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ANOTACE 

Tato bakalářská práce se zabývá stanovením bílkovin pomocí moderních analytických metod. 

V práci jsou charakterizovány vlastnosti, složení, význam, vznik a výskyt bílkovin. Dále jsou 

v práci popsány analytické metody využívající se ke stanovení bílkovin spolu s jejich stručnými 

principy. Pro každou analytickou metodu jsou také popsány aplikace na reálné vzorky. 
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This bachelor thesis deals with the determinantion of proteins using modern analytical methods. 
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are also described. 
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Úvod 

Bílkoviny neboli proteiny jsou důležitou součástí svalů, orgánů, kůže i hormonů v lidském 

těle. Bílkoviny se vyskytují v živočišné i rostlinné stravě jako například v mase, masných 

výrobcích, mléce, mléčných výrobcích, vejcích, luštěninách, obilovinách, ořeších, ale také  

v ovoci a zelenině. Proteiny jsou důležité pro správné fungování všech organismů, plní funkci 

stavební, obrannou, zásobní, transportní i pohybovou. Mezi nejznámější bílkoviny patří: 

albumin, globulin, aktin, myosin, lysozym, hemoglobin, myoglobin, glutenin, glyadin, 

ovalbumin a další. 

Cílem této práce je sepsání rešerše, která se zabývá charakteristikou a stanovením bílkovin 

pomocí moderních analytických metod jako například imunochemické a separační metody,  

ale také pomocí vědního oboru, který se nazývá proteomika.  

Metody stanovení bílkovin ve vzorku jsou většinou založené na stanovení obsahu 

dusíkatých látek. Stanovení bílkovin v potravinách je důležité z důvodu odhalení alergenů, 

posouzení nutričních hodnot i určování původu potravin. Dříve se ke stanovení bílkovin 

využívaly metody jako například Kjeldahlova nebo Dumasova, které byly velmi pracné  

a časově i finančně náročné. Dnes se tyto metody využívají spíše jako referenční a jsou 

nahrazeny modernějšími a citlivějšími metodami, které jsou popsány v této práci.  
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1 Charakteristika bílkovin 
Bílkoviny neboli proteiny jsou vysokomolekulární látky, které tvoří značnou část tkání 

rostlin i živočichů. Rostliny si je vytváří z dusíkatých látek, zatímco živočichové je přijímají 

potravou. Jsou to velké makromolekuly (5-100 nm) s vysokou molární hmotností. Vznikají 

kondenzací 100 a více aminokyselin viz obrázek 1. Spojením méně než 100 aminokyselin 

vznikají peptidy (2-10 oligopeptidy a 10-100 polypeptidy). Kondenzace je spojení karboxylové 

skupiny a aminové skupiny dvou aminokyselin za odštěpení vody (vznik peptidové vazby  

a následně peptidového řetězce). Takto kombinací různých počtů a různých aminokyselin může 

vznikat velké množství peptidů a bílkovin, které se skládají hlavně z uhlíku, kyslíku, dusíku, 

vodíku a většinou i síry. [1] 

 

Obrázek 1: Kondenzace aminokyselin 

 

Obrázek 2: Obecný vzorec aminokyseliny 

Aminokyseliny jsou základními stavebními jednotkami bílkovin. Známe jich mnoho, 

ale jen 21 z nich se podílí na tvorbě bílkovin, říká se jim kódované aminokyseliny. Každá 

kódovaná aminokyselina obsahuje karboxylovou skupinu a aminovou skupinu viz obrázek 2. 

Jsou to amfoterní sloučeniny, což znamená, že se mohou chovat jako kyseliny i jako zásady 

v závislosti na okolním prostředí. Může také vzniknout amfion (obojetný ion, který se chová 

neutrálně), když pH okolního prostředí je stejné jako pH izoelektrického bodu pro sledovanou 

aminokyselinu. Z obrázku 2 pro obecný vzorec aminokyseliny je zřejmé, že aminokyseliny 

(kromě glycinu) obsahují chirální atom uhlíku. To je takový uhlík, který na sobě má navázány 

4 různé substituenty. Některé aminokyseliny si organismus dokáže syntetizovat (neesenciální) 

jiné musí přijímat v potravě (esenciální). Většina esenciálních aminokyselin se vyskytuje 

v živočišné stravě. Obsahují hlavně heterocyklické zbytky a aromatické nebo rozvětvené 

řetězce. [1] Podmíněně esenciální aminokyseliny si zdravé tělo nasyntetizovat dokáže, jedinec 

s nějakou poruchou metabolismu musí tyto aminokyseliny přijímat potravou. Konkrétní 

příklady neesenciálních, esenciálních a podmíněně esenciálních aminokyselin jsou uvedeny  

v tabulce 1. [2] 
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Tabulka 1: Rozdělení aminokyselin [2] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bílkoviny se dělí podle uspořádání (struktury) do čtyř skupin viz obrázek 3. Primární 

struktura je dána pořadím aminokyselin v řetězci. Udává vlastnosti, funkci a prostorové 

uspořádání molekuly bílkoviny. Je odrazem genetického kódu a každá změna v pořadí 

aminokyselin může u daného jedince vyvolat nějakou chorobu. Sekundární struktura udává 

prostorové uspořádání polypeptidického řetězce. Uspořádání mohou být dvě, a to skládaný list 

(β-hřeben) nebo pravotočivá dvoušroubovice (α-helix). Tyto struktury vznikají díky 

vodíkovým vazbám, které působí mezi C=O a N-H skupinou a v jedné molekule bílkoviny jich 

může být několik. Terciární struktura je konečné uspořádání pravotočivé dvoušroubovice nebo 

skládaného listu. Neuplatňují se zde jen vodíkové vazby, ale i iontové, disulfidické a Van der 

Waalsovy síly. [1] Rozlišujeme dvě terciární struktury: globulární (klubko), která se podílí  

na transportních procesech v buňce a jsou obvykle rozpustné ve vodě, protože hydrofobní 

aminokyseliny se shromažďují spíše uvnitř klubka a fibrilární (vlákno), která obsahuje kolagen 

a vyskytuje se v kůži, nehtech, šlachách, chrupavkách a kostech. [3] Kvartérní struktura určuje 

prostorové uspořádání podjednotek tvořících bílkovinu. Tuto strukturu vykazují jen složitější 

bílkoviny. [1]  

Neesenciální Esenciální Podmíněně esenciální 

Alanin 

Asparagin 

Kyselina asparagová 

Kyselina glutamová 

Serin 

Arginin 

Cystein 

Glutamin 

Glycin 

Prolin 

Tyrosin 

Histidin 

Isoleucin 

Leucin 

Lysin 

Methionin 

Fenylalanin 

Threonin 

Tryptofan 

Valin 
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Obrázek 3: Struktura bílkovin [4] 

 

Bílkoviny se mohou dělit podle chemického složení nebo rozpustnosti. Podle chemického 

složení se dělí na jednoduché a složené. Jednoduché se skládají pouze z aminokyselin. Složené 

obsahují aminokyseliny i nebílkovinnou složku a dále se dělí na: lipoproteiny  

(AMK + lipidová složka), fosfoproteiny (AMK + zbytek kyseliny fosforečné), glykoproteiny 

(AMK + sacharidová složka), nukleoproteiny (AMK + část nukleové kyseliny)  

a metaloproteiny (AMK + kationty kovů). Podle rozpustnosti se bílkoviny dělí na albuminy, ty 

jsou rozpustné ve vodě a globuliny, rozpustné ve slabých kyselinách, zásadách nebo solích. [1] 

Bílkoviny jsou důležitými složkami pro správnou funkčnost všech organismů. [1] Plní 

funkci biochemickou, strukturální i kinetickou. Biochemické funkce umožňují enzymové 

proteiny sloužící jako katalyzátory biochemických reakcí. Specifické aminokyseliny mají 

místo, na které se váže enzym a tzv: „aktivní místo“, kde se váže substrát. Může také dojít 

k žádoucí či nežádoucí mutaci aktivního místa aminokyselin. Substrát se na takto změněné 

aktivního místo nemusí navázat a tím způsobí i nefunkčnost enzymu. Strukturální funkci plní 
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proteiny aktin a tubulin, jsou to strukturní prvky buněk a tkání. Tvoří aktinová vlákna  

a mikrotubuly. Kinetickou funkci plní proteiny způsobující pohyb molekul uvnitř buňky, 

tekutin v lidském organismu (krve a potravy) a nakonec i pohyb celého těla. Tuto funkci plní 

myosin, dokáže se připojit i oddělit od aktinových vláken. [2] Bílkoviny slouží i jako záložní 

zdroj energie, když organismu dojdou lipidy a sacharidy. Podílí se také na syntéze alkaloidů, 

lipidové dvojvrstvy i nukleotidů. [1] 

Bílkoviny jsou důležitou součástí živočišné stravy. [2] Vyskytují se v potravinách 

rostlinného i živočišného původu jako například: vejce, mléčné výrobky, maso, luštěniny, 

ořechy, semena, mořské plody, a další viz obrázek 4. 

 

Obrázek 4: Zastoupení bílkovin v potravinách [5] 

 

Přijaté bílkoviny se v organismu rozloží a plní své funkce: stavební, obrannou, zásobní, 

transportní či pohybovou. [1] Mezi nejznámější bílkoviny patří: albumin, globulin, aktin, 

myosin, lysozym, hemoglobin, myoglobin, glutenin, glyadin, prolamin, konalbumin, 

ovalbumin. 



14 
 

Albumin je sérová bílkovina nejvíce zastoupená v plazmě. Podílí se na udržování 

onkotického tlaku v plazmě, který reguluje průchod vody. Slouží jako hlavní nosič mastných 

kyselin, zneškodňuje toxické láky a ovlivňuje farmakokinetiku léčiv v lidském těle. Albumin 

se rozkládá na aminokyseliny, které jsou dále využívány. [6; 7] Jeho struktura je znázorněna  

na obrázku 5. [8] 

Globuliny jsou nejvíce zastoupené proteiny v sójových bobech, jsou nerozpustné  

ve vodě, ale rozpustné ve zředěných roztocích solí. Nejvíce se vyskytují v olejninách  

a luštěninách. [9] Globuliny lze rozdělit na 4 frakce a to α1, α2, β a γ, z nichž γ-globuliny jsou 

imunoglobuliny. [7] Struktura globulinu je znázorněna na obrázku 6. [10] 

Hemoglobin se skládá ze dvou podjednotek (řetězců) α (α1 a α2) a dvou podjednotek β 

(β1 a β2), které jsou si strukturně i velikostně podobné. Každý řetězec má na sobě navázanou 

hemovou skupinu, která slouží jako vazebné místo pro kyslík, oxid uhelnatý nebo oxid dusnatý. 

Hlavní funkce hemoglobinu je transport kyslíku z plic do tkání. [11; 12] Příbuzný protein 

hemoglobinu je myoglobin, který slouží jako zásobní protein kyslíku ve svalech. [13] Struktura 

hemoglobinu je znázorněna na obrázku 7. [14] 

Obrázek 5: Struktura albuminu nesoucí 
šest molekul kyseliny palmitové [8] 

Obrázek 6: Struktura globulinu [10] 

Obrázek 7: Struktura hemoglobinu [14] 
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Aktin je nejvíce vyskytující se protein v eukaryotických buňkách, udržuje jejich tvar  

a polaritu. Má schopnost přecházet na monomerní (G-aktin) a vláknitý (F-aktin) stav. Interakce 

vláknitého aktinu s myosinem způsobuje zkrácení svalů. [15] Struktura aktinu je znázorněna  

na obrázku 8. [16] 

Myosin je protein, který hydrolyzuje ATP, interaguje s aktinem a společně s ním tvoří 

strukturu svalu. Myosiny jsou složeny ze tří částí: motorická (interaguje s aktinem a váže ATP), 

krční a ocasní (slouží k ukotvení motorické části, aby mohla interagovat s aktinem). Dělí se  

do 15 tříd, z nichž nejznámější je třída č. 2 zahrnující myosiny, které se nacházejí ve svalech  

a v cytoplazmě živočišných buněk. [17] Struktura myosinu je znázorněna na obrázku 9. [18] 

Lysozym se nachází ve vaječném bílku, lidských slinách, slzách, nosních sekretech, 

mateřském mléce nebo v rýži. Lidský a rýžový lysozym si jsou velmi podobné na rozdíl  

od vaječného, který se liší ve složení aminokyselin, izoelektrických bodech a specifické 

aktivitě. Ve světě je nejvíce využívaný lysozym z bílků slepičích vajec díky jeho cenové 

dostupnosti. Vaječný lysozym se využívá ve farmaceutickém průmyslu, ke kontrole růstu 

bakterií v potravinách, jako antibakteriální činidlo v krmivech, konzervační prostředek 

v sýrařském průmyslu místo dusičnanů a také jako náhražka síranů při výrobě vína. Lidský 

lysozym se přidává do kojenecké stravy ke snížení infekcí gastrointestinálního traktu, působí 

proti orálním infekcím a slouží jako činidlo pro lýzu buněk. [19] Struktura lysozymu je 

znázorněna na obrázku 10. [20] 

  

Obrázek 8: Struktura aktinu [16] 

Obrázek 9: Struktura myosinu [18] 
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Lepek (gluten) je bílkovina obsažená v pšeničných zrnech. Hraje hlavni roli při určování 

reologických vlastností těsta. Skládá se ze dvou bílkovin (gliadinu a gluteninu), které jsou 

nerozpustné ve vodě, ale extrahovatelné do ethanolu. [21] Glutenin a gliadin jsou obsaženy 

v pšeničné mouce, po přidání vody a následném hnětení se tyto bílkoviny spojí, vznikne lepek, 

díky kterému je hmota pružná. [22] Struktura gliadinu, gluteninu a lepku je znázorněna  

na obrázku 11. [22] 

Ovalbumin je protein nacházející se ve vaječném bílku, kde tvoří 55 % ze všech 

bílkovin. Způsobuje pěnivost, emulgovatelnost a gelovatění vaječného bílku. Ovalbumin má 

také výjimečné tepelné a povrchové vlastnosti. [23] Struktura ovalbuminu je znázorněna  

na obrázku 12. [24] 

Obrázek 11: Struktura gliadinu a gluteninu [22] 

Obrázek 12: Struktura ovalbuminu [24] 

Obrázek 10: Struktura lysozymu [20] 
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Konalbumin je protein s antibakteriálními a antivirovými vlastnostmi (protein akutní 

fáze). Při výskytu bakterií nebo virů v těle zvířat a lidí se jeho koncentrace zvyšuje. Konalbumin 

obsahuje D-manózu a D-galaktózu a podílí se na přenosu Fe3+ ve vejcích. [25; 26] Struktura 

konalbuminu je znázorněna na obrázku 13. [27] 

  

Obrázek 13: Struktura konalbuminu [27] 



18 
 

2 Imunochemické metody 
Imunochemické metody jsou založeny na specifické interakci mezi antigenem  

a protilátkou. [28] Jedná se o nejpoužívanější metody ke stanovení alergenních proteinů  

v potravinách. K detekci se využívají protilátky, které alergenní protein zbarví a ten následně 

jde vyhodnotit. [29] 

2.1 Enzymová metoda ELISA 
ELISA je zkratka z anglického Enzyme Linked Immunosorbent Assays. V překladu se 

jedná o enzymové imunosorbentní testy. Rozeznáváme 4 základní typy těchto testů: přímé, 

nepřímé, sendvičové a kompetitivní. V přímé metodě je vzorek nebo antigen imobilizován 

přímo na destičce a konjugovaná detekční protilátka se váže přímo na cílový protein.  

Pro detekci signálu se přidá substrát, úměrný množství analytu ve vzorku. Tato metoda je rychlá 

ale málo citlivá, protože se zde používá pouze jedna protilátka. Nepřímá metoda je podobná 

přímé, pouze navíc zahrnuje krok zesílení detekce. K imobilizovanému antigenu na destičce se 

přidá nekonjugovaná primární detekční protilátka, která se váže na specifický antigen. Na tuto 

protilátku se naváže konjugovaná sekundární protilátka. Takto vytvořený substrát produkuje 

signál úměrný koncentraci antigenu ve vzorku. Sendvičová metoda je nejpoužívanější a velice 

citlivá viz obrázek 14. K detekci antigenu se používají dvě specifické párové protilátky. Každá 

z nich je specifická pro jinou část molekuly antigenu. První protilátka (záchytná) se nanese  

do jamek, po přidání vzorku se zachytí na molekule antigenu. Přidá se druhá protilátka 

(detekční), která se zachytí na jiné části molekuly antigenu než první protilátka. Po přidání 

substrátu se produkuje signál, který je úměrný koncentraci analytu. Kompetitivní metoda se 

používá pro malé molekuly bílkovin, které nejdou stanovit sendvičovou metodou. Do jamek se 

nanese záchytná protilátka a vzorek jako u sendvičové metody. Místo detekční protilátky se 

použije konjugovaný antigen, který se naváže na antigen ze vzorku se záchytnou protilátkou. 

Čím více antigenu ve vzorku je, tím méně se konjugovaný antigen bude vázat na antigen se 

záchytnou protilátkou. Po přidání substrátu se produkuje signál, který je nepřímo úměrný 

množství proteinu ve vzorku. [28; 30]  

U metody ELISA se ke stanovení využívají 96 - jamkové mikrotitrační polystyrenové 

destičky potažené specifickou protilátkou pro sledovanou látku. Do destiček se nadávkuje 

vzorek nebo standard a po inkubaci se cílový analyt zachytí specifickou protilátkou. Následně 

se použije detekční protilátka (alkalická fosfatáza nebo křenová peroxidáza) a substrát zvolený 

v závislosti na použitém přístroji pro detekci signálu (spektrofotometr, fluorimetr). [28; 30] 
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Obrázek 14: Sendvičová metoda [31] 

2.1.1 Příklady využití metody ELISA v praxi 

Metoda ELISA je velice často využívána ke stanovení bílkovin v celé řadě potravin 

(matric). Takto například lze stanovit kasein a ovalbumin ve víně. V tomto případě se víno před 

analýzou musí upravit dialýzou nebo vysrážením bílkovin pomocí ethanolu a suspenzací. 

Následuje klasické provedení metody ELISA v mikrotitračních destičkách s příslušnou 

protilátkou a kvantifikace sledovaných látek. Dále lze ve víně také stanovit arašídové proteiny 

(specifické protilátky byly získány z dárcovského séra pacienta alergického na arašídy). 

Alergenní látky se do vína dostanou buď jako čiřidla nebo pomocné látky. Například třísloviny 

se z červeného vína odstraňují vaječným bílkem (ovalbuminem) a fenolické nebo taninové 

sloučeniny se z bílého vína odstraňují mléčnými bílkovinami (kaseinem). [32] 

Nepřímou kompetitivní metodou ELISA lze například stanovit prolaminovou frakci 

bílkovin pšenice (gliadin), ječmene (hordein) a žita (secalin). Vyjmenované bílkoviny působí 

toxicky u osob s onemocněním celiakie (intolerance vůči lepku). Před stanovením se ze vzorku 

musí odstranit extrakcí lipidová složka a také albuminová a globulinová frakce. Přečištěný 

materiál je dále extrahován 60 % ethanolem, ve kterém je prolaminová frakce rozpustná. Takto 

upravený vzorek je imobilizován na povrch mikrotitrační destičky a následuje standartní postup  

pro nepřímou metodu ELISA. [33] 

Sendvičovou metodou ELISA lze také stanovit svalová bílkovina ryb (parvalbumin), 

která je v rybách nejčastější alergen. Vzorek se před analýzou naváží do pufru obsahující hovězí 

sérový albumin. Směs se vytřepe, přefiltruje a nanese na mikrotitrační destičku potaženou 
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polyklonální protilátkou proti parvalbuminu. Po inkubaci se přidá polyklonální protilátka 

značená křenovou peroxidázou a následně se pomocí kyseliny sírové zastaví enzymatická 

reakce. Nakonec se změří absorbance při 450 nm a vypočítá koncentrace parvalbuminu. [34] 

Z důvodu narůstajících počtů pacientů s alergiemi na bílkoviny vajec a mléka vědci 

v Japonsku vyvinuli dvě nové sendvičové soupravy ELISA využívající monoklonální protilátky 

k detekci těchto proteinů. Soupravy se nazývají Allergeneve ELISA Egg  

a Allergeneve ELISA Milk. Dokážou odhalit alergenní proteiny i v komerčně zpracovaných 

potravinách jako například: chléb, pudink, těstoviny, zmrzlina, atd. [35] 

Jako další příklad alergenního proteinu je možné uvést 2S albumin z vlašských ořechů. 

Vzorek ořechů se musí před analýzou zbavit tuku, následně se z ořechové mouky vysráží 

proteiny, které se zfiltrují a resuspendují do pufru obsahující síran amonný. Následuje klasické 

provedení sendvičové metody ELISA s použitím specifické polyklonální protilátky proti 2S 

albuminu. [36] 

Metodou ELISA lze také stanovit přítomnost tau proteinu v mozkomíšním moku, jehož 

zvýšená koncentrace je ukazatel výskytu Alzheimerovy choroby nebo se také vyskytuje při 

poranění mozku. Stanovení tau proteinu je založeno na principu sendvičové metody ELISA. 

Do mikrotitračních destiček s navázanou monoklonální protilátkou proti lidskému tau proteinu 

se nanese vzorek s konjugátem a nechá se inkubovat. [37] 
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3 Separační metody 
Separační metody dokáží rozdělovat látky na základě jejich fyzikálních  

nebo chemických vlastností. Tyto metody se mohou aplikovat na široké spektrum analýz. Dělí 

se na dvě základní skupiny: elektromigrační metody a metody chromatografické. 

Elektromigrační metody se využívají častěji pro jejich rychlost, přesnost, nízké náklady, 

jednoduchou instrumentaci a spotřebě malého množství organických činidel. Chromatografické 

metody jsou vhodné spíše pro analýzu malých molekul. Jejich nevýhoda spočívá ve velké 

spotřebě organických rozpouštědel.  [38; 39; 40]  

3.1 Elektromigrační metody 
Elektromigrační separační metody separují analyty působením elektrického pole. 

Nejčastěji se uskutečňuje separace látek v kapilárách, kde ionty migrují různými rychlostmi 

díky působení elektrického pole. Výhoda elektromigračních metod spočívá v jednoduché 

instrumentaci a nízké spotřebě vzorku a použitých činidel. Dnes jsou nejčastěji využívány 

elektromigrační separační techniky, jako například kapilární elektroforéza, zónová 

elektroforéza, kapilární izotachoforéza nebo izoelektrická fokusace. Elektroforéza je metoda 

založená na rozdílné rychlosti migrace nabitých částic v elektrickém poli. Kapilární 

elektroforéza je rychlá a přesná separace, při které stačí aplikace velmi malých objemů v řádech 

nl. Pro separaci se využívají kapiláry z křemenného skla o vnitřním průměru 20-100 μm a délce 

20-100 cm. K detekci látek se využívají spektrofotometrické, fluorescenční, hmotnostní  

a vodivostní detektory.  [38; 39]  

Kapilární izotachoforéza k separaci využívá dva různé elektrolyty (vedoucí a koncový) 

s rozdílnou pohyblivostí, mezi které se vnáší vzorek. Touto metodou lze v jednom kroku oddělit 

buď pouze kationty nebo pouze anionty. Složky ze vzorku se dělí podle pohyblivosti  

po připojení stejnosměrného napětí a udržování konstantního proudu. K separaci se využívá 

křemenné kapiláry (o vnitřním průměru asi 100 µm a délce většinou 30 cm), k detekci lze využít 

např. vodivostní nebo spektrofotometrický detektor. [38; 40; 41; 42]  

Kapilární izoelektrická fokusace se využívá pro separaci amfoterních sloučenin. 

Separace se provádí v kapiláře naplněné velkým množstvím vzorku spolu s pH gradientem, což 

je roztok mnoha amfolytů s různými izoelektrickými body. Poté je kapilára ponořena  

na jednom konci do kyselého roztoku a na druhém konci do zásaditého roztoku. Do systému je 

přivedeno napětí. To způsobí migraci amfoterních sloučenin do oblastí pH, které je rovno jejich 
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izoelektrickému bodu. Po zaostření jsou rozdělené zóny posunuty k detektoru, který je 

vyhodnotí. [38; 40; 41]  

3.1.1 Využití elektromigračních metod pro analýzu bílkovin 

Jako příklad stanovení bílkovin lze uvést např. stanovení lysozymu pomocí kapilární 

elektroforézy s hmotnostní detekcí. Lysozym je bílkovina, která se vyskytuje např.  

ve vaječných bílcích, rýži, mateřském mléce, lidských slinách a slzách. Lysozym také může být 

přidán do masa nebo vína, kde by primárně neměl být přítomen. Do kvalitního vína se lysozym 

přidává jako náhražka oxidu siřičitého a slouží ke správnému růstu a aktivitě bakterií  

při kvašení. Do masa se lysozym přidává z ekonomických důvodů (zlepšení struktury) a také 

omezuje růst bakterií. [43; 44; 45]  

Dalším příkladem je stanovení proteinů ve vaječném bílku. Proteiny byly rozděleny 

pomocí elektroforézy v běžné kapiláře s oxidem křemičitým v boritanovém pufru o vysokém 

pH. Pro detekci byla využita laserem indukovaná fluorescence. Tímto způsobem se mohou 

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

Zónová elektroforéza se využívá k detekci falšovaného mléka a mléčných výrobků 

jiným druhem mléka. Nejčastěji falšované mléko je kozí, ovčí nebo bůvolí přidáním malého 

množství kravského. To se přidává za účelem vyšší tržní ceny, jelikož je levnější. Pro separaci 

kravského mléka z bůvolího, ovčího i kozího mléka byla využita methyl silanizovaná kapilára 

a boritanový pufr. Tato metoda byla založena na stanovení rozdílných poměrů mezi 

syrovátkovými proteiny přítomnými ve frakci rozpustné v kyselině. [46] 

Zónová elektroforéza byla využita i pro stanovení svalových bílkovin. Ty se dělí  

na základě jejich rozdílné rozpustnosti: sarkoplazmatické (rozpustné ve vodě), myofibrilární 

(rozpustné ve slané vodě) a stromální, které jsou nerozpustné. Nejjednodušší je stanovení 

proteinů z rybího svalu, jelikož obsahuje hlavně sarkoplazmatické proteiny a ty jsou rozpustné 

ve vodě. Vodný extrakt ze svaloviny byl separován pomocí nepotažené kapiláry naplněné 

fosfátovým pufrem. Tímto způsobem se dá stanovit i vliv skladování na kvalitu masa. [46] 

Kapilární zónová elektroforéza s UV detekcí může být také využívána k odhalení 

geneticky modifikované kukuřice. Využívá se křemenné kapiláry naplněné pufrem o vysokém 

pH a albuminové frakce získané z kukuřice. Albuminová frakce z geneticky modifikované  

a nemodifikované kukuřice má odlišný proteinový profil. GMO (geneticky modifikované 

organismy) mají změněnou sekvenci DNA v genomu za účelem zlepšení vlastností plodiny 
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např. odolnost vůči hmyzu a tolerance k herbicidům. Používání GMO je regulováno z důvodu 

bezpečnosti potravin a krmiv. [47; 48]  

Kapilární zónová elektroforéza s UV detekcí (při 200 nm) může být využita  

ke stanovení zásobních proteinů (gliadinu, gluteninu a prolaminu) v pšenici, ovsu, rýži, 

ječmenu, žitu, kukuřici a čiroku. Zmíněné zásobní proteiny obilovin tvoří významnou funkční 

i nutriční roli v potravinářských produktech a krmivech pro zvířata. Z rozemletých vzorků se 

stanovované proteiny extrahují do příslušných rozpouštědel a následně jsou separovány 

v kapiláře o průměru 25 nebo 50 µm a délce 20 cm. [49; 50]  

Kapilární gelovou elektroforézou s UV detekcí při 214 nm lze v kuřecím mase stanovit 

hemoglobin, myoglobin, aktin a myosin. Vzorek masa se vyextrahuje do dodecylsulfátu 

sodného. Separace se provádí v kapiláře z taveného oxidu křemičitého o vnitřním průměru  

75 µm a délce 40 cm. Lze takto od sebe odlišit mechanicky a ručně vykoštěné maso podle 

rozdílné plochy píku, která je nejvíce zřetelná u hemoglobinu. [51] 

 Kapilární gelovou elektroforézou lze stanovit proteiny také v olivách. Nejznámější 

proteiny oliv jsou oleosiny a zásobní proteiny vyskytující se hlavně v olivové pecce. Ze vzorku 

oliv jsou bílkoviny vysráženy a následně separovány v křemenné kapiláře o vnitřním průměru 

50 µm a délce 23 cm. K separaci lze použít gelový separační pufr dodecylsulfát sodný  

a rozdělené bílkoviny lze detekovat spektrofotometricky při 210, 254 a 280 nm. Ze získaných 

proteinových profilů se mohou od sebe odlišit různé odrůdy oliv. [52] 

 Kapilární gelovou elektroforézu můžeme dále využít pro stanovení proteinů ve víně. 

Bílkoviny jsou důležitým ukazatelem kvality vína (aroma, zákal, pěnivost). Gelová 

elektroforéza je pro separaci bílkovin výhodná díky rychlosti, spotřebě malého množství vzorku 

a automatickém vyhodnocení separovaných proteinových píků. U vzorku vína se provede 

dialýza a lyofilizace. Pro separaci se využívá kapilára z křemenného skla o vnitřním průměru 

100 µm a délce 40 cm, detekce probíhá při 214 nm. [53]  

Metodou SDS-PAGE lze stanovit proteiny v membráně kuliček mléčného tuku 

(MFGM) u másla a podmáslí. [54] Proteiny MFGM se vyvíjí z buněk mléčné žlázy a pochází 

z plazmatické membrány, mají antibakteriální účinky mohou zpomalit průběh rakoviny. Tato 

metoda je založená na chemické reakci mezi tryptofanovými zbytky proteinů  

a trichlorethanolem, které společně fluoreskují pod UV světlem. Trichlorethanol je začleněn do 

gelů v jamce. Vzorek se zředí redukčním pufrem a nanese se do jamek s gelem. Následně se 

vzorky elektroforeticky separují po dobu 30 minut a detekují pomocí fluorescence. 
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 Dalším příkladem využití metody SDS-PAGE je identifikace původu škrobů pomocí 

proteinů spojených se škrobovými zrny. [55] Stanovení původu škrobů je vyžadováno při 

kontrole kvality škrobových výrobků a také při nahrazování škrobu jiným druhem. Například 

takto lze stanovit škrob ze škrobových nudlí, které mají být vyrobeny ze škrobu z mungo fazolí. 

Škrobové nudle se musí rozemlít a rozpustit v extrakčním pufru. Připravená suspenze se uvaří, 

odstředí a přefiltruje. Filtrát se nanese do jamky s gelem a obarví dusičnanem stříbrným. 

Následuje klasické provedení gelové elektroforézy.  

 

3.2 Chromatografické metody 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) je nejvyužívanější 

chromatografická metoda pro separaci bílkovin. Principem je rozdělení látek mezi vhodnou 

stacionární a mobilní fázi. Mobilní fází je zde kapalina, která společně se stacionární fází 

rozhoduje o separaci složek ze vzorku. Jsou zde využitelné různé mechanismy separace jako 

například adsorpce, rozdělování na základě různé rozpustnosti, sítový efekt i iontová výměna. 

Pro pohyb mobilní fáze kolonou se využívá čerpadlo, vzorek se dávkuje do kolony pomocí 

dávkovače (dnes již většinou automatického) a vlastní chromatografický proces se uskutečňuje 

v koloně naplněné stacionární fází. Látky jsou po separaci detekovány na základě svých 

chemických nebo fyzikálních vlastností celou řadou principiálně odlišných detektorů. Mezi 

nejběžnější patří spektrofotometrický nebo hmotnostní detektor. [38; 56; 57] 

Gelovou chromatografií se molekuly separují podle velikosti. Tato metoda je založena 

na rozdělování látek mezi pohyblivou mobilní fází v prostoru mezi zrny gelu a nepohyblivou 

částí mobilní fáze, která se nachází v pórech zrn gelu. Po nadávkování vzorku se jednotlivé 

složky dělí na základě zadržování v pórech gelu naplněných mobilní fází. Malé molekuly 

pronikají hlouběji než větší, proto jsou u menších molekul vyšší retenční objemy než u molekul 

větších. Gelová chromatografie se využívá pro analyty o velké relativní molekulové hmotnosti. 

Jako gel se využívá např. agaróza nebo polyakrylamid. [38; 58; 59] 

Na obrázku 15 je schematicky znázorněn postup při analýze bílkovin pomocí kapalinové 

chromatografie spojené s hmotnostní spektrometrií. 
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Obrázek 15: Schéma postupu analýzy bílkovin pomocí kapalinové chromatografie spojené s hmotnostní spektrometrií  [58] 

 

3.2.1 Využití chromatografických metod k analýze bílkovin 

 Pomocí dvourozměrné kapalinové chromatografie můžeme stanovit alergenní proteiny 

(globuliny) např. v sójové mouce. Ze vzorku mouky jsou proteiny nejprve extrahovány  

do 25 % vodného roztoku apolyethylenglykolu 200 a přefiltrovány. Separace vzorku probíhá 

pomocí 2D HPLC systému se spektrofotometrickým detektorem. Mobilní fáze je složena 

z fosfátového pufru obsahující chlorid sodný (pro separaci prvního rozměru), kyseliny 

trifluoroctové zředěné vodou (pro krok promývání) a kyseliny trifluoroctové zředěné 

acetonitrilem (pro separaci druhého rozměru). Detekce proteinu byla provedena při vlnové 

délce 214 nm. Podobně lze také stanovit alergenní proteiny ve vejcích (ovalbumin, vitellogenin, 

ovotransferin, apovitellenin a ovomukoid). Vzorek lyofilizovaného vejce je nejprve zbaven 

tuku extrakcí do hexanu, následně byl extrahován do vody, kyseliny a zásady. [60; 61]  
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 Kombinací vysokoúčinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní 

spektrometrií můžeme stanovit alergenní proteiny v mléce a mléčných výrobcích jako je  

α-kasein, β-kasein, α-laktalbumin a β-laktoglobulin. Proteiny ze vzorku jsou nejprve 

extrahovány a následně resuspendovány v pufru (např. hydrogenuhličitan amonný obsahující 

močovinu). Aby došlo k proteolytickému štěpení proteinů na peptidy, přidává se k pufru roztok 

trypsinu. Peptidy ze vzorku jsou následně separovány pomocí HPLC s gradientem mobilní fáze 

složené z vodného acetonitrilu obsahující octan sodný. Touto metodou lze také zjistit 

nepovolený přídavek koňského a vepřového masa do masa hovězího. Vzorky byly před 

stanovením zmraženy v tekutém dusíku a umlety. Zvážený vzorek byl extrahován do pufru  

a následně usušen. Suchý vzorek byl rozpuštěn v roztoku močoviny a podroben tryptickému 

štěpení jako u vzorků mléka v předchozím případě. Nakonec byla provedena chromatografická 

separace. [62; 63; 64] 

 Pomocí HPLC-UV můžeme stanovit syrovátkové proteiny v buvolím mléce jako jsou 

sérový albumin, α-laktalbumin a β-laktoglobulin. Syrovátka je ze vzorku získána po odstředění 

a vhodně naředěná je chromatograficky separována. Tato metoda je pro stanovení 

syrovátkových proteinů velice přesná, ale ve srovnání s mikročipovou elektroforézou je 

pomalá. [65] 

 Pomocí HPLC-MS lze stanovit hlavní proteiny z mateří kašičky, díky kterým můžeme 

odhalit pravost medu. Med obsahuje 0,1 – 0,5 % těchto proteinů a vylučují je včelí dělnice 

hltanovými žlázami. Ke vzorku medu ve zkumavce je přidána voda, wolframan sodný  

a kyselina sírová. Zkumavka se ponoří do vodní lázně o teplotě 80 °C, kde se začnou tvořit 

vločky proteinu. Následně se protein odstředí, usuší, rozpustí v hydrogenuhličitanu amonném 

a trypsinem je štěpen na peptidy. Takto upravený vzorek lze podrobit chromatografické 

separaci, kde jako mobilní fáze slouží 0,1 % kyselina mravenčí ve vodě a acetonitrilu. [66] 
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4 Ostatní metody využívající se k analýze bílkovin 
 Pro analýzu bílkovin lze využít také další analytické metody, jako např. 

spektrofotometrii v UV/VIS oblasti nebo infračervenou spektrofotometrii. Tyto metody se 

využívají zejména pro určení některých doplňkových parametrů nebo k identifikaci bílkovin. 

V praxi se pomocí UV/VIS spektrofotometrie stanovují bílkoviny jako např. hovězí 

sérový albumin, γ-globulin z hovězí plazmy, hemoglobin z hovězí krve, ale také myoglobin  

a trypsin. Pomocí IČ spektrofotometrie se může stanovit např. hemoglobin nebo globulin 

z hovězí krve. Dalšími příklady stanovení bílkovin pomocí IČ spektrometrie jsou: myosin, aktin 

a kolagen v hovězím mase, lektin v čočce, sojové globuliny v ovsu a rýži, gliadin a globulin 

v pšenici nebo β-laktoglobulin a α-laktalbumin v syrovátce. [67; 68; 69] 

4.1 Hmotnostní spektrometrie 
Hmotnostní spektrometrie je separační metoda, která složky vzorku převádí na plynné 

ionty. Vzniklé ionty se od sebe dělí na základě jejich rozdílného poměru náboje ku hmotnosti 

(m/z). Pro hmotnostní spektrometr je charakteristický vakuový systém, který vytváří nízké tlaky 

v okolí iontového zdroje, hmotnostního analyzátoru a detektoru. [38] 

Při vlastním stanovení dojde k odpaření vzorku a jeho páry se převedou do iontového 

zdroje. Vzorek je zde bombardován elektrony, fotony nebo molekulami za vzniku plynných 

iontů (většinou kationtů). Ionty jsou následně v akcelerační komoře urychleny a putují  

do hmotnostního analyzátoru, kde se oddělí v závislosti na poměru hmotnosti ku náboji. Dále 

se v detektoru převádí proud iontů na elektrický signál a získá se hmotnostní spektrum. Zde 

popsaný princip je znázorněn na obrázku 16. [38] 

 

Obrázek 16: Schéma hmotnostní spektrometrie 

 

Iontový zdroj slouží k rozpadu vzorku na ionty. Dělí se podle množství dodané energie 

na tvrdé a měkké zdroje. Při tvrdé (elektronové) ionizaci se molekulám analytu předává energie 

z letících elektronů. Využívá se hlavně u plynové chromatografie ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií. Při měkké (chemické) ionizaci ionty vznikají díky probíhající chemické reakci. 

Další ionizační techniky mohou být elektrosprejové nebo laserové. [70] Pro stanovení bílkovin 
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je nejvíce využívaný iontový zdroj MALDI. MALDI je ionizační metoda, díky které získáme 

přesnou molekulovou hmotnost stanovované látky. Vzorek o nízké koncentraci analytu se smísí 

s pevnou nebo kapalnou matricí a nanese se na konec sondy. Ta se následně umístí do vakuové 

komory a na vzorek začne působit laserový paprsek, který způsobí ionizaci a desorpci analytu 

a matrice. [38; 58]  

Hmotnostní analyzátor je důležitá součást hmotnostního spektrometru. Dochází v něm 

k separaci iontů na základě poměru hmotnosti a náboje (m/z). Většina analyzátorů využívá 

elektrické, magnetické nebo dynamické pole. Skenující analyzátory separují ionty podle jejich 

hodnoty m/z a posílají je k detektoru. Nejznámějším a nejvyužívanějším analyzátorem je 

kvadrupólový analyzátor. Další může být průletový analyzátor a iontová past. Kvadrupólový 

analyzátor je nejrozšířenější a cenově dostupný. Skládá se ze 4 rovnoběžných tyčových 

elektrod, na které je přivedena kombinace střídavého a stejnosměrného napětí. Ionty s odlišnou 

hodnotou m/z se pohybují podél tyčových elektrod směrem k detektoru a oddělují  

se na základě rozdílné frekvence střídavého napětí a velikosti stejnosměrného napětí. Průletový 

analyzátor využívá vakuové trubice, do které jsou ionty přiváděny v pulsech pomocí 

elektrického pole. Separace iontů je založena na základě rozdílné doby letu trubicí pro různé 

poměry m/z. [38; 70] 

Detektor slouží k zaznamenávání iontů prošlých hmotnostním analyzátorem a vydává 

signál, který se převede do digitální formy. Nejběžnější typ detektoru je elektronový násobič. 

[38; 70] 

4.2 Čipy sloužící ke stanovení proteinů 
Analýza proteinů na čipu je rychlejší metoda analýzy bílkovin než předchozí dvě 

popisované a nemusí se provádět v laboratoři. Využívá se hlavně k ověření bezpečnosti 

potravin, protože díky proteinovým čipům získáme rychle informace o přítomnosti 

bílkovinných alergenů v potravině. Metoda využívá principu kapilární elektroforézy. Hlavním 

zařízením je čip o velikosti okolo 5cm2. Jsou v něm mikro jamky, které mají speciálně upravený 

povrch podle toho, jaký protein chceme stanovit. Na čipu zůstanou navázány pouze ty proteiny, 

které na sebe vážou odpovídající protilátky, ty jsou následně přímo na čipu detekovány pomocí 

hmotnostní spektrometrie. V současnosti existují dva typy čipů. Prvním typem jsou čipy 

sloužící ke stanovení funkce proteinů a druhým čipy detekující proteiny s navázanými 

specifickými proteinovými ligandy.  [71; 72]  
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Jako čip lze také použít destičku vyrobenou ze skla, silikonu, teflonu nebo plastu,  

ve které jsou mikro jamky se substrátem s modifikovaným povrchem, kde jsou proteiny 

imobilizovány pomocí kovalentní vazby nebo fyzikální sorpcí. Na povrch substrátu bývá často 

nanesena vrstva zlata nebo hliníku a organický film (agaróza, dextranové gely nebo jiné 

hydrofilní polymery). Organický film omezuje dehydrataci proteinů na povrchu čipu. [73] 

4.2.1 Stanovení bílkovin pomocí elektroforézy na čipu 

 Mikročipovou elektroforézou můžeme identifikovat odrůdu a stanovit jakostní typ 

pšenice stanovením molekulové hmotnosti gluteninu. Glutenin je hlavní zásobní protein 

pšenice a je zodpovědný za kvalitu těsta. Rozemletý vzorek je extrahován do roztoku 

dodecylsulfátu sodného a extrakt je nanesen do každé z 10 jamek určené ke stanovení na čipu 

Protein 200 Plus v bioanalyzátoru Agilent 2100. K vyhodnocení se využívá počítačově řízený 

software. Stejná metoda se může použít i pro stanovení proteinů z luštěnin nebo jiných zrn. 

[74; 75] 

 Mikročipovou elektroforetickou analýzu lze také aplikovat na stanovení syrovátkových 

proteinů (sérový albumin, α-laktalbumin a β-laktoglobulin) v buvolím mléce, které se využívá 

při výrobě sýru Mozzarella. Syrovátka ze vzorku mléka je získána odstředěním. Analýzu lze 

provést pomocí Agilent 2100 Expert Bioanalyzer ve spojení s Agilent Protein 80 series II. Tato 

metoda umožňuje velmi rychlou separaci hlavních syrovátkových proteinů, ale ve srovnání 

s HPLC je málo přesná. [65] 
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5 Proteomika 
Proteomika je vědní obor zabývající se funkcí, vlastnostmi a identifikací proteinu jako 

celku v buňkách, tkáních i organismu za správně určených podmínek v daném okamžiku. 

Zakladatel tohoto vědního oboru je australský vědec Mark Wilkins, který v roce 1994  

na konferenci v Sieně poprvé vyslovil slovo proteom. Proteomika je složitější obor než 

genomika (studium nukleových kyselin), protože v proteomice se mění určitý proteom během 

růstu a vlivu vnějšího prostředí na rozdíl od genomiky, kde genom zůstává stejný. Proteom je 

soubor všech bílkovin (proteinů), které tvoří převážnou část buněčných struktur. Proteiny 

vykonávají také téměř všechny buněčné funkce jako například: transport a zpracování 

biologické informace, výměnu látek a energie. Proteomika se zaměřuje přímo na genové 

produkty, a tím je schopna identifikovat různé modifikace proteinů, které nepoznáme z pořadí 

nukleotidů v DNA. Genetická informace v organismu je vyjádřena pomocí proteinů. Přeměna 

na protein probíhá v různých vývojových stádií organismu i v různých buňkách za odlišných 

podmínek, které jsou dány prostředím. Proces syntézy proteinu je regulován od počáteční 

transkripce, přes translaci až po post-translační modifikace. Mezi hlavní cíle proteomiky patří 

získání proteomické mapy. Proteomická mapa je dvourozměrný obraz, který buněčné proteiny 

znázorňuje jako skvrny, ze kterých lze získat i jejich koncentraci. [76; 71; 77; 78] 

Existuje několik podskupin proteomiky, a to analytická, strukturní, funkční a srovnávací. 

Analytická proteomika je založena na separaci bílkovin ze složitých směsí, jejich následné 

charakterizaci pomocí hmotnostní spektrometrie a bioinformatickém vyhodnocení získaných 

dat. Cílem analytické proteomiky je identifikace bílkovin, stanovení molekulové hmotnosti, 

určení pořadí aminokyselin a jejich modifikací po syntéze ribozomem. Strukturní proteomika 

určuje za použití krystalografie, hmotnostní spektrometrie, nukleární magnetické rezonance  

a dalších technik strukturu bílkovin. Snaží se o pochopení strukturního chování bílkovin  

a uplatnění těchto poznatků na jejich modifikace využívané pro jiné účely jako je například 

výroba léků. Funkční proteomika se zabývá studiem funkcí a životních pochodů bílkovin.  

Má veliký význam pro studium mechanismu a vývoje organismu. Srovnávací proteomika se 

zabývá studiem složitých směsí bílkovin. Sleduje změny ve složení bílkovin při různých 

transformacích. [79] 
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5.1 Analytické postupy užívané v proteomice 
K analýze proteomu se využívají citlivé metody pro dělení proteinů, jako je kapalinová 

chromatografie nebo dvourozměrná gelová elektroforéza v kombinaci s hmotnostní 

spektrometrií. [76; 79] 

Dvourozměrná gelová elektroforéza má význam v proteomice při separaci proteinů 

z připraveného vzorku. Nejčastěji se kombinuje polyakrylamidová gelová elektroforéza 

s hmotnostní spektrometrií (2D PAGE–MS). Tato technika slouží k separaci proteinů  

a využívá se i k jejich identifikaci [71; 78]  

Proteomickou analýzu můžeme rozdělit do několika kroků: příprava vzorku, isoelektrická 

fokusace, SDS-PAGE, analýza a identifikace proteinů. [78] 

Důležitým krokem je příprava vzorku, ta má zásadní vliv na obraz proteinové mapy. Postup 

přípravy se liší v závislosti na typu vzorku. Většinou se proteiny snažíme převést  

do rozpustného stavu, zamezit jejich vzájemným interakcím a vedlejším účinkům použitých 

činidel. Musí být zajištěna účinná extrakce proteinů ze vzorku a odstranění látek, které by 

mohly rušit detekci nebo dělení vzorku. Všechny tyto kroky musí být co nejvíce urychleny,  

aby nedošlo k degradaci proteinů. Další velmi důležitou částí přípravy vzorku je solubilizace. 

Slouží ke zlepšení rozpustnosti proteinů a tím ke zvýšení počtu rozlišitelných proteinových 

skvrn. Solubilizovaný vzorek se skládá z bílkovin a vzorkového pufru. Bílkoviny se rozdělí 

v elektrickém poli podle svých isoelektrických bodů pomocí isoelektrické fokusace. Toto 

většinou probíhá na komerčních proužcích gelů s imobilizovanými pH gradienty. Dobře se 

s nimi manipuluje, umožňují stanovení větších objemů a zachycují hydrofobní a málo 

koncentrované proteiny. [77; 78]  

Následujícím krokem je SDS-PAGE. Na proužku, kde jsou bílkoviny rozděleny na základě 

svých isoelektrických bodů, je provedena ekvilibrace pomocí ekvilibračního pufru. Takto 

upravený proužek se přendá na vrch deskového gelu, který obsahuje SDS a akrylamid. SDS 

dodá proteinům náboj, který je vztažen na jednotku relativní molekulové hmotnosti. Tímto 

způsobem se proteiny v gelu rozdělí podle své velikosti. Dále se takto rozdělené proteiny musí 

identifikovat. Dříve se k identifikaci využívalo tzv. Edmanovo odbourávání za pomoci 

odbarvení bílkovin barvivem CBB (Coomassie Brilliant Blue), stříbrem nebo fluorescenčním 

barvivem. Tato metoda byla však časově náročná, drahá a komplikovaná různými 

modifikacemi, proto je dnes nahrazena hmotnostní spektrometrií. Zde se obarvené proteiny 

vyříznou a štěpí na peptidy pomocí specifických proteáz, jako je například trypsin. Enzymy 
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jsou identifikovány hmotnostní spektrometrií buď s ionizací elektrosprejem nebo laserovou 

desorpcí za přítomnosti matrice. Po zpracování dat vznikne proteinová mapa, která se porovná 

s databázemi proteinů, a provede se identifikace proteinů a zjištění jejich případné modifikace. 

[71; 77; 78; 80]  

Použití kapalinové chromatografie k separaci proteinů spíše jen doplňuje nedostatky 

dvourozměrné gelové elektroforézy, mezi které patří nedostatečná solubilizace membránových 

proteinů, špatné dělení hydrofobních proteinů a proteinů o velké velikosti nebo náboji. Nejvíce 

se využívá dvourozměrná kapalinová chromatografie, kde jsou proteiny separovány podle 

svého isoelektrického bodu a následně podle hydrofobicity. Dělení proteinů podle náboje se 

provádí pomocí silného katexu sulfonylové skupiny. Dále se proteiny dělí podle hydrofobicity 

pomocí chromatografie na reverzních fázích. [80; 81] 
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6 Závěr 
Tato bakalářská práce je zaměřena na bílkoviny a jejich stanovení pomocí moderních 

analytických metod. Bílkoviny jsou značně zastoupeny v živočišné stravě, kde se mohou 

vyskytovat také jako alergenní složka, a proto je pro spotřebitele důležitá jejich identifikace. 

Pro různé matrice jsou vhodné jiné metody stanovení.  

V této práci jsou nejprve popsány bílkoviny a jejich vznik kondenzací aminokyselin  

za tvorby peptidového řetězce. Bílkoviny jsou zde rozděleny podle uspořádání, chemického 

složení a také podle rozpustnosti. Dále jsou vyjmenovány konkrétní příklady bílkovin s jejich 

charakteristikou a strukturou znázorněnou na obrázku.  

Hlavní náplní práce je přehled a popis metod, které slouží ke stanovení bílkovin. Nejčastěji 

jsou ke stanovení alergenních bílkovin v potravinách využívány imunochemické metody. 

Enzymová metoda ELISA je z těchto metod nejběžnější. Pomocí ní lze například stanovit 

kasein a ovalbumin ve víně; gliadin, horedin a secalin v obilí; parvalbumin z ryb; bílkoviny 

vajec a mléka nebo také tau protein v mozkomíšním moku. 

Dnes jsou v laboratořích velice využívané separační metody jako elektroforéza nebo 

kaplinová chromatografie. Takto lze například stanovit: lysozym, konalbumin, ovalbumin,  

a globulin ve vaječném bílku; syrovátkové proteiny v mléce; svalové bílkoviny v mase; gliadin, 

glutenin a prolamin v obilovinách; alergenní proteiny ve vejcích i mléce nebo také proteiny  

v mateří kašičce, díky kterým můžeme odhalit pravost medu. 

Spektrofotometrie v UV/VIS oblasti a infračervená spektrofotometrie se využívají  

ke stanovení doplňkových parametrů nebo k identifikaci bílkovin. Analýza proteinů na čipu se 

využívá hlavně k získání rychlých informací o přítomnosti bílkovinných alergenů v potravině.  

V poslední kapitole této práce jsou popsány základy proteomiky. Pro proteomiku je klíčové 

stanovení proteomu, a to většinou pomocí dvourozměrné gelové elektroforézy v kombinaci 

s hmotnostní spektrometrií.  
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