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ABSTRAKT

Bakalafska prace pojedndva o vyznamu pSenicnych bilkovin v potravinaiské technologii,
jejich izolaci a frakcionaci riznymi metodami. Ucelem analyzy je stanoveni mnoZstvi a
slozeni bilkovin a také predpovéd’ jejich technologické kvality. Nejpouzivanéjsi metodou
pro charakterizaci bilkovin je vysoko-u¢inna kapalinova chromatografie, ktera je zaloZena
na principu separace latek. DalSimi zplsoby studia jsou napft. elektroforéza a enzymova

imunoanalyza na pevné fazi.

Klicova slova: bilkoviny, gliadin, glutenin, lepek, pSeni¢na mouka, kapalinova

chromatografie

ABSTRACT

Bachelor thesis discusses the importance of wheat protein in food technology, their
isolation and fractionation of various methods. The purpose of the analysis is to determine
the quantity and composition of proteins and prediction of their technological quality.
The most used method for characterization of protein is high-performance liquid
chromatography, which is based on the principle of separation of substances. Other

methods of study are e.g. electrophoresis and enzyme immunoanalysis on solid phase.

Keywords: proteins, gliadin, glutenin, gluten, wheat flour, liquid chromatography
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UvVOD

Zemégdélstvi a vyroba potravin jsou Uzce provazanym celkem a zajistuji vyzivu
obyvatelstva. Mezi nejstar§i péstované rostliny, které maji mezi ostatnimi zemédélskymi
produkty vysadni postaveni, patfi obiloviny, které vyrazné ovliviiuji vyzivovou bilanci
celosvétové populace. Z botanického hlediska je fadime do ¢eledi lipnicovité, jejiz zastupci
maji zna¢nou podobnost jak ve struktufe a tvorbé zrna, tak v jeho chemickém sloZeni.
Obiloviny obsahuji dilezité Ziviny vV podob¢ sacharidii a bilkovin, nezbytnych pro lidsky
organismus. Vyznamnou slozku obilnych vyrobki tvoii bilkoviny, které maji zasadni vliv
na technologickou jakost a vyuziti. Jejich biologicka hodnota je posuzovana podle obsahu
jednotlivych esencialnich aminokyselin, které¢ jsou pro nad$ organismus nezbytné, a je

ziejme, Ze piijem bilkovin v potravé je pro lidsky organismus velmi dilezity.

Vlastnosti bilkovin nejsou zavislé pouze na chemickém slozeni, ale i na strukturnim
uspofddani a aminokyselinovém slozeni. Vysadni postaveni maji zejména pSenicné
bilkoviny, které¢ jsou schopny s vodou a za soucasné¢ho hnéteni vytvaret trojrozmérnou sit’,
tzv. lepek, ktery je pfi¢inou ojedinélych vlastnosti pSeni¢ného tésta a tvoii Klenbu
pekaiského vyrobku. Tradi¢ni ukazatel kvality lepku je pruznost, taZznost a bobtnavost.
Kvalita a mnoZstvi lepkové bilkoviny ma vliv na zpracovatelské moZznosti pSenicné mouky.
Stimto je bezprostiedné spjata tzv. pekatska sila mouky. Mouka s vys$§im obsahem
Naopak mouka s nizkym obsahem lepku je vhodna na vyrobu suSenek a oplatkt. Z téchto a
mnoha dalSich divodi je zadouci stanovovat mnozstvi a kvalitu pSenicnych bilkovin
v riznych odriidach psSenice péstovanych za rozdilnych klimatickych a ptidnich podminek,

za ucelem vhodného vybéru mouky pro konkrétni pouziti.

Analyza obilnych bilkovin mtize byt zna¢né pracna vzhledem K jejich riiznorodosti.
Rozpousténi je velmi slozité, coZ je zplsobeno neobvyklym aminokyselinovym slozenim,
na rozdil od vétSiny ostatnich rostlinnych nebo zivoc¢iSnych bilkovin. I pfes tyto potize je
izolace a charakterizace obilnych bilkovin umoziovana fadou analytickych metod. Nejlépe
prozkoumany jsou bilkoviny pSenice, které maji také nejvétsi technologicky vyznam.
Bilkoviny lze urcitym zptsobem izolovat a ddle mozno frakcionovat do ¢tyf skupin podle
rozpustnosti na albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny. Slouzi k tomu napiiklad
elektromigracni a chromatografické metody, které poskytuji uzite¢né separace a informace

o kvalité obilnych bilkovin.
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Charakterizace obilnych bilkovin umoziuje nejenom stanoveni mnoZzstvi a slozent,
ale také predpovidat jejich technologickou kvalitu. Nékteré z metod analyzy prolamint
se vyuzivaji k identifikaci odrid, které tak poskytuji uzitecné informace pro kiizeni a

genetické zuslechténi vSech obilovin.
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1 MOUKA JAKO VYZNAMNA SLOZKA VYZIVY

Obiloviny vyrazné ovliviiuji vyzivu lidi na celém svété [2]. Nejvice se uplatiiuje
pSenice a ryze SnejveétSim objemem produkce na svété, znichZz pSenice je svétove
nejrozsifenéjsi obilovinou pro pekafské vyuziti [1-2]. Kromé vyznamné role v lidské
vyzivé a ke krmnym ucelim, jsou také primyslové zpracovavany napi. pro vyrobu

alkoholickych napoju, skrobu, atd. [2]. V naSich podminkach obiloviny obvykle délime na:
- chlebové (pSenice, zito)
- ostatni potravinarské (je¢men, oves, kukufice)

- maloobjemové (napf.: proso, ¢irok, pohanka, amarant) [2]

1.1 Obilné zrno

Pro lidskou vyzivu se zobilovin vyuziva vyhradné zrno. Obilky jsou semena
obilovin, a tudiz jejich pfirozena funkce po vyzrani spociva v roli uchovani
zivotaschopnosti zarodku nové rostliny, proto se zrno az do okamziku svého umrtveni
(mechanickym rozruSenim, teplem, ozafenim apod.) chova jako Zivy systém [1]. Hlavni

anatomické Casti obilek jsou: obalové vrstvy, kli¢ek a endosperm [1-2].

Obalové vrstvy pokryvaji zrno nckolika vrstvami bunék, které chrani klicek a
endosperm pred mechanickym a mikrobialnim poSkozenim, poptipadé vyrovnavaji bilanci
vihkosti [1-3]. V mlynské technologii je nazyvame jako otruby [1]. B€hem zrani se z jejich
bunék ztraci cytoplazma a nakonec zlistavaji pouze zdfevnatélé stény [3]. Vné&jsi vrstvy
jsou slozeny pievazné z nerozpustnych polysacharidi typu celulosy s velkou mechanickou
pevnosti a jsou zdrojem nestravitelné vlakniny. Podpovrchové obalové vrstvy jsou sloZzeny
také z polysacharidi, které¢ ve vod¢ bobtnaji, nebo se ¢astecné rozpousteji, a jsou schopny
vodu velmi pevné vazat. To mize mit vyznamny Uc¢inek na zvySeni vaznosti mouky a

lepivosti tésta [1].

Klic¢ek (embryo) tvofi nejmensi podil zrna a je zdrodkem nové rostliny a nositelem
genetické informace, proto je stale zivy [1-2]. Je velmi bohatym zdrojem nékterych
vyznamnych latek z hlediska vyZzivy ¢lovéka [1]. Soucasti klicku neni Skrob, pentozany a
celulosa, ale obsahuje mnoho ucinnych latek jako tuky, jednoduché sacharidy,

aminokyseliny, bilkoviny, enzymy, mineralni latky a vitaminy (pfedevsim B; a E) [2-4].
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Pii mlynském zpracovani je klicek odstranovan, protoze jeho tukové slozky rychle zZluknou
a na vzduchu ma velmi kratkou stabilitu (fddové jen n€kolik hodin) [1]. ZvIast’ vyznamny

je stitek, ktery oddéluje klicek od endospermu a obsahuje az 33 % bilkovin [2-4].

Endosperm piedstavuje nejvétsi a technologicky nejvyznamnéjsi podil zrna (80-
86 % hmotnosti) [1,3]. Je tvofen velkymi hranolovymi buiikkami s pomérné jemnou
bunéénou blanou a obsahuje hlavné $krob (téméf 75 %) a bilkoviny (asi 10 %) [1-2].
Endosperm zajistuje vyzivu kli¢ici rostliné a pii zpracovani tvoii podstatnou cCast
kone¢ného vyrobku (mouka, $krob). V potravinach a krmivu je hlavnim zdrojem energie a
bilkovin [2,4]. Od obalovych vrstev je oddélen aleuronovou vrstvou, ktera obsahuje
bilkoviny, tuky, mineralni latky a vitaminy [2—4]. Aleuronova vrstva sice obsahuje vyrazné
vice bilkovin nez samotny endosperm, ale tyto bilkoviny nejsou schopny tvofit s vodou

lepek [1,3].

Kazda anatomicka ¢ast zrna ma svou specifickou funkci (strukturni, mechanickou,
fyzikaln€ — chemickou) a jejich hmotnostni podil se zna¢né 1isi u jednotlivych obilovin a je
proménlivy vlivem vnitiniho (odrida, zralost, vlhkost) a vnéjs$iho prosttedi (pocasi béhem
vegetacni doby, kvalita pudy, choroby, skudci, atd.) [2-3]. Pfi¢ny fez pSeniénym zrnem je

uveden na Obr. 1 a procentualni podily jednotlivych ¢asti zrna jsou v Tab 1.

vousky (chloupky) i,

osemeni

aleuronové buriky s

endosperm

Obr. 1: Podélny rez psenicnym zrnem [2]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Tab. 1: Podily jednotlivych casti zrna u pSenice v % [3]

y Hodnoty v %
Cast zrna
pramérné mezni
Oplodi a osemeni 6,1 35-95
Obalové vrstvy
Aleuronova vrstva 8,3 46-104
Stitek 1,6 1,3-2,0
Klic¢ek
Klic¢ek 2,8 2,3—-3,6
Endosperm 82,4 80,1 -86,5

1.2 Druhy a zpusoby ziskavani mouky

Zpracovanim obilovin na produkty (mouky, krupice, vlocky, kroupy) a soucasné
na krmné vyrobky (krmné mouky, otruby a klicky) se zabyvaji mlynatské technologie [2,4].
Jejich hlavnim cilem pfi zpracovani obili je oddé€lit obalové vrstvy zrna od endospermu,

coz se provadi postupnym drcenim zrna a meliva s naslednym tfidénim a ¢isténim [2].

Ve mlyné ma tento proces tii zakladni etapy: predCisténi a pfiprava obili na zadmel,
Cisténi a mleti obili. PFedciSténi probiha hned po dopraveni obilné masy do mlyna, kde
na vzduchovém tfidi¢i je zbaveno nejhrubSich necistot a prachu [2]. Priprava obili
na zamel je zakladni operace, kterou se vlastnosti jednotlivych partii pSenic vhodné
kombinuji tak, aby byla zarucena standardni jakost vyrobené mouky [2,4]. Druhou etapou
vyroby mouky je ¢iSténi obili, které probiha pred vlastnim mletim a musi zrno dokonale
zbavit ptimési, necistot a dievnatych vrstev slupky. Nakonec nasleduje mleti obili, které
se déli: na Srotovani, luSténi krupic a vymilani [2]. SnaZime se ziskat co nejvétsi podil
endospermu postupnym vymildnim stfedovych casti zrna a v kone¢nych fazich mleti pak
vydirame zbyly endosperm ze zbytku otrub [1-2]. V kone¢nych chodech vymilani
se zvysuje podil ¢astic z vnitinich a vnéjSich obalovych vrstev (minerdlni latky, vitaminy a
vldknina). Naopak ¢im mén¢ je zrno vymleto, tim je mouka svétlejsi a vyrazné klesa obsah
bilkovin, tuku a vldkniny [1]. Takto ziskany endosperm se rozmélituje podle predepsané
granulace. Podrobné chemické sloZzeni mouky v zavislosti na stupni vymleti je uvedeno

v Tab. 2 [2].
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Tab. 2: Zavislost chemického slozeni psenicné mouky na vymleti v % [2]

Vymleti mouky 40 % 73 % 80 % 94 % celé zrno (100 %)

Popel 0,40 0,63 0,90 1,72 1,90

Tuk 1,14 1,55 1,90 2,25 2,30
Bilkoviny 10,10 11,23 12,10 12,50 14,10
Cukry 2,14 3,65 4,85 5,19 5,20
Skrob 82,53 78,65 75,38 68,70 66,20
Vlaknina 0,10 0,20 0,28 1,70 2,50
Pentozany 2,59 3,15 3,95 7,25 7,90

Nestanoveny podil 1,00 0,93 0,64 0,94 -

1.2.1 PSeni¢na mouka

PSeni¢na mouka je témét Cisty rozdrceny endosperm, jehoz podstatna cast je
tvofena Skrobem a bilkovinami [1]. Mouka se vyznacuje velkym aktivnim povrchem a
hygroskopicitou (snadno absorbuje plyny a pary zokoli) [2]. Vlastnosti souviseji
se zakladni stavebni strukturou obilného zrna, a tudiz sjeho chemickym sloZenim,
strukturnim uspotfddanim hlavnich chemickych sloZzek a reakcemi probihajicimi béhem
vymilani, skladovdni a zrani mouky. Zmény chemickych vlastnosti souviseji
s biologickymi a biochemickymi pochody, pfi nichz hraji vyznamnou roli enzymy, které
pusobi jesté dlouho ve vymleté mouce a fada z nich dokonce jesté v tést¢ [1]. Premény
pekaiskych vlastnosti v pribéhu skladovani nazyvame dozravani mouky [2]. Dochézi
pti tom K vybéleni mouky (oxidace karotenovych barviv vzdusnym kyslikem) a ke zménam
bilkovinného komplexu, piredevsim lepku (snizuje se jeho taznost a rozplyvavost, zvysuje
pruznost). Cerstvé namletd mouka nemé plnou pekaiskou hodnotu a ziska ji az po 2 — 6
tydnech skladovani. Tento proces urychluje teplota nejlépe kolem 18°C, vlhkost a pfistup
vzduchu [2,4].

Za ukazatele kvality pSeni¢né mouky jsou uvadény: granulace, obsah popela,
plynotvorna schopnost, vaznost, obsah mokrého lepku, pekaiska sila, barva, druh psenice a

chemické slozeni mouky [1-2].

V CR se nejvice pouziva zna¢eni mouky slovnim popisem podle jejich pouZiti a

granulace (napft. krupice, mouka hruba, polohruba, hladka a celozrnna). Vyjadiuje velikost
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Castic mouky a ovliviiuje jeji zpracovatelské vlastnosti [1-2]. Cim je intenzivngjsi
vymilani, tim vice Skrobu je posSkozeno, ten snaze podléha plsobeni amylolytickych

enzymu, rychleji hydrolyzuje na zkvasitelné cukry a snadnéji mazovati [1].

V technologické a pekarenské praxi je bézné znaceni mouky podle obsahu popela
(mineralnich latek), coz je hlavnim rozliSovacim a jakostnim kriteriem. Typ mouky je
oznacen Cislem, které udava zhruba tisicindsobek obsahu popela v mouce (napt. hladka
mouka T 530 je zakladnim typem pSeniéné mouky pro pekarenskou vyrobu s obsahem
0,53 % popela v susing) [1,2,4].

Z pekaiského hlediska je také dulezita plynotvorna schopnost mouky podminéna
dostate¢nym mnozstvim zkvasitelnych cukri (pfedevsim glukézy, fruktdozy a maltozy) a
aktivitou amylolytickych enzymi [1-2]. Optimalni stav mouky je takovy, kdy nebude piilis
velky podil skrobovych zrn pfedem narusen (enzymove, mechanicky, tepelné) a soucasné

bude zajisténa dostate¢na aktivita amylolytickych enzymu [1].

Dale mizeme mouku délit podle obsahu mokrého lepku. Mouka s obsahem mokrého
lepku nad 40 % je vhodna na vyrobu bezvaje¢nych téstovin a listového tésta (silna mouka).
S hodnotou v rozmezi 30 az 40 % se pouziva hlavné pro pekaiské a cukrafské vyrobky.
Pod hranici 30 % slouZzi k vyrob¢ susenek a oplatkli (slab4d mouka) [1-2]. Kvalita mokrého
lepku se zjist'uje podle taznosti a pruznosti. V soucasnosti se stale vice prosazuje pouzivani
sedimenta¢niho testu (Zelenyho test) [1]. Je to Cislo udévajici v mililitrech objem
sedimentu, ktery vznikne po urcité dobé ze suspenze zkousené mouky, v roztoku kyseliny

mlécné s ptidavkem bromfenolové modii [42].

Pekaiska sila mouky je bezprostfedné¢ spjata skvalitou a mnozstvim lepkové
bilkoviny v mouce. Kolisani obsahu a kvality bilkoviny ma vliv na zpracovatelskou kvalitu
pSeni¢né mouky [1]. Silna mouka se ziskava z odriid pSenice s vyS§im obsahem bilkovin
(12 — 14 % v susing), proto je elasti¢téjsi a tuzsi, vyzaduje intenzivnéj$i michani, dobie
zadrzuje vzduch a oxid uhlicity produkovany kvasinkami a poskytuje objemné;si vyrobky.
Nezélezi to vSak jen na obsahu proteintl, ale i na jejich slozeni. Slabé mouky obsahuji
obvykle pod 10 % v susiné bilkovin a jsou vhodné pro vyrobu suSenek, apod. [5]. Tradi¢ni
ukazatel kvality lepku se nazyva bobtnavost lepku a predstavuje nartst objemu relativné
¢isttho mokrého lepku v roztoku kyseliny mlécné. V soucasné dobé se pouziva

v

spolehlivéjsi ukazatel pekatské kvality lepku — gluten index. Je definovan jako podil
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mokrého lepku, ktery zistane na specialné¢ konstruovaném situ Kk celkovému mnozstvi

lepku po odstifedéni vypraného lepku v odstiedivee [1].

Barva mouky mize byt ovlivnéna plvodni barvou pSenice, vyS$$im obsahem
mineralnich latek (popela) nebo svym naSedlym odstinem, ktery poukazuje na tzv. zadni

mouku s vy$sim podilem poskozeného Skrobu [1].

Mouku lze také délit podle druhu pSenice: Triticum aestivum (pSenice seta, mekka,
S vys$§im obsahem Skrobu, k mlynsko-pekarenskému zpracovani), Triticum durum (pSenice
tvrda, sklovitd s vyS$im obsahem lepku, k vyrobé téstovin, mletd na tzv. semolinu),

Triticum spelta (pSenice $palda), Triticum turgidum (pSenice naduiela) [1-2].

Chemické sloZeni v zavislosti na stupni vymleti je uvedeno v Tab. 2 [2].

1.2.2 Zitna mouka

Slozeni zitného zrna se pfili$ nelisi od pSeni¢ného, ale z celkovych slozek ma Zito
vy$$i obsah pentozanil. Zitné zrno a mouka obsahuji v priméru méné bilkovin neZ psenice.
Fyzikélni a koloidni vlastnosti zitné bilkoviny se podstatné lisi od pSeni¢né. Po nabobtnani
s vodou nejsou schopny vytvofit prostorovou strukturu tésta, jako bilkovina pSenicna.
Vymilani zitného zrna je jednodussi a intenzivngj$i na rozdil od pSeni¢ného, kvuli
pevné&js§imu spojeni obalovych vrstev s endospermem. Proto ma zitna mouka vyss$i obsah
popela a podobalovych rozpustnych polysacharidii (pentozani), coz zpusobuje, Ze je

mouka tmavsi [1].

1.2.3 Ostatni vyznamné potravinarské obiloviny

Jeémen je znam hlavné jako sladovnicky jeCmen pro vyrobu piva, ale vyuziva
se i primyslové k vyrobé etanolu (whisky), je¢ného Skrobu, ale piedev§im jako krmna

obilovina [2].

Oves ma hlavni vyuziti jako krmivo. V potravinafstvi predev§sim jako dietni
potravina. Kromé ovesnych vlocek je zndmo i1 ovesné miisli. Z ovesné mouky nelze
piipravit pecivo (neptitomnost lepku), ale Ize ji pfidavat do chleba a rizného peciva [2].

Kukufice je ve svétovém méfitku teti nejrozsifenéjsi obilovinou. Celé rostliny se
vyuzivaji jako zelené krmivo (silaZ). V potravinafstvi se zpracovava zrno na extrudované

vyrobky, krupici, mouku, s$krob a lih. Jako zelenina se konzumuji nedozralé palice [2].
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2 BILKOVINY V PSENICNE MOUCE

Bilkoviny jsou dilezitou slozkou pSeni¢ného vyrobku a zna¢né ovlivituji jeho
technologickou jakost [3-4]. Jsou to biopolymery tvoiené aminokyselinami vzajemné
spojené peptidovou vazbou, proto jsou fazeny mezi dusikaté latky [1,3]. Za bilkovinu
neboli protein je povazovan peptidovy fetézec o 100 a vice aminokyselinach a z hlediska

relativni molekulové hmotnosti vétsi nez 10 000 [1].

2.1 Aminokyseliny obilovin

Aminokyseliny jsou jednoduché organické slouceniny, které v molekule obsahuji
aminoskupinu a karboxylovou skupinu. Spojenim dvou aminokyselin dojde ke vzniku

dipeptidu a peptidové vazby podle rovnice [5]:

R2 Ri Rs
+ )\ — }CO—NH% + H)0
HsN

H:N COOH HoN COOH COOH

Ry

Jednotlivé aminokyseliny zastoupené Vv peptidovém fetézci maji svlij vyznam
pfi tvorbé tésta a jsou urcujici pro jeho reologické vlastnosti. Z aminokyselin, které
se v ptirodé vyskytuji, pouze dvacet kédovanych tvoii molekuly bilkovin (viz Tab. 3).
Ostatni se v bilkovinach zasadné nevyskytuji [1]. Obsah aminokyselin v pseni¢nych

bilkovinach uvadi Tab. 3, v zavorce jsou uvedeny obvykle pouzivané zkratky [5].

Tab. 3: Obsah aminokyselin v psenici (v g vztazeno na 16 g dusiku) [5]

aminokyselina obsah (Q) aminokyselina obsah (Q)
Glycin (Gly) 3,9 Kys. glutamova (Glu) 0
Alanin (Ala) 3,6 Asparagin (Asn) 4,9
Valin (Val) 4,4 Glutamin (Gln) 29,9
Leucin (Leu) 6,7 Lysin (Lys) 2,9
Isoleucin (lle) 3,3 Arginin (Arg) 4,6
Serin (Ser) 4,6 Histidin (His) 2,3

Threonin (Thr) 2,9 Fenylalanin (Phe) 4,5

Cystein (Cys) 2,5 Tyrosin (Tyr) 3,0

Methionin (Met) 1,5 Tryptofan (Trp) 0,9
Kys. asparagova (Asp) 0 Prolin (Pro) 9,9
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Glycin a alanin jsou nejjednodussi typy aminokyselin s aminoskupinou v a-poloze
(. na prvnim uhliku od —COOH skupiny). Kyselina glutamova se v obilnych bilkovinach
vyskytuje prevazné ve formé svého aminu — glutaminu. Prolin diky své volné otacivé vazbe
mezi karboxylovou skupinou a zbytkem molekuly umoziiuje znacnou tvarovou
prizpusobivost peptidovych fetézcu pii vnéjSich mechanickych vlivech (v dasledku toho
jsou mozné ruzné strukturni zmény pii hnéteni, kypieni, pfetuzovani tésta a pii stavbeé jeho
struktury). Cystein a methionin obsahuji ve své molekule siru, takze mohou vytvofit velmi
pevnou disulfidovou vazbu, a tak pevné propojit sousedni bilkovinné fetézce, nebo

spojovat useky v jedné molekule [1].

2.2 Bilkoviny

2.2.1 Vlastnosti, funkce a struktura bilkovin

Jednotlivé proteiny v buitkach zastavaji casto velmi duilezité a piesné specializované
funkce [1]. Funkci strukturni zastavaji zejména nerozpustné fibrilarni bilkoviny. Tvoii
zakladni kostru mnoha Zivo¢isnych tkani a rostlinnych pletiv [1,5]. Zasobni bilkoviny jsou
pro organismus zasobarnou stavebniho materidlu pro tvorbu novych proteinli a soucasné
zdrojem energie (typickym piikladem jsou bilkoviny obilného lepku) [1]. Jednou
z nejvyznamnéjSich funkci bilkovin je funkce katalyticka a patfi sem zejména enzymy a
hormony [1,5]. Enzymy jsou biokatalyzatory vétsiny biochemickych reakci a zna¢né jsou
vyuzivany v potravinaistvi (pekdrenstvi, pivovarnictvi, vinafstvi a mlékarenstvi).
Pro vykonédni takovych funkci je nutné korektni specifické sloZzeni molekuly a jeji
struktura. Aminokyseliny tedy nejsou v peptidovych fetézcich sefazeny nahodile, ale jejich

potadi je dano geneticky [1].

Podle chemické struktury jsou bilkoviny rozdéleny na jednoduché a slozené.
Jednoduché obsahuji pouze aminokyseliny a jsou rozdéleny na globuldrni (sferoproteiny)
a fibrilarni (skleroproteiny). Globularni molekuly maji obly az kulovity tvar, nepolarni
funk¢ni skupiny jsou uvnitt molekuly a polarni tvoti vnéjSi obal. Tyto proteiny jsou
rozpustné ve vod¢ nebo ve zfedénych roztocich soli a tvoii koloidni roztoky. Fibrilarni
molekula ma tvar makroskopickych vlaken a jsou to prakticky nerozpustné strukturni
bilkoviny. SloZené proteiny v molekule obsahuji kovalentné vazany nebilkovinny podil

(lipoproteiny, fosfoproteiny, glykoproteiny) [5]. Vlastnosti proteinii nezavisi pouze
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na chemickém slozeni, ale hlavné na jejich strukturnim uspotfadéani [1]. Struktura bilkovin
je popisovana n¢kolika urovnémi (primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni) [1,3].
Primarni struktura (kovalentni struktura) bilkovin urcuje pocet a potadi jednotlivych
aminokyselin v fetézci (uvadi se vzdy od N-konce k C-konci hlavniho fetézce).
Sekundarni strukturou, ktera je ovlivnéna strukturou primdarni, se rozumi prostorové
usporadani (konformace) jednotlivych atomi a skupin v hlavnim polypeptidovém fetézci,
které¢ vytvareji trojrozmérné utvary [1,5]. Sekundarni struktury mizeme tedy rozdélit
do dvou zakladnich skupin: pravidelné (a-helix a B-struktury) a nepravidelné ($-ohyb) [5].
Terciarni struktura popisuje celkové prostorové uspotadani polypeptidového fetézce a
prostorové uspotadani postranich fetézci [1,5]. Prostorovy tvar bilkovinné molekuly
podminuje jeji biochemickou funkci [1]. Kvartérni struktura zahrnuje uspotadani
nezavislych globulédrnich podjednotek (tzv. protomerd), které tvoii pouze nékteré

proteiny [5].

Pokud dojde k poruseni struktury na jakékoliv trovni, zpravidla dochazi ke ztraté
biologické funkce proteinu. Tento proces se nazyva denaturace bilkovin. Denaturace
mize byt zpisobena bud’ chemicky nebo fyzikalng. Castym piikladem je tepelnd
denaturace bilkovin, kterd ma uplatnéni hlavné v potravinaistvi, béhem niz se z pSeni¢né
bilkovinné struktury stava pruzna, ale pevna prostorova sit, kterd nasledné tvofi nosnou

kostru hotového vyrobku a €ini jej stravitelnéjSim [1].

2.2.2 Bilkoviny obilovin

V obilovinach jsou zastoupeny dvé zékladni skupiny bilkovin, slozené — proteidy
(napt. glykoproteidy, fosfoproteidy, nukleoproteidy, atd.) a jednoduché — proteiny, které

podle rozpustnosti délime do Ctyf skupin: albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny [1-3].

Albuminy jsou rozpustné ve vodé [8]. PSeni¢né albuminy zahfatim na 52 °C
koaguluji [3]. Jsou fazeny mezi protoplasmatické bilkoviny, mezi které patii katalytické,
stavebni a enzymaticky aktivni bilkoviny [1-2]. Nejznaméj$i a nejlépe prostudovany

pSeni¢ny albumin je leukosin [3].

Globuliny jsou jednoduché bilkoviny rozpustné ve vodnych roztocich soli [1,3,8].

Jsou zarazeny, stejné€ jako albuminy, mezi protoplasmatické bilkoviny, proto se albuminy a
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globuliny vyskytuji vzdy spole¢né [2-3]. Globuliny ¢asteéné koaguluji pii teploté kolem
100 °C [3]. PSeni¢ny globulin je nazyvan edestin [5].

Prolaminy jsou rozpustné ve vodnych roztocich alkohold (napf. etanol, propanol) [8].
Patii mezi charakteristické zasobni nebo také lepkové bilkoviny. Prolaminy, t€Z nazyvané
rostlinné kaseiny, jsou jednou z nejlépe prostudovanych skupin bilkovin, protoze je lze
pomérné snadno izolovat. Jejich jméno je odvozeno od aminokyseliny prolinu, kterého
obsahuji velké mnozstvi. Koaguluji zahtatim na teplotu 60 — 70 °C nebo pfi rychlém
suseni [3]. Prolamin v psenici je nazyvan gliadin a jeho obsah se pohybuje

vV rozmezi 4 az 5 % [2-3].

Gluteliny jsou zcasti rozpustné ve zfedénych roztocich kyselin nebo zasad [1,8].
Stejné¢ jako prolaminy, patii mezi zasobni bilkoviny, ale dosud jsou nejméné
prostudovanou skupinou, protoze jejich pfiprava je velmi naro¢na [2-3]. Jsou tvoifeny
smési bilkovinnych podjednotek, kde se uplatiuji zejména disulfidické a vodikové vazby,
¢imz se dosahuje vysokych molekulovych hmotnosti [2]. PSenice obsahuje 4 az 5 %
gluteninu [3]. Gluteliny spole¢né s prolaminy nejsou rozpustné ve vodé, pouze v ni

bobtnaji a vytvareji vysoce viskdzni koloidni gely nebo roztoky [1].

Elementarni analyzou bylo zjiSténo, Ze obsah zakladnich prvkli se v pSeni¢nych

bilkovinach nijak vyrazné nelisi (viz Tab. 4) [3].

Tab. 4: Elementarni analyza psenicnych bilkovin (% v susiné) [3,5]

Slozka Albuminy Globuliny Prolaminy Gluteliny

Prvek (leukosin) (edestin) (gliadin) (glutenin)
Uhlik 53,02 51,03 52,72 52,34
Vodik 6,84 6,85 6,86 6,83
Dusik 16,80 18,39 17,66 17,49
Sira 1,28 0,69 1,03 1,08
Kyslik 22,06 23,08 21,73 22,26
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2.2.3 PSenicné bilkoviny

Obsah bilkovin v pSeni¢ném zrnu se pohybuje v Sirokém rozmezi 10 — 17 % [2].
strukturu a vy$$i klenbu pekatského vyrobku, nez bilkoviny z kterychkoliv jinych
obilovin [1]. Nejdulezitéjsi vlastnosti zasobnich bilkovin pSeni¢ného zrna je schopnost
s ptidavkem vody a v pfitomnosti vzdusného kysliku za soucasného ptisobeni mechanické
energie na hnéteni tvofit pruzny gel — lepek (gluten) [2,5]. V nativnim zrnu a ani v mouce
jesté ve skuteCnosti lepek neexistuje a vytvaii se az po propojeni prostorové sité¢ pSeni¢né
bilkoviny (toho lze docilit hnétenim tésta) [1]. Lepek lze z tésta jednoduSe izolovat
vypranim prohnétené¢ho a odlezelého tésta mirnym proudem vody, pficemz se postupné
vyplavuji latky ve vodé rozpustné a skrob [1,3]. Vypranim tésta zbavime lepek pouze
rozpustnych nebo mechanicky snadno odstranitelnych latek. Proto je nutno zbyvajici latky
povazovat za jeho slozky, i kdyZ nejsou nezbytné k jeho vzniku [3]. Po urc¢ité dobé
vypirani ziistava substance, kterou nazyvame mokry lepek, ve form¢ pruzného a vazkého
kaucukovitého gelu Zlutozelené nebo ZlutoSedé¢ barvy [1,3]. Obsah mokrého lepku
se pohybuje v rozmezi od 15 do 58 % a je charakteristicky svou taznosti, pruznosti,
plasticitou a schopnosti bobtnat ve zfedéném roztoku kyseliny mlé¢né [1,3,4]. VysuSenim
mokrého lepku se ziskéd xerogel (suchy lepek) charakteristicky svou rohovitou konzistenci.
Jeho obsah je asi 1/3 lepku mokrého (5 az 28 %). Jakost a vytézek lepku zavisi na dobé
vypirani, jak ukazuje Tab. 5 [3].

Tab. 5: Viiv vypirani na jakost a vytézek lepku [3]

Doba Obsah Obsah Obsah
Vytézek
vypirani mokrého suchého Bobtnani | PruZnost bilkovin
bilkovin
lepku lepku lepku (ml) (%) v lepku
. (%)
(min) (%) (%) (%)
10 43,8 15,98 10 20 78,0 12,46
14 37,8 13,45 9 32 82,6 11,10
18 32,2 11,62 13 43 85,9 9,98
22 29,8 11,20 16 45 85,9 9,62
26 29,8 10,68 16 53 93,0 9,93
30 28,1 9,96 14 50 94,7 9,43
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Chemické slozeni lepku a koloidn€ chemicky stav bilkovin ovliviiuji jeho fyzikalni
vlastnosti [4]. SuSina lepku se skldda primémé z 90 % bilkovin, 8 % lipidi a 2 %
sacharidii (Skrob), ale také se zde nachazi vldknina, kyselina fosforecnd a dalsi

mineralie [1,4].

Co se tyka konstituce lepku, je to slozitd trojrozmérnd sit’ peptidickych fetézcil,
které jsou rtiznym zptisobem navzajem propojeny disulfidickymi a methylenovymi mustky
mezi jednotlivymi aminokyselinami, kde urCity vyznam ma 1 vrstvicka lipida
(viz Obr. 2) [2-4]. Tvorba mustki zesiluje lepek, ponévadz se tim omezuje relativni
pohyblivost peptidickych fetézcti [2]. Pisobenim redukénich cCinidel dochézi k Sté€peni
mustkl a tim dochazi k borceni struktury lepku, které je zpﬁsobeno pfedevéim rozpadem
¢inidla naopak strukturu lepku zpevnuji a tésto se stava trhavé (na tomto zadkladé je

zalozZena 1 fada pekatskych zlepSujicich ptipravki) [1,3].
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Obr. 2: Model struktury hydratovaného lepkového vidkna [6]

Lepek ma rozhodujici roli pfi tvorbé tésta a urcuje tzv. pekaiskou silu mouky [2-3].
Jakost lepku zavisi hlavné€ na dédicnych vlastnostech odridy, velky vliv maji také néktefi
Sktdci, poskliziiova Uprava (suSeni), samozéhiev, piiprava obili k mleti a v mensi miie

i klimatické a ptidni podminky [3].
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bilkoviny gliadin a glutenin, z nichz kazda obsahuje rtiznd mnozstvi dalSich slozek [3,5].

V lepku jsou zastoupeny v poméru piiblizné 2:3 [1].

2.2.3.1 Gliadin

Gliadin je bilkovinna frakce pSeni¢nych prolamind a poskytuje lepku taznost [1,3].
Taznost zajistuje, aby se tésto ptisobenim slabého tlaku kvasnych plyni zdvihalo a tak
se vytvarela jemna a pravidelna poérovitost [3]. Gliadinové frakce jsou tvoteny zhruba
40 proteiny a délime je podle molekulovych hmotnosti na: vysokomolekulové gliadiny
(100 kDa a vice), o-gliadin (60 — 80 kDa) a nizkomolekulové gliadiny (30 — 40 kDa).
Frakce w-gliadinu obsahuje tzv. a-, B-, a y-gliadiny a n€které z nich mohou u lidi (zejména

u déti) vyvolavat travici alergii zvanou celiakie (bezlepkova dieta) [2,5].

Gliadinova frakce obsahuje velké mnozstvi glutaminu (36 — 45 %), prolinu (14 —
30 %), ale neobvykle malo kyseliny asparagové a glutamové a bazickych aminokyselin
(argininu, lysinu a histidinu). Nizky obsah kyselych a z4saditych aminokyselin s polarnimi
postrannimi fetézci souvisi se Spatnou rozpustnosti gliadinu ve vod¢ [5,8]. Pro izolaci a
analyzu gliadinu je vyznamna jeho rozpustnost v 60 az 70% etanolu, protoze pii tom

dochazi k neyjmensi denaturaci [3].

Velky vyznam ma denaturace teplem (napf. pii suSeni zrna). Urychluje ji vyS$si vlhkost,
teplota a doba zéhtevu; to vysvétluje zrychleni denaturace bilkovin pii skladovani vlhké
pSeni¢né masy. Nepfiznivé zmény nastavaji pii 40 °C. Denaturaéni reakce zacina poutanim
vody. Pfitom se snizuje specifickd otacivost gliadinovych roztokti a molekulova hmotnost,
rozrusi se prostorova sit’ gliadinu a sniZi se rozpustnost (az o 15 %). Znamen4 to podstatné

zhorSeni jakosti lepku [3].

Gliadin nelze povazovat za Cistou chemickou latku, to dokazuje podrobné studium
fyzikalnich vlastnosti jeho roztokd. Obsah dusiku se pohybuje od 17 do 18 %, obsah
popela od 0,05 do 0,8 %, specificka ota¢ivost (o) 3 od —83,3 do —100,0, izoelektricky bod
od pH 6,0 do 7,0. Pii stanoveni molekulové hmotnosti na ultracentrifuze bylo zjisténo,
7e gliadin je smé&si molekul o molarnich hmotnostech 35000 grmol™ a 17500 g'mol™,
jejichz pomér se méni vlivem teploty a pH [3]. Strukturu gliadinu tvoii jeden spojity

polypeptidovy fetézec, tvoieny zCasti useky helixii a z¢asti ndhodnymi ohyby s vysokym
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obsahem kyseliny glutamové a prolinu [1-2]. Helixy jsou udrzovany vodikovymi vazbami,
kterych musi byt pocetné mnozstvi, protoze jednotlivé nemaji velkou pevnost. Ohyby

fetézce jsou drzeny pevnymi disulfidickymi vazbami (viz Obr. 3) [1].

Obr. 3: Predstava struktury gliadinu [1]

2.2.3.2 Glutenin

Glutenin je pSeni¢ny glutelin a zapficinuje pevnost, pruznost a bobtnavost lepku [1-2].
Pouze dostatecné pruzny lepek miize zadrzet vétsi mnozstvi kvasnych plynti a tak udrzet
puvodni tvar peciva. Na bobtnavosti zavisi chovani lepku v slabé kyselém prostiedi, které
se vytvari béhem zrani tésta [3]. Glutenin je vysokomolekularni frakce lepku s relativni
molekulovou hmotnosti 40 az 20000 kDa (nejéastéji kolem 2000 kDa), nebot’ je tvoten
polypeptidovymi fetézci pojenymi disulfidovymi vazbami [1,2,5]. Byla zjiSténa pfima
umérnost mezi objemem peciva a mnozstvim gluteninu nerozpustného v 0,05M kyseliné
octové [2]. Podle nejnovéjSich vyzkumi je prokdzano, Ze rozpustnéjsi (Iépe bobtnajici)
slozky gluteninu, snizuji objem peciva. Naopak nerozpustné vysokomolekularni slozky

prokazateln¢ jeho objem zvysuji [1].

Glutenin také neni Cista chemicka latka. Obsah dusiku kolisa vice nez u gliadinu
(od 15,5 % do 20 %). Izoelektricky bod je u rtuznych preparati znaéné odlisny (pH 4,4
az 8,0). Frakénim srazenim (NH4),SO4 byly ziskany dvé frakce a-glutenin a B-glutenin,
lisici se obsahem dusiku (a-glutenin 17,17 % a B-glutenin 16,16 %) a nékterych

aminokyselin. Aminokyselinové sloZeni gluteninu je mnohem méné prostudovano nez
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u gliadinu. Hydrolyzou bylo zjisténo, Ze obsahuje zna¢né mnozstvi kyseliny glutamové, ale
zcela chybi lysin. Argininu, prolinu a amoniaku obsahuje mnohem méné nez gliadin,

naopak vSak histidinu vice [3].

Ve struktufe lepku vytvareji gluteniny trojrozmérnou sit’ (viz Obr. 4), tvofenou mnoha
fetézci razné velikosti. Nizkomolekularni fetézce se nachazi uvniti. Kromé peptidickych
vazeb jsou udrzovany také disulfidickymi a vodikovymi vazbami, ale navenek jsou
S ostatnimi fetézci spojeny jen vodikovymi vazbami [1,5]. Vysokomolekularni slozky maji
dva druhy disulfidickych vazeb: intrafetézcové (podobné jako gliadin) a interfetézcové

(udrzuji pevnou a pruznou strukturu) [1].

vysokomolekularni slozky intraretézcove disulfidické vazby

| - |

—s—s@s—s S-S §—§—
nizkomolekularni

- _Q _-Q._"Q.-_d}__o.__Q-—{}7 fetézce

—5-$ s-$ s—S S-5—
hydrofébni

: v i vazby

interfetézcoveé disulfidické vazby

Obr. 4: Schéma modelu propojeni slozek gluteninu [1]

2.2.3.3 Leukosin

Leukosin je pseni¢ny albumin, v pSenici Se vyskytuje v mnozstvi 0,3 az 0,4 %
na hmotnost zrna. Je soustfedén v kli¢ku a ze vSech rostlinnych bilkovin se nejvice podoba

zivocisné bilkoving, hlavné svym vyssim obsahem leucinu a argininu [3].
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3 IZOLACE PSENICNYCH BILKOVIN

Analyza obilnych bilkovin mize byt velmi obtizna vzhledem k jejich riiznorodosti.
Na rozdil od vétSiny ostatnich rostlinnych nebo zivocisnych bilkovin je i jejich rozpustnost
jsou bohaté na glutaminy, proliny a hydrofébni aminokyseliny, naopak maji nizky obsah
kyselych a zésaditych aminokyselin. Proto nékteré analytické metody pro necerealni
bilkoviny nemusi byt vhodné pro obilné bilkoviny [7]. Mimo jiné ma na rozpustnost
bilkovin vliv napfiklad i obsah minerdlnich soli, ale je ovlivnéna i dalsimi
sloZkami endospermu (napf. lipidy, sacharidy) [3,7]. Svlj podil na rozpustnosti hraji
I vazby, jakymi jsou aminokyseliny spojeny — nekovalentné vodikovymi nebo
hydrofobnimi vazbami, anebo kovalentné disulfidickymi miustky a mohou tvofit

vysokomolekularni komplexy [7].

Vsechny pseni¢éné bilkoviny lze rozpoustét ve ziedénych roztocich hydroxidu
sodného, ale vlivem vysokého pH je rozruSeno mnoho kovalentnich vazeb (zvlasté
disulfidovych) a struktura proteinu je vyznamné zménéna. V dnes$ni dobé€ neexistuje Zadny
rozpoustéci systém, ktery by extrahoval vice jak 95 % bilkovin z riznych odrid pSenice
bez rozruSeni disulfidickych vazeb. Nicméné, nejpouzivanéjSim rozpousStédlem je

dodecylsulfat sodny (SDS) v kombinaci s fosfore¢nanem sodnym [9].

Navzdory témto potiZzim, izolaci a charakterizaci bilkovin v obilném endospermu
umoznuje fada analytickych metod [7]. Aby se mohlo zastoupeni riiznych bilkovin a jejich
obsah porovnavat, je zapotiebi piesné¢ dodrzovat preparacni postupy pii extrakci a izolaci a

nasledné analytické postupy [3].

Doba extrakce proteinii se pohybuje kolem 30 minut. VétSina vzorkl gliadind a
gluteninil je stabilni nejméné jeden mésic, ale albuminoveé a globulinové extrakty nejsou,
protoze mohou obsahovat protedzy, které §tépi bilkoviny. Doporucuje se skladovani

pii laboratorni teploté, pokud jsou vzorky zmraZené, mohou se vyskytnout sraZzeniny [7].

Pted vlastni analyzou je velmi dilezité odstranit vSechny nerozpusténé castice
ze vzorku i rozpoustédla. Nejéastéji se to provadi filtraci nebo odstiedénim (10 az 20 min

pfi 25000 — 400000 x g) [7].
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Bietz (1984) extrahoval 10 mg jemné mletého vzorku mouky pii 60 °C po dobu
jedné hodiny v 1 ml 0,1M fosfore¢nanu sodném, ktery obsahoval 2 % SDS. Po odstiedéni

aplikoval 0,2 ml extraktu na kolonu chromatografu [32].

Kruger (1984) ptipravil vzorek jednoho gramu mouky v 10 ml 0,05M fosfore¢nanu
sodném (pH 7), ktery obsahoval 0,5M roztok chloridu sodného a michal jej 10 nebo 60 min
pfi laboratorni teploté. Po filtraci jej nastiikl k analyze na kolonu chromatografu. Kazdou
frakci michal navic dalsi 2 hodiny pifed méfenim, aby bylo zabranéno zménam zptisobenym

proteolytickou aktivitou [33].

3.1 Izolace albuminu

Albuminy jsou rozpustné v destilované vode¢, ale také v solnych roztocich, kyselinach

a zasadach [3,8]. Z roztoki se vysoluji jejich nasycenymi solemi [3].

Osborne (1907) extrahoval albuminy deionizovanou vodou 30 min a béhem této

doby kazdych 10 min michal vzorek 1 min. Smés odstied’oval 5 min p#i 2000 ot./min [35].

3.2 Izolace globulini

Globuliny jsou rozpustné ve vodnych roztocich soli [8]. PSeni¢ny globulin
se vyextrahuje 5% hmot. roztokem chloridu sodného a dialyzou proti destilované vodé
se vysrazi v mnozstvi asi 0,8 %. Vysoluje se nasycenim extraktu siranem amonnym nebo

hotecnatym, nikoli chloridem sodnym [3].

Osborne (1907) extrahoval globuliny stejnym zptsobem jako u albumind, ale 0,5N
roztokem NaCl [35].

3.3 lzolace prolaminii (gliadinii)

Gliadiny 1ze pomérné snadno izolovat, proto jsou jednou z nejlépe prozkoumanych
bilkovinnych skupin [3]. Jsou rozpustné ve vodnych roztocich alkohold (napf. metanol,
etanol, propanol) [3,8]. Cim je vys§i molekulova hmotnost alkoholu, tim je lepsi
rozpustnost gliadint (Obr. 5). V absolutnim etanolu je gliadin zcela nerozpustny,
zied’ovanim etanolu se jeho rozpustnost zvysuje, pii koncentraci 55 % hmot. je maximalni,
dalsim zted’ovanim etanolu rozpustnost klesa. Ziskané roztoky gliadinu v alkoholu jsou

kalné a opaleskujici [3]. Jeho vlastnosti ovliviiuje krom¢ koncentrace etanolu fada
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parametra, jako napft. teplota, pouziti ultrazvuku, pfipadné pridani redukénich ¢inidel
k extrakénimu roztoku [8]. Ptida-li se do vodného vyluhu z mouky etanol na koncentraci
55 az 60% hmot., srazi se pouze Cast rozpuSténych bilkovin, zbyla asi polovina zistava
V roztoku, protoze se jedna o podil prolaminti rozpustnych ve vodé [3]. Nicméné,
nejpouzivanéjsi rozpoustédla jsou 70% hmot. roztok etanolu a 55% hmot. 2-propanolu [7].
Z alkoholického roztoku se izoluji bud’ zfedénim s vodou, nebo zvySenim koncentrace

alkoholu [3].
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Obr. 5: Rozpustnost gliadinu v alkoholech [3]

Kromé klasické etanolové extrakce mizeme gliadin ziskat bud’ vysolenim z disperze
lepku v 0,07N kyseliné octové, nebo zextraktu mouky Vv roztoku mocoviny, ktery
se po vysoleni globulinu zfedi vodou. Rozpousténim v mocCoviné je zplsobena slaba
reverzibilni denaturace. Pomoci lyofilizacniho suSeni l1ze ziskat nedenaturované preparaty,
ale s niz§im obsahem dusiku, tedy necisté [3]. Dal§im pouZivanym rozpoustédlem je
0,05M fosfore¢nan sodny obsahujici 0,5 % SDS (pH 6,9) [7,17]. MuzZe byt také piidano
1% 2-merkaptoethanolu (ME) na redukci disulfidovych mustkl [7]. Nicméné vyrobci
kolon upozoriiuji, Ze pouzivanim SDS se snizuje zivotnost kolony, pravdépodobné tim,

ze ovliviuji velikosti pori a tim dosaZené separace [17].

Gliadiny jsou mirné rozpustné v destilované vodé, hydroxidech, NaHCOj3, glycerinu,
glykolu a v kyselinach (HCI, H,SO,4, CH3COOH), kde je rozpustnost zavisla na pH.
Naopak se Spatné rozpousti ve ziedénych roztocich soli (napt. KI, CaCl,, FeCls, MgCl,,
KSCN). Zcela nerozpustné jsou v nasycenych roztocich NH4Cl a NH4;NO3 [3].

Bietz (1983) zjistil, Ze metanol nebo 2-propanol mize byt nahrazen acetonitrilem
(ACN), ktery ve smési svodou (1:1) a pridavkem kyseliny trifluoroctové (TFA) je

pravdépodobné nejpouzivanéjsi organickd faze v rozpoustédlech pro kapalinovou
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chromatografii pSeniénych bilkovin [17,22]. Toto médium je dostate¢né hydrofobni a
eluuje vétsinu polypeptidi, proto je velmi vhodné pro pocateéni analyzu neznamych
vzorkli [22]. Acetonitril také vykazuje relativné nizkou viskozitu v porovnéni
s rozpoustédly, jako je napf. etanol a 2-propanol, a to zejména pii vysSSich teplotach, coz
nezpusobi vysoké tlaky na chromatografickou kolonu [17,22]. Kyselina trifluoroctova je
nejpouzivanéjsi komponenta modifikujici selektivitu, obecné se pouzivd v koncentraci
0,1%, ale 0,05 % je také dostacujici. Vyssi koncentrace TFA (0,2 — 0,5 %) vede
Kk nepatrnym rozdilim v selektivité a hrozi deaminace bilkovin. Nicméné, TFA by méla byt

co nejkvalitnéjsi, protoze ma hlavni ptispevek k absorbanci pti vinové délce 210 nm [22].

Jiny zplisob extrakce pSeni¢nych gliadind popisuje naptiklad Batey (1984) pomoci
70% etanolu (po predbézné extrakci soli). Po vysuSeni je pak resuspendoval v 1M

mocoving se zakladnim pufrem, zfiltroval a aplikoval na kolonu [23].

Osborne (1907) izoloval gliadiny 70% roztokem etanolu a dale postupoval stejné

jako v pripadé¢ extrakce albuminii a globulind [35].

3.4 1Izolace glutelina (glutenini)

Gluteniny jsou rozpustné jen ve ziedénych roztocich kyselin a zasad [3,8]. Jejich
roztoky se Spatné filtruji, takze pfiprava je velmi obtiZzna. Vliv obsahu mineralnich soli
na rozpustnost gluteninii by se dal vysvétlit vyménou iontdl na volnych polarnich skupinach
proteinové molekuly. Tato vyména probihd mezi kladnou skupinou kvartérniho amonia
nebo negativni karboxylovou skupinou a pfidanymi anorganickymi solemi nebo
kyselinami. Timto miiZe byt ptekonan vliv elektrostatickych sil a valen¢nich vazeb v lepku,
které drzi peptidické fetézce pohromad€. Podle sméru vymény iontu mohou pak Casti
peptidickych fetézcli bud’ prechazet do roztoku, nebo byt vysraZeny. Tato piedstava také
umoziuje vysvétlit snadnou oddélitelnost gliadinu a gluteninu. Gliadin obsahuje vice
amidového dusiku (ve form¢ glutaminu), coz snizuje pocet -elektronegativnich
karboxylovych skupin a omezuje elektrostatické sily, které poutaji peptidické fetézce.
Glutenin, obsahujici mén¢ amidového dusiku (glutaminu), je kompaktnéjsi a tedy méné

rozpustny [3].

Gluteniny se izoluji extrakci mouky 0,2% hmot. roztokem KOH po piedbéZzném

odstranéni gliadinu. Srazi se neutralizaci, Cisti a susi etanolem a eterem. Preparaty jsou
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vSak siln¢ pozménéné proti nativnimu stavu, jsou necisté a neurcité, coz je zpusobeno
ptitomnosti KOH. Moderni metodou se nejprve extrahuje globulin 70% etanolem a potom
glutenin 60% hmot. izopropanolem, ktery obsahuje 0,2 % hmot. NaHSOj3. Po filtraci
se ptida izopropanol do koncentrace 90 % hmot. a tim se glutenin vyextrahuje [3]. Muze

byt také rozpustén v 0,1M kyseliné octové [9].

Burnouf a Bietz (1985) dosahli vyborné separace gluteninu disociaci 8M mocoviny
nebo 6M guanidinem hydrochloridem, redukovanym 5 % ME nebo 0,1 % dithiotreitolem
(DTT), alkylovanym 4-vinylpyridinem [24].

Gluteniny mohou byt extrahovany metodou podle DuPont, et al (2005). Vyhodou
této metody je, ze gluteniny jsou témét uplné odd€leny od ostatnich bilkovin. Vzorek
mouky se dvakrat extrahuje 1 ml 0,3M jodidu sodného (Nal), 7,5% 1-propanol
(Nal-propanol) na 100 mg mouky. Extrakt byl centrifugovan po dobu 10 min pii 4500 x g
a z n¢j byly separovany albuminy, globuliny a gliadiny a nerozpustné gluteniny. Gluteniny
pak byly extrahovany ze $krobovych zrn roztokem 0,4 ml 2% SDS a 25 mM DTT v 25 mM
Tris (pH 8) na 100 mg mouky. Gluteniny byly pfesrazeny z extraktu piidanim

¢tyfnasobného objemu 0,1M octanu amonného ve 100% metanolu [39].

Jak jiz bylo uvedeno u izolace gliadind, i pro glutenin plati, ze pro lepsi definovani
skupin latek je mozZné dale frakcionovat extrahované gluteniny elektroforetickymi a

chromatografickymi metodami [8].

Kruger a Marchylo (1985) extrahovali pSeni¢né bilkoviny 50% 1-propanolem
s pfidavkem 1 % kyseliny octové a DTT. Tyto extrakty obsahovaly nizkomolekularni

prolaminy a alkohol-rozpustné gluteniny [25].

Osborne (1907) extrahoval gluteniny roztokem 50% 1-propanolu s ptidavkem 1 %
DTT a dalsi postup byl stejny jako v piipadé extrakce albumind, globulinli a
prolamind [35].

Marchylo, et al (1988) pouzil gluteninovy extrakt, z kterého vylouéil gluteniny 100%
propanolem s ptidavkem 1 % DTT. Tato smés byla michana a skladovana pfi teploté 4 °C
po dobu 60 minut, aby se vysrazely vysokomolekularni podjednotky glutenint, coz vede
kvyssi Cistot¢ frakce. Dale byl vzorek centrifugovan a presrazené gluteniny
resuspendovany roztokem obsahujicim 50 % propanolu v 0,082M Tris-HCI (pH 7,5), ktery
dale obsahoval 2M mocovinua 1 % DTT [36].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Mezi gliadinem a gluteninem neni pfesné vymezend hranice. Zménou izolacni
metodiky se jejich vzajemny pomér zméni. Napt. horkym 70% hmot. etanolem se rozpusti
tolik bilkoviny, Ze ptechdzi do roztoku az 26 % hmot. gluteninu. Preparaty ziskané riznym
postupem maji rozdilné slozeni aminokyselin, proto je glutenin v tomto sméru mnohem
méné prostudovan nez gliadin. Jedno z moznych vysvétleni je, ze se rtiznymi Cinidly

pterusuji rizné vazby v pivodni molekule [3].

3.5 Pouziti ultrazvuku pri izolaci

Mecham, et al (1962, 1965) zjistili, ze rozpousténi pSeni¢nych bilkovin ve ziedéné
kyselin¢ octové se vyznamné zlepsi, kdyz se z mouky uhnéte té€sto. Vysvétlil to tak, ze
smichanim dojde ke snizeni velikosti podjednotek gluteninti, které se seskupuji
do trojrozmérné sité [26-27]. Tsen (1967, 1969) a Tanaka a Bushuk (1973) pozdé&ji dosli
k zavéru, Ze nejpravdépodobnéjsi pricinou snizeni velikosti molekul bilkovin je rozstépeni
velmi velkych molekul glutenind rozrusenim disulfidovych vazeb [28-30]. Tsen (1967)
prokazal, ze zvySeni rozpustnosti je téméf vyhradné zpiisobeno rozpusténim diive
nerozpustnych glutenint, a bilkoviny s mens§i molekulou (gliadiny, albuminy a globuliny)
nejsou ovlivnény. AvSak nevyhodou michéni tésta v mixografu a dalSich obdobnych
pfistrojich vyzaduje pomérné velké mnozstvi mouky (nejméné 10 g). Pro zvySeni
rozpustnosti bilkovin je také nutnd dlouha doba michéani, vymraZeni vody a mleti

tésta [28].

Singh, et al (1990) dosahli podobného rozstépeni velkych molekul bilkovin pomoci
ultrazvuku k tomu, aby vyextrahovali celkové bilkoviny z malého vzorku mouky. Extrakce
veskerych pseni¢nych bilkovin je mozna za pouziti ultrazvuku pfimo v 2% roztoku SDS
(pH 6,9). Uplného vyextrahovani je dosaZeno bez nutnosti chemické redukce disulfidovych
vazeb. Dalsi vyhodou pouziti ultrazvuku pfi izolaci pSeni¢nych bilkovin je zvySeni jejich
rozpustnosti a k dosazeni uplné extrakce tedy posta¢i mnohem mén¢ casu (cca 30 sekund).
V kombinaci s velikostné-vylucovaci chromatografii tento postup poskytuje rychlou
metodu analyzy relativniho a absolutniho mnozstvi hlavnich frakci pSeni¢nych bilkovin.
Kromé toho dostauje velmi malé mnozstvi vzorku mouky na jednu analyzu pSenice

(cca 11 mg, coz odpovida asi polovin¢ endospermu) [9].
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4 DETEKCE BILKOVINNYCH FRAKCI ZE PSENICE

Moderni separacni techniky, v podstaté chromatografické a elektromigracni metody,
umoziuji rozdéleni smési na ziskani jednotlivé frakce o uzSi distribuci. Na rozdil
od klasickych separacnich technik, zalozenych vétSinou na fazovych separacich, je
frakcionace latek pomoci chromatografie a elektroforézy dana odliSnou pohyblivosti
jednotlivych slozek smési za danych podminek. V soucasné dobé moderni separacni
techniky slouZi nejen k preparativnim tGc¢eltim, ale i k Géelim analytickym [11]. Proto je

chromatografie G¢inna také pro separaci a charakterizaci obilnych proteinti [7].

4.1 Elektroforetické metody

Elektroforéza je jednou z hlavnich metod vyuzivanych pfi analyze pSeni¢nych
bilkovin [8]. Patfi mezi elektromigrac¢ni separa¢ni metody, jejichz principem je vyuziti
rozdilné pohyblivosti nabitych castic v elektrickém poli k jejich separaci [19]. Rychlost
pohybu Castic je zavisla na velikosti naboje, velikosti a tvaru molekuly, na povaze nosice,
elektrolytu, pH, atd. [20-21]. Elektroforéza spociva v ptenosu elektricky nabitych castic
ve stejnosmérném  elektrickém poli, které se vytvaii vkldddnim konstantniho
stejnosmérného napéti mezi elektrody [19]. Latky se budou pohybovat ve sméru elektrody
s opaénym nabojem, tedy kationty ke katod¢ a anionty k anod¢ [20]. Schéma zatfizeni

na elektroforézu je uvedeno na Obr. 6. [20].
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Obr. 6: Zakladni uspordadani plosné elektroforézy [20]
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4.1.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE)

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je fazena mezi tzv. zénovou elektroforézu,
ktera je provadéna na plosném nosi¢i napusténym elektrolytem, aby slozky byly béhem
separace fixovany [19]. Nosice pouzivané pii elektroforéze musi byt nerozpustné ve vodé a
mély by mit co nejmensi adsorpcni schopnosti. V soucasné dobé¢ se jako nosice pouzivaji
hlavn¢ gely, pravdépodobné nejcastéji polyakrylamidovy. Velmi dilezitym faktorem
pii PAGE je stupen zesiténi gelu. Gel s vét§imi ¢i mensSimi pory je totiz mechanickou

ptekazkou pro molekuly urc€ité velikosti [20].

Separace zalozena na velikosti molekul, jejiz pouziti je urCeno vyhradné
pro bilkoviny se nazyva elektroforéza v polyakrylovém gelu s dodecylsulfatem sodnym
(SDS-PAGE) [20]. Dodecylsulfat sodny vytvaii s proteiny komplexy, jejichz naboje
se nasledné vyrovnaji, a proto migruji v elektrickém poli stejnou rychlosti. K jejich
rozdéleni tedy dojde na jednotlivé frakce pouze na zakladé molekulové hmotnosti [8].
Vsechny bilkoviny totiz vazou SDS v konstantnim pomeéru (cca 1,4 g SDS na 1 ¢
bilkoviny), a tim charakteristicky méni svou konformaci [20]. Diky tomu se SDS-PAGE

stala relativné levnou moznosti separace obilnych bilkovin [8].

Cleveland (1977) popsal modifikovanou verzi této metody. Bilkoviny jsou nejprve
oddéleny od kontaminujicich latek SDS-PAGE a detekovany specifickym zbarvenim.
Vytiznuté platky gelu obsahujici bilkoviny jsou umistény do draZzek druhého
diskontinualniho polyakrylamidového gelu. Studované bilkoviny jsou elektroeluovany
z platkd do zaostfujiciho gelu, ktery obsahuje proteinasy s vysokou specifickou aktivitou.
Zde probihd Stépeni. Peptidové fragmenty jsou pak elektroforeticky separovany
V polyakrylovém gelu v pfitomnosti SDS. NasStépené a separované produkty jsou
detekovany jako v ptipad¢ klasické SDS-PAGE. Tato metoda miize slouzit jako citlivy

indikator stupné homologie bilkovin [31].

Islas-Rubio, et al (2006) extrahovali pseni¢né bilkoviny michanim v TFA-voda nebo
HCl-voda (pH 3,0) po dobu 5 min pfi laboratorni teploté. Vzorek byl dale ultrazvukovan a
15 min odstfed’ovan piti 17800 x g. Zfiltrovany supernatant byl zahtivan 2 min pii 80 °C a
okamzité zchlazen v ledové vodni 1azni. Po ¢tyfdennim skladovani pii pokojové teploté byl

ptipraven k analyze na SDS-PAGE a velikostné-vylucovaci chromatografii [40].
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4.2 Enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA)

Metoda ke stanoveni gliadinti v pS§eni¢né mouce je enzymova imunoanalyza na pevné
fazi (ELISA), zaloZena na interakci specifické protilatky s antigenem. Nejcastéji byva
provadéna v tzv. sendvicovém usporadani, které je zaloZzeno na postupném vytvoieni
zakotvenych komplext protilatka-antigen-enzymové znacena protilatka. Pouzivaji se
polyklonalni protilatky a monoklonalni protilatky. Polyklonalni protilatky pro tento druh
imunochemickych stanoveni maji své opodstatnéni z hlediska nizsi ceny a jednodussi
piipravy. Vétsina experimentd s nimi probéhla v 80. letech minulého stoleti, nez se staly
specifi¢téjsi monoklonalni protilatky 1épe dostupné. Piprava monoklonalnich protilatek je
individua ziskané imunoglobulinové frakce jsou pro sestaveni imunochemické metody
stézi nahraditelné. V soucasnosti se uz protilatky neptipravuji v laboratofi, ale dodavaji se

komeréné vyrabéné [8].

Prvnim opravdu uspéSnym pokusem na sestaveni ELISA metody byla prace Skerritta
a Hillové, ktera vyuzivala monoklonalni protilatky proti tepelné odolnym w-gliadintim.
Jako referen¢niho materialu pro kvantifikaci bylo pouzito gliadinového standardu,
pripravené¢ho extrakci pSeni¢né mouky 40% etanolem. Tato metoda byla dlouhou dobu
jako jedind pfijata Asociaci Oficidlnich Analytickych Chemikd pro stanoveni lepku

Vv potravinach a stala se zakladem prvnich komer¢nich kitt [8].

4.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie se vyuziva hlavné jako kontrolni srovnavaci metoda pro
odhaleni falesné pozitivnich vysledkd imunoanalytickych méteni. Bilkoviny se ionizuji
dusikovym laserem ve vhodné nizkomolekuldrni matrici, kterd zabranuje rozpadnuti
makromolekul. Vzniklé ionty jsou poté urychleny na kratkém useku silnym stejnosmérnym
elektrickym polem. Mé&fi se doba letu iontt k detektoru v trubici bez elektrického pole,
ktera je imérna pomeru jejich hmotnosti ku jejich naboji. Metoda slouzi v tomto provedeni

Kk uréeni znamych peptidd. Jeji nevyhodou je vysoka pfistrojova a finan¢ni naro¢nost [8].
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4.4 Chromatografické metody

Chromatografie je fyzikalné chemicka separac¢ni metoda selektivniho déleni slozek
smési zalozena na rozdilné rychlosti migrace rozpusténych latek. Konkrétné jde o migraci
v systému dvou fazi, z nichz obvykle jedna faze je nepohybliva (stacionarni) a druha
pohybliva (mobilni). Chromatografické déleni nastava, uvede-li se jedna faze do pohybu
proti druhé, kde je proudénim porusovana a difuzi zpétné nastolovana rovnovaha mezi

latkami rozpusténymi ve stacionarni a mobilni fazi chromatografického systému [11,13].

Chromatografické metody tvoii Sirokd skupina metod, zalozenych na rtznych
principech separace. Nejcastéji se rozliSuji dvé hlavni skupiny chromatografickych metod
podle charakteru fazi, a to plynova chromatografie (GC) a kapalinova chromatografie (LC).
Plynova chromatografie pracuje v systému plyn - pevna latka nebo Castéji plyn - kapalina.
Kapalinova chromatografie pak v systémech kapalina — kapalina nebo pevna latka —

kapalina [11].

4.4.1 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina [10]. Stacionarni faze mtize byt
umisténa v kolon¢ (kolonovd chromatografie), upravena do tenké vrstvy (tenkovrstva
chromatografie) nebo tvofena papirem (papirova chromatografie) [10,12,13]. Jsou
vyuzitelné vSechny mozné mechanismy separace: adsorpce, rozdélovani na zaklad¢ rtizné
rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni

chromatografii [10].

V kolonové chromatografii je sklenéna nebo plastova trubice (pfednostné
z prihledného materialu) naplnéna poréznim sorbentem [10-11]. Na horni vrstvu naplné
davkujeme malé mnoZstvi vzorku a pak pfiddvame mobilni kapalnou fazi, kterd unasi
vSechny slozky mezerami mezi casticemi porézni naplné [10,14]. Pii postupu kolonou

se slozky vzorku od sebe separuji a v riznych ¢asech opoustéji spodni ¢ast kolony [10].

Toto klasické kolonové provedeni se stalo zakladem vysokotlaké neboli vysoce-
ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) [10]. K ucinné separaci je tfeba pouzit
dostatecné malych zrni¢ek sorbentu, ktera kladou prostupujici kapalin€ znacny odpor, a to
vyzaduje vyssi tlak, aby se dosahlo pozadovaného pritoku 0,5 ml'min™ [10,14,17].

To znamena, ze tlak v koloné exponencialné roste s klesajici velikosti ¢astic. Mensi
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velikost castic tedy klade vysSsi naroky na pouzité zatizeni. Standardné pouzivané HPLC
pfistroje pracuji pii 20 — 60 MPa [11,12,14]. Chromatograficky systém se sklada
ze zasobniku na mobilni fazi, pumpy, davkovaciho kohoutu se smyckou (aplikatoru
vzorku), separac¢ni kolony s chromatografickym materialem, detektoru a pocitace (vystup

analyzovanych dat), uspofadani je uvedeno na Obr. 7 [7,11,14,18].
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Obr. 7: Schéma usporadani kapalinového chromatografu [18]

Tyto chromatografické systémy jsou velmi spolehlivé a pouzivaji malé kolony, které
snesou pomeérné vysoké tlaky a rychlosti pritoku, diky jejich malym, jednolitym a
stabilnim obaliim [7]. Kolona s chromatografickym materidlem je ta nejdilezitéjSi cast
zafizeni [11]. VétSina jich je naplnéna jednotnym, poréznim a dostatecné jemnym
silikagelem, coz je amorfni forma oxidu kfemicitého. Pro analyzu pSeni¢nych proteint
se obecné pouziva s pory 300 A, velikost 5 az 10 pm. Uspéch separace a stanoveni zavisi
nejen na naplni kolony a velikosti ¢astic chromatografického materialu, ale 1 na rozmérech
kolony. Obvykle se pouzivaji nerezové, sklenéné nebo plastové kolony s vnitinim
pramérem 4 az 4,6 mm a délkou 250 mm [7,11]. Separace na téchto kolonach probiha
pomérné rychle s velkou citlivosti, dobrym rozliSenim a reprodukovatelnosti. Nelze
opomenout ani snadné pouziti [7]. Nejmoderngj$i piistroje tohoto typu jsou plné fizeny

pocitaci a zarucuji presnou a rychlou praci [11].
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O separaci jednotlivych slozek vzorku rozhoduji nejen jejich interakce
se stacionarni fazi, ale rovnéz velmi dilezitd je pouzitd mobilni faze [10]. Témet vSechna
rozpoustédla vhodna pro extrakci nebo rozpousténi pSeni¢nych bilkovin mohou byt pouzita
pro HPLC analyzu, véetné¢ samotnych chromatografickych rozpoustédel. Rozpoustédla by
méla zpravidla mit pH 2 — 8, v kterém je silikagel stabilni. Musi byt dostatecné Cista, aby
vykazovaly minimalni absorbanci ve vinovych délkach pouzivanych pro detekei vzorki

(napft. rozpoustéci modifikatory jako je TFA) [7].

Pro HPLC pSeni¢nych bilkovin se pouzivaji rizné typy detektorti, nejcastéji

spektrofotometrické, fluorimetrické nebo elektrochemické [7,10,15].

Spektrofotometricky ultrafialovy (UV) absorpéni detektor je zalozen
na principu absorpce mobilni faze vychazejici z kolony. Jednodussi detektory méfi
stanoveni obsahu latky, jsou nejbéznéjsi vinové délky 206 az 210 nm. V tomto rozsahu
absorbuji UV zéfeni peptidicky véazané karbonylové skupiny. Pii 220 az 225 nm
se pfi snizené citlivosti detekuje vdzany peptid. A nakonec pfi detekci proteinu zaloZzené¢ho
na absorbanci tryptofanu a tyrozinu se pouziva 280 nm [7]. Pokles absorbance pSeni¢nych
bilkovin je pfimo tmérny délce skladovani obili [16]. Spektrofotometricky detektor mize

zachytit az 1 pg slozky [10]. Schéma je uvedeno na Obr. 8 [18].

1 svételny zdroj 6 méma cela

2 toclka 7 referentni cela
3 monochromator & fotonasobid

4 polopropustné zrcadlo 2 zesilovad

5 zreadlo 10 zapisovad

Obr. 8: Spektrofotometricky detektor [18]
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Fluorimetricky detektor je zalozen na principu fluorescence. V podstaté jde
0 schopnost latek absorbovat UV zareni a pak vysilat zafeni o vyssi vinové délce, které
se méii fotonasobiCem kolmo na smér vstupujiciho zéafeni [10]. Nejcitlivéjsi ukazatelé
denaturacnich zmén bilkovin jsou rezidua tryptofanu [16]. Detektor zachyti az 10 pg latky
a lze jej vhodné kombinovat se spektrofotometrickym detektorem [10]. Schéma je uvedeno

na Obr. 9 [18].

1 23 4
@%_e{r* 1 svételny zdro
* 2 monochromator
== 3 docka

4 mérna cela
5 fotonasobié
5 e o zesilovad

7 zapisovad
6 P

Obr. 9: Fluorimetricky detektor [18]

Vodivostni nebo voltametrické elektrochemické detektory lze pouzit tam, kde
jsou v roztocich obsazeny ionty respektive slozky oxidovatelné nebo redukovatelné

na polarizovatelné elektrodé [10].

Ptistroje HPLC se posledni dobou pouzivaji k analyze prakticky jakychkoliv latek.
Pro separaci a stanoveni bilkovin byly vyvinuty metody, jako velikostné-vylu¢ovaci HPLC
(SE-HPLC), HPLC na reverzni fazi (RP-HPLC) a HPLC na iontoménicich (IE-HPLC).
Takto provedené stanoveni podava cenné informace o rozdéleni bilkovin do jednotlivych
podskupin a o vlastnostech téchto frakci. DalSim vyuzitim chromatografickych technik je
predCisténi a piiprava Iépe definovatelnych skupin bilkovin [8]. Vyhodou ve srovnani
s vétSinou metod je HPLC velmi rychld. Optimalni RP-HPLC rozliSeni trvéa asi jednu az
dv¢ hodiny. Pro n¢které ucely (napft. rychlé provefeni odrid tvrdé pSenice pro kvalitni
téstoviny) Casto postacuje 10 az 15 min separace pii vysSich teplotach. Podobné, testovaci
doba u SE-HPLC je mezi 20 az 30 min a pro IE-HPLC asi 15 az 20 min. Dalsi velkou
vyhodou je citlivost. Diky malym, u¢innym kolonam a schopnosti monitorovat proteiny
pii vinové délce 210 nm, HPLC pSeni¢nych bilkovin vyzaduje velmi malo vzorku (napft.

pro RP-HPLC postaci jen 0,05 az 5 mg bilkovin) [7].
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4411 RP-HPLC

Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie s tzv. obracenymi fazemi funguje
na principu rozdélovaci chromatografie a umoziuje separovat smési latek rozpustnych
Vv nepolarnich rozpoustédlech [11,15]. Probiha v systému dvou navzajem nemisitelnych
kapalin a k separaci dochazi pohybem mobilni faze, coz je pti¢inou neustalého poruSovani
a nového ustavovani rovnovahy na zaklad¢ odliSnosti rozd¢lovacich koeficienta [11-12].
V puvodnim provedeni obé kapaliny postupovaly protiproudné, kde byla rozhodujici
podminkou vzajemna nemisitelnost mobilni a staciondrni faze, ale to v praxi obvykle neslo
splnit a diky Castecné misitelnosti hrozilo vymyvani stacionarni faze z kolony, proto
se v soucasné dob¢ jiz toto uspotfadani nepouziva. Nyni je jedna z kapalnych fazi chemicky
zakotvena na inertni pevny nosi¢, zatimco mobilni faze pies ni protéka [10-11].
V RP-HPLC se pouziva polarni mobilni fiaze a nepolarni stacionarni faze [15].
Pravdépodobné nejpouzivangjsi organicka mobilni faze je ACN spolu s TFA a vodou. Je to
vynikajici rozpoustédlo pro vétsinu polypeptidi a je dostate¢né hydrofobni pro eluci
vétsiny bilkovin z jakéhokoliv typu kolon. Gliadiny se vymyvaji pfi maximalni koncentraci
ACN 50 az 60 % [7]. Jako dalsi vhodné mobilni faze je mozné pouzit alkoholy (methanol)
a ethery (tetrahydrofuran, diethylether) [10,15]. Cim je niZ§i polarita nebo zvétsujici se
nepolarni ¢ast v molekulach, tim je vyssi eluéni sila mobilni faze a retence slozek [10].
Vétsinou vSak tyto mobilni faze maji pfili§ velkou elucni silu a proto se pouZivaji ve smési
s vodou [15]. Stacionarni fazi je kapalina zakotvena na inertnim pevném nosi¢i [10-11].
Nosi¢em muze byt bézny silikagel s chemicky vazanou uhlovodikovou skupinou (fenyl,

CH,, CyH;, CgH,, a dalsi) nebo sklo [10,15]. Péry mohou prostupovat celym

objemem kuli¢ky nosi¢e nebo mohou byt jen povrchové. Stacionarni faze se zakotvuje
riznymi reakcemi, napiiklad silanizaci silanolovych skupin trialkylchlorsilany,

dialkyldichlorsilany nebo alkyltrichlorsilany [10].

Analyzovat lze v podstaté libovolné smesi latek jakékoliv polarity rozpustné
Vv pouzité mobilni fazi [10,15]. Vzhledem k tomu, Ze v prib&hu rozdélovaci chromatografie
nedochdzi k vazbé rozpusténych latek na nékterou z fazi, odpada nutnost eluce, a jde tedy
0 proces jednostupniovy [11]. V ptipadé RP-HPLC se obvykle jednd o detailni analyzu
smési latek, tedy o rozdéleni na jednotlivé slozky a nikoliv skupiny, je nutné vzdy vhodné

zvolit mobilni fazi a mnohdy jesté navic vhodnou metodou piedseparovat vzorek [15].
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Pro detekci se nejcastéji pouziva fluorimetricky nebo spektrofotometricky (UV) detektor

pfi vinové délce 210 nm [7,15].

RP-HPLC je nejpouzivanéj$i na frakcionaci a charakterizaci pSeni¢nych bilkovin.
Bietz (1983) ji poprvé pouzil na pseni¢nych a kukufi¢nych bilkovinach [22]. Do té doby
byla pouzivana hlavné na analyzu velkych peptidi nebo jednoduchych proteint, ale ne

pro komplikované biologické smési jako jsou bilkoviny obilovin [7].

RP-HPLC poskytuje vysoké rozliSeni gliadint, které jsou presnymi ukazateli
genotypt, a diky tomu mize identifikovat vétsSinu odriid pSenice. Pouze odridy, které maji
témef shodné rodokmeny, mize byt obtizné rozlisit. Jedna z nejzajimavéjsich aplikaci

RP-HPLC je jeji pouziti k urceni kvality bilkovin pro vybér odrid pfi kiizeni [7].

Dale muze byt pouzita pro analyzu rozdila pii péstovani v riiznych lokalitach,
piezkoumani genetické Cistoty odrudy, pro identifikaci a registraci nové vydanych a
patentovanych odrid. Nakonec také pro studium proteinovych interakci s dal$imi slozkami

endospermu [7].

Abugoch, et al (2009) pouzili RP-HPLC pfi frakcionaci bilkovin mouky quinoa.
Bilkoviny byly oddélené ptredkolonovou derivatizaci diethyl etoxymethylen malonatem,
nasledovala RP-HPLC se spektrofotometrickou detekci pti 280 nm podle Alaiz, et al
(1992) [16,45].

Hartmannova a Koehler (2008) extrahovali bilkoviny fosfitovym pufrem
(0,067 mol/l KNaHPQO,, 0,4 mol/l NaCl, pH 7,6), 60 % obj. etanolem a reduk¢nim pufrem
(0,2 mol/l Tris/HCI pufr, pH 7,5 / 50% obj. 1-propanol / 1% hmot. DTT) podle metody
Wieser, et al (1998) [38,46]. Vzorek byl aplikovan na RP-HPLC pfi teploté kolony
60 °C [38].

4412 SE-HPLC

Velikostné-vylucovaci chromatografie (také nazyvana gelova permeacni nebo gelova
filtrace) je povazovana za zvlastni typ rozdé€lovaci chromatografie [7,12]. Nosicem
stacionarni faze je gel a stacionarni 1 mobilni fazi je vodné prostiedi. Stacionarni faze je
vSak uzaviena v gelu, ¢imZ je zajiSténa nemisitelnost s fazi mobilni. Diky tomuto
specidlnimu uspofadani se zcela méni charakter separace, nebot podle rozdélovaciho

koeficientu ji podléhaji pouze latky, které proniknou pory gelu ke stacionarni fazi [11].
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V SE-HPLC maji na separaci rozhodujici vliv tvar a rozméry molekul latek
ve smési [10-12]. Dochazi zde k rozdélovani latek mezi pohyblivou ¢asti mobilni faze,
ktera se nachazi mezi jednotlivymi zrny gelu (objem Vj), a nepohyblivou ¢asti mobilni
faze nachazejici se uvnitt pora gelu (V;) [10]. Latky s velkou molekulou postupuji
kolonou nejrychleji, protoze nejsou schopny projit pory gelu (molekulovym sitem).
Nastava u nich jev sterického vylouéeni (exkluze). Malé molekuly pronikaji do nitra pora
naplnénych rozpoustédlem (permeace) a musi opét difundovat ven, proto se ve svém
postupu kolonou zdrzi (viz Obr.10) [10-12]. Cim jsou molekuly mensi, tim
pronikaji hloubé&ji a maji tudiz vyssi hodnoty retencnich objemli nez vétSi molekuly
(viz Obr. 11) [10]. Pti pratoku smési latek nedochazi ke vzniku skutec¢né rovnovahy mezi
koncentracemi latek uvnitt a vné gelu [12]. Velké molekuly nemohou pronikat do pora
gelu, proto je jejich koncentrace ve staciondrni fazi nulova. Naopak velmi malé molekuly
mohou proniknout do libovolné hloubky péra gelu a jejich koncentrace ve volné mobilni

fazi 1 uvniti pord je totozna [10].

porézni

S kolona
castice

male molekuly velké molekuly

Obr. 10: Priichod molekul kolonou SE-HPLC [44]
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Obr. 11: Permeace molekul riizné velikosti do pori gelu [10]

Gel se voli podle vlastnosti separovanych latek. Pro latky ve vod€ rozpustné
se pouzivaji hydrofilni gely, napiiklad dextranové gely Sephadex®™. Vyrabi se z fragmentt
dextranu (produkt pfemény sacharosy bakterii Leuconostoc mesenteroides), zesitovaného
epichlorhydrinem v alkalickém prostiedi. Stupen zesitovani a tim i velikost pora lze
ovlivnit zménou poméru reaktantti [10,12]. Na déleni nizkomolekularnich latek (peptidy,
aminokyseliny, koenzymy) jsou vhodné gely s malymi pory Sephadex® G-10 a G-15.
Na odsolovani roztoki proteinti Sephadex® G-25 a G-50 a na separaci proteini do relativni
molekulové hmotnosti 600 kDa se pouziva Sephadex® G-75, G-100, G-150 a G-200 [12].
Mobilni fazi je voda s pfipadnym ptidavkem organického rozpoustédla. Pro latky
nerozpustné ve vod¢ se pouZivaji hydrofobni gely. Patfi mezi né¢ kopolymery styrenu a
divinylbenzenu (Styragel). Mobilnimi fazemi mohou byt aromatické, chlorované a nékteré
heterocyklické uhlovodiky. Univerzalni gely na béazi silikagelu a poréznich skel
se pouzivaji pro separaci jak hydrofobnich, tak i hydrofilnich latek. Kolony maji pramér

az 8 mm a délku v desitkach cm. Pracuje se pii niz$ich tlacich nez u ostatnich HPLC [10].

SE-HPLC je také velmi uzitena metoda na izolaci a charakterizaci obilnych
proteind, pouziva se napiiklad na frakcionaci [7,12]. Jednd se o rozdéleni smési latek
na zéklad¢ relativni molekulové hmotnosti jejich slozek. Podle typu latek se zvoli gel, ktery
je schopen frakcionovat latky v dané oblasti M; [12]. Naptiklad gliadin mize byt
frakcionovan na poérovitém dextranovém gelu Sephadex® G-100 az G-200
na vysokomolekularni gliadin, w-gliadin a nizkomolekularni gliadin. Glutenin miize byt

rozdélen do frakei liSicich se molarni hmotnosti, rozpustnosti, a asociativni tendenci. Timto
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zpusobem muze SE-HPLC rychle, spolehlivé a pii velké citlivosti charakterizovat a

srovnavat pSeni¢né bilkoviny a stanovovat jejich relativni molekulovou hmotnost [7,12].

Dale se SE-HPLC mize pouzit jako skupinova separace, tj. déleni dvou nebo vice
latek s velkym rozdilem M, (napt. odsoleni proteind, polysacharidil, odstranéni extrakéniho

¢inidla, atd.). Odsolovaci kolona se pouziva zvlasté pii praci s nestalou bilkovinou, ktera

v

Jednim z Castych vyuziti SE-HPLC je zkoumani rozsahu kliceni zrn a rozliSovani
ruznych genotypt a odrid stanovenim distribuce molekulové hmotnosti proteint, coz tzce
souvisi s pekaiskou kvalitou bilkovin. Nakonec mizeme zkoumat vzajemné proteinové

kovalentni a nekovalentni vazby a interakce s ostatnimi slozkami endospermu [7].

Gupta, et al (1993) provedli extrakci dvéma kroky. Prvni extrakt obsahoval bilkoviny
dobte rozpustné ve ztedéném SDS, zatimco druhy byl slozen z bilkovin rozpusténych jen
za pomoci ultrazvuku. Pro prvni extrakci bylo 11 mg mouky suspendovano v 1 ml
0,5% hmot. SDS-fosfatovém pufru (pH 6,9) a 10 sekund michano. Vzorek byl nasledné
michan 5 min pii 2000 ot./min a odstfed’ovan po dobu 30 minut pti 10000 x g, zfiltrovan a
aplikovan na SE-HPLC. K separaci byla pouzita mobilni faze ACN/voda (1:1) s obsahem
0,1 % obj. TFA pfi prutoku 0,2 ml/min. Proteiny byly detekovany spektrofotometricky
v UV oblasti 210 nm [34].

Kindred, et al (2008) izolovali bilkoviny v 0,1M fosfore¢nanu sodném (pH 6,9),
ktery obsahoval 1 % SDS. Nasledovalo pouziti ultrazvuku a extrakce pii 60 °C. Izolované

bilkoviny aplikoval na SE-HPLC a detekoval pii 214 nm [37].

Stevenson, et al (2003) nejprve 0,1 g mouky dvakrat extrahovali v 0,05M kyseliné
octové (4 a pak 2 ml) k odstranéni monomerni bilkovinné frakce. Potom zbytek opét
extrahovali stejnym roztokem za pouziti ultrazvuku a centrifugy pro ziskani polymerni

frakce bilkovin. Extrakt byl aplikovan na SE-HPLC a detekovan pii 210 nm [41].

4413 IE-HPLC

Stacionarni fazi je iontoméni¢ (ionex) [10-11]. lonexy jsou pevné latky, které jsou
schopny vyménovat ionty s kapalnymi fazemi [12]. Jsou to makromolekuldrni matrice
(polystyren, celulosa, dextran, apod.) obsahujici kovalentné vazané ionizovatelné skupiny

kyselé nebo zasadité povahy [10,12]. Na kazdou tuto funk¢ni skupinu je iontovou vazbou
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pfipojen protiion s opa¢nym nabojem, ktery je vyménovan iontem stejného znaménka
naboje obsazenym v kapalné fazi (viz Obr. 12). Pii tom se uplatnuji elektrostatické
pritazlivé sily mezi ionty opac¢ného naboje (Coulombovy sily) [10]. Podminkou
pro uspésnou IE-HPLC je schopnost latek proniknout do nitra ¢astic ionexu [12]. Latky
ve smesi se pak separuji podle stupné ionizace skupin a jejich afinity k ionexu, tedy podle
poctu ionizovanych skupin a velikosti jejich naboju [11]. Je to dvoustupnovy proces, kde
se v prvni fazi latky podle velikosti neseného naboje zachyti na ionexu a ve druhé (elu¢ni)
fazi musi byt z ionexu vytésnény slouceninami s vétsi afinitou k ionexu (zménou iontové
sily) nebo odlisnym pH, pficemZz dojde ke zméné€ nabojovych vlastnosti [11-12].

K desorpci bilkoviny tak dochazi v dusledku zmény naboje nebo vytésnénim solemi [12].

kation vzorku v mobilni fazi @

COOH COOH COOH COOH COOHCOOM COOHCOOH

Obr. 12: Vyména iontu na povrchu iontoménice [10]

Iontoméni¢e maji riznou kapacitu, kterou lze vyjadiit v molech vyménénych iontl
na 1 giontoménice (az 3 mmol-g™) a dé&li se na Katexy, jejichz funkéni skupiny jsou kyselé
(sulfoskupiny, karboxylové skupiny) a slouzi k vymén¢ kationtti a Anexy, jejichz funkéni
skupiny jsou zasadité¢ (aminoskupiny, kvarterni amoniové baze) a slouzi k vyméné

aniontd [10,12].

Mezi rliznymi ionty se vaze ten ion, ktery ma nejvétsi nadboj a objem. Ion s v&tSim
objemem je mén¢ hydratovan molekulami vody a hydratacni obal se snadnéji narusi
pfi navazani iontu na ionex. Roli pfi vyméné mohou hrat i jiné faktory. Jako elu¢ni ¢inidlo
je nutné pouzit latku, ktera je schopna konkurovat iontim navazanym na ionexu. V pfipadé
katexi pouzijeme napiiklad kyselinu metylsirovou nebo chlorovodikovou, pro anexy
hydroxid sodny. Kovové ionty je mozné separovat i na anexech, kdyz je pfed tim

pfevedeme do zaporné nabitého komplexu vhodnym komplexotvornym ¢inidlem. Naopak
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anionty schopné tvofit ligandy miizeme separovat na katexech, které pred tim nasytime
kationtem kovu (napf. Ni*"). Tyto fixované kationty poslouzi jako centrélni atomy
komplexii vznikajicich pii separaci aniontt (ligandova vymeéna) [10].

v

Nejvyznamnéjsi ionexy na bazi syntetickych polymera jsou derivaty zesitovaného
polystyrenu nebo akrylatu s pfisluSnymi funk¢énimi skupinami (trietylaminoetyl-, sulfo-,
karboxy-, atd.). Nejsou vSak vhodné pro chromatografii biopolymert (velké molekuly,
denaturace). U ionexti na bazi celulosy a jinych polysacharidi je charakter interakce
se separovanymi latkami komplexni, pievladaji vSak iontové sily. Celulosové ionexy
se ptipravuji reakci celulosy nabobtnalé v alkalickém prostfedi a chlorderivatu zadané
funkéni skupiny. Katexy pouzivané pro vazbu zasaditych a neutralnich bilkovin jsou
karboxymetylcelulosa, fosfocelulosa, sulfoetylcelulosa. Anexy pouZivané pro vazbu
kyselych a neutralnich bilkovin jsou di- a tri- etylaminoetylcelulosa. Celulosové ionexy
maji fadu vyhod, napf. prace v rozsahu pH 2 — 10, opakovatelné pouziti po regeneraci a
hlavné¢ zna¢na schopnost vézat bilkoviny. Dextranové iontoméni¢e jsou na bazi
polysacharidu dextranu (bakterialni produkce) zesitovaného epichlorhydrinem. Vyhodou je
velka adsorpéni kapacita pro bilkoviny (5x vé&ét§i nez ionexy celulosové). Kromé
ionexovych vlastnosti maji 1 vlastnosti molekulovych sit. Nevyhodou jsou objemové
zmény pii mechanickém namahani (vysoky tlak). Dale se pouzivaji agarosové ionexy

na bazi polysacharidu agarosy [12].

K detekci se obvykle pouzivaji vodivostni detektory. Vzhledem k vysoce vodivému
rozpoustédlu by ovSem byla sniZena citlivost detektoru na ionty vzorku. Proto se pted

detektor pridava zatizeni, které potlacuje jejich u¢inek (tzv. supresor) [10].

IE-HPLC je také velmi vhodna pro frakcionaci pSeni¢nych bilkovin. PouZivaji
se iontové-vymeénné kolony oznafované jako "FPLC" (rychld proteinova kapalinova
chromatografie). Batey (1984) dosahl dobré separace gliadini vyuzitim Mono-Q (silna
anion-vyménna kolona) pro odlouceni negativné nabitych proteinti a identifikoval odriudy

pSenice [7].
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ZAVER

Bilkoviny obilovin zna¢né ovliviuji technologickou jakost pseni¢né mouky.
Nejdilezitéjsi jsou gliadiny a gluteniny, které jsou schopny spole¢né tvofit lepek, jenz ma
rozhodujici roli pii tvorbé tésta. Proto je dilezité stanovovat mnozstvi a kvalitu bilkovin

Vv riznych odridach psenice, za iicelem vhodného vybéru mouky pro konkrétni pouziti.

Izolace téchto bilkovin je velmi komplikovana vzhledem K jejich rozsahlé
riznorodosti, ale 1 pfesto je znamo n€kolik postupt, kterymi je Ize frakcionovat podle
rozpustnosti na albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny. Tyto metody jsou zaloZeny
na principech elektroforézy, specifickych imunochemickych stanoveni a kapalinové

chromatografie; a poskytuji uzitecné separace a informace o kvalité obilnych bilkovin.

Pro analyzu obilnych bilkovin jsou nejpouzivangjsi elektromigraéni separacni
metody. Elektroforéza v polyakrylovém gelu s dodecylsulfatem sodnym je ur¢ena vyhradné
pro bilkoviny a k jejich rozd¢leni na jednotlivé frakce dojde pouze na zédkladé molekulové
hmotnosti. Diky tomu se stala relativné levnou moznosti separace obilnych bilkovin. Dalsi
metodou ke stanoveni bilkovin v pSenicné mouce muze byt enzymovd imunoanalyza
na pevné fazi, zalozend na interakci specifické protilatky s antigenem. Chromatografické
metody jsou také hojné vyuZivané pro izolaci a charakterizaci obilnych bilkovin. Jsou
zalozené na rozdilné rychlosti migrace rozpusténych latek. Posledni dobou se vyuzivaji
k analyze prakticky jakychkoliv latek. Pro separaci a stanoveni bilkovin je vhodna gelové
permeacni chromatografie oddé€lujici bilkoviny pfedev§im podle velikosti, chromatografie
na iontoméni¢ich zaloZzend na rozdilnych néabojich v disledku disociace postrannich
fetézcli a nakonec chromatografie na reverzni fazi, ktera funguje na principu rozdélovaci
chromatografie a umoZiluje separovat smési latek rozpustnych v nepolarnich
rozpous$tédlech. Vyhodou chromatografie ve srovnani s vétSinou ostatnich metod je

rychlost a citlivost.

Diivodem charakterizace obilnych bilkovin je pfedev§im analyza jejich kvality,
mnozstvi a slozeni. Nicméné, vysledky chromatografické separace prolaminli jsou
pro jednotlivé odridy obilovin natolik specifické, Ze se vyuZzivaji k identifikaci odrid a
genotypt, ¢ehoz se vhodné vyuziva pro kiizeni a genetické zuslechténi vSech obilovin nebo

pii odhalovani falSovani obili.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACN
DTT
ELISA
FPLC

GC
HPLC
IE-HPLC
kDa

LC

ME

M

PAGE
RP-HPLC
SDS
SDS-PAGE
SE-HPLC
TFA

Tris

uv

Acetonitril

Dithiotreitol

Enzymova imunoanalyza na pevné fazi

Rychla proteinova kapalinova chromatografie

Plynova chromatografie

Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie

lontové-vyménna vysoko-t¢inna kapalinova chromatografie
kiloDalton

Kapalinova chromatografie

2-merkaptoethanol

Relativni molarni hmotnost

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie s tzv. obracenymi fazemi
Dodecylsulfat sodny

Elektroforéza v polyakrylovém gelu s dodecylsulfatem sodnym
Velikostné-vylu¢ovaci vysoko-ucinna kapalinova chromatografie
Kyselina trifluoroctova

2-amino-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

ultrafialovy
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