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ABSTRAKT

Prace se zabyvd studiem vzijemnych vztahi mezi kvantitativnim zastoupenim
jednotlivych frakci lepkovych proteini v pSenicné mouce a mikrostrukturou trojrozmérné
sit¢ pSeni¢ného lepku zobrazenou metodou mikroskopie atomérnich sil. Ziskané vysledky
jsou porovnany s ukazateli pekatské kvality pSenicné mouky (obsah dusikatych latek,
obsah mokrého lepku, sedimenta¢ni index a Gluten index). Kvantitativni zastoupeni
jednotlivych pSeni¢nych bilkovin je stanoveno gelovou permeacni chromatografii a
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu s docecylsulfatem sodnym. Préace se také zabyva
metodou pfipravy vzorkl vysuSeného lepku pro mikroskopii AFM a porovnanim snimki
mikrostruktury lepkt riznych vzorkti mouky. Dale je také popsdna moznost identifikace
jednotlivych proteinli pomoci hmotnostni spektrometrie. Byly pozorovany korelace mezi
ziskanymi vysledky a vybranymi ukazateli pekatské kvality pSenicné mouky, zejména
mezi kvantitativnim zastoupenim jednotlivych proteinovych frakei a sedimentacnim

indexem, jakoz 1 mezi mikrostrukturou lepku a Gluten indexem.

Klicova slova: bilkoviny, gelovd permeacni chromatografie, gliadin, glutenin, Gluten
index, hmotnostni spektrometrie, lepek, mikroskopie atomarnich sil, mouka, pSenice,

SDS-PAGE, sedimentacni test



ABSTRACT

The study examines the relationships between the quantitative representation of individual
fractions of gluten proteins in wheat flour and the microstructure of three-dimensional
network of wheat gluten visualized by atomic force microscopy. The results obtained are
compared with the indicators of baking quality of wheat flour (the crude protein content,
wet gluten content, Sedimentation Index and Gluten Index). The quantitative
representation of wheat proteins is determined by Gel Permeation Chromatography and by
Polyacrylamide Gel Electrophoresis with Sodium Docecylsulfate. The study also deals
with the method of preparation of dried-gluten samples for Atomic Force Microscopy and
comparing images of gluten microstructure of different samples of wheat flour. The way of
identification of individual proteins using Mass Spectrometry is also described.
Correlations were observed between the obtained results and selected indicators of baking
quality of wheat flour, especially between the quantitative representation of individual
protein fractions and the Sedimentation Index, as well as between the gluten microstructure

and the Gluten Index.

[In Czech.]

Keywords: Atomic Force Microscopy, flour, Gel Permeation Chromatography, Gliadin,
Glutenin, Gluten, Gluten Index, Mass spectrometry, Proteins, SDS-PAGE, Sedimentation

Index, wheat
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UvVoD

Obiloviny jsou historicky nejvyznamnéjsi  plodinou. Jejich  produkce
v celosvétovém meétitku zaujima vyznamné misto. Uplatiiuji se jednak jako hlavni surovina
na vyrobu potravin, slouzi i pro vyzivu hospodaiskych zvifat a malé mnozstvi

se zpracovava technicky (na Skrob a lih).

Z botanického hlediska obiloviny fadime do Celedi lipnicovité, jejiz zastupci maji
znacnou podobnost v uspotadani a chemickém slozeni jednotlivych anatomickych casti
obilného zrna. Drobné rozdily vjejich vlastnostech vSak maji vyznamny vliv

na zpracovatelské vlastnosti obilovin a ¢astec¢né i na jejich vyzivové vlastnosti.

Celosvétove nejrozsifengjsi obilovinou pro pekatské vyuziti je pSenice. PSeni¢na
mouka je nenahraditelnou surovinou pro vyrobu kynutych pekarenskych vyrobkt, z n¢hoz
nejvyznamnéjsi slozkou z pekaiského pohledu jsou bilkoviny, které maji zéasadni vliv
na technologické vyuziti a pekatfskou kvalitu. PSeni¢né bilkoviny jsou zcela unikatni,
protoze jsou schopny pfi smiseni s vodou navzajem reagovat pomoci disulfidickych vazeb
a tvofit trojrozmérnou sit, tzv. lepek, ktery je pri¢inou ojedinélych vlastnosti pSeni¢ného

tésta — schopnosti tvofit nakyptenéjsi strukturu a vyssi klenbu peceného vyrobku.

Kvalitou a mnozstvim lepku je tedy dana i kvalita pSeni¢né mouky a tim i kvalita
tésta z ni vytvotfen¢ho. Zavisi to pfedevsim na chemickém slozeni zrna obilovin a poméru
jednotlivych slozek. Proto je zadouci stanovovat mnozstvi a kvalitu pSeni¢nych bilkovin

v riznych odridach pSenice péstovanych za rozdilnych klimatickych a ptdnich podminek.

Ke zjisténi kvality pSenicné mouky se v technologické praxi vyuzivaji relativné
jednoduché, ale spolehlivé metody. Technologicka jakost je faktor, ktery zvySuje uzitnou
hodnotu pSeni¢né mouky a ptedurCuje jeji konkrétni priimyslové zpracovani. Hlavni a
pekaisky pokus. Cim je mémny objem peiva vy$si, tim je mouka vhodngjsi
pro pekarenskou vyrobu. Obsah dusikatych latek (hruba bilkovina) v zrné je také
dalezitym technologickym kvalitativnim parametrem, s nimz uzce souvisi obsah mokrého
lepku, ktery lze jednoduse ziskat vypiranim odlezelého té€sta pod mirnym proudem vody.

Doplnujicim ukazatelem kvality lepkovych bilkovin je sedimenta¢ni index a Gluten index.

Analyza pSeni¢nych bilkovin muze byt velmi nesnadnd vzhledem k jejich

riznorodosti a obtizné rozpustnosti. Pfesto bylo s tispéchem popsano nékolik extrakénich a
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analytickych metod, které umoznuji charakterizaci téchto bilkovin. Nej€astéji se k tomuto
ucelu vyuzivaji chromatografické a elektromigraéni separaéni metody. Charakterizace
obilnych bilkovin umoziiuje nejenom stanoveni mnozstvi a slozeni, ale také predpovidat

jejich technologickou kvalitu.

Zajimavym ukazatelem kvality pSeni¢ného lepku muze byt i struktura jeho
proteinové sité tvorici ,,kostru® tésta na molekularni trovni. Tato struktura podminiuje
technologickou zpracovatelnost tésta a objem peciva. Mikrostrukturu trojrozmérné sité
lepku Ize pozorovat raznymi typy mikroskopickych technik vyuzivajicich odlisné fyzikalni
principy k vytvafeni obrazu. Nejzndmé;jsi a nejbéznéjsi jsou klasické svételné mikroskopy.
Dale se pouziva konfokalni mikroskop, ktery jako zdroj svétla vyuziva laser, pficemz
obraz je vytvafen skenovanim preparatu po jednotlivych bodech. V soucasnosti se
ke studiu pSeni¢ného lepku, popfipad¢ tésta, vyuzivaji mikroskopy schopné dosahnout
mnohem vétsiho rozliSeni. Jednim z nich je elektronovy mikroskop, ktery misto fotoni
vyuziva elektrony, protoZe u téchto ¢astic 1ze dosdhnout podstatné kratSich vinovych délek
konjugované viny a tedy vyrazné lepSiho rozliSeni. Zatim méné¢ vyznamného vyuziti
pii studiu mikrostruktury lepku dosihla mikroskopie atomérnich sil (AFM), zalozena
na mapovani atomarnich sil na povrchu vzorku pomoci ostrého hrotu, ktery monitoruje

topografii preparatu prostfednictvim interakce s jeho povrchem.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PSENICNA MOUKA A JEJI BILKOVINY

Z rostlinnych materiala jsou nejvyznamnéj$im zdrojem proteinli pro vyzivu ¢lovéka
obiloviny, v CR primarné psenice [1]. Z hlediska celkového objemu produkce obilovin je
objem vyprodukované pSenice pfiblizné stejny jako objem vyprodukované ryze, ale ta se
jen malo zpracovava na mouku a podil jejiho vyuziti pro pekaiské tcely je mizivy. Jinde
ve svété mimo Evropu dosahuji znatného vyznamu jest¢ dalsi obiloviny, zejména

kukufice, proso a ¢irok [2].

1.1 Obecna charakteristika mouky

v W

Mouka je téméf Cisty rozdrceny endosperm, jehoz podstatna ¢ast je tvofena Skrobem
a bilkovinami [2-3]. Je to zékladni surovina pro pekérenskou a téstdrenskou vyrobu a
rozhodujicim zplGsobem piedurcuje vzhled, kvalitu a senzorické vlastnosti vyrobku.
Vlastnosti mouky souviseji se zakladni stavebni strukturou obilného zrna, a tudiz s jeho
chemickym slozenim, strukturnim uspofadanim hlavnich chemickych slozek a reakcemi

probihajicimi béhem vymiléni, skladovani a zrani mouky [3].

Podle komoditni vyhlasky Ministerstva zemédélstvi ¢. 182/2012 Sb., kterou se meni
vyhléaska ¢. 333/1997 Sb., se moukou rozumi mlynsky obilny vyrobek ziskany mletim obili
a tfidény podle velikosti Castic, obsahu minerdlnich latek a druhu pouzitych obilnych zrn,

pohanky a ryze [4].

1.1.1 Surovina pro vyrobu mouky

Pro lidskou vyzivu se z obilovin pfimo pouziva vyhradné zrno. Obilnd zrna jsou
semeny obilovin a jejich pfirozend funkce po vyzrani spociva vroli uchovani
zivotaschopnosti zarodkii nové rostliny. Zakladnimi slozkami obilnych zrn jsou
polysacharidy a bilkoviny. V malych mnozstvich jsou v zrnech ptitomny lipidy, mineralni
latky, vitaminy, barviva a ve velmi malych mnozstvich velky pocet slozek, které maji

riuzné rustove, regulacni a genetické funkce [2].

Kazda anatomicka ¢ast zrna ma rizné strukturni, mechanické a fyzikalné-chemické
vlastnosti a plni v Zivoté obilky i pfi nasledném vyuziti a zpracovani své specifické funkce.
Jejich hmotnostni podil je proménlivy u jednotlivych obilovin a kolisa vlivem vnitiniho
(odrada, zralost, vlhkost) a vnéjs$iho prostiedi (pocasi béhem vegetacni doby, kvalita pudy,

choroby, Sktdci, atd.) [5-7]. Podélny fez pSeni¢nym zrnem je uveden na obrazku 1.
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Obrazek 1: Podélny rez psenicnym zrnem (prevzato z [6]).

Obalové vrstvy (ektosperm) tvoii pfiblizné¢ 3 — 9 % hmotnosti obilky a chrani ji
pfed vnéjSimi mechanickymi a mikrobiologickymi vlivy [2]. Jsou sloZeny pievazné
z nerozpustnych polysacharidii typu celulézy s velkou mechanickou pevnosti[2,5].
Podobalové vrstvy jsou slozeny rovnéz z polysacharidi, které ale s vodou bobtnaji nebo
se Castecné rozpoustéji a jsou schopny vodu velmi pevné vazat. Z hlediska pekarenské
technologie maji tyto slozky zhorSujici uc¢inek na kvalitu a zpracovatelnost tésta a Casto i
na vzhled hotového vyrobku. V mlynské technologii jsou oznaCovany jako otruby a
v pekarenstvi maji své vyuziti v celozrnnych vyrobcich, kde jsou z vyzivového hlediska

zdrojem vlakniny, vitamint a mineralnich latek [2].

Kli¢ek (embryo) pfedstavuje asi 3 % hmotnosti zrna, je vlastnim zarodkem nové
rostliny a nositelem genetickych informaci. Je bohatym zdrojem lipidl, jednoduchych
sacharidii, aminokyselin, proteinii, enzymu, mineralnich latek a vitamint [2,5-6].
Pti mlynském zpracovani je oddélovan pravé kvili vysokému obsahu tuku a jeho velmi
kratké stabilitd na vzduchu [2]. Stitek oddéluje kli¢ek od endospermu a obsahuje az 33 %
proteinti [5-6].

Endosperm (vnitini obsah zrna) pfedstavuje nejvétsi podil zrna (80 — 86 %) a je
technologicky nejvyznamnéjsi ¢asti [2,5]. Obsahuje zasobni latky pro kli¢ici rostlinu.
Podstatnd ¢ast endospermu je tvofena Skrobem (téméf 75 %), ale pro pekérenskou
technologii jsou velmi vyznamné i proteiny, které tvoii jen asi 10 % obsahu endospermu.
Kolisani obsahu proteini a jejich rozdilna kvalita je vyznamna ve vztahu ke zpracovatelské

kvalité pSenicné mouky [2].
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Do celkového endospermu se zahrnuje také jeho nejvrchnéj§i vrstva,
tzv. aleuronova vrstva, kterd tvofi pfiblizné 8 % hmotnosti zrna [2,5]. Ta sice obsahuje
podstatné vice bilkovin nez ostatni endosperm, ale ty nepatii k lepkotvornym bilkovindm a

nejsou tedy nositelem pekaiské kvality mouky [2].

1.1.2 Zpusob ziskavani mouky

Zpracovanim obilovin na produkty (krupici, mouku, atd.) a soucasn¢ na krmné
vyrobky se zabyvaji mlynafské technologie, jejichz hlavnim cilem je oddélit klicky a

obalové vrstvy od endospermu s jeho naslednym drcenim, tfidénim a ¢isténim [6].

Vyznamnym krokem pfi vyrobé mouky je sestaveni smési na zamel. Obili
zriznych partii se micha tak, aby vysledné vlastnosti smési maximaln¢ odpovidaly
pozadavkim na jeho urceni pro dalSi zpracovani. Pfi tomto kroku je tfeba zvolit
dominantni ukazatele, podle kterych se bude rozhodovat. Obvykle se jednd o parametry

pozadované pro kvalitni pekai'ské mouky jako je obsah a kvalita bilkovin u pSenice [2].

Smés obili se pak podrobuje tfidéni a CiSténi, které slouzi k oddéleni hrubych
piimési, zrn jinych obilovin, semen plevell a poSkozenych zrn zakladni kultury. Pted
vlastnim mletim se zrno nakrapi a nechd odlezet, aby obalové vrstvy nabobtnaly a 1épe se

odd¢lovaly od endospermu [2].

Vlastni mleti je pomérné slozity proces sestavajici z fady opakujicich se zadkladnich
technologickych krokd nazyvanych mleci chody (pasaze), které jsou slozeny z drceni a
nasledného tfidéni rozemletého produktu. Proces mleti pSenice délime do tii zakladnich
etap: Srotovani (Setrné¢ otevieni zrna, oddéleni endospermu od obalovych vrstev), lusténi
krupic (drceni vytfidénych a vycisténych krupic obsahujicich ulpélou ¢ast slupky tak, aby
se oddélila od endospermu), vymilani (vydirani zbytkli endospermu ulpélych na ¢astech

obalil a drceni castic ¢istého endospermu na pozadovanou granulaci) [2].

V kone¢nych chodech vymilani se zvySuje podil ¢astic z vnitfnich a vnéjSich
obalovych vrstev (mineralni latky, vitaminy a vldknina) a mouka ziskdvd naSedly
odstin [3]. Kone¢né typové mouky se michaji zjednotlivych pasdznich mouk podle
pozadavku zakaznika [2].

Cerstvé namletd mouka nema plnou pekaiskou hodnotu a zisk4 ji aZ po 2 — 6 tydnech

skladovani, pii kterém dochazi k preméndm pekaiskych vlastnosti, které nazyvame

dozravani mouky [6]. Z téchto zmén jsou nejvyznamnéjs$i oxidacni procesy v proteinech



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

mouky, které se projevuji zlepSenim jakosti lepku (snizuje se jeho taznost a zvySuje se
pevnost, pruznost a bobtnavost) [7]. Proces dozravani urychluje teplota nejlépe kolem

18°C, vlhkost a ptistup vzduchu [6].

1.2 PSeniéna mouka

Zakladni pekarenskou obilovinou je pSenice vzhledem k mimotfadné kvalité jejich
bilkovin, které jsou schopny vytvofit nakyptfenéjsi strukturu a vyssi klenbu peceného
vyrobku nez bilkoviny z kterychkoliv jinych obilovin. PSeni¢cna mouka je vlastné
rozdrceny endosperm, jehoz podstatna cast je tvotfena Skrobem a bilkovinami, a pti hnéteni

s vodou vytvaii tésto [2].

Pro bézné pekaiské potieby se pouziva pievazné pSenice obecnd (Triticum
aestivum L.), ze které bylo vySlechténo velké mnozstvi odrtid. Pro vyrobu téstovin
se pouziva psenice tvrda (Triticum durum L.) s vy$Sim obsahem lepku, kterd se semila

na polohrubou mouku tzv. semolinu [2-3,6].

V CR se pseniéna mouka nejéastéji rozdéluje podle granulace (hrubd, polohruba,
hladkd). OvSem v technologické a pekarenské praxi je hlavnim rozliSovacim a jakostnim
kriteriem obsah popela, tj. cislo udavajici tisicindsobek procentudlniho obsahu
mineralnich latek v mouce (napt. hladkd mouka T 530 obsahuje 0,53 % popela). Vyssi
obsah popela se projevuje nasedlym odstinem mouky a poukazuje na vice vymletou
mouku. Stupent vymleti izce souvisi se zastoupenim jednotlivych chemickych slozek

v mouce (viz tabulka 1), coz ovlivituje zpracovatelské vlastnosti mouky [3,6].

Tabulka 1: Zavislost chemického slozeni psenicné mouky na stupni vymleti v % [6].

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

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 -

V soucasnosti se vyrobci peciva snazi dosahnout konkurenceschopnosti rozsifovanim

sortimentu svych vyrobki, které vSak vyzaduji pfesné technologické postupy a konkrétni
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jakost surovin a pfisad. A tak jsou kladeny zna¢né ndroky na dodavatele, aby zachovali
standardni vlastnosti mouk pro jednotlivé druhy vyrobkid. Z tohoto divodu jsou moderni
mlyny vybaveny mnoha specidlnimi pfistroji, podle nichz se wupravuji pekaiské

zpracovatelské vlastnosti mouk [2], o nichz bude pojednano v kapitole 2.1.
1.3 Ostatni druhy mouky

1.3.1 Zitna mouka

Zitné zrno a mouka obsahuji v priméru méné bilkovin neZ psenice [3]. Zitné
bilkoviny maji odli$né fyzikalni a koloidni vlastnosti nez bilkoviny pSenice. Po nabobtnéni
s vodou nejsou schopny vytvofit samostatnou souvislou prostorovou strukturni sit’, ktera je
nosnou kostrou pseni¢ného peciva (Glohu pfi tom hraje 1 vySSi obsah podobalovych
rozpustnych polysacharidii, tzv. pentozant) [3,7]. Proto také nelze Zitny lepek samostatné
vyprat z mouky tak, jako pSeni¢ny [3]. Vyroba zitného, ZitnopSenicného peciva a chleba je
tradici ve stfedni a vychodni Evropé. OvSem ve svétovém méfitku zdaleka nedosahuje

vyznamu pSenice [2,7].

1.3.2 Jefna mouka

Je€men se zpracovava hlavné na kroupy, je¢nou mouku, vlocky, atd. Pfi mleti je¢né
mouky jsou problémem pluchy (listeny vyriistajici u travin na bazi kvétu v klasku), které
ucpavaji sita a obtizn¢ se z nich odstranuji. Mleti je¢mene mé postupovat rychle, jinak

mouka hnédne a zhorSuje se jeji jakost. Je¢na mouka se pouzivala na vyrobu livanci [7].

1.3.3 Ovesna mouka

Oves se zpracovava na ovesné vlocky a ovesnou mouku, kterd se ziskava mletim
vlocek po jejich dikladném tepelném opracovani na valcové stolici a prosévanim. Pouziva

se k vyrob¢ cerealnich kasi a mou¢nych smési na cerealni vyrobky [7-8].

1.3.4 Netradi¢ni suroviny pro vyrobu mouky

V jinych ¢astech svéta se pouzivaji pro vyrobu mouky dalsi suroviny, napt. ryze,
kukufice, sdja, pohanka, brambory, atd. [8]. Pekaiské vyuziti téchto surovin na vyrobky
podle nasich zvyklosti je omezené, nebot nejsou schopny vytvofit pevnou strukturu

klenutého vyrobku. Tradi¢ni peCené vyrobky z nich ptipominaji spise placky [2,7].
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1.4 Proteiny pSenice

Proteiny pSenice maji zasadni technologicky vyznam, protoze jsou schopny vytvofit
nakypienéjsi strukturu a vyssi klenbu pekaiského vyrobku, nez proteiny z kterychkoliv
jinych obilovin [2-3]. Obsah proteinii v pSeni¢né mouce kolisd mezi 7 a 15 %, hlavné

v zavislosti na stupni vymleti, ale také na druhu a odrid¢ rostliny a dal$ich faktorech [1].

Zakladnimi stavebnimi jednotkami pSeni¢nych proteinii jsou aminokyseliny, které jsou
navzajem spojené peptidovou vazbou —CO-NH-. Jednotlivé polypeptidické fetézce jsou
obvykle tvofeny 100 — 5000 aminokyselinami, coz odpovidd relativni molekulové
hmotnosti 10* — 5-10°. V&tsi proteiny jsou zpravidla tvoreny nékolika podjednotkami, tedy
nekolika samostatnymi peptidickymi ftetézci [1,3]. Aminokyselinové slozeni proteinti
v pSenici uvadi graf na obrazku2 [1]. Zastoupeni dané¢ aminokyseliny je déano
hmotnostnim zlomkem dusiku této aminokyseliny k celkovému dusiku obsazenému
v pSenici. Urcité procento tedy pfipadd i na dusikaté latky nebilkovinné povahy, proto

soucet nedava 100 %, ale pouze 96,5 %.

29,9

Procentualni zastoupeni

Obrazek 2: Zastoupeni aminokyselin v psenici [1].

Zcela dominantni aminokyselinou v obilovinach je glutamin, jehoz obsah pfedstavuje
bezméla 1/3 zcelkového obsahu aminokyselin [2]. Druhou nejvice zastoupenou
aminokyselinou je prolin (pfiblizn€ 10 %), ktery dodava bilkovinné struktuie pSeni¢ného
tésta pruznost diky svému specifickému strukturnimu uspotfadani. Tato pruznost
se uplatituje pfi riznych strukturnich zménéch pii hnéteni, kypteni, pfetuzovani tésta a pfti

stavbé jeho struktury [2-3]. Cystein obsahuje ve své molekule skupinu —SH, takze mtize
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vytvofit velmi pevnou disulfidovou vazbu, a tak pevné propojit sousedni bilkovinné
fetézce nebo spojovat Gseky v jedné molekule [3]. Z pohledu vyzivy je také vyznamny
velmi nizky obsah esencialni aminokyseliny lysinu, kviili némuz neni pSeni¢na bilkovina

pro ¢loveka plnohodnotna [2].

Proteiny mohou byt tvofeny pouze polypeptidovym fetézcem — jednoduché
proteiny, nebo mohou v molekule obsahovat jesté jiné latky nebilkovinné povahy —
sloZené proteiny (glykoproteiny — obsahuji sacharidické slozky, lipoproteiny — obsahuji

lipidické slozky) [8].

Jednoduché proteiny pSenicného zrna se deli podle funkcénich vlastnosti
na protoplasmické proteiny (albuminy, globuliny), které jsou tvofeny proteiny
enzymaticky aktivnimi a stavebnimi. Nachdzeji se hlavné v klicku a aleuronové vrstve.
Druhou skupinou jsou zasobni proteiny (prolaminy a gluteliny), které jsou
z technologického hlediska nejvyznamnéjsi a urcuji nutriéni a biologickou hodnotu zrna.

Jsou obsazeny v endospermu [2,7].

Proteiny pSenice jsou historicky klasifikovany na zéklad¢ tzv. Osbornovy postupné
extrakce a jejich rozdilné rozpustnosti v riznych rozpoustédlech, coz vedlo k jejich
rozdeleni do ¢tyi zdkladnich skupin: albuminy (rozpustné ve vod¢), globuliny (rozpustné
ve vodnych roztocich soli), prolaminy (rozpustné ve vodnych roztocich alkoholl),

gluteliny (rozpustné az v roztocich kyselin nebo zasad) [2-3,5-6,9].

Jelikoz kazda z téchto skupin obsahuje velké mnozstvi jednotlivych proteina
s ¢astecné rozdilnymi vlastnostmi, byla vypracovana dalsi hlediska klasifikace téchto latek.
Nové moznosti ziskdvani dat o proteinovych strukturach a vlastnostech umoziuji
rozdélovat proteiny na zdkladé poznani vztahu aminokyselinovych sekvenci a
trojrozmérnych struktur, coz umoziuje klasifikaci tzv. bilkovinnych ¢eledi, zahrnujicich 1

jinak zna¢n¢ odlisné proteiny [9].

1.4.1 Albuminy

Pseni¢né albuminy, jak jiz bylo uvedeno, jsou rozpustné ve vodé¢ a zahiatim na 52 °C
koaguluji [5,9]. Jsou fazeny mezi protoplasmatické bilkoviny, mezi které patii stavebni a
enzymaticky aktivni proteiny, proto jsou soustfedény zejména v klicku [3,5-6]. Albuminy
tvoii pfiblizné¢ 14,7 % pSeni¢nych proteinti [9]. Nejzndméjsi a nejlépe prostudovany

pSeni¢ny albumin je leukosin [5].
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1.4.2 Globuliny

PSenicné globuliny jsou podle Osborna rozpustné ve vodnych roztocich soli [9].
Stejn¢ jako albuminy jsou fazeny mezi protoplasmatické bilkoviny, proto se tyto dvé
frakce vyskytuji vzdy spolecné [5-6]. Globuliny cCastecné koaguluji pii teploté kolem
100 °C [5]. PSeni¢né globuliny ptedstavuji zhruba 7 % proteintl pSenice [9].

1.4.3 Prolaminy

PSeni¢né prolaminy jsou rozpustné ve vodnych roztocich alkoholii (napt. ethanol,
propanol) [9]. Ponévadz je lze pomérné snadno izolovat, jsou jednou z nejlépe
prostudovanych skupin proteinii [5]. Pojmenovany byly podle aminokyseliny prolinu,
kterého obsahuji velké mnozstvi. Prolaminy z pSenice jsou nazyvany gliadiny a

predstavuji okolo 32,6 % pSenicnych proteini [9].

1.4.3.1 Gliadiny

Gliadiny patii mezi charakteristické zasobni nebo také lepkové proteiny pSenice [5].
Jsou tvofeny piiblizné 40 proteiny s pomérné¢ nizkou molekulovou hmotnosti v rozmezi
30 —-75 kDa. Modernimi metodami byly gliadiny frakcionovany pomoci elektroforézy
na gelu a podle klesajici mobility rozd€leny na a-, B-, y- a o-gliadiny [2,9]. Pozd¢&jsi studie
aminokyselinovych sekvenci téchto proteinti ovSem prokazaly, ze neexistuje piima
souvislost mezi pohyblivosti proteini v gelu a jejich zakladni strukturou, takZe se nakonec
a- a B-gliadiny sloucily do jedné skupiny jako a-gliadiny, a dale doslo k rozdéleni
o-gliadini na ®-5 a o-1,2 gliadiny [9]. Ziskané frakce jsou charakteristické pro kazdou

odrtdu pSenice, proto také tato metoda slouzi k identifikaci odrad [2].

Aminokyselinové sloZeni gliadinl je typické vysokym obsahem glutaminu (36 —
45 %) a prolinu (14 — 30 %). Naopak nizké je zastoupeni aminokyseliny tryptofanu a
pon¢kud méné jsou obsazeny kyseliny asparagova a glutamova, arginin, lysin a histidin.
Nizky obsah polarnich aminokyselin souvisi s malou rozpustnosti gliadinti ve vodé,
ve které pouze bobtnaji a vytvareji vysoce viskozni koloidni gely nebo roztoky [3,9].
Pro izolaci a analyzu gliadinti je vyznamna jeho rozpustnost v 60 — 70% etanolu, protoze

pii tom dochézi k nejmensi denaturaci [5].

Obsah dusiku v gliadinech se pohybuje od 17 do 18 % a izoelektricky bod
se nejcastéji pohybuje od pH 6,0 do 7,0. Koaguluji zahtatim na teplotu 60 az 70 °C,

ey oo
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zrna, protoze dojde k podstatnému zhorSeni kvality lepku. Denaturaci urychluje vyssi

vlhkost a doba zahievu [5].

Doposud navrhované modely struktury molekuly gliadinu ptfedpokladaji, ze jde
o jeden spojity polypeptidovy fetézec (viz Obrazek 3), v némz se stiidaji kratké spiralovité
useky (o-helix), useky relativné pfimé s vysokym obsahem glutaminu a prolinu a ndhodné
ohyby. Helixy jsou stabilizovany vodikovymi vazbami, kterych je v celém lepku asi 30krat
vice nez kovalentnich disulfidickych vazeb, coz kompenzuje jejich nizsi vazebnou energii.

Ohyby fetézce jsou naopak zafixovany pevnymi disulfidickymi vazbami [2-3,7].

Obrazek 3: Predpokladana struktura gliadinu (prevzato z [3]).

1.4.4 Gluteliny

Pseni¢né gluteliny jsou podle Osborna rozpustné az ve zifedénych roztocich kyselin
nebo zésad, ale dosud jsou nejméné prostudovanou skupinou, protoze jejich ptiprava je
velmi naro¢nd [5,9]. Gluteliny v pSenici jsou nazyvany gluteniny a pfedstavuji piiblizné

45,7 % pSenicnych proteint [9].

1.4.4.1 Gluteniny

Gluteniny, stejn¢ jako gliadiny, patfi mezi charakteristické zasobni nebo také
lepkové proteiny pSenice [5]. Tato vysokomolekuldrni frakce je tvofena smeési
polypeptidovych fetézci vzajemné propojenych hlavné disulfidickymi a vodikovymi
vazbami, ¢imz vytvareji nadmolekularni vlaknité struktury o relativni molekulové
hmotnosti 10 az 3000 kDa (nejcastéji kolem 2000 kDa) [2,6]. Frakénim srdZenim
(NH4),SO4 byly ziskdny dvé frakce a-glutenin a B-glutenin, které se 1iSi obsahem
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nékterych aminokyselin a mnozstvim dusiku (o-glutenin 17,17 % a B-glutenin

16,16 %) [5].

Celkovy obsah dusiku kolisa od 15,5 % do 20 % a izoelektricky bod je u riznych
preparati znacné odlisny (pH 4,4 az 8,0). Aminokyselinové slozeni gluteninu je mnohem

méngé prostudovano nez u gliadinu [5].

Gluteliny nejsou rozpustné ve vod¢, pouze v ni botnaji a vytvareji vysoce viskdzni
koloidni gely nebo roztoky. Lépe bobtnajici (rozpustnéjsi) slozky gluteninu snizuji objem

peciva, zatimco nerozpustné slozky prokazatelné jeho objem zvysuji [3].

Na obrazku 4 je znazornéna predpokladand struktura gluteninu, kterou si lze
predstavit jako slozitou trojrozmérnou sit’ skladajici se z podjednotek gluteninti s vysokou
molekulovou hmotnosti (High Molecular Weight Glutenin Subunits — HMW-GS) a
podjednotek glutenint s nizkou molekulovou hmotnosti (Low Molecular Weight Glutenin

Subunits — LMW-GS) navzajem vazanymi disulfidickymi vazbami [2-3].

H|V|W GS intramolekulérni disulfidicke vazby

S GRO

QOO Hes
intermolekularni___,
vodikové vazby ~zz{ _-O*_O"Q - -O'-- /
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mtermolekularnl dlsulfldlcke vazby

Obrazek 4: Predpokladana struktura gluteninu (prevzato z [3]).

LMW-GS jsou uvniti své molekuly vazany intramolekularnimi disulfidickymi a
vodikovymi vazbami, ale navenek s ostatnimi molekulami jsou spojeny jen
intermolekularnimi  vodikovymi vazbami. Naopak HMW-GS maji dva druhy
disulfidickych vazeb: intrameolekularni, kterymi jsou propojeny uvnitf své molekuly

(obdobné jako gliadin) a intermolekuldrni, které propojuji jednotlivé podjednotky
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HMW-GS navzajem a udrzuji tak pevnou a pruznou strukturu. Cysteinové zbytky, které
jsou nositeli —SH skupin, a tudiz potencidlnimi misty vzniku disulfidickych vazeb, jsou
umistény jen na koncovych doménach proteinové makromolekuly a jen v téchto mistech

mohou vznikat intra- 1 intermolekularni —S—S— vazby [2-3].

V posledni dobé je kritizovana klasifikace lepkovych proteinii na skupinu gliadinti a

glutenind, nebot’ vlastnosti prolaminti a glutelinti pSenice nejsou striktné odlisné [2].

1.5 Lepek

Zasobni proteiny pSenice (gliadiny a gluteniny) se svymi vlastnostmi 1isi
od podobnych proteini ostatnich obilovin a jsou pfi¢inou vyjimecného postaveni psSenice
v cerealni technologii. Nejsou rozpustné ve vodé, ale s pridavkem vody omezené bobtnaji
a za soucasné¢ho vlozeni mechanické energie formou hnéteni a za ptitomnosti vzdusného
kysliku tvoii pevny gel, ktery nazyvame lepek [2]. V zrnu ani v mouce lepek neexistuje,
vytvaii se aZ po propojeni prostorové sité pSeni¢nych proteinti, cehoz se docili hnétenim

tésta [3].

Prave lepek je ,.kostrou® pSenicného tésta a pricinou jedinecnych vlastnosti, jako je
taznost (schopnost zachovéavat soudrznost pifi namédhani v tahu), pruZnost (schopnost
vratit se po natazeni do pivodni polohy), pevnost (v kombinaci s taznosti to je schopnost
zadrzovat plyn) a bobtnavost (schopnost zvétSovat sviij objem) [2-3]. Diky taznosti,
kterou lepku dodavaji gliadiny, se tésto ptisobenim slabého tlaku kvasnych plynti zdviha a
tak se vytvari jemnd a pravidelna porovitost [2,5]. Pruznost, pevnost a bobtnavost lepku
poskytuji gluteniny [2]. Pouze dostate¢né pevny a pruzny lepek miize zadrzet vétsi
mnozstvi kvasnych plyna a tak udrzet ptivodni tvar peciva. Na bobtnavosti zavisi chovani

lepku v slabé kyselém prostiedi, které se vytvaii béhem zrani tésta [5].

Hnétenim odlezelého pSeni¢ného tésta pod mirnym proudem vody je mozné jednoduse
vyprat tzv. mokry lepek ve form¢ pruzného, tazného a vazkého kaucukovitého gelu
zlutozelené¢ nebo zlutoSedé barvy. Obsah mokrého lepku se pohybuje v rozmezi
od 15 do 58 % ptvodni hmotnosti mouky a jeho vysuSenim se ziska xerogel o obsahu asi

5 az 28 % puvodni hmotnosti mouky (asi 1/3 mokrého lepku) [3,5].
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Kvalita a vlastnosti lepku zavisi hlavné na odrtd¢, poskliziiové tpravé (nebezpeci
denaturace proteinil pfi suSeni zrna), sestaveni smeési na zdmel, dozravani mouky a v mensi

mife 1 klimatickych a ptidnich podminkéach [5].

Vypranim tésta pod mirnym proudem vody vyplavime z lepku pouze ve vodé
rozpustné nebo mechanicky snadno odstranitelné latky. Zbyvajici latky je nutné pokladat
za jeho slozky, 1 kdyZ nejsou nutné k jeho vzniku [5]. SuSina vypraného lepku sestava
pramérné z 90 % proteintl (gliadiny a gluteniny v poméru 2:3), 8 % lipidd, 2 % sacharida
(prevazné skrob), vlakniny, kyseliny fosfore¢né a mineralnich latek [2-3].

Co se tykd konstituce lepku, je to slozitd trojrozmérna sit’ peptidickych fetézci,
riznym zplUsobem zfasenych a propojenych navzdjem disulfidickymi a vodikovymi
vazbami mezi jednotlivymi aminokyselinami. Ur¢ity vyznam pro strukturu lepku ma

1 vrstvicka lipidd (viz obrazek 5) [5].

vodikové mlstky
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Obrazek 5: Model struktury hydratovaného lepkového vidkna (prevzato z [5]).

Rozdily v usporadani této struktury se pak povazuji za pfiCiny riznych vlastnosti
lepku. Nejvetsi pozornost byla vénovana oxidacné-redukénimu systému thiol—disulfid, kdy

se pti oxidaci tvoii disulfidické mustky:

—R-SH —R-S
+ 1 02 — + HQO
—R-SH -R-S
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Cim vice je téchto vazeb, tim je lepek silngjsi, protoze se tim snizuje relativni
pohyblivost peptidickych fetézcii [5-7]. Plsobenim redukénich ¢inidel dochézi k borceni
struktury lepku, které je zplisobeno ptrevazné Stépenim disulfidickych mustkd a tim se
tésto se stava trhavym. Na tomto poznatku je zaloZena i fada tzv. pekatskych zlepSujicich
pripravkl [2,6]. Zesilujici efekt oxidace thiolovych skupin na strukturu tésta vSak neni
zdaleka jednozna¢ny. Rozhodujici vyznam ma pravdépodobné rovnovdha mezi —SH

a —S—S— skupinami [7].

1.5.1 Celiakie

U mensi ¢asti populace vyvolava pSenicny lepek intoleranci zvanou celiakie [7].
Celiakie je chronické vrozené stfevni onemocnéni charakteristické trvalou nesndsenlivosti

k lepku, které maze propuknout v kazdém véku [10].

Vysledem plisobeni lepku ve stievech geneticky vnimavych osob je zanik stfevnich
klkt (vychlipeniny stfevni sliznice zvétsSujici travici plochu), coz zabrani vstiebavani Zivin
a vede k chudokrevnosti, hypovitamindze, otoktim z nedostatku bilkovin, osteoporoze,
vahovym ubytkem, atd. Snizend hladina enzymi travicich sacharidy vede k poruse
vstiebavani cukrti a jejich ndsledné zvySené fermentaci, coz se projevi nadymdanim,
bolestmi bficha a prijmem. Kli¢ovou lécbou tohoto onemocnéni je bezlepkova

dieta, kterou je tieba dodrzovat po cely zivot [10].

Z hlediska celiakie, je za lepek povazovéana frakce proteinii rozpustna v alkoholu,
takze v pSenici se jedna o gliadiny, v Zité sekaliny, v jeCmeni horteiny a v ovse aveniny,
z nichz nejvetsi nebezpeci predstavuji prave gliadiny. Plisobeni jednotlivych proteinti nelze
ovlivnit technologickymi procesy (denaturace, Castecna hydrolyza), protoze je zavisla
na aminokyselinovém slozeni. Z tohoto diivodu se pfi bezlepkové dieté nesmi konzumovat
nejen zrno, ale také vyrobky z téchto obilovin [10]. Pro bezlepkovou dietu jsou vhodné

cerealni vyrobky zejména z kukufice, ryze, pohanky, prosa a amarantu [7].
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2 METODY STUDIA KVALITY LEPKU

Mouka je zékladni pekarenskou surovinou predurcujici kvalitu vyrobku [2]. Snahy
o hodnoceni pekatské zpracovatelské kvality byly provadény jiz v 19. stoleti, ale popisy a
definice pSeni¢ného lepku byly znamy jesté diive. Ustalovanim technologického postupu
vyroby chleba a peciva se zacaly pouzivat zakladni praktické charakteristiky pekaiské
kvality mouky. Pfiblizné€ od 20. let minulého stoleti se vyvijela fada laboratornich piistroji

pro objektivni méfeni charakteristik mouky [3].

2.1 Ukazatele kvality lepku (technologické metody)

Soucasna pekarenska vyroba klade zna¢né naroky na standardni vlastnosti mouk
pro jednotlivé druhy vyrobkl. Proto jsou moderni mlyny vybaveny mnoha specidlnimi

piistroji a podle nich upravuji pekatské zpracovatelské vlastnosti mouk [2].

Za tradi¢ni ukazatele pekatské kvality pSeni¢né mouky se uvadi: schopnost tvorby
kypfticich plynti, pekaiskd sila a barva mouky [3]. Za hlavni méfitko pekaiské kvality

mouky se celosvétoveé povazuje objem peciva ziskaného za definovanych podminek [2-3].

Schopnost tvorby Kkypricich plyni je podminénd dostateCnym mnozstvim
zkvasitelnych cukrii a aktivitou amylolytickych enzymt [3,6]. Optimalni stav je, kdyZ neni
narusen pfilis§ velky podil skrobovych zrn (enzymové€, mechanicky, tepelné) a soucasné je

zajisténa dostatecna aktivita amylolytickych enzymu [3].

Barva mouky muize byt ovlivnéna plivodni barvou pSenice, vysSim obsahem
mineralnich latek (popela) nebo svym nasedlym odstinem, ktery poukazuje na tzv. zadni

mouku s vyssim podilem poskozeného skrobu [3].

Pekarska sila mouky je bezprostfedné spjata s kvalitou a mnozstvim lepku a
je predurcena genetickymi vlastnostmi odriidy pSenice a podminkami jejiho péstovani.
Je statisticky spolehlivé prokdzéno, Ze na objem pSeni¢né¢ho peciva mé nejvyznamnéjsi
vliv obsah lepkovych bilkovin v mouce [3]. Pekaisky silnd mouka se obvykle ziskava
z odrid pSenice s vyS§im obsahem bilkovin (12 — 14 % v suSin€), proto je elastictési a
tuzsi, vyZaduje intenzivnéjsi michani, dobfe zadrzuje vzduch a oxid uhli¢ity produkovany
kvasinkami a tim poskytuje objemnéjsi vyrobky. Slabé mouky obsahuji obvykle pod 10 %
bilkovin a jsou spiSe vhodné pro vyrobu suSenek a oplatkli. Nezalezi to vSak jen na obsahu
bilkovin, ale 1 na jejich slozeni [1]. Obsah lepku je stanovovan ve mlyné¢ a mél by byt

deklarovan pti doddvce mouky odbérateli [3].
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2.1.1 Obsah dusikatych latek

Pro hodnoceni kvality pSenice se jiz celosvétové pteSlo hlavné na uvadéni
celkového obsahu dusikatych latek stanovenych Kjeldahlovou metodou [3]. Podle CSN
EN ISO 20483 se obsah hrubych bilkovin stanovuje jako celkovy obsah dusikatych latek
stanovenych za podminek metody vynasobeny faktorem (pro mlynské vyrobky obecné 5,7
nebo 6,25, pro potravinaiskou pSeni¢nou mouku 5,7), ktery vyjadfuje primérny obsah

dusiku v pSeni¢né bilkoviné [11].

Principem metody je mineralizace stanovovaného vzorku vrouci kyselinou sirovou
za piitomnosti katalyzatoru. Z mineralizdtu obsahujiciho siran amonny, se uvoliuje
pridavkem koncentrovaného roztoku hydroxidu sodného amoniak, ktery se ptedestiluje
s vodni parou do roztoku kyseliny borité, kde se hromadi za vzniku boritanu amonného.

Ten se stanovi titracné odmérnym roztokem kyseliny sirové na indikator Tashiro.
Cely proces lze vystihnout nésledujicimi rovnicemi reakci:

(NH4)2804 +2 NaOH — 2 NH3 + Na2804 +2 HQO
6 NH; + 2 H;BO3; — 2 (NH4);BO;
2 (NH4)3BO3 + 3 H,SO4 — 3 (NH4)2SO4 + 2 H3BO3

Z mnozstvi spotfebované kyseliny sirové se vypocitd obsah dusiku, ktery se
vynasobenim faktorem 5,7 pfepocitd na procentualni obsah dusikatych latek (tzv. hrubé

bilkoviny) v pSeni¢né mouce [11].

2.1.2 Obsah mokrého lepku

Pro bezprostiedni posouzeni kvality mouky je vSak obvyklé zjiStovat obsah
mokrého lepku, ¢imZ lze odhalit jeho zhorSenou kvalitu [3]. Stanoveni obsahu mokrého
lepku je zalozeno na vypirani uhnéteného odlezelého pSenicného tésta pod mirnym
proudem studené vody. Zbavenim vypraného lepku nadbyte¢né vody a jeho zvéazenim
se ziskd mnozstvi mokrého lepku. Obsah mokrého lepku se pohybuje v rozmezi od 15

do 58 % ptivodniho mnozstvi mouky, jak jiz bylo uvedeno v odstavci 1.5 [3,5].

2.1.3 Bobtnavost lepku

Vedle obsahu lepku ma vyznam i jeho kvalita. Tradicnim ukazatelem je bobtnavost
lepku, ktery piedstavuje nartist objemu relativné ¢istého mokrého lepku v roztoku kyseliny

mlécné. Mélo by tim byt do jisté miry charakterizovano jeho chovani ve zrajicim tésté,
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kde fermentaci vznikaji organické kyseliny. Ve vyrobni praxi neni Zadouci, aby bobtnavost
byla piili§ vysoka ani nizka. Ov§em bobtnavost lepku neni jednozna¢nym ukazatelem a jeji

vyznam pro predvidani objemu peciva neni tak podstatny jako samotny obsah lepku [3].

2.1.4 Gluten index

Gluten index (lepkovy index) je metoda zjiStovani kvality lepku zalozena
na pruchodu lepku jemnym sitkem pfi odstted’ovani. Udava se v procentech zbylého lepku
na sitku k celkovému mnozstvi lepku. Tento ukazatel je spolehlivéjSim ukazatelem
pekarské kvality vyjadiované objemem peciva nez bobtnavost. V nékterych zemich je jiz

Gluten index zahrnovéan do norem kvality pSenice ¢i mouky [3].

Podle normy ICC Standard No. 155 je Gluten index stanoven vypranim mokrého
lepku z pSenicné mouky v zafizeni Glutomatic a jeho odstfedénim prostfednictvim
specidln¢ konstruovaného jemného sitka za standardizovanych podminek. Gluten index je
definovan jako procento lepku zbylého na sitku po centrifugaci. Cim vyssi hodnota Gluten
indexu, tim lepsi kvalita testovaného lepku. Je-li lepek velmi slaby a vSechen projde sitkem

— Gluten index = 0. Naopak neprojde-li sitkem zadny lepek — Gluten index = 100 [12].

2.1.5 Sedimentaéni index

Pro hodnoceni pekatské kvality lepkové bilkoviny v pSeni¢éné mouce se stale vice
pouziva sedimentacni test (Zelenyho test) [3]. Tuto metodu stanovuje Ceskd technicka
norma CSN ISO 5529. Sedimentaéni index je ¢islo udavajici objem sedimentu v ml, ktery
vznikne za definovanych podminek ze suspenze zkousené pSeni¢né mouky v roztoku
kyseliny mlécné [13]. ZjiStény objem sedimentu v kapalin€ o pfesné hustoté za standardni

Cas je pak ukazatelem kvality lepkové bilkoviny [3].

Navazka zkouSené mouky se nasype do odmérného valce a piidd se roztok
bromfenolové modfi. Po protfepani na tiepacce pii mirnych otackach se ptida zkusebni
roztok kyseliny mlécné pro sedimentacni test a necha se opéct tfepat. Po uplynuti
definované doby tfepani se vélec postavi do vzptimené polohy a necha se stat v klidu.

Po ptesné urcené dobé se odecte objem sedimentu s presnosti na 0,5 ml [13].

Zaznamenan¢ Cislo udavajici objem sedimentu vyjadieny v mililitrech se oznacuje
jako sedimenta¢ni index. Podstatou zkouSky je vétSi rychlost usazovani ¢astic mouky
s vy$Sim podilem bilkovin nebo s kvalitnéjsi bilkovinou, tedy mouk pekaisky silnéjSich,

nez mouk pekaisky slabsich [13].
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2.1.6 Reologické vlastnosti

V pekarenské technologii a piibuznych technologiich, kde se pracuje s tésty, hraji
vyznamnou roli v utvaieni kvalitniho produktu mechanické vlastnosti surovin a
polotovart. Proto se v metodach hodnoceni surovin, polotovar i produkti rozsahle
vyuziva metod a piistrojii zaloZenych na méfeni reologickych vlastnosti. Zpracovatelska
kvalita a texturni vlastnosti jsou Casto velmi dobfe vystizeny reologickymi ukazateli.
Na zakladé reologickych meéfeni tésta totiz lze pifedvidat jeho chovéani v pribéhu

technologického procesu, poptipadé¢ ziskat podklady pro v€asné provozni zasahy [2].

Stanoveni reologickych vlastnosti tést z pSeni¢né mouky pfesné¢ vymezuje ceska
norma CSN ISO 5530-2, ktera popisuje stanoveni deformace v tahu extenzografickou
metodu. Pojem deformace v tahu je definovan jako odpor tésta proti natahovani a rozsah,
vnémz je tésto natahovano do pretrzeni, podle pracovnich podminek urcenych

v této norme [14].

Pro toto stanoveni jsou nutné dva specidlni pfistroje, a to farinograf a extenzograf.
Na farinografu se pfipravi podle standardnich podminek tésto z mouky, vody a soli.
Zkusebni kus tésta se vytvaruje na skulovaci a vyvalovaci extenzografu do standardniho
tvaru. Po uplynuti daného Casu se zkusebni kus tésta natdhne a potfebna sila se zaznamena.
Okamzité¢ po prvnim nataZeni se opakuji postupné dvé dalsi s tim samym kusem tésta
po opétném tvarovani, odlezeni a natahovani. Zrozméru a tvaru ziskanych kiivek

se stanovi pekaiské vlastnosti mouky [14].

2.1.7 Pokusné peceni

Pokusné peceni se celosvétové povazuje za hlavni méfitko pekatské kvality
mouky [2]. Musi pro néj byt piesn¢ definovan postup, receptura a pouzité zafizeni,
zejména hnétac. V riznych zemich se pouziva riznych hnétaci, které nalezit¢ odpovidaji
lokalnim zvyklostem v piipravé tésta. Rovnéz tak se postupy lisi v intenzité hnéteni,
pfimém ¢i nepfimém vedeni tést, tvarovani vyrobku (volné sazené, ve formach) a
v zé&vislosti na pouzitych ingrediencich i v dobach fermentace a peceni [3]. Vzhledem
k rozdilnosti technologickych postupi v jednotlivych zemich a svétadilech je srovnatelnost

absolutnich hodnot ziskanych vysledka velmi obtizna [2].

Pii vyjadfovani vysledki pokusného pefeni se pfedev§im pouzivaji ukazatele

objemu vyrobku. Protoze podle riznych norem se pouziva rozdilnych navazek na peceni,
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je pro zajisténi srovnatelnosti nezbytné prepocitat vysledek na stejnou hmotnost. Nejcastéji
se uplatiuje vyjadieni mémého objemu v cm® na 100 g vyrobku nebo na 100 g mouky —

tzv. objemové vydatnosti nebo objemové vytéznosti [3].

Objem vyrobku neni zdaleka jedinym ukazatelem pekaiské kvality peceného
vyrobku, ale je pro objektivni srovnani nejlépe vycislitelnym ukazatelem. Vedle toho je
zvykem provadét smyslovda hodnoceni peceného vyrobku podle podrobného

hodnotitelského schématu [3].

2.2 Analytické metody

Analyza pSeni¢nych bilkovin maze byt velmi komplikovanad vzhledem k jejich
riznorodosti a obtizné rozpustnosti [15]. Pfesto bylo vyvinuto né¢kolik extrak¢nich postupti
a analytickych metod, které umoziuji jejich stanoveni a charakterizaci. Pro analyzu
pSeni¢nych proteini se vyuziva analytickych metod zalozenych na principech

elektroforézy, kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie [9].

2.2.1 Izolace pSeni¢nych bilkovin

Slozitd rozpustnost pSeni¢nych bilkovin je déna jejich neobvyklym
aminokyselinovym sloZzenim. Jsou bohaté na glutamin, prolin a hydrofébni aminokyseliny,
naopak maji nizky obsah kyselych a zasaditych aminokyselin. Proto nckteré obecné
postupy izolace bilkovin nemusi byt pro pSenicné bilkoviny vhodné. Na rozpustnosti
se také podili vazby, jakymi jsou aminokyseliny spojeny — nekovalentné vodikovymi nebo
hydrofobnimi vazbami nebo kovalentn¢ disulfidickymi mistky a mohou tvofit
vysokomolekularni komplexy. Sviij podil na rozpustnosti maji i dal$i slozky endospermu,
napt. lipidy, sacharidy i mineralni soli. Navzdory t¢émto komplikacim byla vyvinuta fada

postuptl izolace psSeni¢nych bilkovin [15].

Obecné nejcCastéji pouzivanym rozpoustédlem je dodecylsulfat sodny (SDS)
vroztoku pufrovaném fosforeCnanem sodnym [16]. Je-li vyzadovana redukce
disulfidovych mustkli z divodu oddéleni proteint od jejich podjednotek, piidava se
2-merkaptoethanol (2-ME) nebo Dithiothreitol (DTT). Obvykld doba extrakce proteini
se pohybuje kolem 30 min, pfi¢emz inkubace probiha za rliznych teplot (az 60°C) [15].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

Veskeré pSenicné bilkoviny lze extrahovat zfedénymi roztoky hydroxidu sodného,
ale vlivem vysokého pH je rozruseno mnoho kovalentnich vazeb (zvlasté disulfidovych) a
struktura proteinu je vyznamné zménéna. Uplného vyextrahovani pseni¢nych bilkovin bez
nutnosti chemické redukce disulfidovych vazeb je dosazeno rozstépenim velkych molekul
bilkovin pouzitim ultrazvuku ptimo v 2% roztoku SDS (pH 6,9). Dalsi vyhodou ultrazvuku
je nejen zvyseni rozpustnosti bilkovin, ale také k dosazeni Gplné extrakce postaci mnohem

méné ¢asu (cca 30 sekund) [16].

Thomas Burr Osborne vroce 1907 klasifikoval proteiny pSenice na zakladé
postupné extrakce a jejich rozdilné rozpustnosti v riznych rozpoustédlech, coz vedlo
k jejich rozde¢leni do ¢tyt zakladnich skupin. Albuminy byly extrahovany deionizovanou
vodou, globuliny 0,5N roztokem NaCl, gliadiny 70% roztokem etanolu a gluteniny
roztokem 50% 1-propanolu s ptidavkem 1 % DTT. Postup byl vZdy stejny, a to 30 min
extrakce v pfisluSném roztoku s pravidelnym michanim vzorku po dobu jedné minuty
kazdych 10 minut. Smés byla nakonec odstfedéna pii2000 ot./min po dobu
péti minut [17].

Pfevazna vétSina extrakénich postupti se odviji pravé od Osbornovi postupné
extrakce s vétSimi nebo mensimi modifikacemi. Kuptikladu Gerrard a spol. (2001)
extrahovali albuminy a globuliny 2% roztokem NaCl (w/v), po odstfedéni odebrali Cisty
supernatant a nerozpusténé pelety extrahovali gliadiny 70% (v/v) ethanolem. Po odstfedéni
opé€t odebrali supernatant a z pelety extrahovali gluteniny fosfatovym pufrem s SDS (0,5 %

SDS w/v, 0,05M PO, ~; pH 6,9) za pouziti ultrazvuku [18].

Gliadiny I1ze pomérné snadno izolovat vodnymi roztoky alkoholll (napf. metanol,
etanol, propanol) [3]. Nejpouzivangj$i jsou 70% etanol (w/v) a 55% 2-propanol
(w/v) [5,9,15]. Metanol nebo 2-propanol miize byt nahrazen acetonitrilem (ACN), ktery je
velmi Casto pouzivan v rozpoustédlech pro kapalinovou chromatografii pSenicnych

bilkovin [19-20].

Gluteniny jsou rozpustné jen ve ziedénych roztocich kyselin a zdsad [5,9]. Mezi
gliadinem a gluteninem neni pfesn¢ vymezena hranice. Zménou izolacni metodiky se jejich
vzajemny pomé&r zméni. Napt. horkym 70% etanolem (w/v) se rozpusti tolik proteind,
ze prechazi do roztoku az 26 % gluteninu (w/v). Preparaty ziskané riznym postupem maji

rozdilné slozeni aminokyselin, proto je glutenin v tomto sméru mnohem mén¢ prostudovan
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nez gliadin. Jedno z moznych vysvétleni je, Ze se riznymi Cinidly pferusuji rizné vazby

v ptuvodni molekule [5].

Vétsina vzorkll gliadinli a gluteninti v roztoku denaturacnich ¢inidel je stabilni
nejméné jeden mésic, ale vodné albuminové a globulinové extrakty nejsou, protoze mohou
obsahovat proteazy, které extrakty znehodnoti [15]. Pro lepsi definovani skupin latek
obsazenych v extraktech je mozn4d naslednd separace elektroforetickymi a
chromatografickymi metodami [9]. Pfed vlastni analyzou je velmi diilezité odstiedit nebo

odfiltrovat vS§echny nerozpusténé ¢astice ze vzorku i1 rozpoustédla [15].

2.2.2 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je jedna z nejvyznamnéjSich analytickych separa¢nich metod [21].
Spolu s elektromigra¢nimi metodami umoziiuje separaci znacéné slozitych smési a
ziskavani jednotlivych slozek smeési ve velice Cistém az homogennim stavu. Je mozno
dosdhnout kvalitativni 1 kvantitativni analyzy vzorku, tzn. kromé& urceni sloZzeni smési lze
stanovit 1 koncentraci jednotlivych slozek. Pro uplnou identifikaci je vSak nezbytné
propojeni s dal§imi metodami analytické chemie (napt. hmotnostni spektrometrie, UV-VIS

spektrometrie, apod.) [22].

Chromatografie je zaloZena na rGznych fyzikalné chemickych principech, ale
obecn¢ jde o nestejnomérné rozdclovani slozek, ptfi nichz dochazi k postupnému a
mnohokrat opakovanému vytvafeni rovnovaznych stavii délenych latek mezi dvéma
vzajemné nemisitelnymi fadzemi — stacionarni a mobilni [21-23]. Vysledkem je rozdilna

rychlost migrace rozpusténych latek [22].

Mobilni (pohyblivd) fize unasi separované latky pies stacionarni (fixovanou) fazi,
kterd je umisténa v koloné¢ [21-23]. V pfipadé¢ kapalinové chromatografie je mobilni fazi
vzdy kapalina, zatimco stacionarni fazi mtize tvofit pevnd, porézni, povrchove aktivni latka
ve form¢ malych Castic nebo tenkd vrstva kapaliny na pevném nosi¢i [24]. Pohyb
separovanych c¢astic je ovlivilovan vzdjemnymi interakcemi se staciondrni a mobilni fazi,
které jsou zékladnim piedpokladem pro usp&$nou separaci [21,23]. Castice, které maji
vysSi afinitu ke staciondrni fazi, se pii prichodu kolonou vice zdrzi. Tim se postupné
slozky od sebe oddéluji (separuji) a kolonou projdou diive slozky snizs§i afinitou
ke stacionarni fazi. O separaci slozek vzorku rozhoduji nejen jejich interakce se stacionarni
fazi, ale velmi vyrazné i pouzitd mobilni faze [25]. Z pohledu slozeni mobilni faze

se rozliSuji dva zékladni zpiisoby eluce. Izokraticka — slozeni mobilni faze je konstantni
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po celou dobu uvoliiovani slozek z kolony [23]. Gradientova — slozeni mobilni faze

se méni béhem separace — vzrista jeji elucni sila [26].

Hlavni vyhodou kapalinové chromatografie je, ze k déleni latek je mozno vyuzit
vSechny vratné dvoufazové separacni mechanismy [21]. Na zaklad¢ vlastnosti staciondrni
faze a typd vzajemnych interakci, které se podileji na distribu¢nim procesu, lze urcit

prevladajici separa¢ni mechanismus:

* adsorpce — sorpce latek na povrch pevné stacionarni faze, o separaci rozhoduje

rizna schopnost slozek poutat se na povrch stacionarni faze (adsorp¢ni chromatografie),

* rozdélovani mezi dvé nemisitelné kapaliny, o rozd€leni smési rozhoduje

rozpustnost latek v mobilni a stacionarni fazi (rozdélovaci chromatografie),

» sitovy neboli permeacni efekt — molekuly pronikaji z volné mobilni faze
do stejné kapalné faze, kterd je uzaviena v porech tuhé stacionarni faze, rozdéluji se

na zaklad¢ velikosti (gelova permeacéni chromatografie),

* vyména ionti — o separaci rozhoduji rizn¢ velké elektrostatické sily mezi
funkénimi skupinami staciondrni faze (iontoméniCe) a ionty v separované smesi

(chromatografie na iontoménicich),

* biospecificka interakce — zakladem je vysoce selektivni vazba stacionarni faze a

separované slozky (afinitni chromatografie) [21,23,25].

Zatizeni pro kolonovou chromatografii, jejiz stacionarni faze je umisténa v trubici
(kolong), se sklada z téchto zakladnich Casti: vybaveni zabezpecujici Cerpani mobilni faze
(pumpa), zafizeni na naneseni vzorku (vicecestny davkovaci ventil) nebo automaticky
davkova¢ vzorku (autosampler), soucdst na separaci slozek (chromatograficka kolona),
detektor separovanych slozek, sbéra¢ frakci a vyhodnocovaci zatizeni (pocitac) [21,23-25].
V ptipadé vyuziti gradientové eluce se pridava jest¢ sméSova¢ mobilni faze.
Nejpouzivanéjs§imi detektory v kapalinové chromatografii jsou fotometricky (méfi
absorbanci eludtu vychazejiciho z kolony), refraktometricky (méfi rozdily mezi indexem
lomu eluatu a Cisté mobilni faze) a fluorescen¢ni (zalozen na principu fluorescence —
schopnosti latek absorbovat UV zafeni a pak vysilat zafeni o vySsi vinové délce) [25].

Schéma kapalinového chromatografu je znazornéno na obrazku 6 [24].
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Obrazek 6: Schéma kapalinového chromatografu (prevzato z [24]).

Pro separaci proteind je mozné vyuzit Afinitni chromatografii, kterd je zalozena
na biospecifické interakci stacionarni faze a latky ze separované smési [19]. Bilkoviny

interaguji s ligandem nebo iontem kovu imobilizovanym na stacionarni fazi [27].

Dals$i metodou miZze byt Chromatografie na ménicich ionta (IEC), kde je
principem déleni smési na zdklad¢ odliSnosti elektrostatickych sil, jimiz se latka vaze
na stacionarni fazi (iontoménic¢) urcitym typem iontli a misto né¢ho uvolnuje do roztoku
jiny ion [21-22]. Proteiny je mozné, diky jejich amfoternimu charakteru, separovat jako

anionty nebo kationty v zavislosti na pH [27].

Jednou z univerzalnich metod kapalinové chromatografie, kterd se také pouziva
pro izolaci a separaci proteini a peptidi, je Chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC), kterd probiha v syst¢tmu dvou vzijemné nemisitelnych kapalnych fazi,
v némz stacionarni faze je méné polarni nez mobilni faze [22,24]. Latky ze separované
smeési se rozpoustéji mezi obé faze [22]. Nepolarni slouceniny jsou eluovany pozdéji nez
polarni slouceniny [24]. Vyznamné je pouziti RP-HPLC k urceni kvality bilkovin pSenice
pro vybér odrad pii kiizeni a analyzu rozdilt pifi péstovani v rtiznych lokalitach, nebo také

pro studium proteinovych interakci s dal§imi slozkami endospermu [15].
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2.2.2.1 Gelova permeacni chromatografie

Gelovda permeacni chromatografie (GPC, nebo také velikostné vylucovaci
chromatografie (Size Exclusion Chromatography —SEC) je typem kapalinové
chromatografie, kde jsou jednotlivé molekuly analyzovanych latek separovany podle jejich

velikosti, tvaru ¢i molekulové hmotnosti [21,26].

Stacionarni fazi tvofi porézni ¢astice hydrofilniho gelu, jejichz pory jsou naplnény
mobilni fazi. Jako gely jsou vyuzivany materidly typu zesitovanych dextrant
(napt. Sephadex®), agarosy, makroporézni silikagel, ¢i1 syntetické polymery

(polyakrylamid a jeho kopolymery) [21-23].

K separaci latek dochazi tehdy, kdyz molekuly maji rozdilné velikosti. Malé
molekuly jsou ve srovnani s vét§imi vice zadrzovany ve stacionarni fazi v dusledku jejich
pronikani — permeace — do vétsi hloubky pért v gelu. Nejmensi molekuly tedy urazi
pii prichodu kolonou nejdelsi drahu (maji k dispozici nejvetsi volny objem) a eluuji
v nejdel§im eluénim &ase. Cim jsou molekuly vétsi, tim je méné porti, do kterych mohou
pronikat a zlistavaji tedy mimo ¢astice gelu. Velké molekuly, jejichz pramér je veétsi nez
prumér pora v gelu, nepronikaji do pért viibec, kolonou se pohybuji nejrychleji a eluuji

jako prvni [16]. Interakce molekul vzorku se stacionarni fazi nenastava [25].

Gelova permeacni chromatografie nachéazi Siroké uplatnéni v biotechnologickych
procesech pfti izolaci a purifikaci makromolekularnich latek (enzymy, proteiny, nukleové
kyseliny, atd.) a jejich odsolovani [23]. Pii GPC se proteiny d¢€li na zaklad¢ své molarni

hmotnosti [27].

2.2.3 Elektroforéza

Elektroforéza je délici metoda, které se fadi mezi elektromigracni separacni techniky.
Principem separace slozek vzorku je rozdilna rychlost migrace elektricky nabitych castic
ve stejnosmérném elektrickém poli. Jestlize jsou latky nesouci néboj rozpusStény
v elektrolytu a umistény v elektrickém poli, za¢nou se v elektrickém poli pohybovat
konstantni rychlosti imérnou jejich pohyblivostem k opacné nabité elektrodé [22,25].
Kationty migruji k zdporné elektrod¢ (katod¢), anionty ke kladné elektrodé (anod€) a
neutralni molekuly ¢i castice se nepohybuji [25]. Rychlost migrace c¢astic zavisi

na velikosti naboje, velikosti a tvaru molekuly, na povaze nosice, elektrolytu, atd.
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U amfoternich iontl jako jsou proteiny a peptidy velikost nédboje zavisi na pH, protoze

proteiny a peptidy mohou existovat ve tfech nabojovych formach [19].

Pro analytické ucely se bézné pouziva ploSné usporadani zonové elektroforézy,
kde je prostiedi mezi elektrodami tvoifeno zdkladnim elektrolytem, ktery zajiStuje
dostate¢nou elektrickou vodivost vcelém systému [22,25]. Separace se provadi
v antikonvekcénich mediich, aby se zabranilo tepelné difuzi a konvekénim proudim
v kapaliné. Elektroforetické nosi¢e musi byt hydrofilni, nerozpustné ve vod¢ a mély by mit
co nejmensi adsorpcni schopnosti [22]. Pouzivaji se zejména gelové materidly, a to
polyakrylamidovy, agarosovy gel, v tenké vrstvé na sklenénych deskach (gelova
elektroforéza) [22,25]. Plosny nosi¢ je napustén zékladnim elektrolytem a je umistén
v elektroforetické komoie. Elektrody jsou wumistény v elektrodovych prostorech
naplnénych elektrodovym pufrem, které jsou umistény na protilehlych stranach gelu.
Po vlozeni napéti se vlivem odlisné rychlosti migrace slozek vzorku v pritbé¢hu separace
vytvareji oddélené¢ zoény jednotlivych slozek. Zony se detekuji a vyhodnocuji az

po separaci [25].

Ionty jsou pii prichodu médiem vystaveny odporu sil vnitiniho tfeni. Jejich
pohyblivost je tedy vysledkem rovnovahy mezi elektrostatickou silou a silou vnitiniho
treni, ktera plsobi v opa¢ném sméru. Pfi pouziti gelovych materidli se pii separaci latek
vyuziva principu molekularniho sita. Molekuly jsou ve svém pohybu gelem omezovany a
jejich rychlost tedy zavisi na hustoté gelového sita. Velké molekuly jsou zpomalovany vice

nez molekuly malé a proto za dany Cas urazi kratsi vzdalenost [22].

Pravdépodobné nejvyznamnéjs$i metodou je elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu (PAGE) v plo$ném uspofadani, ktera se provadi ve specidlnich aparaturach, v nichz
se nosi¢ se vzorkem k separaci umisti mezi dvé elektrody, mezi nimiz prochdzi
stejnosmérny proud. Plosné uspofadani se provadi bud’ horizontdln¢ (gelova deska je
umisténa v pfistroji ve vodorovné poloze), nebo vertikdln¢ (gelovad deska je kolmo

na podlozku, viz obrazek 7). Oba tyto zplisoby maji své specialni pouziti [22].
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Obrazek 7: Schéma pristroje pro vertikalni elektroforézu (prevzato z [22]).

Aby bylo dosazeno uspokojivé separace, je nezbytné nanést velmi maly objem
koncentrovaného vzorku na start jako ostry, uzky pruh, coz je velmi narocné. Proto byla
zavedena technika diskontinudlni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu, kterd pouziva
dva gely s rizn¢ velkymi pory a n€kolik pufrti s odlisnym pH. Jako prvni pfijde do styku
s délenou smési zaostiovaci gel s velkymi pory, v némz probiha déleni iontl na principu
izotachoforézy. Makromolekuly zde migruji ve velmi uzkych zonéch, které jsou sefazeny
podle svych pohyblivosti. Takto vstupuji do separacniho gelu (bézny gel pouzivany
pii zénové elektroforéze), kde dojde k rozdéleni jednotlivych molekul. V separa¢nim gelu

se vedle elektroforetické pohyblivosti uplatni 1 princip molekularniho sita [22].

2.2.3.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym

Elektroforéza v polyakrylovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS-PAGE)
je separacni technika uréend vyhradné pro peptidy a proteiny [22,28]. Zakladem
je elektroforéza komplexii denaturovanych proteint a peptidii s anionaktivnim detergentem
dodecyl sulfatem sodnym (SDS) [28]. SDS nese zdporny naboj a proto vysledné komplexy
SDS-protein jsou v neutralnim a alkalickém prostiedi silné¢ negativné nabité a putuji
k anodg, pfic¢emz se vyrovnavaji nabojové rozdily proteinovych molekul a ty se pak v gelu

déli pouze podle velikosti (respektive molekulové hmotnosti). VSechny proteiny vazou asi
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1,4 g SDS na 1 g proteinu a v disledku odpuzovani adsorbovanych zapornych naboji SDS
ziskaji jednotnou tyCinkovitou konformaci. Jejich délka tak piiblizné¢ odpovida relativni
molekulové hmotnosti molekuly. Prochazeji-li komplexy SDS-protein polyakryamidovym
gelem o vhodné porozité, je jejich pohyblivost pfimo umérnd logaritmu molekulové
hmotnosti pfislusného proteinu [22,28]. Separované proteiny jsou nejcastéji detekovany
specifickym barvenim (napf. ninhydrinem, stiibrem, Commassie Blue), fluorescenénim

nebo radioaktivnim znacenim [28].

Hodnoty relativni molekulové hmotnosti jednotlivych proteint ziskdme porovnanim
se smési standardnich proteini. Nevyhodou je, Ze vazbou SDS na protein ve vétSing
ptipadii dochazi ke ztraté jeho biologické aktivity, takze napf. enzymy jiz po prob&hnuti

elektroforézy neni mozné na zéklad¢ aktivity prokazat [22].

SDS-PAGE je jednou z hlavnich a relativné levnych metod vyuzivanych pii separaci

pSeni¢nych proteinti [28].

2.2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je mikroanalyticka technika, ktera prevadi vzorek
na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separuje podle poméru jejich hmotnosti a
naboje m/z v elektrickém nebo magnetickém poli [20,24,28]. Vzijemnym srazkdm castic
v plynném stavu brani hluboké vakuum (10* az 10°® Pa), ¢imz je zaruceno, Ze k ionizaci
dochazi pouze zadoucim zplsobem a nedochdzi k dalsim fragmentacim molekul

analyzované latky [25].

Zakladni kroky v hmotnostni spektrometrii jsou uvedeny na obrazku 8 [29].
Analyzovany vzorek v pevném nebo kapalném stavu je na vstupu nejprve zplynén.
V plynném stavu je pfiveden do ionizatoru. Proud molekulovych ionti a iontovych
fragmentl analyzované latky se pies Stérbinu vlivem silného elektrického pole urychli a
vstupuje jako tenky svazek leticich Castic do hmotnostniho analyzatoru. V ném dochazi
k rozdéleni iontl podle individudlnich hodnot m/z na zaklad¢ riznych fyzikalnich principd.
Po prichodu analyzatorem jsou ionty zaznamenany iontovym detektorem. Signaly
jednotlivych ionti jsou zaznamenany, ¢imz vznikne hmotnostni spektrum, coz je

zavislost relativni intenzity iontového proudu na podilu m/z [21,25,29].
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Obrazek 8: Schéma béznéeho hmotnostniho spektrometru (prevzato z [29] ).

K dispozici je nékolik rGznych ioniza¢nich metod. Pro identifikaci proteint
se vyuzivaji Setrné ionizacni zplsoby, aby se ionizaci neoddélily nekovalentné véazané
Castice. Mezi n¢ patii elektrosprejova ionizace (ESI), ionizace laserem za piitomnosti

matrice (MALDI), rezonan¢ni multifotonova ionizace (REMPI) [30].

Elektrosprejova ionizace se pouziva k pfenosu vzorku z roztoku nebo aerosolu
do plynné faze. Analyt se rozpusti v t€kavém rozpoustédle a tento roztok je rozstfiknut
jehlou do elektrického pole tak, aby vytvofil nabité kapicky o primeéru v fadu mikrometrt.
Pro snazsi odpareni rozpoustédla, je jehla vyhtivand proudem okolniho tzv. nebuliza¢niho
plynu (obvykle N»). ESI se uplatiiuje zejména pfi analyze velkych, net€kavych, nabitych

molekul jako jsou proteiny nebo nukleové kyseliny [30].

V metodé MALDI je zkoumany vzorek soucasti pevné matrice, odkud je odpatfen
laserem a ionizovan pfenosem protonu z této matrice. Matrice je nedilnou soucasti této
ionizacni techniky, proto by méla byt snadno rozpustna ve stejném rozpoustédle jako
vzorek, aby byla mozna jejich spolecnd krystalizace. Laserovy paprsek je aplikovan

v podobé¢ kratkych pulst, takze ionty nejsou generovany nepretrzité [30].

REMPI probiha za studena a k odpatfeni vzorku vyuziva nadzvukové proudové
expanze. Expanzi dochazi k silnému chladicimu G¢inku na molekulach analytu v roztoku
vzorku. Diky tomu mohou byt snadno vytvofeny nekovalentni komplexy v plynné fazi.
Jsou vSak stale neutralni, proto jsou nasledné fotoionizovany laserovym paprskem

prostiednictvim multifotonové absorpce [30].
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Hmotnostni analyzatory vyuzivaji fyzikélni principy separace vytvoienych iontl
vychézejicich z ionizacniho  zdroje. V kombinaci s uvedenymi ioniza¢nimi
metodami se nejcastéji vyuziva kvadrupdlovy analyzator, iontova past (IT), detektor doby

letu (TOF) a iontova cyklotronova resonance (ICR) [30].

Kvadrupdlovy analyzator obsahuje Ctyfi paralelni kovové ty€e, do nichz je
pfivadéno konstantni stejnosmérné napéti (U) a soucasné radiofrekvencni pole (V).
Nastaveni hodnot U a V ptedurcuje trajektorii drahy letu iontl mezi ty¢emi, postupnymi

zménami hodnot U a V se separuji ionty rtizné hodnoty m/z [25,30].

Iontova past pracuje podobné jako kvadrupol, ma vsak jen tfi elektrody, z nichz
jedna je kruhova a dvé vyklenuté do prostoru kruhu. V tomto prostoru se shromazd'uji

ionty. Zménou nastaveni veli¢in U a V jsou ionty odvadény k detektoru [25].

V detektoru doby letu je cely vzorek iontti akcelerovan najednou. VSem iontim
se dodava stejna energie. lonty vstupuji do letové trubice, na jejimz konci je detektor.

Doba priletu odpovidd hodnoté m/z, takze na detektor postupné dopadaji ionty

Vv

V iontové cyklotronové resonanci se méfi cyklotronové frekvence iontl

obihajicich uvnitf civky supravodivého elektromagnetu [30].

Posledni soucasti hmotnostniho spektrometru je iontovy detektor, ktery prevadi
proud dopadajicich iontli na proud elektroni. Pravdépodobné nejpouzivanéjsim detektorem
je elektronovy nasobic, ktery je zkonstruovan jako zuzujici se trubice, do jejiz SirSi Casti

dopadaji ionty [25].

Hmotnostni spektrometrie je vSestrannd, rychld a citlivd analytickd metoda, ktera
se vyuziva ke kvalitativni 1 kvantitativni chemické analyze [25]. Slouzi k identifikaci
chemickych individui a umoznuje nepifimé stanoveni molarni hmotnosti analytu podle
hodnoty m/z [21,29]. Proto se vyuziva i jako detektor u rtznych separanich metod,

pfi¢emz je schopna z jednoho vzorku ziskat vice informaci o struktufe analytu [25,29].
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2.3 Mikroskopické metody

Mikroskopické metody slouzi k zobrazeni struktur, které nejsou viditelné pouhym
okem. Studiem pSeni¢ného lepku (popfipad¢ tésta) pomoci rtiznych mikroskopickych
technik mtze byt odhalena mikrostruktura jeho trojrozmérné sit¢ [31]. Pro tyto ucely
se vyuzivaji rizné typy mikroskopie, napt. svételna mikroskopie (LM) [32-33], transmisni
elektronova mikroskopie (TEM) [34], rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) [35-37],
konfokalni laserovéa skenovaci mikroskopie (CLSM) [38-40] a mikroskopie atomarnich sil

(AFM), kterou se zabyva nasledujici text.

2.3.1 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) se stala nejrozsifenéjsi podskupinou
mikroskopickych a analytickych metod souhrnné nazyvanych mikroskopie rastrovaci
sondou, které se pouzivaji k trojrozmérmému zobrazovani povrchli [41-42]. AFM je
zaloZena na mapovani atomarnich sil na povrchu vzorku prostfednictvim ostrého hrotu
(mén¢€ nez 10 nm v primeéru), kterym pomoci interakce s povrchem monitoruje jeho
topografii, pfipadné i1 ne€které vlastnosti vzorku. Obraz povrchu vzorku se zde sestavuje
postupné, bod po bodu [42]. Principem je kontrolovany pohyb ostrého hrotu po povrchu
studované¢ho vzorku ve sméru vSech tfi os soufadného systému. Soufadnice hrotu jsou
zaznamenavany v pocitaCi, z ¢ehoz je nasledné¢ vytvoren topograficky obraz povrchu

vzorku (viz obrazek 9) [30,43-44].

laser fotodetektor |

- elektronika

7T
nastaveni svisle —
polohy (z) )

L
vzorek — . ,
| I ohebny nosnik
(cantilever) — 0

drzak vzorku
iy poéitat
; zobrazujici x/y/z

x/y piezoelektricky topograficky
skener obraz

Obrazek 9: Schéma mikroskopu atomarnich sil (prevzato z [30] upraveno podle [43]).
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Zakladem AFM je 100 az 200 um dlouhy ohebny nosnik (tzv. cantilever), ktery je
na jednom konci fixovany, zatimco na jeho druhém konci je kolmo upevnén hrot, ktery
se pohybuje nad vzorkem nebo vdotyku snim a je vzorkem odpuzovan ¢i
pritahovan [42-44]. Interakce mezi hrotem a povrchem vzorku je urovana silami, kterymi
na sebe pusobi atomy obou téchto slozek [44]. Hroty jsou vyrabéné technikou iontového
odpraSovani, nebo se pouzivaji nanohroty tvofené¢ uhlikovymi vldkny a nanotrubicemi,
kter¢ se vyznacuji nizkymi hodnotami vrcholovych uhli [41]. DalSimi soucastmi
mikroskopu AFM jsou mechanické ¢ast zabezpecujici stabilitu a nastaveni polohy ve vSech
ttech rozmérech a elektronicka ¢ast (v€etné pocitace) zajist'ujici napajeni, soucinnost vSech
¢asti, zpcétnou vazbu, ovladani a sbér naméfenych dat. Dilezitou vngj$i soucasti
mikroskopu je vybaveni k tlumeni mechanickych vibraci (napf. umisténi pfistroje na

antivibracnich stolech) [44].

Vzorek se umisti na drzdk vzorku s registrovatelnym posunem do tésné blizkosti
nosniku. Béhem méfeni je pohybovdno drzdkem vzorku pomoci piezoelektrickych
skenert, ¢imZ se hrot pohybuje vzhledem k povrchu vzorku. U¢inkem ptisobeni odlignych
interaktivnich sil se nosnik rtizné¢ ohyba. Méfenim ohybu nosniku jsou ziskavany
informace o velikosti interakce, proto musi mit nosnik velmi malou tuhost, aby bylo mozn¢é
registrovat pusobeni velmi slabych interakénich atomdarnich sil v pribéhu rastrovani
povrchu. Celkovy detekovany signal je navic ovliviiovan i vlastnostmi nosniku a
eventudlnimi dal§imi vlivy (napf. kapildrnimi silami pfi mozné pfitomnosti vody
na povrchu vzorku) [44]. Detekce ohnuti nosniku se nejcastéji provadi jednoduchou
optickou metodou pomoci laserového paprsku odrazeného od zadni stény nosniku.
Laserovy paprsek z diody se nechd dopadat nanosnik, od n¢ho se odrazi a dopada
na polohové citlivy fotodetektor. Zmeéni-li se ohnuti nosniku, zméni se i uhel dopadu
paprsku na nosnik a odrazi se do jiného mista fotodetektoru, z cehoz se ur¢i ohnuti

nosniku [41-42].

Pohybovani je docileno vyhradné piezoelektrickymi skenery, které jsou schopny
realizovat pohyby mensi nez desetina nanometru definované¢ ve smérech x, y a z [42,44].
Piezoelektricky skener se pohybuje vzorkem ve smérech x a y a skenovaci hrot
se pohybuje ve sméru osy z [43]. Pro pohybovani hrotu po povrchu vzorku se vyuziva
dvou metod — prostého tazeni hrotu po povrchu (tzv. kontaktni) — je mozné provadét
ve dvou moznych rezimech: s kontinualni vyskou nebo s kontinualni silou; nebo

frekvencéni s rozkmitanim nosniku (tzv. bezkontaktni) [44].
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Pti rezimu s konstantni vySkou se udrzuje konstantni vyska sondy (zdkladni poloha
nosniku) a méfi se ohnuti nosniku. Hrot je mirn€ vtla¢en do vzorku a je-li povrch vzorku
nerovny, ma nosnik v riznych mistech vzorku riznou velikost ohnuti a zaznamenavanim

zmén je mozné sestavit zvétSeny obraz vzorku [42,44].

Pfi rezimu s konstantni silou (popf. konstantnim ohnutim) se udrzuje stejné ohnuti
nosniku a méfi se vyska sondy [44]. V kazdém bod¢ se porovné soucasnd hodnota ohnuti
s pfednastavenou hodnotou, a pokud se liSi, nosnik s hrotem se pfiblizi nebo oddali
od vzorku o takovou vzdalenost z, aby se hodnota ohnuti opét shodovala s prednastavenou

hodnotou [42].

Me¢éteni frekvenéni s rozkmitanym nosnikem se vyuziva pfi bezkontaktni metod¢,
v nichz neni mezi hrotem a vzorkem pfimy mechanicky kontakt [42-44]. Hrot a vzorek na
sebe pusobi piedevSim skrze Van der Waalsovu, elektrostatickou nebo magnetickou
silu [41,44]. ProtoZe tyto sily jsou velmi malé, provadi se bezkontaktni rezim tak, Ze je
nosnik rozkmitdvan a misto jeho ohnuti se méfi zmény v rezonancni frekvenci nebo
vibra¢ni amplitudé vlivem pftiblizeni hrotu k povrchu vzorku. Na zaklad¢ téchto zmén je

mozné sestavit obraz povrchu vzorku [42-44].

Dalsi moznosti pohybu hrotu po povrchu vzorku je AFM s pierusovanym
kontaktem (tzv. semikontaktni), kde se vibrujici hrot pfiblizi k povrchu vzorku takovym
zpusobem, ze je vzorek prerusované kontaktovan (,,poklepavan®). Stejné¢ jako
v bezkontaktni AFM se amplituda kmitani hrotu méni vlivem piibliZeni hrotu k povrchu

vzorku [43].

Kazdy z téchto zplsobii ma své prednosti a sva negativa, proto se jejich pouziti voli
podle charakteru studovaného vzorku. V pfipadé bezkontaktni metody se snizuji artefakty
zpusobené tuhosti nosniku a rezim s konstantni silou pomaha eliminovat ptsobici kapilarni

sily [44].

Soutadnice pozice piezoelektrickych skeneril a rastrovaciho hrotu se zaznamenava
pocitacem a vyslednd topografie povrchu se rekonstruuje jako obraz s moznosti riizné
prezentace. Nejnazorn€j$i zobrazeni s pomoci pocitae je vyobrazeni relié¢fu povrchu
v trojrozmérném zobrazeni (3D) s moznosti otd¢eni nebo naklonu obrazu. Nicméng,
ziskané Udaje je mozné prezentovat také v dvourozmérném zobrazeni (2D). Reliéf
se zobrazi ve stupnici optickych hustot, prohlubn¢ se zobrazi v tmavsich odstinech,

vyvySeniny pak jako odstiny svétlé. Piipojend Skala sytosti odstini pak dovoluje posoudit
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reliéf. Pomoci pocitace je také mozné z obrazli ziskat dalsi informace (napf. vzdalenost,
vyskové rozdily, primérny sklon, apod.). Frekvenéni méfeni s rozkmitanym nosnikem
muze poskytnout také fazovy obraz, ktery zaznamenava udaje o fazovém zpozdéni kmitt
mezi budici frekvenci a vyslednou frekvenci nosniku, coz vypovida o lokdlnich

mechanickych vlastnostech (viskoelasticité, tltumeni) [44].

AFM dosahuje velmi vysokého rozliSeni — miize zobrazovat i atomy [42]. Velikost
rozliSeni obrazu zavisi pouze na parametrech sondy, pfedevSim na ostrosti hrotu [44].
Ptesnost AFM je podminéna piesnosti udrzovani polohy hrotu, ptesnosti jeho pohybu a

schopnosti detekce ohnuti [42].

Nevyhodou AFM je velmi omezeny rozsah velikosti obrazku (tfddové stovky
mikrometrl) a pomalost snimani (az minuty na jeden obraz), tfebaze nejmoderngjsi
pristroje umoziuji snimani az nc¢kolika snimkl za sekundu, avSak pfi omezené¢ velkém
zorném poli a rozliSeni. Déle je omezena i maximalni vyska vzorku (vertikalni rozsah),
ktery byva nejcastéji desitky mikrometrti. Problémy zptisobuje také blizkost hrotu a vzorku

(silna interakce, moznost zachyceni hrotu, znec¢isténi hrotu) [42].

OvSem mezi vyhody této metody patii pouzitelnost u elektricky vodivych 1
nevodivych materidl,, a to jak na vzduchu, tak v kapaliné, ¢i ve vakuu, za béznych
experimentalnich podminek, aniz by to né&jak nepfiznivé ovlivnilo jejich funkci [41,44].
AFM mutze dokonce pracovat v kapalném prosttedi, coz je vyhodné piedevSim
pro studium biologickych vzorkt, které mohou byt pti zobrazovani ve svém fyziologickém
prostiedi a 1ze v nékterych ptipadech sledovat jejich funkci nebo reakci na zménu prostiredi
(zména pH, teploty, chemického slozeni) [42]. Techniku AFM lze pouzit nejen
k zobrazovani, ale také k tvorbé struktur ¢i manipulaci s povrchem vzorku v nanometrové
oblasti ve spojeni s aplikaci v biologii [42-43]. U biologickych vzorki je AFM zvlasté
uziteCna pro kvantifikaci vazebnych sil mezi receptory a ligandy, proteiny a builkami
s pomoci chemicky modifikovanych hrotii. Pouziva se také pro studium materidlovych

vlastnosti biologickych vzorki (napf. tuhost, plasticita a viskozita) [43].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

46

II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo najit odliSnosti v poméru jednotlivych frakci pSeni¢nych
bilkovin stanovenych gelovou permeac¢ni chromatografii v zavislosti na pekatské kvalité
mouky, predevsim lepku, kterd je dana technologickymi ukazateli pekaiské kvality mouky.
Dal§im cilem je také vyvoj metodiky pozorovani mikrostruktury pSeni¢ného lepku
metodou AFM a porovnani této mikrostruktury pro rizné vzorky mouky. Nakonec bylo
cilem rovnéz nalezeni korelaci mezi ziskanymi vysledky a jednotlivymi technologickymi

ukazateli kvality pSeni¢né mouky.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzité chemikalie, pomiicky a pristroje

Chemikalie:

- 1,4-Dithiothreitol (Carl Roth, Némecko)

2-mercaptoethanol (Carl Roth, Némecko)

- Acetonitril (J.T. Baker, Nizozemsko)

- Akrylamid (Carl Roth, Némecko)

- Coomassie blue G-250 (SERVA Electrophoresis, Némecko)

- Deionizovana voda pfipravena na ptistroji AquaOsmotic (TiSnov)

- Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Dodecylsulfat sodny (Carl Roth, Némecko) (dale jen SDS)

- Dusicnan sttibrny (Carl Roth, Némecko)

- Ethanol (PENTA, Chrudim)

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

- Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Glycin (PENTA, Chrudim)

- Hydrogenuhli¢itan amonny (PENTA, Chrudim)

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

- Jodacetamid (Sigma-Aldrich, USA)

- Kyselina chlorovodikova (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

- Kyselina mravenci (Carl Roth, Némecko)

- Kyselina octova (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

- Lyofilizovany trypsin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

- N,N’-Methyl-bis-akrylamid (Carl Roth, Némecko) (dale jen bis-akrylamid)
- Peroxodisiran amonny (Lach-Ner s.r.o., Neratovice)

- Proteinovy standard molarnich hmotnosti (Ascoprot Biotech s.r.o., Zlin)
- Tetramethylethylendiamin (Carl Roth, Némecko) (dale jen TEMED)

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

- Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Carl Roth, Némecko) (dale jen Tris)
- Uhlic¢itan sodny (PENTA, Chrudim)
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Pomiicky a pristoje:

Analytické vahy (Denver Instrument SI-234 A)

Atomarné rovny kiemikovy ingot (kfemikovy ,,wafer” s orientaci krystalu 111
(Si 111), ON SEMICONDUCTOR s.r.0., Ceska republika)

Automatické mikropipety (Nichipet EX, Nichiryo, Japonsko)

Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni

Centrifuga (Marathon 21000R, Fisher Scientific, USA)

Centrifugacni koncentrator SpeedVac (Savant)

Elektricka susarna (UFB 500, Memmert, Némecko)

Elektricka vyvéva (KNF Lab, Laboport)

Elektroforeticka aparatura s vertikdlnim umisténim gelu (SV10-CDC, Sigma-
Aldrich, Némecko)

Filtra¢ni nitrocelulézovd membrana (pramér 50 mm, velikost pora 4 um, Pragopor,
Pragochema s.r.0.)

Hmotnostni spektrometr s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics, Brémy,
Némecko)

Chromatograficka kolona BioSep-SEC-S 4000, 300 x 7,80 mm (Phenomenex)
Chromatograficka pumpa LCP 5020 (INGOS s.r.o., Ceska republika)

Laboratorni ttepacka (TPM-2, Desaga Sarstedt-Gruppe, Némecko)

Magneticka michacka (120S, Fisher Scientific, USA)

Mikroskop atoméarnich sil NTEGRA-Prima (NT-MDT, Rusko)

Mikrozkumavky (Sarstedt-Gruppe, Némecko)

pH metr (CPH 51, Ellecd)

Pocita¢ s programem pro vyhodnoceni CHROMuLAN v0.79.

Pritokovy UV-Detektor LCD 5000 (INGOS s.r.0., Ceska republika)

Ptedvazky (ACB 600H, Schoeller Instrument s.r.0., Praha)

Sbérag frakei (Frac-920, GE Healthshare Bio-Sciences AB, Svédsko)

Spi¢ky pro mikropipety (Sarstedt-Gruppe, Némecko)

Termostat s vanou (EC-PA/KU, Julabo Labortechnik, Némecko)

Ultrazvukova ¢isticka (PS 03000A Notus-Powersonic s.r.o0., Slovensko)
Vortex-Genie 2 (G560, Scientific Industries Inc, USA)

Zdroj konstantniho napéti pro elektroforézu (FB 135, Fisher Scientific, USA)
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4.2 Studované vzorky mouky

Pro studium vztahu mikrostruktury pSeni¢ného lepku a kvantitativniho zastoupeni
lepkovych bilkovin v pSeni¢né mouce byly zvoleny tii vzorky hladké mouky z pSenice seté
(Triticum aestivum L.), od firmy PENAM a.s., vymleté¢ ve mlyn¢ NOBRS s.r.o. Brnénec,
u kterych byla stanovena pekaiska kvalita lepku pomoci nize uvedenych technologickych
ukazatelli. Vzorky jsou oznaeny VZ1, VZ2 a VZ3 s tim, ze poradi je dano vzristajicim

obsahem dusikatych latek, resp. mokrého lepku.

4.3 Technologické ukazatele kvality lepku

Technologickych ukazateld kvality pSenicného lepku je celd fada, ovSem
podminek, tzv. pokusné peceni. Bohuzel tato metoda nemohla byt v praci pouzita z divodu
nedostatecného mnozstvi mouky. Namisto toho byly pouzity jiné metody, které také
charakterizuji kvalitu pSeni¢ného lepku. Témi jsou obsah dusikatych latek, obsah mokrého

lepku, sedimentacni index a Gluten index.

4.3.1 Obsah mokrého lepku

Bylo navazeno cca 10 g mouky s ptfesnosti na 0,01 g. Mouka byla zadélana v misce
se zhruba 5 ml 2% roztoku chloridu sodného v tuhé tésto (pfesné mnozstvi roztoku NaCl
bylo pfedurceno vaznosti mouky, coZ je mnozstvi vody, které mouka pfijme pii zpracovani
na tésto). Piiprava tésta trvala pfiblizné¢ 10 min. Uhnétena kuli¢ka tésta byla ponechana
30 min odlezet ptikryta hodinovym sklem. Po odlezeni byl vypiran lepek pod mirnym
proudem studené vody tak dlouho, dokud odtékajici voda jiz nebyla zakalena Skrobem
(ptfiblizn€ 10 minut). Vyprany lepek byl zbaven piebytecné vody dikladnym hnétenim a

mackanim, az se lepil na prsty. Poté byl zvaZen s piesnosti na 0,01 g.

Vyjadreni vysledkii:
Obsah mokrého lepku (wr) se vypocte jako pomér hmotnosti mokrého lepku

k hmotnosti suché mouky:

0
w, :@.&.100%
m; 100% —w,,
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kde
m; — navazka stanovovaného vzorku mouky v [g];
m; — hmotnost mokrého lepku [g];
wy — obsah vlhkosti vzorku mouky, ktery byl stanoven rozhod¢i metodou suSenim
10 g mouky v elektrické suSarné pii teplot¢ 130 °C po dobu 1 hodiny, vyjadieny

v hmotnostnich procentech.

4.4 Separace pSeni¢nych bilkovin

Pro stanoveni a charakterizaci pSeni¢nych bilkovin analytickymi metodami je
nejprve nutné bilkoviny z mouky extrahovat, k cemuz byla vyvinuta fada postupi vétSinou
zalozenych na Osbornové postupné extrakci s menSimi ¢i vétSimi  modifikacemi

(viz kapitola 2.2.1.).

4.4.1 Extrakce bilkovin z pSeni¢né mouky

Do centrifugacni kyvety bylo navazeno 0,5 g vzorku mouky a rozmichano v 5 ml
destilované vody. Suspenze byla nasledn¢ inkubovéna po dobu 30 min pfi laboratorni
teplot¢ (22 °C) na tiepaCce za obcCasn¢ho vortexovani. Poté byla odstiedéna
pii 13750 ot./min. po dobu 5 min. Supernatant (5 ml) byl odd¢len do cisté plastové
zkumavky se Sroubovacim vickem a nerozpusténa peleta rozmichana v extrakénim pufru
(0,5 % SDS w/v v 0,05 M Na,PO4, pH 6,9) [45]. Opét nasledovala 30min inkubace
za laboratorni teploty na tfepacce za obcasného vortexovani. Smés byla odstfedéna

pii 13750 ot./min. po dobu 5 min, supernatant oddélen.

Oba supernatanty byly uchovéavany v lednicce pii 4°C az do doby, kdy byly
aplikovany na GPC nebo SDS-PAGE.

Extrakty proteinii z nerozpusténé pelety v extrakénim pufru s SDS jsou nejméné
mésic pomérné stabilni, ale extrakty v destilované vod¢ stabilni nejsou, protoze z mouky
do extraktu prechazeji také proteolytické enzymy, které extrakt znehodnocuji. Proto byla
separace bilkovin na GPC provedena co nejdiive po extrakci, aby nedoSlo k ovlivnéni

vysledkt degradaci bilkovin [15].
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4.4.2 Gelova permeacni chromatografie

Jednotlivé extrakty bilkovin byly separovany pomoci GPC pfi laboratorni teploté.
Separace byla provadéna pumpou LCP 5020 na chromatografické gelové koloné
BioSep-SEC-S 4000. Jako mobilni faze byl pouzivan fosfatovy pufr s SDS (0,05 M PO4™,
0,1 % SDS w/v, pH 6,9). Po tipravé pH byla mobilni faze ptefiltrovana, aby nedochéazelo
k zanaSeni kolony necistotami. Zasobnik na mobilni fazi byl bchem separace
termostatovan na 40 °C, aby nedochazelo ke krystalizaci SDS a néslednému ucpani
kolony. Priitok pti separaci byl 0,5 ml/min, tlak 2,4 MPa, detekce separovanych bilkovin
probihala v pritokovém UV detektoru pti vinové délce 214 nm [46].

Na kolonu bylo aplikovano 0,2 ml extraktu bilkovin, do kterého byla
pied nastfikem pfidana mobilni faze v poméru 1:1, aby se piredeSlo vychylkdm
od zékladny [15]. Doba jedné separace byla vzdy 60 min. Frakce separovanych bilkovin
byly sbirany sbéracem frakci po 2 minutach (objem frakce 1 ml). Priibéh separace byl fizen
a zaznamenavam programem CHROMuLAN v0.79. s naslednym vyhodnocenim
chromatogramt. Protoze oddé¢leni pikii jednotlivych proteinli neni pfili§ vyrazné, byl
chromatogram rozdélen na oblasti, které piiblizné¢ odpovidaji eluci jednotlivych typt
proteinti, pevné zvolenymi hodnotami retencnich cast. Tyto casy jsou zaznaleny
v chromatogramech ve vysledkové Casti. Jednotlivé oblasti byly oznaceny pismeny A-J
v pfipadé extraktl v destilované vodé a pismeny A-E v pfipadé extraktii ve fosfatovém
pufru s SDS. Déle byly programem CHROMuLAN v0.79 a spocitany plochy téchto

jednotlivych zaznaCenych oblasti a vypocten jejich podil na celkové ploSe chromatogramu.

4.4.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym

Pouzité roztoky a chemikalie:
* Neredukujici 2x vzorkovy pufr: 4 % SDS (w/v); 20 % glycerol (w/v), 0,05 %
Coomassie blue G250 (w/v); 150 mM Tris-HCI (pH 6,8).
* Redukujici 2x vzorkovy pufr: 4% SDS (w/v); 20% glycerol (w/v);
0,02 % Coomassie blue G250 (w/v); 150 mM Tris-HCI (pH 6,8);
1 % 2-mercaptoethanol (w/v).
* Elektrodovy pufr (25 mM Tris; 250 mM glycin; 0,1 % SDS w/v)
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Vzorky na SDS-PAGE byly pfipraveny tak, ze k jednotlivym frakcim (nebo pfimo
extraktim) v mikrozkumavkach byl pfiddin 2x vzorkovy pufr (redukujici nebo
neredukujici) v poméru 1:1. Pied aplikaci na gel byly vzorky kratce vortexovany a 5 min

povareny ve vodni 1azni z divodu zvyseni u¢innosti denaturace bilkovin.

K separaci byla pouzita elektroforeticka aparatura s vertikalnim umisténim gelu,
ktera se skladd ze zdroje konstantniho napéti, elektroforetické vany, vika, dvou skel
v parovém usporadani, drzaku na uchyceni dvou part skel, plastovych tésnéni (tzv.
spacert) a hiebenu s 10 drahami. Gel o tloustce 1 mm se skladal ze zaostiovaciho gelu
v horni ¢asti a separacniho gelu o 12% koncentraci polyakrylamidu v dolni ¢asti. SloZeni

obou gelil je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Slozeni zaostrovaciho a separacniho gelu.

Sloska Zaosttovaci gel (6 ml) Separacni gel (10 ml)
[mi] [mi]
H,O 4,1 3,3
Roztok polyakrylamidu
(30% akrylamid, 1,0 4,0
0,8% bis-akrylamid)
1,5 M Tris (pH 8,8) — 2,5
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,75 —
10 % SDS 0,06 0,1
10 % peroxodisiran amonny 0,06 0,1
TEMED 0,006 0,004

Nejprve byl pfipraven separac¢ni gel. Po piidani peroxodisiranu amonného a
TEMEDu zaciné gel polymerovat, proto byl jeho roztok ihned diikladn¢ promichén a nalit
mezi sestavena skla. Ponévadz separacni gel na vzduchu netuhne, byl opatrné ptevrstven
asi 1 ml destilované vody. Po ztuhnuti (pfiblizn¢ 15 min) byla voda ptevrstvujici gel odlita,
popt. vysusena filtraénim papirem. Pfipraveny zaostfovaci gel byl nalit na ztuhly separa¢ni
gel az tésné pod horni okraj skla a poté byl do n¢& zasunut hieben. Po ztuhnuti
(cca 10 minut) byla skla s gelem uchycena v drzaku a vlozena do elektroforetické vany.
Do obou elektrodovych prostorti byl nalit elektrodovy pufr tak, aby byl zobou stran

v kontaktu s gelem.
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Po opatrném vyjmuti hiebenu byl vzdy do prvni drahy gelu aplikovan proteinovy
standard znamych molarnich hmotnosti (60, 40, 30 a 20 kDa), aby bylo mozné porovnanim
zjistit relativni molekulovou hmotnost separovanych proteini. Do zbyvajicich jamek byl
aplikovan vzorek vobjemu 5az 40 pul podle predpoklddané koncentrace proteint.
Elektrodova komora byla pfikryta vikem a pfipojena ke zdroji konstantniho napéti, a to
90 V pfi pruchodu vzorku zaostiovacim gelem a 120 V od okamziku doputovéani vzorku

na rozhrani zaostfovaciho a separacniho gelu.

4.4.4 Barveni geld stiibrem

Po doputovani cela elektroforézy ke spodni hranici separacniho gelu byla separace
ukoncena (piiblizné 2 hodiny). Gely byly vyjmuty ze skel, vlozeny do plastové misky a

nasledovalo barveni stiibrem.

Pouzité roztoky:
* Fixac¢ni roztok (50% ethanol; 12% kyselina octova; 0,05% formaldehyd)
* Oplachovaci roztok (20% ethanol)
» Citlivostni roztok (0,02% Na,S,05)
* Barvici roztok (0,2% AgNOs; 0,076% formaldehyd)
* Vyvolavaci roztok (6% Na,COs; 0,0004% Na,S,0s3; 0,05% formaldehyd)

» Zakoncovaci roztok (12% kyselina octova)

Gel byl inkubovan 2 hodiny (nebo pfes noc) ve fixaénim roztoku a poté¢ 3krat
20 min v oplachovacim roztoku, potom 2 minuty v citlivostnim roztoku. Posléze byl gel
2krat proplachnut destilovanou vodou, vZzdy po dobu jedné minuty. Nasledovalo 20 min
v barvicim roztoku. Gel byl dikladné promyt destilovanou vodou po dobu 40 sekund.
Nakonec byl gel vyvijen 2 —5 minut ve vyvolavacim roztoku. Jakmile bylo dosazeno
pozadované intenzity prouzki, bylo barveni zastaveno pfilitim zakonéovaciho roztoku
pfimo na gel ve vyvolavacim roztoku. Vysledny gel byl oplachnut destilovanou vodou a

naskenovan.
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4.5 Identifikace proteini

4.5.1 Hmotnostni spektrometrie

Proteiny obsazené v jednotlivych prouzcich rozdélenych pomoci SDS-PAGE je

mozné identifikovat metodou hmotnostni spektrometrie.

Gel je v tomto piipadé barven inkubaci v roztoku 0,5 % Coomassie blue G-250
v 10% kyseliné octové. Po 15 min se roztok barvy odlije a nasleduje odbarvovani gelu
10 % kyselinou octovou s n€kolika nasobnou vyménnou roztoku, do té doby neZ jsou
zietelné prouzky jednotlivych proteinti (3 az 4 hodiny). Po odbarveni je gel skladovan

v deionizované vodé pti 4°C.

Pouzité roztoky:
* Acetonitril (ACN)
* Odbarvovaci pufr: 2 mg / ml hydrogenuhli¢itanu amonného v 50% ACN
« Stépici pufr: 2 mg / ml hydrogenuhli¢itanu amonného v 9% ACN
* Prekryvaci pufr: 2 mg / ml hydrogenuhli¢itanu amonného
* Reduk¢ni €inidlo: 15 mg / ml dithiothreitolu (DTT)
* Alkylac¢ni c¢inidlo: 18 mg/ml jodacetamid (IAA) v odbarvovacim pufru
(2 mg / ml hydrogenuhli¢itanu amonného)
» Zasobni trypsinovy roztok: 20 pg lyofilizovaného trypsinu v 100 ul 1 mM HCI
* Pracovni trypsinovy roztok: kysely trypsinovy zéasobni roztok zifedén 1:10
s ledovym stépicim pufrem (2 mg / ml hydrogenuhli¢itanu amonného v 9% ACN)
* Peptidovy extrakéni roztok: 5% kyselina mravenci v 50% ACN

Pufry hydrogenuhli¢itanu amonného mohou byt skladovany az jeden mésic pii 4 °C.

Redukujici a alkylaéni roztoky ptipraveny vzdy Cerstvé [47].

Vybrané intenzivné obarvené prouzky jednotlivych proteinli byly pfimo z gelu
vyfiznuty skalpelem. Pro zvySeni ucinnosti postupu byly gelové vytezy rozkrajeny
na mensi kousky (pfiblizné 1x1x1 mm). Kosticky gelu byly pfesunuty do mikrozkumavek
a omyty v 200 pl odbarvovaciho pufru po dobu 30 min za obcasného vortexovani.
Odbarvovaci pufr byl odsan mikropipetou a omyvani odbarvovacim pufrem stejnym
zpusobem opakovano. Po odsati odbarvovaciho pufru byl pfidan dostatek redukéniho
¢inidla, aby uplné¢ piekryvalo gelové vyfezy a smés byla inkubovana pii 70 °C 10 min

v termostatované¢ vodni ladzni. Redukéni cinidlo odsato mikropipetou a nahrazeno
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dostatkem alkyla¢niho ¢inidla, aby uplné piekryvalo gelové vyiezy, vortexovano,
odstfedéno, a inkubovano 30 — 45 min pfi laboratorni teploté v temnu. Alkylacni ¢inidlo
bylo odsato a gelovy vyfezy omyty v odbarvovacim pufru po dobu 15 min za ob¢asného
vortexovani. Odbarvovaci pufr byl odsan a omyvani opakovano. Po odsati odbarvovaciho
pufru byly gelové vytezy vysuseny inkubaci v ACN (2x — 3x), dokud nebyl gel zcela bily a
tuhy. ACN byl odsan a gelové vyiezy byly suSeny v otevienych mikrozkumavkach
pii teploté 37 °C ve vodni ldzni po dobu 10 — 15 minut. V tomto stavu mohou byt suSené

gelové vytezy skladovany pti —18 °C [47].

Suché zmrzl¢ gelové vyiezy byly prevrstveny pracovnim roztokem trypsinu a
nechany rehydratovat na ledé¢ tak dlouho, dokud gel nebyl zcela prthledny. Zbyly
trypsinovy roztok neabsorbovany v gelu byl odsan a gelové vyfezy pievrstveny
prekryvacim pufrem, aby bylo zabranéno vysychani béhem Stépeni. Nasledovala
inkubace pti 37 — 39 °C po dobu nejméné 3 hodin (nebo ptes noc). Piekryvaci pufr byl
pfenesen mikropipetou do Cisté mikrozkumavky a gelové vyfezy prevrstveny peptidovym
extrakénim roztokem, 15 min vortexovano, 15 min ultrazvukovano, odstiedéno
pii 10000 ot./min po dobu 2 min, vysledny peptidovy extrakéni roztok odsan a ptidan
do mikrozkumavky s ptekryvacim pufrem. Extrakce s peptidovym extrakénim roztokem
se opakovala a roztok byl opét spojen s roztoky v nové mikrozkumavce. Nakonec byly
roztoky vysuseny na centrifuga¢nim koncentratoru SpeedVac (Savant) a vysusené peptidy

uskladnény pii —18 °C az do doby jejich aplikace na hmotnostni spektrometrii [47].

Vysusené peptidy byly bezprostiedn¢ pied analyzou na ESI-IT-MS rozpustény
v3% ACN s 0,1 % Kkyseliny mravenc¢i, 5 min ultrazvukovény, 5 min vortexovany a
15 min odstfed’'ovany pii 10000 ot./min. Supernatant byl peclivé odpipetovan, aniz by byly
rozvifeny dolni 2 — 3 ul kapaliny a aplikovan na ESI-IT-MS [47].

ESI-IT-MS analyzy se uskuteciovaly na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
amaZon X vybaveném elektrosprejovym ionizaénim zdrojem. VeSkera mcfeni byla
provedena v pozitivnim ionizaénim mddu. Jednotlivé vzorky byly piivadény do iontového
zdroje ve formé¢ roztoku (H,O:MeCN:HCOOH; 100:3:0,1; v:v:v) kovovou kapilarou
pii konstantnim pratoku 4 pl'min™'. Ostatni parametry byly néasledujici: nap&ti na kapilafe:
-4,0 kV; napéti na konci kapilary: 140 V; teplota susiciho plynu (300 °C); pritok susiciho
plynu (6 dm> min™); tlak rozpraSovaciho plynu (206,84 kPa). Jako susici a rozprasovaci
plyn byl pouzit dusik. Pfipadné dals§i parametry byly optimalizovany béhem jednotlivych

experimentu.
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4.6 Mikroskopie atomarnich sil

Pro zobrazeni mikroskopické struktury trojrozmérné sité pSeni¢ného lepku byla
pouzita metoda skenovani rastrovaci sondou pomoci Mikroskopie atomarnich sil (AFM),

ktera je zaloZena na mapovani povrchu vzorku prosttednictvim ostrého hrotu.

Skenovéani bylo provadéno na xerogelu lepku, ktery byl pfipraven vysuSenim
mokrého lepku. Mokry lepek byl pfipraven stejnym zpiisobem, jako pro stanoveni obsahu
mokrého lepku, tudiz vypirdnim uhnéteného odlezelé¢ho tésta pod mirnym proudem vody.
Vyprany lepek byl zbaven nadbytecné vody a pfitisknut na atomarn¢ rovny kiemikovy
ingot a zatizen vhodnym téZitkem. Atomarné rovny ingot eliminuje hrubé nerovnosti
na lepku a nechdva vyniknout pouze samotné mikrostruktufe trojrozmérné sité. SuSeni
probihalo v elektrické susarné za raznych teplot. Po pocate¢nim ptischnuti bylo odstranéno
t&zitko a prilnuty lepek byl dosusen pii nezménéné teploté. Casy a teploty jednotlivych
krokti byly béhem experimentalnich praci optimalizovany. VysuSené lepky na ingotu byly

presunuty a ponechany v exsikatoru az do doby, kdy byly skenovany AFM.

Skenovani mikrostruktury vypraného a vysuSené¢ho lepku bylo uskutecnéno
na mikroskopu atomarnich sil pfistroji NTEGRA-Prima v semikontaktnim méficim moédu
(,,poklepovy*“ zplisob) se sondou NSG10 pro nekontaktni mody (vyrobce NT-MDT)
s polomérem zaktiveni hrotu 10 nm. Me¢éfeni probihalo v okolni atmosféte (vzduch)
pii laboratorni teploté¢ (25 °C). Rychlost skenovani byla pfiblizné 0,5 Hz, velikost
skenované plochy 0,8x0,8 um, 1x1 um, 3x3 pum a 30x30 um o rozliSeni obrazkl

256x256 dpi.
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5 VYSLEDKY

5.1 Technologické ukazatele kvality lepku

Obsah dusikatych latek, sedimentacni index, Gluten index a obsah vlhkosti byly
stanoveny na spolupracujicim pracovisti Ustavu technologie potravin Agronomické fakulty
Mendelovy univerzity v Brné. Obsah mokrého lepku byl stanoven vypiranim odlezelého
tésta pod mirnym proudem vody. Vysledna hodnota byla ziskana aritmetickym primérem
z péti stanoveni. VSechny hodnoty ukazatell pekaiské kvality lepku a smérodatnou

odchylku obsahu mokrého lepku o uvadi tabulka 3.

Tabulka 3: Hodnoty ukazatelii pekarské kvality mouky (popr. lepku).

Obsah Obsah c . . Obsah
s . Sedimentacni | Gluten .
dusikatych | mokrého obsahu . . vlhkosti
Vzorek , , index index

latek lepku mokrého [ml] %] WH
[%] [%] lepku ’ [%]
VZ1 12,3 30,5 1,18 32 72 16,1
V72 13,7 36,9 1,85 54 74 14,0
VZ3 14,2 445 1,62 45 54 15,6

Vypranim pSeni¢ného lepku z odlezelého tésta byl ziskdn mokry lepek, jehoz
fotografie jsou uvedeny na obrazku 10. Pii pohledu na makrostrukturu lepku pouhym
okem je patrné, ze lepek ziskany z mouky s nejnizSim obsahem dusikatych latek (vlevo —
VZ1) mé pomérné hrubou zvrasnénou strukturu. Se vzristajicim obsahem dusikatych latek
se struktura zjemnuje. Lepek z mouky s nejvysSim obsahem dusikatych latek (vpravo —

VZ3) ma uz velmi jemnou hladkou strukturu.

Zaroven bylo subjektivné opticky pozorovano, ze pii delSim stani vypraného lepku
za laboratorni teploty na vzduchu se lepek ze vzorku mouky VZ3 pomérmné¢ brzy ,,roztéka*,
tedy nedrzi staly tvar. Naopak lepky z mouky VZ1 a VZ2 jsou tvarové stabilngjsi. Toto
pozorovani je v dobrém souladu s hodnotou Gluten indexu a nasvédCuje, Zze vzajemné

interakce mezi lepkovymi proteiny vzorku VZ3 jsou slabsi nez u vzorkti VZ1 a VZ2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

Obrazek 10: Fotografie mokrych lepkii (zleva VZI, VZ2, VZ3).

5.2 Separace pSeni¢nych bilkovin

Ponévadz cilem diplomové prace bylo studovat rozdily zastoupeni jednotlivych
bilkovin v mouce o riizné kvalité¢ lepku, byly postup extrakce bilkovin a parametry
analytickych metod zvoleny tak, aby korespondovaly se zastoupenim lepkovych proteinti
ve vypraném mokrém lepku, mikrostrukturou skenovaného vysuseného lepku a soucasné

s technologickymi metodami studie kvality lepku.

Postup extrakce proteinli vychdzel z ptedpokladu, Ze vypirdnim odlezelého tésta
pod mirnym proudem vody se odstrani ve vodé rozpustné slozky mouky, a tedy i ve vodé
rozpustné bilkoviny (albuminy a globuliny), které nemaji principialni vliv na kvalitu lepku.
Proto byly extrahovany nejprve ve vodé rozpustné bilkoviny. Nasledné byly
z nerozpusténého zbytku suspenze mouky (pelety) extrahovany zbylé ve vodé nerozpustné
bilkoviny pomoci roztoku SDS ve fosfatovém pufru. Pii extrakci nebyla pouzita zddna
redukéni Cinidla (napt. DTT, 2-ME), ktera by redukovala disulfidické mustky bézné
pritomné v pSeni¢nych bilkovinach, protoze ucelem extrakce bylo ziskat proteiny

v podobé, v jaké se mohou vyskytovat v nativnim nebo vysuseném lepku.

Pro separaci pSeni¢nych bilkovin extrahovanych destilovanou vodou nebo
fosfatovym pufrem s SDS byla zvolena gelovd permeacni chromatografie s UV deteket,
ktera déli bilkoviny podle molekulové hmotnosti. Postupné eluované frakce separovanych
bilkovin z chromatografické kolony byly sbirdny ve dvouminutovych intervalech a dale

analyzovany pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym.
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Na obrazku 11 jsou uvedeny naskenované gely SDS-PAGE proteinovych extrakt
studovanych vzorki mouk extrahovanych destilovanou vodou nebo fosfatovym pufrem

s SDS v neredukujicim i redukujicim vzorkovém pufru.

vzorek VZ1 vzorek VZ.2 vzorek VZ3

PM 2 3 4 5

Obrazek 11: SDS-PAGE vsech extraktii v neredukovaném i redukovaném stavu.

PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a 20 kDa),
draha 2: extrakt proteint v destilované vod¢ v neredukovaném stavu,
draha 3: extrakt  proteinit v destilované¢ vodé¢ v redukovaném  stavu,
draha 4: extrakt proteinii ve fosfatovém pufru s SDS v neredukovaném stavu,
draha S: extrakt proteint ve fosfatovém pufru s SDS v redukovaném stavu.

Ramecky oznacuji ty proteiny, v kterych se jednotlivé vzorky vzajemné lisi.

Na obrazku 11 Ize pozorovat relativné malé rozdily v pfitomnosti a mnozstvi
nékterych proteinti v riznych vzorcich mouky. Napiiklad ve vzorku VZ1 v draze 4 je
na urovni standardu 30 kDa oznaceny jeden samostatny prouzek, zatimco u vzorkti VZ2 a
VZ3 jsou ve stejném misté¢ prouzky dva. Obdobné je tomu i u ostatnich oznacenych ¢asti
gelu. Z drah 4 a 5 je také vidét, Ze nadmolekularni komplexy lepkovych proteinti navzajem
vazanych disulfidickymi vazbami se po redukci 2-ME rozpadnou na jednotlivé proteiny

spadajici relativni molekulovou hmotnosti pfevazne do oblasti 30 az 50 kDa.
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Na obrazcich 12 (str. 62), 16 (str. 66) a 20 (str. 70) jsou uvedeny vzorové
chromatogramy jednotlivych extraktli v destilované vodé s vyznaenymi oblastmi (tyto tii
obrazky jsou zcela analogické, 1i$i se pouze analyzovanym vzorkem mouky). Pod pismeny
oznacujicimi jednotlivé oblasti je uvedeno relativni procentudlni zastoupeni kazdé oblasti

z celkové plochy chromatogramu.

Na obrazcich 14 (str. 64), 18 (str. 68) a 22 (str. 72) jsou uvedeny vzorové
chromatogramy jednotlivych extrakti ve fosfatovém pufru s SDS s vyznacenymi oblastmi
(opét jde o analogické gely tii riznych vzorki mouky). Pod pismeny oznacujicimi
jednotlivé oblasti je opét uvedeno jejich relativni procentudlni zastoupeni z celkové plochy

chromatogramu.

Na obrazcich 13 (str. 63), 17 (str. 67) a 21 (str. 71) jsou gely frakci z jednotlivych
chromatografii vzorkl extrahovanych v destilované vodé. Ve vétSin€ drah nejsou zietelné
prouzky proteind, ponévadz ve vod€ rozpustnych bilkovin je v mouce malé mnozstvi,
navic separaci na GPC se jednotlivé frakce jesté nékolikanasobné zfedi mobilni fazi, tudiz
dosahnout pozadované intenzity prouzkli je obtizné. Piesto lze konstatovat, ze dé¢leni
ve vodé rozpustnych proteini na GPC neni dostate¢né dobré. To muze byt zplisobeno
pritomnosti SDS v mobilni f4zi, protoze v tomto denaturujicim prostfedi nemaji molekuly
daného proteinu identickou nativni konformaci, coz vede k rozsifeni chromatografického

piku.

Na obrazcich 15 (str. 65), 19 (str. 69) a 23 (str. 73) jsou gely frakci z jednotlivych
chromatografii vzorkli extrahovanych fosfatovym pufrem s SDS. V drahéch 4 az 9 téchto
obrazku je ukdzano, jak dochdzi k déleni proteinti na GPC podle velikosti. Konkrétné
v drahach 4 az 6 jsou zjevné nadmolekularni komplexy tvotené pravdépodobné zejména
gluteniny propojenymi disulfidickymi mitstky (v chromatogramech oznacena oblast A).
Z obrazku 11, kde v drahach 4 jsou extrakty protein v neredukovaném stavu, je patrné, ze
po pfidani redukéniho cinidla (v drahdch 5) dojde krozpadu na jednotlivé proteiny
gluteninii. V drdze 7 (obrazka 15, 19 a 23) je izolovan nejintenzivngj$i protein, ktery je
podstatnou soucasti proteinti obsazenych v zaznacené oblasti B. Zastoupeni proteinti
o nizsich relativnich molekulovych hmotnostech, které eluuji ve vyssich reten¢nich ¢asech,

je podle gelti i chromatogramu podstatné slabsi.
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Obrazek 12: Chromatogram extraktu vzorku VZI1 v destilované vodeé.
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Obrazek 13: SDS-PAGE frakci z GPC vzorku VZI extrahovaného v destilované vode.
Levy gel: PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a
20 kDa), draha 2: proteinovy extrakt pted nastiikem na GPC, drahy 3 az 10: frakce
z GPC z casi: 12-14, 14-16, 16-18, 18-20, 20-22, 22-24, 24-26, 26-28 min. Pravy
gel: PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a
20 kDa), dréha 12: proteinovy extrakt pred nastfikem na GPC, drahy 13 az 20: frakce
z GPC z ¢ast: 28-30, 30-32, 32-34, 34-36, 36-38, 38-40, 40-42, 42-44 min.
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Obrazek 14: Chromatogram extraktu vzorku VZI ve fosfatovem pufru s SDS.
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PM 2 3 4 5 6 7 8 9 10 PM12 13 14 15 16 17 18 19 20

Obrazek 15: SDS-PAGE frakci z GPC vzorku VZI extrahovaného ve fosfat. pufru s SDS.
Levy gel: PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a

20 kDa), draha 2: proteinovy extrakt pied nastiikem na GPC, drdhy 3 az 10: frakce
z GPC z casu: 8-10, 10-12, 12-14, 14-16, 16-18, 18-20, 20-22, 22-24 min. Pravy gel:
PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a 20 kDa), draha
12: proteinovy extrakt pted nastfikem na GPC, drahy 13 az 20: frakce z GPC z casi:
24-26, 26-28, 28-30, 30-32, 32-34, 34-36, 36-38, 38-40 min.
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Obrazek 16: Chromatogram extraktu vzorku VZ2 v destilované vode.
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Obrazek 17: SDS-PAGE frakci z GPC vzorku VZ2 extrahovaného v destilované vode.
Levy gel: PM: proteinovy marker zndmych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a

20 kDa), draha 2: proteinovy extrakt pted nastfikem na GPC, drahy 3 az 10: frakce
z GPC z cast: 12-14, 14-16, 16-18, 18-20, 20-22, 22-24, 24-26, 26-28 min. Pravy
gel: PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a
20 kDa), draha 12: proteinovy extrakt pied nastfikem na GPC, drahy 13 az 20: frakce
z GPC z Cast: 28-30, 30-32, 32-34, 34-36, 36-38, 38-40, 40-42, 42-44 min.
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Obrazek 18: Chromatogram extraktu vzorku VZ2 ve fosfatovém pufru s SDS.
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PM 2 3 4 5 6 7 8 9 10 PM 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Obrazek 19: SDS-PAGE frakci z GPC vzorku VZ2 extrahovaného ve fosfat. pufru s SDS.
Levy gel: PM: proteinovy marker zndmych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a

20 kDa), draha 2: proteinovy extrakt pied nastiikem na GPC, drdhy 3 az 10: frakce
z GPC z casii: 8-10, 10-12, 12-14, 14-16, 16-18, 18-20, 20-22, 22-24 min. Pravy gel:
PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a 20 kDa), draha
12: proteinovy extrakt pred nastiikem na GPC, drahy 13 az 20: frakce z GPC z Casii:
24-26, 26-28, 28-30, 30-32, 32-34, 34-36, 36-38, 38-40 min.
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Obrazek 20: Chromatogram extraktu vzorku VZ3 v destilované vodeé.
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Obrazek 21: SDS-PAGE frakci z GPC vzorku VZ3 extrahovaného v destilované vode.
Levy gel: PM: proteinovy marker zndmych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a

20 kDa), draha 2: proteinovy extrakt pted nastiikem na GPC, drahy 3 az 10: frakce
z GPC z cast: 12-14, 14-16, 16-18, 18-20, 20-22, 22-24, 24-26, 26-28 min. Pravy
gel: PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a
20 kDa), draha 12: proteinovy extrakt pied nastfikem na GPC, drahy 13 az 20: frakce

PM

»
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13

14 15 16 17 18

19 20

z GPC z ¢asti: 28-30, 30-32, 32-34, 34-36, 36-38, 38-40, 40-42, 42-44 min.
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Obrazek 22: Chromatogram extraktu vzorku VZ3 ve fosfatovem pufru s SDS.
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Obrazek 23: SDS-PAGE frakci z GPC vzorku VZ3 extrahovaného ve fosfat. pufru s SDS.
Levy gel: PM: proteinovy marker znamych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a

20 kDa), draha 2: proteinovy extrakt pfed nastiikem na GPC, dréhy 3 az 10: frakce
z GPC z casu: 8-10, 10-12, 12-14, 14-16, 16-18, 18-20, 20-22, 22-24 min. Pravy gel:
PM: proteinovy marker zndmych molekulovych hmotnosti (60, 40, 30 a 20 kDa), draha
12: proteinovy extrakt pfed nastfikem na GPC, drahy 13 az 20: frakce z GPC z casi:
24-26, 26-28, 28-30, 30-32, 32-34, 34-36, 36-38, 38-40 min.
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V tabulce 4 je uvedeno procentualni zastoupeni (PZ) ploch jednotlivych
zaznacenych oblasti v celkové ploSe chromatogrami, které byly ziskany separaci bilkovin
rozpustnych v destilované vodé¢, jejich smérodatnd odchylka ¢ a relativni odchylka
0 =0o/PZ. Na obrazku 24 je uveden graf, ktery znazorfiuje procentudlni zastoupeni

jednotlivych zaznacenych oblasti.

Tabulka 4: Procentualni zastoupeni plochy zaznacenych oblasti a smerodatna odchylka

z chromatografie extraktii v destilované vode.

oznaceni VZ1 VZ2 VZ3
oblasti | pzZ[%] | o § |PZ[%]| o § | PZ[%]| o 8
A 032 | 007 022 | 0,83 | 0,18 | 022 | 045 | 0,22 | 0,49
B 25,72 | 3,58 | 0,14 | 21,58 | 1,23 | 0,06 | 25,65 | 2,24 | 0,09
C 1035 | 1,53 | 0,15 | 646 | 1,13 | 0,17 | 9,59 | 141 | 0,15
D 16,04 | 3,24 | 020 | 16,04 | 1,47 | 0,09 | 18,22 | 4,62 | 0,25
E 13,19 | 1,33 | 0,10 | 11,34 | 1,56 | 0,14 | 12,60 | 0,93 | 0,07
F 1430 | 237 | 0,17 | 16,92 | 1,72 | 0,10 | 14,82 | 2,62 | 0,18
G 8,85 | 2,01 | 023 | 11,87 | 2,15 | 0,18 | 11,12 | 2,15 | 0,19
H 415 079 | 0,19 | 764 | 1,49 | 020 | 4,05 | 0,83 | 0,20
I 548 273 ] 0,50 | 628 | 2,04 | 0,32 | 275 | 047 | 0,17
J 1,60 | 1,23 | 0,77 | 1,04 | 027 | 026 | 0,75 | 044 | 0,59
30
25 .......
K=
2
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g 15 ........ . Vzl
g VZ2
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5
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oznaceni oblasti chromatogramu

Obrazek 24: Graf procentualnich zastoupeni jednotlivych zaznacenych oblasti extraktii

v destilované vode.
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V tabulce 5 je uvedeno procentualni zastoupeni (PZ) ploch jednotlivych
zaznacenych oblasti v celkové ploSe chromatogrami, které byly ziskany separaci proteinii
extrahovanych ve fosfatovém pufru s SDS, jejich smérodatnd odchylka ¢ a relativni
odchylka & = o/PZ. Na obrazku 25 je uveden graf znazoriiujici procentudlni zastoupeni
jednotlivych oblasti, ze kterého jsou patrné rozdily mezi jednotlivymi vzorky.
Pro zvyraznéni téchto rozdilli jsou uvedené chromatogramy navic znazornény v jednom

grafu na obrazku 26 (str.78) s nejvyznamnéj$imi rozdily oznacenymi ¢ervenym rameckem.

Tabulka 5: Procentualni zastoupeni plochy zaznacenych oblasti a smerodatna odchylka

z chromatografie extraktii ve fosfatovem pufru s SDS.

oznaceni VZ1 VZ2 VZ3
oblasti | pz[%] | o § | PZ[%]| o 5 | PZ[%] o 8
A 724 | 0,58 | 0,08 | 1514 | 0,6 |004| 11,48 | 028 | 0,02
B 38,89 | 2,16 | 0,06 | 43,14 | 097 | 0,02| 3941 | 127 | 0,03
C 34,02 | 0,86 | 0,03 | 2832 | 0,59 [0,02| 29,04 | 062 | 0,02
D 13,87 | 1,33 [0,10| 9,56 | 0,43 |0,04| 13,06 | 0,73 | 0,06
E 598 | 0,61 [0,10| 3,84 |035/009| 701 | 045 | 0,06
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Obrazek 25: Graf procentudlnich zastoupeni jednotlivych zaznacenych oblasti extrakti

ve fosfatovem pufru s SDS.
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V tabulkach 6 a 7 jsou uvedeny hodnoty korelacnich koeficientli mezi relativnim
zastoupenim zaznacenych oblasti chromatogramu a technologickymi ukazateli. U extrakta
ve fosfatovém pufru s SDS (tabulka 6) je patrna vyrazna korelace mezi sedimentacnim
indexem a relativnim zastoupenim oblasti odpovidajici eluci nejvétSich nadmolekulérnich
komplexti lepkovych proteini. Naopak u oblasti kde eluuji proteiny v komplexech
nevazané je zjevna vyznamnd negativni korelace, tedy takova, kdy korela¢ni koeficient je
v absolutni hodnoté vysoky, ale ma zaporné¢ znaménko. To je v souladu s predpokladem,
ze vyssi hodnota sedimentacniho indexu souvisi s vy$§im zastoupenim velkych agregat
lepkovych proteind.

U extraktti v destilované vodé (tabulka 7) je korelace zastoupeni jednotlivych
oblasti chromatogramu se sedimentacnim indexem velmi rizna. V ptipad¢ oblasti A se
pravdépodobné jednd o malé mnozstvi proteinovych komplexi obdobnych tém, které
pozorujeme ve stejné oblasti u extraktu ve fosfaitovém pufru s SDS. U ostatnich oblasti
neni vysvétleni korelaci snadné, tyto korelace mohou byt i nahodné vzhledem k nizkému

poctu studovanych vzorkd.

Ostatni technologické ukazatele vyznamné nekoreluji s relativnim zastoupenim
zaznaCenych oblasti chromatogramu. N¢které vyS$i absolutni hodnoty korelacnich
koeficienti budou opéct spiSe nahodné, jelikoz jim odpovidajici zaznacené oblasti
se nachéazeji v riznych Castech chromatogramu, mezi nimiz neni zjevna souvislost. Tato

nahodila korelace mtize byt rovnéz zplisobena nizkym poctem studovanych vzorki.
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Tabulka 6: Hodnoty korelacnich koeficientii mezi relativnim zastoupenim zaznacenych

oblasti chromatogramu extraktii ve fosfatovem pufru s SDS a technologickymi ukazateli.

vzorek VZ1 | VZ2 | VZ3
sedlmentacnl 32 54 45 Korelaéni koeficienty
index

Gluten index 72 74 54

dusikate latky | 12,3 13,7 14,2 sedimentacni | Gluten | dusikaté | mokry
mokry lepek | 30,5 36,9 | 445 index index latky lepek
2 4 A 7,24 | 15,14 | 11,48 1,00 0,05 0,74 0,49
-%g §n B 38,89 | 43,14 | 39,41 0,87 0,48 0,37 0,06
% = C 34,02 | 28,32 | 29,04 -0,95 0,31 -0,93 -0,77
)é g D 13,87 | 9,56 | 13,06 -0,90 -0,42 -0,43 -0,13
N E 5,98 3,84 7,01 -0,58 -0,81 0,06 0,36

Tabulka 7: Hodnoty korelacnich koeficientii mezi relativnim zastoupenim zaznacenych

oblasti chromatogramu extraktu v destilované vodé a technologickymi ukazateli.

Vzorek VZ1 VZ2 | VZ3
sediirrrllceil;;aéni 32 54 45 Korelaéni koeficient
Gluten index 72 74 54
dusikaté latky | 12,3 13,7 14,2 sedimentacni | Gluten | dusikaté | mokry
mokry lepek | 30,5 36.9 44.5 index index latky lepek
A 0,32 0,83 0,45 0,93 0,36 0,49 0,20
% B 25,72 | 21,58 | 25,65 -0,82 -0,56 -0,28 0,03
j%:o C 10,35 | 6,46 9,59 -0,90 -0,42 -0,44 -0,14
% D 16,04 | 16,04 | 18,21 0,10 -1,00 0,70 0,89
% E 13,19 | 11,34 | 12,60 -0,95 -0,29 -0,55 -0,26
g F 14,30 | 16,92 | 14,82 0,90 0,41 0,44 0,14
é G 8,85 | 11,87 | 11,12 0,98 -0,19 0,88 0,69
>§ H 4,15 7,64 | 4,05 0,79 0,60 0,24 -0,07
§ I 5,48 6,28 2,75 0,11 0,99 -0,53 -0,77
J 1,60 1,04 0,75 -0,72 0,70 -1,00 -0,97
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Obrazek 26: Chromatogramy vsech tri vzorkii extrahovanych ve fosfatovém pufru s SDS v jednom grafu s vyznacenymi rozdily.
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5.2.1 Identifikace proteinii hmotnostni spektrometrii

Jak jiz bylo popséno v kapitole 4.5, jednotlivé separované proteiny je mozné
identifikovat hmotnostni spektrometrii po pfedchozim Sté€peni trypsinem piimo v gelu.
Z casovych diivodli bohuzel nebylo mozné dosahnout pozadované kvality hmotnostniho
spektra u neznamych proteinti z pSenicné mouky. Dobrych vysledki bylo touto metodou
prozatim dosazeno pouze pro vzorek vysoce CiSténé proteasy z viru HIV-1, kterd byla

pouzita jako standard.

Trypsin §tépi proteiny vzdy za bazickou aminokyselinou (Lys a Arg). Identifikace
jednotlivych peptidi  HIV proteasy se provadi piepoCty nejintenzivngjSich pikt
z hmotnostniho  spektra. Sekvence jednotlivych peptidovych S$tépt s pfislusnou

relativni molekulovou hmotnosti (M;) a isoelektrickym bodem (pI) jsou uvedeny

v tabulce 8.
Tabulka 8: Aminokyselinové sekvence peptidit HIV proteasy.
Pozice M; pl Aminokyselinova sekvence
1 1693,07 11,01 PQITLWQRPLVTIK
2 614,74 8,75 IGGQLK
3 2259,47 3,71 EALLDTGADDTVLEEMNLPGR
4 557,69 10,00 WKPK
5 992,24 8,50 MIGGIGGFIK
6 273,34 9,72 VR
7 1559,80 5,32 QYDQILIEICGHK
8 1677,02 9,79 AIGTVLVGPTPVNIIGR
9 1336,57 5,52 NLLTQIGCTLNF

Analyza S$tépenych peptidi byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
s elektrosprejovou ionizaci a iontovou pasti (ESI-IT-MS). Na obrazku 27 je uvedeno celé
hmotnostni spektrum slepého pokusu a se zvétSenim oblasti od 100 do 560 m/z, kde jsou
vidét piky, které pochazeji zroztokid a chemikalii pouzitych béhem postupu Stépeni a
extrakce proteinii z gelu. Hmotnostni spektrum analyzovanych trypsinovych stépa HIV
proteasy je uvedeno na obrdzku 28. Vybrané zvétSené useky hmotnostniho spektra HIV
proteasy jsou pak uvedeny na obrazcich 29 az 32. Cislo uvedené nad pikem je piesna
hodnota m/z piislugné detekované latky. Cislo uvedené nad touto hodnotou m/z znadi

kolikrat je latka nabitd. Pro ziskdni relativni molekulové hmotnosti M; dané latky se
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vynasobi poctem nabiti a odecte se relativni atomova hmotnost odpovidajiciho poctu

kationtfl, kterymi je latka nabita (vétsinou H', Na’, K').
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Obrazek 27: Hmotnostni spektrum slepého pokusu.
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Obrazek 28: Hmotnostni spektrum HIV proteasy.
6 : +MS, 0.2-0.5min #2-5)
Jao 1+ 2+ [peptid IVIIGGIGGFIK‘
N 443.2 496.9 MI’ =992,24
5 0.8
E B —
T 0.6 34 peptid IGGQALK 2+
565.1 My = 614,74 B4
0.4_ 1+
459.1 512.4 615.4
| 251 540.
021 4325 oy 5273 625.1 640.0 g57.7
0.0 i [0 L A A AL ko M 1 L A LA A OV PR, B ) | 1T
' 450 500 550 800 650 —-m/z 700

Obrazek 29: Zvetsené hmotnostni spektrum HIV proteasy (420 — 720 m/z).
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Obrazek 30: Zvétsené hmotnostni spektrum HIV proteasy (558 — 579 m/z).
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Obrazek 31: Zvetsené hmotnostni spektrum HIV proteasy (836 — 862 m/z).
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Obrazek 32: Zvétsené hmotnostni spektrum HIV proteasy (1664 — 1691 m/z).

Pik na obrazku 29 s hodnotou 496,9 m/z je dvakrat nabity, tudiZ po vynasobeni
dvéma a odedteni relativni atomové hmotnosti dvou ionti H' ziskAme molekulovou
hmotnost latky M;, kterd tomuto piku pfislusi. V tomto piipad¢ se jednd o peptid €. 5
z tabulky 8 o predpokladané M; 992,24. Déle v tomto spektru pozorujeme jedenkrat iontem
H" nabity pik o hodnoté m/z 615,4, éemuz odpovida fragment &. 2 0 M, 614,74. Obdobnym
zpusobem jsou identifikovany 1 dal$i peptidy, jak uvadi tabulka 9.
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Tabulka 9: Identifikace peptidit z hmotnostniho spektra.

m/z pocet nabiti M; peptidu éis(l t(; lfﬁiglgltu
615,44 1+ 614,74 ¢.2
496,9 2+ 992,24 ¢.5
1678,0 1+ 1677,02 ¢. 8
839,0 2+ 1677,02 ¢. 8
560,1 3+ 1677,02 ¢. 8
847,0 2+ 1693,07 ¢. 1
565,1 3+ 1693,07 ¢. 1

Detekovany nebyly peptidy ¢. 3, 7 a 9 (tabulce 8), které¢ maji izoelektricky bod
v kyselé oblasti pH, protoze analyza probihala v pozitivnim ionizaénim mddu. Déle nebyly
identifikovany peptidy ¢. 4 a 6. Piestoze maji izoelektricky bod v zasadité oblasti pH,

nebyl jejich signal dostate¢né intenzivni.

5.3 Mikrostruktura lepku

Mikroskopicka struktura trojrozmérné sité pSenicného lepku byla pozorovana
pomoci Mikroskopie atomdarnich sil (AFM), ktera prostfednictvim ostrého hrotu mapuje

povrch vzorku.

Nejdiive bylo tfeba pfipravit vzorek vysuSené¢ho lepku pro skenovani. Vyprany
mokry lepek byl pfed suSenim pfitisknut na atomarné rovny kiemikovy ingot a zatizen
vhodnym nepfilnavym plastovym tézitkem tak, aby zlistal béhem procesu suseni v t€sném
kontaktu s povrchem ingotu. Postup suSeni, ktery vedl k nejlepSim dosazenym vysledkiim,
probihal ve dvou fazich. Nejprve byl lepek predsusen pfitisknuty pod tézitkem, aby doslo
k jeho spravnému pfilnuti na ingot. PfedsouSeni probihalo vétSinou pii 50 °C ptes noc.
Poté bylo tézitko odstranéno, aby ve druhé fazi doSlo k uplnému vysuseni lepku.
Dosouseni probihalo dalSich nejméné 24 hodin pfi nezménéné teploté. Teploty a Casy
jednotlivych fazi suseni, jakoz i typ a material tézitka, byly v prib¢hu experimentii ménény

za ucelem jejich optimalizace.

Na obrazku 33 jsou zobrazeny snimky z AFM vysusSené¢ho lepku pSenicné mouky

piirozliSeni 256x256 dpi v postupné se zvySujicim zvétSeni (nejednd se o Zzadny
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ze studovanych vzorkli VZ1, VZ2, VZ3, v nasledujicim textu bude oznaovan VZX).
Na snimcich je vidét, ze lepek tvofi hustou trojrozmérnou sit’ tvofenou vlakny stocenymi
do pfiblizn¢ kruhovych a spirdlnich utvart. Tloustka téchto vldken je piiblizné¢ 100 nm a
velikost ,,0k* této sit€ je zhruba 200 az 300 nm. Vlékna jsou slozena z menSich piiblizné
kulovitych utvarti o priméru zhruba 100 nm. Detailnéjsi strukturu téchto UtvarG neni
mozné z uvedenych snimka urcit, lze ale predpokladat, ze jsou tvotfeny komplexy nékolika
molekul lepkovych proteint. Na snimku s nejvétsi skenovanou plochou jsou patrné trhliny,

které pravdépodobné vznikly pfi piipraveé vzorku.

U vzorku mouky VZ2 (obrazek 34) byla pozorovana struktura typové podobnd, ale
tvofend podstatné tencimi a hustéji uspofadanymi vlakny. Jednotlivé utvary, znichz
se vlakna skladala, dosahovaly v priméru asi 20 az 40 nm a ve stejném fadu se také

pohybovala velikost ,,0k* sit¢.
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Obrazek 33: Snimky lepku z AFM vzorku VZX v postupné se zvysujicim zvétseni. Napravo
od obrazku je vzdy zndzornéna stupnice optickych hustot, kterd umoznuje posoudit reliéf.

Prohlubné jsou zobrazeny v tmavsich odstinech, vyvyseniny pak jako odstiny svétlé.
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Obrazek 34: Mikrostruktura lepku s velmi hustou siti (VZ2).

V experimentech s dal§imi vzorky mouky se bohuZzel nepodafilo dosahnout takto
kvalitnich snimkd, proto je lepkova struktura na nich zobrazena méné¢ zietelnd. Z casovych
divodi nebylo mozné vypracovat zcela spolehlivy postup, ktery by vedl dosazeni obrazkt
pozadované kvality. Kvalita preparatu totiz mize rovnéz zaviset na vzorku, z n¢hoz je

vysuseny lepek pfipravovan.

I ptfesto byly nasnimany lepkové xerogely studovanych vzorkii mouk (VZ1, VZ2,
VZ3) za ucelem jejich srovnani. Tyto snimky byly skenovany vzdy pfi rozliSeni 256x256
dpi a velikosti zobrazované plochy 30x30 um, 3x3 um. Uvedeny jsou na obréazcich 35 az

40 (str. 85 — 87).
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Mikrostruktura lepku vzorku VZ1 o velikosti snimané plochy 30x30 um je
vyobrazena na obrazku 35, a velikost 3x3 um na obrazku 36. Na snimku s vétSim
zvétSenim lze pozorovat podobné vldknité struktury jako na snimcich na obrazku 33, ale
v podstatné niz$i kvalité, protoze se nepodaiilo pfipravit vzorek, ktery by kvalitng;si

snimky poskytl.
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Obrazek 35: Mikrostruktura lepku vzorku VZI1 (30%30 um).
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Obrazek 36: Mikrostruktura lepku vzorku VZI (3 %3 um).
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Mikrostruktura lepku vzorku VZ2 o velikosti snimané plochy 30x30 um je
vyobrazena na obrazku 37, a velikost 3x3 um na obrdzku 38. I pfes nizsi kvalitu je zde
patrna podobnost se snimky na obrazku 33, ale struktura vzorku VZ2 se jevi byt hustsi a
méné organizovana. Jiny preparat z téhoz vzorku je zachycen na obrazku 34 (str. 84). Jeho
struktura je obdobna té, kterd je znazornéna na obrazku 38, ale jednotlivé utvary, které ji

tvoti, jsou podstatné jemné;jsi.
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Obrazek 37: Mikrostruktura lepku vzorku VZ2 (30%30 um).
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Obrazek 38: Mikrostruktura lepku vzorku VZ2 (3 %3 um).
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Mikrostruktura lepku vzorku VZ3 o velikosti snimané plochy 30x30 um je
vyobrazena na obrazku 39, velikost 3x3 um na obrazku 40. U tohoto vzorku neni mozné
ani na snimku o velikosti snimané plochy 3x3 um pozorovat patrnéjsi strukturu site,
pozorovany preparat se naopak jevi jako neorganizované ,,chuchvalce vaty“. Je tedy
pravdépodobné, zZe interakce mezi lepkovymi proteiny, které fidi vznik trojrozmérné sité,

jsou u tohoto vzorku podstatné odlisné od vzorkl ptedchozich.
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Obrazek 40: Mikrostruktura lepku vzorku VZ3 (3 %3 um).
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Z porovnani snimkl trojrozmérné struktury lepkll z rGznych vzorkli mouky
s hodnotami technologickych ukazatelli vyplyvd, Ze neexistuje vyznamna korelace mezi
obsahem dusikatych latek (poptf. obsahem mokrého lepku) a vzhledem a organizaci
proteinové sité. Stejn¢ tak nebyla pozorovdna souvislost struktury se sedimenta¢nim
indexem. Naopak bylo pozorovano, Ze struktura proteinové sit¢ uspokojivé koreluje
s hodnotami Gluten indexu. Tato korelace je patrna zejména u vzorku VZX, ktery ma
daleko nejvyssi hodnotu Gluten indexu (94) a zaroven zjevné nejvyrazn€j$i a nejlépe
organizovanou strukturu. Nizsi, ale stale patrnou miru organizace vykazuji struktury lepkt
vzorkd VZ1 a VZ2 o hodnotich Gluten indexu 72, resp. 74. U vzorku VZ3 o Gluten
indexu rovném 54 se mikrostruktura lepku jevi jako zcela neorganizovana. Z toho lze
soudit, ze makroskopicka pevnost a soudrznost lepku, které jsou Gluten indexem
charakterizovany, jsou pravdépodobné dany mikroskopickym uspotfadanim lepkovych

proteint.
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6 DISKUSE

Pekarska kvalita pSeni¢né mouky byva hodnocena celou tadou technologickych
ukazatell, které se odvijeji od riiznych vlastnosti lepkovych bilkovin. Z hodnot zvolenych
ukazateli u studovanych vzorkli VZ1, VZ2 a VZ3 (tabulka 3, str. 58) je zfejmé, Ze obsah
dusikatych latek (hrubé bilkoviny) Uzce souvisi s obsahem mokrého lepku, zatimco
uzkou vzajemnou souvislost s obsahem dusikatych latek a mokrého lepku nevykazuji.
Tento poznatek ukazuje na skutecnost, ze mouka s vysokym obsahem bilkovin (respektive
mokrého lepku) nemusi byt vzdy pekatsky kvalitni a naopak. Na druhou stranu z toho
rovnéz vyplyva, Zze pekarskd kvalita mouky nezavisi pouze na celkovém mnozstvi
lepkovych proteint v ni pfitomnych, ale je dana také detailnéjsi strukturou téchto bilkovin

a jejich vzajemnymi interakcemi na molekuldrni Grovni.

v

Proto se v pekafské praxi vyznamné vyuzivaji tyto spolehlivéjsi ukazatele, které blize
charakterizuji chovani mouky v pribéhu technologického procesu. Technologické
ukazatele kvality pSeni¢ného lepku jsou vSak charakteristikami nepfimymi, protoze
neberou v potaz jen samotné bilkoviny, ale také ostatni slozky mouky (Skrob, fosfolipidy,
atd.), které mohou jejich hodnoty rovnéz ovlivnit. Proto nemusi byt vzdy ve shodé

s analytickymi metodami, které pracuji ptimo s bilkovinami.

Z makrostruktury vypraného lepku na obrazku 10 (str. 59) je patrné, Ze se vzrustajicim
obsahem dusikatych latek se struktura lepku méni z pomérné hrubé zvrasnéné na jemné;jsi
a hladsi. Makroskopicky vzhled vypraného lepku vykazuje rovnéZz urcitou miru souladu
s hodnotou Gluten indexu, ale vzhledem nizkému poctu vzorki ji neni mozno prokazat
jednoznac¢né. Jako prokazatelnéjsi se vSak jevi souvislost Gluten indexu s mechanickou

stalosti vypraného mokrého lepku pii ponechani na vzduchu za laboratorni teploty.

Lepek ze vzorku mouky VZ3 pomérné¢ brzy ztraci sviij plivodni tvar, zatimco lepky
zmouk VZ1 a VZ2 sviij tvar zachovavaji podstatn¢ déle. Toto subjektivni pozorovani je
v dobré¢ souvislosti s hodnotou Gluten indexu, a méné¢ jiz vsak s obsahem dusikatych latek.
ProtoZe Gluten index charakterizuje pevnost a soudrznost lepkové struktury, Ize z tohoto
pozorovani usuzovat, Ze stabilita lepkové struktury nemd pficinu pouze v mnozstvi
lepkovych proteinti, ale je vyznamné ovlivnéna jejich vzajemnymi pomeéry a interakcemi
na molekularni Grovni. Navic se jevi, ze vzajemné interakce mezi lepkovymi proteiny

vzorku VZ3 jsou slabsi nez u vzorki VZ1 a VZ2.
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Proto bylo cilem této prace pokusit se najit souvislost technologickych vlastnosti lepku

se zastoupenim jednotlivych lepkovych proteinii v mouce a mikrostrukturou lepkové sité.

Nejprve byly studovany rozdily v pfitomnosti a mnozstvi jednotlivych pSeni¢nych
proteind, které by mohly byt pfi¢inou rozdilné kvality vzorki mouky. SDS-PAGE gely
extraktli studovanych vzorkii mouk v destilované vodé i fosfatovém pufru s SDS
v neredukujicim a redukujicim vzorkovém pufru jsou uvedeny na obrazku 11 (str. 60).
Vyznacené rozdily v prouzcich proteinti na jednotlivych gelech souvisi s charakteristickou
distribuci proteini pro konkrétni odridu pSenice, proto také tato metoda slouzi
k identifikaci odrid (viz kapitola 1.4.3.1.). Tyto odliSnosti mohou byt jednou z pficin
rozdilnych technologickych vlastnosti lepku, avSak pfi¢innd souvislost by musela byt

prokédzéana dal§imi experimenty.

V draze 4 (obrazek 11) je patrné, Ze v neredukovaném stavu se vyskytuji
nadmolekularni komplexy tvofené pravdépodobné zejména gluteniny, které se po pridani
redukéniho €inidla (drdha 5) rozpadnou na jednotlivé proteiny. Naopak u vzorki proteinti
extrahovanych destilovanou vodou tento jev pozorovatelny neni, protoze v téchto
extraktech se nadmolekuldrni komplexy gluteninti a gliadini nevyskytuji nebo jsou

pfitomny pouze ve stopovém mnoZstvi.

Jednotlivé extrakty byly dale déleny GPC za tGcelem stanoveni vzajemnych pomért
v nich obsaZenych proteind. Protoze separace jednotlivych typl proteinii neni pfili§
vyraznd, byl chromatogram rozdélen na nékolik oblasti pevné zvolenymi body na ose
retencnich Cast. Tyto oblasti pfiblizn¢ odpovidaji eluci jednotlivych typt proteind, jak je

patrno z analyz SDS-PAGE.

U extraktl ve fosfatovém pufru s SDS (graf na obrazku 25, str. 75) je jasné patrna
korelace mezi procentualnim zastoupenim jednotlivych zaznac¢enych oblasti a hodnotami

sedimentacniho indexu.

Procentudlni zastoupeni oblasti s oznacenim A, které obsahuji nejvétsi
nadmolekularni komplexy tvofené zejména gluteniny o M, nejcastéji kolem 2000 kDa [2]
propojenymi disulfidickymi vazbami, velmi dobie koreluje se sedimentacnim indexem,
protoze sedimentace vétSich Castic je rychlejsi nez u ¢astic mensich. Tato rychlost roste

s druhou mocninou poloméru sedimentujicich castic.

Podobnou, ale mén¢ prikaznou korelaci se sedimentaénim indexem vykazuje oblast

s oznacenim B. Tato oblast obsahuje pravdépodobné zejména LMW-GS a gliadiny
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v rozmezi M; 30 az 75 kDa [2]. Protoze jeji velikost koreluje se sedimenta¢nim indexem,
lze predpokladat, Ze i tyto proteiny jsou soucasti nadmolekularnich komplext lepkovych
proteind, ale jsou k nim vazany pouze nekovalentné, tedy predevsim vodikovymi mustky.
V pribéhu extrakce a GPC, kde je SDS pfitomno pouze v niz8i koncentraci 0,5 %,
resp. 0,1 %, pravdépodobné nedochazi k zasadni disociaci takto vazanych komplexi, které
se ovSem rozpadnou ve vzorkovém pufrupro SDS-PAGE, kde je koncentrace SDS
podstatné vyssi. Nizsi mira korelace vSak muze byt zplisobena tim, Ze ¢ast nekovalentné
vazanych lepkovych proteinli disociuje jiz béhem extrakce, a proto neni pfitomna

v nadmolekularnich komplexech eluujicich v oblasti s ozna¢enim B.

Naopak je tomu v piipad€ oblasti s ozna¢enim C a D, kde je korelace negativni, tedy
¢im vysSi je procentualni zastoupeni téchto oblasti, tim je nizs$i sedimentacni index.
U oblasti s oznacenim E je uz korelace nepritkazna. Na zakladé relativnich molekulovych
hmotnosti zjisténych pomoci SDS-PAGE lze soudit, Ze i zaznacené oblasti C a D obsahuji
gluteniny a gliadiny. Z chromatogramti na obrazku 26 (str. 78) je patrno, Ze u vzorkl
s nizSim zastoupenim oblasti A a B je vyrazné vyssi proteinovy obsah v oblasti C a D.
To naznacuje, ze utéchto vzorkl je podstatné vice gluteninii a gliadini, které nejsou
vazany v nadmolekularnich komplexech nebo se tyto komplexy snaze rozpadaji. Je tedy
mozné se domnivat, ze gluteniny a gliadiny téchto vzorkli maji niz8§i schopnost
nadmolekularni komplexy tvofit. To mize byt ddno bud’ jejich neptiznivym pomérem,
nebo strukturnimi odliSnostmi na Grovni aminokyselinové sekvence, které se mohou

projevit naptiklad nizsi schopnosti tvofit disulfidické vazby.

Ackoliv mezi relativnim zastoupenim zaznafenych oblasti v chromatogramu
vzorku extrahovaného destilovanou vodou a hodnotami sedimenta¢niho indexu jsou
ve fosfatovém pufru s SDS. Jednim z dGvodid je podstatné vyssi relativni odchylka
stanoveni relativniho zastoupeni jednotlivych oblasti chromatogramu. Dalsi z pficin miize
byt i pomérn¢ Spatné déleni proteinii téchto extrakti v GPC, jak je vidét z analyz
SDS-PAGE. GPC neni totiz idedlni metodou pro separaci denaturovanych proteind,
protoze na rozdil od déleni v nativnim stavu nezaujimaji molekuly téhoZ proteinu identické
konformace, coz vede k zhorSeni separace. U extraktli ve fosfdtovém pufru s SDS neni
tento vliv tak vyrazny, protoze rozdily ve velikostech délenych proteinli a proteinovych
agregatli jsou podstatné vétsi. Proto neni mozné souvislosti mezi zaznacenymi oblastmi

v chromatogramu jednoznac¢né posoudit, piestoze nckteré korelace je tfeba povazovat
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za potencialné mozné. Naptiklad v pfipad€ oblasti A se pravdépodobné jednd o stopové
mnozstvi proteinovych komplexii obdobnych tém, které pozorujeme ve stejné oblasti

u extraktu ve fosfatovém pufru s SDS.

Podobnou analyzu vztahii mezi pekaiskymi vlastnosti mouky a proteinovymi
frakcemi provedli také Preston a spol. [48]. Pro sviij vyzkum ovSem pouzili jiné ukazatele
pekaiské kvality mouky, a to SDS-sedimentacni test (pouzivajici pSeni¢ny Srot a jako
¢inidlo roztok dodecylsulfatu sodného v kyselin€ octové), tvrdost pSenicného zrna,
amylograf (vyjadiuje viskozitu suspenzi mouky), farinograf (popisuje zmény konzistence
tésta behem hnéteni) a pekafsky pokus. Extrakce proteinit z pSenicné mouky provedli
podle Osborna s ¢astenou modifikaci, i GPC probihala za jinych podminek. Proto

publikované vysledky a zavéry se 1i$i od nasich vysledk.

Cubadda a spol. [49] se zabyvali vztahy mezi vlivem obsahu a vlastnosti bilkovin
na pevnost lepku pSenice tvrdé (Triticum durum L.). Ke studiu pouZili rizné metody, napf.
SDS-sedimentacni test, Gluten index, farinograf, mixograf, atd. OvSem publikované
vysledky se opét 1isi od naSich, ponévadz studovali mouku z pSenice tvrdé, kterd ma

odlisné vlastnosti od pSenice seté, predevSim vyssi obsah bilkovin.

Identifikaci vzdjemného propojeni lepkovych proteinli neni mozné provést
na zékladé¢ GPC, popt. SDS-PAGE, ale vyzadovala by pouziti pokrocilejSich metod
analyzy proteini na molekularni drovni. Jednou zmoZnosti je analyza fragmentt
lepkovych proteini pomoci hmotnostni spektrometrie. Tato metoda byla pouzita
k identifikaci jednotlivych proteinti na gelech z SDS-PAGE, ale z asovych diavodii nebylo
mozné vyvoj metodiky dokoncit. Nicméné se podafilo identifikovat trypsinové Stépy
standardniho prepardtu proteasy z viru HIV-1, coz prokazuje moznost realizace téchto

experimentl na pristrojich dostupnych na nasem pracovisti.

Metoda AFM je vedle elektronové mikroskopie dalsi metodou pouzitelnou
pro pozorovani struktury latek ve vétSim rozliSeni, nez jaké umoznuje svételna
mikroskopie. K pozorovani struktury lepku byla zvolena metoda AFM z toho diivodu, Ze
umoziuje pracovat i se vzorky v nativnim stavu, tedy ve vodném prostiedi. Tim by bylo
zaru¢eno prirozené pokracovani aktudlnich experimenti provadénych s lepkem

ve vysusSeném stavu.

Pfed samotnym pozorovanim bylo tfeba vypracovat postup piipravy vzorku

vysusen¢ho lepku pro skenovani. Ten vychazel z pozorovani, ze lepek svym vysuSenim
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neméni vyznamné objem ani tvar, a proto lze pfedpokladat, Ze i jeho vnitini struktura
zustava bez podstatnych zmén. Aby na povrchu lepkového xerogelu nebyly nerovnosti
vetsich rozméra, nez jaké jsou pozorovatelné AFM, byl v pribéhu vysuseni vyprany lepek
pritisknut na atomarn¢ rovny kifemikovy ingot, ktery nechal vyniknout samotné

mikrostrukture lepkové sit€ na molekularni urovni.

Ponévadz ingot neni k lepku pfiili§ pfilnavy, bylo nutné pfitisknuty lepek zatizit
vhodnym ptfedmétem. Jako piihodnéjsi se jevily hydrofobni predméty (v naSem piipadé
byla idealni plastova nozka od nabytku), naopak pfilnava sklenéna kadinka byla méné
vhodnd, protoze se od ni lepek tézko odlepoval. Snadné odlepeni je dilezité proto, ze
po pocateCnim Caste€ném vysuSeni a zafixovani tvaru lepku na ingotu je tfeba tézitko
odstranit, aby bylo dal$i dosousSeni ucinnéjsi. Pokud bylo tézitko pfilnavé, dochazelo
pii jeho odstranovani k odlepeni lepku od ingotu, coz mélo negativni dopad na kvalitu

skenovani povrchu vzorku.

Vlastni suseni probihalo ve dvou fazich. Nejdiive byl vzorek ptredsusen pod tézitkem,
které bylo néasledné odstranéno a lepek dosusen. Testovany byly rizné teploty a rizné doby
suSeni, a to zejména ve fazi pocatecniho piedsuseni s tézitkem. Teploty prvni faze byly
ménény v rozmezi od 50 do 120 °C. Doby ptedsuseni byly voleny v zavislosti na pouzité
teplot¢ vrozmezi od 10 min po 24 hodin. Varianta, kdy toto piedsuSeni probihalo
za vysoké teploty 120 °C po dobu cca 10 min, se neosvédcila, protoze pfi takto rychlém
vysuseni vznikly v lepku praskliny, které jeho hladkou plochu poskodily a pozorovani
pomoci AFM tak zcela znemoznily. Naopak jako vhodnéjsi se ukazala varianta s pomalym
predsusenim za teploty 50 °C ptes noc. Druha faze byla volena jednotné. Po odstranéni
tézitka probihalo dosuSeni pti 50 °C pies noc nebo déle. Tato teplota byla nakonec zvolena
pro ob¢ faze suSeni, protoze pii vysSich teplotach dochazi k denaturaci bilkovin a hrozi
nebezpe€i vyraznych zmén v mikrostruktufe lepku oproti nativnimu stavu. Po Uplném
vysuseni byl ingot s lepkem ptesunut do exsikatoru az do doby, kdy byl skenovan AFM.
Ani tento postup ale zatim nelze povazovat za definitivni, protoze pozorovani rtiznych

preparati pripravenych ze stejnych vzorkti mouky neposkytovala vzdy stejné vysledky.

I pfes popisované obtize s pfipravou vzorkli naznacuji ziskané vysledky urCitou
souvislost mezi strukturou xerogelu lepku a hodnotou Gluten indexu. NejlepSich vysledka
bylo dosazeno u vzorku mouky VZX zachycené¢ho na obrazku 33, kde je vidét vyrazna
vldknita struktura. Zaroven hodnota Gluten indexu tohoto vzorku rovna 94 vyrazné

prevysuje hodnoty vzorkl ostatnich (protoze k tomuto vzorku nebyly s vyjimkou Gluten
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indexu k dispozici hodnoty ostatnich technologickych ukazatelt kvality, nebyl nakonec
zafazen mezi vzorky porovnavané i dalSimi metodami, zejména GPC). Gluten index je
relativn€ vysoky i u vzorki mouk VZ1 a VZ2 (72, resp. 74), kde také mizeme pozorovat
vldknitou strukturu. Jeji organizovanost se vSak jevi niz8i nez u vzorku VZX, navic
u vzorku VZ2 poskytuji dva riizné pozorované preparaty riznou velikost ¢astic, z nichz je
struktura slozena. Naopak vzorek VZ3, jehoz Gluten index je mnohem nizsi (54), takto
vyraznou strukturu nema, coz nasvédcuje nizsi mife organizace molekul proteina tvoficich
lepek. Tato korelace tedy ukazuje, ze lepek, ktery je tvofen pevnou siti vzajemné
nebyla nalezena z4dna korelace mezi mikrostrukturou lepku a sedimentaénim indexem
dané mouky, resp. relativnim zastoupenim zaznacenych oblasti v chromatogramech GPC.
Z toho je mozné usuzovat, ze mezi schopnosti tvofit vychozi agregaty, které jsou pfitomny
piimo v mouce, a schopnosti tvofit pevnou trojrozmérnou strukturu lepkové sité, neexistuje

piima souvislost a Ze vznik kazdé z téchto struktur se fidi jinymi interakcemi.

Znovu je ale tieba zdiraznit, ze pozorovani metodou AFM nebylo z ¢asovych divoda
dotazeno k stoprocentni kvalité a reprodukovatelnosti, proto je tfeba uvedena konstatovani
povazovat pouze za hypotézu, kterou bude tieba jesté ovéfit dalSimi experimenty s v&tSim
poctem vzorkt. I pies urcité obtize se vSak metoda AFM aplikovand na lepkovy xerogel
ukézala jako zajimavd moznost studia mikrostruktury lepku, nebot nevyzaduje zadné
specidlni podminky skenovani (napf. vakuum nebo velmi nizkou teplotu). Tuto
mikroskopickou techniku je principidlné mozno rozsifit i na vzorky v nativnim stavu, ¢imz
by bylo dosazeno plynulého pokracovani popisovanych experimentii smérem k pfirozenym

technologickym podminkam pSeni¢ného lepku.

Metodu AFM ke studiu mikrostruktury lepku pouzili také Matuura a spol. [50], ovSem
vyprany pSeni¢ny lepek nesusili pfitisknuty k atomarné¢ rovnému kifemikovému ingotu.
Strukturu lepku zafixovali ve vakuu ,,nabublanim* lepku do tuhé pény, kterou nasledné
dosusili a naskenovali pomoci AFM. OvSem prezentované obrazky napovidaji, Ze ani tato

metoda neposkytuje kvalitni vysledky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 95

ZAVER
Tato prace se zabyva vztahem mezi technologickymi ukazateli kvality pSeni¢né
mouky na jedné stran¢ a zastoupenim lepkovych proteinti a mikrostrukturou lepkové sité

na strané druhé. Vysledky provedenych experimenti ukazuji na korelace mezi nékterymi

z technologickych ukazateli a nami zkoumanymi vlastnostmi.

Byla provedena GPC lepkovych proteinii extrahovanych destilovanou vodou a
roztokem ve fosfatovém pufru s SDS. Zatimco u proteinti extrahovanych destilovanou
vodou nebyla pozorovana priikaznd korelace mezi relativnim zastoupenim jednotlivych
oblasti v chromatogramu a technologickymi ukazateli, byla u extrakt ve fosfatovém pufru
s SDS nalezena vyznamnd korelace mezi sedimentatnim indexem a relativnim
zastoupenim oblasti chromatogramu, ktera odpovidd komplexiim proteinii navzijem
vazanych disulfidickymi vazbami. Naopak korelace mezi sedimenta¢nim indexem a
zastoupenim oblasti protein o nizS§i molekulové hmotnosti mé ziporny korelacni
koeficient. To poukazuje na skutecnost, ze vyssi hodnota sedimentacniho indexu souvisi

s vyssi schopnosti agregace lepkovych proteini do vétSich komplexi.

Analyza proteinovych extrakti pomoci SDS-PAGE skute¢né potvrzuje rozdily
v zastoupeni né€kterych lepkovych proteinti, byt” spiSe mensiho rozsahu. Tyto rozdily jsou
charakteristick¢é pro konkrétni odrtidu pSenice, a mohou byt jednou z pficin raznych
technologickych vlastnosti lepku. Prokézani ptimych souvislosti by vSak vyzadovalo dalsi

experimenty.

Na trovni mikrostruktury, kterd byla studovana metodou AFM, jsou zjevné patrné
rozdily mezi lepky o riznych hodnotach Gluten indexu. Zatimco u lepku s velmi vysokou
hodnotou Gluten indexu je zfetelnd vysoce organizovana vldknita struktura, u lepkl
s niz§imi hodnotami Gluten indexu se organizovanost postupné sniZuje, az nakonec
u lepku s hodnotou velmi nizkou neni pozorovatelna prakticky vibec. To naznacuje, ze
organizovanost mikrostruktury lepkové sité je urCujicim faktorem jeho makroskopickych

vlastnosti.

Ptestoze postup ptipravy vzorkli pro AFM ani samotné skenovani preparati nebyly
dosud optimalizovany do t¢ miry, aby experimenty byly zcela reprodukovatelné, ukazuji
ziskané vysledky na pravdépodobnou existenci vyznamnych souvislosti mezi

mikrostrukturou proteinové sité lepku a jeho makroskopickymi vlastnostmi. To otevira
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moznosti dal§iho studia struktury lepku na mikroskopické Grovni a vzdjemnych interakci

mezi lepkovymi proteiny.

Ziskané¢ vysledky ukazuji, ze obsah dusikatych latek (resp. mokrého lepku)
v pSenicné mouce neni vzdy zcela spolehlivym ukazatelem pekaiské kvality mouky,
protoze zélezi také na struktuie bilkovin, jejich vzajemnych pomérech a interakcich
na molekularni urovni. Stejné tak zddny z ostatnich nepfimych ukazateli pekatské kvality
pSeni¢né mouky neposkytuje o jeji kvalit¢ jednoznanou vypoveéd’, naopak jejich vzajemna
korelace je Casto nizkd. Kazdy znich vSak miize vypovidat o urcitych vlastnostech
lepkovych proteinli a lepku na molekuldrni trovni, jak bylo ukadzano na ptikladu

sedimentac¢niho indexu a Gluten indexu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2D
2-ME
3D
ACN

AFM

CLSM

CSN EN ISO

DTT
ESI
ESI-IT-MS

GPC

HMW-GS

TIAA
ICR
IEC
IT

LM

LMW-GS

m/z

MALDI

dvojrozmérné zobrazeni
2-merkaptoethanol (2-mercaptoethanol)
trojrozmérné zobrazeni

acetonitril

Mikroskopie atomarnich sil (Atomic Force Microscopy)

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (Confocal Laser Scanning

Microscopy)

Ceska technicka norma, ktera zavadi do soustavy eskych norem
evropskou normu identickou s mezinarodni normou mezinarodni
organizace pro normalizaci ISO (International Organization for
Standardization)

Dithiothreitol

Elektrosprayova ionizace (Electrospray lonisation)

hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci a iontovou pasti

Gelova permeacni chromatografie (Gel Permeation Chromatography)

podjednotky gluteninli s vysokou molekulovou hmotnosti (High
Molecular Weight Glutenin Subunits)

jodoacetamid

iontova cyklotronova rezonance (Ion Cyclotron Resonance)
iontové vyménna chromatografie (Ion-Exchange Chromatography)
iontova past (Ion trap)

svételna mikroskopie (Light Microscopy)

podjednotky gluteninti s nizkou molekulovou hmotnosti (Low Molecular

Weight Glutenin Subunits)
hmotnost/naboj

Ionizace laserem za ptfitomnosti matrice (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization)
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MS

PAGE

REMPI

RP-HPLC

SDS

SDS-PAGE

SEC

SEM

TEM

TEMED

TOF

UV

\7A%

VIS

w/v

P20

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

Rezonan¢ni multifotonova ionizace (Resonance-Enhanced Multiphoton
Ionization)

vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie na reverzni fazi (Reverse Phase
High-Performance Liquid Chromatography)

dodecylsulfat sodny (Sodium Dodecylsulfate)
Elektroforéza v polyakrylovém gelu s dodecylsulfatem sodnym
velikostné vyluCovaci chromatografie (Size Exclusion Chromatography)

Rastrovaci elektronova mikroskopie (Scanning Electron Microscopy)

Transmisni elektronovéa mikroskopie (Transmission Electron
Microscopy)

Tetramethylethylenediamin
detektor doby letu (Time Of Flight)
ultrafialovy (ultraviolet)
objem/objem (volume/volume)
viditelny (visible)

hmotnost/objem (weight/volume)

hustota pti 20°C
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