢ky (3). Po
,nastiiknuti vzorku“ je vzorek unasen pomoci mobilni faze, kterou v pohybu udrzuje
pumpa(2). Vlastni déleni probihd v koloné(4), ktera je naplnéna stacionarni fazi. Po roz-

déleni jsou jednotlivé latky zachyceny na detektoru a zaznamenany do chromatogramu.

OBR. C5. Chromatograf [10]
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Detektorii existuje nékolik druhti. Pro ticely stanoveni bilkovin se nejcastéji pouziva UV —
detektor. M¢fi se zde zareni pohlcené peptidovymi vazbami v proteinu pii vinové délce

280 nm. V této oblasti nejlépe proteiny absorbuji dané zéieni. [4,10]

Délici proces miizeme nazvat dvémi zpiisoby: Separace — d¢lime latky rozdilné molekulo-

vé hmotnosti a frakcionace — latky se 1isi v molekulové hmotnosti pouze minimalné.
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4.1.1 Zpisob vyhodnoceni metody z chromatogramu

Odezva detektoru je zaznamenavana pomoci pika (OBR. C.6.), které odpovidaji retené-
nimu ¢asu stanovované latky. Retencni ¢as je doba, za kterou projde latka kolonou a je

zaznamenana na detektoru. [4]

OBR. Cé. Chromatogram [4]
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B, A, C — latky rozdéleny pomoci chromatografie podle svych retenénich ¢asi ty, to, t3

Po ziskani chromatogramu se daji pouzit dva postupy vyhodnoceni. Metoda kalibraéni
krivky je zalozena na sestaveni kalibracni kifivky o znamych koncentracich stanovované
latky. Nasledny vypocet obsahu latky ve vzorku se odviji od rovnice regrese (y=ax+b).
Druhy zpisob vyhodnoceni je metoda standardu. Neni nutné vytvoftit kalibra¢ni kiivku,
ale je zde zahrnut softwarovy vypocet plochy piku a nasledné porovnani s retenénimi ¢asy

standardu.

4.1.2 Typy chromatografie pouZzité ke stanoveni sérovych proteini

Ke stanoveni sérovych proteinti byly pouzity dva druhy chromatografie: iontoménicova
chromatografie (IEC) a gelova permeacni chromatografie (GPC). Tyto dvé metody lze

zaradit do vysoko ucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Pti pouziti IEC je stacionarni fazi silny katex nebo anex a jako mobilni faze je pouzita
iontova kapalina. Sérové proteiny jsou déleny z cca 90%. Na rozdil od klasické kolony

vlastnimu déleni predchazi nacerpéani vzorku na kolonu. To co se nebylo navazano na ko-
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lonu se nazyva flow throw (FT). Vzorek je na kolonu ¢erpan do ustaleni hodnoty detekto-
ru. Lze do aparatury zakomponovat jak anexovou tak katexovou kolonu najednou. V dalsi
fazi jsou pomoci gradientové eluce (kombinovani dvou mobilnich fazi) vylouceny proteiny
a nasledné detekovany na UV detektoru. Rychlost déleni proteinti zavisi na jejich iontové

sile, kterou jsou vazany na kolonu.

Gelova permeacni chromatografie déli sérové proteiny az z 99%. Stacionarni fazi zde tvoii
porézni gel. Pii déleni se molekuly o nejmensi velikosti dostavaji hloubéji do poért gelu a
jejich prichod kolonou se zpomaluji. Nejrychleji se vymyvaji ty proteiny, které maji nej-
vétsi molekulovou hmotnost. Na mobilni fazi je kladen pouze jediny pozadavek a to aby
nereagovala s néplni gelu. [4,10]

4.1.3 Vyhodnoceni koncentrace frakci proteinii dle Bradfordové

Me¢fteni koncentrace vzorku dle Bradfordové je metoda, kterd se pouziva pro kvantifikaci
proteint. Podstatou metody je reakce proteinti s BioRad Protein Assay (komer¢ni ¢inidlo),
¢imz vznika komplex tmavé ¢erveného zbarveni a méfi se absorbance vici slepému vzor-

ku.

Princip: Jedna se o spektrofotometrickou metodu, kdy je métena absorbance upraveného

vzorku pi1 vinové délce 595nm.
Vypocet:
C=(A*Vea/Vvz))/K

C — koncentrace (pg/ml)

A — absorbance pfi 595nm

V.elk. — objem celkového roztoku
V,, — objem vzorku

K — konstanta pfistroje
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5 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE BILKOVINNYCH STEPU

Jedna se o metodu, ktera podava velmi piesné vysledky. Jeji rozvoj nastal az ve 20. stoleti.
Ma obrovské uplatnéni napii¢ spektrem celého pramyslu. Je to metoda, ktera dekuje i sto-

pové mnozstvi latek a dokdze je zachytit se 100% jistotou. [5]

Princip: Metoda je zaloZena na ptebiti jednotlivych molekul na ,,ionty* a jejich nasledném
déleni v elektromagnetickém poli (EMP) podle stupné nabiti a rychlosti pohybu v EMP
(OBR. C.7)

OBR. C7. Schéma hmotnostniho spektrometru [5]
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Postup analyzy mlécnych proteinti je zalozen na detekci §tépti bilkovin. Pro vytvofeni §té-
pu byl pouzit trypsin. Néasledna detekce spocivala v pfevedeni vzorku
z polyakrylamidového gelu do vodného roztoku, tvz. modré barveni. Roztok je nasledné
odparen, nabit pomoci budiciho zdroje (ICP) a poté prochdzi pies elektromagnetické pole.
Poslednim krokem analyzy je zachyceni rozdélenych iontl na detektoru a jejich vyhodno-

ceni ze zaznamu (OBR. C.8.) dle online knihoven. [5]

OBR. C8. Obecné spektrum analyzy
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Metoda hmotnostni spektrometrie byla pouzita pouze jako ukazkova metoda pro detekova-
ni jednotlivych $té€pi. Pro opakovani dané metody se musi dodrzet vzdy stejna kritéria.
Metoda kapalinové chromatografie je pro proteiny rozhodné Setrnéjsi a je 1 1épe reprodu-

kovatelna a ne tak zdlouhava jako metoda hmotnostni spektrometrie (MS). [5]
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6 CILPRACE

Cilem diplomové prace je zjistit nejvhodnéjsi postupy izolace a identifikace mlénych pro-
teinti chromatografickymi metodami. Prace jako takova navazuje na moji bakalaiskou pra-

ci ,,Metody izolace a detekce mlécnych proteina* (2012).
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II. PRAKTICKA CAST
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7 POUZITE CHEMIKALIE A PRISTROJE

7.1 Chemikalie

— Akrylamid (Carl Roth, Némecko)

— Biored-Protein-Assay (Biorad laboratories, Némecko)

— Demineralizovana voda pfipravena na Aqua osmotic

— Dusi¢nan stiibrny (Carl Roth, Némecko)

— Ethanol (Carl Roth, Némecko)

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

— Hydroxid sodny (Lach-Ner s.r.o, Neratovice)

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

— Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner s.r.o0, Neratovice)

— Kyselina octova (Carl Roth, Némecko)

— MES —-2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (Carl Roth, Némecko)
— N,N — methylenebisakrylamid (Lach-Ner s.r.o, Neratovice)

— Peroxodisiran amonny (Lach-Ner s.r.o, Neratovice)

— SDS (dodecylsulfat sodny) (Carl Roth, Némecko)

— SERVA Protein SDS-Page protein marker (Serva electrophoresis, Némecko)
— Siran amonny bezvody (Lach-Ner s.r.0, Neratovice)

— Tetramethylethylenediamin (Carl Roth, Némecko)

— Thiosiran sodny bezvody (Lach-Ner s.r.o, Neratovice)

— Tricinovy pufr redukujici (N-(2-hdyroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethyl)glycin
— Tris-HCI = tris(hydroxymethyl)aminomethan (Carl Roth, Némecko)

— Uhli¢itan sodny (PENTA, Chrudim)
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7.2 Pristroje

— Analytické vahy (Denver Instrument SI-234 A)

— Automatické mikropipety (Nichipet EX, Japonsko)

— Bézné laboratorni sklo a vybaveni

— Centrifuga (Marathén 21000R, Fischer Scientific, USA)

— Elektricka susarna (UFB 500, Memmert, Némecko)

— Elektroforeticka aparatura, vertikélni (SV10-CDC, Sigma—Aldrich, Némecko)
— Chromatograficka kolona Hi Trap™ Capto™s$

— Chromatograficka kolona Hi Trap™ Capto™Q

— Chromatograficka kolona Sephacryl S-100, HiPrep 16/60

— Chromatograficka pumpa LCP 5020 (INGOS s.r.0., Ceska republika)
— Laboratorni ttepacka (TPM-2, Desaga Sarstedt-Gruppe, Némecko)

— pH metr (SPH 51, Ellecd)

— Pocitac s programem CHROMuLAN v0.79

— Prittokovy UV-detektor LCD 5000 (INGOS s.r.o., Ceské republika)
— Sbérag frakci (Frac-920, GE Healthshare Bio-Sciences AB, Svédsko)

— Zdroj napéti pro elektroforézu (FB 135, Fischer Scientific, USA)
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8 IZOLACE FRAKCI MLECNYCH PROTEINU

A4

v nativnim stavu. Pro stanoveni byly zvoleny tyto vzorky: —Mlezivo—kravské mlezivo ode-
brano 2 dny ptfed porodem. —Syrovatka— z kravského mléka,stati dojnice 2 roky. —-Mléko
z mlékomatu— neosetfené komeréné dostupné mléko. -UHT mléko— komeréné dostupné
mléko ofetfeno postupem UHT. Veskeré vzorky byly uchovavany pii teplotd -17°C.
V praci je uvedeno shrnuti ziskanych vysledkii. Celkové bylo zanalyzovano 80 vzorkt, kdy
u kazdého bylo provedeno dvojité vysoleni. Po tpravé vzorkii nasledovala chromatografie

a poté elektroforéza.

8.1.1 Odstranéni tuku

Pro odstfed’ovani byla pouzita centrifugace v odstfedivém poli. Vzorek byl rozlit z objemu
100ml na 4x 25ml. Vzdy bylo diilezité centrifugu vyvazit dle predpisu vyrobce.
Parametry centrifugace: 10000 RPM po dobu 10minut pfi teploté 4°C. Byla zvolena nizsi

teplota, protoze je pfi ni 1épe oddélitelny tuk.

Po centrifugaci nastala jedna z t€z8ich fazi a to odstranéni vrstvy tuku. Pomoci sklenéné
ty€inky, byla sraZenina, na kraji centrifugacni vzorkovnice jemn¢ prorazena a supernatant

byl odfiltrovan pro dalsi analyzu (OBR. C9.). [25]

OBR. C9. Tuk po centrifugaci

Pozn. Tukova vrstva byla cca 3-5mm silna a nebylo moZné ji rozvifit.

8.1.2 Odstranéni kaseinu

Pro odstranéni kaseinu byl pouzit jeden postup izolace a dva postupy oddéleni srazeniny (s
piidavkem 1M HCI a bez). Nejprve bylo nutno upravit pH vzorka (viz Tab. ¢.4.) bud’ po-

moci 1M kyseliny chlorovodikové nebo 1M hydroxidu sodného na hodnotu 4,35, coz je
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komeréné uznavana hodnota izoelektrického bodu kaseinu.[25,26,27] Pro upravu byl pou-
zit pH metr (CPH 51) a pfed samotnym métfenim nastaven a kalibrovan podle pokynti vy-

robce.

TAB. C4. Naméfené hodnoty pH jednotlivych vzorki

Nazev vzorku pH
Syrovatka 3,65
Syrovatka 3,64
MIléko z mlékomatu 6,89
MIléko z mlékomatu 6,82
Mléko UHT 6,8
Mléko UHT 6,84
Mlezivo 6,65
Mlezivo 6,72

Pozn. Cista syrovatka by jiz kasein obsahovat neméla, ale byl proveden i izola¢ni postup

kaseinu a vzdy se z upravené¢ho vzorku jesté ¢ast kaseinu vyloucila.

Pro ziskéani sraZeniny kaseinu byla kadinka se vzorkem vloZena do suSarny vyhfaté na
40°C po dobu 30 minut. Po uplynuti doby doslo k vytvofeni kompaktni srazeniny, ktera

byla odd¢lena filtraci, nebo pomoci centrifugace (dva postupy).

Prvnim postupem centrifugace byly parametry 13000 RPM po dobu 20 minut pii labora-
torni teploté. Jednalo se o pokus pro odstranéni i €asti kaseinu, coz se nesetkalo s u¢innosti,
protoze kaseinové micely jsou v roztoku stalé a pro jejich rozruseni jsou zapotiebi mnoho-
nasobn¢ vyssi otacky.

Druhym postupem je vlastni centrifugace jiz upraveného vzorku bez kaseinu, nebo s naru-
Senym kaseinem pomoci kyseliny chlorovodikové (1M) a ¢aste¢né vysolenymi sérovymi
proteiny. Pro tento typ centrifugace byla dostacujici rychlost 10000 RPM po dobu 5 minut

a pfi laboratorni teploté.
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8.1.3 Izolace sérovych proteini

Ziskany supernatant bez tuku a kaseinu se dale upravuje pro ziskani sérovych proteind.

Prvnim krokem pro izolaci frakce sérovych proteinti je vysoleni pomoci siranu amonného.

Pro vypocet siranu amonného byla pouzita tabulka (Tab. ¢.5), pod ni je uveden i systém
vypoctu ptidavku siranu amonného. Ke 100ml vzorku bylo pfidano 31,3g siranu. Tim pro-
béhlo vysoleni frakce sérovych proteind na 50 hm.%. Po centrifugaci by ziskany sediment
rozpustén ve vod€ a prob&hlo konec¢né vysoleni na 70 hm.% pifidavkem 13,7g siranu
amonného. Ziskany supernatant byl poté podroben chromatografické analyze. V sedimentu

se nepotvrdila pfitomnost proteint pfi chromatografické analyze.

TAB. C5. Tabulka postupu pro vysoleni pomoci siranu amonného

% obsah

vysoleni 10 20 30 40 50 60 70
0 56 114 176 243 313 390 472
20 59 123 189 262 340
30 62 127 198 273
40 63 132 205
50 101 137
60 69
70

Pozn. V tabulce je uvedeno mnoZstvi (g/1) piidavku siranu amonného do vodného roztoku
bilkovin pro vysoleni na poZadovanou koncentraci. Postup pro urceni potfebného mnoZzstvi
je nasledujici: Vodorovna rada - uvadi pozadovanou koncentraci soli v roztoku v hm.%.

Svisla Fada - uvadi skute¢nou koncentraci soli v roztoku v hm.%.

Pt. Mame pripravit vzorek bilkovin a mame roztok, o kterém vime Ze: Potfebny obsah soli
pro vysoleni proteinu je 40 hm.% a mame 1L roztoku. Obsah siranu amonného na pocatku

je 0%.
Pro 40 hm.% vysoleni je tfeba ptidat 243g (NH4),SOs.

Pro nékteré bilkoviny je tieba dvojité vysoleni pro odstranéni rusivych zbytkovych

frakci.
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Pt. Mame pfipravit vzorek sérovych bilkovin a méme roztok, o kterém vime, ze k jeho
vysoleni je potfeba odstranit i nechténé doprovodné a zbytkové frakce kaseinu: Potfebny
obsah soli pro vysoleni proteinu je 70 hm.% a méme 1L roztoku. Obsah siranu amonného

na poc¢atku 0% a odstranéni doprovodnych frakci nastava pii 30 hm.% koncentraci soli.

Postup: Pro vysoleni z 0% na 30 hm.% je potieba pridat 176g (NH4),SO4. Po odstranéni
doprovodnych frakci opét vysolujeme tentyz roztok a koncentrace soli je jiz 30 hm.%.

Druhé vysoleni: ze 30% na 70% Svisla fada 30%, Vodorovna 70% -> 273g (NH4),SO..

Tento postup byl opakovan u vSech vzorkt, protoze se jevil jako nejefektivnéjsi pro zisk
smési sérovych proteint. Déle bylo vyzkouSeno vysolovat vzorky do riznych findlnich
koncentraci soli (viz. Tab.¢.6), at’ uz vyssich ¢i nizsich nez 70 hm.%, ale tento postup vedl
k ziskani nizSich koncentraci konecnych proteint. Pfi vysoleni na 25 hm.% bylo pfidano
14,4g a nasledné pro vysoleni na 50 hm.% 15,8g siranu amonného. Proteiny byly pfili$

znecisténé doprovodnymi frakcemi a pfi elektroforéze vznikaly neostré bandy. [25,26,27]
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TAB. C6. PouZité koncentrace vysoleni siranem amonnym

Vzorek 1.Vysoleni hm.%/ | 2.Vysoleni %/ | Vysledek na elektro-
siran amonny (g) | siran amonny (g) | foréze

Mléko UHT 50%/31,3g 70%/13,7¢ Ostré bandy, Cisté
proteiny

Mléko UHT 25%/14,4g 50%/15,8g Znecisténé proteiny

Mléko UHT 20%/11,4g 40%/12,3g Ned¢lené proteiny

Syrovatka 50%/31,3g 70%/13,7g Ostré¢ bandy, Ccisté
proteiny

Syrovatka 25%/14,4¢ 50%/15,8¢g Znecisténé proteiny

Mlezivo 50%/31,3g 70%/13,7¢ Ostré bandy, Cisté
proteiny

Mlezivo 25%/14,4g 50%/15,8g Znecisténé proteiny

Pozn. zjisténé hodnoty jsou vypocteny pomoci Tab.c.5.

8.1.4 Dialyza vysolenych sérovych proteinii

Po izolaci sérovych proteini vysolenim nasledovala dialyza. Jejim cilem bylo odsolit zis-

kané proteiny a tim je navratit do jejich nativniho stavu. Jako dialyza¢ni roztok byla pouzi-

ta voda a nebo pufr 0,05M NaCl a 0,05M TrisHCI pH 7,4. Vzorkem proteint (po 70hm.%

vysoleni) bylo naplnéno dialyzacni stfevo a pfes noc zvolna michéno na elektromagnetické

michacce v lednice pii teplots 4°C. [28,29]
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TAB. C7. Dialyzované vzorky

Vzorek Druh dialyza¢niho roztoku Popis ziskaného vzorku

Cista syrovatka Demi-voda Jemn¢ bila srazenina na dné

¢irého roztoku

Mléko z mlékomatu Tris-HCI Nazloutly roztok bez sraze-
niny
Miéko UHT Tris-HCl Nazloutly roztok bez sraze-
niny
Mlezivo Demi-voda Jemn¢ bila sraZzenina dné

¢irého roztoku

Pozn. Pii pouziti Tris-HCI dochézi k ¢astecné hydrolyze proteinil a vznika nazloutlé zabar-

veni roztoku.

Po skonceni dialyzy byl roztok uvnitt stfeva pielit do kadinky, stocen na centrifuze a dale

podroben chromatografické analyze.

Poté co bylo pii dialyze zjisténo, Ze pii pH 7,2 se roztok barvi do jemné Zluté barvy se u
jednoho vzorku pokracovalo na zvySeni pH na hodnotu 8,5. Pii této hodnoté se z roztoku
vyloucila srazenina proteinti, protoze doslo k jejich castecné hydrolyze a nasledné
k problému jejich detekce pomoci chromatografie. DalSi vzorky jiz nebyly upravovany

formou Tris-HCI, ale pouze vodou. [30,31,32]
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9 DETEKCE ZVOLENYCH FRAKCI MLECNYCH PROTEINU

Pro detekci sérovych proteinti byla pouzita metoda kapalinové chromatografie a elektrofo-
réza v polyakrylamidovém gelu. Pro samotnou upravu metod byly pouzity informaci z vice

zdrojl, nez jen z vyse uvedenych.[33,34,35]

9.1 Metoda IEC

Iontoméni¢ova chromatografie byla pouzita na zakladé metod uvedenych v ¢lancich
[13,14,19]. Zde byla pouzita katexova kolona Capto-S, pfi této metod¢ byly rozdéleny
mlécné proteiny s 80% Ucinnosti. Tento postup byl zatazen do vlastni prace, byl modifiko-

van, aby bylo ziskdno co nejvétsi mnozstvi proteinti.

Modifikace spocivala v tom, ze po nacerpani vzorku na kolonu Capto-S byl ziskany FT
nacerpan, v dal$i analyze, na druhou kolonu Capto-Q s anexovou néaplni, podle publika-

ce[14,19].

Piiprava mobilni fiaze: pro tuto metodu byla zvolena gradientova eluce pomoci dvou
mobilnich fazi, kdy prvni fazi (A) tvotila 50mM Tris-HCI o pH 7,7. Druhou fazi (B) tvofil
roztok 1M NaCl o pH 7.

Kolona pro analyzu: Hi Trap™ Capto™S — 2x1ml objem kolony.

Parametry analyzy: Gradientova eluce A:B, Pritok mobilnich fazi 1,5ml/min. V poméru
100% A ku 0% B az po 0% A a po 100% B faze. S timto pomérem fazi: 0,Smin 100% faze
A, 5-35min A+B faze a 35-40min 100% faze B. Odebirani frakci cca po 3 minutach. De-
tekce proteinii probihala na UV detektoru pii 280nm. Z vybranych frakci bylyrany vzorky
na elektroforézu. Po navazani vzorku na kolonu byl zachycen FT pritok. Na OBR. C10. je
zaznamenan prubéh Cerpani vzorku na kolonu, dokud nebyla ustalena hodnota detektoru.

Na OBR. C11. je zaznamenén priibéh analyzy IEC-katex.
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OBR. C10. Ukézka ziznamu chromatogramu p¥i éerpani vzorku na kolonu
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OBR. C11. Ukézkovy chromatogram analyzy vzorku proteinu metodou IEC-katex
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Pozn. x — ¢as (min), y — Absorbance.

Vzorek mlééné syrovatky bylo nutné 2x fedit, protoze koncentrace proteint byla pfili§ vy-
sokd. Analyza timto zpisobem byla n¢kolikrat opakovana u vSech vzorkil a vzdy jsme se
dobrali stejného konce. Metoda je dostatecnd pro potvrzeni pfitomnosti, nez ke kvantifika-

ci jednotlivych proteind.
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9.2 Postup pripravy vzorku pro IEC dista syrovatka

Nize uvedeny postup je univerzalni pro jakoukoliv syrovatku. Byl vyzkousen na n¢kolika

desitkach vzorki a vzdy se podafilo vyizolovat maximalni mnozstvi proteint.

9.2.1 Zakladni uprava

U vzorku bylo zméfeno pH 3,65 a upraveno na hodnotu 4,35 pomoci 1M NaOH. Vzorek se
jemné¢ bile zakalil, coz indikovalo pfitomnost zbytkového kaseinu. Takto upraveny vzorek
byl vlozen do susarny pii 40°C po dobu 30 minut. Vznikl4 jemng bila srazenina byla bud’
odfiltrovéna, nebo centrifugovana pti 10000RPM po dobu 30 minut a pii teploté 4°C. Tou-
to centrifugaci byla odstranéna frakce kaseinu a jesté i zbyly tuk. Ze sedimentu i superna-

tantu bylo odebrano 20ul vzorku pro elektroforetické stanoveni.

9.2.2 Izolace sérovych proteinii

Po zakladni Gprave se zjistilo mnozstvi ziskaného supernatantu (100ml). Byl vypocten pii-
davek stabilizac¢nich soli (0,6g Tris-HCI a 0,3g NaCl), aby nedoslo k vysrazeni béhem dé-
lictho procesu chromatografie. Vzorek se opakované centrifugoval (10000RPM po dobu
30 minut a pii teploté 4°C), dokud se v roztoku tvofil sediment. Po kazdém stodeni bylo
odebrano 20ul vzorku pro elektroforetické stanoveni, centrifugace byla opakovana 3x. Ko-

necny supernatant byl stanoven pomoci [EC.

9.3 Metoda GPC

Metoda GPC byla zavedena do prace na zadkladé mé pivodni bakalaiské praci a byla pie-

vzata z odbornych ¢lanka.[16,17,27,32].
Kolona pro analyzu: Sephacryl S-100, HiPrep 16/60

Parametry analyzy: Pro metodu GPC byla vybrana 60 cm kolona naplnénd Sephacryl-
100 gelem, ktery je dostateCny pro zachyceni mlénych proteint. Pritok mobilni faze
1,5ml/min. Analyza probihala za laboratorni teploty a mobilni faze o slozeni 0,05M
NaH,PO4 a 0,15M NaCl o pH = 7.0. Na kolonu bylo ddvkovano 2ml vzorku proteinu. De-
tekce probihala na UV detektoru pii 280nm. Celkové analyza (OBR. C12.) trvala piiblizng
200 minut. Jednotlivé frakce byly sbirany v intervalu 3 minut. [33,34]
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OBR. C12. Ukazkovy chromatogram analyzy vzorku proteinu metodou GPC
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Pozn. Metoda GPC podéava na prvni pohled lepsi vykon pfi déleni sérovych proteint, nez

metoda IEC. [26,29,32]

9.4 Priprava vzorku pro metodu GPC vzorek - mléka z mlékomatu

Pro metodu GPC byl pouzit vzorek vysolenych proteinti, ne jako v pfipadé IEC, kdy se

pouzil pfimo vzorek s piidavkem stabilizacnich soli pro typizaci sérovych proteind

9.4.1 Zakladni uprava vzorku mléka z mlékomatu

MlIéko bylo centrifugovano pro odstranéni tuku (10000 RPM po dobu 10minut pfi teplote
4°C). Tuk byl oddglen filtraci. Pivodni hodnota pH 6,47 byla upravena pomoci 1M HCI na
4,35. Vznikla srazenina kaseinu, kterd byla inkubovana v susarné (40°C po dobu 30 mi-
nut). Vznikl4 srazenina byla odfiltrovana. Z kazdého meziproduktu byly odebirany vzorky

na elektroforetické déleni 20pl.

9.4.2 Izolace sérovych proteini

Do upraveného vzorku byl pfidan siran amonny do koncentrace 50hm.% (31,3g). Doslo ke
vzniku srazeniny. Vzorek byl centrifugovan pti podminkach metody (10000 RPM po dobu

10minut pfi teploté laboratorni teplot¢). Sediment byl rozpustén ve vodé€ po odliti superna-

46



Univerzita Tomase Bati ve Zliné — fakulta technologicka

tantu na objem 100ml. Nasledn¢ bylo provedeno vysoleni siranem amonnym do findlni
koncentrace 70hm.% (13,7g). Vzorek byl opét centrifugovan za podminek metody (10000
RPM po dobu 10minut pfi teploté laboratorni teplote). Konecny supernatant byl davkovan

na kolonu chromatografu.

9.5 Elektroforéza ziskanych frakci

Elektroforetické stanoveni proteinti probihalo na polyakrylamidovém gelu. Elektroforéza
probihala od ptivodniho vzorku pouzitého k chromatografii az po ziskané frakce z chroma-

tografie.

TAB. C8. Tabulka pro namichani zaostfovaciho a separaéniho gelu

Chemikalie Separacni gel (ml) Zaosttovaci gel (ml)
H,O 1,0 2,1
YRoztok polyarylamidu 1,1 0,25

(49,5%T, 3% C)

IGelovy pufr pH 8,45 1,75 0,775
50% Glycerol 1,4 —

910% APS 5.107 5.10”
YTEMED 50.107 50.107

"Roztok akrylamidu 49,5%T (total — celkové procento obou ,akrylamidi*), 3% C
(cross-linking — sit'ovaci ¢inidlo, tvoti 3% ze vsech ,,akrylamidi‘): 48% (w/v) akrylamidu,

1,5% (w/v) N,N'-methylenebisakrylamidu.

DGelovy pufr: 3M Tris, 0,3% SDS, pH 8,45 Tris = tris(hydroxymethyl)aminomethan
I APS — peroxodisiran amonny (amonium persulfat)

YTEMED - tetramethylethylenediamine

Vodici elektrolyty:

Anodovy pufr: 0,2M Tris, pH 8,9
Katodovy pufr: 0,IM Tris, 0,1M Tricin, 0,1% SDS; Tricin = N-(2-hydroxy-1,1-
bis(hydroxymethyl)ethyl)glycin
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Postup pripravy elektroforetického stanoveni: Do kadinek, které se umistily na tfepacku
se davkovalo uvedené mnozstvi chemikalii (podle TAB. C.8.) v daném pofadi. Jako po-
sledni se ptidaval APS a TEMED, protoze po piidavku zacal gel polymerovat. Bylo nutné
roztoky nalit do skla v poradi separacni do cca ¥ vysky skla a poté zaostfovaci, aby elek-
troforetické déleni prob&hlo dobte. Byla sestavena aparatura. Anodovy pufr byl nalit do
vany elektroforézy a katodovy pufr byl nalit do druhé vany, ve které bylo upevnéno sklo se
vzorky, tak aby doslo k vytvoreni elektrického okruhu. FElektroforéza probihala pii kon-
stantnim napéti 140V. Délka analyzy cca 1 hodina.

Postup barveni gelu:

Po vlastnim déleni musi nastat postup barveni gelu, aby bylo mozno jednotlivé frakce po-
rovnat. Pro barveni byl zvolen postup barveni gelu stfibrem. Jako prvni se ziskany gel in-
kuboval ve fixa¢nim roztoku (50% ethanol, 12% kyselina octova, 0,05% formaldehyd) po
dobu 2 hodin pfi michani na tfepacce, nebo pfes noc bez michani. V tomto kroku dojde
k zafixovani rozdé€lenych mlé¢nych proteind. Nasledné se gel oplachoval 3x 15 minut
v oplachovacim roztoku (20% ethanol). Poté byl gel inkubovan 2 minuty v citlivostnim
roztoku (0,02% Na,S,03) a 2x proplachnut destilovanou vodou po 1 minutu. 20 minut
v barvicim roztoku (0,2% dusi¢nan stiibrny a 0,08% formaldehyd) a po dobu 40s
v destilované vodé. V poslednim kroku byl gel inkubovan ve vyvolavacim roztoku (6%
uhli¢itan sodny, 0,0004% Na,S,03, 0,05 % formaldehyd) a pfi dostatecné ostrosti bandil se

zalil zakoncovacim roztokem (12% kyselina octova) a proces barveni ukoncen. [1,2,4]
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10 DETEKCE ZISKANYCH FRAKCI METODOU HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie byla vyzkouSena jen v ndvaznosti na praci Ing. Marka Dvoréka,
ktery ji Gspésné pouzil ve své diplomové praci [37]. V ptipadé mlécnych proteint §lo hlav-
n¢ o to vyzkouset univerzalnost popsané metody. Tato analyza spocivala v modrém barve-
ni gelu, diky kterému bylo mozné na gelu identifikovat proteiny. Takto obarvené proteiny
se z gelu vytizly a nasledoval komplikovany extrakéni postup a docililo se zisku trypsino-

vych §tépil proteint, které se podatilo detekovat pomoci MS. [37]

V testovaném vzorku mléka =z mlékomatu byl detekovan pB-laktoglobulin a a-
laktalbumin. Zbytek sérovych proteinti se nepodatilo urcit. Problém byl pravdépodobné
v tom, ze dany extrakéni postup je volen pro proteiny mouky, které jsou stabilnéjsi nez
proteiny mléka. Dal§i mozny divod je vaznost sodikovych atoml na molekulu proteinu,
které se uplatniuji pii nabijeni molekul, aby doslo k detekci. Navaze-li se 2-vice atomil mé-

ni se hodnota $tépu bilkoviny a tim dochézi ke zkresleni dat.

Nicméné se dand metoda v praci vyskytuje pouze ukdzkoveé a proto je zde uvedena jen
velmi okrajové. Hlavnim cilem diplomové prace bylo vyizolovat z dodanych vzorki co

nejvetsi mnozstvi sérovych proteind pomoci kapalinové chromatografie.
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11 VYSLEDKY A DISKUZE

11.1 Manipulace se vzorky

Néami vybrané vzorky pro hlavni analyzu sérovych proteinli byly voleny tak, aby byly leh-
ce a predevsim stale dostupné. V pribéhu prace a méteni se narazilo i na tvz. hluché vzor-
ky, ve kterych jiz byly proteiny hydrolyzovany, poptipadé¢ doslo ke zméné barvy nebo
konzistence (zelirovani vzorku). Tento ukaz byl pozorovan po skladovani delSim nez 6

mésict a jen u nekterych vzorku.

Vzorky byly skladovany pii -17 °C, vysolenych vzorkii bylo vypozorovéno, Ze nezamrzly a
¢ast byla pfitomna jako vodny roztok. Pravdépodobnym diivodem byla velk4 koncentrace

siranovych soli v roztoku, které snizily bod tuhnuti.

11.2 Izolacni metody

Izolace proteint byla asi nejkomplikovanéjsi ¢asti prace. Behem volby vhodného izola¢ni-
ho postupu jsme vyzkouSeli mnoho moznych kombinaci koncentraci soli, hodnot pH, kon-

centraci kyselin a mnohych dalSich faktorti, ze kterych jsme vyvodili tyto vysledky.

Izolace pomoci pH

Tato izola¢ni metoda se neosvédc¢ila pii ziskavani sérovych proteind, protoze jejich stabili-
ta je vii¢i zmeéné pH velika. A¢ netispéch na poli sérovych proteinti, ukazala se tato metoda

jako dostate¢na pro odstranéni kaseinu pomoci roztokd 1M NaOH a 1M NaCl.

Zajimavy tkaz byl vysledovan pti Gpravé pH od 6 a vySe. Pii Upraveé vzorku na hodnotu 7,
ktera je nezbytna pro spravnou funkci IEC byl zaznamenén slaby zékal. Pfi dal$im postupu
izolace se vybral jeden vzorek od kazdého druhu a jeho pH bylo upraveno na hodnotu 8,5,
kdy se vytvofila nejvétsi srazenina. Bohuzel tento jev nemél zadny zasadni dopad na pri-
béh celkovych analyz, pozdéji byla ke kazdému vzorku udélana i chromatograficka analy-
za a vysledny nizky roztahly pik poukazoval na hydrolyzu proteinu, kterou pak ve vysled-

ku potvrdila 1 elektroforeticka déleni a timto bylo od dané izolace ustoupeno.

Izolace pomoci siranu amonného

Tento postup izolace byl vybran s ohledem na moznost degradace sérovych proteini. Me-
toda se osvedcila v praci jako Setrna pro zisk proteinii. Vhodna koncentrace byla stanovena
na 50hm.% pro odstranéni doprovodnych frakei kaseinti a 70hm.% koncentrace siranu jako
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dostatecnd pro vysoleni sérovych proteinti. Nasledné chromatogramy nejevily zadné
znamky degradace proteinti. Touto izolaéni metodou se podafilo ziskat: referencni syro-
vatku (zjisténo kjelhdalovou metodou), kterd je zakladni polozkou kalibraci vS§ech mléc-

nych laboratoii na svéte.
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11.3 Vyhodnoceni chromatografickych a elektroforetickych stanoveni

11.3.1 Syrovatka — metoda IEC—katex

Vzorek syrovatky byl piipraven odstranénim tuku a kaseinu vyse uvedenymi postupy. Na-

sledné byly ke vzorku ptidany stabilizacni soli a syrovatka byla analyzovana pomoci me-

tody IEC-katex. Zaznam analyzy je zobrazen na OBR. C13. Byly zaznamenany &asy odbg-

ru jednotlivych frakci (TAB. C9.) Tyto ziskané frakce byly stanoveny elektroforetickym

délenim (OBR. C14.) a soucasné byly zméfeny jednotlivé koncentrace metodou dle Brad-

fordové (TAB. C10.).

OBR. C13. Syrovitka zdznam analyzy

.40+

Abhsorbance

0.30+

Frakce 4
(BSA)

0.20
010+
0.00
10 20 30 40 F—
TAB. C9. Retenéni ¢asy frakei, draha vzorku
Odebrané frakce Retencni ¢as (min) Cislo drahy na gelu
1 7-10 6
2 11-14 7
3 15-18 8
4 21-24 9
5 28 - 31 10

Pti kazdé analyze byly odebrany frakce tak, aby bylo ziskano spektrum zastoupeni jednot-

livych proteinti. Vzdy na pocatku, v nejvysSim bod¢ a na konci piku. Takto byl zarucen

sbér vSech dostupnych frakei.
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OBR. C14. Elektroforeticky identifikované proteiny vzorku Syrovatky

1. drdha marker — IgG-imunoglobulin G, LF- laktoferrin, BSA— serum albumin, LGA,
LGB- B- laktoglobulin, LA-lactalbumin

2. — 4. drédha — popisuje zménu vzorku béhem izola¢niho postupu. Vysoka koncentrace
proteint je charakterizovdna neostrymi bandy. Drdha 2 — srazenina vznikla upravou pH na
pL, drdha 3.— supernatant po odstfedéni a draha 4. — sediment vznikly po odstfedéni upra-

veného vzorku.
5. drdha — FT — je zde patrny ubytek BSA
6. — 7. drdha — prvni dvé odebrané frakce — je zde viditelny obsah LGB

8. —9. draha — nevyssi hodnota odezvy detektoru, soucasné nejostiejsi band na elektroforé-

ze. Byla zde potvrzena pfitomnost BSA

cv v

Metoda IEC s kolonou Capto-S je vhodna pro zisk BSA ze vzorku proteinu, protozZe sloZe-

ni kolony ma dostatecnou délici kapacitu prave pro dany protein.

TAB. C10. Stanoveni koncentrace proteinii dle Bradfordové

Vzorek Absorbance (A) pti 595nm Koncentrace proteinti

(mg/ml)
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Frakce 1 (LGB) 0,009 0,003
Frakce 2 (LGB) 0,028 0,010
Frakce 3 (BSA) 0,344 0,128
Frakce 4 (BSA) 0,472 0,175
Frakce 5 (BSA) 0,022 0,008

Pozn. Vypocet byl proveden podle vzorce : C = (A*(Vceax/Vvz))/K (str.30.)

Veetr. = 1000ul, Vyz=20ul a K = 0,0537 (konstanta pFistroje pouZitého k méreni)

11.3.2 Mléko z mlékomatu — metoda IEC — katex a nasledny IEC — anex FT

Vzorek mléka z mlékomatu byl pfipraven odstranénim tuku a kaseinu vySe uvedenymi

postupy. Nasledné ke vzorku byly ptidany stabiliza¢ni soli a byl analyzovan pomoci meto-

dy IEC-katex,. Zaznam analyzy je zobrazen na OBR.C15. Byly zaznamenany ¢asy odbéru

jednotlivych frakei (TAB. C11.). Tyto ziskané frakce byly stanoveny elektroforetickym

délenim (OBR. C16.) a sou¢asn& byly zmé&feny jednotlivé koncentrace frakci metodou dle

Bradfordové (TAB. C12.)

Ziskany FT po IEC — katex byl stanoven pomoci [EC — anex. Zaznam analyzy popisuje

OBR. C17., jednotlivé reten¢ni ¢asy jsou zaznamenany v TAB. C13.. a nasledné elektrofo-

retické déleni vzorku popisuje OBR. C18.

OBR. C15. Mléko z mlékomatu — zaznam analyzy IEC — katex

Frakce 1
(BSA))

Absorbance
[ )
]
[
|

Frakce 2 /

(BSA,)

Frakce 3
(BSA3)

10

20 0

TAB. C11. Retenéni ¢asy frakei, draha vzorku

N T

Odebrané frakce

Retencni ¢as (min)

Cislo drahy na gelu
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1 12,5-17,5 4
2 18,5-20,5 5
3 20,5-26,5 6

Pozn. Frakce byly odebirany rucné, aby bylo docileno oddéleni jednotlivych pikii.

OBR. C.16. Elektroforeticky identifikované proteiny vzorku mléka z mlékomatu

1. dradha marker — IgG-imunoglobulin G, LF- laktoferrin, BSA— serum albumin, LGA,
LGB- B- laktoglobulin, LA-lactalbumin

2. draha — popisuje vlastni vzorek pted tpravou pro IEC — katex
3. drdha— FT

4. dréha — frakce 1., ktera obsahuje BSA;

5. dréha — frakce 2., kter4 obsahuje BSA,

6. drdha — frakce 3., kterd obsahuje BSA;

Pti zhodnoceni vysledki predchozi analyzy je patrné, ze vzorek mléka z mlékomatu obsa-
huje nékolik sérotypi proteinu BSA. Ze zaznamu analyzy je patrné, Ze jsou zde dominant-

ni tfi rizné genové variace proteinu BSA.

TAB. C12. Stanoveni koncentrace proteini dle Bradfordové
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Vzorek Absorbance (A) pti 595nm Koncentrace proteint
(mg/ml)
Vzorek mléka z mlékomatu 1,65 1,536
FT 1,555 1,448
Frakce 1 (BSA)) 0,0330 0,0307
Frakce 2 (BSA;) 0,0575 0,0535
Frakce 3 (BSA;) 0,0811 0,0755

Pozn. Vypocet byl proveden podle viorce : C = (A*(Vceax/Vvz))/K (str.30.)

Veetr. = 1000ul, Vyz=20ul a K = 0,0537 (konstanta pFistroje pouZitého k méreni)

Meéfeni bytku proteinti v FT potvrzuje pouze jiz vyse uvedené zjisténi, ze je oddélena

pouze cast proteinti. Pokles koncentrace protein v FT je o 0,09 mg/ml, coz je koncentrace

ubytku proteinu BSA. Soucet koncentraci jednotlivych frakci se neshoduje s ubytkem 0,09

mg/ml, protoze dochazi k pfeneseni proteinu do mensiho obsahu roztoku a tim je vysvétlen

jev zvyseni koncentrace proteinu.
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OBR. C17. Mléko z mlékomatu — zaznam analyzy IEC — anex

Absorbance

Frakce 1 -3
(LGB)

4.00000

300000+

200000

1.00000—

0.00000

10 20 a0 40 50

¢as (min)

Pozn. Bylo dosazeno maximalni meze detekce coz znamend, Ze na koloné se navadzalo velké

mnozstvi proteinu(LGB).

TAB. C13. Retenéni ¢asy frakei, draha vzorku

Odebrané frakce Retencni ¢as (min) Cislo drahy na gelu
1 8,6 —15,6 4
2 15,7-22,7 5
3 22,7-25,7 6

OBR. C18. Elektroforeticky identifikované proteiny, mléko z mlékomatu metoda
IEC - anex
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1. drdha marker — IgG-imunoglobulin G, LF- laktoferrin, BSA— serum albumin, LGA,
LGB- B- laktoglobulin, LA-lactalbumin

2. drdha — FT po IEC — katex

3. draha — FT po IEC — Anex

4. dréha — frakce 1., ktera obsahuje LGB

5. draha — frakce 2., kterd obsahuje LGB

6. draha — frakce 3., kterd obsahuje nepatrné mnozstvi LGA

Stanovenim FT po katexu metodou IEC - anex je patrné, Ze po analyze IEC — katex nejsou
proteiny degradovany a mohou byt pouzity pro dalsi stanoveni. Podle vyse ziskanych dat

byl na kolon¢ Capto — Q vazan LGB a nepatrné mnozstvi LGA.

OBR. C19. Elektroforeticky rozdélené proteiny, ziskané z nefedéného vzorku mléka

z mlékomatu IEC katex, bez pridavku stabiliza¢nich soli

- -

-'
-—
' 'I
\ J "

"

|

Jak je patrné z ptilozeného gelu je nutno vzorek fedit je zde pfili§ mnoho proteint a elek-

troforetické déleni je neti€inné a nelze porovnat se standardy. Prazdné bubliny indikuji
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pfitomnost mnoha proteinti o stejn¢ molekulové hmotnosti. Bez ptidavku stabiliza¢nich

soli jsou proteiny béhem déleni degradovany.

11.3.3 Mlezivo — metoda GPC

Vzorek mleziva byl upraven na syrovatku pomoci vyse popsan¢ho postupu. K odstranéni
kaseinu byla pouzita kyselina chlorovodikova a srazenina kaseinu byla odstfedéna. Izolace
sérovych proteint byla provedena pomoci siranu amonné¢ho na kone¢ny obsah 70hm.%.
Takto pfipraveny vzorek se davkoval na chromatograf. Zaznam analyzy je pfilozen (OBR.
(20.), byly zaznamenany jednotlivé retenéni Gasy frakci (TAB. C14.) a ze ziskanych frakci
bylo udélano elektroforetické stanoveni (OBR. C21.). Stanoveni koncentrace proteint dle
Bradfordové nemohlo byt provedeno, protoze pfitomnost amonnych soli ovlivituje vybar-

vovaci proces.

OBR. C20. Mlezivo — ziznam analyzy metoda GPC

Absorbance

Frakce 1 Frakce 1

(BSA) \ o« | (LGB

300000+
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(LGB aLA)

2100000

1.00000+

0.00000
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Mlezivo neni pravé mléko, obsahuje pouze mensi ¢ast proteinli a velké mnozstvi soli, které
ovliviuji frakcionacni proces. Jedna se o vysoleni na 70hm.% pii vyssi koncentraci je jiz
obsah soli v roztoku pfili§ vysoky a dochazi k hydrolyze mlécnych proteinti. Tento jev byl

pozorovan pouze u mleziva.

TAB. C14. Retenéni ¢asy frakei, draha vzorku
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Odebrané¢ frakce Retencni ¢as (min) Cislo drahy na gelu
1 58-61 2
2 64-67 3
3 67-70 4
4 70-73 5
5 76-79 6
6 85-88 7
7 121-124 8

OBR. C21. Elektroforeticky rozdélené proteiny po GPC Mlezivo

B

1. drdha marker — IgG-imunoglobulin G, LF- laktoferrin, BSA— serum albumin, LGA,
LGB- B- laktoglobulin, LA-lactalbumin

2. draha — frakce 1 — smé&s proteini nejvétsi zastoupeni LGB; a BSA

3. drédha — frakce 2 — smés proteinil nejvetsi zastoupeni BSA

4. dréha — frakce 3 — smé&s proteinill nejvetsi zastoupeni LGB, a BSA

5. draha — frakce 4 — smés proteini nejvétsi zastoupeni LGB3

6 — 8. draha — frakce 5 - 7 — pouze LGBy

Z vyse uvedeného gelu je patrné, Ze v mlezivu jsou zastoupeny piedevsim proteiny podile-

jici se na spravném fungovani imunitniho systému (LGB,BSA,IgG). Ve vzorku bylo potvr-
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zeno vice proteind jednoho druhu v rizné genové variaci, napi. poloha LGB proteinu, byl

zde zastoupen v mnoha drahach, coz ukazuje na rlizny genotyp.

OBR. C22. Elektroforeticky rozdélené proteiny po GPC Mlezivo vysoleno na 80hm.%

Mlééné proteiny jsou degradovany a metodou izolace pti vysoleni na 80% byla ¢ést z nich

degradovana. Takto degradované proteiny neni mozné dale vyuzit pro nasledné analyzy.

11.3.4 Mléko z mlékomatu — metoda GPC

Vzorek mléka z mlékomatu byl upraven na syrovatku pomoci vysSe popsané¢ho postupu.
K odstranéni kaseinu byla pouzita kyselina chlorovodikova a sraZenina kaseinu byla od-
sttedéna. Izolace sérovych proteinii byla provedena pomoci siranu amonného na konecny
obsah 70hm.%. Takto pfipraveny vzorek se davkoval na chromatograf. Zaznam analyzy je
ptilozen (OBR. C23.), takté jednotlivé retenéni &asy frakci (TAB. C15.) a ze ziskanych
frakci bylo ud&lano elektroforetické stanoveni (OBR. €24.). Stanoveni koncentrace protei-
nl dle Bradfordové nemohlo byt provedeno, protoze piitomnost amonnych soli ovliviiuje

vybarvovaci proces.
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OBR. (23. Mléko z mlékomatu ziaznam analyzy GPC
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Zaznam analyzy dokazuje, Ze proteiny jsou déleny s mnohondsobné vétsi €innosti, nez pfi

IEC.

TAB. C15. Retenéni ¢asy frakei GPC syrovatky z mleziva

Odebrané frakce Retenéni ¢as (min) Cislo drahy na gelu
1 49-52 3
2 52-55 4
3 55-58 5
4 58-61 6
5 61-64 7
6 64-67 8
7 67-70 9
8 79-82 10
9 82-85 11
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OBR. (24. Elektroforeticky identifikované proteiny po GPC
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1. drdha marker — IgG-imunoglobulin G, LF- laktoferrin, BSA— serum albumin, LGA,
LGB- B- laktoglobulin, LA-lactalbumin

2. dréha — vzorek mléka z mlékomatu vysolen na 70hm.%
3. draha — frakce 1., kterd obsahuje nepatrné mnozstvi LGB
4. dréha — frakce 2., ktera obsahuje n€kolik genotypi LGB, malé mnozstvi BSA a LGA

5 — 7. dréha — frakce 3 — 5, které obsahuji n¢kolik genotypti LGB, velké mnozstvi BSA a
LGA, dokonce se podaftilo vyizolovat i jeden z nejnachylnéjsich proteind na degradaci a to

LF
8 — 9. draha — frakce 6 — 7, které obsahuji vétsi mnozstvi LGA a n¢které genotypy LGB

10 — 11. draha — frakce 8 — 9, které obsahuji velké mnozstvi LA

11.4 Srovnani metody IEC a GPC

Srovndme-li metody IEC a GPC podle vyse prezentovanych vysledkii dostdvame celkem
jasné zaveéry. Metoda IEC vyhrava v zisku jednoho proteinu na jedné koloné. Byly vyizo-
lovany proteiny BSA a LGB bez pfitomnosti dalSich frakci. Kdyby se dané analyza prova-
déla porad dokola vzdy se ziskanym FT, docilime zisku €istych proteinti na kolondch o
rizné iontové sile. Nicméné dany postup je pro komercni pouziti nevyhovujici a zdlouha-
vy. Typ IEC se pouziva spiSe v I¢karstvi, kosmetice a vSude tam kde je tfeba konkrétniho

proteinu. UHT mléko podavalo obdobné vysledky jako mléko z mlékomatu.

Metoda GPC oproti IEC ziskava skupinu proteinti, miize slouzit k popisu sloZeni ¢i potvr-

zeni pritomnosti proteinu ve vzorku. V odvétvi analyzy potravin a obecné v prumyslu je
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IEC nedokazeme oddé¢lit pouze jeden protein. Dalsi zhorSeni je problém s amonnymi soli

v roztoku proteinti po vysoleni je vzdy nutné ziskané proteiny odsolit a to bud’ pfed nebo

po GPC. V TAB. C16. jsou uvedeny nejosvédéendjsi kombinace jednotlivych

TAB.C16. Kombinace jednotlivych metod pro stanoveni pomoci IEC a GPC

Vzorek pH' Centrifugace” | Piprava® | Identifikace’ | Kvalita protind’
Syrovatka 3,65 10000RPM Pridavek | IEC —kolona Zisk pouze
4°C 30min. stab. soli Capto-S BSA
Syrovétka 3,65 10000RPM Vysoleni | IEC- Capto- | Nefunk¢ni ana-
4°C 30min. 50-70% | S a Capto-Q Iyza
Syrovatka 3,65 13500RPM Pridavek | IEC- Capto- | Zisk skupiny
4°C 30min. stab. soli | S a Capto-Q | dvou proteind
(BSA a LGB)
Syrovatka 3,65 10000RPM Vysoleni | GPC-Sephacryl | Spektrum pro-
4C30min. | 50-70% | OO0 P teind
16/60
(BSA,LGB,LA)
Mlezivo 6,3 10000RPM Ptidavek | IEC- Capto- | Zisk skupiny
4°C 30min. stab. soli | SaCaptoQ | dvou proteinli
(BSA a LGB)
Mlezivo 6,3 10000RPM Vysoleni | IEC- Capto- | Nefunk¢ni ana-
4°C 30min. 50% S lyza
Mlezivo 6,3 10000RPM Vysoleni | GPC-Sephacryl | Spektrum pro-
4°C 30min. s0% | %P teint
16/60
(IgG,BSA,LGB
LA)
Miéko z 6,8 10000RPM Vysoleni | GPC-Sephacryl | Spektrum pro-
mlékomatu 4°C30min. | 50-70% | T teint
(LGB,
BSA,LA, LF)
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Miléko z 6,8 10000RPM Pti 70% | GPC-Sephactyl | Hydrolytické
mlékomatu | Upravenna | 4°C 30min. vysoleni S_lol()é;[frep Stépy proteini
8,5 vznik sra-
zeniny
Mléko z 6,8 10000RPM Pridavek | IEC- Capto- | Zisk skupiny
mlékomatu 4°C 30min. stab. soli | S a Capto-Q | dvou proteinti
(BSA a LGB)
UHT 6,8 10000RPM Ptidavek | IEC- Capto- | Skupina dvou
4°C 30min. stab. soli | S a Capto-Q proteinti
(LGB aBSA)
UHT 6,8 10000RPM Vysoleni | GPC-Sephacryl | Spektrum pro-
4°C 30min. 50% 3100, Hibrep teint (slabsi)
16/60
UHT 6,8 10000RPM Vysoleni | GPC-Sephactyl | Spektrum pro-
4°C 30min. 0% | SO teini
16/60
(silne)

U pH pred vipravou vzorku

Y pouzité parametry centrifugace béhem izolacniho postupu
Y popis pFipravy vzorku pied chromatografickym stanovenim
Y Identifikace izolovanych vzorkii za pouziti metody a kolony

Y Kvalita ziskanych proteinii po elektroforetickém stanoveni na gelu

Vyse uvedena kombinace metod jednoduse popisuje systém pripravy vzorku az po konec-
ny produkt. Se vzorky bylo pracovano za laboratorni teploty. Hodnota pH je vZdy uprave-
na na hodnotu pl kaseinu. Centrifugace pii vySSich otaCkach nijak neovliviiovala hlavni
delici proces. Kazdy vzorek byl stanovovan cca 20x pii pouziti riznych kombinaci metod,

z nichz prave ty uvedené v tabulce podavali uspokojivé vysledky.

11.5 Srovnani vysledki prace s odbornou literaturou

Pro metodu IEC jsou v publikaci [14,19] uvedeny vysledky, které byly dosazeny pii pouzi-

ti kolony DAE — TP (1,5cmx18cm). Jedna se o siln¢ katexovou kolonu, chromatografic-
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kym dé€lenim byl ziskdn LGB protein ve dvou genotypech. V mém piipad¢ byl ziskan po-
moci katexové koly Hi Trap™™ Capto' 'S protein BSA ve tfech genotypech.

Pti pouziti IEC s anexovou kolonou podle publikaci [14,19,30,31] bylo v odbornych clan-
cich uvedeno, ze bylo dosazeno LA, BSA, LF a LGB proteint, které zde byly pfitomny ve
smési. Pii pouziti metody uvedené v mé praci se s kolonnou Hi Trap ™ Capto"™Q docililo
zisku pouze proteinu LGB ve dvou genotypech. Srovname-li pouzité metody pro IEC, je
zde ukazan rozdil v kone¢ném zisku jednotlivych produktii, kdy s pouzitim metod uvede-

nych vyse v praci je mozné vyizolovat pouze konkrétni protein (BSA, LGB str. 54-58).
Vlastni d¢€lici proces je ovlivnén sloZzenim kolony, na kterém zavisi jaky protein se

Metoda GPC byla pouzita na zékladé publikace [17], ve které byly popsany chromatogra-
ficky oddélené vzorky, vzdy jako smés proteinti. Ke stanoveni byla pouzita kolona typu
TSK — G3000 SW (30cmx8mm), pii pouziti metody se docililo zisku spektra proteint jako
v mé praci s kolonou. Sephacryl S-100, HiPrep 16/60.

V publikacich [16,32] jsou popsany postupy frakcionace jednotlivych genotypt proteind.
Pomoci kolon v rozmezi od 6,5-300 (kDa), jednotlivé byly proteiny rozd€leny na své geno-
typy ( napt. LGB 234), ¢ehoz se v mé praci podatilo docilit ve smési proteint a s pouZitim

pouze jedné kolony u proteinu LGB (OBR. €24.).
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ZAVER

Moderni analyzy se nezabyvaji jen mnozstvim ¢i piitomnosti, ale i ziskem jednotlivych
slozek surovin. Kravské mléko je pomérné dostupnym artiklem a je tedy 1 hlavnim zdrojem
mlécnych proteint. Pro zisk mléénych proteinti bylo zvoleno pravé z diivodu jeho snadné
dostupnosti. V poslednich letech se z mlééného séra snazime vyizolovat fungujici enzymy,
Cisté bilkoviny a mnohé dalsi latky. VSechny tyto latky maji ptiznivy vliv na lidské zdravi,
a proto se prace zabyva moznosti izolace sérovych proteinil. Ziskané poznatky v této praci
byly nasledné pouzity pro zisk jednotlivych proteinti v Universitnim institutu na Université
Tomase Bati ve Zling. Z jednotlivych chromatografii byla pouzita metoda IEC, kterou byl
ziskan a potvrzen Cisty Lactoferrin, ktery se uplatiiuje v kosmetickych piipravcich, nebo v

lékarstvi.

V izola¢nich metodach se nejvice osvédéila metoda vysoleni pomoci siranu amonného, ale
pro plos$né vyuziti v potravinafstvi je nutné vzdy proteiny pied a nebo po odsolit. V praci je
popséna dvoji dialyza jednou ve vod¢ podruhé za pomoci pufru. Ob¢é metody podéavaji ob-

dobné vysledky pti déleni proteintl, i kdyZ v pufru se ¢ast proteinti degraduje.

V praci bylo dokazéano, ze nejlepsi metoda pro izolaci sérovych proteint je metoda GPC.
Ziskava se zde spektrum proteinti (LGB, LA, BSA, LGA, IgG a LF). Kdybychom poté
jednotlivé frakce opét délily na koloné€ o jiné hustoté gelu, nez nabizi kolona Sephacryl-
100, dostaneme se k jednotlivym frakcim pomérné jednoduchym zpisobem. Ptfi metodé
IEC se dostaneme ke zdarnému vysledku také, ale vzdy pro jeden protein (napt. BSA)

vybrat konkrétni kolonu (napt. Capto-S).

Stanoveni frakci pomoci ICP-MS, bylo provedeno pouze jako ukdzkové d€leni a pouze
poukazuje na moznosti detekce v dnesni analyze potravin. Metoda MS je velice piesna, ale

velmi zdlouhavd a vyuzitelnd pouze pfi specifickych parametrech.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

APS peroxodisiran amonny

BSA Sérum albumin

CFU colony forming unit (jednotka pro poc¢et mo)

EAK Esencidlni aminokyseliny

EMP Elektromagnetické pole

GMP Glykomakro peptid

GPC Gelova permeacni chromatografie

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

IEC Iontoménicova chromatografie

IgG Imunoglobulin

kDa Jednotka aminokyselin

LA a - laktalbumin

LF Laktoferrin

LGA skupina serovych proteinii

LGB B - laktoglobulin

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid

MO Mikroorganismy

MS-ICP Hmotnostni spektrometr se zrojem ICP

pl Izoelektricky bod

RIL Residua inhibi¢nich latek

RPM Otacky za minutu

SB Somatické bunky

SDS dodecyl sulfat sodny

TEMED Tetrramethylethylenediamin
N-(2-hydroxy-1,1-

TRICIN bis(hydroxymethyl)ethylglycin

TRIS Tris((hydrxymethyl)aminomethan

UHT Tepelné oSeteni mléka

uv Ultrafialovy detektor
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