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ABSTRAKT

Bakalaiskd prace se zabyva stanovenim bilkovin pomoci ultra ucinné kapalinové
chromatografie (UPLC). Popisuje charakteristiku a stanoveni pSeni¢nych bilkovin, které
jsou vyznamné tim, ze tvoii pruzny gel-lepek. UPLC metoda patii mezi novou separacni
techniku v kapalinové chromatografii. Prace se také zabyva extrakci jednotlivych frakei
pSeni¢nych bilkovin a naslednym stanoveni bilkovin pomoci rtiznych metod z mouky, tésta

a peciva.

Klic¢ova slova: psSenicné bilkoviny, lepek, extrakce, UPLC, stanoveni bilkovin



ABSTRACT

This bachor thesis deals with the determination of protein by ultra performance liquid
chromatogramy (UPLC). It describes characteristics and determination of wheat proteins
that are important that a flexible gel - gluten. UPLC method belongs to a new separation
technique in liquid chromatography. The thesis deals with the extraction of wheat protein

fractions and subsequent determination by different methods of flour, dough and bread.

Keywords: wheat protein, gluten, extractions, UPLC, determination of protein
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UVOD

PSenice je celosvétové nejvyznamnéjsi obilovinou a je zdrojem proteind pro vyZzivu
Clovéka. PSeni¢né bilkoviny jsou schopny vytvaret lepek, ktery je tvofen zasobnimi
bilkovinami (gluteliny a gliadiny). Pekatské vyrobky souviseji nejen s obsahem proteind,
ale také s jejich slozenim. Lepek je velmi dilezity z pekarenského hlediska a ma vliv na
vlastnosti tésta. Sledovani obsahu lepku v potravinach je také dilezité, protoze n&kteti lidé

trpi alergii na lepek neboli onemocnénim nazyvané celiakie.

Ultra u¢innd kapalinovd chromatografie (UPLC) je pomérné nova technologie v oblasti
kapalinové chromatografie. ACQUITY UPLC systém vyuzil vyhod technologickych
krokli, které ucinil v rdmci plnéni castic, optimalizace systému, detektoru, designu
a zpracovani a fizeni dat. Tyto kroky vytvofily uspésné zlepSeni chromatografického
vykonu. Oproti vysoko ucinné kapalinové chromatografii (HPLC) je UPLC konstrukéné

upravena pro praci s vysokymi tlaky, je citlivéjsi a doba analyzy je kratsi.

Pfed samotnou analyzou se provadi extrakce jednotlivych frakci pSeni¢nych bilkovin.
Cilem extrakce je vyextrahovat co nejvétsi mnozstvi Zzaddané slozky, sco nejmensi
spotiebou rozpoustédla. Jednotlivé frakce pSeni¢nych bilkovin nejcastéji extrahujeme dle
jejich rozpustnosti, kterd je popsdna Osbornem. Frakce jsou rozdéleny do ¢tyf skupin na
albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny. U pSenice jsou prolaminy nazyvany jako
gliadiny a gluteliny jsou nazyvany jako gluteniny. Ke stanoveni pSeni¢nych bilkovin
z mouky, tésta a pe€iva jsou pouzivany elektroforetické a chromatografické metody,

hmotnostni spektrometrie, NIR spektrometrie.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA PSENICNYCH BIiLKOVIN

Nejvyznamnéj§im zdrojem proteinii pro vyzivu clovéka jsou z rostlinnych materialt
obiloviny, v prvni fad¢ pSenice [1]. Obsah pSeni¢nych bilkovin v zrnu, v zavislosti podle
druhti a odriid psenice je obvykle 8-13%. Bilkoviny pSenice jsou nejvice prozkoumany
a jsou technologicky nejvyznamnéjsi. PSeni¢né bilkoviny se od ostatnich rostlinnych
bilkovin li§i tim, Ze jsou schopny vytvéiet pruzny gel-lepek. Lepek je pfevazné tvotren
gliadinem a gluteninem (v poméru 2:3), coz jsou zasobni bilkoviny nerozpustné ve vodé

Albuminy a globuliny lepek nevytvareji [2].

1.1 Rozdéleni proteint na zakladé jejich rozpustnosti

Klasifikace proteini obilovin je historicky zalozena na Osbornové postupné extrakci

a rozdilné rozpustnosti bilkovin.

» Albuminy — rozpustné ve vod¢
» Globuliny — rozpustné ve vodnych roztocich soli
» Prolaminy — rozpustné ve vodnych roztocich alkoholt

» Gluteliny — rozpustné v roztocich kyselin nebo zasad [3]

Tyto ctyfi zdkladni frakce se vyskytuji ve vSech obilnych zrnech a podle druhti obilovin
jim byly pfisouzeny rizné ndzvy nejcastéji odvozené z latinskych nazvl jednotlivych
obilovin. Pro pSeni¢né prolaminy a gluteliny jsou pouzivany ndzvy gliadiny a gluteniny.

Mezi albuminy a globuliny patii vS§echny obilné enzymy a fada dalSich bilkovin [4].

Kazda z téchto skupin obsahuje velké mnozstvi jednotlivych proteinil s caste¢né odliSnymi
vlastnostmi, proto byly vypracovany dalsi klasifikace téchto latek [3].

Proteiny pSenice a jejich slozeni:

» Albuminy - 14,7 % leukosinu

» Globuliny - 7,0 % edesinu

» Prolaminy — 32,6 % gliadinu

> Gluteliny — 45,7 % gluteninu [3]
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1.2 Rozdéleni bilkovin dle funk¢nich vlastnosti

1.2.1 Protoplasmatické bilkoviny

Protoplasmatické bilkoviny se nachéazeji ptedevSim v klicku a aleuronové vrstve. Jsou
tvofeny bilkovinami katalytickymi, enzymaticky aktivnimi a stavebnimi. Patii sem

albuminy a globuliny. V pSenici tvoii kolem 20 % vesSkerych bilkovin [5].

Albuminy zahrnuji vSechny bilkoviny, které l1ze vysolit vysokymi koncentracemi siranu

amonného pti 70—100% nasyceni [6].

Globuliny se srazeji pii poloviénim rozpusténi siranem amonnym [5].

1.2.2 Zasobni bilkoviny

Zasobni bilkoviny urcuji technologickou, krmnou a biologickou hodnotu zrna. Tvofti
podstatnou ¢ast zrna, jsou obsazeny v endospermu obilovin. Patfi sem prolaminy

a gluteliny [4].

Prolaminy jsou jednotetézcové makromolekuly, v nichZ se stfidaji kratké spirdlové useky
a-helixti s hydrofobnimi zbytky. Helixy jsou spojeny vodikovymi vazbami, ohyby fetézce

pevnymi disulfidickymi fetézci [7].

Z hlediska chemické struktury jsou nejvice prozkoumanou skupinou gliadiny pSenice.
Aminokyselinové slozeni gliadinu je typické vysokym obsahem glutaminu (3645 %)
a prolinu (14-30 %). Naopak nizké =zastoupeni tryptofanu, kyseliny asparagové
a glutamové. Jesté mensi je zastoupeni bazickych aminokyselin argininu, lyzinu a histidinu

[1].

Nizky obsah kyselych a bazickych aminokyselin s postranimi poldrnimi fetézci souvisi
s malou rozpustnosti gliadini ve vodé€. Relativni molekulovd hmotnost gliadinovych
proteini je 30-100 kDa, obvykle mezi 60-80 kDa. Obsah aminokyselin v cereéliich

a pseudoceredliich je uveden v tabulce 1 [3].
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U helix

Obr. 1 Schéma struktury gliadinu [8]

Gliadin je sloZen z celé fady bilkovinnych komponent, jejichZz pocet se odhaduje na 50
jednotlivych proteini s molekulovou hmotnosti v rozmezi 3075 kDa. Prvni pokusy jejich
rozdéleni provedené gelovou elektroforézou nebo katexovou chromatografii vyustily
v jejich rozdéleni na o, B, y a w-gliadiny podle klesajici mobility [3]. Na obrazku 1 lze

vidét schéma struktury gliadinu.

w-gliadiny se skladaji vyhradné z opakovanych aminokyselinovych sekvenci. Kyselina
glutamova, prolin a fenylalanin reprezentuji témét 80 % aminokyselin, naopak cystein se
vibec nevyskytuje. y-gliadin se 1i§i aminokyselinovym sloZzenim od o a f gliadinii, a to
pfitomnosti asparagové kyseliny, prolinu, metioninu, tyrozinu, fenylalaninu a tryptofanu.
Podle odlisné N-koncové dusikaté sekvence vznikly tii podskupiny w-gliadint, které byly
dale vztazeny k C-hordeinu a w-sekalinu. a a f-gliadiny obsahuji ve svych fetézcich Sest
molekul cysteinu, které tvoii tii intramolekularni disulfidové mustky. Neopakujici se usek
obsahuje velké mnozstvi a-helixli, opakujici se ¢ast je ve srovnani s y-gliadiny znacné

nepravidelna [3].

Gliadiny obsahuji ve svém C-koncovém tuseku osm molekul cysteinu tvoficich
intramolekularni disulfidové vazby. Jednotlivé skupiny se rozliSuji hlavné podle N-
koncového aminokyselinového slozeni. Jejich zastoupeni v ramci celkovych gliadini je
variabilni podle odridy a rastovych podminek rostlin. I pfesto, lze konstatovat, ze mezi
nejvice zastoupeny typ patii a-typ, za nim nasleduje y-typ, w-typ se vyskytuje v mnohem

mensi mite [3].
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Obr. 2 Schéma struktury gluteninu [8]

m

Gluteliny jsou makromolekuly slozeny z vice fetézcti. Smes bilkovinnych podjednotek je
pojena vodikovymi a disulfidickymi vazbami, ¢imz je dosahovdano vysokych

molekulovych hmotnost[1]. Na obrazku 2 Ize vidét schéma struktury gluteninu.

Gluteninova frakce je tvofena ze smési polymert, HMW-GS (High molecular weight
glutenin subunits) vysokomolekularnich a nizkomolekularnich gluteninovych podjednotek
LMW-GS (Low molecular weight glutenin subunits). Relativni molekulova hmotnost
vysokomolekularni gluteninovych podjednotek se obvykle pohybuje od 80-160 kDa
a hmotnost nizkomolekularnich gluteninovych podjednotek se pohybuje v rozmezi 30-51
kDa. HMW-GS tvoii 5-10 % celkového proteinu, LMW-GS se sekvenci nejvice podobaji
y-gliadinlm a tvoii asi 20-30 % celkového proteinu [9]. Tabulka 1 uvadi obsah

aminokyselin v ceredliich a pseudocerealiich[1].
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Tab. 1 Obsah aminokyselin v ceredliich a pseudocerealiich (v g vztazeno na 16g N) [1]

Aminokyselina PSenice Pohanka Laskavec
Ala 3,6 4,3 6,0 4,7 3,4
Arg 4,6 4,6 8,3 9,8 7,4
Asx 4,9 7,2 10,3 8,9 8,3
Cys 2,5 1,9 1,1 2,4 1,4
Glx 29,9 24,2 20,6 17,3 15,4
Gly 3,9 4,3 5,0 5,0 8,7
His 2,3 2,2 2,5 2,1 2,3
Ile 3,3 3,5 3,8 3,4 3,6
Leu 6,7 6,2 8,2 5,9 5,3
Lys 2,9 3,4 3,8 3,8 5,0
Met 1,5 1,5 2,3 1,5 1,8
Phe 4,5 4,4 5,2 3,8 3,6
Pro 9,9 9,4 4,7 4,3 3,6
Ser 4,6 4,3 5,4 5,0 7,1
Thr 2,9 3,3 3,9 3,6 3,5
Trp 0,9 1,0 0,8 1,4 1,5
Tyr 3,0 1,9 3,5 2,4 3,4
Val 4,4 4,8 5,5 6,7 4,3
Celkem EAA 328 31,6 38,5 34,8 28,4
Celkem AA 96,5 92,0 101,2 93,3 89,4
EAAI (%) 68 75 76 76 76
AAS (%) 44 46 57 51 54
Limitujici AA Lys Trp, Ile Ile, Lys Lys, Ile Lys, Ile

Poznamka: EAA — esencialni aminokyseliny, AA aminokyseliny, EAAI — index esencialni

aminokyseliny, AAS aminokyselinové skore

1.3 PSenicny lepek

PSeni¢ny lepek (gluten) byl poprvé popsan Beccarim v roce 1745 [3]. Pii hnéteni pSeni¢né
mouky s vodou vznika tésto, jehoz zakladem je kromé Skrobu viskoelasticka lepiva hmota,
ktera je slozena ze dvou tietin z vody a z jedné tfetiny z hydratovanych gliadinovych

a gluteninovych proteini [10]. Mokry lepek je viskoelastickd hmota, kterd zbude
z pSenicného tésta po vymyti ostatnich slozek vodou [11]. Tato hmota se vyznacuje
vysokou elasticitou, kterou proptjcuji lepku gluteniny, jejichz molekuly jsou schopny
tvofit trojrozmérnou sit’ peptidickych fetézci, riznym zplsobem ziasenych a propojenych

navzajem mustky a vazbami [4].
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Lepek vyznacuje taZznosti a schopnosti bobtnat. Tyhle jedine¢né vlastnosti maji zésadni
vliv na vyuziti pSenice v potravinaiském primyslu [3]. SloZeni lepku lze vidét na obrazku
3.

Gliadiny jsou nositelem taZnosti a poskytuji lepku pruznost a bobtnavost. Hlavni faktor,
ktery urcuje kvalitu mouky je vzajemny pomér obou proteinti[3]. PSeni¢ny lepek Ize z tésta
jednoduse izolovat vypiranim proudem vody, kdy se postupné vyplavuji latky rozpustné ve

vode¢ a skrob. Po urcité dobé¢ zlistane substance, ktera je nazyvana mokry lepek [5], [12].

GLUTENIN

&

¥ GLIADIN

GLUTEN (GLIADIN + GLUTENIN)

Obr. 3 PSenicny (lepek, gluten) [13]

Mokry lepek je homogenni, zlutozeleny az ZlutoSedy zbytek kaucukovité konzistence. Jeho
hlavnimi slozkami jsou nerozpustné, zbobtnalé, lepkové bilkoviny gliadin a glutenin (80

%). Z ostatnich obilovin podobny gel ziskat nelze [4].
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2 PRINCIP ULTRA UCINNE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

Ultra Performance Liquid chromatografy (UPLC) patii mezi novou separacni techniku v
oblasti kapalinové chromatografie. Tato technika byla vyvinuta v roce 1997 Jorgensonem a
jeho tymem|[14]. Metoda vyuziva specialni sorbenty pfipravené patentovanou technologif ,,
-bridged hybrid particle®, které jsou velmi G€¢inné a mechanicky odolné diky etylenovym
mustkiim v silikagelové matrici [15]. Pfi stanoveni latek metodou UPLC se pouzivaji
vysoké tlaky (15000 PSI, 1000 bar, 100 MPa). Vysokotlaké pumpy umoziuji provozovat

kolony s konvenc¢nimi rozméry a velmi malymi ¢ésticemi staciondrni faze (<2 pum) [16].

Metoda je vhodna k separaci analyti rozpousténych ve vhodné kapaliné tvotici mobilni
fazi. V separacni kolon¢ probiha déleni latek ze vzorku, kterd obsahuje stacionarni
(nepohyblivou) ,,sorbent a mobilni (pohyblivou) fazi ,eluent”. Latky, které¢ se d€li maji
rozdilnou afinitu ke staciondrni fazi, podléhaji tak rizné distribuci neboli rozd€lovani mezi
mobilni a staciondrni fazi a jsou rozdiln€¢ zadrzovany a zpozd’'ovany. Analyty doputuji
v riznych Casech (jedna se o kvalitativni hledisko) do detektoru, kde zpiisobi ptisluSnou
odezvu, ktera je mirou jejich obsahu (kvantity) ve vzorku. S pouzitim vysokotlakych
Cerpadel lze dosédhnout pritoku mobilni faze a eluce jednotlivych slozek separovanych
smési v redlnych Casech i1 pro stacionarni faze s vétSim interakénim piisobenim (polymery).
Metoda UPLC vyuzivéd kapalinovych chromatografli, specidln¢ konstrukéné upravenych
pro praci s témito extrémné vysokymi tlaky. Vyhodou je vyrazné zkraceni retencnich Casii
a uspora rozpoustédel. Nevyuziva se jen isokratické (slozeni mobilni faze je konstantni)
eluce, ale vyuziva se i gradientové eluce (sloZzené mobilni faze se v pribéhu analyzy méni)

[16], [17].

2.1 Chromatograficky systém

Kapalinovy chromatogram se sklada ze zdsobniku mobilni faze, degasteru, fidici
jednotky, vysokotlakych pump, davkovaciho zafizeni, chromatografické kolony, detektoru
a pocitacové jednotky s vyhodnocovacim softwarem Schéma kapalinového

chromatogramu je na obrazku 4 [16], [18].
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Obr. 4 Schéma kapalinového chromatografu [19]

2.1.1 Cerpadlo

Aby byla separace U€inna, musi se prostupujici kapaliné klast zna¢ny odpor. Proto je
potieba pouzit dostatek malych zrni¢ek sorbentu pti vysokém tlaku. K tomuto ucelu slouzi
cerpadla. Mohou byt pouzita membranova, pistova nebo pistové membranova Cerpadla.
Princip pistového cerpadla l1ze popsat néasledovné. Vzniklym podtlakem dojde k nasati
ur¢itého objemu kapaliny do uzavieného prostoru cerpadla, pohybem pistu dochazi
k natlakovani objemu kapaliny a nasledn¢ dojde k vytlaceni natlakované kapaliny mimo

cerpadlo [20], [21].

2.1.2 SméSovaci zarizeni

Naprogramované sméSovaci zafizeni muiZe s vyuZitim zasobnikll rtznych kapalin
ptipravovat smés kapalin stalého sloZeni nebo fidit zmény ve slozeni vysledné mobilni faze

v prabéhu separace [21].

2.1.3 Davkovaci zarizeni

Slouzi k zavedeni vzorku do toku mobilni faze. Vzorky se davkuji pomoci injekénich

stiikacek pres septum nebo za pouziti autosempleru [20].
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2.14 Kolony

Chromatografickd kolona je naplnéna stacionarni fazi nepolarniho charakteru. Probiha zde
separace slozek. U UPLC kolon se oproti klasickym HPLC kolondm méni podstatnym
zptisobem hardware. Dochézi zde k plnéni kolony za vysokého tlaku (20000 PSI tj. 1379
bar). Jedna se o patentovanou technologii, kterd zarucuje optimdlni uchovavani castic
sorbentu vtéle kolony a jejich stabilitu. Koncové spoje kolony jsou pfizplisobeny
dosahujicimu vysokému tlaku. Zpétny tlak vyvolany naplnénou UPLC kolonou je pfimo
umeérny délce této kolony a nepfimo Umérny velikosti sorbentu a vnitinimu prameéru
kolony. V ptipadé, ze dojde ke sniZeni velikosti sorbentu, pak dojde k nékolikandsobnému

vzristu zpétného tlaku na koloné [21]. Na 5 obrdzku je zobrazena kolona pro UPLC.

Obr. 5 Kolona UPLC [21]

Velikost castic 1,7 pm poskytuje vyssi rozliSeni z divodu vyssi ucinnosti kolony. Pro
UPLC kolony (ACQUITY UPLC BEH CI18) jsou v soucasné dobé¢ k dispozici 4 druhy
staciondrnich fazi: C18, a C8, Shield RP1 ( C18 se zabudovanou polarni skupinou
karbamat) a fenylovou kolonou, které lze vidét na obrazku 6. Kazdad stacionarni faze
poskytuje rGzné kombinace hydrofobicity, silanové aktivity, hydrolytické stability

a chemické interakce s analytem [22].
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Obr. 6 Stacionarni faze UPLC [22]

Pro snazs$i sledovani Zivotniho cyklu kolon jsou kolony standardné vybaveny
neodnimatelnymi mikrocipem, ktery zaznamenava kompletni historii kolony, napiiklad

celkovy pocet nastiikili, provedené nastriky, tlakova historie [15].

Prvni generace metylenovych hybridnich ¢astic X Terra kolon neméla k dispozici
mechanickou pevnost nebo U€innost nezbytnou plné vyuzit rychlost, citlivost a rozliSeni
schopnosti UPLC technologie. Proto byla vyvinuta druh4 generace hybridnich materiald,
které vyuzivaji struktury etylenovych hybridnich mustki (BEH). Ve srovnani prvni
generace metylenovych hybridnich ¢astic X Terra kolon, BEH c¢astice ACQUITY UPLC
BEH kolony vykazuji vyssi Gi¢innost, silu a pH. BEH technologie je kli¢ova pro rychlost,

citlivost a rozliSeni obou rozmezi malych i velkych molekul v UPLC separaci [23].

2.1.5 Sorbenty

Pouzivaji se klasické HPLC sorbenty, které jsou dvojiho typu. Anorganicky nosi¢ —
silikagel nebo organicky nosi¢ — polymer nebo uhlik. Oba dva typy maji své vyhody 1
nevyhody. Sorbenty zalozené na silikagelu jsou mechanicky odolné, vykazuji vysokou

ucinnost a na téchto sorbentech se daji dobte predikovat retence solutti [16].
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Aktivni centra na povrchu silikagelu jsou hydroxylové skupiny neboli silanolové skupiny
Si-OH. Hydroxylové skupiny silikagelu jsou izolované, jednoduché, dvojité nebo jsou pti

vhodné poloze sousednimi skupinami vzajemné vazany vodikovymi vazbami.

Rozmisténi silanolovych skupin na povrchu silikagelu zavisi na zplsobu zpracovani
silikagelu. Pii vysoké teplot¢ dochazi k odstranéni silanolovych skupin dvojitych
a véazanych vodikovym mistkem, dale dochéazi k ustdleni jednoduchych a izolovanych
silanolovych skupin. Na silanolovou skupinu se adsorbuje vodikovou vazbou také voda,
kterou lze odstranit zahfatim na 150 °C a tim se silikagel aktivuje, pfi teploté nad 200 °C
dochazi k ireverzibilnim zméndm a za teploty 300-500 °C kondenzuji sousedni
hydroxylové skupiny na siloxanové skupiny, které nelze pii normdlni teploté hydratovat.
Pti jesté vysSich teplotach dochazi k odstépeni volnych hydroxylovych skupin a silikagel
nabyva hydrofobnich vlastnosti [15].

Nevyhodou je jejich limitujici rozsah pH mobilni faze a chemicka nestabilita. Povrch
silikagelu je slabé kysely, takZe vice zadrzuje bazické latky nez latky kyselé a neutrdlni
a muze tak pusobit jejich chvostovani. Tomu lze zabranit ptidavkem slabé organické baze
(vétSinou aminového typu — triethylamin) do mobilni faze, ale je nutné dbat, aby pH
mobilni faze neptesdhlo pH 8, kdy dochazi k rozpousténi silikagelu. ProtoZe povrch

silikagelu je kysely, mliZze vystupovat jako iontomeénic [15], [17].

Sorbenty zaloZzené na polymerni fazi mohou pracovat v Siroké oblasti pH, jsou chemicky
stabilni a nedochazi na nich k iontovym interakcim. Nevyhodou je niz$i mechanicka

odolnost, niz8i G€innost a Spatné predvidatelna retence soluti [17].

Existuje i technologie Hybrid (Silicon-Carbon) Particle Technology, ktera spojuje vyhodné
vlastnosti obou typt sorbentll. K zamezeni vlivu volnych hydroxylovych skupin silikagelu

a ke zvySeni mechanické odolnosti se pouzivaji etylenové mistky [15].
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Obr. 7 Umisténi etylenovych mustkil v matrici silikagelového nosice [15]

Velikost UPLC c¢astic se pohybuje okolo 1,7 um, coZ je optimalni velikost pro metodu
UPLC. Dalsi sniZzovani ¢astic vede pouze ke zvySovani zpétného tlaku a zvySeni ucinnosti
je zanedbatelné. Porovnani velikosti ¢astecek je na obrazku 7. Velikost ¢astic sorbentu ma
vliv na w¢innost separa¢niho procesu, obrazek 8. Uginnost separace je nepiimo umérna
sorbentu, a kdyZ se velikost ¢astecek sorbentu snizi ttikrat, pak také asi tfikrat vzroste

ucinnost separace [15].

HPLC
20
5
E
i)
P o 3.5 pum Particle
[Hm] 1‘99'3“5
ACQUITY UPLC™ System
1.7 um Particle
2004
ot . . SO = = = =
0 1 2 3 4 5 & 7
Flow Rate fiml/min]: Linear Velocity [u, mm/sec] ——
I = 1.0 mm 0.04 Q.07 0.10 0.13 0.17 0.20 0.24
ID=2.1T mm .15 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9 1.05

Obr. 8 Vliv linearni rychlosti mobilni fdze na vyskovy ekvivalent teoretického patra v

zavislosti na velikosti sorbentu [15]
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Velikost ¢astic sorbentu ma vliv na ucinnost separacniho procesu. Se sniZujici se velikosti

castecek dochazi ke zvyseni ucinnosti separace (rozliSeni). Vliv velikosti ¢asti demonstruje

nasledujici obrazek:

10 pm micro-porous
1000-2500 pei
25,000 platesimeter

3.9 300mm

3.5 —=5pm sphetical micro-porous
1500-4000 pei

50,000 - §0,000 plates imeter
3.9 x 300mm

1.7 pm hybrid particle
about 15,000 psi
160,000 plates/meter
2.1 x= 100 mm

Obr. 9 Vliv velikost ¢astic na G€¢innost separa¢niho procesu [15]

2.1.6 Detektory

Zatizeni, které indikuje pfitomnost separovanych slozek na zakladé¢ zmény fyzikdlné

chemické veli¢iny nebo na zakladé zmény kvantitativniho sledovani jeji koncentrace.
Detektory by mely byt selektivni, citlivé a reprodukovatelné. Jako detektory lze pouzit
UV/VIS absorpéni spektrometricky detektor pro meéfeni pii vice vlnovych délkach

s diodovym polem, spektrofluorometricky,

obsazen vtabulce 2 Vysledkem chromatografické analyzy je chromatogram, ktery

obsahuje piky reprezentujici jednotlivé oddélené slozky z analyzovaného vzorku [17].

refraktometricky (vyuzivd lom svétla),

vodivostni, amperometricky detektor a hmotnostni spektrometr. Prehled detektorti je
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Tab. 2 Pichled detektorti [18]

Typ detektoru Mérena veli¢ina Citlivost Dynamicky rozsah
Spektrofotometricky Absorbance 107° 10°
Refraktometricky Index lomu 10”7 10°
Vodivostni Vodivost 10° 10°
MS Pocet iontll 107 10°
Fluorescencni Fluorescence 107 10°

2.1.6.1 Fotometricky detektor

Fotometricky detektor, obrazek 10, patii k nejcastéji pouzivanym detektorim. Meti
absorbanci eluatu vychézejiciho z kolony. Jednodussi detektory méii pfi jedné vinové
umoziuji nastaveni vinové délky pomoci monochromatoru. Nejdokonalejsi detektory jsou
schopné pomoci diodového pole proménit absorpéni spektrum v urcité oblasti vinovych

délek a ulozit ho do paméti [17].

AT
7

Obr. 10 Detektor s diodovym polem [17]
Popis ¢asti detektoru: 1 — zdroj, 2 — stérbina, 3 — Cocka, 4 — clona, 5 — mérna clona

detektoru, 6 — holografickd miizka, 7 — zativy tok o urcité vinové délce.
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2.1.6.2 Refraktometricky detektor

Refraktometricky detektor méfi rozdily mezi indexem lomu eludtu a ¢isté mobilni faze.
Obsahuje-li eluat slozku, dojde k vychylce. Detektor neni piili§ citlivy, ale je velmi

univerzalni. Pfi jeho pouzivani je nutné udrzovat konstantni teplotu [17].

2.1.6.3 Fluorescencni detektor

Fluoresen¢ni detektor, zobrazen na obrazku 11, je zalozen na principu fluorescence, neboli
schopnosti latek absorbovat ultrafialové zafeni a poté vysilat zafeni o vyssi vinové délce.
Fluorescenc¢ni intenzita zavisi na excitacni a emisni vlnové délce, coz umoziuje selektivne

detekovat nékteré slozky [17].

L 2p
= 1 svételny zdrog
& | \ “":‘i: 2 monochromator
I 3 dodka
4 méma cela
5 fotonasobi1é&
5 e & zesilovad

T zapisovad
6 P

T_A

Obr. 11 Fluorescenc¢ni (fluorometricky) detektor [24]

2.1.6.4 Hmotnostni spektrometr

Princip je zaloZen na ionizujicich chemickych sloucenindch a méfeni jejich hmotnosti
vzhledem k naboji. Pouzivé se pro urceni hmotnosti ¢astic, nebo stanoveni elementarniho
sloZeni vzorku, molekuly, a také pro objasnéni chemické struktury molekul.

Sniméani hmotnostniho spektra béhem eluce latek je velmi vyhodné pro strukturni analyzu
a identifikaci latek ve slozitych smésich. Technicky vyhodné pro pfimé napojeni je
pouzivani mikro kolon a kapilarnich kolon [25]. Schéma hmotnostniho spektrometru lze

vidét na obrazku 12.
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Obr. 12 Schéma hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF [26]

Elektricka ¢ocka a deflektor umoziuji zaostfit ionty stejného poméru m/z a odklonit ty
ionty, které nas v daném pokusu "nezajimaji". Reflektor mé stejnou elektrickou polaritu
jako deska se vzorkem a obraci let iontd smérem k druhému detektoru; umoziuje zvysit
pfesnost méfeni tim, Ze prodlouzi drahu letu, a také soustfedénim stejnych iontd v duté

¢asti prstencovitych elektrod. [30]

2.1.6.5 Elektrochemické detektory

Vodivostni nebo voltametrické detektory lze pouzit, pokud jsou v roztocich obsazeny
ionty, respektive slozky oxidovatelné nebo redukovatelné na polarizovatelné elektrode

[17].
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3 STANOVENI PROTEINU POMOCI UPLC

Detailni analyzu proteini lze stanovit pomoci vykonnych analytickych metod, které
zahrnuji mapovani peptidii a hmotnostni spektrometrii (MS) za pouziti HPLC a UPLC
kolon rtizného chemického sloZeni, které obsahuji SE, IE, hydrofobni interakci a reverzni
fazi. Naptiklad technologie Waters separaci proteinii reverzni fazi, BioSuite, SEC, IEX,
HIC a RP-HPLC kolonami nabizi vynikajici vykon pfi separaci makromolekul. Pfima

aplikace na jednotlivé frakce pSeni¢nych bilkovin nebyla dosud publikovéana [23].

3.1 AQUITY UPLC BEH200 SEC

ACQUITY UPLC technologie umoziiuje analytickym chemiklim pfesdhnout béZznou
kapalinovou chromatografii. Tato technologie se také osvédcila jako hlavni pfinos pfi
zvySovani produktivity laboratofi Nejnovéjsi je ACQUITY UPLC SEC systém roztoki,
ktery umoznuje, diky etylenovému hybridnimu muistku (BEH) potazeného Diolem,
velikost ¢astic 1,7 pm. PIn€ optimalizované kolony chemicky vyznamné snizuji poZzadavek
na vysoké koncentrace soli mobilni faze [27]. UPLC prokézala zna¢né vyhody ve srovnani
s HPLC pro stanoveni proteini. UPLC poskytuje vétsi rozliSeni, vyssi citlivost, vynikajici

tvary pikl a potencial ke zvySeni propustnosti [28].

3.2 Separaéni technologie peptidii pomoci

Identifikaci bilkovin je zaloZena na vymyvani vzorkli fragmentl peptidili, stanoveni post-
translacnich modifikaci, potvrzeni genetické stability a analyze sekvence proteinil
s propojenym hmotnostnim spektrometrem. V mapé¢ peptidli, je nezbytné vytesit kazdy
fragment peptidu v jednom vrcholu. Proto mapovani peptidii pfedstavuje vyznamnou
vyzvu, vzhledem k vlastni slozitosti vyluhovani bilkovin. Kromé velkého poctu fragmentt
peptidii, které jsou generovany z enzymatickych vyluhovanych bilkovin, mize byt
vyznamny i pocet alternativnich struktur (oxidace, post-transla¢ni modifikace) Schopnost
UPLC technologie umozniuje vyssi rozliSeni mapovani peptidd. Tato aplikace ukazuje

vyhody pro mapovani peptida [29].

Studie se velmi ¢asto zabyvaji biofarmaceutickymi bilkovinami, u nichZ mapovani peptida
pomoci nové techniky UPLC slouzi k prokazani genetické stability a potvrzeni celistvosti
bilkovin. Zména retenéniho Casu casto v kombinaci s MS/MS detekci, odhalila zménu
primarni struktury bilkovin. Zmény jako jsou oxidace, deaminace, sekvence klipi

a glykosylace ovliviiuji chromatografické chovani [29].
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Pritomnost modifikovaného peptidu v mapé vzorku odrazi pfitomnost modifikovanych
bilkovin v pivodnim vzorku. Z tohoto divodu je nutné, aby byly modifikované peptidy
oddéleny od plivodnich peptidi. Kvantifikace je vyjadiena jako plocha nebo vyska
v procentech z piivodniho peptidu. Timto zpiisobem mapy peptidi poskytuji informace o
smési bilkovinnych forem, tak aby se zajistila bezpecnost a ucinnost ptipravy. Metody
proto musi vykazovat vynikajici citlivost a linearni kvantitativni praci, coz technologie

UPLC splituje [29].

Mazzeo a jeho koletktiv [29] potvrdily, Ze UPLC ma vyrazné zlepSeni v mapovani peptid
v porovnani s HPLC. Lepsiho rozliSeni bylo dosazeno v kombinaci se zvySenou citlivosti.
Dobu pribéhu lze zkratit snizenim délky kolony a zvySenim rychlosti pratoku. Selektivita
byla srovnatelnd s béznou reverzni fazi HPLC kolon mapovani peptidii a lze snadno
pfevést na jiné modifikatory, které davaji lepsi citlivost v ES/MS. ACQUITY UPLC

systém jasn€ ukazal, Ze je dalsi generaci ndstrojii pfi mapovani peptida [29].

Velkd pozornost zhlediska nové techniky UPLC, je vénovana biofarmaceutickym
bilkovindm, u nichzZ mapovani peptidii pomoci této techniky slouzi k prokazani genetické
stability a potvrzeni celistvosti bilkovin. Zména retencniho €asu ¢asto v kombinaci s
MS/MS detekci, odhalila zménu primarni struktury bilkovin. Zmény jako jsou oxidace,
deaminace, sekvence klipi a glykosylace ovliviiuji chromatografické chovéani.
Modifikované peptidy musi byt oddéleny od plivodnich. Pfitomnost modifikovaného
peptidu v mapé vzorku odrazi ptitomnost modifikovanych bilkovin v plivodnim vzorku.
Ve vychozi charakterizaci bilkovin je dalezité vytvofit mapovani peptidii metodou, ktera
umoziiuje odstranit modifikované peptidy z plivodnich peptidl, tak ze vSechny mozné
modifikace mohou byt zjistény. Kvantifikace je vyjadiena jako plocha nebo vyska
v procentech z piivodniho peptidu. Timto zpiisobem mapy peptidi poskytuji informace o
smési bilkovinnych forem, tak aby se zajistila bezpecnost a ucinnost ptipravy. Metody

proto musi vykazovat vynikajici citlivost a linearni kvantitativni praci [29].
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4 MOZNOSTI EXTRAKCE JEDNOTLIVYCH FRAKCI
PSENICNYCH BILKOVIN

4.1 Extrakce

Z hlediska fyzikalni chemie 1ze chéapat extrakci jako pfechod slozky fazovym rozhranim
mezi dvéma vzijemné nemisitelnymi kapalinami. Z SirSiho analytického pohledu jsou
extrakci pojmenovany dal§i metody, pfi nichZ je pfevadéna slozka smési s fazovym
rozhranim z jedné faze (plynné, kapalné, pevné) do druhé faze (kapalné, pevné) i kdyz
principidlné jde naptiklad o absorpci. Extrakci je nutné provadét tak jednoduse, jak je to
jen mozné. Pti kazdém kroku extrakce totiz dochazi k nevratné ztraté nedefinovatelného
mnozstvi proteind. Problémem je 1 zddnlivé neSkodné uloZeni nestabilizovanych proteinti
pfes noc do mrazaku nebo lednice. Vyvoj extrakénich metod je fizen snahou nahradit
zdlouhavé postupy s velkymi spotiebami rozpoustédel novymi technikami, mezi které

fadime extrakci a mikroextrakci pevnou fazi nad kritickou fluidni extrakci [17].
Rozd¢leni extrakénich soustav dle skupenstvi fazi, mezi kterymi ptechazi slozka:

» zpevné faze do kapaliny — zpevného materidlu se rozpousti ve vhodném
rozpoustédle pozadovana slozka, ostatni slozky se nerozpoustgji. PouZiti
Soxhletova extraktoru.

» zkapaliny do kapaliny — zalozend na rozdé€lovaci rovnovaze v soustavé dvou
nemisitelnych kapalin. Slozka z vEtsi ¢asti prechdzi do rozpoustédla, ve kterém je
1épe rozpustna.

» zkapaliny na pevnou fazi — extrakce pevnou fazi z roztoku selektivné zachycuje
pozadované slozky.

>z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi — mikroextrakce pevnou fazi je modifikaci
extrakce pevnou fazi, ve které dochédzi ke zkoncentrovani analytu adsorpci na

polymer pokryvajici kiemenné vlakno [17].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

4.1.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Podminkou je ustanoveni fazové rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami, neboli

vychozim vzorkem s analytem a rozpoustédlem.

Podle druhu extrahované latky lze extrakci provadét nasledujicimi zptisoby:

» organické latky lze vétSinou extrahovat ptimo do vhodného rozpoustédla,
» anorganické latky jsou ve vodnych roztocich ve formé¢ iontd, extrakce v této
podobé neni moznd. Nejprve se musi pfevést do vhodné, nejlépe neutrdlni

komplexni slou¢eniny.
Podle zpisobu provedeni lze délit extrakce na nasledujici typy:

» Jednostupnova extrakce — zalozena na ustaveni jediné rovnovahy mezi fazemi.

» Mnohostupnova extrakce — jedna se o opakovanou jednostuptiovou extrakci
v ne€kolika oddélenych krocich.

» Kontinualni extrakce — zalozena na ustaveni mnoha rovnovah. Pfi extrakci jsou

nemisitelné faze stale ve styku a v protiproudém pohybu.

Cilem extrakce je vyextrahovat co nejvice Zadané sloZky s co nejmensim poctem kroki a
co nejmensi spotiebou rozpoustédla. Voli se proto takové rozpoustédlo, ve kterém je
extrahovana slozka o mnoho rozpustnéjs$i, nez v rozpoustédle, ze kterého se extrahuje.
V tivahu musime brat Cistotu rozpoustédla, bezpecnost prace, cenu a ekologické hledisko.
Roztok s extrahovatelnou formou je uvadén do styku s extrahovadlem a zajisti se ustaveni
rovnovahy. Pfechod sloZky lze urychlit zvySenim jeho plochy, nejjednoduseji tfepanim.
Oddéleny extrakt je €iStén protfepavanim s riznymi rozpoustédly. Stanoveni je provadéno

pfimo, nebo extrahovana slozka je ptevadéna zpatky do vodného roztoku [17].

4.1.2 NadKkriticka fluidni extrakce

V SFE (' Supercritical Fluid Extraction) lze pouzivat k extrakci pevného vzorku
nadkritickou tekutinu. B&zné se pouzivd oxid uhli¢ity, ktery ma teplotu 31 °C
a kriticky tlak 7149 kPa. Pracuje se stlaky 40-70 MPa a teplotami 60-150°C.
Nadkriticky oxid uhli¢ity je idedlni rozpoustédlo pro analyty dale analyzované
instrumentalnimi metodami. Jednd se o nepolarni rozpoustédlo, proto rozpousti
nepolarni a malo polarni slouceniny. Jeho pouziti je velmi vyhodné, jeho kriticky bod

je snadno dosazitelny, je netoxicky, bezpe¢ny a levny.
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Rozpustény analyt lze snadno jimat, protoZe oxid uhli¢ity jde lehce odpafit. Dalsi
vyhodou je rychlost, kterd se zkracuje oproti ostatnim metodam z mnohohodinové az
vicedenni extrakce na minuty az desitky minut. Zafizeni lze piimo spojit

s analyzatorem a kombinovat naptiklad s HPLC, GC nebo FTIR [17].

4.1.3 Extrakce pevnou fazi

SPE (Solid Phase Extraction) patfi v souCasné dobé mezi nejvykonnéjsi techniku
dostupnou pro rychlou a selektivni ptipravu vzorku. Podstatou je zachyceni latky na tuhém
sorbentu, pres ktery protékd vzorek. Pii extrakci se vyuziva chemickych vlastnosti
molekul, které v diisledku mezimolekulovych interakci ulpivaji na sorbentu. Proto je SPE
nazyvana chemickou filtraci. Lze ji pouZivat pro rizné ucely, naptiklad pro ¢isténi latek,
zkoncentrovani stopovych mnozstvi latek, vyménu rozpoustédla. SPE méa velmi
jednoduchou konstrukci, jejimz zakladem je upotiebeni nepfili§ drahych extrakénich
kolonek, na jedno pouziti a nejriznéjsich velikosti a naplnich sorbentii. Kolonky obsahuji
sorbenty nejCastéji zaloZené na bazi chemicky modifikovanych castic silikagelu. SPE
pracuje tak, Ze kapalny vzorek je veden pies kolonku a slouceniny jsou ze vzorku
zachyceny materidlem sorbentu v koloné. Nezadouci ptimési jsou z kolonky selektivné
odstranény promytim spravn¢ zvolenymi rozpoustédly. Nakonec jsou z kolonky zadouci

analyty znovu ziskany elu¢nim rozpoustédlem v podobé vysoce Cistého extraktu [17].

4.2 Extrakce rostlinnych proteint

Pti extrakci rostlinnych proteinii je dilezité co nejlépe oddé€lit zaddané proteiny od
balastnich latek (polyfenoly, lipidy, pigmenty). Jsou uvadény dvé zakladni strategie
extrakce. Pfima extrakce proteinii z homogenizovaného materidlu — TCA/acetonova
extrakce. Druhd extrakce je zalozend na rozpousténi homogenatu v lyzan¢nim pufru, po
kterém nasleduje fenolova extrakce. Nékdy se pouziva kombinovand extrakce. Novym
ptistupem pro extrakci proteinll je metoda, pii které je lyzat, po homogenizaci a lyzi bunék
ve vzorku, pfeveden na ultrafiltraéni membranovy filtr, kde je dale zpracovan. Vyhoda
spoc¢ivd vtom, Ze proteiny zlstanou po extrakci vroztoku a jsou eliminovany

neidentifikovatelné ztraty vzniklé pfi precipitaci a ndsledném rozpousténi peletu [30], [31].
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TCA/acetonovou extrakei vyvinul Damerval a jeho kolektiv pro izolaci proteini z
pSenice. Proteiny jsou diky kyselému a hydrofobnimu prostfedi denaturovany, balastni
latky jsou odstranény a dochazi k inhibici neZzddoucich enzymu. Nedochazi k proteolyze a
ztraté¢ vysokomolekularnich proteini. Metoda je jednoducha, ¢asové nenaro¢na, ale neni

vhodna pro praci se starSimi rostlinami [31], [33].

Fenolova extrakce byla metoda plivodné navrzena pro izolaci membranovych proteint.
Rozdrceny vzorek se rozpusti v lyzanénim pufru, ktery obsahuje sacharosu ve vysoké
koncentraci (az 0,9 M), inhibitor protéza, redukéni Cinidlo a chlorid draselny. Poté je
lyzanéni roztok smichan se saturovanym fenolem pii pH = 8 nebo fenolem s 2% SDS.
Dojde k vytvofeni fazového rozhrani s fenolovou fazi nahote, kterd obsahuje proteiny,
lipidy, polyfenoly, nukleové kyseliny a pigmenty. Proteiny z fenolové faze se vysrazi
roztokem octanu amonného v metanolu pti -20 °C nebo pouze metanolem ¢i etanolem [33],

[34], [35].

Jedna znejdéle pouzivanych metod charakterizace bilkovin je frakcionace z pohledu
odli$né rozpustnosti albuminii, globulinii, prolaminii a glutelini. Metoda je zaloZena na
postupné separaci bilkovin podle jejich odlisné rozpustnosti navrzené Osbornem [36] na
zacatku minulého stoleti. Albuminy a globuliny jsou extrahovany pievazn€ slabymi
vodnymi roztoky chloridu sodného. Prolaminy u pSenice nazyvané gliadiny, jsou po
odmyti predchozi frakce ziskdny extrakci ve vodnych roztocich alkoholl, nejCastéji se
pouziva etanol. Gluteliny (u pSenice nazyvané gluteniny) jsou velmi Casto extrahovany
slabymi zdsadami nebo kyselinami. Nejcastéji publikované vzdjemné procentudlni pomery
mezi albuminy a glubuliny, gliadiny a gluteniny u pSenice seté se pohybuji v rozmezi
20-25 % (albuminy-globuliny) : 40-50 % (gliadiny) : 35-40 % (gluteniny). Znalost
poméru slozek a jejich specifického sloZzeni ma velky vyznam pro nutricni, ale i pro

technologickou kvalitu [36].

Odlisné rozpustnosti bilkovin vyuzivad tfada dalSich technik, napiiklad elektroforeticka
technika. Rada studii na zékladé elektroforetické vizualizace téchto frakci dokazuje, Ze
pfechody v rozpustnosti mezi jednotlivymi frakcemi bilkovin nejsou ostré, prolinaji se

a jsou zavislé na dobé¢ extrakce, extrak¢nim Cinidle a jeho teploté [34].
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Velmi casto byva prokazovan piechod vysokomolekuldrni frakce gluteninti do spektra
gliadinli a také prekryvani leh¢iho nizkomolekularniho gluteninového spektra sa, S a y
gliadiny v prostfedi SDS-PAGE. Mosse a Baudet [37] v roce 1963 dokazali, Ze pfi teploté
22 °C pteslo do prvni frakce az 50 % proteintli zrna. Z toho vyplyva, Ze znacna ¢ast dalSich
frakci bilkovin je za podminek vys$i teploty rozpustna i ve vodném roztoku chlorida
sodného. V fad¢ studii se o kvantifikacich bilkovinnych frakci nachéazi urcité metodické
odchylky, které mohou mit zdsadni vyznam pro konecné stanoveni a jejich vzajemny

pomér [37].

4.3 Extrakce pSeni¢nych proteini pro SE-HPLC analyzu

Na SE-HPLC (Size exclusion—high performance liquid chromatogramy) analyzu
celkovych proteinii Shewry a Lookhart [35] ve své studii kladou vétsi dliraz, i pfestoze se
charakteristika rozdéleni velikosti pSeni¢nych proteinii rozpustnych frakci ukazala jako
vyhodnd. U této metody lze pouzit extrakci pomoci ultrazvuku s SDS (Dodecyl sulfat
sodny), ktery je schopny vyextrahovat vice nez 95 % bilkovin z celkového obsahu bez
1985, kteti ukézali, Ze pomoci 0,1M roztoku fosfatovym pufrem s pH 6,9 obsahujici 2%
SDS, bylo mozné ziskat 55-95 % bilkovin z celkového mnozstvi mouky. Extrakce byla
provadéna pii 60 °C. Toto tepelné oSetieni vedlo ke shodnym vysledkim SE-HPLC, které
bézely vrizné dobé po ukonceni extrakce. Pozdé€ji Laroque a Békés [39]zdlraznili
vyznam tepelného zpracovani extraktli u 60 °C. Vysledky podle vSeho odpovidaly SE-
HPLC denaturaci proteazy bez dopadu na vymyvani hlavnich frakci bilkovin. Brzy po této
praci, Singh a jeho spolupracovnici [40] zjistili, Ze témét uplné extrakce z pSeni¢né mouky
muze byt dosazeno s 0,005M fosfatovym pufrem s pH 6,9 obsahujici 2% SDS, pomoci
ultrazvuku v jediném kroku bez ptitomnosti redukéniho ¢inidla. SE-HPLC na koloné
Waters Protein-Pack 300 ukdzala pfitomnost tii pikl se snizujici se velikosti pridélenych

ptislusnym bilkovinam gluteninu, gliadinu a albuminu nebo globulinu [35].

Ve studii, z roku 1993, ptedstavil Gupta a jeho kolektiv [41] dvoufazovy mikro a makro
extrakéni postup, ktery zahrnuje plivodni extrakty 0,05M fosfatového pufru s pH 6,9 s
obsahem 0,5% SDS a néslednym ultrazvukem rezidua v pfitomnosti stejného pufru.
Srovnanim SE-HPLC profili na obrazku 14 téchto extraktii jednostupiiového postupu
extrakce se Singhem a jeho spolupracovniky v 214 nm, bylo uk4dzéno obohaceni mensich

frakci (gliadinu a albuminu nebo globulinu) a relativné malé mnozstvi gluteninu bez
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ultrazvukové extrakce. V porovnani s druhou, ultrazvukovou extrakci, byla ukazana
mnohem vétsi  velikost pikli obsahujici nejvétsi eluéni velikost vysky objemu
neextrahovatelné gluteninové frakce a jediny mnohem menSi eluni pik velikosti
odpovidajici gliadinu. Tyto postupy extrakce a jejich Gpravy jsou uzitecné zejména pii
studiu vztahit mezi velikosti rozdélenych pSeni¢nych proteinti a kvalitou zpracovani

pSeni¢nych proteini [35].
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Obr. 13 SE-HPLC totalni separace, extrahovatelnych a neextrahovatelnych
proteinll z mouky pomoci Waters Protein Pak -300 SEC kolony [41]

Ueno a jeho kolektiv [42] v roce 2002 predstavil dvoustupiiovou extrakci pomoci ziedéné
kyseliny octové, bez a poté s pouzitim ultrazvuku a to s vysledkem nad 95% pSeni¢nych
bilkovin. SE-HPLC a pritokovda FFF analyza, v ceské literatufe lze pouzit termin
,»frakcionace tokem v poli®, ukdzaly, Ze extrakci plivodni zfedénou kyselinou octovou se
odstranili pfedev§im monomerni bilkoviny a extrakci druhou kyselinou octovou doslo k

odstranéni pfedevsim polymernich bilkovin [42] .



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

4.4 Extrakce pSeni¢nych proteini pro FFF

Pratok FFF (Field-flow frakcionation), neboli frakcionace tokem v poli, byl prvni
aplikovan na velikost frakce pSeni¢nych bilkovin Stevensonem a jeho kolektivem [43]

v roce 1996, pouzitim symetrické nebo asymetrické pritokové techniky navzajem.

V obou studiich, neredukované gluteninové slozky ziskané ultrazvukem za pouziti ziedéné
kyseliny chlorovodikové, poté odstranéné ziedénou soli, 70% etanolem a zfedénou
kyselinou octovou extrahovatelnych proteinti, nebo sekvenéni extrakci se vristajicimi
koncentracemi kyseliny chlorovodikové, ukazali Siroky rozsah. Stokestv polomér (ds) z
téchto slozek je v rozmezi od 10 do vice nez 40 nm. Osbornem v soli rozpustné albuminy
a globuliny ukazuji piky s hodnotami 4,5, 7,2 a 10,9 nm, zatimco v alkoholu rozpustné
gliadiny ukazovaly hlavni pik 7,4 nm a vedlejsi pik 9,3 nm. Po odstranéni téchto frakci,
zfedénou kyselinou octovou, kterd rozpousti gluteninové frakce, ukazuje pik hodnoty 7,4
a 9,9 nm odpovidajici monomernim bilkovindm a zfetelny polymerni gluteninovy pik s
hodnotou 16,9 nm. Sekven¢ni extrakce z mouky se zvySujici se koncentraci HCI ukazala
progresivni nartst velikosti slozek, v pozdéjsi frakei ukazuje pik s hodnotou kolem 30 nm.
Ob¢ studie Cist¢ demonstruji extrémné velké velikosti (pravdépodobné v 10,000,000
rozsahu) nejvétSich gluteninovych polymertt a slibny potencidl pratokd FFF pro
charakterizaci polymernich gluteninovych bilkovin z pSenicné mouky. V dalsi studii
Larroque [44] pouzival pratok FFF k posouzeni vlivu velikosti rozdéleni gluteninovych

polymert béhem extrakce.

4.5 Extrakce pSeni¢nych proteinii pro FZCE analyzu

Albuminy a globuliny

1. Jako rozpoustédlo pro extrakci albuminti a globulint je pouZzit 50 mM Tris
HCI pufr pH 7,8 obsahujici 100 mM KCl a 5 mM EDTA.

2. Rozpusti se 3,7 g KCI, 2,7g Tris HCL, 1,0 g Tris a 0,7 g EDTA v 250 ml
redestilované vody.

3. Po rozpusténi chemikalie, se upravi objem na 500 ml. Neupravuje se pH.

4. Cinidlo se uloZi do ledni¢ky. Pro nejlepsi vysledky se da ¢ast 50-100 ml do

lahve.
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Gliadiny mohou byt pfipraveny nékolika zplisoby a s nékolika rozpoustédly s pouzitim

FZCE ( Free Zone Capillary Electrophoresis).

Nasledujici postup je doporucen pro nejlepsi reprodukovatelnost. Pracuje se v poméru
rozpoustédla k mouce 10:1, vétSinou se pouzivaji nasledujici navazky: 100 mg mouky a 1

ml rozpoustédla.

1. 100 mg extraktu mouky s 1 ml albuminového a globulinového rozpoustédla (50
mM  Tris HCl, pufr pH 7.8 zahrnujici 100mM KCl a 5SmM EDTA) po péti
minutach kontinualniho michéni na vortexu vyjmeme albuminové a globulinové
bilkovin. K usnadnéni kontinualniho michani lze vzorky umistit na VortexGenine2,
ktery je vybaven pénovym drzakem pro 30 lahvicek.

2. Na centrifuze dojde k odstranéni vody.

3. Prvni a druhy bod je zopakovan.

4. Extrakt je 5 minut (s kontinudlnim michdnim na vortexu) promyvan deionizovanou
vodou, aby doslo k odstranéni zbytk soli.

5. Po odstfedéni a odstranéni vody, je pfidan 1 ml 50% propan-1-olu do pelet (tablet)
a mechanicky se rozbiji pelety pomoci stérky. Extrahuje se 5 minut pomoci
kontinualniho michéani na vortexu.

6. Po odstiedéni, je 0,5 ml kapaliny bezpetné¢ vyjmuto a presunuto do nové
mikrocentrifugacni lahvicky.

7. Zbyvajici kapalina je odstranéna a extrakce s 50% propan-1-olem je zopakovana.

8. Po odstiedéni druhého (50% propan-1-olu) extraktu, je 0,5 ml kapaliny znovu
odstranéno a pfidano do lahvic¢ky obsahujici prvni propan-1-ol extrakt.

9. Kapalina je odstfedéna do vycifeni. Po vycifeni lze tuto kapalinu piimo pouzit k

analyze. Filtrace vzorku neni nezbytné nutna.

K ptipravé vzorkli pro FZCE analyzu glyadinu lze pouzit mouku i celé jidlo. Nicméné
extrakt pfipraveny z mouky produkuje lepsi vysledky, které jsou vice reprodukovatelné.
Vzorky piipravené z celozrnného jidla ukazuji mensi stabilitu. Zivotnost kapilary je
sniZena pfi pouziti vzorkl pfipravenych z celého jidla. Podobné lze analyzovat gliadiny
bez ptredchoziho extrahovani frakci albuminli a globulinii. Bohuzel pfitomnost téchto

frakci miize mit za nésledek zkraceni Zivotnosti kapilary [35].
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Gluteniny
Postup k tspésné piipravé glutenind pro FZCE analyzu.

1. Vzorek 100 mg mouky s I ml 50% propan-1-olu je po dobu péti minut kontinualné
michdn na vortexu, aby doSlo k odstranéni frakci albumint, globulinii a gliadini.
Na centrifuze dojde k odstranéni vody a poté odstranime supernatant.

2. Prvni krok extrakce je zopakovan. Béhem této extrakce jsou nékteré polymerni
gluteniny odstranény.

3. Je pfidan 1 ml 50% propan-1-olu obsahujici 1% DTT nebo 5% BME a mechanicky
se rozbiji pelety pomoci stérky. Extrakt je tficet minut kontinudlné michan na
vortexu.

4. Extrakt je odstfedén a kapalina je bezpetné vyjmuta do nové mikrocentrifugacni
trubice pro analyzu. Kapalina miZe byt ptfed analyzou odstfedéna do vycifeni.

Filtrace vzorku neni nezbytné nutna [35]

4.6 Extrakce pSeni¢nych proteini pro SDS-CE analyzu
Gliadiny

1. Vzorek 100 mg mouky se extrahuje s1 ml 1% SDS po dobu péti minut
kontinudlnim michanim na vertexu.

2. Smés je odstfedéna a kapalina ptfevedena do nové mikro odstfed’ovaci trubice a
zahtivana pfi 100 °C na vytdpéném bloku po dobu péti minut a poté je znovu
odstfedéna.

3. Po odstfedéni mlze byt kapalina pouZzita pro SDS analyzu. Kapalina se nemusi

filtrovat.
Gluteniny

1. Vzorek (100 mg) je nejprve extrahovans 1 ml 50% propan-1-olu, aby doslo
k odstranéni frakci gliadin®i, albumint a globulint.

2. Odstfedéni a odstranéni vody.

5. Prvni a druhy krok je zopakovan dvakrat. Béhem této extrakce jsou nékteré
polymerni bilkoviny odstranény.

3. Jeptfidan 1 ml 1% SDS s 5% BME do pelety a mechanicky se rozbiji pelety pomoci

stérky. Extrakt se 30 minut kontinudln¢ micha na vortexu.
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4. Extrakt se odstiedi a kapalina je opatrné¢ vyjmuta a pfesunuta do nové mikro
odstfedivé trubice.
5. Vzorek je zahtfivan pét minut na 100 °C. Kapalina je znovu odstfedéna a miiZze byt

pouZita pro analyzu. Kapalinu neni potieba filtrovat pred analyzou.

Vysrdzené HMW-GS se mlzZzou znovu rozpoustét v 1% SDS 5% BME a zahfivaji se
obdobn¢ jako gliadiny a gluteniny [35].

4.7 Extrakce pSeni¢nych proteini pro RP-HPLC analyzu
Gliadiny

1. Vzorek 100 mg s 1 ml 50% propanol-1-olu ve 2 ml mikrocentrifuga¢ni trubice je
po dobu péti minut kontinualn€ michan na pfistroji VortexGenine 2.

2. Odsttedéni po dobu dvou minut pii otackach 14,000xG. (Lze pouzit malé vzorky.
Mal¢ vzorky jako 10 mg mizeme extrahovat se 100 pl jako rozpoustédlo mize byt
pouzita %2 kernelu nebo méng).

3. Opatrné kapalina je pfevedena do HPLC autosemplerni lahvicky.

4. Pfi oddé€lovani miZe nastat problém z divodu extrakéniho rozpoustédla, v tomto
pfipad¢ lze vzorek vysuSit ve vakuové odparce a znovu rozpustit v HPLC

startovacim pufru [35].
Gluteniny

Doporuceny gliadinovy postup je velmi podobny gluteninovému. Jedinym rozdilem jsou
extrakéni podminky, kdy gliadiny jsou extrahovéany prvni a vyfadi se (za Gc¢elem ziskani

Cistych gluteninovych vzorki).

Gluteniny jsou extrahovany 50% propan-1-olem obsahujici 1% DDT (dithiothreitol), po
dobu péti minut je kontinualné michan na vortexu, poté dojde k odstfedéni. Kapalina je

pipetovana do autosamplerni lahvicky [35].
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4.8 Extrakce pSeni¢nych proteini pro IE-HPLC analyzu
Gliadiny

1. Vzorek 100 mg je smichan s Iml 70% etanolu nebo 50% propan-1-olu v2 ml
micro centrifugaci zkumavky

2. Po dobu péti minut je kontinudlné michén na vortexu. Centrifugace probiha po
dobu dvou minut pfi otaCkach 14,000xG (MuzZeme pouzit malé vzorky. Malé
vzorky jako 10 mg miiZeme extrahovat se 100 pl jako rozpoustédlo miize byt
pouzita %2 kernelu nebo méng).

3. Pokud je problém pti odd€lovani z diivodu alkoholového extrakéniho rozpoustédla
miZzeme vzorek vysuSit ve vakuové odparce a znovu rozpustit v HPLC startovacim

puftru.
Gluteniny

Miuizeme pouzit stejny postup a podminky jako u extrakce gliadind. Gluteniny jsou

extrahovany 70% etanolem nebo 50% propan-1-olem obsahujici 1% DTT [35].

4.9 Optimalizace Osbornovy metody kvantifikace bilkovinnych frakci

zrna pSenice ozimé (Triticum Aestivum L.)

Dvoracek ve své studii [34] optimalizoval metodiku Osbornovy frakcionace proteinli
pSenicného zrna pro rutinni hodnoceni SirSiho sortimentu pSenice seté v Genové bance.
Metodicky ptistup byl rozdélen do tii ¢asti tak, aby bylo mozné posoudit vliv navéazky,
koncentrace pouzitych rozpoustédel a externi faktory (teplota, hrubost mleti a ¢as extrakce)

na kvantitativni zmény jednotlivych bilkovinnych frakci u pSenice ozimé [34].

4.9.1 Vliv velikosti navazky a koncentrace extrakénich ¢inidel

Pro extrakci byly pouZzity dvé navazky vzorku (0,5 a 1 g). Dale byly zvoleny dvé nejcastéji
pouzivané koncentrace roztok (60%, resp. 70% etanol) pro gliadiny a (0,02M NaOH
a 0,1M NaOH) pro gluteniny. Vzorky byly semlety na mlynku Cyklotec- hrubost 0,8 mm

a byly ptfevedeny ve tiech opakovanich do 15 ml centrifugacnich zkumavek.
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Albumino-globulinova ¢ast byla extrahovana po dobu 8 hodin pii teploté 4 °C ptfidanim 5
ml 0,5M NacCl a poté byla frakce 15 minut pii 6500 otackach centrifugovéna. Dale byla
frakce promyta stejnymi objemy téhoZz extrakéniho cCinidla a 5 minut centrifugovana pfi
stejnych otackach. Spojené supernatanty (Cird kapalina nad sedimentem) byly ptevedeny
do nové zkumavky a na kratkou dobu byly uloZeny v lednici.

Gliadiny byly ziskadny stejnym postupem extrakce jako v piipadé albumino-globulinové
frakce po dobu 4 hodin extrakci 60% resp. 70% etanolem za laboratorni teploty.

Gluteniny byly extrahovany 0,02M NaOH resp. 0,1M NaOH po dobu 4 hodin pfi teploté

4 °C. Postup extrakce, promyti a centrifugace byl obdobny jako u gliadini. Spojené

supernatanty byly prevedeny do nové zkumavky a na kratkou dobu byly uloZeny v lednici.

Stanoveni obsahu dusiku v ziskanych frakei bylo provedeno uzancni Kjeldahlovou
metodou na pfistroji Kjeltec 2300 a naslednym piepoctem pomoci faktoru 5,7 na procento

celkové bilkoviny v suSin€ vzorku. Vysledky jsou zaznamenany v tabulkach 3 a 4.

Tab. 3 Frakcionace bilkovin u dvou odlisnych navéazek u pSenice seté [34]

Navazka 1 Navazka 2
bty Gliadiny | Gluteniny bty Gliadiny | Gluteniny
Opakovani globuliny globuliny
% %
1 2,30 2,93 2,00 2,24 2,78 2,97
2 2,03 3,20 2,48 2,21 3,10 2,60
3 2,17 3,14 2,24 2,21 2,85 2,60
Primér +
2,17+0,14 | 3,09+0,14 | 2,24+0,24 | 2,22+0,02 | 2,91+0,17 | 2,72+0,21
sm. odchylka

*Pouziti 70% etanolu, **pouziti 0,02M NaOH

Velikost obou navazek neméla statisticky vyznamny vliv na obsah prvnich dvou
hodnocenych frakei (albuminy-globuliny, gliadiny). Rozdily se pohybovaly na trovni
chyby méteni pfistroje Kjeltec 2300.
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V ptipadé obsahu frakce glutenint jiz byly zaznamenany vyraznéjsi odliSnosti, kdy pti
niz§i navazce byla zjisténa jeji vyssi extrahovatelnost. Lze to vysvétlit tak, Ze v ptipadé
vys$si navazky a pii pouziti uvedenych centrifugacich zkumavek pravdépodobné dochézi
v daném sloupci k vétSimu utuzeni vzorku. Toto utuZeni se nejvice projevi pravé u treti
separované frakce a je umocnéno dvéma predchéazejicimi cykly trojnasobné centrifugace
nezbytnymi pro separace predchozich frakci. U vzorku s niz§i navéazkou tak pii aplikaci
extrak¢éniho roztoku dojde k lepSimu styku mezi vzorkem a rozpoustédlem a tedy i k jeho
vys$$i extrahovatelnosti. Z toho vyplyvd vyznamny vliv navazky vzorku na obsah
gluteninové frakce. Lze konstatovat, ze velikost navazky podstatnym zptisobem ovliviiuje

vzéjemné pomery mezi obéma zasobnimi frakcemi bilkovin (gliadinii a glutenint). [38]

Tab. 4 Separace gliadinli (etanolova frakce) a gluteninti (frakce NaOH) pfi odliSnych

koncentracich rozpoustédel [34]

Navazka 0,5 g
Opakovani Etanol (60%) | Etanol (70%) | NaOH 0,02M | NaOH 0,1M
% % % %
1 2,78 2,93 3,09 2,99
2 3,10 3,20 3,22 2,97
3 2,85 3,01 2,73 3,51
Primér + sm. odchylka 2,91+0,17 3,05+0,14 3,01+0,25 3,16+£0,31

Pti pouziti 70% etanolu byl zjistén v priméru o néco vyssi obsah extrahovanych gliadind,
ale z pohledu dil¢ich méfeni a deklarované chyby méfeni nebyl tento rozdil vyznamny.
Stejna situace byla i v pfipadé gluteninl, kdy zjisténé rozdily v obsahu glutenini pii
pouziti odlisSnych koncentraci NaOH nebyly statisticky prikazné. Lze konstatovat, ze
rozdilné koncentrace rozpoustédel vlastni extraktivnost bilkovinnych frakei vyznamné

neovlivnily.
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4.9.2 Vliv podminek extrakce a velikosti ¢astic Srotu

Metodické usporadani vychazelo z poznatkil ziskanych v ¢asti 4.9.1, ptedevSim pouZiti
niz§i navazky vzorku. Méfeni bylo zamétfeno na zjisténi vlivu doby extrakce, extrakéni

teploty a velikosti ¢astic (hrubosti) Srotu na vysledny obsah sledovanych frakci.

Byly pfipraveny tii typy Sroth ve tfech opakovanich pSenice seté odridy Samanta
o velikosti ¢astic 1 mm, 0,8 mm a 0,15 mm. Z téchto velikostnich skupin Sroti byly ve
trech ¢asovych (15 min, 4 h, 8h) a dvou teplotnich rezimech (4 °C a laboratorni teplota)
extrahovany tfi bilkovinnou frakce stejnym postupem jako v kapitole 4.9.1 (albuminy-
globuliny 0,5 NaCl, gliadiny 60% etanolem, gluteniny 0,02M NaCl). Stanoveni obsahu
dusiku v ziskanych frakci bylo provedeno uzancni Kjeldahlovou metodou na pfistroji
Kjeltec 2300 a naslednym piepoctem pomoci faktoru 5,7 na procento celkové bilkoviny

v susiné vzorku.

Bylo zjisténo, Ze doba extrakce méla statisticky priikazny vliv na extraktivnost vSech
frakci bilkovin. Hrubost Castic vzorku méla prikazny vliv na obsah albumini-globulinii
frakce Srotu. Teplota extrakce hrdla vyznamnou roli v pfipad¢ extrahovatelnosti obou
frakci zasobnich bilkovin, gliadind a glutenint. Casovy pribéh extrakce byl v obou
teplotnich rezimech podobny stim, Ze skupina nejmensiho Srotu vykazovala nejvétsi
variabilitu v obsahu gluteninti za jednotlivé extrakéni Casy. Plati zde stejné€ jako u gliadind,

ze jemngj$i Castice Srotu je nutné extrahovat po delsi dobu [34].

4.9.3 Vliv vicestupiové extrakce na obsah bilkovinnych frakci

PSenice setd, odriida Samanta, byla pouzita jako testovaci materidl. Zmény obsahu
bilkovinnych frakci byly sledovany i v zavislosti na jednotlivych fazich separace. Byly
stanoveny obsahy frakci ziskané v prib¢hu prvniho, druhého a tfetiho promyti vzorku.
Byla pouzita stejna metoda extrakce jako v ¢asti 4.9.1 a 4.9.2, navazka 0,5 g a 3 kategorie
hrubosti vzorku jako v kapitole 4.9.2. V ptipadé frakce castic 0,8 mm pied vlastnim
stanovenim dusiku byla rozsifena o jeji filtraci. K filtraci byl pouzit nastavec s pory 0,45
um. Stanoveni obsahu dusiku v ziskanych frakei bylo provedeno uzan¢ni Kjeldahlovou
metodou na pfistroji Kjeltec 2300 a naslednym piepoctem pomoci faktoru 5,7 na procento

celkové bilkoviny v susiné vzorku.Vysledky jsou zaznamendny v tabulce 5.
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Tab. 5 Celkovy soucet bilkovinnych frakei u 3. Stupné promyvani a celkovd suma

vyextrahované bilkoviny u jednotlivych kategorii Srotu [34]

Hrubost Albuminy+globuliny Gliadiny Gluteniny Suma
% %* Yo** %
I mm 3,18 3,97 3,45 10,60
0,8 mm 3,27 4,20 3,33 10,80
0,8 mm + filtrace 3,06 4,32 2,73 10,11
0,15 mm 2,57 4,13 2,39 9,09

Bylo zjisténo, Zze u albuminli-globulini a gliadini se postupnym promyvanim hodnoty
jejich promyvanim sniZovaly, u gluteninii naopak vyznamné rostly. Gluteniny se tak
extrahovaly mnohem pozvolnéji a vicestupiiova extrakce je v jejich ptipadé klicova.
Filtrace extraktu pfed vlastnim stanovenim dusiku Kjeldahlovou metodou, neovlivnila
obsah albumino-globulinové a gliadinové frakce. Obsah drobnych nerozpusténych castic
supernatantu pronikajicich v pribéhu kazdého piepipetovani roztoku po centrifugaci do
nové zkumavky byl u téchto dvou frakci nevyznamny. Naopak v piipadé¢ gluteninli bylo
zaznamenano vyrazné sniZeni jejich obsahu ve filtratu oproti nefiltrované kontrole. Pti
naslednych filtracich gluteninové frakce dochdzelo k silnému zanaSeni a ucpavani
nastavcového filtru, proto filtrace u glutenini probéhla pouze v prvnim stupni extrakce

[34].

4.9.4 Optimalizovana metodika

» Extraktivnost albumint a globulini byla metoda z pohledu vnéjsich faktort
nejvice konzervativni a v pfipad€ obou velikostnich ttid Srotli byl na celkovou
extraktivnost vliv teploty a extrakénitho c¢asu zanedbatelny. V porovnani
s Osbornovou metodou Ize pfi teploté 4 °C zkratit dobu extrakce vzorkli o 15 minut.

» Extraktivnost gliadini byla ze vSech bilkovinnych frakci nejvice podminéna dobou
extrakce. Byl zjiStén zvySujici se vyznamny trend extraktivnosti u jemnéjSich Srot
v prub¢hu casu. Striktni dodrzovani extrakéniho €asu navrzeného Osbornem po
dobu 4 hodin se jevi jako nezbytné.

» Gluteniny byly nejvariabilnéjsi frakci, a to jak z pohledu opakovani, tak vlivu
velikosti ¢astic Srotu, pfedevS§im v zdvislosti na délce trvani extrakce. S rostouci
dobou extrakce lze pozorovat stejné¢ jako u gliadinl zvySujici se trend

extraktivnosti frakce u jemnéjSich Sroti.
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Problémem pfi stanoveni obsahu glutenini je jejich postupnd pomala extrakce.
Dlivodem muze byt i rozruseni zbytkového bilkovinného komplexu nékolikerym
pusobenim piredeslych extrakénich roztokil, véetné€ pisobeni NaOH. V ném se pak
v pribéhu druhého a tietiho promyti koncentruje nejen rozpustény protein, ale
1 velky podil velmi jemnych nerozpusténych a obtizn¢ sedimentujicich ¢astecek
s vyznamnym podilem proteinu. Z tohoto diitvodu by pro piesné ziskani treti frakce
byla vhodnéjsi vyssi centrifugaci rychlost a nékolikastupiiova filtrace, kterd by
vyfeSila ucpavani jednostupniového filtru a ptechod nerozpusténych cEastic do
roztoku [34].

Pro rychly plosny screening obsahu bilkovinnych frakei v kolekcich Genové banky,
lze predevS§im doporucit stanoveni obsahu frakci albumini-globulini a gliadind,
jejichz rozdily neptekracovaly u stejnych vzorkl deklarovanou chybu analytického
piistroje. Pro stanoveni celkového obsahu gluteninli Ize doporucit numericky
dopocet z rozdilu hrubych bilkovin a prvnich dvou bilkovinnych frakci. Souhrnné

schéma metodické optimalizace frakcionace bilkovin je uvedeno v tabulce €. 6.

Tab. 6 Optimalizovand Osbornova metoda frakcionace bilkovin [34]

Nasledné Navazka a Extrakéni Teplota Doba Centrifugace
extrakce velikost roztok extrakce extrakce
Albuminy- 5ml 0,5M 4°C 15 min. +2 | 6500 ot.min™
globuliny NaCl promyti — 5
0,05 g/ max
Gliadiny 0.8 mm 5 ml 60% 20 °C 4h.+2 6500 ot.min”
etanol promyti— 5
Celk. gluteniny Stanovit dopoctem
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5 METODIKY STANOVENI Z MOUKY, TESTA A PECIVA

Ke stanoveni pSeni¢nych bilkovin z mouky, tésta a pe€iva jsou pouzivany elektroforetické

metody, chromatografické metody, hmotnostni spektrofotometrii, NIR spektrometrii [3].

Elektroforetické metody jsou jednou z hlavnich metod pouzivanych pro analyzu cerealnich
bilkovin. Lze sem zatadit elektroforézu v polyakrylamidovém gelu s dodecyl sulfatem
sodnym (SDS-PAGE), elektroforézu v kyselém prostiedi (acid-PAGE), izoelektrickou
fokusaci (IEF), kapilarni zonovou elektroforézu (CZE) a vysoko u¢innou dvourozmérnou
HPLC-HPCE. Chromatografické metody pro separaci a stanoveni proteinti byly vyvinuty
metody jako HPLC, SE-HPLC, RP-HPLC =zalozené na reverzni fazi, a HPLC na
iontoménicich. Provedeni témito metodami je znac¢né nespecifické, ale podava cenné
informace o rozdéleni prolamint do jednotlivych podskupin a informace o vlastnostech
téchto frakci. Dale se vyuZivaji tyto techniky k pfipravé Iépe definovatelnych skupin
proteinli a k jejich preciSténi. Hmotnostni spektrometrie, pfi niZ se bilkoviny ionizuji
dusikovym laserem ve vhodné nizkomolekuldrni matrici, kterd zabrafiuje rozpadnuti
makromolekul. Mé&fi se doba letl iontd k detektoru v trubici bez elektrického pole, ktera je
umérna pomeéru jejich hmotnosti ku jejich ndboji. Metoda vtomto provedeni slouzi
k ureni znamych peptidl, jeji nevyhoda je vysokd pfistrojovd a financni narocnost.
Infracervend spektroskopie v ceredlnim oboru piinesla uspésné vysledky pii sledovani
kvalitativnich ukazateli. Jeji pouziti je vyhodné pro velké série méfeni, protoze se jedna
o rychlou techniku se schopnosti odhadnout velky pocet parametri z jednoho méteni
konkrétniho vzorku. Dalsi vyhoda je, Ze pro analyzu sta¢i men$i mnozstvi vzorku. Jedina
zkouska mliZe stanovit nejvyznamnéj$i slozZky mouky. Hodnoceni vzorkt mouk klasickymi

pfimymi metodami neposkytuje vysledky v dostate¢né kratké dobé [35].

5.1 Vysoko u¢inna kapalinova chromatografie

HPLC (Hight performance liquid chromatography) je jednou z chromatografickych
separacnich metod. HPLC pouzivd kapalinovy cerpaci systém, ktery piesné¢ doda
rozpoustédlo do kolony pIné 1,5 az 10 pm castic se specificky vdzanou chemickou fazi.
Kone¢nym vysledkem je schopnost oddélit slozité smési béhem nékolika minut. Patii mezi
Casto pouzivané metody pro charakterizaci bilkovin. Pro separaci lepkovych monomernich
bilkovin se pouzivaji dva mody HPLC. RP-HPLC neboli vysoko ucinnd kapalinova
chromatografie sreverzni fazi. Metoda byla takto pojmenovana protoze, pracuje

s obracenymi fazemi. Velmi €asto se pouziva pro lepkovou proteinovou analyzu.
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Vysledky jsou rovny nebo jsou vy$s$i nez u vétSiny dalSich metod. Metoda je rychla,

reprodukovatelnd, citlivé, kvantifikovatelna a ma dobré vyuziti.

Pii analyze gliadinii se pouzivaji kolony C4, C8, nebo C18. Ptipravi se vzorek, ktery se
extrahuje dle postupu uvedeného v pfedchozi kapitole. Extrahovany vzorek 5-50 pl se
davkuje do HPLC systému. Propirani probiha pii 70 °C a 1 ml'min™ s vice kroky pfechodu
zacinajici na 25 % B, do 35 % B po 3 minuty, do 53 % B 25 minut do 75 % B 26 minut
a zlstane na 75 % B 3 minuty a znovu se opakuje pocatecni podminka, 25 % B. Uvede se
do rovnovahy pocate¢nimi podminkami po dobu 10 minut. Rozpoustédlo A 0,1% TFA ve
vode, B 0,1% TFA v acetonitrilu. Detektor zaznamenava absorbanci 200, 210, 220, 254
a 280 nm (preferovano je 210 nm). Frakce gliadind jsou eluovany v nasledujici potadi
omega, alpha-beta a nakonec gama. Postup pii analyze je stejny, pouze se liSi podminkami

extrakce [35]

5.2 Tontové vyménna chromatografie

Pfed HPLC, iontové vyménnad chromatografie (IEC) s celulé6zovou kolonou nabizela
nejlepsi chromatografickou separaci obilnych proteind. Dnes jiz zaostava za SE-HPLC
a RP-HPLC. Mezi problémy IE-HPLC (Ion exchange-HPLC) patii reprodukovatelnost,
a také bylo zaznamendno, Ze se kolony stejné¢ho typu mohou liSit, pfedejit tomuto
problému muizeme ndkupem vice kolon se stejnou Sarzi. Pro pouZzivana cinidla je
nanejvyse dilezita jejich Cistota. Jako stacionarni faze v iontové vyménné chromatografii
je meéni¢ iontl. Tim je makromolekuldrni matice (celuldza, polystyren, dextran)
s vhodnymi funkénimi skupinami kyselé nebo zéasadité povahy. lontoménice se déli na
anexy a katexy. Anexy slouzi k vyméné aniontli, jejich funkéni skupiny jsou zasadité
(aminoskupiny). Katexy slouzi k vyméné kationtli, jejich funkéni skupiny jsou kyselé
(sulfoskupiny, karboxylové skupiny). Standardni postup analyzy bilkovin pomoci IE-
HPLC je nésledujici. Pouziva se latexova kolona, Vydac PROT-SCX kolona (0,75x5cm),
jeji pouZiti je obzvlast dobré. Vzorky se ptipravi extrakci, ktera je popsana v kapitole 3.8.
Po extrakci se davkuje 5-10 pl do HPLC systému. Propirani probiha pii teploté 44 'C
a 1 ml.min™ s pfechodem z0 % NaCl (A) do 0,25M roztoku soli (B) pies 50 minut.
Rozpoustédlo A 0,5 % TFA ve vodnim pufru pH 2,5, zahrnuje 30% acetonitril.
Rozpoustédlo B 0,5% TFA ve vodnim pufru pH 2,5 zahrnuje 0,25M NaCl a 30%
acetonitril [17], [35].
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5.3 Vysoko u¢inna kapilarni elektroforéza

HPCE (High Performance Capillary Electrophoresis) je pfedev§im vhodna pro stanoveni
lepkovych proteind, protoze jsou schopny tvofit viskozni elastické tésto. Diky jejich
jedinec¢né schopnosti byly lepkové bilkoviny intenzivné studovany fadou analytickych
technik. HPCE se skldda ze dvou néadobek s elektrolytem (katolyt a anolyt), které jsou
spojeny uzkou kifemennou trubickou (kapildrou), v niz je elektrolyt. Kapildra méa obvykle
vnéjsi primér 360 mm a vnitini primér (dutinka) 50-100 mm V kazdé nadobce je
elektroda (katoda a anoda) a mezi elektrody je vkladano vysoké napéti, které dosahuje fadu
desitek tisic voltl. Kapilarni elektroforéza je vyhodnd zejména pro malé objemy
elektrolytd a vzorkd, rychlejsi analyzy, snadnéjsi udrzovani teploty a moznost sledovat jak
anionty, tak kationty.

Deska gelové elektroforézy mize pracovat s nékolika metodami. Pro separaci pSeni¢nych
proteini byly vyvinuty dva rezimy. Prvni rezim je volnd oblast kapilarni elektroforézy

(FZCE), a dodecyl sulfat sodny kapilarni elektroforézy (SDS-CE) [35].

Free zone capillary electrophoresis (FZCE) je jednoduchy ale €asto pouZivany rezim
HPCE. Kapilary jsou jednoduse plnéné s oddélenym pufrem a proteiny jsou oddéleny
podle jejich odlisné hustoty ndboje. Mnoho UspéSnych separaci pSeni¢nych proteinii
pomoci FZCE bylo provedeno s kyselym pH. Tato technika je analogicka k separaci
pSeni¢nych bilkovin pomoci A-PAGE (Acid Polyacrylamide gel electrophoresis) kyselé
polyakryalmidové gelové elektroforézy. V FZCE se kapilary promyvaji jednou nebo
vicekrat plnénym pufrem. Po spravném oplachnuti kapilary se vzorek zavede do kapilary,
typicky tlakovou injekci, ale mlize byt pouzit i jiny zpiisob. Na konci kapilary se vlozi
lahvicky s pufrem a zapne se napéti. Dojde k vytvoreni elektrického pole uvniti kapilary.
Proteiny se st¢huji k ptislusné elektrodé. Jak jiz bylo zminéno mnoho separaci lepkovych
proteinli pomoci FZCE, mlze byt provedeno vkyselém pH, kde si proteiny nesou
vysledny pozitivni naboj. Takto béhem FZCE separované proteiny migruji smérem ke
katodé. Pii FZCE jsou proteiny typicky detekovany pomoci UV svétla. Toho je dosaZeno
tim, Ze svétlo sviti pfes malou ¢ast kapilary a odebira ochranny povlak polyamidu.
Detektivni okno je umisténo blizko jednoho konce kapildry. Za ucelem detekovani
proteintl, musi skute¢né projit ¢asti obsahujici detekéni okno. Kromé& UV detektoru, mize
byt pouzito mnoho jinych typii detekce, naptiklad hmotnostni spektrometrie, laserem

indukovana fluorescence [35].
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V reakci na tlak trhu a spotiebitelské preference se neustale vyviji kritéria na kvalitu
pSenice. Charakteristika pSeni¢nych odrid a agronomické vlastnosti obecné poukazuji na
vyznam obsahu bilkovin k zajisténi dobré kvality vyrobki. Cilem prace Bonettiho a jeho
kolektivu bylo porovnani RP-HPLC a FZCE v identifikaci italskych odrid pSenice a
odhalovani falSovani tvrdé pSenicné mouky. V alkoholu rozpustné gliadiny a ve vod¢
rozpustné albuminy byly ziskany od 14 odriid pSenice a 9 odrid pSenice tvrdé. V RP-
HPLC chromatogramu byly pSeni¢né albuminy a gliadiny vymyvany mezi 3 a 9 minutami
a mezi 1042 minutami. I kdyZ zvolené chromatografické podminky obracenou fazi
neumoziovaly uplné feSeni hydrofilnich bilkovin, jako jsou albuminy, byla pozorovana
velmi dobra reprodukovatelnost u obou frakei albuminti a gliadini. V FZCE
chromatogramu, pSeni¢né albuminy a gliadiny migrovaly mezi 8 a 14 minutami
a 16-25 minutami. Velmi dobra reprodukovatelnost byla zjisténa u pSeni¢nych albumind,
zatimco u frakce gliadinu byla reprodukovatelnost Spatna v diisledku vybranych podminek,
jejichz cilem bylo zaroven oddélit albuminy i gliadiny. Z obou analyz vyplynulo, Ze
techniky umoziuji jednozna¢nou identifikaci z velké ¢asti pSeni¢nych odrtd. Tti piky byly
zjiStény v RP-HPLC chromatogramu pSeni¢nych odrid, zatimco tfi unikatni piky byly
nalezeny v FZCE chromatogramu pSeni¢nych odriid. Tyto vrcholy byly zkoumény jako
zaklad pro detekci a odhad falSovani mouky a mouky z pSenice tvrdé. Pfimy vztah mezi
plochou pikii a urovni falSovdni umoznil zkonstruovat standardni ktivky. Standardni

kiivky ukazaly, Ze falSovani lze kvantifikovat bud’ v RP-HPLC nebo FZCE [45].

5.4 Kapilarni elektroforéza dodechl sulfatem sodnym

Zatimco FZCE produkuje separace, které mohou byt obdobné A-PAGE, SDS-kapilarni
elektroforéza (SDS-CE) produkuju separace obdobné SDS-polyakrylamidové gelové
elektroforézi (SDS-PAGE), separaci zalozené na velikosti. Ve skutecnosti prvni SDS-CE
separace jednoduSe vyuzila kapildry s polyakrylamidovym gelem polymerovanym uvnitt
kapilary. Problémy s touto metodou vedly k novym metoddm pouZzivajici vyménitelné
roztoky polymeri. Na rozdil od pevnych gelti, tyto polymerni roztoky mohou byt Cerpany
ptes kapildru po kazdé separaci. Proteinové-SDS komplexy jsou separovany podle
velikosti nebo podle ,proseti“ toho jak se pohybuji pfes polymerni matrice v kapilare.
Polymerni matrice lze pak vyprézdnit z kapilary a Cerstvé matrice l1ze zavést pro dalsi

separaci [46], [47].
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SDS-CE separace jsou typicky provadény v neutralnim nebo zasaditém pH, kde jsou stény
kapilary zaporné¢ nabité. To predstavuje nckteré problémy jako zvySujici se tok
elektroendoosmozy (EOF) a zvySujici pH. EOF je velikost pratoku kapaliny uvnitt
kapilary, ktery je zplisoben ndbojem na vnitinim povrchu kapildry. EOF je obecné
povazovano za Skodlivé pro HPCE separaci, protoze je obtizné reprodukovat velikost toku
mezi separaci. Aby se predeslo problémiim EOF v SDS-CE separaci, pouzivaji se trvale
potazené kapilary. V SDS-CE systému separace lepkovych proteinii byly pouzity stejné
polymery, které se vazi na kapilarni stény a snizuji EOF. VSechny c¢inidla pouZzivané

v SDS-CE separaci musi byt v nejvyssi mozné Cistoté [48], [49].

Vzorky byly ziskany extrakci, kterd je popsana v kapitole 4.6, jsou separovany pii 8 kV
a 30 °C. Napéti by mélo byt zvySovano pozvolna, z divodu zlepSeni ucinnosti separace.
Vzorky jsou injekéné davkovany pomoci tlaku 15-45 sekund v zévislosti na koncentraci
vzorku. Cas musi byt optimalizovan a vyvéaZen skoncentraci vzorkii pro optimélni
reprodukovatelnost. Pokud je to mozné, je tieba se vyhnout napéti injekce, aby se zabranilo

ovlivnéni mnozstvi vzorku injekéné [50].

SDS-CE miiZe byt pouzita k odliSeni odridy na zéklad¢ gliadinové separace. Obrazek 14
ukazuje separaci gliadinii z péti riznych pSeni¢nych odriid. Lze si vSimnout, ze kazda
odriida ukazuje zietelny profil, i kdyZ rozliSeni je mnohem niz8i nez ziskané FZCE pro

gliadiny [49].
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Obr. 14 Separace gliadint z péti odlisnych pSeni¢nych odrad
v BioRad/ED SDS-CE systému [49]

Vétsina praci separaci lepkovych bilkovin pomoci SDS-CE je zamétena na HMW-GS, bud’
jako soucast gluteninové frakce nebo pfipravené selektivnim sraZenim. Separace HMW-
GS pouzivajici BioRad/EG SDS-CE systém je zobrazena na obrazku 14. Pro srovnani jsou
uvedeny profily stejnych vzorkd separovanych SDS-PAGE analyzou. Jak lze vidét na
obrazku 15, potfadi migrace HMW-GS v SDS-CE se lisi od toho v SDS-PAGE [51].

Obrazek 15 ukazuje, ze SDS-CE rozlozi vsechny alelické formy HMW-GS od sebe

navzajem v kazdé odriade [52].
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Obr. 15 Separace gluteninll z odliSnych pSeni¢nych odriid analyzou SDS-CE
(vlevo) a pomoci SDS-PAGE (vpravo) [52]

5.5 Frakcionace tokem v poli

Field-flow frakcionace (FFF) je relativné novéa skupina flexibilnich elu¢nich technik
schopnych soucasné separace a charakterizace analyti. Rozsah velikosti latek, které jsou
analyzovany pomoci FFF, je od jednotek nanometrli do stovek mikrometrii a zahrnuje
latky biologického, syntetického a anorganického plivodu, které maji velky vyznam
v prumyslu, ekologii a biomediciné. FFF 1ze pouzit k frakcionaci proteinti a proteinovych
komplexti k zjisténi jejich velikostnich vlastnosti. Tato technika je specidlné vhodna pro
vetsi proteiny nebo komplexy na rozdil od SEC metody, velikost vylouceni je skute¢né
neomezend. Struktura makromolekul citlivdA na smyku muize byt zachovéana, protoZe
frakcionace FFF nastavd v nepfitomnosti pevného nosi¢e. Pritokové FFF kanaly
a souvisejici zafizeni stejné jako techniky se 1isi. Pro frakcionaci pSeni¢nych proteinti byly
vyvinuty automatizované symetrické pritokové FFF techniky. Symetrické kanaly zahrnuji
dvé plexisklové desky s vloZzenymi poréznimi frity oddélenych 100-500p obdélnikovymi

vlozkami, zakoncené tenkymi kanalky [53].

FFF je zalozena na souCasném pusobeni laminarniho toku nosné kapaliny uvnitt
separacniho kanalu a externiho fyzikadlniho pole (plisobicitho kolmo na smér toku) na
analyzované latky. Z toho vyplyva Ze FFF kombinuje prvky elu¢nich metod a metod

zaloZenych na plsobeni externich silovych polich.
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Plsobeni fyzikalnich poli ve FFF, které ji odliSuje od chromatografie, je nekonvencni,
jelikoz pouzitd pole nezpiisobuji separaci pfimo, ale svym plsobenim vyvolavaji pohyb
slozek vzorku do rtiznych proudnic laminarniho toku nosné kapaliny. Nestejné rychlosti
proudnic zptsobuji rozdilnou migraci slozek analyzovaného vzorku a tim jejich separaci,
které probihd v podélném sméru kanalu, tedy kolmo na smér ptisobeni poli. Tato vzajemna
kolma orientace sméru ptsobeni pole a sméru separace odliSuje FFF od klasickych metod
zaloZenych na plisobeni poli. Protoze geometrie separacniho kanalu a rychlostni profil toku
nosné kapaliny jsou ve FFF dobfe definovany, mohou byt vlastnosti analyzovanych latek
pomérné presné¢ vypocteny zteoretickych vztahti pro retenéni pomér na zékladé
experimentalné zmétenych elucnich ¢asti. Zménami silového pole lze rychle dosdhnout
zmén elucnich Casi a tak lze flexibilné ovliviiovat retenci rliznych analytl a vyuZivat
programovani pole pro optimalizaci separace. Vyhodou FFF ve srovnani s chromatografii
(obé metody vyuzivaji skoro stejné experimentdlni zafizeni, pouze chromatograficka
kolona je nahrazena separatnim kanilem a jeho pfisluSenstvim) je mnohem mensi
mezifazovy povrch mezi stacionarni a mobilni fazi. To je vyznamné zejména pro analyzu
makromolekul a ¢astic, nebot’ tyto druhy analytl jsou zpravidla povrchové aktivni a velmi

Casto se adsorbuji na rizné povrchy nebo s nimi reaguji [53].

Vyznamnou vyhodou FFF je flexibilita jejich technik, kterou uzivané chromatografické
metody nemaji. Na druhou stranu vétSina poli neni tak selektivni jako chromatografické
faze a ani neni dostatecné silnd, aby byla schopna ucinné zadrZet nizkomolekularni latky.
Z toho vyplyva ze FFF je vhodné&jsi pro separaci a charakterizaci vysokomolekuldrnich
latek a castic, zatimco chromatografie je dominantni pro analyzu nizkomolekularnich latek
(ale existuje celd ftada velmi dulezitych aplikaci chromatografii pro separaci

makromolekul) [53].

Stevenson a jeho kolektiv [54] oznamili prvni automatickou symetrickou pritokovou FFF
metodu a pouzili ji ve studii pSenicnych a dalSich proteini. Kromé automatiky, byla znacné
zvySena citlivost diky fritovému vyvodu koncentrace vzorku a vychozi Sum byl sniZen, tim
ze nahradil zastaveni toku uvolnénim vstupni frity hydrodynamického uvolnéni od
recirkulacni frity a pficného toku [54].

Tato metoda mé za nasledek zlepSeni rozliSeni pSeni¢nych bilkovinnych frakci, pfesnéjsi

odhady elu¢nich ¢asii pro stanoveni velikosti sloZzek a mnohem pfesnéjsi integrace ploch

pikt pro kvantifikaci.
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ZAVER

PSeni¢né bilkoviny hraji vyznamnou roli ve vyzivé ¢lov€ka. Mnozstvi a sloZeni bilkovin
rozhoduje o vlastnostech mouky. Mouka, kterd obsahuje pod 11,5 % bilkovin je spiSe
vhodna pro vyrobu cukréaiského pec€iva a suSenek. Tuto mouku nazyvame jako slabou.
Mouka, ktera obsahuje vice jak 11,5 % bilkovin, neboli silna mouka, je vyuzivana pro
vyrobu kynutého peciva. Silné mouky vytvoti tuhé tésto, které dobie zadrzuje vzduch a
oxid uhlicity, ktery je vytvaren kvasinkami. Timto poskytuje objemnéjsi vyrobky. U
pSeni¢nych bilkovin jsou nejvice sledovany gluteliny a gliadiny, které tvoti pruzny gel-
lepek. Lepek mé zasadni vliv na vyuziti pSenice v potravinafstvi a do znané miry
pfedurcuje vlastnosti té€sta. Gliadiny jsou nositelem taznosti a glutininy poskytuji lepku

pruznost a bobtnavost. Kvalitu mouky urcuje vzajemny pomér téchto frakei.

Pfi stanovovani pSeni¢nych bilkovin, musime nejprve jednotlivé frakce extrahovat.
Extrakci je nutné provadét co nejjednoduseji, protoZze pii kazdém kroku dochdzi ke ztraté
proteinti.  Extrakci pSeni¢nych bilkovin lze provadén dvéma zplisoby a to bud
TCA/acetonovou extrakei nebo fenolovou extrakci. Jedna z nejdéle pouzivanych metod
charakterizace bilkovin je frakcionace z pohledu odlisné rozpustnosti albuminti, globulint,
prolaminil a glutelinii. Tato metoda byla navrzend Osbornem na zacatku minulého stoleti
a je zaloZena na postupné separaci bilkovin podle jejich odlisné rozpustnosti. K nejcastéji
pouzivanym metoddm pro analyzu ceredlnich bilkovin jsou elektroforetickeé,

chromatografické metody, hmotnostni a NIR spektrometrii.

Vroce 1997 byla vyvinuta nova separacni technika UPLC v oblasti kapalinové
chromatografie. Extrémné ucinna kapalinovd chromatografie oproti HPLC pouZziva
vysokotlaké pumpy, které umoznuji provozovat kolony s velmi malymi casticemi
stacionarni faze. UPLC poskytuje rychlejsi analyzu a lepsi rozliSeni. PouZzivd mensi
mnozstvi rozpoustédel, které jsou méné cennd jako acetonitril a tim sniZzuje néklady a Setfi

zivotni prostiedi. BohuZel ma také svou nevyhodu a tou je potizovaci cena, kterd je vyssi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] VELISEK, J. Chemie potravin 1, 2.vyd. Tabor: Ossis, 2002. 344 s. ISBN 80-
86659-00-3.

[2] KVASNICKOVA, A. Alergie z potravin, Praha: UZPI, 1998. 60 s. ISBN 80-
85120-93-3.

[3] HULIN, P., DOSTALEK, P., HOCHEL, I. Metody stanoveni lepkovych bilkovin
v potravindch. Chemicke listy 102, 2008, s. 327-337.

[4]PECVOVA, P. Vliv definovanych piidatnych litek na pekarenské vlastnosti
pSenicného tésta. Diplomova prace. Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, Fakulta
technologické, 2009, Zlin, 120 s.

[5] PRIHODA, J., SKRIVAN, P., HRUSKOVA, M. Ceredini chemie a technologie I.
1. vyd. Praha: VSCHT, 2003. 202 s, ISBN 80-7080-530-7.

[6] STRAUB, F. B., Biochemie, 1. vyd., Praha: Ceskoslovenska akademie véd, 1962.
636 s.

[7] KARLSON, P., Zaklady biochemie, 3. vyd., Praha: Ceskoslovenska akademie véd,
1981. 504 s, ISBN 104-21-852.

[8] KUCEROVA, J. Technologie ceredlii, 1. vyd., Brno: MZLU, 141 s, ISBN 978 -80-

7157-811- 6.

[9] KUKTAITE, R. Protein quality in wheat:Changes in Protein Polymer Composition
during Grain Development and Dough Processing. Doktorska disertacni prace,
Swedish University of Agricultural Sciences in Alnarp, 2004, 44 s, ISNN 1401-
6249, ISBN 91-576-6778-0.

[10] STERM, M., CICLITIRA, P. J., FEIGHERY, C., et all. Analysis and clinical
effects of gluten in coeliac disease. Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 2001, 13,
s. 741-747.

[11] YADA, R. Y. Proteins in Food Processing. Woodhead Publishing Limited,
Cambridge 2004, 686 s, ISBN: 185573723X.

[12] PRUGAR, J., Nutricni hodnota obilovin a jejich vyznam v lidske vyzive. VyzZiva a
potraviny. 1999. 54, s. 22-23.

[13] Psenicny lepek [online]. [cit. 8. 3. 2011]. Obrazek dostupny z
http://www.landfood.ubc.ca/courses/fnh/301/protein/protq4.htm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

[14] MACNAIR, J. E., LEWIS, K. C., JORGENSON, J. W. Ultra hight pressure
reverse-phase liquid chromatography in packed capillary columns. Analytical
chemismy. 1997, 69, s. 983-989.

[I5S]UPLC [online]. [cit. 8. 3. 2011]. Dostupné z http://www.hplc.cz/

[16] Chromatografie [online]. [cit: 14. 3. 2011]. Dostupné  z
http://chemie.ocikvideni.cz/ZS/11_chromatografie.pdf.

[17]KLOUDA, P., Moderni analytické metody. Klouda, Ostrava, 2003. 132 s. ISBN
80-86369-07-2.

[18] HAVLIS, J. Separaéni metody A, studijni materialy k pfednaskam. Masarykova
Univerzita, Brno.

[19] Schéma kapalinového chromatografu. [online]. [cit. 12. 3. 2011].

Obrézek dostupny z http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html.

[20] Pistové cerpadlo. detektor [online]. [cit. 12. 3. 2011]. Dostupné z
http://cs.wikipedia.org/wiki/Pistové cerpadlo.

[21] Kolona UPLC detektor [online]. [cit. 14. 3. 2011]. Dostupné¢ z
http://chromservis.cz/item/uplc-columns-grace-visionht.

[22] Stacionarni faze UPLC. detektor [online]. [cit. 14. 3. 2011]. Dostupné z
http://www.separationsnow.com/coi/cda/detail.cda?id=13400&type=Feature&chl
d=4&page=1.

[23] Innovative Technologies From the Leaders in Separation Science and Analytical
Biochemistry detektor [online]. [cit. 29. 4. 2011]. Dostupné www.waters.com.

[24] Fluorescencni (fotometricky) detektor [online]. [cit. 14. 3. 2011]. Obrazek
dostupny z http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html.

[25] Hmotnostni spektrofotometrie. [online]. [cit. 14. 3. 2011]. Dostupné¢ z

http://www.magnet.fsu.edu/education/tutorials/java/massspectra/index.html.
[26] Schéma hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF [online].

[cit. 14. 3. 2011]. Obrazek dostupny z
http://biomikro.vscht.cz/maldiman/cz/theory/basics.php html.

[27] Protein Isolation and Characterization. Protein Isolations and Analysis. [online].

[cit. 29. 4. 2011]. Dostupné z www.waters.com html.

[28] Peptide Separation Technology: Quantitative Aspects of UPLC Peptide mapping.

[online]. [cit. 29. 4. 2011]. Dostupné z www.waters.com



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

[29] Peptide separation technology. [online]. [cit. 29. 4. 2011]. Dostupné z

www.waters.com/biosept.

[30] DAMERVAL, C., DEVINNE, D., ZIVY, M., THIELLEMENT, H. Technical
improvements in two dimensional electrophoresis increase the level of genetic-
variation detected in wheat seedling proteins. Electrophoresis, 1986, 7, s. 52-54.

[31] WANG, W., SCALI, M., VIGNANI, R., SPADAFORA, A., SENSL E.,
MAZZUCA, S., CRESTI, M. Protein extraction for two-dimensional elektro
phoresis from olive leaf, a plant tissue contaning high levels of interfering com-
pounds. Electrophoresis, 2003, 24, s. 2369-2375.

[32] HURKMAN, W. J., TANAKA, C. K. Solubilization of plant membrane-proteins
for analysis by two dimensional gel-electrophoresis. Plant Physiol, 1986, 81, s.
802—-806.

[33] WANG, W., TAL F. J., CHEN, S. N. Optimizing protein extraction from plant
tissues for enhanced proteomics analysis. Journal of Separation Science, 2008,
31, s.2032-2039.

[34]DVORACEK, V. Optimalizace Osbornovy metody kvantifikace bilkovinnych
frakci zrna pSenice ozimé. Vyzkumny tUstav rostlinné vyroby, Praha, 2006, 8 s,

ISBN: 80-86555-81-X.

[35] SHEWRY, R. P., LOOKHART, L., G. Wheat gluten protein analysis, American
Association of Cereal Chemists, Minesota, 2003. 198 s, ISBN: 1-891127-32-2.

[36] Osborne T. B.: Carnegie Ins. 1907

[37] MOSSE, J., BAUDET, J. Conditions of aqueous extraction of water-soluble flour
proteins. Wheat chemistry and technology I. AACC, Minesota, 1963, s. 167—-168.

[38] HUEBNER, F. R., BIETZ, J. A. Detection of quality differences among wheats
by high-performance liquid chromatography. Journal of Chromatography.1985,
327, s.333-342.

[39] LARROQUE, O. R., BEKES, F. Rapid size-exclusion chromatography analysis
of molecular size distribution for wheat endosperm protein. Cereal chemistry.
2000, 77, s. 451-453.

[40] SINGH, N. K., et al. Use of sonification and size-exclusion high-performance
liquid chromatography in the study of wheat flour proteins. 1. Dissolution of total

proteins in the absence of reducing agents. Cereal Science. 1990, 67, s. 150-161



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

[41] GUPTA, R. B. et al. Biochemical basis of flour properties in bread wheats. I.
Effects of variation in the quantity and size distribution of polymeric protein.

Journal of Cereal Science.1993, 18, s. 23-41.

[42] UENO, T. et al. Simplified dilute acetic acid based extraction procedur efor
fractionation and analysis of wheat flour protein by size exclusion HPLC and

flow-field-flow fractionation. Cereal Chemistry. 2002, 79, s. 155-161.

[43] STEVENSON, S. G., PRESTON, K. R. Flow field-flow fractionation of wheat
proteins. Journal of Cereal Science.1996, 23, s. 121-131.

[44] LARROQUE, O. R. et. al. Assessing the unaltered molecular size distribution of
wheat polymeric protein. Cereal chemistry Division.1999, 99, s. 182—186.

[45] BONETTI, A et al. Compared use of HPLC and FZCE for cluster analysis of
triticum spp and for the identification of T. durum adulteration. Journal of

Agriculture and Food Chemistry, 2004, 52, s. 4080—4089.
[46] COHEN, A. S. KARGER, B.L. High-performance sodium dodechl sulfate

polyacrylamide gel capillary electrophoresis of peptides and proteins. Journal of

Chromatography.1987, 26, s. 409—-417.

[47] WEHR, T., et al. Capillary Electrophoresis of Proteins. Marcel Dekkar, New
York. 1999.

[48] WERNER, W. E et al. Wheat varietal identification by capillary electrophoresis

of gliadins and high molecular weigh glutenin subunits. Cereal Chemistry. 1994,
71,s.397-402

[49] BEEN, S. R., LOOKHART, G. L. SDS-CE separation of wheat protein. I.
Uncoated capillaries. Journal of Agriculture and Food Chemistry, 1999, 47, s.
4246—4255.

[50] BEEN, S. R., LOOKHART, G. L. Optimizing quantitative reproducibility in
HPCE separation of cereal proteins. Cereal chemistry. 2001, 78, s. 530-537.

[51] BEEN, S. R. et all. High performance capillary electrophoresis of cereal proteins.
Journal of Chromatography.1998, 812, s. 25-41.

[52] ZHU, J., KHAN, K. Separation and quantification of HMW glutenin subunits by
capillary electrophoresis. Cereal Chemistry. 2001, 78, s. 737-742.

[S3]JCHMELIK, J. Vyuziti Field-Flow frakcionace pro méfeni vlastnosti
makromolekul a ¢astic. Chemicke listy. 1999, 93, s. 670—677.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

[54] STEVENSON, S. G., UENO, T., PRESTON, K., R. Automated frit inlet/frit
outlet flow field-flow fractionation for protein characterization with emphasis on

polymeric beat proteins. Analytical of Chemistry. 1999, 71, s. 8—14.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

61

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

UPLC Ultra Gi¢inna kapalinova chromatografie
HPLC Vysoce u¢inné kapalinova chromatografie
kDa kilo Dalton ( Jednotka atomové hmotnosti)

HMW-GS Vysoce molarni gluteninové podjednotky

LMW-GS Vysoce molarni gluteninové podjednotky

PSI Jednotka tlaku (libra sily na ¢tverecny palec)
Bar Jednotka tlaku

BEH Etylenovy hybridni mustek

EAA Esencidlni aminokyseliny

AA Aminokyseliny

EAAI  Index esencidlni aminokyseliny
AAS Aminokyselinové skore
MPa Jednotka tlaku

UV/VIS Ultra fialova viditelna spektroskopie

m/z Pomér rozdéleni ionti
MS Hmotnostni spektrometr
IE Iontova vymeéna

SE-HPLC Molekularné vylu¢ovaci HPLC

RP Reverzni faze

mABs Monoklonarni protilatky

LC/MS  Kapalinové chromatografie/Hmotnostni spektrometrie
TFA Trifluoroctové kyselina

FA Kyselina felurova

SFE Nadkriticka fluidni extrakce



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

62

ESI/MS
FTIR

SPE

SDS
SDS-PAGE
HPCE
FFF

ds

HCI
FZCE
KCl
EDTA
DTT
BME
SDS-CE
SE-HPLC
RP-HPLC
IE-HPLC
NaOH
NaCl
A-PAGE
IEF

CZE
SDS-CE
HPLC-HPCE

RP-HPLC

Ionizace elektrosprejem hmotnostni spektrometrie

Mobilni analyzator s ptisluSenstvim

Extrakce pevnou fazi

Dodecyl sulfat sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecyll sulfatem sodnym
Vysoko G¢inna kapilarni elektroforéza

Frakcionace tokem v poli

Stokestiv polomér

Kyselina chlorovodikova

Volna zénova kapilarni elektroforéza

Chlorid draselny

Kyselina etylendiamintetraoctova

Dithiotreitol

Merkaptoetanol

Kapilérni elektroforéza dodechl sulfatem sodnym

Velikost vylouceni vysoko ucinné kapalinové chromatografie
Reverzni faze vysoko t¢inné kapalinové chromatografie
Iontové vymeénna vysoko u¢inna kapalinova chromatografie
Hydroxid sodny

Chlorid sodny

Kysela polyakrylamidové gelova elektroforéza
Izoelektricka fokusace

Kapilérni elektroforéza

Kapilérni elektroforéza dodechl sulfatem sodnym

Vysoko ucinnd kapalinova dvourozmérna chromatografie

Reverzni faze vysoko U¢inné kapalinové chromatografie
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B

A

EOF

EG

ACN

Ptidavné rozpoustédlo
Extrahované slozka
Tok elektroendoosmozy
Etylen glykol

Acetonitryl
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