Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Analyza bilkovin pomoci modernich analytickych metod

Bakalarska prace

2022 Romana Kohoutkova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2020/2021

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a prijmeni: Romana Kohoutkova

Osobni éislo: C18090

Studijni program: B2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Hodnoceni a analyza potravin

Téma prace: Analyza bilkovin pomoci modernich analytickych metod

Téma prace anglicky:  Protein analysis using recent analytical methods
Zadavajici katedra:  Katedra analytické chemie

Lasady pro vypracovani

1. V prvni casti bakalarské prace struéné charakterizujte bilkoviny, zaméfte se zejména na jejich
wyznam v potravinach.

2. Vypracujte prehled metod (spolu s jejich struénymi principy), které se v dnesni dobé vyuzi-
vaji pro analyzu bilkovin. Vénujte se predeviim modernim metodam, napf. hmotnostni spektrometrii.

3. Samestatnou kapitolu vénujte proteomice.

4. Zavérem piehledné shmite dosaZené poznatky a pokuste se formulovat perspektivu tohoto
védniho oboru.



Rozsah pracovni zprvy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani bakalarské prace: t&téna

Semam doporutené literatury:
Podle pokynd vedoud price.

Vedouci bakalarske prace: Ing. Blanka Svecova, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Datum zadani bakalamské prace: 5. unora 2021
Termin odevzdéani bakalarské prace: 2. éervence 2021

L.5.

prof. Ing. Petr Kalenda, C5c. vr. prof. Ing. Karel Ventura, CSc. vr.
dékan vedouci katedry

VPardubicich dre 20. Gnora 2021



ProhlaSuji:

Praci s ndzvem Analyza bilkovin pomoci modernich analytickych metod jsem vypracovala
samostatné. Vesker¢ literarni prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny

v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prdva a povinnosti vyplyvajici
ze zékona €. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym
a o zmén¢ nekterych zdkonu (autorsky zékon), ve znéni pozdéjsich predpist, zejména se
skutecnosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace
jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim, ze pokud dojde k uZiti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat pfimefeny prispévek na thradu nakladu, které na vytvoreni dila

vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na vé€domi, ze v souladu s § 47b zdkona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zméné
a doplnéni dalsich zakonti (zakon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjsich predpist, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiiovani a formalni Gpravu
zavéreCnych praci, ve znéni pozd¢jSich dodatkli, bude prace zvetejnéna prostfednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 06. 06. 2022 Romana Kohoutkova



PODEKOVANI

Timto bych rada pod&kovala Ing. Blance Svecové, Ph.D. za odborné vedeni mé prace, cenné
rady, ochotu, zpétnou vazbu, poskytnuti podkladi vztahujicich se k tomuto tématu a také za Cas
vénovany mé bakalarské praci. Dale bych chtéla podékovat své rodiné a blizkym za podporu

pii vypracovavani bakalafské prace a po celou dobu studia.



ANOTACE

Tato bakalatska prace se zabyva stanovenim bilkovin pomoci modernich analytickych metod.
V préci jsou charakterizovany vlastnosti, sloZeni, vyznam, vznik a vyskyt bilkovin. Déle jsou
v praci popsany analytické metody vyuzivajici se ke stanoveni bilkovin spolu s jejich struénymi

principy. Pro kazdou analytickou metodu jsou také popsany aplikace na redlné vzorky.
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Protein analysis using recent analytical methods

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the determinantion of proteins using modern analytical methods.
The properties, composition, significance, origin and occurrence of proteins are characterized
in this work. Furthermore, the methods used to determine analytical proteins together with their
brief principles are described here, too. For each analytical method, applications of real samples

are also described.
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Uvod

Bilkoviny neboli proteiny jsou dllezitou soucasti svall, organt, kiize i hormonti v lidském
téle. Bilkoviny se vyskytuji v zivociSné i rostlinné stravé jako naptiklad v mase, masnych
vyrobcich, mléce, mlécnych vyrobcich, vejcich, lusténinach, obilovindch, ofeSich, ale také
v ovoci a zelening€. Proteiny jsou dulezité pro spravné fungovani vSech organismt, plni funkci
stavebni, obrannou, zdsobni, transportni i pohybovou. Mezi nejzndméjsi bilkoviny patii:
albumin, globulin, aktin, myosin, lysozym, hemoglobin, myoglobin, glutenin, glyadin,

ovalbumin a dalsi.

Cilem této prace je sepsani reSerse, ktera se zabyva charakteristikou a stanovenim bilkovin
pomoci modernich analytickych metod jako naptiklad imunochemické a separacni metody,

ale také pomoci védniho oboru, ktery se nazyva proteomika.

Metody stanoveni bilkovin ve vzorku jsou vétSinou zaloZzené na stanoveni obsahu
dusikatych latek. Stanoveni bilkovin v potravinach je dulezité z divodu odhaleni alergen,
posouzeni nutri¢nich hodnot i ur€ovani pavodu potravin. Dfive se ke stanoveni bilkovin
vyuzivaly metody jako napiiklad Kjeldahlova nebo Dumasova, které byly velmi pracné
a Casov¢ 1 finanén¢ naro¢né. Dnes se tyto metody vyuzivaji spiSe jako referencni a jsou

nahrazeny modernéjSimi a citlivéjSimi metodami, které jsou popsany v této praci.



1 Charakteristika bilkovin

Bilkoviny neboli proteiny jsou vysokomolekularni latky, které tvoii zna¢nou cast tkani
rostlin 1 zivocicht. Rostliny si je vytvaii z dusikatych latek, zatimco zivo¢ichové je ptijimaji
potravou. Jsou to velké makromolekuly (5-100 nm) s vysokou molarni hmotnosti. Vznikaji
kondenzaci 100 a vice aminokyselin viz obrdzek 1. Spojenim méné nez 100 aminokyselin
vznikaji peptidy (2-10 oligopeptidy a 10-100 polypeptidy). Kondenzace je spojeni karboxylové
skupiny a aminové skupiny dvou aminokyselin za odStépeni vody (vznik peptidové vazby
anasledné peptidového fetézce). Takto kombinaci riiznych poctl a riznych aminokyselin mize
vznikat velké mnozstvi peptidl a bilkovin, které se sklddaji hlavn¢ z uhliku, kysliku, dusiku,
vodiku a vétSinou i siry. [1]

Ri—CH—COOH -+ R;—CH—COOH ? Ri=—CH—CONH—CH—R;
I I e I I

NH3 NH; NH3 COOH

Obrazek 1: Kondenzace aminokyselin

R— CH—COOH

NH>

Obrazek 2: Obecny vzorec aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami bilkovin. Zndme jich mnoho,
ale jen 21 znich se podili na tvorbé bilkovin, fik4a se jim kédované aminokyseliny. Kazda
kodovana aminokyselina obsahuje karboxylovou skupinu a aminovou skupinu viz obrazek 2.
Jsou to amfoterni slouceniny, coZ znamend, ze se mohou chovat jako kyseliny i jako zasady
v zavislosti na okolnim prostfedi. Miize také vzniknout amfion (obojetny ion, ktery se chova
neutraln¢), kdyz pH okolniho prostiedi je stejné jako pH izoelektrického bodu pro sledovanou
aminokyselinu. Z obrazku 2 pro obecny vzorec aminokyseliny je zifejmé, Ze aminokyseliny
(kromé¢ glycinu) obsahuji chirdlni atom uhliku. To je takovy uhlik, ktery na sob€ ma navazany
4 riizné substituenty. Nékteré aminokyseliny si organismus dokéze syntetizovat (neesencialni)
jiné musi pfijimat v potravé (esencialni). VétSina esencialnich aminokyselin se vyskytuje
v zivocisné stravé. Obsahuji hlavné heterocyklické zbytky a aromatické nebo rozvétvené
fetézce. [1] Podminéné esenciadlni aminokyseliny si zdravé télo nasyntetizovat dokaze, jedinec
s n¢jakou poruchou metabolismu musi tyto aminokyseliny pfijimat potravou. Konkrétni
ptiklady neesencialnich, esencialnich a podminéné esencialnich aminokyselin jsou uvedeny

v tabulce 1. [2]
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Tabulka 1: Rozdéleni aminokyselin /2]

Neesencialni Esencialni Podminéné esencialni
Alanin Arginin Histidin
Asparagin Cystein Isoleucin
Kyselina asparagova Glutamin Leucin
Kyselina glutamova Glycin Lysin
Serin Prolin Methionin
Tyrosin Fenylalanin
Threonin
Tryptofan
Valin

Bilkoviny se dé€li podle uspotfadani (struktury) do ¢tyi skupin viz obrazek 3. Primarni
struktura je déna pofadim aminokyselin v fetézci. Udava vlastnosti, funkci a prostorové
uspofadani molekuly bilkoviny. Je odrazem genetického kodu a kazdd zmeéna v poradi
aminokyselin miize u dané¢ho jedince vyvolat néjakou chorobu. Sekundérni struktura udava
prostorové uspotradani polypeptidického fetézce. Usporadani mohou byt dve, a to skladany list
(B-hteben) nebo pravotociva dvousroubovice (o-helix). Tyto struktury vznikaji diky
vodikovym vazbam, které piisobi mezi C=0 a N-H skupinou a v jedné molekule bilkoviny jich
muze byt n€kolik. Tercidrni struktura je kone¢né uspofadani pravotocivé dvousroubovice nebo
skladaného listu. Neuplatiuji se zde jen vodikové vazby, ale i iontové, disulfidické a Van der
Waalsovy sily. [1] RozliSujeme dv¢ tercidrni struktury: globularni (klubko), kterad se podili
na transportnich procesech v buiice a jsou obvykle rozpustné ve vodé, protoze hydrofobni
aminokyseliny se shromazd'uji spiSe uvniti klubka a fibrilarni (vldkno), kterd obsahuje kolagen
a vyskytuje se v kiizi, nehtech, slachach, chrupavkach a kostech. [3] Kvartérni struktura uréuje

vvvvvv

bilkoviny. [1]
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PRIMARNI STRUKTURA

Aminokyseliny

A

SEKUMDARNI STRUKTURA

— [B-skladany list
N TERCIARMI STRUKTURA

a-helix

KVARTERNI STRUKTURA

Obrazek 3: Struktura bilkovin /4]

Bilkoviny se mohou d¢lit podle chemického sloZeni nebo rozpustnosti. Podle chemického
sloZeni se déli na jednoduché a slozené. Jednoduché se skladaji pouze z aminokyselin. Slozené
obsahuji aminokyseliny 1 nebilkovinnou slozku a dale se déli na: lipoproteiny
(AMK + lipidové slozka), fosfoproteiny (AMK + zbytek kyseliny fosfore¢né), glykoproteiny
(AMK + sacharidova slozka), nukleoproteiny (AMK + ¢ast nukleové kyseliny)
a metaloproteiny (AMK + kationty kovil). Podle rozpustnosti se bilkoviny d€li na albuminy, ty

jsou rozpustné ve vod¢ a globuliny, rozpustné ve slabych kyselinach, zdsadach nebo solich. [1]

Bilkoviny jsou dilezitymi slozkami pro spravnou funkénost vSech organismi. [1] Plni
funkci biochemickou, strukturdlni i kinetickou. Biochemické funkce umoziuji enzymové
proteiny slouzici jako katalyzatory biochemickych reakci. Specifické aminokyseliny mayji
misto, na které se vdze enzym a tzv: ,aktivni misto, kde se vaze substrat. Mlze také dojit
k zadouci ¢i nezddouci mutaci aktivniho mista aminokyselin. Substrat se na takto zménéné

aktivniho misto nemusi navazat a tim zpusobi i nefunkénost enzymu. Strukturalni funkci plni
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proteiny aktin a tubulin, jsou to strukturni prvky bun€k a tkani. Tvofi aktinova vlakna
a mikrotubuly. Kinetickou funkci plni proteiny zptisobujici pohyb molekul uvnitt bunky,
tekutin v lidském organismu (krve a potravy) a nakonec i pohyb celého téla. Tuto funkci plni
myosin, dokaze se ptipojit i oddélit od aktinovych vlaken. [2] Bilkoviny slouzi i jako zalozni
zdroj energie, kdyz organismu dojdou lipidy a sacharidy. Podili se také na syntéze alkaloidu,
lipidové dvojvrstvy 1 nukleotidu. [1]

Bilkoviny jsou diilezitou soucésti zivocisné stravy. [2] Vyskytuji se v potravinach
rostlinného 1 zivoc¢iSného piivodu jako napiiklad: vejce, mlééné vyrobky, maso, lusténiny,

ofechy, semena, motské plody, a dalsi viz obrazek 4.
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hilkoviny hilkoviny

obsah ve 1009
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(@}
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- B il L4
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Obrazek 4: Zastoupeni bilkovin v potravinach /5/

Ptijaté bilkoviny se v organismu rozlozi a plni své funkce: stavebni, obrannou, zasobni,
transportni ¢i pohybovou. [1] Mezi nejznaméjsi bilkoviny patii: albumin, globulin, aktin,
myosin, lysozym, hemoglobin, myoglobin, glutenin, glyadin, prolamin, konalbumin,

ovalbumin.

13



Albumin je sérova bilkovina nejvice zastoupend v plazmé. Podili se na udrzovani
onkotického tlaku v plazmé, ktery reguluje pruchod vody. SlouZzi jako hlavni nosi¢ mastnych
kyselin, zneSkodnuje toxické laky a ovliviluje farmakokinetiku 1é¢iv v lidském téle. Albumin
se rozklada na aminokyseliny, které jsou dale vyuzivany. [6; 7] Jeho struktura je zndzornéna

na obrazku 5. [8]

Obrdzek 5: Struktura albuminu nesouci
Sest molekul kyseliny palmitové /8]

Globuliny jsou nejvice zastoupené proteiny v so6jovych bobech, jsou nerozpustné
ve vode¢, ale rozpustné ve zifedénych roztocich soli. Nejvice se vyskytuji v olejninach
a luSténindch. [9] Globuliny Ize rozdélit na 4 frakce a to au, a2, B a y, z nichz y-globuliny jsou

imunoglobuliny. [7] Struktura globulinu je zndzornéna na obrazku 6. [10]

Obrdzek 6: Struktura globulinu /10/

Hemoglobin se sklada ze dvou podjednotek (fetézcti) a (o1 a a2) a dvou podjednotek 3
(B1 a B2), které jsou si strukturné i velikostné podobné. Kazdy fetézec mé na sob& navazanou
hemovou skupinu, ktera slouzi jako vazebné misto pro kyslik, oxid uhelnaty nebo oxid dusnaty.
Hlavni funkce hemoglobinu je transport kysliku z plic do tkani. [11; 12] Pfibuzny protein
hemoglobinu je myoglobin, ktery slouzi jako zasobni protein kysliku ve svalech. [13] Struktura

hemoglobinu je zndzornéna na obrazku 7. [14]

«™J
Obrdzek 7: Struktura hemoglobinu /14]
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Aktin je nejvice vyskytujici se protein v eukaryotickych buiikéach, udrzuje jejich tvar
a polaritu. Ma schopnost pfechazet na monomerni (G-aktin) a vlaknity (F-aktin) stav. Interakce
vlaknitého aktinu s myosinem zplsobuje zkraceni svalt. [15] Struktura aktinu je zndzornéna

na obrazku 8. [16]

Obradzek 8: Struktura aktinu /16/
Myosin je protein, ktery hydrolyzuje ATP, interaguje s aktinem a spole¢n¢é s nim tvofi
strukturu svalu. Myosiny jsou slozeny ze tii ¢asti: motoricka (interaguje s aktinem a vaze ATP),
kréni a ocasni (slouzi k ukotveni motorické ¢asti, aby mohla interagovat s aktinem). D¢li se

do 15 tfid, z nichz nejznaméjsi je tfida ¢. 2 zahrnujici myosiny, které se nachazeji ve svalech

a v cytoplazmé zivocisnych bunék. [17] Struktura myosinu je zndzornéna na obrazku 9. [18]

Obrdzek 9: Struktura myosinu /78]

Lysozym se nachdzi ve vaje¢ném bilku, lidskych slinach, slzich, nosnich sekretech,
matefském mléce nebo v ryzi. Lidsky a ryzovy lysozym si jsou velmi podobné na rozdil
od vajec¢ného, ktery se lisi ve slozeni aminokyselin, izoelektrickych bodech a specifické
aktivité. Ve svété je nejvice vyuzivany lysozym z bilkl slepi¢ich vajec diky jeho cenové
dostupnosti. Vajecny lysozym se vyuziva ve farmaceutickém primyslu, ke kontrole rastu
bakterii v potravinach, jako antibakteridlni c¢inidlo v krmivech, konzerva¢ni prostiedek
v syraiském priamyslu misto dusi¢nani a také jako ndhrazka sirand pii vyrob¢ vina. Lidsky
lysozym se pridava do kojenecké stravy ke snizeni infekci gastrointestindlniho traktu, pisobi
proti oralnim infekcim a slouzi jako ¢inidlo pro lyzu bunék. [19] Struktura lysozymu je

znazornéna na obrazku 10. [20]
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Obrdzek 10: Struktura lysozymu /20]

Lepek (gluten) je bilkovina obsazena v pSeni¢nych zrnech. Hraje hlavni roli pfi uréovani
reologickych vlastnosti tésta. Skldda se ze dvou bilkovin (gliadinu a gluteninu), které jsou
nerozpustné ve vodé, ale extrahovatelné do ethanolu. [21] Glutenin a gliadin jsou obsazeny
v pSeni¢né mouce, po pfidani vody a nasledném hnéteni se tyto bilkoviny spoji, vznikne lepek,
diky kterému je hmota pruzna. [22] Struktura gliadinu, gluteninu a lepku je zndzornéna

na obrazku 11. [22]

GLUTENIN

GLUTEN (GLIADIN + GLUTENIN)

Obrdzek 11: Struktura gliadinu a gluteninu /22/

Ovalbumin je protein nachéazejici se ve vajecném bilku, kde tvoii 55 % ze vSech
bilkovin. Zplisobuje pénivost, emulgovatelnost a gelovaténi vajecného bilku. Ovalbumin ma
také vyjimecné tepelné a povrchové vlastnosti. [23] Struktura ovalbuminu je zndzornéna

na obrazku 12. [24]

Obrdzek 12: Struktura ovalbuminu /24]
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Konalbumin je protein s antibakteridlnimi a antivirovymi vlastnostmi (protein akutni
faze). Pii vyskytu bakterii nebo virii v téle zvitat a lidi se jeho koncentrace zvysuje. Konalbumin
obsahuje D-mandzu a D-galaktézu a podili se na prenosu Fe** ve vejcich. [25; 26] Struktura

konalbuminu je zndzornéna na obrazku 13. [27]

Obrazek 13: Struktura konalbuminu /27/

17



2 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou =zalozeny na specifické interakci mezi antigenem
a protilatkou. [28] Jedna se o nejpouzivanéj$i metody ke stanoveni alergennich proteinti
v potravindch. K detekei se vyuzivaji protilatky, které alergenni protein zbarvi a ten nasledné

jde vyhodnotit. [29]

2.1 Enzymova metoda ELISA

ELISA je zkratka z anglického Enzyme Linked Immunosorbent Assays. V piekladu se
jednd o enzymové imunosorbentni testy. Rozeznavame 4 zakladni typy téchto testd: ptfimé,
nepfimé, sendvicové a kompetitivni. V piimé metod€ je vzorek nebo antigen imobilizovan
piimo na desticce a konjugovana detekéni protilatka se vaze pfimo na cilovy protein.
Pro detekci signalu se pfida substrat, umérny mnozstvi analytu ve vzorku. Tato metoda je rychlé
ale malo citliva, protoze se zde pouziva pouze jedna protilatka. Nepfima metoda je podobna
piimé, pouze navic zahrnuje krok zesileni detekce. K imobilizovanému antigenu na desti¢ce se
prida nekonjugovana primarni detek¢ni protilatka, ktera se vaze na specificky antigen. Na tuto
protilatku se navaze konjugovana sekundarni protilatka. Takto vytvofeny substrat produkuje
signal umérny koncentraci antigenu ve vzorku. Sendvi¢ova metoda je nejpouzivangjsi a velice
citliva viz obrazek 14. K detekci antigenu se pouzivaji dvé specifické parové protilatky. Kazda
z nich je specificka pro jinou ¢ast molekuly antigenu. Prvni protilatka (zachytnd) se nanese
do jamek, po pifidani vzorku se zachyti na molekule antigenu. Pfidd se druha protilatka
(detekeni), ktera se zachyti na jiné ¢asti molekuly antigenu nez prvni protilatka. Po pfidani
substratu se produkuje signal, ktery je imérny koncentraci analytu. Kompetitivni metoda se
pouziva pro malé molekuly bilkovin, které nejdou stanovit sendvicovou metodou. Do jamek se
nanese zachytna protilatka a vzorek jako u sendvicové metody. Misto detekéni protilatky se
pouzije konjugovany antigen, ktery se navaze na antigen ze vzorku se zachytnou protilatkou.
Cim vice antigenu ve vzorku je, tim méné se konjugovany antigen bude vazat na antigen se
zachytnou protilatkou. Po ptidani substratu se produkuje signal, ktery je nepfimo umeérny

mnozstvi proteinu ve vzorku. [28; 30]

U metody ELISA se ke stanoveni vyuzivaji 96 - jamkové mikrotitracni polystyrenové
desticky potazené specifickou protilatkou pro sledovanou latku. Do desti¢ek se nadavkuje
vzorek nebo standard a po inkubaci se cilovy analyt zachyti specifickou protilatkou. Nasledné
se pouzije detek¢ni protilatka (alkalickd fosfatdza nebo kienova peroxidaza) a substrat zvoleny

v zavislosti na pouzitém piistroji pro detekci signalu (spektrofotometr, fluorimetr). [28; 30]
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Obrazek 14: Sendvi¢ova metoda /37]

2.1.1 Priklady vyuZiti metody ELISA v praxi

Metoda ELISA je velice Casto vyuzivana ke stanoveni bilkovin v cel¢ fadé potravin
(matric). Takto napfiklad Ize stanovit kasein a ovalbumin ve vin€. V tomto pifipad¢ se vino pred
analyzou musi upravit dialyzou nebo vysrdzenim bilkovin pomoci ethanolu a suspenzaci.
Nasleduje klasické provedeni metody ELISA v mikrotitracnich desti¢kach s pfislusnou
protilatkou a kvantifikace sledovanych latek. Déle 1ze ve vin¢€ také stanovit arasidové proteiny
(specifické protilatky byly ziskany z darcovského séra pacienta alergického na araSidy).
Alergenni latky se do vina dostanou bud’ jako ¢ifidla nebo pomocné latky. Naptiklad tfisloviny
se z ¢erveného vina odstraiuji vaje¢nym bilkem (ovalbuminem) a fenolické nebo taninové

slouceniny se z bilého vina odstranuji mléénymi bilkovinami (kaseinem). [32]

Neptimou kompetitivni metodou ELISA Ize napiiklad stanovit prolaminovou frakci
bilkovin psenice (gliadin), je¢mene (hordein) a zita (secalin). Vyjmenované bilkoviny piisobi
toxicky u osob s onemocnénim celiakie (intolerance vici lepku). Pred stanovenim se ze vzorku
musi odstranit extrakci lipidova slozka a také albuminova a globulinova frakce. PreciStény
material je dale extrahovan 60 % ethanolem, ve kterém je prolaminova frakce rozpustna. Takto
upraveny vzorek je imobilizovan na povrch mikrotitracni desticky a nasleduje standartni postup

pro neptimou metodu ELISA. [33]

Sendvicovou metodou ELISA lze také stanovit svalova bilkovina ryb (parvalbumin),
ktera je v rybach nejcastéjsi alergen. Vzorek se pred analyzou navazi do pufru obsahujici hovézi

sérovy albumin. Smés se vytiepe, piefiltruje a nanese na mikrotitratni desticku potazenou
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polyklondlni protilatkou proti parvalbuminu. Po inkubaci se piidd polyklondlni protilatka
znacCena kienovou peroxiddzou a nasledné¢ se pomoci kyseliny sirové zastavi enzymaticka

reakce. Nakonec se zméti absorbance pii 450 nm a vypocita koncentrace parvalbuminu. [34]

Z divodu nartistajicich pocti pacientd s alergiemi na bilkoviny vajec a mléka védci
v Japonsku vyvinuli dvé nové sendvi¢ové soupravy ELISA vyuzivajici monoklondlni protilatky
k detekci  téchto  proteinl.  Soupravy se nazyvaji Allergeneve ELISA Egg
a Allergeneve ELISA Milk. Dokazou odhalit alergenni proteiny i v komeréné zpracovanych

potravinach jako naptiklad: chléb, pudink, té€stoviny, zmrzlina, atd. [35]

Jako dalsi ptiklad alergenniho proteinu je mozné uvést 2S albumin z vlaSskych otfecht.
Vzorek ofechli se musi pfed analyzou zbavit tuku, nasledné se z ofechové mouky vysrazi
proteiny, které se zfiltruji a resuspenduji do pufru obsahujici siran amonny. Nasleduje klasické
provedeni sendvicové metody ELISA s pouzitim specifické polyklonalni protilatky proti 2S
albuminu. [36]

Metodou ELISA lze také stanovit piitomnost tau proteinu v mozkomisnim moku, jehoz
zvysena koncentrace je ukazatel vyskytu Alzheimerovy choroby nebo se také vyskytuje pii
poranéni mozku. Stanoveni tau proteinu je zaloZeno na principu sendvi¢ové metody ELISA.
Do mikrotitracnich desticek s navdzanou monoklonalni protilatkou proti lidskému tau proteinu

se nanese vzorek s konjugatem a necha se inkubovat. [37]
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3 Separa¢ni metody

Separatni metody dokéazi rozdélovat latky na zékladé jejich fyzikalnich
nebo chemickych vlastnosti. Tyto metody se mohou aplikovat na Siroké spektrum analyz. D¢Eli
se na dvé zakladni skupiny: elektromigraéni metody a metody chromatografické.
Elektromigra¢ni metody se vyuzivaji Castéji pro jejich rychlost, pfesnost, nizké néaklady,
jednoduchou instrumentaci a spotiebé malého mnozstvi organickych ¢inidel. Chromatografické
metody jsou vhodné spiSe pro analyzu malych molekul. Jejich nevyhoda spociva ve velké

spotfebé organickych rozpoustédel. [38; 39; 40]

3.1 Elektromigraéni metody

Elektromigracni separatni metody separuji analyty ptsobenim elektrického pole.
Nejcastéji se uskutecniuje separace latek v kapilarach, kde ionty migruji riznymi rychlostmi
diky pisobeni elektrického pole. Vyhoda elektromigra¢nich metod spocivd v jednoduché
instrumentaci a nizké spotfebé vzorku a pouzitych Cinidel. Dnes jsou nejcastéji vyuzivany
elektromigracni separacni techniky, jako naptiklad kapilarni elektroforéza, zonova
elektroforéza, kapilarni izotachoforéza nebo izoelektrickd fokusace. Elektroforéza je metoda
zalozend na rozdilné rychlosti migrace nabitych dcastic v elektrickém poli. Kapilarni
elektroforéza je rychld a presna separace, pii které staci aplikace velmi malych objemt v fadech
nl. Pro separaci se vyuzivaji kapilary z kfemenného skla o vnitinim praméru 20-100 um a délce
20-100 cm. K detekci latek se vyuzivaji spektrofotometrické, fluorescencni, hmotnostni

a vodivostni detektory. [38; 39]

Kapilarni izotachoforéza k separaci vyuziva dva riizné elektrolyty (vedouci a koncovy)
s rozdilnou pohyblivosti, mezi které se vnasi vzorek. Touto metodou Ize v jednom kroku oddélit
bud’ pouze kationty nebo pouze anionty. Slozky ze vzorku se déli podle pohyblivosti
po pripojeni stejnosmeérného napéti a udrzovani konstantniho proudu. K separaci se vyuziva
kifemenné kapilary (o vnitinim praméru asi 100 um a délce vétSinou 30 cm), k detekei 1ze vyuzit

napt. vodivostni nebo spektrofotometricky detektor. [38; 40; 41; 42]

Kapilarni izoelektricka fokusace se vyuzivd pro separaci amfoternich sloucenin.
Separace se provadi v kapilafe naplnéné velkym mnoZstvim vzorku spolu s pH gradientem, coz
je roztok mnoha amfolyti sriznymi izoelektrickymi body. Poté je kapilara ponotfena
na jednom konci do kyselého roztoku a na druhém konci do zasaditého roztoku. Do systému je

piivedeno napéti. To zplisobi migraci amfoternich slouc¢enin do oblasti pH, které je rovno jejich
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izoelektrickému bodu. Po zaostieni jsou rozdélené zony posunuty k detektoru, ktery je

vyhodnoti. [38; 40; 41]

3.1.1 Vyuziti elektromigra¢nich metod pro analyzu bilkovin

Jako ptiklad stanoveni bilkovin lze uvést napi. stanoveni lysozymu pomoci kapildrni
elektroforézy s hmotnostni detekci. Lysozym je bilkovina, kterd se vyskytuje napf.
ve vaje¢nych bilcich, ryzi, matefském mléce, lidskych slindch a slzach. Lysozym také mtize byt
pfidan do masa nebo vina, kde by primarné nemél byt piitomen. Do kvalitniho vina se lysozym
pridava jako nahrazka oxidu sifi¢itého a slouzi ke spravnému rlstu a aktivité bakterii
pii kvaSeni. Do masa se lysozym ptidava z ekonomickych divodua (zlepSeni struktury) a také

omezuje rust bakterii. [43; 44; 45]

Dalsim prikladem je stanoveni proteinii ve vaje¢ném bilku. Proteiny byly rozdéleny
pomoci elektroforézy v bézné kapilaie s oxidem kiemicitym v boritanovém pufru o vysokém
pH. Pro detekci byla vyuZzita laserem indukovana fluorescence. Timto zplisobem se mohou

separovat proteiny jako lysozym, konalbumin, ovalbumin a globulin. [46]

Zonova elektroforéza se vyuziva k detekci falSovaného mléka a mlécnych vyrobkl
jinym druhem mléka. Nejcastéji falSované mléko je kozi, ov¢i nebo blvoli pfiddnim malého
mnozstvi kravského. To se pfidava za ucelem vyssi trzni ceny, jelikoz je levnéjsi. Pro separaci
kravského mléka z biivoliho, ov¢iho i koziho mléka byla vyuzita methyl silanizovana kapildra
a boritanovy pufr. Tato metoda byla zalozena na stanoveni rozdilnych poméri mezi

syrovatkovymi proteiny ptfitomnymi ve frakci rozpustné v kyselin€. [46]

Zo6nova elektroforéza byla vyuzita i pro stanoveni svalovych bilkovin. Ty se déli
na zaklad¢ jejich rozdilné rozpustnosti: sarkoplazmatické (rozpustné ve vodé), myofibrilarni
(rozpustné ve slané vod€) a stromadlni, které jsou nerozpustné. Nejjednodussi je stanoveni
proteinii z rybiho svalu, jelikoZz obsahuje hlavné sarkoplazmatické proteiny a ty jsou rozpustné
ve vodé. Vodny extrakt ze svaloviny byl separovan pomoci nepotazené kapilary naplnéné

fosfatovym pufrem. Timto zplisobem se da stanovit i vliv skladovani na kvalitu masa. [46]

Kapilarni zonova elektroforéza s UV detekci muze byt také vyuzivana k odhaleni
geneticky modifikované kukutice. Vyuziva se kifemenné kapilary naplnéné pufrem o vysokém
pH a albuminové frakce ziskané z kukufice. Albuminova frakce z geneticky modifikované
a nemodifikované kukufice ma odliSny proteinovy profil. GMO (geneticky modifikované

organismy) maji zménénou sekvenci DNA v genomu za ucelem zlepSeni vlastnosti plodiny
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napf. odolnost vii¢i hmyzu a tolerance k herbicidim. Pouzivani GMO je regulovano z diivodu

bezpecnosti potravin a krmiv. [47; 48]

Kapilarni zoénova elektroforéza s UV detekci (pfi 200 nm) mize byt vyuzita
ke stanoveni zasobnich proteind (gliadinu, gluteninu a prolaminu) v pSenici, ovsu, ryZi,
jeCmenu, zitu, kukufici a ¢iroku. Zminéné zasobni proteiny obilovin tvofi vyznamnou funk¢éni
1 nutriéni roli v potravinarskych produktech a krmivech pro zvitata. Z rozemletych vzorka se
stanovované proteiny extrahuji do piisluSnych rozpoustédel a ndsledné jsou separovany

v kapiléfe o priméru 25 nebo 50 pm a délce 20 cm. [49; 50]

Kapilarni gelovou elektroforézou s UV detekei pii 214 nm Ize v kufecim mase stanovit
hemoglobin, myoglobin, aktin a myosin. Vzorek masa se vyextrahuje do dodecylsulfatu
sodného. Separace se provadi v kapilafe z taveného oxidu kiemic¢itého o vnitfnim priméru
75 um a délce 40 cm. Lze takto od sebe odliSit mechanicky a ru¢né vykosténé maso podle

rozdilné plochy piku, ktera je nejvice zietelna u hemoglobinu. [51]

Kapilarni gelovou elektroforézou Ize stanovit proteiny také v olivach. Nejzndméjsi
proteiny oliv jsou oleosiny a zadsobni proteiny vyskytujici se hlavné v olivové pecce. Ze vzorku
oliv jsou bilkoviny vysrazeny a nasledné separovany v kiemenné kapilafe o vnitinim priméru
50 pm a délce 23 cm. K separaci lze pouzit gelovy separacni pufr dodecylsulfat sodny
a rozdélené bilkoviny lze detekovat spektrofotometricky pii 210, 254 a 280 nm. Ze ziskanych

proteinovych profilti se mohou od sebe odlisit rtizné odridy oliv. [52]

Kapilarni gelovou elektroforézu mizeme déale vyuzit pro stanoveni proteinti ve viné.
Bilkoviny jsou dilezitym ukazatelem kvality vina (aroma, zdkal, pénivost). Gelova
elektroforéza je pro separaci bilkovin vyhodna diky rychlosti, spotfebé malého mnozstvi vzorku
a automatickém vyhodnoceni separovanych proteinovych pikd. U vzorku vina se provede
dialyza a lyofilizace. Pro separaci se vyuziva kapilara z kiemenného skla o vnitinim priméru

100 pm a délce 40 cm, detekce probiha pii 214 nm. [53]

Metodou SDS-PAGE lze stanovit proteiny v membrané kuli¢ek mlééného tuku
(MFGM) u masla a podmasli. [54] Proteiny MFGM se vyviji z bunék mlécné Zlazy a pochazi
z plazmatické membrany, maji antibakterialni ucinky mohou zpomalit prubéh rakoviny. Tato
metoda je =zalozena na chemické reakci mezi tryptofanovymi zbytky proteind
a trichlorethanolem, které spolecné fluoreskuji pod UV svétlem. Trichlorethanol je zaclenén do
gelll v jamce. Vzorek se zfedi redukénim pufrem a nanese se do jamek s gelem. Nasledné se

vzorky elektroforeticky separuji po dobu 30 minut a detekuji pomoci fluorescence.
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Dalsim ptikladem vyuziti metody SDS-PAGE je identifikace ptivodu Skrobti pomoci
proteint spojenych se Skrobovymi zrny. [55] Stanoveni pivodu Skrobt je vyZadovano pfi
kontrole kvality Skrobovych vyrobki a také pti nahrazovani Skrobu jinym druhem. Napftiklad
takto lze stanovit skrob ze Skrobovych nudli, které maji byt vyrobeny ze Skrobu z mungo fazoli.
Skrobové nudle se musi rozemlit a rozpustit v extrakénim pufru. Pfipravena suspenze se uvai,
odstredi a prefiltruje. Filtrat se nanese do jamky s gelem a obarvi dusi¢nanem stfibrnym.

Nasleduje klasické provedeni gelové elektroforézy.

3.2 Chromatografické metody

Vysokoucinna  kapalinova chromatografie (HPLC) je nejvyuZzivanéjsi
chromatografickd metoda pro separaci bilkovin. Principem je rozdé€leni latek mezi vhodnou
stacionarni a mobilni fazi. Mobilni fazi je zde kapalina, kterd spolecné se staciondrni fazi
rozhoduje o separaci slozek ze vzorku. Jsou zde vyuzitelné rizné mechanismy separace jako
napftiklad adsorpce, rozdélovani na zaklad¢ rtizné rozpustnosti, sitovy efekt i iontova vyména.
Pro pohyb mobilni fdze kolonou se vyuziva Cerpadlo, vzorek se davkuje do kolony pomoci
davkovace (dnes jiz vétSinou automatického) a vlastni chromatograficky proces se uskuteciiuje
v kolon€ naplnéné stacionarni fazi. Latky jsou po separaci detekovany na zéklad¢ svych
chemickych nebo fyzikalnich vlastnosti celou fadou principialné odlisSnych detektori. Mezi

nejbeznéjsi patii spektrofotometricky nebo hmotnostni detektor. [38; 56; 57]

Gelovou chromatografii se molekuly separuji podle velikosti. Tato metoda je zaloZena
na rozdé€lovani latek mezi pohyblivou mobilni fazi v prostoru mezi zrny gelu a nepohyblivou
¢asti mobilni faze, kterd se nachazi v porech zrn gelu. Po nadavkovani vzorku se jednotlivé
slozky déli na zdklad¢ zadrzovani v pérech gelu naplnénych mobilni fazi. Malé¢ molekuly
pronikaji hloubé&ji nez vétsi, proto jsou u mensich molekul vyssi retencni objemy nez u molekul
vétSich. Gelova chromatografie se vyuziva pro analyty o velké relativni molekulové hmotnosti.

Jako gel se vyuziva napt. agardza nebo polyakrylamid. [38; 58; 59]

Na obréazku 15 je schematicky znazornén postup pii analyze bilkovin pomoci kapalinové

chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii.
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Obrdzek 15: Schéma postupu analyzy bilkovin pomoci kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii [58]

3.2.1 Vyuziti chromatografickych metod k analyze bilkovin

Pomoci dvourozmérné kapalinové chromatografie miizeme stanovit alergenni proteiny
(globuliny) napt. v s6jové mouce. Ze vzorku mouky jsou proteiny nejprve extrahovany
do 25 % vodného roztoku apolyethylenglykolu 200 a ptefiltrovany. Separace vzorku probiha
pomoci 2D HPLC systému se spektrofotometrickym detektorem. Mobilni faze je slozena
z fosfatového pufru obsahujici chlorid sodny (pro separaci prvniho rozméru), kyseliny
trifluoroctové zfedéné vodou (pro krok promyvani) a kyseliny trifluoroctové ziedéné
acetonitrilem (pro separaci druhého rozméru). Detekce proteinu byla provedena pii vlnové
délce 214 nm. Podobn¢ l1ze také stanovit alergenni proteiny ve vejcich (ovalbumin, vitellogenin,
ovotransferin, apovitellenin a ovomukoid). Vzorek lyofilizovaného vejce je nejprve zbaven

tuku extrakci do hexanu, nasledné byl extrahovan do vody, kyseliny a zasady. [60; 61]
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Kombinaci vysokoucinné kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii mizeme stanovit alergenni proteiny v mléce a mlécnych vyrobcich jako je
a-kasein, [B-kasein, o-laktalbumin a [-laktoglobulin. Proteiny ze vzorku jsou nejprve
extrahovany a nasledné resuspendovany v pufru (napf. hydrogenuhli¢itan amonny obsahujici
mocovinu). Aby doslo k proteolytickému Stépeni proteinti na peptidy, piidava se k pufru roztok
trypsinu. Peptidy ze vzorku jsou nasledné separovany pomoci HPLC s gradientem mobilni faze
slozené z vodného acetonitrilu obsahujici octan sodny. Touto metodou Ize také zjistit
nepovoleny ptidavek kotiského a vepfového masa do masa hovéziho. Vzorky byly pied
stanovenim zmrazeny v tekutém dusiku a umlety. Zvazeny vzorek byl extrahovan do pufru
a nasledné ususen. Suchy vzorek byl rozpustén v roztoku mocoviny a podroben tryptickému
Stépeni jako u vzorkl mléka v predchozim ptipad¢. Nakonec byla provedena chromatograficka

separace. [62; 63; 64]

Pomoci HPLC-UV mizeme stanovit syrovatkové proteiny v buvolim mléce jako jsou
sérovy albumin, a-laktalbumin a B-laktoglobulin. Syrovatka je ze vzorku ziskana po odstfedéni
a vhodné nafedénd je chromatograficky separovana. Tato metoda je pro stanoveni
syrovatkovych proteini velice pfesnd, ale ve srovnani s mikro¢ipovou elektroforézou je

pomala. [65]

Pomoci HPLC-MS lze stanovit hlavni proteiny z matefi kasicky, diky kterym mizeme
odhalit pravost medu. Med obsahuje 0,1 — 0,5 % téchto proteind a vylucuji je vceli délnice
hltanovymi zldzami. Ke vzorku medu ve zkumavce je pfidana voda, wolframan sodny
a kyselina sirova. Zkumavka se ponoii do vodni 1azn€ o teploté 80 °C, kde se zacnou tvofit
vlo¢ky proteinu. Nésledné se protein odstfedi, ususi, rozpusti v hydrogenuhli¢itanu amonném
a trypsinem je St€pen na peptidy. Takto upraveny vzorek lze podrobit chromatografické

separaci, kde jako mobilni faze slouzi 0,1 % kyselina mravenci ve vodé€ a acetonitrilu. [66]
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4 Ostatni metody vyuzivajici se k analyze bilkovin

Pro analyzu bilkovin lze vyuzit také dalSi analytické metody, jako napf.
spektrofotometrii v UV/VIS oblasti nebo infracervenou spektrofotometrii. Tyto metody se

vyuzivaji zejména pro urceni nekterych doplitkovych parametrti nebo k identifikaci bilkovin.

V praxi se pomoci UV/VIS spektrofotometrie stanovuji bilkoviny jako napt. hovézi
sérovy albumin, y-globulin z hovézi plazmy, hemoglobin z hovézi krve, ale také myoglobin
a trypsin. Pomoci IC spektrofotometrie se miize stanovit napf. hemoglobin nebo globulin
z hovézi krve. Dalimi piiklady stanoveni bilkovin pomoci IC spektrometrie jsou: myosin, aktin
a kolagen v hovézim mase, lektin v ¢occe, sojové globuliny v ovsu a ryzi, gliadin a globulin

v pSenici nebo B-laktoglobulin a a-laktalbumin v syrovatce. [67; 68; 69]

4.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je separa¢ni metoda, ktera slozky vzorku pievadi na plynné
ionty. Vzniklé ionty se od sebe déli na zédkladé¢ jejich rozdilného poméru naboje ku hmotnosti
(m/z). Pro hmotnostni spektrometr je charakteristicky vakuovy systém, ktery vytvari nizké tlaky

v okoli iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. [38]

Pfi vlastnim stanoveni dojde k odpateni vzorku a jeho pary se ptevedou do iontového
zdroje. Vzorek je zde bombardovan elektrony, fotony nebo molekulami za vzniku plynnych
iontl (vétSinou kationtll). Ionty jsou nasledné v akceleracni komofe urychleny a putuji
do hmotnostniho analyzatoru, kde se oddéli v zavislosti na poméru hmotnosti ku naboji. Dale
se v detektoru pievadi proud iontil na elektricky signél a ziskd se hmotnostni spektrum. Zde
popsany princip je znadzornén na obrazku 16. [38]

ionty uréitého

ionty poméru m/z signal .
q o i tnostni
iontowvy hmotnostni - ma
* » ‘ dEtEktDr * SPEktrum

Obrazek 16: Schéma hmotnostni spektrometrie

Tontovy zdroj slouzi k rozpadu vzorku na ionty. D¢€li se podle mnozstvi dodané energie
na tvrdé a mekkeé zdroje. Pii tvrdé (elektronové) ionizaci se molekulam analytu predava energie
z leticich elektront. Vyuziva se hlavné u plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Pfi m¢kké (chemické) ionizaci ionty vznikaji diky probihajici chemické reakci.

Dalsi ioniza¢ni techniky mohou byt elektrosprejové nebo laserové. [70] Pro stanoveni bilkovin
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je nejvice vyuzivany iontovy zdroj MALDI. MALDI je ioniza¢ni metoda, diky které ziskame
piesnou molekulovou hmotnost stanovované latky. Vzorek o nizké koncentraci analytu se smisi
s pevnou nebo kapalnou matrici a nanese se na konec sondy. Ta se nasledn€ umisti do vakuové
komory a na vzorek zacne plsobit laserovy paprsek, ktery zplsobi ionizaci a desorpci analytu

a matrice. [38; 58]

Hmotnostni analyzator je dilezitd souc¢ast hmotnostniho spektrometru. Dochazi v ném
k separaci iontd na zdkladé poméru hmotnosti a ndboje (m/z). VétSina analyzatorti vyuziva
elektrické, magnetické nebo dynamické pole. Skenujici analyzatory separuji ionty podle jejich
hodnoty m/z a posilaji je k detektoru. NejznaméjSim a nejvyuzivanéjSim analyzatorem je
kvadrupdlovy analyzator. Dal$i mlze byt priletovy analyzator a iontova past. Kvadrupolovy
analyzator je nejrozSifencj$i a cenové dostupny. Skladd se ze 4 rovnobéznych tyCovych
elektrod, na které je ptivedena kombinace stiidavého a stejnosmérného napéti. lonty s odliSnou
hodnotou m/z se pohybuji podél tyCovych elektrod smérem k detektoru a odd¢€luji
se na zékladé rozdilné frekvence stfidavého napéti a velikosti stejnosmérného napéti. Priletovy
analyzator vyuziva vakuové trubice, do které jsou ionty piivadény v pulsech pomoci
elektrického pole. Separace iontd je zaloZena na zéklad¢ rozdilné doby letu trubici pro rizné

poméry m/z. [38; 70]

Detektor slouzi k zaznamenavani ionti proslych hmotnostnim analyzatorem a vydava
signal, ktery se prevede do digitalni formy. Nejbéznéjsi typ detektoru je elektronovy néasobic.

[38; 70]

4.2 Cipy slouZici ke stanoveni proteinii

Analyza proteinti na Cipu je rychlejsi metoda analyzy bilkovin nez piedchozi dvé
popisované¢ a nemusi se provadét v laboratofi. Vyuziva se hlavné k ovéfeni bezpecnosti
potravin, protoze diky proteinovym Ccipim ziskdme rychle informace o pfitomnosti
bilkovinnych alergent v potraviné. Metoda vyuziva principu kapilarni elektroforézy. Hlavnim
zafizenim je &ip o velikosti okolo 5cm?. Jsou v ném mikro jamky, které maji specidlné upraveny
povrch podle toho, jaky protein chceme stanovit. Na €ipu zlistanou navdzany pouze ty proteiny,
které na sebe vazou odpovidajici protilatky, ty jsou nésledné pfimo na ¢ipu detekovany pomoci
hmotnostni spektrometrie. V soucasnosti existuji dva typy Cipd. Prvnim typem jsou Cipy
slouzici ke stanoveni funkce proteini a druhym Ccipy detekujici proteiny s navazanymi

specifickymi proteinovymi ligandy. [71; 72]
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Jako Cip lze také pouzit desticku vyrobenou ze skla, silikonu, teflonu nebo plastu,
ve které jsou mikro jamky se substratem s modifikovanym povrchem, kde jsou proteiny
imobilizovany pomoci kovalentni vazby nebo fyzikalni sorpci. Na povrch substratu byva casto
nanesena vrstva zlata nebo hliniku a organicky film (agardza, dextranové gely nebo jiné

hydrofilni polymery). Organicky film omezuje dehydrataci proteinti na povrchu Cipu. [73]

4.2.1 Stanoveni bilkovin pomoci elektroforézy na ¢ipu

Mikrocipovou elektroforézou mtizeme identifikovat odridu a stanovit jakostni typ
pSenice stanovenim molekulové hmotnosti gluteninu. Glutenin je hlavni zasobni protein
pSenice a je zodpovédny za kvalitu tésta. Rozemlety vzorek je extrahovan do roztoku
dodecylsulfatu sodného a extrakt je nanesen do kazdé z 10 jamek urcené ke stanoveni na Cipu
Protein 200 Plus v bioanalyzatoru Agilent 2100. K vyhodnoceni se vyuZziva pocitacové fizeny
software. Stejnd metoda se muze pouzit i pro stanoveni proteinti z lusténin nebo jinych zrn.

[74; 75]

Mikrocipovou elektroforetickou analyzu Ize také aplikovat na stanoveni syrovatkovych
proteint (sérovy albumin, a-laktalbumin a B-laktoglobulin) v buvolim mléce, které se vyuziva
pii vyrobé syru Mozzarella. Syrovatka ze vzorku mléka je ziskana odstfedénim. Analyzu Ize
provést pomoci Agilent 2100 Expert Bioanalyzer ve spojeni s Agilent Protein 80 series II. Tato
metoda umoziuje velmi rychlou separaci hlavnich syrovatkovych proteint, ale ve srovnani

s HPLC je malo ptesna. [65]
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5 Proteomika

Proteomika je védni obor zabyvajici se funkci, vlastnostmi a identifikaci proteinu jako
celku v buiikach, tkénich i organismu za spravné urcenych podminek v daném okamziku.
Zakladatel tohoto védniho oboru je australsky védec Mark Wilkins, ktery v roce 1994
genomika (studium nukleovych kyselin), protoze v proteomice se méni uréity proteom béhem
rustu a vlivu vnéjsiho prostredi na rozdil od genomiky, kde genom ziistava stejny. Proteom je
soubor vSech bilkovin (proteinil), které tvoii pfevdznou Cast bunécnych struktur. Proteiny
vykonavaji také témet vSechny bunééné funkce jako naptiklad: transport a zpracovani
biologické informace, vyménu latek a energie. Proteomika se zaméfuje pfimo na genové
produkty, a tim je schopna identifikovat rizné modifikace proteinti, které nepozname z poradi
nukleotidli v DNA. Geneticka informace v organismu je vyjadiena pomoci proteinli. Pfeména
na protein probihd v riznych vyvojovych stadii organismu i v riznych buiikach za odlisnych
podminek, které jsou dany prostfedim. Proces syntézy proteinu je regulovan od pocatecni
transkripce, pres translaci az po post-translacni modifikace. Mezi hlavni cile proteomiky patii
ziskéani proteomické mapy. Proteomicka mapa je dvourozmérny obraz, ktery bunééné proteiny

znazoriuje jako skvrny, ze kterych lze ziskat i jejich koncentraci. [76; 71; 77; 78]

Existuje n€kolik podskupin proteomiky, a to analytickd, strukturni, funkéni a srovnavaci.
Analyticka proteomika je zaloZzena na separaci bilkovin ze slozitych smési, jejich nasledné
charakterizaci pomoci hmotnostni spektrometrie a bioinformatickém vyhodnoceni ziskanych
dat. Cilem analytické proteomiky je identifikace bilkovin, stanoveni molekulové hmotnosti,
uréeni potradi aminokyselin a jejich modifikaci po syntéze ribozomem. Strukturni proteomika
urcuje za pouziti krystalografie, hmotnostni spektrometrie, nuklearni magnetické rezonance
a dalSich technik strukturu bilkovin. SnaZi se o pochopeni strukturniho chovani bilkovin
a uplatnéni téchto poznatkll na jejich modifikace vyuzivané pro jiné ucely jako je naptiklad
vyroba 1ék. Funkéni proteomika se zabyva studiem funkci a Zivotnich pochodt bilkovin.
Ma veliky vyznam pro studium mechanismu a vyvoje organismu. Srovnavaci proteomika se
zabyva studiem sloZitych smési bilkovin. Sleduje zmény ve sloZeni bilkovin pii riznych

transformacich. [79]

30



5.1 Analytické postupy uZivané v proteomice
K analyze proteomu se vyuzivaji citlivé metody pro déleni proteint, jako je kapalinova
chromatografie nebo dvourozmérnd gelova elektroforéza v kombinaci s hmotnostni

spektrometrii. [76; 79]

Dvourozmérnd gelovad elektroforéza mé vyznam v proteomice pii separaci proteind
z ptipravené¢ho vzorku. Nejcastéji se kombinuje polyakrylamidova gelova elektroforéza
s hmotnostni spektrometrii (2D PAGE-MS). Tato technika slouzi k separaci proteinti
a vyuziva se i k jejich identifikaci [71; 78]

Proteomickou analyzu miizeme rozd¢lit do n¢kolika krokt: ptiprava vzorku, isoelektricka

fokusace, SDS-PAGE, analyza a identifikace proteint. [78]

Dilezitym krokem je pfiprava vzorku, ta ma zdsadni vliv na obraz proteinové mapy. Postup
pfipravy se 1i§i v zavislosti na typu vzorku. VéEtSinou se proteiny snazime prevést
do rozpustného stavu, zamezit jejich vzajemnym interakcim a vedlej$im ucinkim pouzitych
¢inidel. Musi byt zajiSténa U¢innd extrakce proteini ze vzorku a odstranéni latek, které by
mohly rusit detekci nebo d€leni vzorku. VSechny tyto kroky musi byt co nejvice urychleny,
aby nedoslo k degradaci proteinti. Dalsi velmi diillezitou ¢asti ptipravy vzorku je solubilizace.
Slouzi ke zlepSeni rozpustnosti proteinti a tim ke zvyseni poctu rozlisitelnych proteinovych
skvrn. Solubilizovany vzorek se sklada z bilkovin a vzorkového pufru. Bilkoviny se rozdéli
v elektrickém poli podle svych isoelektrickych bodii pomoci isoelektrické fokusace. Toto
vétSinou probiha na komer¢nich prouzcich geld s imobilizovanymi pH gradienty. Dobfe se
s nimi manipuluje, umoznuji stanoveni vétSich objeml a zachycuji hydrofobni a malo

koncentrované proteiny. [77; 78]

Nasledujicim krokem je SDS-PAGE. Na prouzku, kde jsou bilkoviny rozdéleny na zakladé
svych isoelektrickych bodi, je provedena ekvilibrace pomoci ekvilibracniho pufru. Takto
upraveny prouzek se pirenda na vrch deskového gelu, ktery obsahuje SDS a akrylamid. SDS
doda proteiniim néboj, ktery je vztazen na jednotku relativni molekulové hmotnosti. Timto
zpusobem se proteiny v gelu rozd€li podle své velikosti. Déle se takto rozdélené proteiny musi
identifikovat. Dfive se k identifikaci vyuzivalo tzv. Edmanovo odbourdvani za pomoci
odbarveni bilkovin barvivem CBB (Coomassie Brilliant Blue), stiibrem nebo fluorescen¢nim
barvivem. Tato metoda byla vSak casové narocni, drahd a komplikovana riznymi
modifikacemi, proto je dnes nahrazena hmotnostni spektrometrii. Zde se obarvené proteiny

vyfiznou a §tépi na peptidy pomoci specifickych proteaz, jako je napiiklad trypsin. Enzymy
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jsou identifikovany hmotnostni spektrometrii bud’ s ionizaci elektrosprejem nebo laserovou
desorpci za ptitomnosti matrice. Po zpracovani dat vznikne proteinova mapa, ktera se porovna

s databazemi proteind, a provede se identifikace proteinil a zjisténi jejich pfipadné modifikace.

[71;77; 78; 80]

Pouziti kapalinové chromatografie k separaci proteini spiSe jen dopliuje nedostatky
dvourozmérné gelové elektroforézy, mezi které patii nedostatecna solubilizace membranovych
proteinti, Spatné déleni hydrofobnich proteinti a proteinti o velké velikosti nebo naboji. Nejvice
se vyuziva dvourozmérnd kapalinovd chromatografie, kde jsou proteiny separovany podle
svého isoelektrického bodu a nésledné podle hydrofobicity. Déleni proteini podle naboje se
provadi pomoci silného katexu sulfonylové skupiny. Déle se proteiny déli podle hydrofobicity

pomoci chromatografie na reverznich fazich. [80; 81]
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6 Zavér

Tato bakaldfskd prace je zaméfena na bilkoviny a jejich stanoveni pomoci modernich
analytickych metod. Bilkoviny jsou znacné zastoupeny v zivocisné stravé, kde se mohou
vyskytovat také jako alergenni slozka, a proto je pro spotiebitele dilezitd jejich identifikace.

Pro rtizné matrice jsou vhodné jiné metody stanoveni.

V této praci jsou nejprve popsany bilkoviny a jejich vznik kondenzaci aminokyselin
za tvorby peptidového fetézce. Bilkoviny jsou zde rozdéleny podle uspotadani, chemického
sloZeni a také podle rozpustnosti. Déle jsou vyjmenovany konkrétni piiklady bilkovin s jejich

charakteristikou a strukturou znazornénou na obrazku.

Hlavni néplni préce je ptehled a popis metod, které slouzi ke stanoveni bilkovin. Nejcastéji
jsou ke stanoveni alergennich bilkovin v potravinach vyuzivany imunochemické metody.
Enzymova metoda ELISA je ztéchto metod nejbeznéjsi. Pomoci ni Ize napiiklad stanovit
kasein a ovalbumin ve vin¢; gliadin, horedin a secalin v obili; parvalbumin z ryb; bilkoviny

vajec a mléka nebo také tau protein v mozkomisnim moku.

Dnes jsou v laboratofich velice vyuzivané separacni metody jako elektroforéza nebo
kaplinova chromatografie. Takto lze naptiklad stanovit: lysozym, konalbumin, ovalbumin,
a globulin ve vaje¢ném bilku; syrovatkové proteiny v mléce; svalové bilkoviny v mase; gliadin,
glutenin a prolamin v obilovinach; alergenni proteiny ve vejcich i mléce nebo také proteiny

v mateii kasi¢ce, diky kterym mtizeme odhalit pravost medu.

Spektrofotometrie v UV/VIS oblasti a infraervend spektrofotometrie se vyuZzivaji
ke stanoveni doplitkovych parametrti nebo k identifikaci bilkovin. Analyza proteint na Cipu se

vyuziva hlavné k ziskani rychlych informaci o ptfitomnosti bilkovinnych alergent v potraving.

V posledni kapitole této prace jsou popsany zéklady proteomiky. Pro proteomiku je klicové
stanoveni proteomu, a to vét§inou pomoci dvourozmérné gelové elektroforézy v kombinaci

s hmotnostni spektrometrii.
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