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Seznam zkratek a symbolu

°C
DTT

HPLC
IAA

1/min

LC

m/z

min

MS

ot./min

TFA

stuperi Celsia, jednotka teploty
D,L-dithiothreitol

gram, jednotka hmotnosti

vysokoucinna kapalinova chromatografie
jodacetamid

litr, jednotka objemu

litr za minutu, jednotka pritoku
kapalinova chromatografie

mol/l, jednotka molarni koncentrace
pomér molekulové hmotnosti a naboje
minuta, jednotka Casu

relativni molekulova hmotnost
hmotnostni spektrometrie

otacka za minutu, jednotka frekvence otaceni centrifugy
hodnota izoelektrického bodu

kyselina trifluoroctova



1 Uvod

Jedna z mnoha definic proteomiky fika, Zze proteomika se zabyva
systematickou analyzou bilkovin z hlediska jejich identity, mnozstvi a funkci [1].
Jejim cilem je obvykle prozkoumani ulohy bilkovin v procesech probihajicich
v organismu. Je vyuzivana pro diagnoézu a odhaleni pfiCin nemoci, vyrobu l€Civ,
nebo tvorbu specifickych enzyml v potravinafstvi a prumyslu. Protoze bilkoviny
jsou zpusobem exprese genetické informace, pouziva se proteomika také ke studiu
genu.

Bilkoviny ale ma smysl zkoumat i z mnohem prozai¢téjsich divodu.
V historii se do malifskych barev ¢i barevnych inkoustt pro spravnou hustotu nékdy
pfidavaly vaje¢né bilky. Dnes pfi restaurovani maleb je potieba zjistit, zda tomu tak
v konkrétnich pfipadech bylo. Cestou muize byt naptfiklad nalezeni ovalbuminu
v barvé. Identifikace bilkovin je také jedna z moznosti, jak odhalit pouziti kravského

mléka pii vyrobé kozich nebo ov€ich syru.

1.1 1zolace bilkovin

Pokud chceme zkoumat buné€né bilkoviny, je prvnim krokem jejich uvolnéni
zbunék. U zivociSnych bunck lze obvykle pouzit osmoticky tlak. Buriky jsou
suspendovany v hypotonickém roztoku. Rozdilem koncentraci rozpusténych latek
v tomto roztoku a uvnitf buriky vznikaji osmotické sily, které se snazi koncentrace
vyrovnat. Protoze latky zevnitf buriky vétsinou nemohou projit pfes membranu ven,
pronika voda zvnéjsku do buriky. Tim burika zvétSuje sviij objem az praskne. Pro
bakterialni a rostlinné buriky s buné¢nou sténou tento postup nelze pouzit. Nejprve je
nutno buné€nou sténu odstranit, napfiklad enzymaticky. Jina moznost rozbiti bunék
je pouzitim detergenti nebo organickych rozpoustédel, je vSak nutno postupovat
opatrné, protoze by mohlo dojit k denaturaci izolovanych bilkovin. Casto se také
pouzivaji ultrazvukové vibrace, mechanické drceni ¢i mleti s piskem nebo oxidem
hlinitym [2].

DalSim krokem je extrakce. V této praci byly k extrakci pouzity dva roztoky,
a sice roztok mocoviny o koncentraci 8 mol/l a roztok obsahujici mocovinu o

koncentraci 8 mol/l a hydrogenuhli¢itan amonny o koncentraci 0,4 mol/l. Ze



ziskaného roztoku proteini se odstrafiuji nerozbité buiiky a jejich zbytky, pfipadné
daldi latky (v této praci naptiklad tuk) centrifugaci nebo filtraci. Vyextrahované
bilkoviny pak mohou byt vratné vysoleny, nejéastéji siranem amonnym [2]. Jinou
mozZnosti je vysraZzeni a zaroven denaturace kyselinou trifluoroctovou (TFA).
V takovém pfipadé po vysraZeni nasleduje odstranéni zbytkové TFA proplachnutim

srazeniny acetonem [3].

1.2 Enzymatické stépeni bilkovin

Vétsina metod identifikace bilkovin hmotnostni spektrometrii vyZaduje
nastépeni bilkoviny enzymem s danou specifi¢nosti. Vzniklé peptidy jsou pro tuto
bilkovinu charakteristické a na jejich zakladé je mozné bilkovinu vyhledat

v databazi.

1.2.1 Uprava bilkoviny pred $tépenim

Pied $§t€penim bilkoviny je nutno rozrusit jeji tercialni strukturu, aby mél
enzym dobry piistup k fetézci. Je nutno pfedevsim rozbit disulfidické mistky mezi
postrannimi fetézci cysteinu a zajistit, aby nedoslo k jejich obnoveni. K rozbiti se
obvykle pouziva redukce dithiothreitolem, nasledné se vzniklé thiolové skupiny
alkyluji napiiklad jodacetamidem, jak je ukazano v chemickych rovnicich na

obrazcich 1.1 a1.2.
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Obr. 1.1 Redukce disulfidického mustku dithiothreitolem.
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Obr. 1.2 Alkylace thiolové skupiny jodacetamidem.

Alkylaci je zabranéno opétovnému vzniku disulfidickych muistkl. Ziskany fetézec

proteinu je vhodny k enzymatickému §tépeni.

1.2.2 Trypsin

Jednim z nejpouzivanéjSich enzymu je trypsin. Vznikd z neaktivniho
trypsinogenu produkovaného slinivkou bfisni. Trypsinogen je ze slinivky vylu¢ovan
do dvanactniku, kde je preménén na trypsin. Pfreména spociva v odstépeni
hexapeptidu na N-konci aminokyselinového fetézce. St&pné misto je mezi lysinem a
isoleucinem, coZ odpovida specifit¢ trypsinu. Nejprve je z trypsinogenu pomoci
enzymu enteropeptiddzy vytvofeno malé mnoZstvi trypsinu, které poté zac¢ne
fungovat jako katalyzator pfemény. Proto je trypsin oznacovan jako autokatalyticky
enzym [2].

Trypsin je vyuZivan pro svou velmi vysokou specifitu, §té€pi peptidické vazby
na C-konci lysinu a argininu, pokud nésledujici aminokyselinou neni prolin.

Chemicka rovnice $té€peni je uvedena na obrazku 1.3.

D, trypsin. H,0 R1 H,N.__COOH
HZN)\[(NYCOOH — )\ + h
HN" ~COOH R2
0 R
NH
kde R1je bud HN" ™""CH- nebo HNJLN/\/CHQ_
2
H

Obr. 1.3 Stépeni dipeptidu trypsinem.



Protoze prumérny vyskyt lysinu v bilkovinach je pfiblizn€ 5,7 % a argininu pfiblizné
5,4 %, maji trypsinem na$t€pené peptidy primérnou délku devét aminokyselin.
Druhou vyhodou trypsinu oproti jinym enzymim je to, Ze trypsin je schopen Stépit i
Spatné rozpusténé bilkoviny [3]. Teplotni optimum trypsinu je 37 °C, pH optimum
je 8. Stépeni lze zastavit ochlazenim vzorku na teplotu kolem 0 °C, okyselenim

(naptiklad TFA) nebo nadavkovanim do HPLC kolony.

1.3 Separace technikou nanokapalinové chromatografie na €ipu

Pied vlastni detekci hmotnostnim spektrometrem jsou ziskané peptidy
separovany &ipovou LC. Cip je vytvofen z polyimidu, obsahuje prekoncentraéni a
separacni kolonu. Na vystupu ze separatni kolony je pokoveny hrot
nanoelektrospreje. Obé kolony obsahuji stejnou stacionarni fazi. V této praci byly
pouzity dva Cipy, jeden s naplni z grafitizovaného uhliku, druhy s napini silikagelu
modifikovaného oktadecylovymi fetézci (C18).

Vzorek peptidi je kapilarni pumpou transportovan pies prekoncentrani
kolonu, kde jsou peptidy zachycovany, a zbyly roztok prochazi do odpadu.
Nanopumpa po zakoncentrovani peptidy vymyva pfes separacni kolonu do hrotu
elektrospreje. Zde dochazi k jejich ionizaci a prechodu do hmotnostniho analyzatoru.
Tim byva pruletovy analyzator (TOF), kvadrupol, nebo, jako v této praci, iontova

past.

1.4 Identifikace bilkovin hmotnostni spektrometrii

Existuje néekolik zplisobh provedeni. ,Peptide mass fingerprinting”, tedy
peptidové mapovani, porovnava presné zméfené molekulové hmotnosti peptidi a
molekulové hmotnosti peptidu teoreticky nastépenych zbilkovin v databazi.
Sekvenci aminokyselin je mozno uréit zpétné pfifazenim experimentalné zméfené
molekulové hmotnosti k odpovidajicimu peptidu nalezenému v databazi.

Moznosti pouzitou v této praci je ziskani sekvence aminokyselin peptidu
z fragmentaCniho spektra a jeji porovnani s bilkovinami v databazi. Peptidy jsou

v hmotnostnim spektrometru roz§tépeny srazkami s neutralnimi molekulami (He, Ar)
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a jsou zaznamenany molekulové hmotnosti (resp. m/z) iontt vzniklych fragmenti.
Ke $tépeni dochazi nejéastéji na peptidovém fetézci, ptevazuji fragmenty b-ionty a

y-ionty. Tyto fragmenty jsou znazornény na obrazku 1.4.

"
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Obr. 1.4 Typy fragmentii vzniklych rozitépenim peptidu na peptidovém Fetézci. Prevzato z [4].

Porovnanim molekulovych hmotnosti ionti a jednotlivych aminokyselin je ziskana
sekvence aminokyselin v peptidu.

Kombinaci téchto dvou metod je identifikace vyuzivajici kratké a snadno
identifikovatelné sekvence ve spektru. Tato sekvence, oznacovana jako ,,TAG*, déli
peptid na tfi ¢asti. U krajnich zname presnou molekulovou hmotnost, prostfedni ¢ast
tvoifi TAG se zndmou sekvenci aminokyselin. Peptid 1ze zapsat jako m; TAGms, kde
m; a m3 jsou molekulové hmotnosti krajnich ¢asti peptidu. V databazi jsou
vyhledéavany peptidy nas$tépené danym enzymem a obsahujici TAG na pozici dané

molekulovymi hmotnostmi m; a m;. [4]

1.5 Cil prace
Cilem této bakalaiské prace bylo posoudit vhodnost ¢ipové techniky nano-

-LC-MS/MS  pro urCeni druhu mléka pouzitého pfi vyrobé syri a pro odhaleni

pouziti vaje€ného bilku pfi vyrobé historickych barev.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

Aceton (p. a.) byl zakoupen u firmy Lachema, Brno, CR. Acetonitril (pro
HPLC, gradient grade), D,L-dithiothreitol (99 %) a kyselina mravenci (98 — 100 %)
byly zakoupeny u firmy Sigma, St. Louis, USA. Hydrogenuhli¢itan amonny (99,5
%), jodacetamid (98 %), kyselina trifluoroctova (98 %) a mocovina (99,5 %) byly
zakoupeny u firmy Fluka, Buchs, Svycarsko. Trypsin zvepfového pankreatu
(lyofylizovany, cistény afinitni chromatografii) byl zakoupen u firmy Merck,

Darmstadt, Némecko.

2.2 Pouzité pristroje

Centrifuga Minispin Plus byla od firmy Eppendorf, Némecko. Digitalni
blokova lazen Grant byla od firmy Grant Industries, Cambridge, UK. LC-MS systém
byl zapijcen od firmy Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko a sestaval
z nasledujicich asti: kapilarni pumpa a nanopumpa série 1100, HPLC C¢ip s napini
z grafitizovaného uhliku (velikost c¢astic stacionarni faze S5 um, objem
prekoncentraéni kolony 40 nl, délka separacni kolony 43 mm, prufez separacni
kolonou ¢tvercovy o stran€ 75 um), HPLC ¢ip s naplni ZORBAX 300SB-C18
(velikost &astic stacionarni faze 5 um, objem prekoncentracni kolony 40 nl, délka
separacni kolony 43 mm, prufez separacni kolonou {tvercovy o strané 75 pm),

hmotnostni spektrometr iontova past XCT.

2.3 Zpracovani vzorku

VSechny vzorky byly zpracovéany stejnym zpusobem. Rozdily byly pouze pfi

extrakci bilkovin ze vzorku.
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2.3.1 Extrakce

K extrakci byly pouzity dva roztoky. Jednim byla smés mocoviny o
koncentraci 8 M a hydrogenuhli¢itanu amonného o koncentraci 0,4 M (extrak¢ni
roztok 1). Druhym byl pouze roztok mocoviny o koncentract 8 M (extrakéni
roztok 2).

Vsechny vzorky syri a tofu o hmotnosti pfiblizné 3 g byly vlozeny do
zkumavek s piiblizné€ 5 ml extrakéniho roztoku 1 nebo 2. Vzorek tofu v extrakénim
roztoku 2 byl poté vafen na vodni lazni po dobu 20 minut. Vzorek tofu v extrakénim
roztoku 1 a oba vzorky koziho syra byly na vodni lazni pouze ptivedeny k varu.
Vzorky eidamu a ov¢iho syra vareny nebyly. VSechny vzorky se dale ulozily na 9 dni
pfi laboratorni teplot€.

Pii zpracovani vzorku vejce byl nejprve oddélen bilek od zloutku. Byl
podniknut pokus rozpustit mocovinu pfimo ve vzorcich. V bilku o objemu priblizné
30 ml bylo rozpusténo 19 g moc€oviny. Ve zloutku o objemu piiblizné 15 ml bylo
rozpusténo 8 g moCoviny. Ve zloutku se moCovina rozpoustéla velmi Spatné, protoze
rychle tuhnul. Oba vzorky poté byly ulozeny pii laboratorni teploté. Po deviti dnech
bilek 1 zloutek ztuhly, proto byly jejich €asti o priblizném objemu 3 ml vlozeny do

pfiblizné 5 ml extrak¢niho roztoku 2 a ulozeny na dalsich 7 dni.

2.3.2 Srazeni

Z kazdého vzorku byl injekéni stiikackou odebran roztok vyextrahovanych
bilkovin. Centrifugaci byl odstranén tuk a pevné zbytky necistot. Poté bylo do
mikrozkumavky odebrano 900 ul roztoku, pfidano 100 pl TFA, promichano a
mikrozkumavka byla ulozena na ledu po dobu 30 minut. Vzorek byl dale
centrifugovan pfi 10 000 ot./min po dobu 15 minut. SraZenina bilkovin se vytvofila
pouze u obou vzorku tofu, u vzorku Zloutku a u vzorku eidamu v extrakénim roztoku
1. Ostatni vzorky proto byly centrifugovany jesté jednou, tentokrat pii 14 500 ot./min
po dobu 10 minut. Po vytvofeni stazeniny bilkovin byl supernatant odstranén,

srazenina byla promyta studenym acetonem a vysu$ena na vzduchu.
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2.3.3 Stépeni trypsinem

Na analytickych vahach byl odvazen 1 mg srazeniny a rozpustén v 1 ml
extrak¢niho roztoku 1 tak, aby koncentrace bilkovin v roztoku byla 1 mg/ml. Pro
redukci disulfidickych mustka bylo do mikrozkumavky napipetovano 113 pl roztoku
bilkovin (odpovida 113 pg bilkovin) a 28 pul 45 mM roztoku DTT (objemovy pomér
roztok bilkovin/DTT byl 4/1, roztok DTT o této koncentraci byl v laboratofi
piipraven dfive). Vzorek byl poté inkubovan pfi 50 °C po dobu 15 minut. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pro alkylaci pfidano 28 pl 100 mM roztoku
IAA (objemovy pomér roztok bilkovin/IAA byl 4/1, roztok IAA o této koncentraci
byl v laboratoii ptipraven diive). Alkylace probihala pii laboratorni teploté po dobu
15 minut.

50 mg trypsinu bylo rozfedéno v 660 ul 1 mM HCl. Do mikrozkumavky
s roztokem alkylovanych bilkovin bylo napipetovano 60 pl roztoku trypsinu, coz
odpovida 4,5 pg trypsinu (hmotnostni pomér bilkoviny/trypsin byl 25/1). Dale bylo
napipetovano 220 pl destilované vody, ¢imz byla upravena koncentrace mocoviny na
2 M a koncentrace hydrogenuhli¢itanu amonného na 0,1 M [3]. Stépeni bilkovin
trypsinem probihalo po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C a bylo ukon€eno zmrazenim

vzorku v mrazni¢ce.

2.3.4 Separace a identifikace

Koncentrace bilkovin ve vzorcich pred separaci byla 250 ng/ul. Na kolonu
s naplni C18 bylo autosamplerem davkovano 1, 2 a 4 pul vzorkl vaje¢nych bilkovin a
0,5, 0,8 a 1 ul ostatnich vzorkd. Kazda analyza byla provedena dvakrat. Bylo tedy
zkoumano 250, 500 a 1000 ng vajecnych bilkovin a 125, 200 a 250 ng bilkovin ze
syri a tofu. Pritok nosné kapaliny prekoncentraéni kolonou byl 4 pl/min. Pritok
mobilni faze separacni kolonou byl 0,3 pl/min.

Na kolonu s naplni z grafitizovaného uhliku bylo autosamplerem davkovano

2 a 4 pl vzorkl vaje¢nych bilkovin a 0,5 a 1 pl ostatnich vzorki. To odpovida 500 a
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1000 ng vajeénych bilkovin a 125 a 250 ng bilkovin ze syrii a tofu. Priitok nosné
kapaliny prekoncentraéni kolonou byl 4 pl/min. Pritok mobilni faze separaCni
kolonou byl 0,3 pl/min.

V obou piipadech byl mobilni fazi roztok acetonitrilu ve vodé s pridavkem
0,1 % kyseliny mraveni. Byla pouzita gradientova eluce se sloZenim mobilni faze

uvedenym v tabulce 2.1.

Tabulka 2.1 SloZeni mobilni faze (acetonitrilvoda s pFidavkem 0,1 % HCOOH) béhem
gradientové eluce.
Slozeni je vyjadieno v % acetonitrilu obsazenych v mobilni fazi.

Doba analyzy [min] 0 20 25 30 40
Obsah acetonitrilu | %] 3 55 80 80

(US]

Pro ionizaci bylo na elektrodu elektrospreje vloZzeno napéti —1800 V. Pary
eluentu byly od vstupni kapilary hmotnostniho spektrometru odstrafiovany
omyvanim dusikem o teploté 325 °C a prutoku 3 I/min. Po detekci hmotnostniho
spektra byly bilkoviny vyhledavany v databazi Swiss-Prot [5] pomoci vyhledavace
Mascot MS/MS lons Search (Matrix Science, Londyn, UK) [6].



3 Vysledky a diskuse

3.1 Vzorky syru

Ve vSech druzich syri byly identifikovany prekurzory B-laktoglobulinu,

a-S1-kaseinu, o-S2-kaseinu, B-kaseinu a x-kaseinu. [-laktoglobulin vaze retinol,

hraje také roli pii jeho transportu a je zakladni slozkou syrovatky. Kasein je

heterogenni fosfoprotein tvofici az 80% proteini v mléce. Tvoii micely, které maji

fetézce k-kaseinu na povrchu a fetézce ostatnich typt uvnitf. Slouzi k transportu

vapniku a fosfore¢nani [7]. Oba druhy bilkovin mohou u ¢lovéka vyvolat alergickou

reakci. Jedna se o pomérné kratké fetézce. Jejich vlastnosti jsou uvedeny

v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1 Viastnosti bilkovin nalezenych ve vzorcich syru.

pl — vypoctend hodnota izoelektrického bodu, Mr — relativhi molekulova hmotnost, délka
Fetézce — pocet aminokyselin tvoFicich bilkovinu, vSechny udaje byly prevzaty z databdze

Swiss-Prot [5].

Bilkovina Zivogisny druh pl Mr Délka
fetézce
prekurzor o-S1-kaseinu tur domaci (bos taurus) 4,98 24 571 214
koza domaci (capra hircus) 5.32 24 332 214
ovce domaci (ovis aries) 5.32 24 348 214
prekurzor o-S2-kaseinu tur doméci (bos taurus) 8.54 26 176 222
koza domaci (capra hircus) 8.24 26 546 223
ovce domdci (ovis aries) 7,66 26 489 223
prekurzor p-kaseinu tur domadci (bos taurus) 5,26 25 149 224
koza domaci (capra hircus) 5.26 24 907 222
ovce domdci (ovis aries) 5,26 24917 222
prekurzor k-kaseinu tur domaci (bos taurus) 6,30 21372 190
koza domaci (capra hircus) 5.53 21 602 192
ovce domaci (ovis aries) 5.78 21599 192
prekurzor f-laktoglobulinu  tur domdci (bos taurus) 493 20276 178
koza domaci (capra hircus) 5.50 20 369 180
ovce domdci (ovis aries) 5,44 20314 180
muflon (ovis orientalis musimon) 5,26 18 429 162
karnitin tur domaci (bos taurus) 9.02 89035 771

o-palmitoyltransferaza |
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3.1.1 Kozi syr Polder

Jak ukazuji tabulky 3.2 az 3.5, ve vzorku koziho syra byl kromé kozich
mlé&nych protein( nalezen také hovézi B-kasein a hovézi a mufloni B-laktoglobulin.
Viechny peptidy, podle kterych byl identifikovan mufloni B-laktoglobulin, jsou
obsazeny i v kozim B-laktoglobulinu. Jeden z nich se vsak v kozim B-laktoglobulinu
nachazi uvniti fetézce, svym N-koncem je navazan na alanin a neni tedy mozné jej
trypsinem odstépit. V muflonim B-laktoglobulinu se nachazi na zaCatku, N-konec ma
volny a odstépit jej Ize.

Proteiny, podle kterych byl identifikovan hovézi f-kasein, odpovidaji
nékterym peptidim identifikujicim kozi [B-kasein. Proto je pokryti sekvence
hovéziho B-kaseinu vzdy mensi nez koziho B-kaseinu (viz tabulky 3.2 az 3.5). Tyto
proteiny byly rozli§eny diky peptidu jez ukonéuje sekvenci na C-konci proteind.
Predposledni aminokyselinou koziho [-kaseinu je leucin, hové€ziho B-kaseinu
isoleucin. V pfipadé, ze tento koncovy peptid nebyl ve vzorku nalezen, nebyl
identifikovan ani hovézi (-kasein. Peptidy, podle nichz byl identifikovan hovézi
B-laktoglobulin, se od analogickych kozich liSily pouze v jedné aminokyseliné
jednoho peptidu.

Sekvence koziho a ovéiho a-Si-kaseinu se 118i v Sesti, a-S2-kaseinu ve
Ctyfech a B-kaseinu pouze ve dvou aminokyselinach. Proto téméf viechny peptidy,
podle nichz byly tyto proteiny identifikovany, odpovidaji také ov€imu kaseinu. Ve
ttech pfipadech peptidy odpovidaji kozim, ov€im i hovézim proteinim. k-kasein byl
jedinym identifikovanym proteinem, ktery ve vSech pfipadech patfil jednoznaCné
mezi kozi mié¢né proteiny.

VSechny ¢tyfi metody identifikace poskytly srovnatelné vysledky.
Nejvhodn€)si se zda byt extrakce 8 M roztokem mocoviny s naslednou separaci na
stacionarni fazi C18. Tato metoda poskytla nejlepsi identifikaci koziho k-kaseinu a

neidentifikovala zadné bilkoviny jinych zivoci§nych druhd.
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Tabulka 3.2 Pokrvti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku koziho syra.
Extrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na stacionarni fazi C18.

Pokryti sekvence [%]
Hmotnost analyzovaného vzorku [ng] 125 125 200 200 250 250

prekurzor a-S1-kascinu (koza domaci) 9° - - 9° 4° 4*
prekurzor a-S2-kaseinu (koza domaci) 22 18 13*  16° - 17
prekurzor B-kaseinu (koza domaéci) - 10° - 5% 13*  13°
prekurzor k-kaseinu (koza domaci) 10 10 10 10 10 10
prekurzor B-laktoglobulinu (koza domaci) - 13 - 13 13 13

? identifikované peptidy odpovidaji také Zivo¢isnému druhu ovce domaci
® identifikované peptidy odpovidaji také Zivotinym druhiim ovce doméci a tur doméci

Tabulka 3.3 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku koziho syra.
Extrakce roztokem 8 M mocoviny a 0,4 M hydrogenuhlicitanu amonného, separace na
stacionarni fazi C18.

Pokryti sekvence [ %]
Hmotnost analyzovan¢ho vzorku [ng] 125 125 200 200 250 250

prekurzor a-S1-kaseinu (koza domaci) 4 4* 4* 9* 4% 9°
prekurzor a-S2-kaseinu (koza domaci) - 23 14° 19 - 13°
prekurzor B-kaseinu (koza domaci) 17 17* 17° 177 16* 17°
prekurzor k-kascinu (koza domaci) 10 - 15 5 - 5
prekurzor B-laktoglobulinu (koza domaci) - 13 13 - - -
prekurzor B-kaseinu (tur domaci) 13 13 13 13 - 13

* identifikované peptidy odpovidaji také Zivo¢isnému druhu ovce domaci

Tabulka 3.4 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku koziho syra.
Extrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na staciondrni fazi grafitizovaném uhliku.

Pokryti sekvence [%]

Hmotnost analyzovan¢ho vzorku [ng] 125 250 250
prekurzor a-S2-kaseinu (koza domaci) 14° 11° 10°
prekurzor B-kaseinu (koza domaci) 21° 12° 27°
prekurzor x-kaseinu (koza domaci) 8 5 8
prekurzor B-laktoglobulinu (koza domaci) - 10 21
prekurzor B-kaseinu (tur domaci) 8 - 21
prekurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) - - 15
prekurzor B-laktoglobulinu (muflon) - 9 22

* identifikované peptidy odpovidaji také Zivoc¢isnému druhu ovce doméaci
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Tabulka 3.5 Pokrvti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku koziho syra.
Extrakce roztokem 8 M mocovinv a 0.4 M hydrogenuhlicitanu amonného, separace na
stacionarni fazi grafitizovaném uhliku.

Pokryti sekvence [ %]

Hmotnost analyzované¢ho vzorku [ng] 125 250 250
prekurzor a-S1-kaseinu (koza domaci) - - 13°
prekurzor a-S2-kaseinu (koza domaci) 10° 9° 17°
prekurzor B-kaseinu (koza domaci) 27° 27° 24°
prekurzor k-kaseinu (koza domaci) 8 8 8
prekurzor B-kaseinu (tur domaci) 13 13 -
prekurzor B-laktoglobulinu (muflon) - 9 9

* identifikované peptidy odpovidaji také Zivo¢isnému druhu ovce doméci
® identifikované peptidy odpovidaji také Zivo¢inym druhiim ovce domaci a tur domaci

3.1.2 Ovéi syr Polder

Jak je patrné z tabulek 3.6 az 3.9, kromé ov€ich mléénych proteinti byly ve
vzorku nalezeny hovézi a-S1-kasein a B-kasein, hovézi a mufloni 3-laktoglobulin a
kozi a-Sl-kasein. Peptidy, podle kterych byl identifikovan kozi a-S1-kasein,
odpovidaly s vyjimkou jediné aminokyseliny i ovéimu kaseinu.

Podobnost sekvence ovCiho a mufloniho B-laktoglobulinu zpusobuje, ze
nalezené peptidy odpovidaji obéma proteinim. U vzorkl, kde byl identifikovan
pouze mufloni B-laktoglobulin, nastala stejna situace jako u vzorku koziho syra (viz
kapitola 3.1.1). Byl nalezen peptid, ktery ma v ovéim [-laktoglobulinu na svém
N-konci alanin, a neni z néj tedy trypsinem odstépitelny.

Také identifikace hovéziho B-kaseinu byla stejna jako u vzorku koziho syra.
Peptidy identifikujici hovézi B-kasein odpovidaji i ov&imu kaseinu, srozdilem
v jediné aminokyseliné. Néekteré nalezené peptidy ale odpovidaji pouze ovéimu
B-kaseinu, proto ma obvykle veétsi pokryti. Hovézi -laktoglobulin se
v identifikovanych peptidech od ov¢iho lisil ve dvou aminokyselinach.

Diky podobnosti sekvenci opét Casto nelze ur€it, zda byl nalezen ov¢i nebo
kozi a-S1-kasein, a-S2-kasein nebo B-kasein. K tomuto piekryvu ale do§lo v méné
pfipadech nez u vzorku koziho syra. V péti pfipadech odpovidaly peptidy ovéim,
kozim i hovézim proteinim. k-kasein byl opét jediny protein vzdy jednozna&né

ureny jako ov¢i bilkovina.
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Opét byly vSemi &tyfmi metodami ziskany srovnatelné vysledky. Extrakce
smési 8 M mocCoviny a 0,4 M uhli¢itanu amonného a naslednd separace na
grafitizovaném uhliku poskytla nejlepsi pokryti sekvence k-kaseinu. Stejna extrakce
s naslednou separaci na stacionarni fazi C18 identifikovala nejmensi pocet bilkovin
jinych Zivo&i§nych druhGi. Dobré vysledky byly dosazeny i po extrakci 8 M
mocovinou a separaci na stacionarni fazi C18, coz je metoda nejvhodnéjsi pro kozi

syr i eidam (viz kapitoly 3.1.1 a 3.1.3).

Tabulka 3.6 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku ovciho syra.
Extrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na stacionarni fazi C18.

Pokryti sekvence [ %]
Hmotnost analyzovan¢ho vzorku [ng] 125 125 200 200 250 250

prekurzor a-S1-kaseinu (ovce domaci) 7 4° - 7 - -
prekurzor a-S2-kascinu (ovce domaci) - 18 18 17 18 18
prekurzor B-kaseinu (ovce domaci) 18 9* 17* 9* 17* 17°
prekurzor k-kaseinu (ovee domaci) 10 10 10 10 5 8
prekurzor B-laktoglobulinu (muflon) 31° 41° 29 32 16° 41°
prekurzor B-kaseinu (tur domaci) 14 - 13 - - 13

prekurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) 20 19 25 25 14 30

* identifikované peptidy odpovidaji také Zivocisnému druhu koza doméci
® identifikované peptidy odpovidaji také Zivo¢isnému druhu ovce domaci

Tabulka 3.7 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku ovciho syra.
Extrakce roztokem 8 M mocoviny a 0,4 M hydrogenuhlicitanu amonného, separace na
stacionarni fazi C18.

Pokryti sekvence [%]
Hmotnost analyzovan¢ho vzorku [ng] 125 125 200 200 250 250

prekurzor a-S1-kaseinu (ovce domaci) 16 9* 9* 22 22 21
prekurzor a-S2-kaseinu (ovce domaci) 4° 8° 19 23 22* 9°
prekurzor B-kascinu (ovee domaci) - 12° 9 16 9° l6*
prekurzor k-kaseinu (ovce domaci) 10 10 10 10 20 10
prekurzor B-laktoglobulinu (muflon) 15¢ 27¢ 15¢ 20 19° 17°
prekurzor B-kaseinu (tur domaci) - - 8 16 - -
prekurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) - - - - 17 -
prekurzor a-S1-kaseinu (koza domaci) 16 - - - - 21

* identifikované peptidy odpovidaji také Zivoc¢isnému druhu koza domaci
® identifikované peptidy odpovidaji také Zivo&ignym druhiim ovce doméci a tur domaci
¢ identifikované peptidy odpovidaji také Zivo¢isnému druhu ovce domaci
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Tabulka 3.8 Pokrvti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku ovéiho syra.
Extrakce 8 M roztokem mocovinv, separace na staciondrni fazi grafitizovaném uhliku.

Pokryti sekvence [%]

Hmotnost analyzovaného vzorku [ng] 125 250 250
prekurzor a-S2-kaseinu (ovce domaci) 10° 7° 7°
prekurzor B-kaseinu (ovce domaci) 22° 19° 22°
prekurzor k-kaseinu (ovce domaci) - 12 -
prekurzor B-laktoglobulinu (muflon) 21° 15°¢ 20
prekurzor B-kaseinu (tur domaci) 17 14 17
prekurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) 30 25 14

* identifikované peptidy odpovidaji také Zivocis$nym druhiim ovce domaci a tur domaci
® identifikované peptidy odpovidaji také Zivocisnému druhu koza doméci
¢ identifikované peptidy odpovidaji také ZivociSnému druhu ovce domaci

Tabulka 3.9 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku ovciho syra.
Extrakce roztokem 8 M mocoviny a 0.4 M hydrogenuhlicitanu amonného, separace na
stacionarni fazi grafitizovaném uhliku.

Pokryti sekvence [%]

Hmotnost analyzovaného vzorku [ng] 125 250 250
prekurzor a-S 1-kaseinu (ovce domaci) 12° 20 16°
prekurzor a-S2-kaseinu (ovce domaci) 9° 14° 9°
prekurzor B-kaseinu (ovce domaci) 20° 27° 20°
prekurzor k-kaseinu (ovce domaci) 12 21 17
prekurzor B-laktoglobulinu (muflon) 26 26 35
prekurzor a-S1-kaseinu (tur domaci) 7 7 7
prekurzor B-kaseinu (tur domaci) - 21 14
prekurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) - 32 21

* identifikované peptidy odpovidaji také zivo¢isnému druhu koza doméci

3.1.3 Eidam 30%

Jak je zfejmé z tabulek 3.10 az 3.13, ve vzorku eidamu byla naprosta vétSina
bilkovin identifikovana jako hovézi. Pouze prekurzoru -kaseinu byly nalezeny dva
druhy, jeden hovézi a druhy kozi nebo ov¢i; nalezené peptidy odpovidaly bezezbytku
obé€ma zivo¢iSnym druhiim. Stejné jako u vzorkd koziho a ovéiho syra je to patrné
zplsobeno podobnosti v sekvencich aminokyselin. V identifikovanych peptidech je

rozdilna jedina aminokyselina, jak bylo popsano v kapitole 3.1.1.
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Nejméné vyhovujici metodou identifikace bilkovin v syru eidam je extrakce
smési 8 M moCoviny a 0,4 M uhliitanu amonného s naslednou separaci na
stacionarni fazi C18. Ostatni metody poskytly srovnatelné vysledky. Nejlepsi pokryti
sekvence k-kaseinu bylo ziskano extrakci 8 M mocovinou a separaci na stacionarni

fazi C18. Tato metoda je tedy pro identifikaci bilkovin v syru eidam nejvhodné&jsi.

Tabulka 3.10 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku eidamu.
Extrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na stacionarni fazi C18.

Pokryti sekvence [%)]
Hmotnost analyzovan¢ho vzorku |ng] 125 125 200 200 250 250
prckurzor a-S1-kaseinu (tur domaci) - 11 10 19 9 18
prekurzor a-S2-kaseinu (tur domaci) 34 34 20 34 18 23
prekurzor B-kaseinu (tur domaci) - 9 13 - 9 13
prekurzor k-kaseinu (tur domaci) 11 - 11 11 11 11

prekurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) 11 11 - - - -

prekurzor B-kaseinu (koza domaci) - - 13° - - 13°

? identifikované peptidy odpovidaji také Zivocisnému druhu ovce domaci

Tabulka 3.11 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku eidamu.
Ixtrakce roztokem 8 M mocoviny a 0.4 M hydrogenuhlicitanu amonného, separace na
stacionarni fazi C18.

Pokryti sekvence [ %]
Hmotnost analyzovan¢ho vzorku [ng] 125 125 200 200 250 250

prekurzor a-S1-kaseinu (tur domaci) 10 21 - - - -
prekurzor a-S2-kaseinu (tur domaci) 24 24 22 22 14 18
prckurzor B-kaseinu (tur domaci) 9 - - - - -
prekurzor k-kaseinu (tur domaci) - - 5 - - -
prckurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) 12 - 8 - - -

karnitin o-palmitovltransferaza | - 2 - - - -
(tur domaci)
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Tabulka 3.12 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku eidamu.
Extrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na staciondrni fazi grafitizovaném uhliku.

Pokryti sekvence [%]

Hmotnost analyzované¢ho vzorku |ng] 125 250 250
prekurzor a-S1-kaseinu (tur domaci) - 16 22
prekurzor a-S2-kascinu (tur domaci) 26 25 25
prckurzor B-kaseinu (tur domaci) 18 - 12
prckurzor k-kaseinu (tur domaci) 8 8 8
prekurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) § - -
prekurzor 3-kaseinu (koza domaci) 14° - 9°

* identifikované peptidy odpovidaji také Zivocisnému druhu ovce domaci

Tabulka 3.13 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku eidamu.
FExtrakce roztokem 8 M mocoviny a 0,4 M hydrogenuhlicitanu amonného, separace na
stacionarni fazi grafitizovaném uhliku.

Pokryti sekvence [%]

Hmotnost analyzovanc¢ho vzorku [ng] 125 250 250
prekurzor a-S1-kaseinu (tur domaci) 7 - 6
prekurzor a-S2-kaseinu (tur domaci) 25 31 28
prckurzor B-kaseinu (tur domaci) 8 20 17
prckurzor k-kaseinu (tur domaci) 5 5 15
prekurzor B-laktoglobulinu (tur domaci) - 7° -
prckurzor B-kaseinu (koza domaci) 17 17 -

* identifikované peptidy odpovidaji také Zivo¢isnym druhum koza domaci a ovce domaci
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3.2 Vzorek vejce

V tabulce 3.14 jsou uvedeny bilkoviny nalezené ve vaje¢ném Zzloutku a bilku

a nékteré jejich vlastnosti.

Tabulka 3. 14 Viastnosti bilkovin nalezenych ve vzorcich vejce.

pl - vypoctena hodnota izoelektrického bodu, Mr — relativni molekulova hmotnost, délka
Fetézce - pocet aminokyselin tvoFicich bilkovinu, v§echny udaje byly prevzaty z databdze
Swiss-Prot [5].

Bilkovina Zivoéisny druh pl Mr Délka
fetézce
ovalbumin kur domaci (gallus gallus) 519 43202 386
prekurzor apovitelleninu-1 kur domaci (gallus gallus) 9.17 12017 106
prekurzor lysosymu C kur domdci (gallus gallus) 9,37 16750 147
kachna domaci (anas 913 14962 129
platyrhynchos)
kachni¢ka karolinska (aix 9.24 14931 129
sponsa)
ovotransferrin kur domadci (gallus gallus) 6.85 79583 705
kachna domaci (anas 6,19 77325 686
platyrhynchos)
prekurzor ovomukoidu kur domaci (gallus gallus) 4,75 23678 210
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3.2.1 Zloutek

Jak ukazuji tabulky 3.15 a 3.16, ve vzorku slepi¢iho zloutku byly
identifikovany pouze prekurzor apovitelleninu-1 a ovalbumin. Apovitellenin-1 je
jeden z vaje¢nych alergeni. Ovalbumin je albumin vaje¢ného bilku. Jeho pfitomnost
ve vzorku Zloutku je patrné zptisobena nedokonalym oddélenim Zzloutku od bilku pfi
piipravé vzorku. Tomu nasvédCuje i nizké pokryti sekvence (viz tabulky 3.15 a
3.16). Separace na grafitizovaném uhliku pro identifikaci bilkovin ve Zloutku neni

vhodna, nebot’ nejsou identifikovany témér zadné bilkoviny ve vzorku.

Tabulka 3.15 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku slepiciho Zloutku.
FExtrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na stacionarni fazi C18.

Pokryti sekvence [%]
Hmotnost analyzovaného vzorku [ng] 250 250 500 500 1000 1000
ovalbumin (kur domaci) 4 4 4 - 4 4

prekurzor apovitelleninu-1 (kur domaci) 23 41 41 41 41 41

Tabulka 3.16 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku slepiciho Zloutku.
Extrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na stacionadrni fazi grafitizovaném uhliku.

Pokryti sekvence [ %]
Hmotnost analyzovaného vzorku [ng] 500 1000 1000
ovalbumin (kur domaci) - - 4
3.2.2 Bilek

Jak uvadé&ji tabulky 3.17 a 3.18, byly mimo slepiCich bilkovin ve vzorku
identifikovany také kachni prekurzory lysosymu C a kachni ovotransferrin. Stejné
jako u vzorku syru je to zpusobeno podobnosti sekvenci. Nalezené peptidy, podle
nichz byly identifikovany slepi¢i a kachni ovotransferrin, se liSily v jedné
aminokyseliné. Ve slepi¢im ovotransferrinu byl leucin, v kachnim ovotransferrinu
isoleucin.

Peptidy identifikujici slepi€i lysosym C se od peptida identifikujicich kachni

lysosym C li§i v jedné (kachnicka karolinska) nebo ve dvou (kachna domaci)
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aminokyselinach. U slepi¢iho lysosymu C je glutamin, u obou kachnich lysosymi C
je na odpovidajicim misté kyselina glutamova. Lysosym C kachny domaci se dale
odliSuje kyselinou asparagovou na misté asparaginu u slepi¢iho lysosymu C.

Po separaci na grafitizovaném uhliku je identifikovan pouze ovalbumin, navic
s mnohem mens§im pokrytim sekvence nez po separaci na stacionarni fazi C18. Pro

identifikaci bilkovin ve Zloutku je tedy vhodnéjsi separace na stacionarni fazi C18.

Tabulka 3.17 Pokryti sekvence proteinu nalezenych ve vzorku slepiciho bilku.
Extrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na stacionarni fazi C18.

Pokryti sekvence [%]
Hmotnost analyzovaného vzorku [ng] 250 250 500 500 1000 1000

ovalbumin (kur domaci) 22 19 16 26 20 20
prekurzor lysosymu C (kur domaci) 13 - 19 29 24 19
ovotransferrin (kur domaci) 3 4 - - - -
prekurzor ovomukoidu (kur domaci) - - - 8 8 -
prekurzor lysosymu C (kachnicka 18 - 18 18 18 -
karolinska)

prekurzor lysosymu C (kachna domaci) - 30 - - - -
ovotransferrin (kachna domaci) - 5 - - - -

Tabulka 3.18 Pokryti sekvence proteinii nalezenych ve vzorku slepiciho bilku.
Extrakce 8 M roztokem mocoviny, separace na stacionarni fazi grafitizovaném uhliku.

Pokryti sekvence [%]
Hmotnost analyzovan¢ho vzorku [ng] 500 1000 1000

ovalbumin (kur domaci) 9 7 7

3.3 Tofu

Ve vzorcich tofu nebyla ani jednou metodou identifikovana zadna bilkovina,
s vyjimkou trypsinu v n€kolika pfipadech. Divodem patrné je, ze pfislu§né bilkoviny

se v databazi Swiss-Prot nenachazeji.
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4 Zavér

Bilkoviny izolované ze vzorku syri a vaje¢ného Zzloutku a bilku byly
nastépeny trypsinem, dale usp&€Sné separovany cipovou LC a identifikovany
hmotnostni spektrometrii pomoci vyhledavace Mascot v databazi Swiss-Prot. Ze
vzorku tofu se bilkoviny identifikovat nepodafilo, protoze se v pouzité databazi
nenalézaji.

Vzhledem k podobnosti sekvenci kozich, ov€ich a hové€zich bilkovin Casto
dochazi k nejednozna¢nému ¢i nespravnému urceni zivo¢iSného druhu. Jedinou
bilkovinou, u které se tak nikdy nestalo, je x-kasein. Druh mléka, z néz je syr
vyroben, lze tedy urcit identifikaci k-kaseinu urcenim jeho piivodu z prislusného
zivoci$ného druhu. Nejvhodnéjsi metodou identifikace je extrakce bilkovin roztokem
8 M mocoviny s naslednou separaci na stacionarni fazi C18. Tato metoda poskytuje
dobré vysledky pro vSechny druhy zkoumanych syr.

Ve vajecném bilku byl identifikovan ovalbumin a prekurzor lysosymu C.
Jejich nalez ve vzorku historické barvy tedy bude dukazem pouziti vajecného bilku
pfi jeji vyrob€ Nejvhodnéjsi metodou identifikace je také extrakce bilkovin

roztokem 8 M mocoviny a nasledna separace na stacionarni fazi C18.
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