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Praktické cviceni

Stanoveni proteinu potravin
chromatografickymi metodami.

Vypracoval: RNDr. Ivana Borkovcové, Ph.D.
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Stanoveni proteini potravin chromatografickymi metodami.

HPLC/UHPLC analyza proteini a peptidi je pomérn€ novou zaleZitosti, nicmén¢ separacni
mechanismus je obdobny tomu klasickému.

Metody pouzivané k pripravé vzorku proteinu

e I[zoelektrické srazeni na pH 4,6 pii teploté 20 ° C.

e Ultracentrifugace (100 000 g/1 hod.)

e Vysolovaci metody ((NH4)2SO4; nasycené NaCl)

e Ultrafiltrace a mikrofiltrace

¢ Gelova filtrace, Size Exclusion Chromatography, SEC, GPC., déleni podle velikosti

molekul

Pro separaci mlécnych bilkovin se pouziva iontové-vymeénna chromatografie a v soucasné
dobé stale vice kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Iontové-vyménna chromatografie

Chromatografii na ménicich iontl (IEC) mizZeme definovat jako vratnou vymeénu iontl mezi
mobilni a stacionarni fazi. Separace peptidi/proteinti probihd na zaklade jejich schopnosti
vazat se na ionexové pryskyfice. lonty, které jsou elektrostaticky vazané ke stacionarni fazi se
reverzibilné vyménuji s ionty v roztoku. Déleni latek je zplisobeno rozdilem ve velikosti
naboje. lonty se stejnym ndbojem se hromadi na stejném misté¢ a jsou eluovany soucasné.
Peptidové fragmenty jsou detekovany UV detektorem ¢i fluorescencnim detektorem. Dnes je
tato metoda stale vice nahrazovana vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni
fazi.

Chromatografie na reverzni fazi

Vysoce U¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) se stava v soucasné
dob¢ nejrozsitenéjsi metodou pouzivanou ke stanoveni proteinll a peptidii. . DéEli latky na
zakladé rizné silnych hydrofobnich interakci s chromatografickym nosi¢em obsahujicim
hydro-fobni skupiny. RP-HPLC pouziva jako staciondrni fazi nepolarni kolonu plnénou
mikro-casticemi modifikovaného silikagelu, ke kterému je vazan alkyl o 4, 8 nebo 18
uhlicich. Nejcastéji pouzivand mobilni faze je smes vody, acetonitrilu a kyseliny
trifluoroctové (TFA). TFA se pouziva v koncentraci 0,1% a plsobi jako slabé hydrofobni
iontoveé parovaci Cinidlo, které zaroven udrzuje pH na hodnoté asi 2 a minimalizuje tak
interakce mezi proteinem/peptidem a mobilni fazi. Separace je provadéna s pouzitim
gradientu. Separované peptidy/proteiny jsou detekovany UV nebo hmotnostnimi detektory.
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Metodicky pfistup pfi stanoveni proteind:
a) Klasicka strategie: chromatografie intaktnich proteint
b) ,,Shot Gun“ strategie: §té€peni vSech proteint (trypsin), pak chromatografie peptidi

Experimentalni ¢ast — stanoveni syrovatkovych proteinu RP HPLC

Pracovni postup:

e Odstranéni tuku ze vzorku mléka odstfedénim a mechanickym odebranim horni
tukové vrstvy

e Vysrazeni vzorku odstfedéné¢ho mléka 10% kyselinou octovou na pH = 4,6 za stalého
michani

e centrigugace pii 5 000ot/min po dobu 5 min

e filtrace supernatantu do HPLC vialek pfes membranovy nylonovy filtr 0,22 um

e HPLC analyza

Podminky HPLC stanoven.

chromatograficka kolona: Aeris WIDEPORE 3,6 um XB-C8, 150 x 4,6 mm

velikost nastiiku 5 ul

teplota kolony 45T

velikost nasttiku 5 ul

detekce UV/PDA pfti 205 nm

pratok 1,0 ml/min. gradientova eluce, m.f. A: voda:acetonitril: TFA (95:5:0,1), m.f. B:
voda:acetonitril: TFA (5:95:0,1)



