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ABSTRAKT

Mlé¢né proteiny jsou lezitou sloZzkou ve vyziv cloveka. Proteinovy profil byl zji§ovan
ve ¢tyfrech souborek vzotk nesterilovanych a sterilovanych tavenych syrectavenych
syrech skladovanych za odliSnych podminek po doboudet, v zralém a nezralém
kravském mléce (mlez# a v suSeném mléce. Pro studium pratdigla zvolena metoda
SDS-PAGE.

U sterilovanych tavenych dyibyla prokazana hydrolyza proté&io molekulové hmotnosti
vysSi nez 20 kDa. Na intenzitu hydrolyzglmiliv jak pouZity steril&ni rezim, tak i obsah
laktézy v suSia. Podob® tomu bylo i u tavenych s§rskladovanych za odliSnych

podminek.

Proteinovy profil nezralého mléka (mleziva) se vrmch dvou dnech vyraznlisil

od ostatnich vzork OdliSnost byla vykazovana v oblasti o vysoké rkolevé hmotnosti.

Kli¢ova slova: protein, mléko, sterilovany taveny S§pS-PAGE

ABSTRACT

Milk proteins are priority in human sustenance.t&ro profile was determined in four
groups of sample: non-sterilized and sterilizedcpssed cheeses, processed cheeses
warehoused at different conditions two years, naitkl colostrum and creamer. Proteins
were analyzed by SDS-PAGE.

Protein hydrolysis proved in sterilized processbdese with molekcular weight greater
than 20 kDa. Process mode and concentration afdacaffected intensity of hydrolysis.
Temperature of environment influenced processedesthewarehoused at different

conditions too.

Protein profile of colostrum distinquished from etlrsamples at first two day. Diversity

was at high molecular weight.

Keywords: protein, milk, sterilized processed ch&i3S-PAGE
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UvoD

Bilkoviny pati vedle sacharid a lipidi mezi ti zékladni sloZky potravy, z nichz lidsky
organismus ziskava gebné latky a energii pro dusevni i fyzick®nnost, pro zajigni
vSech dju, které v organismu probihaji [1]. Jsou &asti vSech buik organismu a musi
byt neustale obnovovany. Jsou vyjitné v tom, Ze jako jedina z hlavnich Zivin obsahuji
ve svych molekulach dusik a siru. Z toho vyplyva,j& €lo nenize vytvdi z ostatnich
Zivin [2]. Vyznam proteid je nezastupitelny, neBgoskytuji zakladni material prast a
VyVvoj zivé hmoty, pro zachovani a stalou obnovukeegh &lesnych struktur. Ztastuji
se tvorby hormoin, enzymi, barviv (zejména krevniho barviva - hemoglobinumaji podil
na tvorkg slozek travicich fv. Zvysuji latkovou vyrnu organismu tim, Ze velkotést
své energetické hodnoty spathuji na svou vlastniipnenu tzv. specificko - dynamicky
acinek. Pomd&haji udrzovat staly osmoticky tlak ve timim prostedi a tim

i rovnhovahu vody v organismu; majtgpravni (transportni) funkcitipprenosu gkterych
latek (nap. tuki); jsou zdrojem imunobiologickych latek, které ahirdrganismus ied
infekcemi a v neposleditad pomahaji udrzovat spravnou chemickou reakci vévimn
prostedi [1].

IV

bilkovin (maso, mléko, vejce) obsahuje v dostaéen zastoupeni vSechny esencidlni
aminokyseliny a tyto bilkoviny se ozhgi jako bilkoviny prvni kategorie (biologicka
hodnota okolo 95 %) [3].

Studium mlénych bilkovin ma za sebou jiz stoletou historiilkBiviny mléka se roz#luji
do dvou skupin, které se liSi chovanim v kyselérosgedi (@i pH 4,6), ¢i srazenim
v pfitomnosti syidla. Nesyitelné bilkoviny (20 %), které tstavaji v syrovatce jsou

albuminy a globuliny. Pro vyrobu syra je nejdul&git kasein (80 %) [4].

Vyroba sy je nejstarSim oditvim zpracovani mléka. Rat mezi technologicky
nejnar@néjSi. V principu se jedné o koncentraci grigch bilkovin, které spote¢ s tukem

a mineralnimi latkami jsou nejpodst&&imi slozkami susiny sur[5].
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1 PROTEINY

Bilkoviny jsou vysokomolekularni latky (biopolymerg relativni molekulové hmotnosti
vySSi nez asi 10 000. Jejich zakladam jsou molekuatynokyselin, které jsou propojeny

do polypeptidovéheetézce vzdjemnou peptidovou vazbou —CO-NH- [6].

Kromé¢ peptidovych vazeb se na vyteai struktury proteiln podileji jest jiné vazby,
zejména disulfidové ( - S - S - ), esterové a aniédfvazby umoiujici spojeni serinu,

threoninu, argininu nebo lysinu présdnictvim kyseliny fosforeé) [7].

Latky téhoZ typu, které vSak obsahuji menSigbowazanych aminokyselin, m&nez 100,
respektive majici mensi relativni molekulovou hnestnnez 10 000, oztajeme jako
peptidy. Podle p&iu vazanych aminokyselin to mohou byt dipeptidyipdptidy,
tetrapeptidy atd. Peptidy obsahujici vazané amiselkyy do celkového p@tu deset
nazyvame oligopeptidy. Peptidy majici vice neZ iinakyselin oznéujeme souhré jako
polypeptidy. Hranice mezi polypetidy a bilkovinaiftedy @i poctu asi 100 vazanych
aminokyselin) neni ovSem ostra [6]. Podstatny zodliSujici bilkoviny od polypeptitl je
vSak kvalitativni: fettzce kazdé bilkoviny zaujimaji z mnoha prostéromoznych
konformaci jen zcela tité, definované a charakteristické prostorove esgani,
stabilizované fevazri nekovalentnimi interakcemi mezi Usekyettzce. Toto
charakteristické uspadani se ozraje jako nativni konformace. Nativni konformace
byvaji znazs kompaktni a do jisté miry stabilni. Jejich hlavygsy nejsou omezeny
na tuhé skupenstvi,ugtavaji zachovany i v roztoku. Nativni konformace sytvéai
v pribéhu biosyntézy skladanim polypeptidovéltetézce, proces se oztige jako
sbalovani. Redpokladé se, Ze v sekvenci aminokyselinovych Zbjglobsazena kompletni

informace o specifické nativni konformaci, a Zelet@ni probiha spontaaij8].

1.1 Struktura protein @

Jadrem struktury peptida bilkovin je pate peptidovéhorettzce, v niz se stale opakuji
uspdadani —CO-NH-¢ . Na G-atomy této péate, oddlujici jednotlivé peptidové vazby,
jsou pak navazany postrarieiczce jednotlivych aminokyselin, které podle strulgtaraji
bud’ hydrofobni, nebo hydrofilni charakter [6]. Pro diderizaci proteifi je z hlediska

potravindské praxe a vyziv¥lovéka wtSinou dostéujici informace o celkovém sloZeni
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aminokyselin. \fac pripadi je vSak nezbytna také znalost detg8n struktury proteif.

Rozeznavaji se 4 arogrstruktury:
a) primarni
b) sekundarni
c) tercialni

d) kvarterni [9].

1.1.1 Primarni struktura

Molekuly biopolymeru jsou vybudovany na principwgp/ani velkého p&tu jednodusSich
molekul vietzce, coz umaiuje vznik obrovského mnozstviiznych druli molekul.

V proteinech se ffrozert vyskytuje 21 #znych aminokyselin [10], jejich aznym
seazenim se fire vytvdit 20! = 2,4 .18° permutaci. B nekolika stech aZ tisicich
molekul aminokyselin gazenych v molekule bilkoviny roste ¢ moZnosti prakticky
do nekonéna. Rozmanitost bilkovin je tgna sledem jejich jednotlivych stavebnich

jednotek pi zachovani stejného typu spojeni [11].

Paadi aminokyselin v polypeptidovétatézci predstavuje tzv. primarni strukturu proteinu.
Tato primarni struktura obsahuje veSkerou informradnou pro vytveéeni 3D struktury
[12].

Témei vSechny aminokyseliny, které vytedi prirozené proteiny maji L-formu. Pismeno
L- znamena, Ze aminoskupina je nalevo (L-eft side)Fisherow projekci slodeniny.

Jedina aminokyselina, kter4 neni v L-f@rrfe glycin. Tato aminokyselina ma misto
vedlejSiho fettzce atom vodiku. Proto ,@tom této aminokyseliny neni chiralni

(tzn. aminokyselina nevytyviastereoisomery) [13].

1.1.2 Sekundarni struktura

Polypeptidové&etezce nativnich proteinmaji v tiznych¢éastechretézece utitou sekundarni
strukturu, tzn. ufité prostorové usgadani (konformaci), které je dano jejich primarni
strukturou (sekvenci aminokyselin) a fixovano nela®/mi interakcemi furdnich skupin
aminiokyselin. Aminokyseliny s hydrofobnintettzcem se uplauji v hydrofobnich
interakcich, aminokyseliny s elektrickym nabojerpostranimietézci (kyselé a bazické

hydrofilni aminokyseliny) se podileji na elektrdgtkych interakcich, ostatni hydrofilni a
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amfifilni aminokyseliny mohou tu@t vodikove vazby prosednictvim svych funénich

skupin [7].

V proteinech se dZr¢ vyskytuji # typy sekundarni strukturyi-helixy, beta listy a ohyby.
Uspaadéani, ktera nemohou byt klasifikovana ani jednintchto # zakladnich typ

sekundarni struktury se ozngi jako tzv. struktury nahodného klubka [13].

NejvyznamujSi prvky sekundarni struktury jsou helikalni sturdy vzniklé stéenim
retzce, resp. jeh@asti, kolem atomu £do Srouboviceiili helixu [7]. a-helix si Ize
piedstavit jako Uzky valec, po jeho ploSe sestuprignoubovici ploSky peptidovych vazeb.
V mistech, kde se jejich roviny protinaji, odstipug G, postranni fetzce
aminokyselinovych zbytk R. ProtoZze na jeden zavit (tk&) pipada 3,6 zbytk
aminokyselin, na 5 dplnych zaitpripada 18 zbytk a 19. zbytek odstupuje z vélce
ve stejné poloze jako prvni, posunut jen o 5 #adéle. Postrannietzce vytvdeji jakysi
obal pro tuto sekundarni strukturu. Rongé casto byvaji v globularnich bilkovinach
na jedné stransroubovice vedlejstettzce polarni, na ogaé nepolarni. V prolinovych
zbytcich je znemoZma volna rotace podle vazby N;@rolin v aminokyselinové sekvenci
pierusuje (,zlomi*) pravidelnoua-helikélni strukturu nebo ji uka@wmje. Na koncich
a-helikalni segmerit nebo na koncich polypeptidovycretzch se rkdy nachazeji
podobné Sroubovicové sekundarni strukturgsrgsi helix 3o nebo vpl@jsi helix 4,4¢
(n-helix) [8].

DalSimi Bznymi sekundarnimi strukturami protéigsou B-struktury (tzv. skladany list
nebo takép-hieben) [7]. Jsokasté v sekvencich s vysokym obsahem glycinu, alaain
vétvenych aminokyselin jak globularnich talkékterych fibrilarnich bilkovin. Hlavni
fetzec B-struktury je zna&né, ne vSak zcela natazen (form#lfej lze popsat jako
Sroubovici se ddma zbytky na zavit). Roviny peptidovych vazeb sie®zci stidaw
sklargji nahoru a ddi tak, jako kdybyetézec probihal po povrchu skladaného listu papiru.
V mistech, v nichZ se roviny protinaji, z Gdstupuji sfidaw smérem vzhiru a dot
postrannirettzce. Mezi atomy jediného segmertiézce sp-strukturou proto nemohou
vznikat vodikové vazby. Obvykle jettzec stabilizovan tim, Ze vodikové vazby se viitvo
mezi atomy dvou nebo vice segmestp-strukturou, které probihaji antiparal&lnméné

casto paralela[8], jak je uvedeno na obrazku 1.
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Obrazek 1 Stabilizacetzce sp-strukturou pomoci antiparalelniho a paralelniho

skladaného listu [8].

Ohyby jsou dalSi druh sekundarni struktury, kigagto nalézame u globularnich protein
v mistech, kde je nutné obréatit &npolypeptidovéhdettzce. Ohyby se n&stji nalézaji
na povrchu proteiina obsahuji fevazre polarni a nabité aminokyseliny. Na ohybeelsto
nalézame mista pro fosforylaci, glykosylaci, hydiexi, nebo vazbu protilatek [13]. Jako
B-hyb je ozn#&ovana struktura, kterd émi sner hlavniho fettzce o 180°. Jedna se
0 segment slozeny z#yt zbytki, v nichz dva pdt polarnim aminokyselinam, dalSi dva
jsou glycin a prolin. Ohyb je stabilizovan vodikaveazbou mezi karbonylem prvého
a - NH —¢tvrtého zbytku [8]

1.1.3 Terciarni a kvarterni struktura

Celkovou konformaci polypetidovéhdetézce, tedy jednotlivé aminokyseliny jeho
sekundarni struktury a prostorového usg@ni postranniclettzci, urcuje terciarni
struktura. Jednotlivé Useky peptidovébeitzce o tizné sekundarni struk& nejsou
rovinné utvary, ale mohou bytiaznym zmgisobem prohnuté, svinuté a navzajem spojené.
Na spojeni jednotlivych Uséka celkové fixaci terciarni struktury se podilejzmé typy
kovalentnich vazeb, nap disulfidové mistky a nevazebné interakce (nekovalentni
interakce, nekovalentni vazby) fumkdch skupin aminokyselin (hydrofobni a

elektrostatické interakce) [7].
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Nekteré proteiny se skladaji pouze z jednoho polydepéhoietzce [13]. Jiné proteiny
se skladaji ze dvou a nebo vice polypeptidovigtézci. U takovych bilkovin se howd
o kvarterni strukie a rozumi se tim struktura oligomeru, ktery jecagem uéitého patu
fetézcl vzdjemr vazanych specifickymi interakcemi. Nédzvem protonser oznéuje
jednotlivy polypeptidovyrettzec, terminu podjednotka se uziva k dema funkeni casti
oligomerni bilkoviny (sloZzené z jednoho nebo viadypetidovychtettzci). Kvarterni
struktura je obecnym strukturnim rysem bilkovinpateji nalézame urady enzym,
respir&nich bilkovin, strukturnich bilkovin aj. Veétsiné pripadi jsou polypeptidické
fettzce v oligomernich bilkovinach spolu vazany vyhkadrekovalentnimi vazbami.
Narozdil od sekundarni a tercialni struktury, ktgséu fixovany vnitréettzcovymi
vazbami, je kvarterni struktura drzena vazbami re€zicovymi. Na jejich tvorb se

vétSinou podileji ¥tSi oblasti polypeptidovyctetzci [11].

Struktura podjednotky (monomeru) globularniho prate g-laktoglobulinu kravského
mléka, je znazowma na obr. 1. Tento protein (s relativni molekulovonotnosti 18 kDa)
se v mléce a obeérv prostedi o pH 5-7,5 vyskytuje jako dimer, v priesti o pH 3,5-5

jako oktamer a v prosgdi o pH < 3,5 jako monomer.

Obrazek 2 Strukturp-laktoglobulinu kravského mléka [7].
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Polypeptidova kostra je slozena z 9 vladken skladankstu (jsou ozngeny Sipkami

smefujicimi k C-konci molekuly), ktera twd v prostoru valcovitou strukturu znamou

pod anglickym nazverp-barrel [7].

Souhrnny pehled tzv. vedlejSich vazeb a nevazebnych interstiatiilizujici sekundarni,

terciarni a kvarterni strukturu bilkovin uvadi tiaul.

Tabulka 1 Pehled vedlejSich vazeb a nevazebnych interakciligtgfci strukturu bilkovin

[8].

Vazba / Interakce

Strukturni vyznam

disulfidové mistky mezi cysteinovymi zbytky stabilizuji terciarni

Kovalentni o _ ) ) _
strukturu, picné mistky jsou vyznamné v kolagenu a elastinu
stabilizuji nativni konformaci:
mezi atomy peptidovych vazeb stabilizuji sekundatnikturu

Vodikové

segment hlavnihoretézce,
mezi polarnimi skupinami postranniiiézca stabilizuji terciarni a

kvartérni strukturu

Elektrostatické

mezi kyselymi a bazickymi skupinami postranniet$zca na
povrchu terciarni struktury, fixace koncovych katja a

aminoskupin, stabilizace kvarterni struktury

van der Waalsovy

mezi postrannimietézci zna&né prispivaji k vytvageni kompaktni

terciarni struktury

Hydrofobni

mezi nepolarnimi postrannietzci stabilizuji terciarni fipadré
kvarterni strukturu, pat&rozhoduji pi sbalovaniettzce do nativni

konformace

1.2 Slozeni mléka

Mléko je velmi komplikovany disperzni systém, veerém kaseinové molekuly tkio

micelarni disperze, globularni bilkoviny syrovatkyloidni disperze, tuk, ftomny
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ve forme tukovych kapek (mknych mikrosond), tvori emulzi, ¢astice lipoproteit

koloidni suspenzi, nizkomolekularni latky tspravy roztok [7].

Zakladni slozkou mléka je voda, jejiz obsah se eatiuhu mléka @vodu) pohybuje

v ponmerné Sirokych mezich. V kravském mléce byva 87-91% ady

SuSina kravského mléka u zdravych dojnidiza klesa pod 12 %, mnoZstvi tuku nebyva
menSi nez 3,0 % a tukuprosta suSina by dwnklesnout pod hodnotu 8,5 %.
Mezi jednotlivymi sloZzkami mléka existuji ¢ité zakonité vztahy, ndpmezi obsahem
suSiny, obsahem tuku aémou hmotnosti. Na zakladbsahu susiny, tukuprosté susiny a
tuku v suSid lze usuzovat na porusSeni mlékéidavkem vody nebo sebranim tuku.
Podle obsahulaktosy a #&kterych mineralnich latek pak Ize usuzovat na mléko

od nemocnych dojnic [9]. Bmérné slozeni kravského mléka je vyijéddo na obrazku 3.

Idleko Voda
(100%%) (88%)
Bilkoriny ?
(3.1%) _'[ (2,5 %)
Sacharidy ]-ﬂléﬁ;ﬁ
(4,6 %> [:4: °:|
| —
Lipidy
(3,5%)
Sufina Min. 1ty <) Welroelementy
(12%) (@7 %) Mikmekraerty
Vitaminy iﬁ?ﬂfﬂév ‘
Rozpstreve ‘
wodé

Obrazek 3 Rimeérné slozeni kravského mléka (hm%) [14].
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Chemické slozeni mléka oviiuji nejrizrejSi cinitele, z nichz nejdulezijSi jsou:

plemeno a individualita dojnice,
fyziologické faktory (stadium laktace, zdravotra\st
vyzivove faktory (druh krmiva, jeho jakost, vzajeynontr),

Cinitele tykajici se progedi (pidni a hygienické podminky, klima, i obdobi)
[15].

1.3 Tavené syry

Tavené syry jsou vyr&by zalfivanim sndsi raiznych druli pfirodnich sy (v rizném

stupni prozralosti) s tavicimi solemi z@st&ného podtlaku a stalého michani, az je

dosazena homogenni hmota poZadovanych vlastnogitbdwinkachCeské republiky

definuje vyhlaSka Ministerstva zeudlstvi ¢. 77/2003 Sb. (v platném &mi) taveny syr

jako syr, ktery byl tepekupraven zaipdavku tavicich soli.

Suroviny pro vyrobu tavenych syr

prirodni syry— tvari zakladni surovinu pro vyrobu tavenychisyrDolre vyzrélé
piirodni syry jsou nositelem plnosti chuti, vyrazné&hwyrovnaného aroma. V§b
druhu a stadium prozrani syru zavisi na poZadokangistenci a chuti vysledného
produktu. Pro vyrobu lze pouzivat tigpdni syry s mechanickymi vadami, které
nelze uvadt na trh k pimému odBru spotebitele. VCeské republice se
pro vyrobu pouziva zejména Eidamska cihla a Eidgnidék o tizném obsahu

tuku v susSig, dale Moravsky blok a Primator.

tvaroh — zvySuje obsah tuku prosté suSinjidBva se také do surovinovych &
s velmi zralymi pirodnimi syry za &elem dodani kaseinu, u kterého negtop

rozsahlé hydrolyzmi procesy (ovlivani stability a konzistence taveného syra).
maslo, smetana zvySuji obsah tuku, zjerami vyrobku.

pitna voda— pro Upravu susiny.

prisady ovliviujici chu’ a barvu— masova slozka, zelenina, Zampiony apod.

tavici soli— upravuji prosedi v tavené sisi tak, aby fitomné proteiny (zejména

kaseiny) mohly iplatnit svéfpozené viastnosti emulgétor
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* mlé&né koncentraty- nahruzujicast zakladni suroviny {godnich syi). Pati sem
zejména suSena syrovatka, suSenéiedsté mléko, kasein a kaseinaty apod.

Hlavbim cilem &chto nahrad je snizeni nakiad tim i prodejni ceny.

Z technologickych dvodi se dnes ifidavaji i izné gidatné latky na bazi polysachaiijd
nagiklad ke zlepSeni vaznosti vody, ovldm konzistence apod. Mnohdy jsou tyto

piidatné latky nutné préwii realizaci nadhrad tradhich surovin [16].

1.4 MIé¢né proteiny

Asi 95 % dusiku v mléce je ve foéproteini. MIécné proteiny tvéi komplikovanou srés,
ze které jsou jednotliv&isté slozky obtizé separovany [17]. Podle chemickych a
fyzikélnich vlastnosti bilkoviny mlékac¢time na kasein (Iépe kaseiny, protoZe i vlastni
kasein mléka ma &kolik frakci), albuminy a globuliny. VSechny tytoilkoviny jsou
v mléce jemn rozptylené, tvei pravy koloidni roztok [5]. Procentualni zastoupen
jednotlivych proteid, izoelektricky bod a jejich molekulova hmotnosbys uvedeny

v tabulce 2.

VSechny bilkoviny mléka jsou polymorfni a bylo uwcimidoposud popsano vice nez 30
genetickych variant, liSicich se sekvenci aminolkysedusledku substituce nebo delece
aminokyselin v proteinovéniiettzci. Jejich heterogenitu navic stiype o-fosforylace a
o-glykosylacex-kaseinu a¢ast&na proteolyza plasmidem. Ne vSechny znamé genetické

varianty byly prokazany u plemen skotu [18].

Obsah bilkovin v mléce kolisa v menSim rétzpnez obsah tuku. e se pohybovat
v rozmezi 2,8 - 3,5 %,&8inou vSak kolisa od 3,1 do 3,4 %. Zavisi zejméagplemenu
dojnic a jejim zdravotnim stavu. V ndlych vyrobcich neni obsah bilkovin

standardizovan [14].

U kravského miéka je nejtdi podil bilkovin tvéen kaseinem. Kaseiniqustavuje

80 — 90 % bilkovin mléka. Je charakterizovan tim,j& ho mozno z mléka vysrazet
zvySenim kyselosti ip nizkych teplotach (pH 4,6 ip 20 °C) [9], nebo za pouZiti
syfidlovych enzyni, kdy ostatni bilkoviny mléka se timto tgmbem vysraZzet nedaji.

Kasein tvai zaklad syt a tvaroli [7].
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Tabulka 2 Obsah protairv kravském mléce a jejich fyzikalni viastnosti[19

Zastoupeni Celkova .
Protein v mléku koncentrace !zoc?lektr Molekulova
[%] v miéku [mg/l] icky bod | hmotnost[kDa]
Kaseinova frakce ~80 30
a-kasein 45-55 15 4,1 23
K-kasein 8-15 10 4,1 19
B-kasein 25-35 3,5 4,5 24
y-kasein 3-7 1,2 5,8-6,0 -
Syrovatkova frakce ~20 6-7
a-laktoalbumin 2-5 1,2 51 14
B-laktoglobulin 7-12 3,2 5,3 18
sérovy albumin 0,7-1,3 0,4 4,7 68
laktoferin 0,2-0,8 0,2 7,8 80
Immunoglobuliny
lgG1 1-2 0,6 -- 160
1gG2 0,2-0,5 0,12 -- 160

1.4.1 Kasein

Samotné mléko je vyraznchudSi na bilkoviny nez migé vyrobky. To je hlavh dano
vysokym podilem vody v mléce. Vysoky obsah bilkovisyrech je také Zisoben zakladni

surovinou na vyrobu syru - vysrazenym kaseinem.[14]

Frakce kaseinu jsou syntetizovany v ribozomech pladonatického retikula bék mléné
Zlazy a transportovany do Golgiho aparatu, kde jestorylovany (fosfor je vazan hlagn

esterickou vazbouips hydroxylovou skupinu serinu a threoninu) [18].

Hlavni sloZzkou kaseinové frakce mléka jsedkaseiny. V kravském mléce se vykytuje
asi-kasein aosrkasein (oba veityifech genetickych variantach A, B, C a D liSici se

primarni strukturou, nejobvyklejSi variantou je iaata B) [7].

Kaseiny se v mléce nenachazeji ve fdrmonomei, ale jsou agregovany do micel a
kaseinovych komplax Polarni¢asti molekul kasein tzn. fosfoserinové zbytky molekul

askaseiri a B-kaseiri a threoninovy zbytek svazanymi oligosacharidy olekule
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k-kaseirl, integruji s vapenatymi ionty a vodou. Micela Ilsta®ho mléka obsahuje
asi 20 000 molekul kaseinz toho kaseiny tvd asi 93 %, vapenaté ionty asi 3 %,
anorganicky (volny) fosfat row asi 3 %, 2 % fosfatu je vazano jako fosfoserin

a do 0,5 % je sodnych, draselnych atoatych iont [20].

Kaseinyp- ay- pii teplo€ okolo 20°C snadno asociuji do polymernich strykhaopak
pii teplotach niZzSich nez 8°C &p¢ disociuji na monomery. K agregaci molekd, p- a
k-kaseimi do sférickychéastic zvanych micely dochaziipeplotach vysSich nez 5°C.
Molekuly os, B- a k-kaseiri jsou uspéadany nejprve do tzv. submicel tvaru roiio

elipsoidu po 25-30 molekulach znazémgch na obrazku 4 [7].

Obradzek 4 Heny fez typickou
submicelou {arow jsou vyzngeny

hydrofobni¢asti molekul) [7].

Jednotlivé submicely se vzajemnspojuji do micel progednictvim fosfatovych
(fosfoserinovych) skupirus-kasein a p-kaseiri (k-kasein neméa v molekule vazebnou
oblast) a vapenatych ianbud’ pfimo, nebo prosédnicvim volnych fosfdt a citrati [7].

Vz4ajemné spojeni submicel je zobrazeno na obrazku 5

Povrchova vrstva kaseinové micely, tenkd 5-10 renbghata nac-kasein, ktery svoji
hydrofilni povahou a zapornym nabojem stabilizugéatni hydroforni frakce kaseinu proti
vysréZeni C& ionty. Jadro je tvieno [fevazi hydrofobnimi frakcemi- a p-kaseinu a

vapenatymi a fosfotmatymi ionty [18].
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Praimér vzniklych micel se pohybuje mezi 50-300 nm, negvibyva micel o @imeéru
150 nm. Jejich velikost zavisi na obsalitkaseinu ac-kaseinu. Nejmen&iastice obsahuji
asi 50 %askaseinu a 15 %-kaseinu, zatimco nejtsi castice obsahuji kolem 42 %
a-kaseinu, 26 %-kaseinu a obsaprkaseinu je zhruba 30 %. & micel byva asi 1.16

v 1 ml mléka [7].

Obrazek 5 Vz4jemné spojeni submicel prexdtictvim
fosfata (P), vapenatych ioat(Ca) a citrai (Ci); plr¢ je
vyznaena nevazebna oblast s molekulaxakaseinu

[71.

VétSina molekulk-kaseinu je glykosylovanag-kasein g-kasein jsou fosfoproteiny, které
maji fosfatovou skupinu esterifikovanou serinempiifomnosti vapniku se-kasein a
B-kasein vysrazejix-kasein jako jediny se wiomnosti vapenatych iointnevysrazi.
k-kasein je nicmé&h snadno atakovatelny chymosinem, ktery jejpStna dé casti
(parax-kasein a glykomakropeptid)¢imz x-kasein ztraci své ochranné vlastnosti.
Hydrolyza k-kaseinu chymosinem je znazéma na obrazku 6. Nasledkem hydrolyzy
veskery kasein precipituje ¥ippmnosti vapniku. Tato reakce je zakladem sra#déka

pii vyrobé syn [7].
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I 2 104 105 106 107 168 169

Glu—Glu---- Ser—Phe—Met— Ala----Ala—Val

T chymosin

para-x-kasein k-kaseinmakropeptid
% —< >

Obrazek 6 Hydrolyza-kaseinu chymosinem [7].

1.4.2 Syrovatkové bilkoviny

Ostatni bilkoviny mlék&asto souborozn&ujeme jako syrovatkoveé bilkoviny. Jedna se
o albuminy a globuliny. [14]. Syrovéatkové bilkovinienaturuji i zahrevu nad 50-60 °C.
Pfi okyseleni na pH 4,6ustavaji v roztoku, teprve az po denaturaci teplemsizi.
Pro swij vysoky obsah cysteinu maji syrovatkové bilkoviyssi nutréni hodnotu nez

frakce kaseinu [21].

NejvétSi podil v syrovatkovych bilkovinach zaujima asb& % globularni protein
B-laktoglobulin s molekulovou hmotnosti 18 kDa [9¢ho polypeptidovyetzec je tvden
162 aminokyselinami. Tento protein se vyskytujaieeh genetickych variantach. V mléce
je pritomen jako dimer. # zahtevu (také v fitomnosti vysokych koncentraci vapenatych
iontt a v prostedi o pH ¥tSim nez 8,6) nevran denaturuje. Termickyast&ne
denaturovany protein reaguje ptesinictvim zpistuprélé jediné thiolové skupiny
s dalSimi mlénymi proteiny ¢-kasein, a-laktalbuminem) za vzniku dime&rspojenych

disulfidovou vazbou [7].

DalSim vyznamnym proteinem syrovatky gdaktalbumin, ktery pini biologickou funkci
n¢kterych enzym. Jeho relativni hmotnost je 14 kDa. Fivasi 13 % proteiin syrovatky
[42]. Existuje veitech genetickych variantach A, B a C. Varianty A g&u Fevladajici.
Varianta A obsahuje kyselinu glutamovou v pozici. 10 varianty B je v této pozici
kyselina glutamovéa zain¢na za arginin. Obvarianty A a B obsahuji 4 disulfidové vazby.
a-laktalbumin obsahuje velmi vysoky obsah esenaél@minokyselin. Aminokyselinové
sloZzeni bovinnihoo-laktalbuminu ze 72 % odpovida lidskémelaktalbumin, proto je

bovinnia-laktalbumin idealnim proteinem pro vyzivetd[22].
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Minoritnimi, ale biologicky vyznamnymi proteiny nM@ jsou vysokomolekularni
globularni glykoproteiny imunoglobuliny <ianosti protilatek. DalSim specifickym
proteinem je makroglobulin, ktery &pobuje shlukovani tukovych globuli v syrovém

mléce. To m& za nasledek vzniitSichcéastic az posléze vrstvu smetany na povrchu mléka

[71

1.5 Elektrické vlastnosti proteini

Bilkoviny tvori koloidni roztoky jiz pouhym rozpudtim ve vhodném dispergujicim
prostedi. Bilkovinné koloidy existuji ve vodném priesti ve fornd dispersoidu

o relativre velkych ¢asticich (o piméru 107 aZ 10° cm, tj. 1-100 nm). Jsou ionizované a
proto obklopené orientovanymi molekulami vody (sd&ni obal). Odstratnim
solvat&niho plag& (nag. odvodrénim methanolem, event. vysoleni) ma za nasledek
tendenci ke shlukovaristic. V této fazi je shlukovani reverzibilni, tuo zruSeni &inku

soli, event. methanolu, fedknim vznikd opt koloidni roztok. PoruSeni elektrické

dvojvrstvy zpisobi koagulaci (obrazek 7) [23].

Solvat&ni obal pak zfsobuje jejich relativni stabilitu nutnou pro jejiftinkci v Zivych
systémech. Hydratai obal se skldda ze dvou vrstev molekul vody. Prgimi tsns
piiléha k povrchwastice a druha je jiz va¥ji pripoutana k prvni a tvd plynuly prechod

do rozpoudtdla [11]. VSechna voda, pe¥ni méré pevre vazana, ma dkteré
charakteristiky, jimiz se liSi odistého rozpougtlla. Velmi hrubé odhady uvégd, Ze se
mnozstvi této vody pohybuje kolem 0,3 gQfg bilkoviny, coZz opt velmi zhruba
odpovida vrsty o tloug’ce jedné molekuly vody po celém povrchu moolekulikdviny.
Monomolekularni vrstva vody kolem bilkoviny je koalireé a stabiled organizovana,
takZze napiklad nejevi termalni igchod, ani kdyz je okolni voda ochlazena na desitky

stuma pod nulou Celsiovy stupnice [24].
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Obrazek 7 Grafické znazami koloidnich vlastnosti bilkovinych roztok23].

1.5.1 Amfoterni povaha bilkovin

Stejre jako aminokyseliny maji i bilkoviny jako celek ambérni vlastnosti, vyplyvajici
z pritomnosti disociovanych kyselych a zdsaditych skupikyselém roztoku se bikoviny
chovaji jako slabé zasady, tvaonty, které maji kladny naboj a v elektrickémligmutuji
ke katod. V roztoku zasaditém se chovaji jako slabé kygetvoii zaporr nabité ionty a
putuji k anod. V izoelektrickém boé& je bilkovina elektricky neutralni, neputuje
k Zadnému polu; izoelektricky bod je dznych bilkovin rozdilny a charakteristicky.
Bilkoviny, u niz p@et zasaditych funinich skupin pevySuje poet funikcnich skupin
kyselych (nap histony), maji izoelektricky bodiippH vysSim nez 7. Bilkoviny, u nichz
pocet skupin kyselych je &Si nez poet skupin zasaditych (napfosfoproteiny), maji

izoelektricky bod g pH niz§im nez 7.

Amfoterni chovani bilkovin, které jeadledkem velmi rozdilného pK (pH disociujici
skupiny) jednotlivych disociovanych skupin, vytuje jejich pufr&ni schopnost, ktera se
pohybuje v Sirokém rozmezi pH 2-13. Bilkoviny takegstavuji jeden zidezitych

systénti, podilejici se vyznamnou d&mu na udrzovani acidobazické rovnovahy

v organismu [23].
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1.5.2 Elektricka dvojvrstva a elektricky potencial

Bilkoviny maji v roztocich na svém povrchu elektdc naboje, vzniklé interakci
disociovatelnych kyselych a bazickych skupin sqmgt (lyofilni koloidy). Ve styku
s roztokem nabity povrchipahuje ionty op&aného znaménka (tzv. protionty), jejichZz naboj
neutralizuje naboj povrchu a vznika tak Gtvar shyZee dvou vrstev oga¢ nabitych,
prfipominajici kondenzator — elektricka dvojvrstva.ityim ¢ast dvojvrstvy je ozrmvana
jako vnitni vrstva nebo nabity povrch. Tetitphuje opané nabité ionty z roztoku, které
tak vytvai druhou vrstvu o stejné ploSné hustataboje, ale s ogaym znaménkem
(iontova atmosféra). Pokud by mezi nali@stice a protionty existovaly pouzétpzlivé
elektrostatické sily, sta by dvojvrstva kompaktni charakter. Proti tomuak/gisobi
molekulovy tepelny pohyb, ktery m& snahu ionty xo#u rovnomdrné rozptylit.
Vysledkem je, Ze iontova atmosféra diferencuje wa slozky (vrstvy). Vnitni je tenka,
pevre piileha k povrchuiastice a spolu s ni se také pohybujeé$inma ditizni charakter

a plynule pechazi do roztoku [11, 25].

Mezi povrchem koloidntastice a roztokem se pak vliverizné hustoty nabojvytvai

potencialovy rozdip, jehoZ velikost Ize @it z Nerstovy rovnice

RO g6 V] [11].
z[F ¢,

Kde R je plynova konstanta, T je absolutni teplétg Faradayova konstanta, z nabojové
¢islo ionti spole&nych pro povrcltastic a vnitek roztoku, ¢ ¢ jsou koncentrace {psréji
aktivity) téchto ionti (c; > ¢). Zavislost potencialg na vzdalenosti od povrchidstic je

nelinearni, coz je zobrazeno na obrazku 8.

Potencial na tzv. pohybovém rozhrani, tj. na rozhraezi gilinajici vrstvou a ostatni
kapalinou, se nazyva elektrokineticky nebigotencial (zeta-potencial), neni to tedy
celkovy potenciél povrchutii kapalné fazi. Na rozdil od elektrochemického poiélu,
ktery je dan termodynamickymi vlastnostmi objemdvytazi, je (-potencial funkci
uspdadani fazového rozhrani. Znaménkgotencialu je opmé nez znaménko iaiht

vngjSi vrstvy elektrické dvojvrstvy. Nebyva vysSi n@B0 mV; je znané ovliviiovan
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piidavkem elektrolyt a to i v malych koncentracich [25]. Podili se z&pa na stabikit

koloidnich soustav a uplaije se pi elektrokinetickych djich [11].

iontova atmosfera

. G”fU

) . Jf”'s- .
pevna slozka | — W}\
+

:\}

b)

3

Obrézek 8 Elektricka dvojvrstva (a) a vznik elettého potencialu (b)

[11].

d [nm]

Naboj bilkovin Ize vyuzit P raiznych modifikacich fixanich biotechnologii. #kladem

muze byt vzajemna adsorbce linearnich polykatioat negativa nabitych protein

na pevném substraf26].
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2 STANOVENI BILKOVIN

Metody stanoveni bilkovin Ize ro&it do dvou zakladnich skupin. Prvni skupina je
vhodna pro stanoveni bilkovin ve &ns jinymi sloZzkami potravin, druha skupina metod
je vhodn& pro stanoveni bilkovin¢istych bilkovinnych preparatech. V analyze potravin
jsou casgjSi metody prvni skupiny, které maji byt rychléolghlivé a maji zartovat

dostaténou reprodukovatelnost vysleidk Druha skupina metod je veitging pripadi

viN s

Pro prvou analytickou orientaci o obsahu bilkovipotravinach je postajici stanoveni
celkového obsahu dusiku, vyj@dého tzv. hrubou bilkovinou. Hodnoty hrubé bilkgvi
v sol& zahrnuiji i jiné dusikaté latky nebilkovinné povahyéikaji nic o nutréni hodnot
analyzovaného vzorku. Eitym zpresrénim je stanoveni tz\isté bilkoviny. Tyto metody
eliminuji pritomnost nizkomolekularnich nebilkovinnych dusikatylatek ve vzorku.
Podstatd hlubSi obraz o nuithi hodno¢ bilkoviny analyzovaného vzorku poskytne jeji
aminokyselinové sloZeni. Analyzovana bilkovina gérblyzuje a uvoldné aminokyseliny

se rozdli nekterou z dlicich technik, nejastji chromatograficky na ionexech.

V nekterych gipadech je row# vhodné sledovat izolaci bilkovinych frakci. K toto
Gcelu nalezly uplaténi razné typy elektroforetickych metod. Stejnych pdiupe rovrez

pouzit ke sledovani zn bilkovinych frakci Bhem fiznych technologickych operaci [28].

2.1 Metody stanoveni hrubé bilkoviny

Metody stanoveni hrubé bilkoviny Ize zjednoduSmzdlit na dw skupiny a to na metody

odnerné analyzy a metody spektrofotometrické [29].

2.1.1 Metody odmérné analyzy
a) Metoda podle Kjeldahla

Ke stanoveni bilkovin v potravinach a potra¥si§ch surovinach se rigsgji pouziva
metody zaloZené na stanoveni mnozstfiommného dusiku podle Kjeldahla. Organicka
latka se mineralizuje koncentrovanou kyselinouvsitogri teplot varu kyseliny. Rozklad
se urychluje zvySenim teploty varu (fiapiranem draselnym) a vhodnym katalyzatorem,

nag. oxidem nédnatym, siranem &dnatym, rtuti, peroxidem vodiku, selenem. Dusik,
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ktery byl v bilkovinach nebo aminokyselinach venfiéraminoskupiny i iminoskupiny,

se mineralizaciigvede na siran amonny.

Bilkovina+ HSOs - aNH+bCQ+cHO +d SQ

2NH +HSOs - (NH).SOs

Ze siranu amonného se potom uvolni amoniak 30%kert NaOH a fehani se vodni
parou v Parnas-Wagnerowestil&nim pistroji do gedlohy se znadmym nadbyteym

mnoZzstvim odrérného roztoku kyseliny sirove.

(NH4)2SOs + 2 NaOH —» NaSO, + 2 NH; + 2 HO

2NH+ HSOs - (NHg)2SO4

Prebytek této kyseliny se pak titruje o&imym roztokem hydroxidu sodného na indikator

methykervai nebo Tashiro.

H.SOy + 2 NaOH - NaSO, + 2 H,O

Z mnoZstvi spdebované kyseliny sirové se vype obsah dusiku (1ml 0,05 mdi H,SO,
odpovida 1,4 mg dusiku) a vysledek se Wjjad 100 g vzorku. Obsah dusiku sepmite
na obsah tzv. hrubé bilkoviny vynasobenim faktore/25. JelikoZz je obsah dusiku
v bilkovinach podle fivodu 1azny, byly vedle uvedeného univerzalniho faktoruraamy
pro rekteré dalSi potraviny odlisSné faktory (obiloviny,ooka, chléb aéstoviny 5,70;
susené mléko 6,38;rechy 5,30). Pokud neni obsah dusikiilig nizky, ma metoda

univerzalni pouziti prodzné potraviny a potravitigké suroviny [27,28].
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b) Metoda podle Winklera

Z mineralizatu bilkovinného materidlu,fipraveného podle Kjeldahla, se amoniak,
uvolnény ze siranu amonného koncentrovanym roztokem Nagdestiluje s vodni parou
v destil&nim pistroji do roztoku kyseliny trihydrogenborité. VRN boritan amonny se
stanovi titr&n¢ odmernym roztokem kyseliny sirové nebo chlorovodikové

na indikator methylervai.

6 NH; +2 HiBO; - 2 (N"h)gBOg

2 (NH)3BOs + HoSOr - 3 (NHy),S0y + 2 HsBOs

Z mnoZstvi spdebované kyseliny se vypitd obsah dusiku (n&piml 0,01 mol: HCI
odpovida 0,14mg dusiku). Vysledek sepita na navazku a vynasobenim faktorem 6,25
se uti procento hrubé bilkoviny v analyzovaném materidMetoda se vyuzZiva

pii stanoveni bilkovin v mase a masnych vyrobcich.[27

c) Metoda podle Conwaye

Vzorek se zmineralizuje podle Kjeldahla. Roztok am® soli ve viSim prostoru
Conwayovy nadobky se zalkalizuje nasycenym roztoképCO; nebo 50% KOH.
Uvolnény amoniak se absorbuje v roztoku kyseliny boritgisiné ve vnitnim prostoru
nadobky. Obsah dusiku se vyfid podle spdeby 0,01 molf HCI pri titraci
do erveného zbarveni (Iml 0,01 mdl.Iroztoku HCI odpovida 0,14 mg dusiku). Metoda

je vhodna pro stanoveni malych mnoZzstvi bilkovjpotravindském materiélu [28].

d) Steineggerova metoda

Po neutralizaci vzorku odimym roztokem NaOH na fenolftalein sefigavkem
formaldehydu blokuje {sobnost volnych skupin -NH Po promichéani se provede
opakovana titrace odfmym roztokem 0,25 moli NaOH. Druha spéeba je tzv.
aldehydovécislo (1 ml roztoku NaOH = 1 aldehydowéslo = 0,0758 g bilkovinného

dusiku). Metoda se n#glad pouziva pro stanoveni bilkovin v mléce. Pri@pgatet
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na obsah bilkovin se pouzije kotek soginitel 6,38. Vysledek &eny hustotou mléka

udéva obsah bilkovin v procentech [27].

e) HanuSova metoda

Metoda je zalozena na reakci amonnychtiprgzniklych po mineralizaci podle Kjeldahla,

s prebytkem formaldehydu za vzniku vodikovych iant

ANH;+6CHO - (CH)sN4+6HO+4H

Uvolnéné vodikové ionty se titruji oddmym roztokem NaOH na indikator fenolftalein.
Hexamethylentetramin, kterytipreakci vznika, je velmi slabou zasadou a nema vli

na barevnou zemu indikétoru [27].

2.1.2 Spektrofotometrické metody

Spektroskopické metody jsou zaloZeny na absortienzéoztokem vzorku. Absorbance se
zvétSuje s obsahem molekul. Totoédeni je ekvivalentni energii absorbovanéhétlava

je dano zakony kvantové mechaniky [30].
a) Stanoveni Nesslerovyfimidlem

Dusik vazany v bilkovinach se mineralizaci s kys®li sirovou (katalyzatorJ@,) prevede
na amonnouts, kterd se stanovi spektrofotometricky po reakbiesslerovymeinidlem

v alkalickém prosedi.

NHs3 + NaOH + 2 kHgls - HgkNH, + 4 KI + Nal + HO

Intenzita zbarveni se & na spektrofotometruipvinové délce 450 nm proti védObsah

dusiku se odite z kalibr&ni kiivky a p'epaite na navazku. Vynasobenim faktorem 6,25 se
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ziskd obsah hrubé bilkoviny. Metoda je pouzitelndo pstanoveni bilkovin

v potravindskych materialech s mensim obsahem dusiku [27, 28]

b) Stanoveni biuretovou reakci

Po odstraéni nizkomolekularnich sl@enin odstednim s kyselinou trichloroctovou se
k sedlire prfida biuretovo ¢inidlo. V alkalickém prosedi vznikaji modré komplexni
sloweniny nedi, jejichz barevna intenzita je @wnma koncentraci bilkovin (absorbance
vynasobend faktorem 17 udava miligramy bilkovinyw®rku). Zbarveni se pratfuje

pii 546 nm proti slepému vzorku. Metoda je raésitliva. Je vSak rychla (neni nutna

mineralizace), proto se ji pouziva k origminu stanoveni bilkovin [27, 28].

c) Stanoveni oranzi G

Bilkoviny vazou z purpurového roztoku barvivo oray, z jehoz ubytku zjishého
spektrofotometricky progtenim intenzity zbarveni roztokurip480 nm se na zaklad
empiricky zjiSéného vztahu i jejich mnozstvi ve vzorku. Metoda je vhodna pyohté
stanoveni bilkovin vé&kterych rostlinnych materialech (obiloviny, l&8iny, olejniny,

mouka), z zZiveisSnych materiadl nalezla uplaténi pro stanoveni bilkovin v mléce [27, 28].

d) Stanoveni v UV oblasti

Ke stanoveni bilkovin se vyuZiva absorbangkterych aminokyselin (tryptofan, tyrosin,
fenylalanin) v ultrafialovém sstle. Roztok bilkovin se iedi fyziologickym roztokem a
peptidové vazby se pratii pii 180-220 nm; aromatické a heterocyklické aminokgge
pii 280 nm. Metoda je rychla, snadno proveditelnah@adna pro sledovani {sehu
separace bilkovin technikou sloupcové chromatografNeni vSak univerzalni a

pro rekteré bilkoviny je nelze pouzit [31].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 32

2.2 lzolace acisténi bilkovin

Vzhledem ke stale rostoucimu pouzivani bilkovinraxp je jejich izolace zifirozeného
materialu velmi dlezitou operaci. Ziskani bilkoviny v dost&té ¢isté a nativni forra je
komplikovanou zélezZitosti. Bilkoviny totiz nefttfov organech, tk&nich aglésnych
tekutinach jednoduché <1, ale jsou satasti vice nebo mén organizovanych
nadmolekulovych struktur a naviada bilkovin ma velmi podobné vlastnosti. Mnohéijso
dokonce polymorfni (izobilkoviny) a nékteré tvoaz velké populace individui Uzce

piibuznych vlastnosti (n&psérové imunoglobuliny) [32].

Obvykle je teba volit fadu purifik&nich postup, abychom danou bilkovinu mohli
k dalSimu studiu pouzit. Hlavni obtiZeti pzolaci bilkovin jsou nizka koncentrace
ve vychozim materialech, nestalost a vysoka c#livio jakémukoliv postupu. Proto je
bezpodminén¢ nutné, aby sowine s frakcionaci bilkovin byl sledovan i stupeéistoty

vhodnou analytickou metodou [23].

Prvnim krokem je ziskani vhodného vychoziho bialkgho materialu. Zdrojemehterych
bilkovin jsou €Ini tekutiny (krev, mléko), které fieme ziskat odibem. Jsou-li vychozim
materialem orgéany zabitych #af, musimeterstvy organ rozginit. Vzniklou buré¢nou
drt pak extrahujeme vodou nebo vodnymi roztoky a é&ktr@ddcElime odstedinim.
Pro ziské&ni pimyslow pouZzivanych bilkovin (zejména enzgmve WtSim netitku se
vychazi gevazre z mikrobnich zdraj, protoze je lze v po#nn¢ kratké dok namnozit
v jakémkoli poZzadovaném mnozstvi. Bilkoviny z nathermych mikroorganistnize ziskat

izolaci z kultiv&niho media nebo z extraktu desintegrovanyckkbun

V télnich tekutindch a buwnych extraktech je ovSem Zadané bilkovina wasspitomna

ve slozité smssi. K jejimu dleni (separaci a frakcionaci)ibeme pouzit Sirokou Skalu
metod chemickych a fyzikalnich. Jejich volba iséi fadou hledisek: obsahem Zadané
bilkoviny (zda je hlavni nebo minoritni slozkou &), jejim charakterem (zda je
rozpustna, nerozpustna, stabilni, labilni apod¢lam, jemuz ma slouZzitizné naroky na
¢istotu aj.), ndtitkem, v mz ma byt bilkovina vyrama (nardénéjSi techniky nemusi byt
pro velké objemy vyroby pouzitelné) a ekonomikouoby [32].

K izolaci rozpustnych bilkovin, népz mléka a tk&ovych tekutin, se néastji pouziva

sraZzecich reakci za podminek, které nevedou krizéieim d&jam. K srazeni bilkovin se

negasgji pouziva roztok sirari amonného, sodného, iednatého, z organickych
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rozpoustdel pak ethanolu, dioxanu a diethyletheruizfu koncentraci pouzitého
srazedla dochazi rovh k frakcionaci bilkovin. Takto izolované bilkoviige po Zedni
roztoki vodou, tj. snizenim koncentrace srazecihala, prevést opt do rozpustné formy
[28]. DalSim zvelmi BZnych zmsohi izolace bilkovin je pevedeni pH roztoku
do izoelektrickeého bodu pl [33].

DalSi frakcionace Ize dosahnout i dadskénim pi riaznych hodnotach g, tj. na zaktad
jejich raizné molekulové hmotnosti. Izolované bilkoviny Izdizé charakterizovat

chromatografickymi, elektroforetickymi a jinymi nogtami [34].

2.3 Separani metody dleni bilkovin

Klasické metody vyuZivaji rozdil bilkovin v rozpustnosti (frakcionace vysolovanim,
srazenim v izoelektrickém b&d ve stabili¢ vaci denaturanim cinidlam (zakivanim,
extrémni hodnoty pH, srazerzkymi kovy nebo kyselinami, jako je trichloroctoggod.)
a ve velikosti a tvaru molekuly (centrifugace, ¥, ultrafiltrace). Klasické metody

nejsou selektivni, jsou zdlouhavé a matmaé [33].

Moderni chromatografické a elektroforetické metgghu selektivni, podstatnicinnéjSi a
SetrrgjSi. VyuzZivaji rozdih ve velikosti molekul (gelovd chromatografie), \bpf
(chromatografie na iontagnicich, elektroforéza v gelech, izotachoforéza) a
v izolelektrickych bodech (chromatofokusace a iektlcka fokusace) a vyuzivaji

specifickych interakci (afinitni chromatografie 8|3

2.3.1 Chromatografie

Zdalo by se, Ze nejpatelrejSi by bylo tidit chromatografické procesy podle toho, které
sily se podileji na distridmim procesu. Toto nejlogijSi uspdadani vSak neni mozné,
protoZe zn&nacast chromatografickych separaci vyuzivacssw dvou a vice sepafaich
principi. ProtoZe chromatografie je separfatechnika, kterd vyuzivaékkni latek mezi
dvéma fazemi, znichZz jedna je mobilni a druhd stamion vychazi iideni
chromatografickych metod z tohoto zakladu [35].nf&ini je rozdleni na plynovou a
kapalinovou chromatografii, podle toho, v jakémsiustvi se nachazi mobilni faze a dalsi

rozliSeni je podle skupenstvi stacionarni faze pjekzuje tabulka 3.
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V kapalinové chromatografii existuje dal&iidéni podle formy umishi sorbentu —
na chromatografii sloupcovou (CC) a chromatografiloSném usp@dani (FBC), ktera
zahrnuje dnes jizigkonanou chromatografii na papiru (PC) a dale chtografii na tenké
vrstw. Toto tidéni neni zaloZzeno na rozdilnych segafah principech a ma vyznam jen

jako zdirazreni konkrétni pracovni techniky [36].

Tabulka 3 Pehled nejdulez§Sich chromatografickych technik [36].

Faze mobilni Faze Chromatograficka technika Uzivany
stacionarni symbol
plyn kapalina plynova rozslovaci chromatografie GLC
(plynova — - - _
chromatografie)| tuha latka plynova adsampi chromatografie GSC
kapalinova roz8ovaci LLC
_ chromatografie
kapalina _ _ _
kapalina gelova permemi adsorpni GPC
(kapalinova chromatografie
chromatografie) kapalinova adsormi
- LSC
tuha latka chromatografie
iontow¢ vymeénna chromatografie IEC

Pro stanoveni bilkovin se mohou vyuZivatitgrtypy chromatografickych metod:
a) Chromatografie na iontonic¢ich (IEC — ion exchange chromatography),
b) Chromatofokusace (FC — chromatofocusing),
c) Gelova (permami) chromatografie (GPC — gel permeation chromaioigy)
d) Afinitni chromatografie (affinity chromatography),

e) Vysokolinna kapalinova chromatografie (HPLC — high perfante (pressure)

liquid chromatography) [33].

2.3.1.1 Chromatografie na nénicich iontiz (IEC)

Chromatografii na gmic¢ich ionti (iontow vyménnou, ionexovou) iizeme definovat jako
vratnou vyn&énu ionti mezi mobilni vodnou fazi a fazi stacionarni, kteteoii kovalent

vazané ionogenni skupiny sorbentucldhi latek je zpsobeno rozdilem ve velikosti
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naboje. Ten zavisi na oxitlam cisle iontu a na disoatai konstant ionogennich skupiny.

Disociani konstanta je ovlivna pH prostedi [36].

Vybér vhodného ionexu pro chromatografii bilkovin zavisa stabili¢ bilkoviny a
piedevSim na jejim izoelektrickém hodl. P tomto pH je bilkovina jako celek
elektroneutralni, na ionexu se nebude praktickyhyi@vat. Optimalni sorpce nastavia p
pH, které se liSi odlpo 1 pH jednotku. #nizSim pH ma bilkovina kladny naboj a vaze se

na katex, @i vySSim naopak [33].

2.3.1.2 Chromatofokusace (CF)

Chromatofokusace je preparativni metoda s vysolgztiSenim pro deni bilkovin podle
jejich izoelektrického bodu. Je zaloZzena na pougjpiecialnich aneéx (polybuffer
exchangers PBE) a specialnich amfoternichip(olybuffer pharmalyt), které mohou
vytvaret linearni gadient pH v kolénVzorek se aplikuje na hortiést kolony a je vyvijen
pufrem o niz§im pH, nez je startovni. Jak eluenstyguuje, titruje funé&ni skupiny
iontomgnice a automaticky vytié gradient pH. Bilkoviny se pohybuji v kol®w zonach

riznou rychlosti dokud nedos&hnou oblasti pH rovjiéhjel .

Fokus&ni efekt zgsobi, Ze bilkoviny jsou eluovany ve velice zéesych zénach (&8
piku 0,004 pH). Krom toho je chromatofokusace velice jednoducha a nmsbkou
kapacitu. Na &nych kolonach (1 cm x 20-30 cm) je mozn#itd200-300 mg bilkovin
0 pH v rozsahu 4-11 [33].

2.3.1.3 Gelova (vyldovaci) chromatografie (GPC)

Metoda je zaloZena na ra#dvani latky mezi pohyblivogéast eluentu (v prostoru mezi
zrny) a nepohyblivowdst eluentu (vy@lujici pory zrn). Podle teorie stérické exkluze mé
naph takovou strukturu, Zéast poti neni gistupna velkym molekulam vzorku. Velikost
molekuly souvisi s molekulovou hmotnosti, ale I§ipeystihuje hydrodynamicky mimer
molekuly. Pro nej¥tSi molekuly nejsou poryifstupné vbec a tyto molekuly istavaji

v prostoru mezgasticemi ngpla Eluwni objem &chto molekul je potom roven mrtvému
objemu kolony . Naopak pro dostate¢ malé molekuly jsou snadndigtupné veskeré
prostory v pérech nebo wevité strukfire gelu a tyto molekuly jsou eluovany objemem,
ktery je ekvivalentni celkovému objemu eluentu Yoke, tj. mrtvému objemu kolony y/a

objemu eluentu v pérech zrn a v gelové matridi3é].
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Frakcionace sisi latek s blizkou relativni molekulovou hmotnogi komplikovarjSi
piipad gelové chromatografie. Hlavnim problémem je wglr vhodného gelu @ené
latky musi byt v frakcionmim rozmezi). Hkladem pémyslové frakcionace je vyroba

mléka s nizkym obsahem laktosy [37].

2.3.1.4 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie (bioafinitnti biospecificka afinitni) je zjgsob izolace aktivnich
latek, ktery vyuZiva jejich schopnosti specificky raverzibilré vytvéet komplexy

s ukitymi latkami nazyvanymi afinanti afinitni ligand. Ligand je kovalen&nvazan

na pevny nosi(sorbent) a tvi tzv. afinitni sorbent. Afinitnim sorbentem plréraloupec.
Prolévame-li jim roztok obsahujiciiplusny apoenzym, zadrzi se apoenzym na sloupci
(interakce apoenzym-koenzym). Ostatni latky prgtékégpoenzym se uvolni ze sloupce

zvétSenim iontove sily. Tak lze apoenzym zkoncentraxat70x [33, 38].

Vymyvani zachycené latky (bilkoviny) provadime daigji zménou pH roztoku, teploty

nebo iontove sily [33].

2.3.1.5 Vysokowinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokolinna kapalinova chromatografie je nejdokonalej$iardou kolonové kapalinové
chromatografie. Ma vysokowiinnost a rozgeni, je vhodna pro vysoce citlivou analyzu
i pro preparaci. Jejimi dalSimfgrinostmi jsou velka rychlost a zim@ reprodukovatelnost
[35].

Z&kladnim kriteriem pro vy vhodné metody je rozpustnost vzorku ve standartni
rozpoustdlech tvdici mobilni fazi jednotlivych drun HPLC. DalSim kriteriem je

struktura vzorku, labilita, velikost molekul, chita aj.

HPLC vyuziva pedevSim chemicky vazanych fazi. Uvadi se, ze sé vige nez 70 %
vSech analyz kapalinové chromatografie provadi becené fazi, kterd je mirfédre
vhodna pro deni latek biologického jprodu rozpustnych ve vodnych roztocich (slozky
nukleovych kyselin, bilkovin, glykosidy, prostagthny aj.). Nefasgji se pouziva
oktadecylsilikagel (ODS), protoZze uniade clit latky s Sirokym spektrem polarity [33].
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2.3.2 Elektroforéza

Paralelg s chromatografickymi se vyvijely i metody elektmdtické. Elektroforéza
(z feckého neseny elgktou) vyuziva pohybucastic s elektrickou dvojvrstvou [39]
ve stejnosrrném elektrickém poli. Sés latek se $ ni déli podle izné pohyblivosti iont
na oda@lené zony jednotlivych sloZzek s8i. Pohyblivost iorni zivisi na velikosti naboje,
velikosti a tvaru molekuly, na povaze nasielektrolytu aj. U amfoternich ioitjako jsou
bilkoviny, velikost naboje zavisi na pH [41], vztiéen k tomu, Ze bilkoviny mohou
existovat (v zavislosti na pH a na hodhsvého izoelektrického bodu)pminimalré ve
ttech nabojovych formach. V podstahizeme ¥tSinu latek ve vodném prdsti pgevest
zménou pH na nabit&astice najastji disociaci nebo adsorpci iantnebo tvorbou

ionogennich komplak[33].

Pohyb elektricky nabitycltastic ovliviiuje rekolik faktorid. Na kulovitoucastici, nesouci

naboj q(C) v elektrickém poli o intenZiE(V m?) pisobi sila F dané vyrazem
F,=qlE [33].

Proti ni pisobi sila vniiniho ¥eni dana Stokesovym zakonem
F, =607 v [40],

kde v je rychlost (m™Y, r polon¥r ¢astice viskozita.

Z podminky rovnovahy (= F,) miZeme vypeitat rychlost pohybdastice

qlE

v=_1E [33].
607

V praxi se vSak misto rychlosti pouziva vice polwddt u, coz je rychlostéastice
pii jednotkové intenzé elektrického pole (gradientu n#p

_v__ 49 1yl
H=z ST (mf st v [33].

Z vyrazu je patrné, Ze rychlost jéimo unerna sile pole a népno viskozit. Ta je silr
ovlivnéna teplotou [33]. Rychlost zavisi také na tvaru alikesti nabitécastice [41].
Pohyblivost je veliina charakterizujici polohu roziéné latky na elektroforeogramu.
Uvedené vyrazy plati pro velmiezkné roztoky. V koncentrovanych roztocich se uplgt

n¢které nezadouci jevy, které komplikuji situaci:
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a) Kolem centralniho iontu se vytiioiontovy obal z iont opané nabitych. Tak se

znane¢ snizuje pohyblivost. Vliv elektrolytu vyj&dje iontova sila | [42].

b) Elektrolyza: misobenim stejnosémého proudu se elektrolyt v okoli elektrod
rozklada. Tim se postupmmeéni i pH v tomto prostoru — u katody roste, u anody
klesa. Proto se pufr v elektrodovém prostord’ kontinual® vymeénuje, nebo se
acinnymi prepazkami (diafragma) mezi elektrodovym a sefdm prostorem

zabraiujé konvekcli, resp. difazi.

c) Elektoosméza: Jeji podstatou je transport vody dtgdanymi ionty od jedné
elektrody k druhé podél rozhrani kapalné a pevree.f&mysl prouthi zavisi
na povaze rozhrani, kvalipevné faze a slozeni elektrolytu. Elektroosmotittky
ovliviiuje pohyb vSeché¢astic, tedy i neutralnich. #P urc¢ovani pohyblivosti
elektricky migrujicich¢astic je nutné provést korekci. Ta s&dadpra¥ pomoci

zdanlivého elektroforetického pohybu neutralniéhtic.

d) Jouleovo teplo Q, které vznika gmhodem elektrického proudu elektrolytem je
dalSi problém elektroforézy. Uvainé teplo nize zmisobit znénu viskozity, a tim
pohyblivosti, odpovani, zndnu vodivosti a kon&né denaturaci labilnich latek.
Proto jsou elektroforeticka #iaeni, pracujici s vysSim n&pm, vybavena &innym

chlazenim [33].

Elektroforetické metody fZeme dlit podle rekolika hledisek — nap podle @leného
mnozstvi na analytické a preparativni a ty daldat@ratorni¢i pramyslové nebo podle
typu na jednorazové a kontinualriasto se uplauje cleni podle pouZzitého nap.
Vysokonagtova elektroforéeza (U > 1000 V) se pouziva vice pddleni
nizkomolekularnich latek. Je nutné chlazeni. Nizgstova (U ~ 220 V) se pouziva
pro vysokomolekularni latky. Zde se také dogaie chlazeni vzhledem k jejich teplotni
labilité [33].

2.3.2.1 Kapilarni elektroforéza (CE)

Zvlastnim zpisobem elektroforézy je tzv. kapilarni elektroforézktera vyziva
elektrokinetickych princip elektroforézy a elektroosmozy k separaci latekitinkiiemenné

kapilary. Tomuto zfisobu elektroforézy séika vysokodinna kapilarni elektroforéza
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(HPCE) a provadi setkolika zpisoby - jako volna elektroforéza, gelova elektrotaréale

i jako izoelektricka fokusace [43].

Kapilarni elektroforéza je moderni analyticka metokitera umaiuje rychlou a ginnou
separaci velmi tznorodého spektra latek s@sre pii velmi malém objemu vzorku.
Separace je zaloZena na odliSnosti elektroforetitkynobilit ionti v elektroforetickém
médiu uvnit kapilary. Spektrum pouZiti je velice Siroké, oda@ce proteiln peptidi,
mapovani a sekvencovani DNA, rozliSeni organickyghanorganickych iofdt az
po analyzu neurotransmiten jedné biice. Oproti klasické gelové elektroforéze nabizi

e

cely proces zautomatizovat Ermpo propojit s vypdetni technikou [44].

2.3.2.2 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je jednou z n&pn¢jSich a nejvykongsSich separénich technik,
které se v satasné dob pouzivaji pi vyzkumu bilkovin [45]. Pro ziskani dobrych
vysledki ma obrovskou wezitost kvalitacinidel a pufi pouzivanych proifpravu gelu,

neba’ ovliviwuji jeho propustnost a dale také vizualizaci detekgch latek [46].

Velmi i€inného @leni dosdhneme pouzitimianych geh jako noste. Pak se latky mohou
délit nejen podle svého naboje, ale i podle velikastvaru molekul. V saiasné dob se
pro cleni slozitych bilkovinnych sisi WtSinou pouzivaji gely polyakrylamidove.
Pripravuji se pimo v elektroforetické aparat polymeraci akrylamidu a
N,N"-methylenbisakrylamidu (bis-akrylamid) [33]. Ipmerace akryalmidu je iniciovana
piidavkem persiranu amonného a N,N,N’,N’-tetrametioydeninu (TEMED). TEMED

katalyzuje rozlozeni persiranu na volny radikal.

S0 +€ — SO +SQr

Jestlize ozndme tento radikal jako Ra M jako monomer akrylamidové molekuly

muzeme polymeraci napsat takto:

R+M — RM
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RM*+M — RMMe

RMM+M — RMMM-, a tak déle.

Polymeraci monomér akrylamidu vnikaji linearniietzce, které jsou propojeny
bisakrylamidovymi nistky do trojrozndrné si€. Na pongru mezi akrylamidem a
bisakrylamidem zavisi velikost pidgelu a tim i rozsah molekulovych hmotnosti,émi
se bude uplabvat tzv. siovaci efekt (obrazek 9) [31].

CHz =CHCONH2 + CHz2 (NH CO CH = CHg)2

Acrylamide N,N' methylene bisacrylamide (bis)

— CHg— CH— [ CH2— CH—] x— CH2— CH —

co co co
NH LHQ LH
LHz LHZ
NH NH2 LH
Lo Lo Lo

— CHg—CH—{ CHp — CH~~] y ~—CH2 — CH—

Obrazek 9 Polymerace akrylamidu [31].

Zmeénou pongru slozek se ziskaji gely 8anym stupsim zesfovani, a tim i velikosti pdi
Tyto gely majifadu gednosti: maji dobré mechanické vlastnosti, um@zi vysoké
rozliSeni, jsou transparentni, vzhledem k maléit&fik barvivim se dlené latky snadno
barevie¢ deteguji a elektroosmotivky efekt je t&mzanedbatelny. Proto se pouZivaji
v kvalitativni i kvantitativni analyze biopolymer (bilkovin, nukleovych kyselin,

polypeptidi a jejich degradmich produki) a také k preparaci [33].
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SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfat polyakrylamidovday& elektroforéza)

VétSina proteid vaZze SDS ve stejném peém, asi 1,4 g SDS na 1 g proteinu, coz
odpovida zhruba jedné molekule SDS na dva amintkgse zbytky [47]. Vysoky
negativni naboj navazaného SDRlryva vlastni naboj proteinu a vysledné komplexy
SDS - bilkovina pak maji shodné pgpoctu nabofi na jednotku hmoty a podobny tvar
[33]. Nasledkem toho seripSDS—-PAGE proteiny @i na principu ,molekulového sita“,

tzn. jejich pohyblivost klesa se stoupajici molekiu hmotnosti.

Vzorek se nanasi na Uzkou vrstirdSiho (velkoporézniho) ,zadstvaciho® gelu. Zde se
bilkoviny koncentruji do uUzkého prouzkuiegd vlastnim #&enim ve spodnim,
koncentrova®Sim gelu. B této metod se kombinuji iti délici principy — zaosbvani

v systému elektrolyit (analogicky izotachoforéze), v dalSim stupni zé@alektroforéza

s gelovou chromatografii (molekularnim sitovym ééek). Deleni je velmi ostré, avSak je
nutné, aby makromolekuly 8ty stejné znaménko naboje. Tomu se napoméftaygkem
tenzidu SDS (dodecylsulfat sodny), ktery se gevaze k proteitim a néni jejich tvar

do valcovité podoby [33]. K této zZmé¢ miaze dojit az po roz&peni bisulfidickych nistki

v molekule proteinu, coZ zaii§je nap. merkaptoetanol. K dokonalému navazani SDS je

nutné vystavit vzorky vysoke teptof48].
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. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit viiv stetihiho zakevu a zminy probihajicich

v

béhem skladovani ip zadanych skladovacich podminkach po dobu 24siah

na proteinovy profil tavenych syr
Pro dosazeni dilbylo treba:

= zpracovat literarni reSerzi tykajici se charaktiysproteini a peptid vyskytujici

se v mléce a syrech.

» struiné popsat elektrické vliastnosti protéia metody dleni proteiri.

Pro zpracovani praktickésti diplomové prace bylo nutné naplnit tyta:ddile:

= zavést a optimalizovat metodiku pro stanoveni jmétev mléce a milénych

vyrobka s vyuZzitim elektroforézy.

= stanovit proteinovy profil sterilovanych tavenychyris a tavenych syr
skladovanych za odliSnych podminek, technologiclgupmaveného kravského

mléka a mléka suSeného.

» na z&klad teoretickécasti a vysledi praktické ¢asti formulovat zary o vlivu

sterilace a skladovani na proteinovy profil tavdnggr.
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4 SDS-PAGE

4.1 Roztoky pro SDS-PAGE
Tris pufr pro separai gel, pH 8,8 [49]
Tris (SERVA) 18,15 g
Deionizovana voda 50 ml

Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit pH pdrotu 8,8 a doplnit deionizovanou

vodou do 100 ml. Uchovavatip+4 °C.

Tris pufr pro koncentiani gel, pH 6,8 [49]
Tris (SERVA) 6,09
Deionizovana voda 50 ml

Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit pH pdrotu 6,8 a doplnit deionizovanou
vodou do 100 ml. Uchovavatip+4 °C.

30% roztok akrylamidu ; 2,67%C [49]
Akrylamid (SERVA) 29,2 ¢
N,N"-metylen-bisakrylamid (SERVA) 0,89

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. Uchovavatiyg °C v tmavé lahvi.

Vzorkovy pufr [49]

(0,062 M Tris-HCI, 5% merkaptoetanol a 10% glycgrol

Tris-HCI (SERVA) 0,0977 g
Merkaptoetanol (SERVA) 0,59
Glycerol (Lach-Ner) 109

Bromfenolova motl(SERVA) 0,01g¢
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Upravit pH na hodnotu 6,8 a doplnit deionizovanodau do 10 ml.

Elektrodovy pufr dle Laemliho 10x koncentrovany BBEA)

- pred pouzitim Fedén deionizovanou vodou v paimu 1:9

Fixacni roztok (10% kyselina octova, 30% etanol)
Etanol, 96% (Lach-Ner) 30 ml
Kyselina octova (Lach-Ner) 10 ml

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.

Roztoky pro barveni §brem [50]

40% etanol, 10% kyselina octova

Etanol, 96% (Lach-Ner) 41.6 ml
Kyselina octova (Lach-Ner) 10 ml

Deionizovana voda do 100 ml

2,5% uhleitan sodny v 0,02% formaldehydu
Uhli¢itan sodny, bezvody (Lach-Ner) 3,759
Formaldehyd, 37% (Lach-Ner) b

Deionizovana voda do 150 ml

0,05% glutaraldehyd, 0,01% formaldehyd, 40% etanol
Etanol, 96% (Lach-Ner) 41.6 ml
Glutaraldehyd, 25% (Sigma) 0,2 mi

Formaldehyd, 37% (Lach-Ner) 26
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Deionizovana voda do 100 ml

0,5% Farmeiiv zeslabova

Ferrikyanid draselny (Lach-Ner) 150 mg
Thiosiran sodny (Lach-Ner) 300 mg
Uhli¢itan sodny, bezvody (Lach-Ner) 50 mg

Deionizovana voda do 100 ml

4.2 Vzorky

4.2.1 Tavené syry sterilované

Pro &ely experimentu byly vyrobeny tavené syry (obsakirsu38 % w/w, obsah tuku
v suSirg 50 % w/w) s pidavkem laktézy (0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 % w/w ve firial produktu).
Ziskan byl rovez taveny syr bez fidavku laktézy. Surovinova sim zahrnovala:
Eidamskou cihlu, maslo, vodu a koréwmir tavici soli. Tavené syry byly vyrobeny
na laboratornim z&eni Vorwerk Thermomix TM 21 [51]. Obsah laktozyl korigovan
piidavky vody a masla pro zachovani konstantnihohabsaSiny a tuku v su&inTavici
teplota byla 90 °C a celkowas gipravy vzorku byl 10 minut. Vyrobena tavenina byla
plnéna do 75 g obdl z tazeného hliniku uzéenych pivaritelnym hlinikovym vékem.
Mala ¢ast vantek z kazdé vyroby byla zchlazenghbm 3 — 4 hodin na & 2 °C
(tzv. ,nesterilované tavené syry"), zatimco zbytef rozctlen na 4c¢asti, které byly
nasledg podrobenytyiem iiznym sterilgénim zatievim (tzv. ,sterilované tavené syry®).
Pro sterilaci byl pouzit diskontinudlni tpnyslovy autoklav SVV2AKV (Pacovské
strojirny, Slovenska republika). Aplikovany bylystédujici sterilani rezimy: 100 °C 100
minut (A), 115 °C 32 minut (B), 120 °C 10 minut (€)125 °C 3,17 minut (D). VSechny
kombinace byly vybrany tak, aby bylo dosazeno kamisti F-hodnoty £=7,78). Doba
do dosaZeni steritai teploty a doba chlazeni byly prakticky stejneSech 4 sterikénich
rezimi. Celkow bylo vyrobeno 25 variant vzoiik 4 skupiny liSici se kombinaci stetitd

teploty a doby jejiho isobeni (A — D) a 1 skupina nesterilovanych taversjot. Kazda
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skupina obsahovala vyrobek bez obsahu laktdézy e 4l&lyrobky s obsahem laktozy (0,5;
1,0; 1,5 a 2,0 % w/w). Kazda varianta byla vyrob#ikaat [52].

4.2.2 Tavené syry skladované

V dalSi ¢asti diplomové prace byl sledovan vligiiku skladovani na proteinovy profil
sterilovanych tavenych sympri konkrétnich skladovacich podminkach a délce skiadi.
Experiment byl proveden na dvou Sarzich tavenych @zna&eni j = |, Il). Ok Sarze byly
vyrobeny za stejnych podminek. Pro vyrobu tavergjt (40% w/w suSiny a 45% w/w
tuku v susig) byla pouzita s@s p@irodnich syii, maslo, voda, tavici soli a suSena
syrovatka (0,5% w/w). Tavici teplota byla 92°C. &€aina byla plana do 75 gramovych
vaniek z tazeného hliniku gipatitelnym hlinikovym vékem. Po napkni a givareni
hlinikovych vicek byly nesterilované tavené syry eétithy a ozn&eny podle nize
uvedeného k#e. Ostatni nesterilované vzorky byly naskedmodrobeny termosterilaci

pii 117°C po dobu 20 minut a vysterilované vzorkyizthlazeny na 25°C [53].
Nesterilované vzorky (N) byly skladovaniji peplo€ 6 + 2°C.
Sterilované vzorky (S) po 24 hodinach od vyrobybgzdileny a uloZeny § 4 teplotach:
» L-vlednici6+2°C
* Lm-vmraznice -15+2 °C
» S — i laboratorni teplat 23 £ 2 °C

= T-vtermostatuip40 +2 °C

» Byla provedena hodnoceni proteinového profilu dvSarzi tavenych syr

s ozng&eniml all, a to po dvouletém skladovarii piislusnych teplotach.

Pro nazornost je uvedetiildad ozn&eni vzorku SLIIm — jedné se o vzorek sterilovaného

syraiady Il skladovaného v mrazwie (i teplot -15 £+ 2 °C.
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4.2.3 Nezralé mléko (mlezivo)

Vzorky pro analyzu proteinnezralého mléka byly ziskany v podniku Salix Maraus.
Horni Mo3tnice. Zivaisna vyroba tohoto podniku je z&fena na chov miéého skotu a

prasat.

Nahodrt vybrané dojnice na 2., pb8. laktaci, u kterych byl proveden adlvzorka, byly

krmeny stejnou krmnou dévkou.

Vzorky kravského mleziva a mléka byly odebrany 21,.,.3., 5., 7. a 30. den po otelent
nadhodi vybranych dojnic v obdobi od 8.7.2007 do 17.8.2807této dob nevykazovalo

zadné zdchto zviat onemoceni.

Mléko bylo nadojeno do &Si nadoby, ze které se poté odebral vzorek o abjéshml

do pipravené umlohmotné zkumavky. i@d odkrem vzorku do zkumavky bylo mléko
homogenizovano. Po odebréni vzorku byla zkumavkssena Stitkem. Na Stitku bylo
zaznamenanoislo dojnice a den odbu mléka po oteleni. Takto odebrany vzorek byl co
nejrychleji zamrazen na teplotu -19 °C. Po trangpwerchladicim boxu byl vzorek hluboce

zamrazen na teplotu —35 °C a takto byl uchovavatoazamotné analyzy [54].

4.2.4 SuSené mléko

Ucelem experimentu bylo zjistit vliviznych technik vyroby suseného mléka na jeho
proteinovy profil. Bylo vybrano osm vzaiksuSeného plnotmého miléka, pro jehoz

piipravu bylo pouzito valcové suseni a dva vzorkegpe suSeného odiméného mléka.

Vzorky plnoteného mléka byly nasledujici: B1 26,25% tuku v stifins.); B2 25,5%
tvs.; B3 26,5% tvs.; B4 26,5% tvs.; D 26,5% tvs.2&5% tvs.; L 25,5% tvs. Vzorky
odtwnéného mléka sprej@suseného byly FR1 a FR2 [55].
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4.3 Optimalizace pripravy vzorka pro SDS-PAGE

Pro stanoveni proteinového profilu bylo experimbwt&yzkouSeno &kolik typa pripravy

vzorka. Byly pripraveny dva zakladni vzorky:
Vzorek 1.

= 10 g vzorku taveného syra bylo zhomogenizovano Gsen# deionizované vody

po dobu 5 minut,
= vzorek byl odstedn pi 3000x g po 30 minutip4°C,
= ze vzorku byl odstram tuk.
Vzorek Il.: . Butikofer a kol. [56]; Park a Jin [57]

= 10 g vzorku taveného syra bylo zhomogenizovano Gsen# deionizované vody

po dobu 5 minut,
= vzorek byl inkubovan 1 hodinuipd0°C,
= centrifugace $ 3000x g po dobu 30 minut za teploty 4°C,

= ze vzorku byl odstram tuk.

Takto gipravené vzorky | a Il slouzily jako zaklad prdéigravu metodiky pro analyzu
proteinového profilu tavenych syr Kazdy takto pipraveny vzorek (I a 1) byl pouzit

s ukitymi modifikacemi metody dle nasledujicich auitor
A. Restani a kol. [58], Elagamy [59]
= ke vzorkim byl giidan vzorkovy pufr v poru 1:1,

= vzorky byly zafiaty na 100 °C po dobu 5 minut.

B. Park a Jin [57]
= ke 500ul vzorku bylo gidano 950ul vzorkového pufru a 50l merkaptoetanolu,

= vzorek byl zakat na 100 °C po dobu 5 minut.
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C. Mayer [60]

= ke 750ul vzorku bylo gidano 750ul 0,05M TAE (tris-acetatovy pufr, pH 7,5)

s 3% SDS, 0,1% merkaptoetanolem a bromfenolovouimod
= vzorek byl pov&en 10 minut fi 100 °C,

» po ochlazeni byliidan 5% merkaptoetanol

D. O'Reilly a kol. [61, 62]
» ke 500ul vzorku bylo gidano 1 ml vzorkového pufru,
= vzorek byl inkubovan 30 minufip37 °C,

= vzorek byl zakat na 100 °C po 5 minut.

E. Etanolovy extrakt — Butikofer a kol. [56]
» pH vzorku bylo upraveno na 5,5 pomoci 1M HCI,
= ke vzorku byl pidan 96% etanol,
= smes byla inkubovana 1 hodindi25°C,
= proteiny byly ogtovné rozpusény pridanim 1M NaOH,
= etanol se nechal odfiado druhého dne,
» poté byl gidan vzorkovy pufr v porru 1:1,

= vzorek byl zakat na 100 °C po 5 minut

F. Carbonaro a kol. [63]
» ke 20 ml vzorku bylo fidano 1 ml 10% CECOOH,
= vzorek byl inkubovan 10 minufip37 °C,
» ke vzorku byl pidan 1 ml 1M CHCOONa,
= vzorek byl dopl&n do 25 ml deionizovanou vodou,

= centrifugaci byl odstram supernatant,
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» ksedimentu bylo fidano stejné mnozstvi deionizované vody a byl régpu
piidavkem 1M NaOH,

= vzorek byl resuspendovan v denatuvian pufru v pondru 1:1,

= vzorek zakat na 100 °C po 5 minut

G. Precipitace proteinpii pH 4,6(G1) [64], pi pH 4,3 (G2) [65,66] aippH 4,4 (G3)
[56]

= vzorek syra byl po homogenizaci precipitovan, pHobypraveno na ifslusnou
hodnotu pidanim 1M HCI,

= vzorky byly inkubovany 30 minutip30°C,
= centrifugaci byl odstram supernatant,

» ke vzorku bylo pdano stejné mnoZstvi deionizované vody a protdiyly

rozpusény pfidavkem 1M NaOH,
» ke vzorku byl pidan vzorkovy pufr v poiru 1:1,

= vzorek byl zakat na 100 °C po 5 minut.

H. Park a Jin [57]
= 0,1 g vzorku bylo resuspendovano v 5 ml deionizévwardy,

= ke vzorku bylo pdano 1,5 ml 5M NaOH a vzorek byl michan na maghéti
michace @i 50 °C,

= vzorek byl odgedin pii 3000x g po dobu 30 minut (4 °C)
= ze vzorku byl odstram tuk a vzorek byl resuspendovan v deionizované,vod

= vzorek byl smichan se vzorkovym pufrem v pgom 1:1 spolu s 50ul

merkaptoetanolu,

= vzorek byl zakat na 100 °C po dobu 5 minut.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 52

J. Coisson a kol. [67]

= 5 g vzorku bylo rozpusho v 10 ml Tris-glycin pufru (0,01M Tris-glycin puyfpH
8,3; 6M urea)

= vzorek byl michan 2 hodiny za teploty 25 °C,
* po odstedéni byl ze vzorku odstrain tuk,

= ke vzorku byl pidan vzorkovy pufr v poru 1:1 a vzorek byl z&ht na 100 °C

po dobu 5 minut.

4.4 Priprava vzorki tavenych syii a mléka pro SDS-PAGE

Vzorky byly pripraveny dle metody podle Bitikofer a kol. [56] rgitymi modifikacemi.
Tavené syry byly navazeny v mnozstvi 10 ga nasldoity homogenizovany se 40 ml
deionizované vody ve stomacheru po dobu 5 minut.diddadné homogenizaci byly
vzorky inkubovany fi 40 °C po dobu 1 hodiny. Déale byly vzorky centg@wvany 30 minut
(HERMLE Z 300 K) g 3000x g. Centrifuga byla vytemperované na 4 °@y&hlazeného
vzorku byl odstraén tuk.

Z takto pipraveného vzorku bylo odpipetovano 250 suspenze do ependorfkové
zkumavky, ke které bylofmlano 25ul 2-merkaptoetanolu, 51 20% SDS a 175
vzorkového pufru. Promichané vzorky byly ptsm@y po dobu 10 minut na suchém

blokovém termostatu Bio TDB-100. Vzorky byly uchggaay za chladirenské teploty.

4.5 Priprava vzorki nezralého a suSeného mléka

Vzorky proteini nezralého mléka pro SDS-PAGE byliigaveny stejnym zjsobem jako
vzorky tavenych syr (kap. 4.4) svynechanim 1. faze homogenizace weatheru.
Vzorky mleziva odebraného 1. a 2. den musely I3t ediny deionizovanou vodou a to

tak, Ze vzorky 1. dne bykediny v pongru 1:4 a vzorky 2. dne 1:1.
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4.6 Sestaveni aparatury pro elektroforézu a piprava geh

Vertikélni elektroforeticka aparatura (Owl SepamatiSystems, Inc., USA) pro dva gely,

ktera se sklada zvlastni vany, vika, dvou tvargeanskel v parovém uspadani,

teflonového &snéni a Hebinku, byla sestavena podlgilggeného navodu. Pouzita

aparatura byla chlazena vodou.

Pro separaci byl zvolen 15 a 17% separayel tlougky 1 mm. Pro fipravu gelu byly

smichany nasledujici roztoky:
15% qgel:

30% roztok akrylamidu

Tris pufr, pH 8,8
Deionizovana voda

10% SDS (Serva)

10% persiran amonny (Serva)

N,N,N",N-tetra-metylendiamin (TEMED, [Serva])

17% qgel:

30% roztok akrylamidu

Tris pufr, pH 8,8
Deionizovana voda

10% SDS (Serva)

10% persiran amonny (Serva)

N,N,N",N-tetra-metylendiamin (TEMED, [Serva])

11,25 ml
5,63 ml
5,18 ml
226

325

10

14,17 ml
6,25 ml
4,08 ml
226
325
10

Roztok persiranu amonného bylgravencerstvy ged kazdou elektroforézou. Paigani

persiranu amonného a TEMEDu byl roztok fdopromichan a ihned aplikovan pomoci

pasteurovy pipety mezi skla do vySky cca 15 cm tky nedoSlo ke vzniku bublin.

Pro ziskani hladkého povrchu a zamezeni polymerseevzduchu byl gel ielit
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1 ml vodou nasyceného izobutanolu (Lach-Ner). Pehgoe probihala fp pokojové
teplo€. Po 45 minutach byla vrstva izobutanolu slita arpb gelu byl oplachnut
destilovanou vodou. Zbytky vody byly vysuSeny &tnim papirem a byl aplikovan 5%

koncentrani gel, ktery byl smichan z nésledujicich rozit@k9].

30% roztok akrylamidu 1,36 mi
Tris pufr, pH 6,8 2,0 mi
Deionizovana voda 4,6 ml
10% SDS 8ql
10% persiran amonny 40
TEMED 10ul

Po dikladném promichéni vSech komponent byl roztok ré&aiéva ztuhly sepatai gel az
tésne pod horni hranu skla. Poté byl op&twsunut plastovy ieben tak, aby byly z jeho
prostoru odstrafmy vSechny vzduchové bubliny. Taktgigraveny gel i se stojanem se

vlozil do vihké kontirky a nechal polymerovat do druhého diiegokojove teplal.

Elektroforeticka aparatura umiifje elektroforézu dvou gelsowasré. MnoZstvi obou

geli je pak nutné fpravit v dvojnasobném objemu.

4.7 NanaSeni vzork a vlastni elektroforéza

Z gelu byl opatray vyjmut hrebinek. Do spodniho prostoru aparatury byl naéikiebdovy
pufr. Bylo zapnuto chlazeni a skla byla up&ven tak, aby byly eliminovany bubliny
ve spodni¢asti gelu. Do horni¢asti vany byl nalit elektrodovy pufr, tak aby doslo

k prevrstveni jamek pro nanaseni vaark

Vzorky byly nandSeny pomoci automatické pipety éabk 10). Objem nanaSenych vaork
se lisil podle koncentrace proté@inByl volen tak, aby vysledny obraz byl co nejegi.
Rozmezi se pohybovalo v hodnotach 5 azpBOKromé vzorki proteimi byl nanaSen

i molekulovy hmotnostni standard (Serva).
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Po naneseni vzotkbyla elektroforeticka komoraigkryta vikem a fipojena ke zdroji
stejnosmirného proudu (Programovatelny zdroj k elektrofor#-500P, Major Science).
Jako konstantni veiina byla nastavena hodnota proudu, ostatniimglibyly nastaveny
tak, aby nebyly limitujici. Diky svym vlastnostergzadoval kazdy gel odliSné podminky.
Pro koncentréni gel byla hodnota proudu nastavena na 25 mAfipvagE, Ze Ezely dva
gely sodasré na hodnotu 35 mA). Jakmile doputovalelo elektroforézy vizualizované
bromfenolovou moti k rozhrani koncenttaiho a sepataiho gelu (asi po 90 min.), byla
hodnota proudu nastavena na 40 mA (pro dva gehodaotu 50 mA). Po doputovéaigla

elektroforézy ke spodni hranici separéno gelu byl dlici proces ukog&en.

sample loaded onto gel
by pipetie

cathode

bufier

Obrazek 10 Nanaseni vzdrka gel [47].

Elektroforéza trvala asi 5,5 hod. Po jejim skami byl z gelu odstran koncentrani gel a

takto upraveny dici gel byl fixovan 10 min. fixé&nim roztokem. Po fixaci se gely barvily.

Barveni geli

Gely s fixovanymi proteiny byly barveny ddsanem gfbrnym se zkracenym fixaim
casem dle Kirkeby a kol. [50].

1. 40% etanol, 10% kyselina octova 10 min.
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2. 0,05% glutaraldehyd, 0,01% formaldehyd, 40%@tan 5 min

3. 96% etanol 20 min

4. destilovana voda 20 min.

5. 0,5 % Farméw zeslabova 2,5 min.

6. destilovana voda 3 x 10 min.
7. 0,1% dusinan stibrny (Sigma) 20 min

8. oplachnout gel destilovanou vodou

9. 2,5% uhkitan sodny 5 min

10. oplachnout gel destilovanou vodou

11. 2,5% uhkiitan sodny, 0,02% formaldehyd 3 x 2,5 min.
12. oplachnout gel destilovanou vodou

13. 1% kyselina octova 5 min.

14. oplachnout gel destilovanou vodou

Kazdy gel se barvi samostatn misce. Misky byly potom umi&ty na tepace (BIOSAN
Multibio 3D) a roztoky byly odsavany pomoci vakuguémpy KNF, typ N86KN.18 (KNF
Laboport Neuberger, SRN). Obarvené gely byly uchiémg @i +4 °C v destilované vad

4.8 Hodnoceni gei

Gely byly snimany digitalni fotoaparatem Olympusnt@édia C-4000 ZOOM (Olympus,
Japonsko) s objektivem Pentax C31204 (Japonskojormeatickém rezimu.

Snimky gel byly analyzovany pomoci programu UltraQuant (Ulitem, USA).

Molekulové hmotnosti proteinovych frakci byly vyfteny programem UltraQuant. Byly
pouzity dva molekulové standardy Protein Test Migt5 (SERVA) s proteiny a
definovanych molekulovych hmotnostech 29; 21; 12&5 kDa a Protein Marker, Broad
Range (BioLabs) s definovanou molekulovou hmotnestba: 212; 158; 116; 97,2; 66,4,
55,6; 42,7, 34,6; 27; 20; 14,3; 6,5; 3,4, a 2,3.alfmované gely byly statisticky
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vyhodnoceny metodou shlukové analyzy afpéry mezi skupinami, Euklidovske

vzdalenosti) v programu Unistat, verze 5.5.
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace pripravy vzorki pro SDS-PAGE

Pro elektroforézu byla nutna optimalizadéppavy vzorki. Jako primarni izolat byl pouzit
taveny syr, z kterého byly nachystanyédseérie | a Il. Z kazdé série bylytipraveny
jednotlivé vzorky, které byly zpracovany podle vyseedené metodiky s vyuzitim
modifikaci iiznych metod (viz. kap. 4.3). Poté byly vSechny rikgootestovany

za stejnych podminek paralélnedle sebe na gelech se stejnou poérovitosti.

Na obrazcich 11 a 12 jefetelné, Ze vSechny metody jsou si ve vysledku poéob
Pri vyhodnoceni nebyly zaznamenan§tsi rozdily. Pouze u metod IE a IIE, které byly
pripraveny pomoci etanolového extraktu dle Butikaidrol. [56] vidime, Ze koncentrace

s

proteini je porékud niZSi. To je zfisobeno extrakci pouze protéirozpustnych v etanolu.

Obrazek 11 SDS-PAGE (15% gel) analyzovanych uzotkveného syra
pfipravenych dletiinych metodi: 1A, 2: 1A, 3: 1B, 4: 1IB, 5:1C, 6: IIC, 7: ID,
8: IID, 9: IE, 10: IIE, 11: IF, 12: lIF Ozn&eni jednotlivych vzork

koresponduje s popisem metodiky v kap. 4.3.
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Pro usnadnéni metodiky byla vybrana kombinace mdkediitikofer a kol. [56] a Park a
Jin [57] s modifikaci dle Restani a kol. [58] a agamy [59], ktera je ze vSech nejraén

nara:na natas i pouzité chemikalie.

Obrazek 12 SDS-PAGE (15% gel) analyzovanych viorkveného syra
pfipravenych dletiznych metod13: 1G1, 14: 1IG1, 15:1G2, 16: 1IG2, 17: IG3,
18: IG3lI, 19: 17, 20: IH, 21: lIH. Ozna&eni jednotlivych vzork koresponduje
s popisem metodiky v kap. 4.3.

5.2 Vysledky stanoveni proteinového profilu sterilovangh a

nesterilovanych tavenych syi

Elektroforetické stanoveni bylo provedeno u stegloych i nesterilovanych tavenych &yr
s odliSnym obsahem laktozy, ktery se pohybovalzpdis od 0 az do 2 % w/w ve finalnim
produktu. Sterilani rezimy byly voleny tak, aby se dosahlgininé F-hodnoty 7,78.

Na obrazku 13 je zobrazen reprezentativni gel sé\smrki s obsahem laktézy 0,5 % a



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 60

1,5 % w/w ve finalnim produktu. Do prvni jamky byhnesen standard o jednotlivych
velikostech proteifh 6,50, 12,50, 21,00 a 29 kDa. Poté byly nandSeoykyzs obsahem
laktézy 0,5 % w/w od nesterilovaného az po vzotekilsvany pomoci nejvyssiho zévu
(A=100°C; B=115°C; C=120°C a D=125°C). Stejtak byly pipetovany i vzorky
s obsahem laktozy 1,5 % w/w. Deegposledni jamky byl nanesen kaseingsinakci) a

do posledni jamky afp standard.

(n

1

Obrazek 13 Proteinovy profil vzaristerilovanych tavenych syziskanych metodou SDS-
PAGE (15% gel):S: molekulovy hmotnostni standardl; Nst 0.5%L,2: A 0.5%L, 3: B
0.5%L,4: C 0.5%L,5: Nst 1.5%L,6: A 1.5%L,7: B 1.5%L,8: C 1.5%L,9: D 1.5%L,10:

D 1.5%L,K: kasein (snss frakci kaseinu)

Po normalizaci gél prostednictvim molekulového hmotnostniho standardu aikasbyly
pomoci vyznaenych pozic molekulového standardu v§emy programem UltraQuant
velikosti jednotlivych proteit (tabulky 4-6). Zn&eni proteiri bylo provedeno manuaira
spravnost oznmni daného prouzku byla potvrzen&itgmnosti piku v denzitometrické

kiivce dané drahy.
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Z tabulky 4 je #ejmé Ze u nesterilovanych tavenychuasy obsahem laktozy od 0 az
po 2,0% w/w bylo vrozmezi 3,4 az 29,1 kDa idektifidno 19 proteiin Sterilované
tavené syry P teplo€ 100 °C a s obsahem laktozy 0% w/w ukazovaly 15epmd

s molekulovu hmotnosti 3,6 - 29,0 kDa, s obsahédoiy 0,5; 1 a 1,5% w/w 12 protein
(3,5 - 29,2 kDa) a s obsahem laktozy 2% w/w 11gindts molekulovou hmotnosti 3,6 -
29,3 kDa.

Tabulka 4 Srovnani profilu protdinve nesterilovanych a sterilovanych tavenych syrech
pii teplok 100 °C velikost proteinv kDa

N 0% L

N 0,5%L
N 1,0% L
N1,5%L
N 2,0% L
A0% L

A0,5% L
Al%L

A15%L
A2,0%L

29,117| 29,118| 29,090| 29,162 29,091| 29,088| 29,236| 29,165| 29,237| 29,332

28,450/ 28,245| 28,479 28,277| 28,271| 25,698| 25,570| 25,287| 25,544 | 25,388

27,861| 27,574| 27,591| 27,560 27,685| 24,545| 24,441 24,454| 24,370| 24,758

27,106| 26,770| 26,805| 26,755| 27,046| 23,366| 22,529| 22,742| 22,365| 22,810

25,839 25,807| 25,662| 25,497| 25,336| 22,114| 21,089| 20,723| 21,178| 20,833

24,738| 24,501 24,400| 24,444| 24,198 21,167| 17,876| 17,824| 18,406| 18,251

23,535| 23,080/ 23,302| 23,170 23,085| 18,635| 16,030| 16,062| 15,857| 16,576

22,601| 22,309| 22,069| 22,319| 21,831| 17,041| 11,360| 11,205| 11,726| 11,481

21,155| 21,180| 21,089| 21,149| 20,707| 15,203| 9,184 | 9,070 9,144 9,09

OJ

18,761| 18,251| 18,085| 18,326| 18,043| 11,682 7,314 | 7,310| 7,234 7,55]

~

17,031| 16,125| 16,224| 15,810| 16,581| 9,533 | 4,774, 4,653 4,671 3,642

15,408 15,188 15,264 | 15,108| 14,854| 8,648 | 3,531 3,859 3,531

11,541 11,566| 11,490/ 11,704| 11,029| 6,260

9,559 | 9,570] 9,275 9,588 9,286 4,695
8,682 | 8,776| 8,364 8,764 8,443 3,689
7,234 | 7,051 7,054 7,234 7,337
6,208 | 6,173] 6,213 6,261 6,090
4,970 | 4,994 4,779 4,812 4,162
3,930 | 3,706] 3,891 3,489 3,485
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Tabulka 5 zaznamenava proteinovy profil tavenyati sferilovanych fi teplotach 115 a
120 °C. Sterilované syryipteplo& 115 °C s obsahem laktézy 0% w/w vykazovadysSv
variabilitu nez tomu bylo u jinych vzoikéto série. Z gelu bylo identifikovano 15 protein
s molekulovou hmotnosti 3,5 az 29,1 kDa. Uisyobsahem laktdzy 0,5 az 1,5% w/w bylo
uréeno 12 proteih (3,5 - 29,2 kDa). Vzorek s koncentraci laktozy22 @/w mel pouze 11

proteini.

NejvétSi paet proteiri indetifikovanych ve sterilovanych syrectii peplog 120°C byl
s obsahem laktozy 0% w/w a to 14 prote{B,8- 29,1 kDa), u syrs obsahem laktézy 0,5
1% w/w bylo uteno 12 proteifn (3,5 - 29,3 kDa), 1,5% w/w laktdézy 13 protei(B3,6 -

29,6kDa) a 11 proteinvykazoval vzorek s koncentraci laktdzy 2,0% w/w.

Tabulka 5 Srovnani profilu protainve sterilovanych tavenych syrechi peplog 115 a
120°C velikost proteiinv kDa

B 0% L
B 0,5%L
B1,0%L
B15%L
B2,0%L
CO0% L
C0,5%L
ClwnlL
Cl5%L
C2,0%L

29,101/ 29,280| 29,239| 29,238 29,408| 29,126| 29,282| 29,387| 29,640| 29,370
25,645| 25,525| 25,078| 25,451 25,412| 28,400| 25,419| 25,155| 26,641| 25,476
24,507 | 24,355| 24,456| 24,280| 24,837| 25,658 24,323 | 24,365| 24,660| 24,423
23,318| 22,543| 22,616| 22,395| 22,993 24,326| 22,530| 22,680| 23,012| 22,915
21,998/ 21,195| 20,555| 21,178| 20,752| 23,382| 21,134| 20,667 21,555| 20,731
21,064/ 18,014| 17,727| 18,373| 18,296| 22,010| 18,108| 17,752| 19,257| 18,530
18,480| 15,937| 15,804| 15,920 16,688 20,948| 15,905| 15,953| 16,749| 16,635
16,900| 11,686| 11,156| 11,681| 11,414 18,346| 11,747| 11,138| 13,187| 11,311
15,099| 9,104 | 8,991 9,085 8,970 16,850,064 | 8,971 10,089 9,074
11,346\ 7,314 | 6,937 7,173 7,687y 15,092,317 | 7,176 7,789 7,68¢
9,305 | 4,833, 4,786 4,713 3,686 11,154,751 | 4,869| 5,431 3,54
8,472 | 3,553| 3,896 3,63 8,511 3,581 3,910 3,904

6,323 6,009 3,595
4,414 3,793
3,513

\=)

=

=




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 63

Posledni série sterilovanych vzarka teploty 125°C je znazama v tabulce 6. U syr
s nulovou koncentrai lakt6zy bylo identifikovano gebteini s molekulovou hmotnosti 3,5
az 29,2 kDa. Vzorky s obsahem latozy od 0,5 az ,p&olw/w vykazovaly stejny get
proteini a to 12 (3,5 - 29,2). U posledniho vzorku byladentrace laktézy 2% w/w a bylo

v ném zaznamenano 11 protéia molekulovou hmotnosti 3,6 az 29,4 kDa.

Tabulka 6 Srovnani profilu protdinve sterilovanych

tavenych syrechipteplog 125°C velikost proteiin v

kDa

— | | |

~ S S S S

3 © o e o

o © - - N

&) o &) o [a)]
29,182 29,177 29,226 29,1938 29,420
28,389 25,389 25,199 25,363 25,514

25,675 24,277 24,369 24,295 24,487
24,313 22,606 22,693 22,456 23,040

23,111 21,134 20,552 21,195 20,809
21,895 18,139 17,657 18,312 18,388
20,834 15,826 16,025 15,922 16,599
18,209 11,725 11,154 11,950 11,430

16,507 8,983 8,939 9,146 9,038
14,893 7,277 7,057 7,027 7,806
10,993 4,812 4,770 4,445 3,648
8,654 3,489 3,859 3,591
6,085
3,553

Ztabulek 4, 5 a 6 je patrné, Zze se vSechny pmptpohybovaly v oblasti molekulové
hmotnosti od 3 az po 29 kDa. Prakticky vSechny kya nulovym obsahem laktdzy
vykazovaly ¥tSi mnoZzstvi proteiinnez tomu bylo u otatnich vzarls gidavkem laktozy.
Naopak u vSech vyroliks 2% w/w laktézy bylo identifikovAno mensi mnoigtvotein

nez vzorcich ze stejnych sérii s nizSim obsahertdgk Vliv sterila&ni teploty nenil
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na Stpeni az takovy vliv jako délka sterilac&im byla pouzita del$i doba z@évu, tim

vice byly proteiny degradovany.

5.2.1 Statistické vyhodnoceni profilu proteini ve sterilovanych a nesterilovanych

syrech

Proteinové profily nesterilovanych a sterilovanytelwenych syi ziskané metodou SDS-
PAGE byly statisticky analyzovany pomoci klastramalyzy, jejiz vysledky (dendrogram)
jsou uvedeny na obrazku 14. Nesterilované taveryevgyvorily samostatny shluk, vyrazn

odckleny od vSech vzoik které byly oSéeny sterilaci.
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Obradzek 14 Vysledky shlukové analyzy proteinovéhmfiln sledovanych
tavenych syi: A — 110°C 100 minut, B — 115°C 32 minut, C — 12Q0 minut a
D - 125°C 3,17 minut, None — nesterilované taveyr§. Obsah laktozy je

vyjadien v procentech (w/w).
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Proteinovy profil sledovanych tavenych &ybyl vyznamg ovlivnén jak pouzitym
sterila&nim rezimem (A-D), tak i obsahem laktézy (obrazdk Tavené syry bezifglavku
laktézy, na které byly aplikovany stekitd rezimy 120 °C 10 minut (C) a 125 °C 3,17
minut (D), mely ze vSech sterilovanych prodikproteinovy profil nejblizsi k proteinovym
profilam nesterilovanych vyrolik Naopak pokud byly aplikovanyipgavky laktozy, pak se
proteinové profily vyrobk sterilovanych rezimy 120 °C 10 minut (C) a 1253,C7 minut
(D) blizily vice k proteinovym profiim tavenych syr oSetenym rezimy 100 °C 100 minut
(A) a 115 °C 32 minut (B) nez k proteinovym profil nesterilovanych produkt Obecr
vSak je mozné na zaklaaziskanych vysledkfici, Ze se snizZujici se stetild teplotou
(a adekvatnim prodluzovanim jejiho trvani pro zadimd konstantniho smrticih@igku)
dochéazelo k rozsahlejsi hydrolyzé&tpmnych proteif, coz dokladaji zejména slabnouci
prouzky u proteifi s vy§8i molekulovou hmotnosti (zejméstarilaini rezimy A a B ve
srovnani s nesterilovanymi vyrobky a stefnilami rezimy 120 °C 10 minut (C) a 125 °C
3,17 minut (D). Na rozsahlé proteolytické &mg u vzorki oSetenych steril&nim rezimem
A pravdpodobré ukazuje icast&éné rozmazany charakter baindobr. 13) odpovidajici

proteinim s vy$Si molekulovou hmotnosti (>20kDa).

5.3 Vysledky proteinového profilu skladovanych tavenycrsyri

Polyakrylamidova elektroforéza byla provedena ulsteanych i nesterilovanych tavenych
syni skladovanych za danych podminek (laboratorni tepk3 + 2°C, lednice 6 + 2°C,
termostat 40 + 2°C) po dobu dvou let. Na obrazku ja5zobrazen gel se vSemi
zkoumanymi vzorky. Do prvni a posledni jamky bypgtovan standard o molekulové
hmotnosti 6,50, 12,50, 21,00 a 29 kDa. Poté bylyasany vzorky tavenych syobou
serii: nesterilovanych (NI a NllI), vzorky sterilowah skladovanych v lednici (SLI a SLII),
sterilovanych syr skladovanych v mrazége (SLIm a SLIIm), sterilovanych skladovanych
pii laboratorni teplat (SSI a SSII) a sterilovanych skladovanych v tetiatos(STI a STII).

V tabulce 7 jsou uvedeny zjiStené proteinové pyofilesterilovanych i sterilovanych
tavenych syt skladovanych za odliSnych podminek. dejmé, Ze nejvariabiijSi paet
proteini byl zaznamenédn u vzarknesterilovanych. Uéthto vzorki bylo zjiS€no 21

proteini o molekulové hmotnosti od 3,7 do 27,6 kDa.
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Proteiny sterilovanych tavenych &yskladovanych v lednici byly vice degradované nez
proteiny vzork nesterilovanych. Jejich pet byl detekovan na 17 (3,7 - 28 kDa).
Skladovani fi chladirenské a mrazirenské teplse na profilu proteiin téchto vyrobki

neprojevilo.

5 BE

Obrazek 15 Proteinovy profil vzaikavenych syir skladovanych § riznych teplotach
po dobu 2 let ziskanych metodou SDS-PAGE (15% @elmolekulovy hmotnostni
standardl: NI, 2: N 1l, 3: SL1,4: SLIl, 5: SLIm, 6: SL [Im, 7: SS | 8:SS 1|, 9: ST |,
10: ST L

U vzorka sterilovanych tavenych syr skladovanych za laboratorni teploty bylo
identifikovano 13 proteiln s molekulovou hmotnosti pohybujici se vrozmed a7
28,2 kDa.

Nejvice degradovany byly vzorky sterilovanych taj@mnsyf skladovanych i) zagzové
teplo€ v termostatu $ 40 + 2°C. Jejich ptet byl stanoven na pouhych 5. Z toho Ize
usuzovat, ze nefSi vliv na degradaci ma teplota skladovani. Tytorky byly jiz pouhym

okem odliSné od jinych vzoika to tim, zZe byly htdooranzo¥ zbarveny.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 67

Tabulka 7 Proteinovy profil tavenych fyskladovanych za odliSnych podminek [kDa].

N | N I SLI SLII | SLI2r Ser“ SS| SS STI STII

27,561 27,603 27,772 27,942 27,984 27,984 28,196 28,196 28|407574&

=

OT

25,529 25,698 24,217 24,175 24,000 24,090 24,217 24,844 25[3604825%

24,767 24,429 20,295, 20,334 20,58p 20,7%1 20,627 20,585 232860723

23,709| 23,413 19,673| 19,715 19,88 20,046 19,839 19,88 11,962 2119

22,354 22,228 18,18 | 18,015 17,766 17,849 16,439 16,48 9,5621 93,47

20,917| 20,876 16,563| 16,398 16,356 16,439 12,459 12,417

20,088| 20,129 15,983| 15,734 15,734 15,7{6 11,631 11,631

18,637| 18,471 15,071| 14,739 14,73p 14,739 10,886 10,845

17,351 17,434 12,169| 12,417 12,16p 12,21 9,5207 9,6448

16,771| 16,688 11,507| 11,466 11,466 11,507 8,8172 8,8172

15,776 15,814 10,803| 10,679 10,514 10,6Y9 7,5759 77,8241

15,195| 15,112 9,769 | 9,727 9,3966 9,355%2 5,9207 6,0862

12,707| 12,459 9,1483| 8,982§ 8,9000 8,8586 3,9345 3,9845

12,086 11,962 7,369 | 7,369 | 7,451y 77,5345

D
/
11,548| 11,6774 6,4586| 6,3345 6,5000 6,5828
11,134| 10,928 5,5483| 5,631 | 5,7552 5,7966

10,348| 10,266 3,6862| 3,9345 3,934 4,0172

9,5621| 9,5207

7,5345| 7,4511

6,5828| 6,6241]

3,7276| 3,8931

5.3.1 Statistické vyhodnoceni skladovanych sy

Proteinové profily skladovanych tavenych tsybyly statisticky analyzovany stejnou
metodou, ktera byla pouzita u sterilovanych a migt@anych tavenych syra jejich

dendogram je zobrazen na obrazku 16.
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Obrdzek 16 Vysledky shlukové analyzy proteinovéhoofij

skladovanych tavenych $yr N — nesterilované, SL — sterilované
skladované v lednici ip teplo€ 6 = 2°C, SLm - sterilované
skladované v mrazéte @i teplog -15 + 2°C, SS - sterilované
skladované # laboratorni teplat 23 + 2°C, ST - sterilované

skladované v termostatti peplo® 40 + 2°C.
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Nesterilované tavené syry vyiily samostatny shluk, vyrazroddleny od vSech vzork
které byly oSdeny sterilaci. Steritmi rezim zpsobil rozpad &kterych proteid

s molekulovou hmotnosti nad 20 kDatpmnych v nesterilovanych syrech.

Proteinovy profil sterilovanych tavenych 8yskladovanych v ledniciipteplog 6 + 2°C
byl nejblize pibuzny k proteinovému profilu v nesterilovanych guktech. V podobné
piibuznosti byly i sterilované syry skladované v niidze po dobu dvou let. ¥ eme tedy
tvrdit, Ze i tak dlouha délka skladovani v ledmigirazre neovlivnila proteinovy profil
vyrobka. V blizké gibuznosti se sterilovanymi syry skladovanymi v liedrbyly i
sterilované syry uchovavanéi paboratorni teplat Naopak pokud byla skladovaci teplota
40 = 2°C, pak se proteinové profilgchto produkit vyrazré odliSovaly od profil
nesterilovanych tavenych syr coz zpmisobila zn&na degradace protéins vysokou

molekulovou hmotnosti.

Obecrt je mozné na zaklgdziskanych vysledkftici, Ze se zvySujici se skladovaci teplotou
dochézelo k rozsahlejSi hydrolyzeitpmnych protei, coz dokladaji zejména slabé

prouzky u vzork skladovanych v termostatu.

5.4 Proteinovy profil nezralého mléka (mleziva)

Pro &ely experimentu byl stanoven proteinovy profil reého mléka (mleziva)
odebraného 1., 2., 3., 5., 7. a 30. den po oteiehindhod& vybranych dojnic v obdobi
od 8.7.2007 do 17.8.2007. Na obrazku 17 je zachygskedny gel se vzorky mleziva a
mléka dvou krav. Do prvni jamky byl pipetovan starttiProtein Test Mixture 5 (SERVA),
do druhé standard Protein Marker (BioLabs), potg hgnaSeny vzorky mléka a mleziva
jednotlivych od prvniho dne po oteleni az po 30 dalo posledni jamky byl napipetovan
opct standard Protein Marker (BioLabs).

Na obrazku 17 je patrné postupné snizovani korneemtproteifl, coZz dokazuji slabnouci
prouzky. Je nutné podotknout, Ze vzorky z 1. an2. miusely byt pro svou hustotiedny
deionizovanou vodou a to tak, Zze vzorek z 1. dp®ngru 1:4 a vzorek z 2. dne 1:1.

Kvantitativre se tedy nejvice liSily od ostatnichidn
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Obréazek 17 Proteinovy profil vzaiknezralého mléka ziskanych metodou SDS-PAGE:
S: molekulovy standardM: protein markerl: Al; 2:A2; 3: A3; 4: A4; 5: A5; 6: AG6;
7:D1; 8: D2;9: D3; 10: D4, 11: D5; 12: D6; M: protein marker

V tabulce 8 jsou zobrazeny proteinové profily n&ta mléka dvou nahodrvybranych
krav (A a D). Profil proteifi téchto krav se mirh liSi v prvnich zachycenych frakci
0 vysoké molekulové hmotnosti, coZihe byt zgisbeno idividualitou kazdé kravy a jeji
tvorbou imunoglobulif. Z obrazku 17 je viditelné prvni hlavni zastoupgmotein

v oblasti 21 az 29 kDa, které ukazuje na kaseirfiakee. V tomto rozmezi se koncentrace

v prab¢hu sledované laktace neém.

Zvlastni byla rozdilnost v mnozstvi identifikovahyproteini mezi jednotlivymi kravami.
Krava A vykazovala daleko rozd#si proteinovy profil ve 30. dnu odlu (15 proteir
vrozmezi 7,4 az 144,6 kDa) nez tomu bylo u krayyulkteré bylo identifikovano 23
proteinu v rozmezi 9,0 az 157,3 kDa (tab. 8).

Vzorky byly odebrany v nasledujicim ffaali po porodu: A1 — 1. den; A2 — 2. den; A3 - 3.
den; A4 — 5. den; A5 — 7. den a A6 — 30. den. Miea mléko kravy D bylo odebrano

stejnym zfisobem jako u prvni kravy.
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Tabulka 8 Molarni hmotnosti protéinkravského miléka v zavislosti na @opo oteleni

[kDa]
Al A2 A3 A4 A5 A6 D1 D2 D3 D4 D5 D6
204,85| 212,92] 209,69 209,69 209,69 144|58 157,747,745 156,96| 167,47 156,66 157,32
161,41 | 160,62 158,52 161,75 153,15 113|58 146,252,823 134,37 137,85 144,58 143,50
118,51 | 119,68 118,9 115,25 144,34 93,b4 115,62 5¥16,118,51| 110,15 113,04 115,44
109,47 | 107,13 103,44 103 115,44 82,03 106,45 106,493,86 96,46 101,04 105,09
96,46 96,76 95,86 96,95 94,99 44,89 94,02 94|50 3198, 81,54 96,21 96,21
72,06 82,03 83,99 80,77 80,01 41,41 79,6 82|70 3083, 42,47 83,90 83,10
65,23 72,25 45,23 44,82 44,37 34,29 65,[15 76|63 6671, 37,34 75,87 45,25
58,09 45,44 36,24 34,19 35,16 32,03 61,69 65|76 1643, 33,57 44,07 38,22
49,69 36,46 33,54 32,74 33,01 27,07 47,07 43(83 2837, 32,60 37,34 34,80
45,90 33,32 32,68 26,58 27,28 19,48 42,7 37|21 1134, 30,67 33,09 31,90
35,59 28,95 27,42 22,39 24,59 11,43 37,42 34|51 7630, 29,97 30,52 30,75
33,97 25,60 24,06 19,27 23,04 10,85 34,16 32|17 3729, 27,33 29,70 29,49
29,10 22,22 23,01 18,21 21,70 9,11 31,62 3034 3R7,021,66 28,00 27,45
26,28 20,19 20,09 14,61 19,21 8,68 29,94 29/10 34,319,38 26,22 25,91
1999 | 16,91| 18,07 12553 155p 7.4 2884 2543 3171832 | 2301| 21,79
1879 | 1532| 14,40 10,76 13,9 2536 2384 18|22 ;7214 2143 19,04
1562 | 1420| 12,34 917 11,71 2346 1859 16/58 8313, 20,08 | 18,79
11,76 12,04 10,15 8,80 10,65 18,40 17,11 15/91 3214, 18,36 14,93
10,86 10,07 9,11 7,72 9,17 17,93 16,13 13,48 11,425,27 13,63
802 | 902 | 840| 518 868 1570 1451 1217 943 503 1247
8,02 5,18 7,41 13,53 13,99 11,71 12,74 11,54
5,18 5,18 12,46] 12,47 9,69 11,6 9,30
11,32 | 11,28 956/ 8,99
9,88 | 9,62 8,89
8,74
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5.5 Proteinovy profil vzorka suseného mléka

Elektroforetické stanoveni bylo provedeno i u vioskSeného mléka, které bylo vyrobeno
dvéma rfiznymi metodami a to valcovym a sprejovym suSenimabdice 9 je uveden

obsah tuku v sus#w jednotlivych vzorcich valcavsuseného miléka [54].

Tabulka 9 Obsah tuku ve vélecbsuSeném mléce [%0]

Vzorek A Bl B2 B3 B4 D E F L

obsah tuku [%] 25| 2626 255 26,5 26,5 265 26,5 ,526255

M 4 2 3 4225 6 7 8 9 0.1 T4

Obrazek 18 SDS-PAGE analyzovanych vioskSeného mlekad: Protein Markerl: A,
2:D; 3:E;4:F;5:L; 6: FR1;7: FR2;8: B1;9: B2; 10: B3; 11: B4; M: Protein Marker

Na obrazku 18 vidime polyakrylamidovy gel se vzorkieré byly nanaSeny nasledévn
do prvni jamky standard Protein Test Mixture 5 (SR do druhé jamky Protein Marker
(BioLabs), dale byly nanaseny vzorky vipdi A, D, E, F, L, FR1, FR2, B1, B2, B3, B4 a
do posledni jamky byl @ pipetovan Protein Marker (BioLabs).
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Z obrazku 18 je ietelné, Ze vSechny vzorky, které byliippaveny valcovym susenim,
mely proteiny degradované. Naproti tomu u vagrkkteré byly vyrobeny sprejovym

susenim, astaly jednotlivé proteinové frakce zachovany.
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6 DISKUZE

Mléko a ml€né bilkoviny maji ve stravovartiovéka klicové postaveni. Obsahuji tém
vSechny Zziviny, které jsou pebné pro ist, vyvoj a cinnost lidského organismu.
Ve vyZivé ¢loveéka hraji vyznamnou roli méé@é bilkoviny, nebt jejich nutriéni hodnota se
blizi jedné. Z tohoto pohledu se laktalboumin jewdkg vhodny, protoZze jeho

aminokyselinové slozeni je optimalni [68].

Cilem diplomové prace bylo studovat proteinovy pre¢ vybranych skupinach vyrolbk
Byly zvoleny tyto soubory produkt sterilované a nesterilované tavené syry, tavemg s
skladované za odliSnych podminek po dobu dvounietralé mléko (mlezivo) a susSené

mléko vyrobené dsma rozdilnymi zpsoby (valcovym a sprejovym suSenim).

U nesterilovanych tavenych siyse gedem pedpokladalo #tSi rozgti profilu proteini
nez u syl sterilovanych zdlvoda pasobeni vysoké teploty, coz také bylo potvrzeno
pokusem. B statistickém vyhodoceni vytvity nesterilované tavené syry samostatnou
skupinu, vyraza odclenou od v3ech vzotk které byly oSdeny sterilaci. Nejblizsi
piibuznost k nesterilovanym tavenym tyr vykazovaly syry sterilované fip vysSich
teplotdch a kratSindase s nulovym obsahem laktézy. Pokud vSak bygiriktd vyrobkim
dodan pidavek laktozy, pak se jejich proteinovy profil Zli k profilu ostatnich
sterilovanych syir. Na z&klad experimentu izeme tvrdit, Ze intenzitu hydrolyzy protéin

ovliviiuje nejen Setrna sterilace, ale i obsah laktézy.

Odlisné teploty B skladovani tavenych syrmély obdobny ginek jako tomu bylo
u sterilace. B pouziti chladirenskych a mrazirenskych teplotabiilydrolyza proteiin

pomala a nejménse tyto produkty liSily od nesterilovanych tavemygyii. Skladovani
pii laboratorni teplat téZ vyrazg neovlivnilo soubor protein Naopak tomu vSak bylo
pii simulaci extrémnich podminek, kde se teplota tped$ pohybovala okolo 40 °C.
Zde byla degradace protéimatolik zn&na, Ze bylo vyizolovano pouhychétpfrakci

proteini, coz je vzhledem ke kontrolnimu nesterilovanémwrka markantni rozdil
(detekce 21 proteir). Analyza tedy potvrdila patrné barevné &y na vzorcich

uchovavanych v termostatii pysokych teplotach.

Zkoumanim nezralého mléka byla z}isa odliSnost v koncentracich protiigiskanych
z mleziva a ze vzortkzralejSiho mléka. Obsah protéim prvnich dvou dnech laktace byl

daleko vysSi nez u ostatnich vzérk/ téchto vzorcich byly fitomny i proteinyo vysoké
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molekulové hmotnosti (imunoglobuliny), jak jéepné ztmavych prouzkv oblasti o vyssi
molekulové hmotnosti (obr. 17).tDod Ize gikladat ke zvySené tvo&bochrannych latek
(imunoglobulini) pro ¢erstw narozené tele. Obsah kaseinovych frakci byl véosieném
obdobi vyrovnany a nevykazoval zjevné kolisani.akvi&hem studia proteinového profilu
byly zjiSteny odchylky mezi jednotlivymi kravami a to v a identifikovanych proteiin
Pfi dalSim studiu by bylo proto vyhodné sledovatémm proteinového profilu mezi

jednotlivymi kravami Bhem laktace a vliv na mnozstvi protipii sbéru mléka do tank

Pouzita technologietpvyrobé suSeného mlékadta také vyrazny vliv na proteinovy profil
produkti. P¥i pouziti klasického zjsobu suSeni ve valcové su&ahyla zjiS€na rozsahla
degradace vSech protéinU téchto vzorki nebylo mozné pouzitou metodou identifikovat
konkrétni proteiny, protoze byly slity v jeden s@hy pruh (obr.18). Naopak pouZzitim
SetrrgjSiho sprejového susSeni nebyla hydrolyza préteaz tak vyrazna a proto lze

konstatovat, Ze je z tohoto aspektu vyhgsin

Ze zavra prace nizeme konstatovat, Ze proteinovy profil jednotliviighiobkil se vicegi
mere liSil v zavislosti na okolnich vlivech. iBstoZze se fiedpokladal jednoziay vliv
teploty na intenzitu hydrolyzy protdin byl prekvapujici dinek piitomné laktdézy. Spolu
s teplotou byl rozhodujici tas pisobeni na vzorek. iP pouziti kratkych dob spolu
s vysokymi teplotami bylo ovlivni profilu proteiri vyrobku mensi (steritai rezimy
s kratkou dobou vydrze, sprejogusené mléko) nez tomu bylo za nizSich teplot pale

delSic¢as (dlouhé steritai rezimy, skladovani za extrémnich podminek).
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ZAVER
Studiem proteinového profilliznych ml€nych produkd byl zjiSttn rozdil mezi danymi

vyrobky. Jednotlivé zajry Ize shrnout do ¢kolika bodi:

1. intenzitu hydrolyzy proteiln v sterilovanych tavenych syrech oviije zejména
doba zakevu a déle obsah laktézy v produk@im byl pouZit Setr§§si steril&ni
rezim spolu s nulovou koncentraci lakt6zy, tim \g@e profil proteif blizil

ke kontrolnimu nesterilovanému vzorku.

2. teplota skladovani mariny vliv na degradaci proteinve sterilovanych syrech.
Syry uchovavané za chladirenskych a mrazirenskgplott se nejvice podobaly
nesterilovanym syim — vykazovaly tudiZz nejmensi hydrolyzu profeitNaopak
proteinovy profil syi skladovanych za extrémnich podminek byl do té miry

degradovany, Ze bylo @dhto vzorki vizualizovano pouze 5 protéin

3. Mlezivo se od zralého mléka liSilogvazrié v prvnich dvou dnech a to v oblasti

proteini o vysoké molekulové hmotnosti.

4. Technologie suSeni mléka ma jednagma vliv na proteinovy profil mléka,
u sprejo¥¢ suseného mléka bylo detekovano vice prdteiaz u mléka suseného

valcovou technologii.

Metodou SDS-PAGE a pouzitymi standardy bylo moZreniifikovat proteiny
o molekulovych hmotnostech od 2 az po 212 kDa.d&mé stanoveni to bylo do&tgici,

4
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

CcC sloupcova chromatografie

CE kapilarni elektroforéza

FBC chromatografie v ploSném uggdani

FC chromatofokusace

GLC plynova rozdlovaci chromatografie

GPC gelova perméni adsorpni chromatografie
GSC plynova adsoépi chromatografie

HPCE vysokodinna kapilarni elektroforéza
HPLC vysokodinnd kapalinova chromatografie
IEC iontow vymeéna chromatografie

LLC kapalinova roz8ovaci chromatografie
LSC kapalinova adso¥pi chromatografie

PC papirova chromatografie

ODS oktadecylsilikagel

SDS sodium dodecyl sulfat

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfat polyakrylamidova gelova &leforéza
TAE trisacetatovy pufr

TEMED N,N,N",N"-tetramethyllendiamin
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Obr. 36 SDS-PAGE analyzovanych vzbduSeného mléka
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