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ABSTRAKT

V této préaci bylo sledovano 15 aminokyselin (asgava kyselina, threonin, serin, gluta-
mova kyselina, prolin, glycin, alanin, valin, isot#n, leucin, fenylalanin, tyrozin, histidin,
lysin a arginin) v kaseinu kravského mléka a v nodgch tavenych syrech s 30, 45 a 60
% wiw tuku v suSia. Sledovan byl vliv izného obsahu tuku na hydrolyra kiivky a
hodnotu koreknich koeficient pro stanovované aminokyseliny. Hydrolymakiivky byly
sestrojeny pomoci nelinearni regrese za pouzithy@olyzanich interval (v rozsahu

0 - 144 hodin). Pomoci iontéwyménné chromatografie byl v automatickém analyzatoru
AAA 400 stanoven obsah aminokyselin. Na zaklagdrolyza&nich Kivek byly vypaiteny
koreleni faktory pro sledované aminokyseliny s cilem #vpgesnost a spolehlivost sta-

noveni aminokyselin.

S rostoucim obsahem tuku ve vzorcich byl pozorow#stikorekinich faktofi pro wtSinu
sledovanych aminokyselin. Nejvyssi kotak faktory byly stanoveny pro serin, threonin

a tyrozin u modelovych vzoikavenych syir s nejvysSim obsahem tuku v susin

Kli¢cova slova: aminokyselina, kasein, kysela hydrolylmgdrolyzani kiivka, korekni

faktory, ztrata
ABSTRACT

Fifteen amino acids (aspartic acid, threonine negmglutamic acid, proline, glycine, alani-
ne, valine, isoleucine, leucine, phenylalanineggyme, histidine, lysine and arginine) were
determinated in bovine casein and in model prockskeese with 30, 45 and 60 % w/w
fat in dry matter. It was observed influence ofdantent on hydrolysis curve and value of
correction factors. Hydrolysis curves was providad nonlinear regression using 13
hydrolysis intervals (at intervals 0 - 144 h). Amiacids were separated and determinated
by using ion-exchange chromatography onto an AmAgd Analyser AAA400.
According to hydrolysis curves were calculated edtion factors for amino acids with the
aim of higher accuracy of amino acids determinatiith growing content of fat in the

samples was determined higher correction factors.

The higher correction factors were determinated derine, threonine and tyrosine in

model processed cheese with the highest contdat of dry matter.

Keywords: amino acid, casein, acid hydrolysis, bis curve, correction factors, loss
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UvoD

Tato prace popisuje moznosti stanoveni aminokysefiatravinach, vliv doby hydrolyzy na
stanoveni obsahu aminokyselin v kaseinu a vliv bbgaku v tavenych syrech na stanoveni

aminokyselin.

V teoretickécasti jsou stréiné popsany zakladni hydroly&zai metody — kysela, zasadita a
enzymatickd hydrolyza, moznosti jejich pouziti deddetody detekce a kvantifikace ami-

nokyselin (zejména HPLC a iontémcova chromatografie).

V praktické ¢asti byly vyrobeny tavené syry &znym obsahem tuku v susinZe zakladni
mlécné bilkoviny — kaseinu a tavenych &yyly kyselou hydrolyzou uvolmy aminokyse-
liny a nasleda detekovany iontas*vyménnou chromatografii. Na zakladhydrolyzy byly

stanoveny hydrolyzmi kiivky pro jednotlivé aminokyseliny a ¢gn vliv obsahu tuku na

hydrolyzu.
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1 AMINOKYSELINY

Aminokyseliny se v potravinach vyskytuji diujako volné (asi 1 %) nebo vézané
v proteinech a peptidech. Dale se mohou spojovatediwat: s nejiiznéjSimi substraty jako
nag. sacharidy, lipidy ap. VSechny tyto aminokyseling po vhodné Upra&wzorku analy-
zovat chromatografickymi metodami. Krémystavby bilkovin slouzi aminokyseliny jako
neurotransmitery, ignaseée signalu. Uteni obsahu aminokyselin jéldzité nejen pro bio-

chemické dely, ale také pro mikrobiologii, potravifgvi i farmacii. [1, 27]

1.1 Uréeni aminokyselin v proteinu

Urceni celkového obsahu aminokyselin v potravinachragh 2 kroky: hydrolyza polymeru
(protein nebo peptid) pro uvani aminokyselin a dale jejich detekci (pro¥ad tiznymi
zpasoby) a kvantifikaci. Analyza aminokyselin je tatt#lezita pro stanoveni enantionier
aminokyselin. Kvantifikace skutaé hodnoty aminokyselin v proteinui€o hydrolyzou) je
dulezita pro farmaceutické a potraviské &ely, zejména pro vyvoj té&v a potravnich do-
plnka. Stanoveni aminokyselin v potravindch dnes souvisimodernim trendem zdravé
vyzivy. Urceni skladby a obsahu aminokyselin vSak hréjeadtou roli i pii biochemickych,

mikrobiologickych, klinickych a diagnostickych stigh [27].

1.2 Hydrolyza aminokyselin

Samotnd hydrolyza je nejvice problematickou a dkdu ¢asti celé analyzy. Jeji favé
provedeni je hlavnifedpoklad pro zdanou analyzu. Eelem hydrolyzanich metod je
kvantitativni uvolni vSech aminokyselin. Volba hydrolyzd metody zalezi nacélu pro-
vadkneé analyzygcasto je vSak volen kompromis mezikolika hydrolyz&nimi metodami.
Prabéh hydrolyzy ovliviiuje rekolik faktora: teplota,cas, hydrolyzani cinidla, dalSi pime-
si. Pro spravny fbéh hydrolyzy je nezbytna optimalni kombinaéehto faktofi a musi byt
bran ohled zejména na méstabilni aminokyseliny. Zgma podminek b hydrolyze je vzdy
kompromisem mezi provedenim reakce a zachovanik¢mézn produki [1]. Stale ale nee-
xistuje optimélni metoda hydrolyzy, kterou bychook@ézali uvolnit vSechny aminokyseli-

ny, aniz by dochéazelo k jejich ztratam.

Jelikoz bylo dokazano, Ze je hydrolyza hlavnim jhro nepesnosti §i analyze, je dnes
pouZzivana jiz cel&#ada automatickychifstroji, které maji zajistit fesrejSi kontrolu pod-

minek i hydrolyze [2]. Pro dosazeni akceptovateligsposti by rdla byt podle [8] zavis-
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lost obsahu aminokyselin gase hydrolyzy modelovana: (1) s pouzitim nejim&a hydro-
lyza¢nich interval; (2) nejmé s 1 — 2 hydrolyzénimi intervaly &tSimi nez 100 hodin; (3)
s maximem hydrolyzaich intervah predchazejicich maximu na hydrolgpa kiivce (ma-
ximum vy&zku). Hydrolyzu vazanych aminokyselin Ize ob&gmovést temi zpisoby: ky-

sele, alkalicky, enzymaticky [2].

1.2.1 Kysela hydrolyza

Pro kyselou hydrolyzu bylo vyzkouSeno mnozstvi kysenag. kyselina chlorovodikova
(HCI), metansulfonové kyselina, p-toluensulfonoyddlina, a sulfonova kyselina. JiZko-
lik desetileti je pro kyselou hydrolyzu v potravistvi a krmivdstvi nejl@zreji pouzivana
HCI (c = 6 mol.1"), které je vzorek vystavertigeplot okolo 110 °C po dobu 20-24 hodin
bez gitomnosti vzduchu. Hlavniipdnost hydrolyzy pomoci HCI je, Ze jitleme pouzit
v obou fazich — plynné (vhodné rfafako pokr&ovani elektroforetickych metod) i kapalné.
Standartni je doba 20 — 24 hodin, avSak vede kesepmu stanoveni obsahékierych

aminokyselin [3].

Pri kyselé hydrolyze probihaji procesy ukoVvani a destrukcechterych aminokyselin sou-
casré. Sirné aminokyseliny (cystein, metionin) jsou Kgse hydrolyzou ¢ast&né nebo
kompletrg destruovany. Tryptofan je destruovan kompietrodle [4]¢ini pii 24hodinové
hydrolyze HCI ztraty u serinu a threoninu 5 - 1@éste&né ztraty byly zjidiny také u tyro-
zinu, ktery je citlivy na fitomnost néistot. Asparagin a glutamin jsou kyselou hydrolyzou
HCI konvertovany na kyselinu asparagovou a glutaoud]. NejwtSi ztraty byly zji&ny

u cysteove kyseliny a serinu. Jako ochratindlla, majici snizit ztraty aminokyselirtoem
hydrolyzy, byvaji vyuzivany nap fenol, thioglykolova kyselina, merkaptoetanolgdah a
tryptamin, které sefiavaji ve velmi malém mnoZzstvi k analyzovanémurkaadbezpro-

stredre pred hydrolyzou.

Napriklad hydrolyza 6 molt HCI pii 145 °C, doba fisobeni 4 hodiny, ukazuje obdobné
vysledky jako hydrolyza 6 moftlHCI pii 110 °C, doba fisobeni 24 hodin [2]. Mé&nse
uplatiuje pouziti kyseliny methansulfonové. Vyhodamikeme urceni dalSich aminokyse-
lin, také moznost stanoveni tryptofanu a metioniiogidu (produkt oxidace metioninu).
Neni to €kava latkacili neni snadné ji odgd, ale je teba ji odstranit jinym zjsobem,

nag. srdzenim.
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Paadi aminokyselin v polypeptidovémetzci je rozhodujici pro vysledek hydrolyzy &N
které vazby mezi alifatickymi zbytky aminokyseliakp isoleucin-isoleucin, valin-valin,
isoleucin-valin, jsowasté&né rezistentni uci hydrolyze do 24 hodin (roz%ti se jich 50-
70%). Pokud chceme dosahnout Uplného #épesti €chto vazeb, je nutno vystavit vzorek
pusobeni teploty 110 °C &asovém intervalu 92 — 120 h. Znamena to ale j@38i ztratu
mérg stabilnich aminokyselin [4Re$enim mZe byt modelovani uvbbvani a degradace
jednotlivych aminokyselin pomoci nelinearni regiesamalyzy obsahu aminokyselin
v jednotlivych hydrolyzanich intervalech. Pro dosazZerijg@telné gesnosti je vhodné pro
jednotlivé aminokyseliny @it hydrolyzani kiivky a korekni faktory. AvSak koreéni fak-
tory pro ml€ny kasein nebyly v literate nalezeny. Korei faktory Ize stanovit pro stan-

dardni dobu hydrolyzy:

a) extrapolaci obsahu aminokyselitase 0 [5]

b) s pouzitim maxima na hydrolyaa kiivce [6]

1.2.2 Pouziti mikrovinného ohrevu

Jako nahrada klasickéhoreliu byla studovana i hydrolyza za pouziti mikroéha olievu,
kdy dochazi diky vyzavani energie k devu az na 180 ° C.ienos energie se uskuieje
na zaklad polarizace a nedochazi ke srazkdm molekul. Vyhadduovinného okevu je
zejména podstatné zkraceni doby hydrolyzy¢kohika hodin na par minut [7]. Pro kapalnou
fazi je to obvykle 1-30 minut a pro plynnou 20 —m$ut. Vysledky jsou obdobné jako u
bézné hydrolyzy.

1.2.3 Alkalicka hydrolyza

Pt kyselé hydrolyze je tryptofan degradovan vliveitgmnosti kyseliny chlorovodikové.
Pristupuje se proto k alkalicka hydrolyze, jez je pieana prakticky vyhradnpro stanoveni
tryptofanu, ktery je v alkalickych podminkach pome stabilni. U alkalické hydrolyzy je
hlavni nevyhodou této metodasténa nebo Uplna destrukce serinu, threoninu, argjiranu
cysteinu. Jiné aminokyseliny jsou racemizovany, mdze mit také vliv na vysledek hydro-
lyzy. Pro alkalickou hydrolyzu se vyuziva é&$tji NaOH, KOH, LiOH nebo Ba(OH)[5].
Autoti Kraémar et al. [20] dopoxtuji pro stanoveni tryptofanu LiOH (c = 4,0 — 4,21,

pii jehoz pouziti bylo ve srovnani s Ba(Qldpsazeno lepSich vysleatlka jednodussiho po-
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stupu. Alkalicka hydrolyza se provadi ve skie@ ampuli, kde je vzorek zalit LiOH (c = 4,2

mol.I'Y) a probulan M Hydrolyza probiha 7 hodirtiteplo& 145 °C.

Tryptofan je esencialni aminokyselina nezbytna gpravné fungovani mozku a nervovych
regula&nich mechanisin Dialezita je gitomnost tryptofanu v potr&y neba praw z rgj je
syntetizovan serotonin. Jeho koncentracefim@ ovliviiovana pijmem tryptofanu v potra-

VE.

1.2.4 Enzymatick& hydrolyza

Enzymaticka hydrolyzatpdstavuje mnohem mij$i podminky nez kyseld i alkalicka hyd-
rolyza. Jeji hlavni fednosti je, Ze uma@ije stanoveni asparaginu a glutaminu, jez vykazuji
béhem chemické hydrolyzy ztraty. Neni m&asto aplikovana v praxi, problémeniize byt

nekompletnost analyzy, kteroutgmbuje specifita proteaz a také dékehto reakci [9,10].

1.3 Stanoveni cysteinu a metioninu

Aminokyseliny cystein a metionin nemohou byt s dt&hou gesnosti uteny z kyselého
hydrolyzatu. Fi¢inou je jejichcasténa destrukcedhem hydrolyzy HCI. Proto sefiptupuje

k oxidativre-kyselému zpsobu stanoveni.fRomny cystein a metionin je nejprve oxidovan
(zpravidla pomoci sisi kyseliny mraveéi a peroxidu vodiku v poénu 1:9) na kyselinu
cysteovou a metionin sulfon, které jsou jit pasledné kyselé hydrolyze mnohem staipiln
Si. i tomto zmisobu vSak dochazi ke zZfmym ztratam aminokyselin, jako jsou fenylalanin,
tyrozin, serin a threonin. Proto se kysely a oxigegtkysely zgisob hydrolyzy provagi

soulEzng.

1.4 Detekce a kvantifikace aminokyselin

DalSim krokem stanoveni aminokyselin v proteinapésob provedeni druhg&sti analyzy
— detekce a kvantifikace. Aminokyseliny uvéh@ z proteif a peptid Ize stanovit mnoha
chromatografickymi i elektromigtaimi metodami, z nichz seckteré vyvinuly speciak
pro detekci aminokyselin.i®d detekci se zpravidla aminokyseliny derivatizljinejvic
rozSienym a nejpouzivasim technikam pat iontow-vyménna chromatografie a vysoko-
cinnd kapalinovd chromatografie (high-performancguii chromatography) vybavena

zejména UV/VIS nebo fluoréaimi detektory, které vyuzivaji post- kolonovouidatizaci
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nebo ped-kolonovou derivatizaci aminokyselin. Post-koleaalerivatizace zahrnuje ogid
leni aminokyselin pomoci ionto<micové kolony, nasleduje reakce s chromoforem za vzni-
ku barevnych komplaex U pred-kolonového systému dochazi nejprve k derivaitizdyyd-
rolyzatu a poté jsou derivaty o#ldny na reverzni fazi v HPLC kolénNevyhodou HPLC
metod je zejména niZSi mez stanovitelnosti a dm@&oa pomirné draha piprava vzork,
zejména experimentaln nar&na pedkolonova derivatizace volnych aminokyselin.
K nejéastjSim post — kolonovym derivatizaim ¢inidlam pati ninhydrin a o-fthalaldehyde
(OPA). Standarttise vyuziva ninhydrin, jehoz vyhodou jsou Sirokénusti pouZiti, spo-
lehlivost a moznost stanoveni mnoha aminokysellPA®@e spojeni s fluorescém detekci
je pouzivan pro svou vysokou citlivost, nevyhodeunensi stabilita vzniklych deriviatFi
predkolonové derivatizaci jsou aminokyseliny derizatiany ged vstupem do kolony a
separovany na zakladeverzni faze HPLC kolony. Uigdkolonovych technik je n&gstji
jako ¢inidlo vyuzivan fenylisothiokyanat (PTC) [1, 21].

Byla vyvinutatada novych metod, jeZ zrychlovaly a rédesaly analyzu. Ale vzhledem
k tomu, Zze moderni metody ukazahdu nedostatk zistava klasické stanoveni aminokyse-
lin nejbéznejSi a nejvyznamgjSi metodou. Jako dalSi metody detekce aminokydeén
uveést hmotnostni spektrometrii a plynovou chrometig Hmotnostni spektrometrie je
fyzikalné-chemickd metoda, kterd vyuziva separace urychleimyizovanychiastic (ionfi)

ve vakuu, a to podle jejich hmotnosti ejich prichodu magnetickymi a elektrickymi poli.
Metoda byla vyvinuta pgatkem 20. stoleti atpodre byla vyuZivana zvla&tv exaktnich

védach, mj. byly pomoci této metody objeveny stabi#ntopy prvki [11].

Plynova chromatografie - zakladem je redZité ustalovani rovnovahyléné latky mezi
pohyblivou a stacionarni fazi. Kazda molekutdedé latky nefetrzit prechazi z pohybuiji-
ci se plynné faze (nosného plynu) na povrch adstub@ebo do filmu kapaliny a zasestzp
do plynné faze. Neptrzity proces lze |épe popsat rélhim na elementarni procesy - Use-
ky, kde gedpokladame dosazeni Uplné rovnovahy mezi fazeristili zminky o pouZiti

této metody i analyze aminokyselin paiglusné derivatizaci [12].
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2 BILKOVINY KRAVSKEHO MLEKA

Bilkoviny v kravském mléce fizeme rozdlit na kaseinové (cca 80%) a nekaseinové (syro-
vatkove) bilkoviny (cca 20%). Nutmi a biologicka hodnota mléka se vSakizymi tech-
nologickymi postupy sniZzuje. Kasein je komplex frakkosfolipidi. Zakladnimi frakcemi
jsouass, asz, B, jsou velmi citlivé na obsah vapniku v mléce. Kageé frakce jsou v mléce
vazany do velkych koloidnich UtWarkaseinovych micel morusovitého tvaru d@mpéru 30

— 300 nm, které jsou slozeny ze submicelwmgru 10 — 12 nm. Spojeni frakci v micele je
reverzibilni, velikost micel je zavisla na obsaha'Cs jehoz Ubytkem se micely znat&ln
zmensuji. OB frakceasjsou hydrofobni a velmi citlivé naffpomnost Caa srazi se jim-
kasein je vyrazji hydrofobni a rovez citlivy na vapnik. VSechny uvedené frakce diky
vysokému obsahu prolinu, cystinu a cysteinu, keerétastni gicnych vazeb mezietezci,
davaji kaseinu odolnostisi teplotam nad 100 °C [22].

Proti vysrazeni chrani tyto frakee— kasein, jenZ ma na rozdil od ostatnich frakdiSond
vlastnosti- je hydrofilni, ma ve své molekule vaaartukernou sloZzku a nejmefosforu a
proti Ca'je odolny. Je rozmish predevsim v povrchové vrstwsubmicel a chrani tak bilko-
vinu pred koagulaci. Lze jej roziiit pisobenim enzymu chymosiéimz k — kasein ztraci
svij ochranny vliv na ostatni frakce, a ty se vyssiforme vapenatych soli. Toho se vyu-
ZivA @i vyrobé sym. F¥i vyrob¢ prirodnich sy dochazi pisobenim enzymu renin
v pifitomnosti vapenatych iointk agregaci frakci kaseinu za vzniku gelii f8to operaci
odchazi nekaseinové bilkovinyakaseinmakropeptid &bny produktk-kaseinu vznikly
v dasledku misobeni reninu) do syrovatky a nestavaji se tak&siu Firodnich sy [13,
15]. Podstatnéast vapniku je v mléce vazana na kasein. Z mikagzno jej vysrazet:

a) okyselenim i pH 4,6 a teplat 20 ° C (nap. pridanim etanolu)

b) pisobenim enzymu renin (chymozin)
Bylo zjisttno, Ze kaseinové micely obsahuji krofrakci kaseinu a vazaného vapniku i-ho
¢ik, citraty a fosfaty [14].

Kaseinové micely jsou obklopeny vrstvou hydéaiavody, do které jsou orientovany hydro-
filni ¢asti bilkovinnychtettzai veéetrg disociovanych karboxylovych skupin. Do této vrstvy
jsou gitahovany kladd nabité ionty vapniku, a tak vznika elektricka dwefva, ktera tvid

ochranny obal kaseinové micely a udrzuje ji v kadm stavu [22].
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Obrazek 1 Kaseinova micela [28]

Figure 2. Casem Micelle
O subrnicelle
&  calcium phosphate
L k-casein peptide chain

15
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3 TAVENE SYRY

3.1 Charakteristika tavenych syra

Tavené syry jsou nejmladsi skupinouisykterou niizeme z#adit do sodgasného trendu
~convenience food“. Hlavni surovinou pro vyrokichto syfi jsou girodni syry (nejasgji
Eidamska cihla, Eidamsky blok ézném obsahu tuku v susinMoravsky bochnik). f&d-
poklada se, Ze ve srovnaniigednimi syry maji syry tavené p&kud nizsi vyzivovou hod-
notu, coz je zfisobeno pouzitim zvySené teploti taveni a pidavkem tavicich soli, které
jsou nezbytné pro homogenitu vyrobkuri Pyrob¢ tavenych syir je pouzito teploty 75-
100° C a emulguijicichiinidel (tavicich soli). Jako tavici soli se v praragastji pouzivaji
fosforeznany, polyfosforénany, rgkdy citrany (obsah 2-3% w/w surovinové skladbyjicle
pouziti zavisi pedevsSim na druhu syra, stupni prozralosti atd. ma@veyry jsou vyrob-
ky riznorodé ve svém slozeni, titglad v obsahu tuku v suSi(TVS), ktery se prakticky
muze pohybovat od 30 do 70 % w/w TVS [19]. Podle blosku v susié se ¢li (dle Vy-
hlasky Ministerstva ze#délstvi ¢. 77/2003 Sbh.): vysokotné tavené syry (obsah tuku
v susSirg nad 60 % hmotnostnich), nizkotg tavene syry (s obsahem tuku v stigia 30 %
hmotnostnich). Dle odborné literatury Ize taveng §g3t rozclit na: plnotiné (s obsa-
hem tuku v suSihcca 45 az 60 % hmotnostnich) a pototdl (s obsahem tuku v suioca
30 — 45 % hmotnostnich).

Mt s

znali. Je zavisla zejména na sloZzenisisurovin, zjfisobu zpracovani taveniny, rychlosti
chlazeni, délce skladovani a na skladovacich pddinin Do srsi surovin se krogh pri-
rodnich sydi a tavicich soli mohou pouZivat také daisqdy jako tvaroh (ke zvySeni tu-
kuprosté susiny a zvySeni pH), maslo (ke zvySesabb tuku), pitna voda, \Ekterych -
padech tzv. krém (jiz utaveny syr — pro dosazeninggsSi a stabil&jSi konzistenci). Lze také
pouzit gisad ovliujicich cht a barvu — Sunka, Zampiony, zeleniny apod. [25]eD&
konzistence ovliiovana fisobeni faktak jako jsou stupie prozralosti suroviny, po#n ob-
sahu susSiny a tuku v susjrhodnota pH (aktivni kyselosti) taveného syraabbgpenatych
iontd, zpisob zpracovani taveniny, rychlost chlazeni, komrékladba tavicich soli.
VSechny tyto faktory fisobi jako komplex, proto se musi brat v Gvahu epzajemny

vztah.
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V souwasné dob Ize vytvait tavené syry se snizenym obsahem zakladni syrovpiirod-
niho syra. Jedna se o nahradinquiniho syruidiznymi mi&nymi koncentraty — napsusena
syrovatka, suSené odstEné mléko, suseny jogurt apod. Hlavnim cileiohto nahrad je
snizeni néklal na vyrobu suroviny, coz aletde mit negativni vliv na jakost vysledného
taveného syra. Nahradyipdniho syra Ize uskuieit také nap. kaseinaty (sodné, vapena-
té), bilkovinou jiného nez miéého mvodu, rostlinnymi oleji, latkami w@enymi

k aromatizaci aj. Jedna se o tzv. ,analogy taversyoti‘. Hlavni vyhoda spéiva ot ve
snizeni néklail na suroviny, neltorelativre drazsi mléna bilkovina a tuk mohou byt na-
hrazeny levejSimi rostlinnymi zdroji. Tyto analogy se pouZivpfedevSim v kuchynich a
provozovnach fast food a obliba roste také uigiiteli preferujicich pedevsim nizSi cenu,
nizSi obsah tuku, kdegvazuje podil nasycenych mastnych kyselin a nizSalo cholestero-
lu [23, 24].

3.2 Zakladni principy vyroby tavenych syra

Prirodni syry pedstavuji slozity polydisperzni systém, ve kter@kr®ne minoritnich latek
(soli, kyseliny, zbytky laktosy aj.) nachazefedevsim bilkoviny, tuk a voda. Pokud by do-
Slo ke zakevu snési piirodnich syl bez gitomnosti tavicich soli, nedoslo by ke vyteai

souvislé homogenni struktury (schéma vyroby taviersjai — obrazek 2).

Tavici soli brani fi vyrob¢ tavenych syir destrukci membran pokryvajicich tukové ki,
¢imz zabrauji jejich spojovani do &tSich formaci a také brani agregaci bilkovin zasiys
teploty, coz by vedlo ke vzniku nehomogenni hmatyclil by se tuk, kasein, voda). Ka-
seiny slouZi v tavenych syrech jako emulgatorygikognich syrech je v3ak tato jejich
schopnost pottgena. Tavici soli se v tavenych syra@sto oznéuji jako emulgatory, ale
v pravém slova smyslu nejde o emulgétory jako poowe& aktivni latky. Pojmenovani
~emulgujici ¢inidla® 1épe vystihuje jejich skut@ou Glohu pi procesu taveni. Jejich hlavni
tlohou je od&tpit vapnik navazany na kasein a \nit jej za sodik. RedevSim upravuji
prostedi tak, aby kaseiny mohly uplatnit sv@@zené vlastnosti emulgatorDale grispiva-

ji k rozpou&ni a rozptyleni protein hydratuji bilkoviny, napomahaji k emulgaci tuku a
jeho stabilizaci, ovlitiuji a stabilizuji pH, fispivaji ke zformovani struktury po ochlazeni.
Samy soli se &hem taveni navazuji na bilkoviny (estetaa hydroxylovou skupinu serinu

nebo pes vapenaté ionty, a to na karboxylové skupinykl&the vytvorenad hmota je tve-



UTB ve Zlirg, fakulta technologicka 18

na spoustou vazeb, napsodikovymi mistky, hydrofobnimi interakcemi, vapnikovymi a

sulfidicky fosfatovymi nistky.

Béhem procesu taveni (dlouhodohiéspbeni teploty a mechanické michani) seswapena-
té ionty z&inaji navazovat polyvalentni iont§imz se zvySuje jejich hydrofobni charakter.
Naslednym vazanim vody se zvySuje viskozita tawemaygicinujici tzv. krémovani [23].
Pri procesu taveni dojde také ke zmenseni nebo rerptiukovych kukkek. Restoze mi&-

ny tuk neni pro prbéh krémovani zasadmezbytny, je @lezitou slozkou tavenych syr
ktera ovlivni napiklad roztiratelnost. i? krémovani jsou kiovymi procesy hydratace pro-

teinu a emulgace tuku, jejichz intenzita je podmanvlastnostmi pouzitych tavicich soli.

Dalsi dilezity faktor @i vyrobé tavenych syir je pH. Optimum se fiedpoklada v rozmezi
5,7 az 6,0. B nizSim pH (5,0 az 5,2), které se blizi isoelaki#mu bodu kaseinu, je mozné
pozorovat vySSi peet interakci mezi proteiny vedouci az k jejich agi@. Taveny syr

s takovym pH je pak drobivy. Naopak pySSim pH (6,5 az 6,7) dochazi ke snizeni elektro
statickych interakci, protoZe roste zaporny nabpmnych proteif, coz je picinou jejich

odpuzovani.

3.3 Hydrolyza tavenych syni

Tavené syry jsou vyrobky s velkou varibialitou \eatickém sloZeni. itomnost tuki, sa-
charidi, pog. jinych latek niZe ovlivnit vysledek hydrolyzy proteinresp. ztratu aminoky-
selin @i kyselé hydrolyze. Obsah aminokyselin se v tavargygrech Bzn¢ stanovuje. Exis-

tuje vSak doménka, ze obsah aminokyselinine souviset s obsahem tuku [10, 1, 4] .

Podle [5] je teba pro stanoveni uspokojivéepnosti wtit hydrolyzani kiivky a korekni
faktory pro jednotlivé proteiny. Korgki faktory pro kaseinové bilkoviny kravského mléka

vSak nebyly v dostupné literaupublikovany.
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Obrazek 2 Schéma vyroby tavicichisyr

Priprava suroviny

odstrarni neistot, zaplisanych¢asti, pevnycltasti Kiry prirodnich sy, krajeni a mlet
suroviny gfipadré mélnéni na valcovacich stolicich u zeleninovych a masbyyisad se
rovnéz provede jejich gnéni

)

—_

Véazeni suroviny
suroviny se navazi aipravi do manipulénich voziki

)

Davkovani do taviciho kotle
navazeneé suroviny se vlozi z manigmiich voziki do taviciho kotle aifilaji se tavici so

l

Vlastni tavici proces

l

Kontrola taviciho procesu a jeho Uprava

!

Pirevoz taveniny k balicim z#éizenim

l

Baleni

l

Chlazeni

l

Skupinové baleni a skladovani
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. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE
Cilem prace bylo:

e prostednictvim nelinearni regrese modelovat zavislosabb aminokyselin na déb

kyselé hydrolyzy u kaseinu ziskaného z kravskéhrékanl

» studovat vliv obsahu tuku na hydrolyzu kaseinovidkovin v modelovych vzor-
cich tavenych syirs 30, 45 a 60 % tuku v su8in

* na zéklad hydrolyz&nich Kivek vypaitat korekni faktory pro jednotlivé amino-
kyseliny pro kasein v kravském mléce a pro kaseiavenych syrech s 30, 45 a
60 % tuku v suSi
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5 METODIKA PRACE

5.1 Popis experimentu

Byly vyrobeny modelové tavené syrytenym obsahem tuku. Kravsky kasein byl ziskan od
Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, USA. Byly provedehydrolyzy €chto vzorki, které slouZi-
ly k vytvoieni hydrolyzanich Kivek a k uteni vlivu obsahu tuku na hydrolyzu.

5.2 Vyroba tavenych sym

Byly piipraveny 3 modelové typy tavenych &w s 30, 45 a 60 % w/w TVS (vSechny
s 40 % w/w suSiny). Tavené syry byly vyrobeny poioexeru s okbkevem Vorwerk Ther-
momix TM 21 (Vorwerk & Co. Thermomix; GmbH, WuppaktNémecko). Stejné z&eni
bylo pouzito nafiklad v préaci Lee et al. [26]. Jako z&kladni sungvibyl pouZit:
(1) Eidamsky blok — holandsky typ syra s 30 % wMSTa 50 % w/w TVS, 8. tydenni zra-
lost; (2) maslo s 82 % w/w tuku a 84 % w/w suSi{8);voda; (4) komeini tavici soli (sod-
né soli fosfai a polyfosfat — JOHA, Benckiser-Knapsack, Ladenburgmécko). Mnoz-
stvi pouzitych surovin pro jednotlivé tavené sygy znazorgny v tabulce 1. Frodni syry
byly pro vSechny tavené syry pouzity z jedné davikgplota hem taveni byla udrzovana
mezi 85 a 86 °C &as vyroby byl 16 az 18 minut. Hork& tavenina bylltaxdo 100 g poly-
styrenové misky s ipvaritelnym vickem a po uzaeni uskladaéna @i 6+ 2°C. Celkova
hmotnost tavenych s§rbyla asi 700 — 800 g v jedné davce. Kazdy tavemybgl vyroben
stejnym zisobem dvakréat (celkem 6 SarZi ou2mych tinostech). Tavené syry byly ana-

lyzovany po 21 dinskladovani i 6 + 2°C.

5.3 Kysela hydrolyza

Byla hydrolyzovana modelova bilkovina — kasein g290mg) a i modelové typy tavenych
syni: s 30, 45 a 60 % w/w tuku v su8ifil00 — 120 mg). fesré zvazené mnozstvi vzorku
bylo zalito 15 ml HCI (6 mol}) a nasled& byl probublano argonem po dobu 1 minuty (pro
vytésreni kysliku z lahviky). Uzawena lahvwtka byla umisina do termobloku, kde byla
vystavena fisobeni teploty 110 °C po dobu 0, 1, 3, 6, 9, 12,248 48, 72, 96, 120 a 144
hodin. DalSi 2 vzorky s hydrolyzaimi ¢asy 21 a 70 hodin byly pouzity pro vyhodnoceni
hydrolyzy nelinearni regresi. Pro kontrolu byl tergostup opakovaniikrat v miznych

dnech. Po ukareni hydrolyzy byla lah¢ka se vzorkem ochlazena pod 20 °C a vzorek byl



UTB ve Zlirg, fakulta technologicka 23

kvantitativre preveden do odgavaci baky. Poté byla HCl odgana a zbytek byl réedn
davkovacim pufrem 2,2 do 25ml odmych bagk. Smes byla filtrovana ges filtr (0,45um)

a nasledavlozena v ampulkach do analyzéatoru.

5.4 Separace

Nasledr byla provedena detekce a kvantifikace pomoci mntyménné chromatografie.
100 pl hydrolyzatu v davkovacim pufru bylo vpraveno doalyzatoru aminokyselin
AAA400 opateného kolonou (370x3.7 mm, naghd ionexem Ostion LG ANG - Ingos,
Praha), post-kolonovou derivatizaci ninhydrinow§imdlem a spektrofotometrickou detekci
(440 nm pro prolin a 570 nm pro ostatni aminokysgli Aminokyseliny byly z kolony elu-
ovany podle programu (sloZeni sodno-citranovychripjg uvedeno v tabulce 2): 0-5 min.
pufr A; 5-32 min. pufr B; 32-44 min. pufr C; 44-13in. pufr D. Potom byla kolona regene-
rovana fisobenim 0,2 moli NaOH po dobu 10 minut a stabilizovana dal$ichrigut
pufrem A. Teplota kolony byla nastavena na 60 p&€dobu 0-60 min. a 90-102 min.) a na
74 °C (60-90 min.). Pouziti a sloZzeni puf giprava ninhydrinovyckinidel je dopordeno

vyrobcem. Standard 15 stanovovanych aminokyseliziskan z Ingos, Praha.

Jak jiz bylo zmigno v teoretick&asti, cystein, metionin a tryptofan jsoti pyselé hydro-

lyze ¢asté&ne anebo zcela destruovany, a proto nebyly vzatytotb experimentu.

5.5 Analyza dat
Zavislost obsahu volnych aminokyseliB) (ha dol hydrolyzy €) ve vzorcich kravského
kaseinu a tavenych sybyla popsana pomoci funkce:

B(t) = :‘ir; e -e™)+¢ (1)

kde:

B(t) vyjadiuje obsah volnych aminokyselin (g-Rgv ¢ase t (h);

Ao je obsah aminokyselin v proteinien hydrolyzou (g-Kg),

h je pongr, v némz jsou vazané aminokyseliny hydrolyzovany do vamé&iitelné formy,
| je porer, v €mz jsou aminokyseliny degradovany,

€ je nahodna slozka [8].
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Odhad parameirAo, h al byl proveden nelinearni regresni analyzou pro afieizpodmin-
ky Ao>0,h>0 al > 0. Vyuzita byla Marquardt-Levenburg metoda apliuo& ve statistic-
kém softwaru Unistat 5.5. Odhadnuté parametry lbdpininy jejich snérodatnymi od-
chylkami. Pro vytveeni regresniikvky byly pouZity hydrolyzani ¢asy 0O, 1, 3, 6, 9, 12, 18,
24,48, 72, 96, 120 a 144 hodin

Kvalita navrzenych modg&lbyla hodnocena pomoci kor&hho koeficientu ). Dale byly,
na zaklad odhadnutych paramétfA,, h al), vypatteny hodnoty obsahu sledovanych ami-
nokyselin prot=21 a 70 a srovnany se skiri& naneienymi obsahy aminokyselin
v hydrolyzanich¢asech 21 a 70 hodin (pouzit byl jednodsdvy Studeniv t-test).

(Regresni analyza byla provedena ve spolupréacitsdkau ekonometrie Univerzity obrany

v Brrg).

Tabulka 1. Zakladni suroviny (g) pro vyrahodelovych tavenych gys 30, 45
a 60 %w/w FDM

Typy tavenych sym (% wiw) TVS
Zakladni suroviny

30 45 60
Eidamsky blok — syr 520 440 300
Maslo 5 90 165
Voda 155 230 280
Emulgujicicinidla 14 14 14
Celkové mnozZstvi 694 774 759
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Tabulka 2 PouZité sodno-citratove pufry pro cefkobjem 1 |.

25

) PUFR
CHEMIKALIE
A B C D davkovaci pufr

Citronova kyselina | 11.11 10.00 7.53 0 14.00
monohydrat
Citran sodny dihydrat 4.04 5.60 9.06 19.60 0
Chlorid sodny 9.29 8.36 18.00 52.60 11.50
Kyselina borita 0 0 0 2.05 0
Azid sodny 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Hydroxid sodny 0 0 0 0.50 0
Thiodiglykol (ml) 2.50 2.50 2.50 0 5.00
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V prakticke ¢asti byl jako bilkovina pozorovan kasein. Byla sie@éna zavislost vyskytu
obsahu aminokyselin v jednotlivych hydrolyméch ¢asech. Odhadnuté hodnoty regresnich
parametit (Ao, h al) v¢etrg jejich snérodatnych odchylek pro stanovované aminokyseliny
v kaseinu ziskaném z kravského mléka a tavenyatckys 30, 45 a 60 % w/w TVS jsou
uvedeny v tabulkach 4-6. #¢h zavislosti obsahu aminokyselin na ddtydrolyzy je pro
kravsky kasein graficky znazammna obr. 1-5. V nulovém intervalu nebyla zjis gitom-
nost sledovanych kyselin u Zzadného testovanéhdkuzenz je ve shads vysledky popsa-
nymi [6]. Obeci Ize tici, Ze k nej¥tSimu uvohovani aminokyselin dochazelo v intervalu
hydrolyzy 10 az 20 hodin. AvSak vyjimkami byly arakyseliny valin a isoleucin, kde
k maximum jejich uvalovani dochazelo az po 20 hodinach hydrolyzy, codg®zeno i
nizkymi hodnotami rychlosti uvdbvanih (Tab. 6) ve vztahu k ostatnim aminokyselindm. |

v literarnich zdrojich bylo popsana obtizna hydzolyatelnost valinu a isoleucinu [7, 8].

Citlivost aminokyselin threoninu, serinu a tyroziayejich ztraty pi narainych podminkéch
kyselé hydrolyzy popsali v dalSich studiich [8].1&8tnosti vykazuje i@devsim histidin,

jenz ma ve srovnani s ostatnimi aminokyselinamyjpieky pribéh hydrolyz&ni kiivky.

Korelatni koeficienty hydrolyzénich Kivek (krome histidinu) se pro kasein pohybovaly
v rozmezi 0,9600-0,9867, pro tavené syry s 30% 0\8565-0,9904, pro tavené syry s 45%
TVS 0,9649-0,9912 a pro tavené syry 60% TVS 0,930887. Kontrola spravnosti kon-
strukce regresniho modelu byla provedefissvnani koncentrace aminokyselin vy
nych z odhadnutychikek s koncentraci kaseinu chromatograficky stanéte. Bi srov-
nani hodnot obsahu aminokyselin vyfaych z odhadnutych hydrolyadch Kivek pro
21. hodinu s koncentraci chromatograficky stanouen&aseinu, byla u vSech testovanych
aminokyselin (kroma histidinu) zjiS¢na nevyznamna odchylka (96-103%, vyguab jako
poner z hydrolyz&ni kiivky odhadnuté a skutaeé¢ nantiené hodnoty obsahu aminokyseli-
ny v procentech). Pro 70. hodinu bylo dosazeno bbégfesnosti (95-107%). Oba parame-
try (korelani koeficienty a porry odhadnutych a skute¢ nangienych hodnot) vypovidaji

o vhodré navrzeném regresnim modelu.

Tabulka 7 obsahujeighled koreknich faktofi pro jednotlivé aminokyseliny a analyzova-
nych vzorcich modelového kaseinu a tavenych.dyrkravského kaseinu se koutek fakto-
ry pohybovaly pro #tSinu aminokyselin kolem 1,00. Vyjimku tkity threonin, alanin a ty-

rozin, kde byla hodnota kor&kiho faktoru 1,03. U serinu byl koré&ki faktor nejvyssi —



UTB ve Zlirg, fakulta technologicka 27

1,14. U tavenych syr byly vypaiteny korekni faktory pro vzorky s 30 % w/w TVS
vintervalu 1,00-1,04 (krotnserinu), pro vzorek s 45 % w/w TVS v intervalu &D05
(krome threoninu, tyrozinu a serinu) a pro vzorky s 60wdw TVS v intervalu 1,0-1,09
(krome¢ threoninu, tyrozinu a serinu). VySSi kotak faktory byly stanovena zejména pro
aminokyseliny citlivé k hydrolyzaim podminkam, jako threonin, serin, tyrozin, c@z |
bylo popsano [9, 8]. Lze srovnat kotek faktory s Udaji publikovanymiite [6], z¢ehoz
vyplynulo, Ze nami zji#né hodnoty jsou pro&Sinu aminokyselin mighnizsi. Tento fakt
mohl byt zapi¢inén prakticky nulovym obsahem sachdirid hydrolyzovaném vzorku ka-
seinu. Absence sachaitiidhize byt také prawgpodobna ficina dobré hydrolyzovatelnosti a
také relativi nizkych koreknich faktoii pro valin, isoleucin, které se v mnohych studiich

pohybuji okolo 1,10-1,20 [8, 6].

Z tabulky 7 vyplyva, Ze pro&Sinu aminokyselin se koréki faktory zvySuji néarstem ob-
sahu tuku ve vzorku. U threonin, serinu, glutamkyseliny, tyrozinu, fenylalaninu aargini-
nu je tento narst hodnot koresnich faktoti amerny rychlosti uvohovani aminokyselin na

hydrolyzani kiivce.

6.1 Srovnani modefi kravského kaseinu a tavenych syr

Srovnani obsahu aminokyselied hydrolyzou (tabulka 4) u jednotlivych typnalyzova-
nych vzorki (kravsky kasein a tavené syry sti@mymi obsahy TVS) bylo zji§ho, Ze tyto

hodnoty klesaji v zavislosti na obsahu hrubychdyiik (pro tavené syry tabulka 3).

Hodnoty ztrat fi hydrolyze (tabulka.5) jsou u vSech tyfavenych syir vySSi nez u kaseinu
pro alanin, valin, isoleucin, leucin a fenylalaniaopak pro serin, glutamovou kyselinu a
prolin jsou ztraty fi hydrolyze vy33i pro kravsky kasein nez pro vigdanené syry. Zadna

jednozn&na zavislost ztratiphydrolyze na obsahu tuku u tavenychisyebyla prokazana.

Na druhé strahobsah tuku vyraznovlivnil hodnoty ztrat i hydrolyze pro gkteré amino-
kyselin (tabulka 6). S rostoucim obsahem tuku seagcich zvySovaly hodnoty ztrat pro
kyselinu asparagovou, threonin, serin, glutamovgseknu, prolin, tyrozin, fenylalanin a
arginin. Tavené syry s 45 a 60 % w/w TVS tak vykeata vySSi hodnoty ztrat jak ve vztahu
ke vzorkim s 30 % w/w TVS tak i ke kravskému kaseinu. U glycalaninu, valinu, isole-

ucin, leucinu a lysinu nebyly hodnoty ztrat ovimy obsahem tuku ve vzorcich.

Vyswétlenim vySSich hodnot ztrdt u vzdrks vy38im obsahem tuku mohou byt reakce

sekundarnich produkt oxidace lipiadh s proteiny, resp. volnymi aminokyselinami [17].
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S rostoucim obsahem tuku |zée&avat jeho rozsahlejsi oxidaci, vysSi obsah sekumich
produkti oxidace lipidi a tim intenziveijSi reakce s aminokyselinami. Tyto reakce mohou
ovlivnit stanoveni aminokyselin mé&mstabilnich pi hydrolyzanich podminkach jako threo-
nin, serin, tyrozin &asté&né i arginin. Podle [18] mohou volné hydroxylové pikay glyce-

rolu zagricinit interakce s asparagin a glutamin a ovlivnit jigjich stanoveni.

Tabulka 3. Vysledky zakladni analyzy (pH, obsamguébsah tuku, obsah celko-
vych bilkovin, obsah popela) tavenychisyr30, 45 a 60 % w/w TVS

Typy tavenych syni (% wiw) TVS

Ukazatel
30 45 60
Obsah susiny (% w/w) 41.87+0.27% | 41.86+ 0.30% | 41.85+ 0.13°
Obsah tuku (% w/w) 13,75+ 0,65% | 19,50+ 0,61° | 26,38+0,48°
Popel (% wi/w) 5.38+ 0.06% | 4.35+0.03" | 3.50+ 0.01°

Celkové bilkoviny (% wiw) | 21.37+ 0.45% | 16.23+ 0.41° | 11.54+ 0.16°

pH 5.87+0.02° |5.85+0.04* |5.90+0.03%

Vysledky jsou uvaghy + snmerodatni odchylka. Hodnoty ¥adku, které nemaji

stejné pismeno v hornim indexu se statistidkyP < 0.05).
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Tabulka 4. Obsah aminokyselin v kravském kasewmudaxenych syrech s 30, 45 a 60%

TVS (procasy predchozich hydrolyz) zjigty nelinearni regresi

Zjist ény obsah aminokyselin (g/kg)
Aminokyseliny typy tavenych syni (% w/w TVS)
kasein
30 45 60

Asparagova k. 61.79+ 0.34 14.1% 0.07 10.8% 0.08 7.88t 0.06
Threonin 38.75+ 0.38 8.10+ 0.06 6.55+ 0.07 4.88 0.06
Serin 47.79+ 0.34 11.7% 0.11 9.28+ 0.13 6.06+ 0.08
Glutamova k. 184.16+ 1.31 42.75% 0.32 34.55 0.32 24.02 0.33
Prolin 104.60+ 0.79 23.8#0.12 19.21 0.18 13.43 0.13
Glycin 15.43+ 0.07 3.61+ 0.02 2.73: 0.01 1.90t 0.01
Alanin 24.84+ 0.16 5.62+ 0.05 4.05+ 0.02 2.7% 0.01
Valin 56.29+ 0.70 12.78 0.22 9.33: 0.10 6.64 0.06
Isoleucin 41.93+ 0.46 9.33:0.10 6.91+ 0.06 4.89% 0.04
Leucin 71.95+ 0.33 17.28 0.10 12.96t 0.06 9.1% 0.06
Tyrosin 47.47+ 0.31 10.78 0.14 8.36+ 0.08 5.89+ 0.06
Fenylalanin 40.40+ 0.22 9.66+ 0.07 7.36+ 0.05 5.20+ 0.03
Histidin 24.60% 0.30 6.21+ 0.09 4.60+ 0.07 3.21+ 0.04
Lysin 61.97+ 0.41 15.26: 0.11 11.38 0.06 8.03: 0.04
Arginin 34.35+ 0.21 7.73: 0.07 5.93+ 0.05 4.16+ 0.03

* znéazorgna hodnota, + smerodatna odchylka ziskana nelinearni regresi



UTB ve Zlirg, fakulta technologicka

30

Tabulka 5. Rychlost uviadvani aminokyselin# hydrolyze (h) pro aminokyseliny v krav-

ském kaseinu a v tavenych syrech s 30, 45 a 6004 W6 zjisiné nelinearni regresi

Amino-

kyseliny

Zjist ény obsah aminokyselin®

kasein

typy tavenych syni (% w/w) TVS

30

45

60

Asparagova k.

1.8218+ 0.0901

1.8174 0.0573

1.848% 0.0930

1.681%* 0.0943

Threonin 0.8515+ 0.0472 | 0.721% 0.0248 0.8824 0.0456 | 0.7752 0.0453
Serin 1.2167+0.0515 | 1.025@& 0.0457 0.828%0.0511 | 0.943% 0.0615
Glutamova k. | 1.5674+0.0908 | 1.281@ 0.0586 1.257%0.0628 | 1.303%0.1104
Prolin 1.4316+ 0.0825 | 1.3203 0.0369 1.3094 0.0649 | 1.165% 0.0597
Glycin 1.9159+ 0.0800 | 1.9363 0.0647 1.9642 0.0670 | 1.7844 0.0745
Alanin 1.7668+0.0982 | 1.8862 0.1105 2.071@ 0.0708 | 1.906% 0.0764
Valin 0.4107+ 0.0205 | 0.483% 0.0253 0.565% 0.0254 | 0.463% 0.0231
Isoleucin 0.3770+ 0.0169 | 0.389& 0.0166 0.460% 0.0192 0.4102 0.0198
Leucin 1.3939+ 0.0442 |  1.426& 0.0500 1.554& 0.0453 | 1.506% 0.0701
Tyrosin 1.0891+ 0.0421 | 1.0997 0.0803 0.850% 0.0417 | 1.2973 0.0825
Fenylalanin | 1.0544+0.0349 | 1.1898t 0.0497 1.0613 0.0445 | 1.597% 0.0658
Histidin 112.60 4610.2 4823.6 9.79410

Lysin 0.9795+ 0.0383 | 0.9466 0.0420 1.087& 0.0281 | 1.002% 0.0354
Arginin 0.9154+ 0.0307 | 0.757% 0.0342 0.898% 0.0311 | 0.9294 0.0433

znézorgna hodnotdn £ smérodatna odchylka ziskana nelinearni regresi

++

snerodatna odchylka pro histidin nebyla vyidna pomoci software.
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Tabulka 6. Ztraty aminokyselin (I) v kravském kasei tavenych syrech s 30, 45 a 60 %

w/w TVS zjigné nelinearni regresi

Zjist&né ztraty aminokyselin®

Amino- typy tavenych sym (% w/w) TVS
. kasein

kyseliny 30 45 60
Asparagova k| 0.0001+ 0.0001 | 0.000& 0.0001 0.000z 0.0001 0.000% 0.0001
Threonin 0.0019+ 0.0002 0.001% 0.0002 0.0023 0.0002 0.005& 0.0003
Serin 0.0054+ 0.0002 0.0054 0.0003 0.007% 0.0004 0.006& 0.0003
Glutamova k. | 0.0000+ 0.0001 0.000% 0.0000 0.0004 0.0002 0.001# 0.0002
Prolin 0.0001+ 0.0001 | 0.000a 0.0001 0.0002 0.0002 0.0013 0.0002
Glycin 0.0000+£ 0.0002 0.000@& 0.0000 0.000% 0.0001 0.000%* 0.0001
Alanin 0.0000£ 0.0000 0.000% 0.0001 0.000% 0.0001 0.000@& 0.0000
Valin 0.0000+£ 0.0002 0.000& 0.0002 0.000& 0.0002 0.000& 0.0001
Isoleucin 0.0000+ 0.0002 | 0.000a& 0.0001 0.000@ 0.0001 0.000& 0.0001
Leucin 0.0000+ 0.0001 0.000@& 0.0002 0.000@& 0.0000 0.000& 0.0002
Tyrosin 0.0022+ 0.0001 0.0033 0.0004 0.0048& 0.0002 0.0063 0.0003
Fenylalanin 0.0000£ 0.0000 0.000& 0.0001 0.000% 0.0001 0.0003 0.0001
Histidin 0.0000+ 0.0001 | 0.000& 0.0000 0.000@& 0.0002 0.000& 0.0000
Lysin 0.0000+£ 0.0002 0.000& 0.0001 0.000@& 0.0001 0.000%* 0.0001
Arginin 0.0000£ 0.0000 0.00050.0001 0.001@0.0001 0.001% 0.0002

+

znazorgna hodnota + smérodatna odchylka ziskana nelinearni regresi
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Tabulka 7. Koreéni faktory pro obsah aminokyselin (z§i3é jako vyjadeni
Ao-hodnoty z nelinearni regrese jako podiléziiu chemické analyzy za 24 h.)
v kravském kaseinu a v tavenych syrech s 30, 46% &/w TVS

KOREK CNi FAKTORY
Aminokyseliny typy tavenych sym (% w/w) TVS
kasein
30 45 60
Asparagova k. 1.00 1.00 1.05 1.02
Threonin 1.03 1.04 1.08 1.18
Serin 1.14 1.17 1.15 1.19
Glutamova k. 1.00 1.00 1.00 1.04
Prolin 1.00 1.01 1.00 1.09
Glycin 1.00 1.00 1.01 1.02
Alanin 1.03 1.01 1.04 1.02
Valin 1.00 1.00 1.00 1.00
Isoleucin 1.00 1.00 1.00 1.00
Leucin 1.00 1.00 1.00 1.00
Tyrosin 1.03 1.04 1.14 1.14
Fenylalanin 1.00 1.00 1.00 1.02
Histidin 1.01 1.07 1.07 1.08
Lysin 1.00 1.00 1.00 1.02
Arginin 1.00 1.00 1.01 1.05
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Obr. 1

Hydrolyzasni kiivky (zavislost obsahu aminokyseliny na ddtyselé hydrolyzy) pro kyseli-

nu asparagovou, threonin a serin
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Kyselina glutamovéa

200 'y
L L. H [ [ °
(=] L] L J L4 A4
= 150-
k]
[=
[
o
S 100
(2]
©
[]
£
[ i
< 50
01L T T T T T
0 50 100 150
Hydrolysis time (h)
Prolin
— 88 '
2 100 BT v $ . . 3
2
c
8
(=
[
(3]
°
S 504
[]
i
£
<
0_ T T T
0 50 100 150
Hydrolysis time (h)
204 Glycin
K P L H ® 'y
= L4
E_’ 15_F'p
€
-]
5
o 104
S
Q
o
]
£
E 51
<
0- T T T T T T
0 50 100 150

Hydrolysis time (h)

Obr. 2

Hydrolyzasni kiivky (zavislost obsahu aminokyseliny na ddtyselé hydrolyzy) pro kyseli-

nu glutamovou, prolin a glycin
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Obr. 3

Hydrolyzani kiivky (zavislost obsahu aminokyseliny na ddyselé hydrolyzy) pro alanin,

valin a isoleucin
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Obr. 4

Leucin
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Obr. 5

Hydrolyzani kiivky (zavislost obsahu aminokyseliny na ddtyselé hydrolyzy) pro histi-

din, lyzin a arginin
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ZAVER

V préaci byly za pomoci kyselé hydrolyzy s HCI al&Irolyza&nich¢asi vytvoreno 15 hyd-
rolyzatnich Kivek pro sledované aminokyseliny (asparagova kyaelihreonin, serin, glu-
tamova kyselina, prolin, glycin, alanin, valin, lisacin, leucin, tyrozin, fenylalanin, histidin,
lysin a arginin) pro kasein ziskany z kravskéhokalé pro tavené syry s 30, 45 a 60 % w/w
tuku v suSig. Na z&klad zkonstruovanych hydrolyzaich Kivek byly vypaiteny korekni
faktory pro standardni dobu hydrolyzy 24 hodinybsfledovany ztraty ¢kterych aminoky-
selin vzniklé Bhem kyselé hydrolyzy. Koregki faktory se pohybovaly uétsiny aminoky-
selin vintervalu 1,00 — 1,03 pro kravsky kaseiouze serin fesahl tuto hodnotu vestsi
miie 1,14. Dale bylo pozorovano, Ze se zvySenym olosabku dochazelo s tavenych sy-
rech ke zvySeni korgkich faktoii a tedy k naistu ztrat aminokyselin. Bylo potvrzeno, Ze
pro p'esné a akceptovatelné stanoveni obsahu aminokyspbitravindch jeieba stanovit
pro kazdou matici hydrolyzai kiivky pro dané proteiny, které zohkagi i pritomnost dal-

Sich slodenin.
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PRILOHA P I: VZORCE AMINOKYSELIN [27]
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