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ABSTRAKT

Cilem pradce bylo posoudit zmy proteinové frakce suSeného plnwtého
mléka v zavislosti naiznych podminkach skladovani. VysSi teplota skladopé vyssi
relativni vlihkosti né¢la vliv na obsah vody, vyuzitelnost lysinu a obgalnotlivych
aminokyselin. Vliv slunéniho zdeni se projevil pouzefpméieni rozpustnosti a rozpadu
proteinovych frakci. Podminky skladovani rynvliv na hodnoty WPNI indexu
a ke zminam dochéazelo pouze v zavislosti na &okkladovani. Rowt vysledky
SDS-PAGE byly odliSné v zavislosti na a@gogkladovani.

Kli¢ova slova:

SuSené mléko, protein, skladovani, teplota, relatihkost

ABSTRACT

The aim of this work was passing judgment changegrotein fractions in whole dry milk
depending on different storage conditions. Higheragje temperature at higher relative
humidity influenced water contentysin availability and single aminoacids content.
In fluent solar radiation displayed only at measuat solubility and protein fraction
disintegration. Storage conditions didn't have uefice over fundsWPNI index
and changes happened only depending on storage fimevell record SDS- PAGE

were to be different depending on storage time.
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Dry milk, protein, storage, temperature, relativenidity
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UvoD

Mléko a ml€né vyrobky maiji ve vyZzi¥ ¢lovéka klicové postaveni. Je to nenahraditelny

pokrm kojend, ale i dilezita sodast stravy pro dospivajici, dasp, staré a nemocné lidi.

Mléko ma ve vyzZi¢ kazdéhotloveéka velky vyznam. Jednim z nich je ochrana traviciho
traktu, jelikoz mléko psobi jako pufr fi prekyseleni Zaludku a uptatje se pi nedostatku
enzymatickécéinnosti a poruchach vstbavani, také ochfigje jaterni buky vyuZitim
proteini, a to gedevsim kyseliny orotove&imz dochazi k rychlejSi regeneraci jaternich
burgk. Proteiny dale napomahaiji latkové wma tuki a normalizuji obsah cholesterolu,
tim prispivaji k ochra# srdce a okhové soustavy. Vyuzitim fosforu a vapniku obsazenéh

v mléce dochazi k tvodma posileni kosti.

Mléko ma ale také negativni vyznami PvySené konzumaci miéka a rééich vyrobki
muze dojit ke zvySovani hladiny vapniku &et a k vyvolani patologického zkostdat
kosti. Vysoky pijem tuki muze vést k obezit PredevSim u malychdti se niize objevit
alergie na proteiny mléka, ktera se projevuje pzngkolika hodinach po poZiti kravského
mléka a to n€pstji v obdobi, kdy dti prechazeji z mateského mléka na u&ou vyzivu,

jejimz zakladem je préwmléko kravské.

Mlécné proteiny se konzumuji igdevsim v mléce a midych vyrobcich v nichz
(predevsim v tvarohu a syrech) jsou &makoncentrovany. Koncentraty ntléych proteird
(kaseinaty, proteinové komprecipitaty a syrovatkquéteiny) se uplauji v masnych
vyrobcich (uzeniny a konzervy), mrazenych smetadoviirémech, tavenych syrech,
pesivu, cukrdskych vyrobcich a hotovych jidlech pro své stahtid a emulgani inky.

RovnéZz krmné snisi mohou byt obohaceny o nité proteiny.
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1 CHARAKTERISTIKA MLEKA

Mléko je tekuty sekret mé@é Zldzy savt. Sekrety mléné Zlazy se @i na dw skupiny,

a to mléka nezrala a mléka zrala. Nezralé mlék@Ziwmb) je vyllkovano pomoci miane
Zldzy na konci gravidity ied porodem (fedkéZné mlezivo) a hned po porodu (mlezivo
pravé). Pechod mleziva v mléko zralé trva po porodu 7 - 10. dPodle vzajemného
pomeéru kaseinové a albuminowdsti bilkovin rozliSujeme mléka albuminova (Zengbs,
kocic¢i) a mléka kaseinova (kravskeé, kozi, velbloudinagich podminkach setpnyslow

zpracovava fedevsim mléko kravske, v menSiteninléko o¥i a kozi. [1]

1.1 Chemické slozeni mléka

Tabulka 1: Chemické slozeni mléka

SloZzka Obsah slozky [%]
Voda 86-88
SusSina celkem 12-14
Tuk 3-5
Proteiny 3,2-3,5
Laktosa 4,5-5
Mineralni latky 1

1.1.1 SusSina

SuSina mléka je twena bilkovinami, tukem, laktosou, mineralnimi latkaa enzymy,
které jsou ve zralém a zdravém kravském mlécezeingav ustalenych pofrech a Bhem
laktace se jen nepatrrmeéni, coz je zpsobeno faktem, Ze mléko je produktem Zivého

organismu. [2]

1.1.2 Voda

Voda je girozenou a nezbytnou sloZzkou mléka, nositelem paoztdlem celého systému
Prevaznoucast tvdi volna voda, ve které jsou rozp&sy mineralni latky a mkay cukr
ve forme pravého roztoku. Volnou vodu lze aditl odparenim nebo vymraZzenim v podob

ledovych  krystalk. Hydrat&ni voda je navazana na koloidy mléka,
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které v ni bobtnaji, pdp na jejich povrchu vytwa urcity druh hydraténich obai.
Hydrata&ni voda se da odstranit Zz&kkem na 102 — 105 °C. Krystalick4 voda je vazana
velmi silng, jde tedy o vodu chemicky vazanou, ktera je obsaze latkach

schopnych krystalizovat a je mozno ji &smit az vysokymi teplotami. [3]

1.1.3 Milécény tuk

Z&kladnimi  slozkami mi#&ého tuku jsou triacylglyceroly, diacylglyceroly,
monoacylglyceroly, volné mastné kyseliny, fosfdipi steroly, estery stetol
a uhlovodiky. Zhruba 98 % lipidje tva‘eno triacylglyceroly. SloZeni migého tuku
a také jeho vlastnosti se énmi a to hlavd pomeér nasycenych, nenasycenych
a polynenasycenych mastnych kyselin, jeZujir nutricni hodnotu. Vy3Si podil
nenasycenych a polynenasycenych mastnych kysefgups/nutréni hodnotu tuku. Lipidy

mléka jsou obeendolre stravitelné. [2, 3]

1.1.4 Laktosa

Laktosa tvei ¢ast tukuprosté susiny a piatnezi redukujici sacharidy. Vyskytuje se jen
v mléce a proto je nazyvana g cukr. Ri tepelném oSéeni laktosa reaguje s volnymi
aminokyselinami Maillardovou reakci atgmbuje tak zrénu chuti a barvy mléka. Obsah
laktosy je ponarné stabilni, kolisa v rozmezi od 4,6 do 4,9 %. fivdilezitou sodast
pii vyZivé novorozend v prvnich dnech Zivota. Laktosa ma vliv na banahea” mlénych

vyrobki s prodlouzenou trvanlivosti a to zejménattghu jejich skladovani. [2, 3, 4]

1.1.5 Nebilkovinné dusikaté latky

Mezi nebilkovinné dusikaté latky pamacovina, kyselina m@&va, amoniak, lipoproteiny

a kreatin.

1.1.5.1 Mocovina, amoniak, kyselina mg&ova

Mocovina je konény produkt metabolismu bilkovin a je #ema z amoniaku v jatrech.
Do mléka pronika miovina z krve dojnice, kde jeji koncentrace kolispribéhu dne.

Amoniak je produkovandnem tkaoveho metabolismu rozkladem bilkovin. [2,5]
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1.1.5.2 Lipoproteiny

Lipoproteiny jsou sloZeny z protéira nekovalent® asociovanych lipid, pricemz lipidy
byvaji pevazrie jadrem makromolekuly a proteiny v hydratované févori jejich obal.
Lipoproteiny se roz&uji do kategorii podle toho, jakym @gpobem nesou cholesterol

VvV Séru a to na lipoproteiny s nizkou nebo s vysdkastotou. [6]

1.1.6 Mineralni latky

Mineralni latky jsou gitomny v mi€ném séru vroztoku nebo koloidni fa¥m

a jsou vazany na organické sasti mléka. Jednotlivé formy mineralnich latek
jsou ve vzajemnych rovnovahach mezi sebou i k eistaslozkam mléka. Vztah velikosti,

stavu a vlastnosti kaseinovych micel ma souvisl®shnozstvim vapniku, h&ku

a fosforu. V syrovém mléce se obsah mineralniogkl@ohybuje v rozmezi 0,7 - 0,8 %
a do mléka jsouienaseny z krve. Kravské mléko je bohatédevsim na vapnik, draslik,

fosfaty a citraty. Idealni po&n mezi vdpnikem a fosforem v mléce je 1 : 3. [1, 2]

1.1.7 Enzymy

Enzymy jsou syntetizovany v niiéé Zldze a ¢které se dostavaji do mléka z krve.
Kromé nativnich enzym obsahuje nadojené mléko i mikrobialni enzymy konitaujici
mikrofléry. Rada enzyra se podili nafirozeném antibakterialnim systému mlékéktaré
mohou katalyzovat biochemické reakce, které vedew#niku senzorickych vad mléka
nebo mlénych vyrobki, piipadré i ke zméné technologickych viastnosti.ddteré enzymy
jsou v mléce koncentrovany v povrchovych vrstvacikovych kultek a pechazeji
do smetany, jiné jsou vazany na bilkoviny mlékapale&né s nimi se srazi. Zébvem

mléka dochazi k denaturaci a inaktivaci eniyfg]

1.1.8 Vitaminy

V mléce, jako prvotnim a prakticky jediném zdrojitiavy sajiciho mlégte, jsou pitomny
veskeré vitaminy, i kdyZz koncentracekterych z nich je pouze minimalni. Wtginy

vitamind jsou vSak vSeobeé&rzvySené hladiny v mlezivu.
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1.1.8.1 Vitaminy rozpustné v tucich

Mléko obsahuje pogmné malo vitaminu A a jeho obsah je @my obsahu tuku.
Pasteraci, vysokoteplotnim i@wvem (UHT) a @i suSeni se ztraci do 6 % vitaminu,
k dalSim ztratam pak dochazi skladovanim.iNopnosti kysliku a na stle mohou byt
zmeny

rychlejSi. V suseném mléce je vitamin velmi stabiln pfi dlouhodobém skladovani

nepg'esahu;ji ztraty 10 %.
Hladina vitaminu D v mléce je ovlivmatiadou faktod, nag. vyZivou a rénim obdobim.

Obsah vitaminu E je row ovlivnén sloZenim krmiva a tmim obdobim. V nefftomnosti
kysliku a oxidovanych lipidl je vitamin E Bhem pfimyslového zpracovani pammé

stabilni.

Obsah vitaminu K v mléce je nizky.éBem skladovani a tepelného zpracovani potravin

nedochazi k vyznamnym ztratdm vitaminu K. [2]

1.1.8.2 Vitaminy rozpustné ve vad

Vitamin B; se v mléce vyskytuje jak volnyak také vazany na bilkoviny (5 - 17 %).
Béhem tepelného odeni nebo suSeni mléka se z&rych podminek ztraty vitaminu
pohybuji v rozmezi 10 - 20 % a anii gkladovani tepekh oSeteneého mléka nedochazi

K vyraznym ztratam.

Vitamin B, se v mléce vyskytuje jako volna latka, dale variiflavinmononukleotidu
(FMN) a flavinadenindinukleotidu (FAD) vazanych nas-kasein nebo B-kasein.

Pti technologickych operacich jsou ztraty vitaminnedbatelné.

Mléko obsahuje maly podil vitaminuzBZtraty vitaminu pi zpracovani i skladovani

nebyly pozorovany.

Obsah vitaminu B v mléce je oproti jinym Ziv&iSnym zdrofim nepatrny. Tepelnym
oSetenim dochazi ke ztrdtdm do 5 %ii gkladovani dosahuji ztraty 20 — 35 %.

Béhem suSeni a skladovani suSenych mlék jsou ztit@ywnu roviéz minimalni.

Obsah vitaminu Bv mléce je proti ostatnim zig@nym produkim zanedbatelny. &em
tepelného zpracovani mléka jsou ztrdty nepatrné& zraty Bhem skladovani

jiz zanedbatelné nejsou a dosahuiji 40 - 45 %.
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V mléce je hlavnim vitaminem 1B adenosylkobalamin a methylkobalamin. Obsah

vitaminu se za &nych podminek imyslového zpracovani neimi.

Mléko méa jako zdroj vitaminu C zanedbatelny vyznapi. skladovani vSak dochazi
k jeho zn&nym ztrdtdm. U suSenych nitgch vyrobki obohacenych vitaminem C,

které jsou navic balené v inertni atmdsfge stabilita vitaminu C relati¢rdobra. [2]
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2 PROTEINY MLEKA

Sekrece proteihbyla pozorovana ve viech druzich mléka a thzwém mnoZstvi od 1 %
u lidského mléka do 20 % v mléce ke@n. Prvni separaci mi@ych kaseif popsal v roce
1814 Berzelius. S vyvojem dalSich sofistikovanycmalgtickych metod &hem
nasledujicich let bylo charakterizovano vice neP 2 proteimi v kravském mléce.
Proteiny kravského mléka jsou sledovany z hlediskkace, charakterizace konsttmkch
vlastnosti, funknich a biosyntetickych cest. Z tohot@ivddu jsou vyrazem ,miié

proteiny”“ mySleny proteiny kravského mléka. [7]

2.1 Kilasifikace a nomenklatura ml&nych proteini

Proteiny mléka jsou velmi heterogenni skupinou hglea proto jsou pro jednoduchy
popis rozdleny do g@ti hlavnich kategorii: kaseiny, syrovatkové proseifipoproteiny,
enzymy a ostatni minoritni proteiny. Heterogenitismych proteii je komplikovana
piitomnosti genetickych variant, které byly identMény u dalSich zidt.
S vyvojem molekularni biologie a zlepSenim klondvaechniky je moZzno zvysit

raiznorodost mlénych proteita fizenou mutagenezi.

Pokud je pHeerstw nadojeného mléka upraveno na hodnotu 4,6, vise asi z 80-ti %
celkového proteinu srazenina. Schopnosté¢mjéh proteii srazet se ip pH 4,6 byla
pouzita jako zaklad pro klasifikaci do dvou hlavngkupin a to kaseinové a nekaseinové

(syrovatkove) proteiny. [8]

2.1.1 Kaseiny

Kaseiny jsou dlezité kwvali svym nutrénim a funknim vlastnostem. U novorozehngsou
metabolizovany a schopny nést &m& mnozstvi vapniku a fosforu (ve farnfosfatu),
coz jsou dlezité ¢astice pro stavbwla. V syrech kasein poskytuje strukturni elementy
zodpovdné za strukturdlni, stavebni vlastnosti @&je emulsifik&ni kapacitu. V ostatnich
aplikacich je jejich snadna hydratace a silné akes s ostatnimi komponenty dala

kasein vhodnouiffisadou do lepidel a dalSich surovin. [9]
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2.1.1.1 Nomenklatura kaseiut

Separace a izolacgstych bilkovin objevila primarni sekvenci a poattsl&ni modifikace
kazdého z protein RovreZ byla vytvdena systematicka nomenklatura a ihned aplikovana
na proteiny kravského mléka. Kaseiny ostatnich &omi jsou klasifikovany analogicky

s mlékem kravskym, pokud nemaji vyznamné&myrv sekvenci aminokyselin. [8]

as-kaseinje hlavni prvek kaseinu, ma né&f8i negativni $inaboji v neutralnim progedi

a v molekule jsou pouze jednovaletni kationy. Hg#tapicita je nejvySsi v oblasti rezidui
25, 90 - 110, a 140 - 19@s;-kasein ma velice kyselou oblast mezi rezidui 388a
které jsou zodpaydné za &snou vazbu s vapnikem (fosfatem) a anomalni polodti
pii SDS-PAGE, pokud chybi divalentni kationty. [2,19)]

asrkaseinje mér zastoupeny komponent, nejnéénydrofobni ze vSech kaséia nejvice
variabilni k fosforylaci v kaseinové sekvenci. Jstiu fosfopeptidové oblasti rezidui
5-18, 49 - 68 a 126 - 14bgrkasein ma velkou hydroskopickou oblast mezi razidu
90 - 120. Tento protein je pohotovhydrolyzovan plazminem ftad mist. V mléce
je proporce asrkaseinu znama jako dimer f#emy disulfidickymi niistky
mezi monomery Cys36 a Cys40. Vyzkumy prokazalymomomerniasykasein se chova
velmi podobg jako as;-kasein, s vyjimkou tvorby vazeb vifpmnosti chloridu sodného
(NaCl) o koncentraci vy3si nez 0,2 niidl [9]

B-kasein je nejvice hydrofobnim kaseinem. Jsou zdé& dblasti rezidui, kde dochazi
ke S€peni plazminem 28 - 29 a 105 - 106 respektive 1008 a jedna oblast rezidui,
kterd niZze byt Spena chymozinem 189 - 190/192 - 193. Relatijednoducha eluce
B-kaseinu z HIC kolony (kolona zaloZena na hydrofobninterakcich) ukazuje na mnoho
hydrofobnich skupin, které s matrix kolony nereagigktivre. Cirkularni dichroismus
(CD) a ostatni spektralni metody indikuji, Bekasein ma malou sekundarni strukturu
v prostedi rozedného, nizko-ionicky pevného rozpotdib pi pokojové teplat.

Pti zvySené tepl@tbylo pozorovano vyznandrevysené zahdsvani. [9, 10]

k-kasein tvoii 10 - 12 % veSkerych kaséina hraje rozhodujici roli ve stabilizaci
kaseinovych micel Po enzymatickém r@p&ini destabilizuje koloidni kaseinovy systém.
Enzymatické rozgpeni, které zrmu @inasi, je dlezité pro kojence z nutmiho hlediska.

S vapenatymi ionty tMd rozpustné soli a v jejichffpomnosti se stabilizujes;-kasein
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a B-kasein. Krormd fosforu jsou v kaseinu ffitomny také sacharidy a to konkré&tn

D-galaktopyranézdy-acetyl-D-galaktosamin d-acetylneuraminova kyselina. [2, 9]

2.1.1.2 Kaseinové micely

Kasein vytvdéi v mléce mikroskopickécastice — micely, které jsou udpdany

v submicelach a spojuji se do micel predhictvim fosfoserinovych zbyika vapenatych

ionta.

Micela obsahuje asi 20 000 molekul kaseinslozeni:

93 % kaseif,
3 % vapenatych ioft

3 % anorganickeho fosfatu,
2 % fosfatu vazaného jako fosfoserin,
0,4 % citréatu,

0,5 % sodikovych, draslikovych afieénatych iont.

Primérna velikost kaseinovych micel je 50-300 nm v zid&8 na pondru as-kaseinu,

k-kaseinu a obsahu vapenatych ioij2]

5-10 nm silna

et hydratovana vrstva
makropeptid

k-kaseinu

Povrchova vrstva bohata

naxk-kasein

Jadro tvéenéa-kaseinem,
B-kaseinem a vapenatyn

fosfatem

- 50300 nm

Obrazek 1:d€émova micela
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2.1.1.3 Funkéni vlastnosti kaseini

Kaseinové produkty maji velké mnozstvi fénich viastnosti, diky kterym jsou uzite
jako potravinové fisady. Zakladnimi fundnimi vlastnostmi jsou emulgace tuku, stabilita

peny a posilovani textury potravinovych prodiukt

Rozpustnost je dilezity a nezbytny fedpoklad pro mnoho dalSich funkci kasein
a Jje dilezitou vlastnosti pro aplikace kaseinu. Kasein jeerozpustny
pii pH 4,0 - 5,0, ale je vysoce rozpustnii pH vy3Sim nez 5,5. Dale je rozpustny
pii pH niz§im nez 3,5, ale v této oblasti je mnohaskasrEjSi nez v neutralni oblasti pH.
Pro prakténost jsou tedy vSechny kaseinye@ zpracovanim rozpu$ty v alkalickém

prostedi.

Koagulace a tvorba gelujsou nezadoucimi vlastnostmigoevSim v mléce do kavy,
polévkach, gavach, napojich a tekutych ndétrich nebo lékiskych gipravcich. Formace

kyselych nebo sidlovych geti je pizpusobena formaci tercialni struktury kaseinové. sit

Viskozita kaseiri je dilezita vlastnost u mnoha tekutych vyrdbkako jsou polévky,
oma&ky, ¥avy a u vyrobl, kde je pouzitd zaprazka. Stavba textury jdekita
v polotekutych vyrobcich jako imitace fiya cukrovinky. Povaha kaseinovych molekul
je flexibilni a to diky zminéné sekundarni a terciélni strukgyu kterd& mé vysoky obsah

prolinu, coZ se spojuje s vySSi viskozitou vyrbbk

Emulsifikace tuku nebo oleje jeiezita vlastnost ve vSechigavcich do jidel, u mlék
do kavy, Slehanych cukrovinek, imitaci &yrpolévek, 8av a masovych produkt
Schopnost protein poskytovat stabilitu zavisi na schopnosti kaseifanit
se proti slogeni. Pro srovnani emulsifikaich vlastnosti bylo pouzito mnoho
emulsifikatnich parameftr nag. emulzni kapacita, aktivitni index emulsifikaceokeni

proteinu do tukovych kuiek a stabilita krému.

Schopnosttvorby pény je dilezitou funkéni vlastnosti kaseinvyuzivana fi aplikaci
kaseinu do cukrovinek v podémag. Slehané gny. Vlastnosti spojené s tvorbowny
se nazyvaji objemdgny a stabilita pny. Jsou zavislé na koncentraci proteirontovém
prostedi a na fitomnosti dalSich potravinovych komponent jako jsakry a tuk. [11, 12,
13, 14]
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2.1.2 Syrovatkové proteiny

Syrovatkové proteinyistavaji v mléce po vysrazeni kaseinu a nejvys&fofesv mlezivu.
Maji vyznam pro ziskani imunity, gatmezi antibakterialni latky mléka, zabezpg
obranu proti mikroorganizim a toximim, vazi antigen, neutralizuji toxiny a zvysuji

fagocytozu mikroorganizin [7]

2.1.2.1 Nomenklatura syrovatkovych bilkovin

Syrovatkové bilkoviny byly rozpouSty siranem ré&d’natym nebo v polo¥nim mnozstvim
siranu amonného. Rozp#sé cast je ,laktoglobulin® a nerozpugta ,laktalbumin®.
DalSi vyzkum identifikoval krystalicky material aktalbuminové frakci a byly izolovany
dva proteiny, a to g-laktaloumin® a f-laktoglobulin®. Teprve pozgi byl v této frakci

nalezen ,sérum albumin®, ,imunoglobulin“ a ,proteepeptony”. [8]

a-laktaloumin je druhym nejvice zastoupenym proteinem mezi Stk@vymi
bilkovinami a poprvé byl izolovanied vice nez 60-ti lety. HrajeikkZitou roli ve vyvoji
metod pro studium chemickych a fyzikalnich vlasthpsoteini. a-laktaloumin nema jen
nutriéni vyznam, ale je také Klhvou soddasti enzymatického systému, ktery katalizuje
syntézu laktosy, hlavniho karbohydratu v miléeelaktalbumin hraje dlezitou roli

ve vyzkumu protei.. Stal se modelem pro studium mechanismu sbalopéotieini

do nativni strukturya-laktalbumin je syntetizovan v nigé Zlaze a jeho obsah je vysSi
v mléce vSezradig masozravt a byloZzravé s jednoduchym Zaludkem. Samotny
polypeptidovyiettzec a-laktalbuminu se sklada ze 123 aminokyselinovycytkibvcetre
osmi cystei, které jsou kovalentn spojeny ¢tyimi disulfidickymi mistky. Molarni
hmotnost a-laktalouminu je 14186 Dao-laktaloumin ma velmi vysokou biologickou
hodnotu (vysoky obsah cystinu, tryptofanu a lysimykazuje kyselou reakci, je rozpustny
v ¢isté vod a nejstabilgjSi vaci tepelnému fisobeni. Neobsahuje Zadny fosfor a proto
neni citlivy wici syridlovému enzymu. Obsahuje pe&vnvdzané vépenaté ionty,
které vyrazg ovliviuji stabilitu a strukturu, ale na druhou stranu agmaliv na syntézu
laktosy.

Pokud bychom ckti vapenaté ionty odstranit, vyZzadovalo by to podiené tepelné
oSeteni s pouZzitim chelatinu nebo rozruSeni struktunizké oblasti pH. Hlavni funkci

a-laktalouminu je produkce laktosy a hraje roli i glykosyltransferasové
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regulaci. V kombinaci s mastnymi kyselinami bylnu-laktaloumin mit atopicky efekt
na rékteré rakovinné hitky. [15, 16, 17, 18]

p-laktoglobulin je nejvice zastoupena syrovatkova bilkovina mlédeho obsah
byl stanoven az na 50 % vSech syrovatkovych bilkowoZ odpovidaiiblizné 10-ti %
vSech bilkovin v mléceB-laktoglobulin ma gobularni tvar $gsreé definovanou terciarni
strukturou. Na z&tku je molekula tviienaa-helixem, na konci je struktufg&skladdaného
listu. U prezvykava@ existuje p-laktoglobulin jako dimer v rozmezi pH od 3 do 7.
Pii pH nad 7,5 dochazi kiesre definovanym strukturnim zéndm, které se oztaji
jako tzv. Tanfordovy transformace. Tanfordovy tfan®ace jsou pozorovany, poskytuje-li
B-laktoglobulin anomalni vysledky pro jeden ioniztelay zbytek proteinu. Tato strukturni
zména miZze probihat pouzeipmeénicim se pH na levotovych ot&kach triolovych
skupin. B-laktoglobulin je syntetizovdn v migé Zldze, neni rozpustny ¢isté vod
(rozpousti se veiednych roztocich neutralnich soli)fiRzahrevu nevratd denaturuje,
je mére kysely nez o-laktalboumin, neobsahuje fosfor a chybi mu aminekya
hydroxyprolin. Vyvolava vévou piéichit mléka. Ve velké nie je obsazen v nezralém
mléce a mléce masoZzrancSloZeni aminokyselifi-laktoglobulinu bylo poprvé popsano
v roce 1949. Poté nasledovaly dalSi studie a kamipteekvence byla publikovana v roce
1972. Pouziti vysokodinného rentgenu a nuklearni magnetické resonanddR)N
prokazalo disulfidicky mistek mezi aminokyselinami cys106 a cys119 a Ze kntde
cys121 je volny thiol. Zjigny volny thiol se v nativni forgprojevoval jako nereaktivni.
Dostupnym pro reakce se stava teprve potom, coilkevima do utité miry rozvine,
nebo pokud jeiidana m@ovina v mnoZstvi finejmensim 6 mol. Tepelny zatev blizko
neutralni oblasti pH ma také vliv na thiolovou skupv pB-laktoglobulinové molekule.
VSechnyp-laktoglobuliny se spojuji do malych hydrofobniclolekul. Jejich strukturalni
podobnost k lipoproteiim indikuje to,Ze mohou mit transportni roli mastmykyselin

pro novorozence. [19, 20, 21, 22]

Fyzikalni funkcip-laktoglobulinu je transport zatim nejasnych lateiqtoze Siroky vyér
malych hydrofobnich molekul neposkytuje Zadny Kiiidentifikaci fyzikélnich vazeb.
Mastné kyseliny, fedevSim kyselina palmitova, byly nalezeny navazaaycerstw
izolované mléko, ale na druhé sttapraseéi mléko mastné kyseliny nevaze.c&hoz
vyplyva, Ze B-laktoglobulin pravdpodobrt neni tim pravym ligandem pro mastné

kyseliny.
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Béhem zpracovani mléka se age cislo fyzikalnich a chemickych reakci émit,
protoZze reaktivni skupiny vystavené vyssi enertgplpta nebo tlak) reaguji rychleji.
B-laktoglobulin je zahrnut v mnoha procesech, a @iet intensiviji studovan zvlast

na molekulové urovni. [23]

Pokud se zrni prostedip-laktoglobulinu, znéni se struktura proteinu. \fipadt zatrevu

v neutralnim prosedi na teplotu nad 60 °C se formuje série polyinieeré jsou viditelné
pii identifikaci SDS-PAGE. Polymery jsou formovany rpoci disulfidickych nistki
katalyzovanych thiolem. Volny cysteinovy zbytekergguje s disulfidickou vazbou a vaze
se na jinou skupinu¢imz vytvai volné misto pro jiny zbytek. iPtepelném zétevu
B-laktoglobulinu  nevznikaji pouze dimery vazané Hidickym mustkem,

ale také monomery obsahujici nenativni disulfidioKeéstky.

Reakce zahrnujici strukturalni Zny, jako vysledek vnihi vymeny na disulfidickych
mustcich, jsou zodp@dné za tepekrindukované gely vyrobené zizolovanych
syrovatkovych proteiin které jsou pozorovatelné na ratém povrchu migych vyrobkK.
Reakce ¢asto zahrnujep-laktoglobulin a k-kasein, zatimco od syrovatky odvozené

materialy obsahuji-laktoglobulin ao-laktalbumin. [22]

Sérum albumin je nejhojrEji zastoupeny protein krevniho séra (vaz 60 % sérovych
bilkovin). Je syntetizovan v jatrech. Reversibilmdze a transportuje mastné kyseliny,
bilirubin, hormony a dalSi. Je dosti kysely a vin&mim prostedi existuje ve form
aniontu. Albumin se vyrazrpodili na regulaci osmotického tlaku krve. Fivaohotovostni
zasobu aminokyselin pr@&lhi buiky. ZvySené hladiny byly pozorovanyipanstlivych

onemocgnich. [24]

Imunoglobuliny jsou extrém& heterogenni skupinou a jejich identifikace je Zalma
na imunochemickych vlastnostech. V mléce bylo idiékot/zano 5 skupin imunoglobuliin
(IgG, IgA, IgM, IgE, IgD). Jejich zakladni strukfurje stejna jako u ostatnich
imunoglobulini, obsahuji dva ¢¢ké a dva lehké polypeptidovéetzce kovalenté
navazané disulfidickou vazbou. Molarni hmotnospskybuje od 50 do 70 kDa prézky
fetézec v zavislosti na typu proteinu a kolem 25 kDa fettzec lehky. Rznorodost
imunoglobulini je zpisobena rozdilnosti v aminokyselinové sekvenci adtaydratovych

skupinach v molekule. [25, 26]
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2.1.3 Minoritni proteiny

Mezi minoritni proteiny pdt laktoferrin, transferrin, ceruloplasmir,-mikroglobulin

a dalSi proteiny.

Laktoferrin je nehematicky glykoproteid nesouciezel a skldda se z polypeptidového
fettzce obsahujiciho 690 aminokyselinovych zlytk molarni hmotnosti okolo 80 kDa.
Ceruloplasmin zaujima funkcignaSée medi a byl detekovan v mléce, kolostru a krevnim
séru.p-mikroglobulin, znamy jako laktollin, je seasti komplexu tk&vé snasenlivosti.
[27, 28, 29]

S vyvojem dalSich sensitivnich analytickych meteal)j identifikovany stale nové proteiny

a jsourazeny pray do skupiny minoritnich protein

2.2 Biologicka role mi&nych proteini

Mléko je jedinym zdrojem proteinpro sajici ml&ata. MI&né proteiny tvéi heterogenni
skupinu slodenin s Sirokym okruhem molekularnich struktur astriasti. Hraji mnoho

dulezitych biologickych roli, které zatim nebylyceny.

Kaseiny maji uvolénou strukturu kuli vysokému pondru prolinu, proto jsou vnimavé
k hydrolyze zaZivacimi enzymy. Shlukuji s& pysoké koncentraci vapniku a fosforu,
proto traveni kaseinu uvalje vyznamné mnozstvi jednotlivych  minédral

které se nasledrstanou dostupnymi pro mfata.

a-laktalbumin je dlezity pro vznik laktosy. Podle osmoregina teorie produkce mléka

zavisi jeho obsah préwna gitomnosti laktosy.

Prop-laktoglobulin nebyla dosudiipsana zadna biologicka rolekali jde pravépodobré
o retinol-vazajici protein a e byt zapojeny do aktivace lipas.
Serum albumin aizné imunoglobuliny jsou zapojeny do ochrany profekci a poskytuji

pasivni imunitu.

Proteiny penasejici Zelezo (laktoferrin a transferrin) a @t prenasejici folaty a

slouzi jako zdroj esencialnich prostetickych skumim kojence. [30]
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2.3 Vlivy pisobici na obsah proteifi v mléce

Velké variace v koncentraci a reaktivnich propdrcfiroteifi mléka mohou fispivat
k riznorodosti ve vlastnostech a funkcich proteinowaimponent. Absolutni koncentrace
proteimi se mni od 1 % u lidského do 24 % u zdme mléka
a pongr mezi kaseinem a syrovatkovymi bilkovinami se pmhg v rozmezi 0,25 : 1
v lidském mléce po 6,3 : 1 vmléce kozim. Obsahlcgesi proteid se velice liSi
v zavislosti na genetické vybavenosti, v¥ia krmeni, sezénnich vlivech, plemeni,

priabéhu laktace, zdravotnim stavu a individualivirete.

Genetickd vybavenostma vliv na obsah jednotlivych sloZzek. Vysoké koefnty
deédi¢nosti pro obsah bilkovin, obsah tuku a produkdidiin za laktaci umakuje (&innou
selekci zvySovani obsahu migch slozek podgenou rovez UOzkym vztahem

mezi obsahem tuku a obsahem bilkovin.

Vliv vyzivy a krmeni dojnic na kvalitu mléné bilkoviny je dan proporcionalnim
zastoupenim vSech dusikatych latek v mlédgemZ nejvice Zadany je obsah kaseinu.
Z hlediska vyZzivy dojnic je iezita energeticka slozka krmné davky a porobsahu
energie a dusikatych latek. Optiméalni gorkrmné davky zartuje nej\tSi obsah bilkovin

v mléce

i vysokou dojivost, a to zejména v prvnim stadiktdae. Krmeni ovlisiuje také obsah

maocoviny v mléce

Sezénni vlivy ¢asto souvisi se slozenim krmné davkyi Past¥ roste podil kaseinu
a a-laktalbuminu a nepaténse snizuje mnozstvi nebilkovinnych dusikatychkia@becr
plati, Ze obsah bilkovin v tklesa, nejstabikjSi obsah bilkovin je v zimnich #gicich

tzn. v prosinci, lednu a anoru.

Tabulka 2: Obsah protairu niznych plemen krav [%]

Kravské plemeno Obsah proteir [%]
Holstein 3,42
Ayrshir 3,58

Persey 3,86
Gubernskeé 4,02
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Mlécné slozky maji na zatku i na koncilaktace odlisSné sloZzeni i vlastnosti,
proto by se negto michat mlezivo a mléko na konci laktace. Obs#kobin je zpravidla
nizSi na vrcholu laktace tzn. ve 2. a 3sici. Ke konci laktace dochazi k poklesu dojivosti

a nanstu obsahu bilkovin v mléce.

Zdravotni stav je pro obsah slozek mlékaildzitym faktorem. NaruSeni fyziologickych
funkci organismu dojnice #gobuje zhorSenou jakost mléka. Vysledkem je, Zehdlric

k vzestupu hladiny sérovych bilkovin a také nehilkaych dusikatych latek. [31, 32, 33]

2.4 Frakcionace a izolace miénych proteina

Smes proteir v mléce niZze byt separovana a charakterizovana poniaciych fyzikalre-
chemickych metod. Metody jsou zaloZeny ri@né rozpustnosti a na srédZzeni kaseinu,
piesto prakticky neexistuje igsna metoda na jednoduchou frakcionaci kaseinu,
protoze i rkteré nekaisenové proteiny se mohou za&itgeh podminek srazet

a tim zisobit chybu v nsfeni.

V roce 1938 byla objevena chemicka metoda pro kadivini distribuci proteif v mléce,
ktera byla schopna roglit proteiny na kaseiny, globuliny, laktaloumin eofeoso-peptony.
Jako zaklad pro separaci byl pouzit ponsedimentace proteinz mléka po dialyze

proti fosfatovému pufru.

Jednotlivé kaseiny mohou byt ziskanyidavkem 6-ti molt roztoku mdaoviny
a pidavkem vody kod#eni jednotlivych komponent. a-kaseinovy komplex
je nerozpustny v 4,5 mof-mozoving pii pH 4,6 - 4,8 -kasein je rozpustny v nioving
o koncentraci 3,3 mol}| ale nerozpustny ip koncentraci 1,7 mol’l Frakcionace
s pouzitim mooviny ale neni pikazna, protoZe dgkteré k-kaseinové frakce stavaji

v roztoku m@oviny sp-kaseinem.

Jind metoda je zaloZena n#davku 6,6 mol? roztoku maoviny a 3,5 mol:f roztoku
kyseliny sirové. Roztok je smichan s vodou a sldiélgaté nausi-kasein se srazi rychle
a slozky sp-kaseinem se srdzi pomalu. Supernatant je potonatpauroj k-kaseinu.

Nekaseinové komponenty ziskané z proteinové frakmeou byt odéleny elektroforézou.

Ve vétSing pripadh se neziska finalni produkt o vysokistot. Proto jsou dlezité dalSi
frakciona&ni a izol&ni kroky zahrnujici wzné typy elektroforézy a chromatografie,

které jsou nezbytné k dosazeni pozadovéistoty. Pouzitim elektroforetickych metod
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se ziskajicisté bilkoviny jen v analytickém mnozstvi. Z&ma& vétSi kvantita cistych

bilkovin je ziskana pomoci chromatografickych me{Gd]

2.4.1 Zobnova elektroforéza

Proteiny v mléce maji Siroky okruh izoelektrickydhodi a molarnich hmotnosti.
Na zaklad rozdilngch molarnich hmotnosti jsou rehy elektroforetickymi
procedurami, které mohou byt adaptovany na frakabna izolaci proteii

v mikrogramovych nebo nanogramovych mnozstvich.ghkektroforézu miénych bilkovin

je pouzivan filtréni papir, celulosovy acetét, Skrob,agarosa a pofakidovy gel.
Koncentrace akrylamidu at'sivacich¢inidel mize byt nénéna pro gipravu gelu sttznou
velikosti pofi ke zwtSeni separace zaloZzené na molarni hmotnosti. Dretiak prvky,
jako je dodecylsulfat sodny a &avina mohou byt v gelu obsazeny pro zrychleni reakc

stejre jako redukujici prvky, napmerkaptoethanol a dithiothreitol. [35]

2.4.2 Chromatografie mléénych proteinia

Pro frakcionaci a izolaci mé@ych proteii byly vyvinuty rizné typy chromatografie

zaloZzené na vyeme elektrorii, odliSné molekulové hmotnosti anebo hydrofobrérnakci.

Chromatografie zaloZzen& na gelové filtraci byla t@una frakcionaci a izolaci protein
z mléka, kaseinu anebo celé proteinové frakce.cRrije zaloZzen na rozdilné kapacit
proteini v zavislosti na jejich molekularni hmotnosti, mb¢ na tomto principu pronikaji
do poih gelu stacionarni faze. Velké molekuly jsou vyjmatgelu a rychle vymyvany.
Gelovd permemi chromatografie neni pro frakcionaci proteirmléka vhodna,
protoZze odejmutim vapniku dochazi k disociaci mitehelkych polydisperznich agregat
a mize dojit ke zmin¢ vlastnosti kasein a tim ke znemozmi mgfeni. V @gitomnosti

mocoviny a redukujicich latek kasein disociuje na nmemi formy dosahujici molarni

hmotnosti od 15 do 25 kDa, které jsdiilip uzawené pro efektivni separaci.

Syrovatkové bilkoviny jsou ugpre frakciovany pomoci filtréni chromatografie.
Pfi pouZiti kolony Superose 12 jsou frakce &8p rozctleny v pdadi imunoglobuliny,

serum albumin-laktoglobulin ac-laktalbumin. [35]

lontovyménna chromatografie je v dneSni dolmejvice vyuzivana pro frakcionaci

milénych bilkovin. Metoda je zaloZzena na vazbmesi elektricky nabitych protein
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na matrici a eluci komponent srostouci koncentraoli. Ritomnost mooviny
a redukujicich¢inidel jako jsou 2-merkaptoethanol nebo dithiottokije nezbytna

pro efektivni frakcionaci kasein[36]

Frakcionace jednotlivych kaséinmize byt ziskdna pouzitim diethylaminoethylcelulosové
kolony (DEAE-celulosa) a eluci NaCliippH 8,6 a pidavku 6-ti mol-f matoviny.
DEAE-celulosova chromatografie poskytuje separgm\stkovych bilkovin s rozdenim

na a-laktalbumin, B-laktoglobulin, serum albuminy a imunoglobuliny. bMastvi proteinu,
ktery miZe byt frakcionovan na kolérje relativie¢ maly (g / mg), a zavisi na velikosti
kolony. Ri stanoveni dochazi k rozpast syrovatkovych bilkovin v roztoku nioviny

0 nizné koncentraciippH 7,4 a naslednému raddni jednotlivych frakci idavkem NacCl

a posledni fazi je filtrace. [37]

DalSi moznosti frakcionace mnilych proteii je vyuziti vysokodinné kapalinové
separace s pouzitim DEAR-15 HR intosexyméné chromatografie s gradientem NaCl
pii pH 7,0.

Pouziti HPLC s reverzni fazi (RP-HPLC) a hydrofobninterakcemi (HI-HPLC) zavisi

na hydrofobni interakci mezi stacionarni fazi ate@ry. U RP-HPLC absorpce probiha
ve vodném roztoku nizké iontoveé aktivity a vymyvgntosazeno snizovanim hydrofobity
mobilni faze. U HI-HPLC je adsorpce protkiprovedena ve vodném roztoku vysokou
iontovou aktivitou a eluce je provedena redukcitowé sily mobilni faze. Syrovatkové

proteiny a kaseiny mohou byt refraktovany pomocirbgkopické interakce kolony.

Studie se zabyvaly frakcionaci kaseinu s pouzitimHPLC, kdy je kasein rozpust
pii pH 7,0 v pufru obsahujicim movinu, redukovan a nasitnut do kolony. Komponenty

jsou eluovany interakciiznych koncentraci acetonitrilu.

Metody separace byly pouzity nejen na frakcionaaseiii a syrovatkovych bilkovin
mléka, ale také kizolaci minoritnich mité/ch proteid véetn® enzymi, lipidovych
globularnich membranovych protéina ostatnich rozmanitych protéinobsazenych

v potravinach. [36, 38]
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3 ZMENY AVLASTNOSTI SUSENEHO MLEKA

3.1 NeZzadouci znény béhem suseni

Pfi suSeni mohou byt nu#né¢ hodnotné latky potravin vystaverfyiem nezadoucim
zmenam:

1. odstrasni koloidré vazané vody snizi bobtnaci, piggadt rozpou&ci (instantivni)
schopnost suSené latky. Bobtnaci schopndstaza v podstat zachovana, odstrani-li

se pouze voda volna. V praxi tento poZadavek ngbhait, protoze pouhym odstramim

volné vody se nedosahne dostatho konzervwaniho &inku osmotického tlaku,

2. suSeni potravin ip vySSich teplotach podporuje rychlost oxidah reakci,

c0Z se projevi ztratou vitaminu C a jinych re¢hikh latek,

3. dochéazi k neenzymatickému ¢dnuti vlivem Maillardovy reakce. Vznikaji temn
zbarvené, hiké melanoidy, jejichz vznik podporuje velkd koneceoe susSiny. Tvo

se edevSim fi dosuSovani nebo a#igkladovani susenych potravin. Maillardova reakce
zpiasobuje zminu barvy, chuti a zhorSuje rozpotdt schopnost, a to zvl&St potravin

susenych sprejovym susenim,

4. za vysokych teplot vznika nebezpehorSeni chuti i barvy vlivem karamelizace cukr
[40]

3.2 Fyzikalni a funkéni vliastnosti suseného mléka

Vlastnosti suSeného mléka jsou kategorizovany jdkakalni, funkeni, biochemicke,
mikrobiologické a senzorické. Mezi jednotlivymi staostmi je vyznamny vztah,
ktery ovliviuje kon€nou kvalitu suSeného produktu. Fyzikalni a femk vlastnosti
jsou velmi dilezité, pokud je vyrobeny praSekigravovany pro naslednou rekombinaci
nebo pro dalSi fmyslové zpracovani. iP pouziti suSeného mléka jako potravinove
piisady nmize byt prdSek nachylny ke 2mém barvy, dostupny cizim pach, pgistupny

hydrataci, tvord disperse a rozpustnosti ve ¥od

Hlavnimi vlastnostmi, které &mji kvalitu ml&ného prasku, a které ji mohou nejvice

ovliviiovat jsou struktura prasku, rozpustnost, obsah v&ldyky popela a tekutost.
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3.2.1 Struktura prasku

Struktura présku je nejvice ovligma technologii suSeni. PrdSek vyrobeny na valcové
suSard ma komponentni strukturu nehomogenniho tvaru azadmuzaien zadny vzduch.
Vélcows vyrobené slozky mléka maji nizkou objemovou hus(@3 - 0,5 g-ci) praw

kvuli nehomogenni strukie.

Castice sprejoy suseného mléka jsou kulovité aipwru 10-250pm, obsahuji uzaeny
vzduch a to bdi velké centralni vakuoly nebo mensi vakuoly, ktg@u distribuovany
pies interiér slozek. Povrch sprejoguSeného miléka je obvykle hladky, alézen byt
i vragity. Pritomnost slozek s diferencovanou morfologii verste) vzorku je ppsana

raznym podminkéam suseni. [41]

Obrazek 2: Struktura prasku sprejsuseného mléka
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Obrazek 3: Struktura prasku valeosuSeného mléka

3.2.2 Tekutost

Tekutost je schopnost prasku téct wojako pisek, bez tvorby hrudek a shiude n¢rena
jako ¢as v sekundéach, ktery prasek ipbuje k tomu, aby se jednotliva ztké dostala
pies SErbiny rotaniho bubnu. Hrudky, které se mohou v milécefitygsou disledkem
nekomplet® vykrystalizované laktosy. iP normalnich podminkach je laktosa v mléce
ve formg monohydratovych krystala zbytek je amorfni. Pokud neni produkt hermeticky
uzawen, amorfni laktosa absorbuje vodu z atmosféryradge se do monohydratovych
krystali. Krystalizace naslednzpisobuje hrudkovahi. Tekutost ovliviuje velikost, tvar,
hustota a elektricky naboj. Velk&stice téou mnohem snadp nez drobné. Tekutost
muze byt zlepSenaifwlavkem tiznych aditiv, pohlcov& vihkosti jako je silikagel, fosfat

vapenaty a dalsi.

3.2.3 Slozky popela

Popeloviny jsou v suSeném mléce iy Fehiatymi nebo spalenymiasticemi. Jejich

barva se pohybuje od lehce¢dé pocernou. Popeloviny obvykle vznikaji z nilé& hmoty
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vtuhé fazi, kterd byla drzena déle v evaporatoruisudena,cimz doslo k pehati

nebo spaleni.

Suseni je vzdy doprovazeno Maillardovou reakCést&na barevna zgma zavisi

na aplikovanych procesech, suSicich parametrekladovani.

3.2.4 Rozpustnost

Rozpustnost je jednou zvlastnosti suSeného mlégpiswici kvalitu standaid
Snizena rozpustnost je vaznym defektem, ktefzenvést az k zamitnuti produktu
nakugim. Divodem snizeni rozpustnosti suseného miéka je decatyprotein. Radné
tepelné oSéeni zlepSuje stabilitu kotdeého obnoveného produktu. Hlavnim faktorem
ovliviiujicim rozpustnost je rovnovaha iantpH a gidavek soli pi vyrob¢ suSeného

mléka.

3.2.5 Absorpce vody

Schopnost vazat a udrzet vodu je velmi sledovanastnosti vSech susenych produkt
Absorpce vody suSeného mléka je owtiwma suSicimi procesyéhem vyroby, vhodnym
balenim a skladovanim vyrobku. Z fyzikalnich funkei to zastoupeni jednotlivych
proteini, pH, obsah soli, iontova sila a teplota. | dalikte jako viskozita, schopnost

tvorby gelu a pny jsou zavislé na interakci voda — protein. [42, 44]
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. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo posoudit &my proteiri v suSeném
plnottném miléce P raznych podminkach skladovani. Zny proteiri byly sledovany
jako dusik nedenaturovanych syrovatkovych prdétemsuseném miéce (WPNI index),
index rozpustnosti, tepalraktivované —SH skupiny, jednotlivé aminokyselinyyaiZitelny

lysin. Jednotlivé proteiny byly ro¥é separovany elektroforézou (SDS-PAGE).
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5 METODIKA PRACE

5.1 Analyzované vzorky

Pro analyzu byly pouzity vzorky plnatmého valco¥ susSené mléko firmy YOG s.r.o,
Bojkovice.

po dobu 5 sekund. Po pasteraci bylo mléko z&hasta 34 % suSiny na vakuové odparce

Mléko s obsahem tuku 3,5

%

(w/w) Dbylo stgsovano p 90

a nasled& valcow suseno H 120 — 130 °C za atmosférického tlaku.

Tabulka 3: Charakteristika vzark

°C

Sklad. WPNI Index - SH Obsah Obsah
pokus index rozpustnosti skupiny vody tuku
[mg-g‘l prasku] | [ml neroz.pod.] | [absorbance]| [%(w/w)] [Yo(wW/w)]
I 3,493+0,001 1,050+0,001 0,141+0,020 1,720+0,002 25,7
1 2,900+0,001 1,838+0,001 0,269+0,016 3,276+0,00224,46

Tabulka 4: Podminky skladovani

Vzorek Podminky skladovéani

A Teplota 20°C, suché misto, baistupu s¥tla

teplota 37 °C, relativni vihkost 23 %, bedgtupu s¥tla

teplota 37 °C, relativni vihkost 43 %, bedgtupu s¥tla

vystaven slunenimu zdeni

Teplota 20°C, suché misto, baistupu s¥tla

teplota 20 °C, relativni vihkost 23 %, bedgtupu s¥tla

teplota 20 °C, relativni vihkost 43 %, bedgtupu s¥tla

I Ol m O O @

vystaven slungnimu zdeni

Relativni vihkost 23 % byla vyt¥ena v exsikatoru pouzitim nasyceného roztoku octanu

draselného a vihkost 43 % byla dosaZzena nasyceogtokem uhkitanu draselného.

Skladovaci pokus ozten | trval 67 dni a skladovaci pokus s aamam Il el délku
91 dni. Parametry vzoikbyly sledovany v intervalu doby 14 dni. VSechnpnky byly

analyzovany za stejnych podminek a stanoveni bylegaleno vzdy Sestkrat vedle sebe.
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Aminokyseliny byly analyzovany po uplynuti doby 80i. DelSi¢asovy interval byl zvolen
vzhledem k mélo vyraznym zZmam v obsahu jednotlivych aminokyselin. Ve stejnych

casovych intervalech bylo provedeno i elektrofotetickleni proteinovych frakci.

5.2 Pouzité pristroje, zarizeni a chemikalie

Analyzy probihaly v laboratich Ustavu technologie a mikrobiologie potravin atayu
biochemie a analyzy potravin na Fakukéchnologické Univerzity TomaSe Bati ve &lin

VSechny pouzité chemikalie bylydistot pro analyzu (p.a.)

5.2.1 P¥istroje
* analytické vahy (ADAM, AFA-210 LC),
» predvazky (Kern, SRN),
* temperovana vodni laz€Memmert, SRN),
« suSarna (Venticell, BMT),
» elektricky vai¢ (ETA),
e centrifuga (Guber Centrifuge, Nova Safety 3670),
» spektrofotometr (Libra S6),
* Tillmans-Stroheckerovy zkumavky,
» termoblok (Labicom, Olomouc),
e aminokyselinovy analyzator AAA 400 (Ingos, Praha),
e pipety—1 ml, 5 ml, 20 ml, 50 ml,
e Erlenmeyerovy higy,
» exsikator,
* hlinikova vysouséka,
* Ependorfova zkumavka,
* suchy blokovy termostat (Bio TDB-100),

* aparatura na SDS-PAGE,
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centrifuga Hermle Z300K.

5.2.2 Chemikéalie

5.2.2.1 Stanoveni WPNI indexu

chlorid sodny (Lachema, Brno),
kyselina chlorovodikova 10 g / 100 ml,

destilovana voda.

5.2.2.2 Stanoveni —SH skupin

siran amonny (Lachema, Brno),

roztok DTNB (39,37 mg 5,5 -dithiobis (2-nitrobenz@okyselina) v 10 ml 0,1 M
fosfatového pufru o pH 7,0),

fosfatovy pufr o pH 6,7 (50 ml 0,1M dihydrogenfastnanu draselného, 17,74 ml
0,1M NaOH, dopé#mi destilovanou vodou do 100 ml),
fosfatovy pufr o pH 7,0 (50 ml 0,1M dihydrogenfastnanu draselného, 29,54 ml
0,1M NaOH, dopkni destilovanou vodou do 100 ml),
fosfatovy pufr o pH 8,0 (50 ml 0,1M dihydrogenfastnanu draselného, 46,85 ml
0,1M NaOH dopkni destilovanou vodou do 100 ml),

destilovana voda.

5.2.2.3 Stanoveni aminokyselin

pufr o pH 2,2 - 14 g kyseliny citrénové, 11,50 gd\ab,00 ml TDG,

pufr A— 11,11 g monohydrat kyseliny sirove, 4,0dilgydrat citrat sodny, 9,09 g
chlorid sodny, 0,10 g azid sodny, 2,50 mbdiiglykol,

pufr B - 10,00 g monohydrat kyseliny sirové, 5,6@ilgydrat citrat sodny, 9,29 g
chlorid sodny, 0,10 g azid sodny, 2,50 mbdiiglykol,

pufr C — 7,53 g monohydrat kyseliny sirove, 9,0fifgydrat citrat sodny, 18,00 g
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chlorid sodny, 0,10 g azid sodny, 2,50 ml dmykol,

e pufr D - 9,06 g dihydrat citrat sodny, 52,60 g chdosodny, 0,10 g azid sodny,
2,05 g kyseliny borité, 0,50 g hydroxidu sodného,

* 6 M kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno),

o oxidani smés — kyselina mraveim : peroxid vodiku 9 : 1, 0,1 M kyselina

chlorovodikova.

5.2.2.4 SDS-PAGE
» 2-merkaptoetanol (SERVA Elektrophoresis GmbH),
» 20% SDS gel — akrylamid, N, N"-methylen-bisakryldimdeionizovana voda,

* 15% separni gel — 30% roztok akrylamidu, Tris pufr o pH 8dgionizovana
voda, 10% SDS, 10% persiran amonny, TEMED,

(N, N, N",N’- tetra-methylendiamin),

* 5% koncentréni gel — 30% roztok akrylamidu, Tris pufr o pH @J8ionizovana
voda, 10% SDS, 10% persiran amonny, TEMED,

* vzorkovy pufr — 0,062 M Tris-HCI, 5% merkaptoetanal0% glycerol,

bromfenolova moij

» fixaéni roztok — 10% kyselina trichloroctova (10 ml kg, 90 ml destilované

vody),

» barvici roztok — 0,25% Coomassie Blue R-250, 50%) (metanol, 10% (v/v)

kyselina octova,

» odbarvovaci roztok — 25% (v/v) metanol, 10% (v/y3ddina octova.

5.2.2.5 Stanoveni vyuzitelného lysinu
* 8% hydrogenuhtitan draselny (Penta, Chrudim),
* 3% FNDB v etanolu (1-flouro-2,4-dinitrobenzen),

* reagenty ionto-vyrnmné chromatografie.
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5.3 Metodiky stanoveni

5.3.1 WPNI index
WPNI index utuje miru tepelné degradace syrovatkovych prétein

Tabulka 5: Klasifikace tepelné degradace prdatéing-g* prasku]

Klasifikace WPNI [mg-g* prasku]
high heat powder <15
Medium heat powder 1,51995,
low heat powder > 6,0

Kasein a ostatni tepeindenaturované syrovatkové proteiny jsou odstgnfiltraci
po vysraZzeni obnoveného mléka NaCl. Filtrdt obsahugechny nedenaturované
syrovatkové proteiny, které jsou psigavku HCI schopny denaturovat a vyvinout zakal
v zavislosti na koncentraci. Intenzita zakalu grena spektrofotometrickyfpvinové délce
420 nm. Vysledky jsou vyjadny @imo jako mg dusiku nedenaturovanych ¢nigh
proteini v 1 g sueného mléka (mg WPN)g

2 g suSeného mléka byly obnoveny ve 20-ti ml desihé vody a byloijmdano 8 g NacCl.
Vzorek suSeného mléka byl inkubovan na vodni |aaii teplo€ 34 °C + 1 °C
po dobu 30 minut, fiemz prvnich 15 minut byl roztok promichavan. Poulvéci

byla provedena filtrace a odebrano 5amého filtratu do 100 ml od#iné baiky. K filtratu

bylo piidano 50 ml nasyceného roztoku NaCl a takitgprpveny vzorek byl pouzit
jako slepy pokus pro nastaveni hodnoty transmitarac&00 % § vinové délce 420 nm.
Do odnerné baiky se vzorkem a NaCl bylofipano rekolik kapek HCI (10 g / 100 ml)

a byla znérena transmitance.

Hodnota WPNI se vypita z nasledujiciho vzorce:

(100 +(T-x+3,16-T)) - B
100 1)

WPNI =
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kde

T...transmitance [%]

X...obsah vody [% w/w]
B...obsah bilkovin [% (g/100g)]

[45]

5.3.2 Index rozpustnosti

Index rozpustnosti je objem nerozpustného podihugkného suseného mléka. Mnozstvi
nerozpustného podilu v ml bylo adeno gimo na stupnici v dolntasti kalibrované

zkumavky.

13 g plnoténého mléka bylo obnoveno v 90-ti ml destilované wad teplot 50 °C.

Teplota obnoveného mléka byla udrzovana po dobu ®Hhut na vodni lazni
a poté byl vzorek ochlazen na 20 °C. Z ochlazengmurku bylo odebrano 10 ml
do Tillmans-Stroheckerovy zkumavky a po daplh destilovanou vodou po rysku

byl vzorek centrifugovan po dobu 15 minti 200 ot-mifT. [46]

5.3.3 Stanoveni tepel@-aktivovanych sulfhydrylovych skupin suSeného mleka

Metoda je zaloZzena na sledovani miry Zlutého zlparwe vzorcich a na nasledném
srovnani se speciampripravenym standardem se znamou koncentraci vok8hskupin.

Vysledky jsou uvedeny jako hodnota absorbance.

K 5-ti ml obnoveného mléka bylfidan 0,1 ml roztoku DTNB, 1 ml 0,1 M fosfatoveho
pufru o pH 8,0; 4 ml destilované vody a 2 g siramwonného. Taktoifpraveny vzorek

byl fadre promichan a zfiltrovan. Ve filtratu bylagiena absorbanc&iptl2 nm.

Slepy pokus byl fipraven stej# pouze 5 ml obnoveného mléka bylo nahrazeno 5-ti ml

fosfatového pufru o pH 6,7. [47]

5.3.4 Obsah vody

Obsah vody se stanovi suSenitntpplog 87 + 2 °C po dobu 6-ti hodigjmz nedochazi

k poruSeni organickych latek.
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Do predsuSené a zvazené hlinikové vysokgebyly navazeny 3 g vzorku gegsnosti
na 0,0001 g a byly suSeny po dobu 6-ti hodin tpplot 87 + 2 °C. Po dosazeni

konstantniho ubytku hmotnosti byl vzorek zchlazesxsikatoru a zvazen.

Obsah vody se vypita ze vzorce:

a- 100
n (@)

X =

kde
a...ubytek na vaze suSenim [g]
n...navazka vzorku [g]

[48]

5.3.5 Stanoveni aminokyselin

Vlastnimu stanoveni aminokyselirfeglchazela hydrolyza vzorku, ktera byla provedena
nasledov: Do 200 ml vialky bylo navazeno 50 mg suSenéhdkekgesnosti na 0,0001
g

a pidano 15 ml 6 M HCI. Takto fjpravena vialka byla vyfouknutd argonem, urst
do termobloku a za&fvana na teplotu 110 °C £ 1 °C po dobu 24 hodin.hidrolyze
byl vzorek vychlazen na teplotu 20 °C, Zfiltrovardpaen na vakuoveé rotai odparce.
Pro stanoveni sirnych aminokyselin byla nejprvevpdena oxidace za pouZiti &sn
HCOOH : HO, (9 : 1) nasledovana ot®mnou hydrolyzou na olejové lazntigeplog
110 °C £ 1 °C po dobu 24 hodin. Po hydrolyze byignky zfiltrovany do 250 ml odamné
baiky a doplrgny 0,1 M HCI. Odp#ovano bylo 25 ml na rotai vakuové odparce, odparek
byl dvakrat promyt destilovanou vodou a kvantitatipieveden do 25 ml odémé baiky

a doplreén pufrem o pH 2,2.

Aminokyseliny byly analyzovany pomoci ionto-vyrmé chromatografie. 100ul
hydrolyzovaného extraktu bylo n&&nuto do aminokyselinového analyzatoru AAA400.
K separaci aminokyselin doSlo iontevyménnou chromatografii s pouZzitim kolony
370 mm x 3,7 mm, a po nasledné nynhydrinové realkwyl vzorek
spektofotometricky detekovariipl40 nm pro prolin a 570 nm pro ostatni aminokiysel
Aminokyseliny byly eluovany pufrem A po dobu O -nginut, pufrem B 5 - 32 minut,
pufrem C 32 - 44 minut a pufrem D 44 — 75 minutpld&a na kolod byla udrZovana
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prvnich 60 minut na hodnote0 °C, v dob 90 — 102 minut byla nastavena na 74 °C.
Reteréni ¢as jednotlivych aminokyselin byl 0,3 ml-hl[49]

5.3.6 Elektroforéza proteini (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je sepatai metoda ke stanoveni protéima zaklad odliSné molekulové

hmotnosti, pi které se upldiuje elektrické pole.

Z obnoveného a centrifugovaného (3000 x g po dobu ndinut) vzorku miléka
bylo odpipetovano 25@I do ependorfové zkumavkyjiigano 25ul 2-merkaptoetanolu,
50 ul 20% SDS a 175l vzorkového pufru. Promichany vzorek byl ptem @i teplot

100 °C po dobu 10 minut na suchém blokovém termosiatakto pipraveného vzorku
bylo nanaSeno 2@l do predem pipraveného gelu. Gel pro elektroforézu byl sestaven
Zz 15% sepatmiho a 5% koncentéaiho gelu. Po doputovaséla elektroforézy ke spodni
hranici separniho gelu byl proces ukdan, koncentréni gel byl odstragn a separkmi

byl zpevreén fixatnim roztokem a nasledmbarven.

Gel byl vyhodnocen pozitim programu Ultra Quant &.0vrysledky jsou prezentovany

jako dendrogramy. [50, 51]

5.3.7 Stanoveni vyuZzitelného lysinu

K 0,1 g suSeného miéka byigan 1 ml 8% (w/v) hydrogenukiiianu sodného. Vzorek
byl radre promichan a poté nechan 10 minut statenabylo gidano 1,5 ml 3%
FNDB (v/v) rozpu&ného v etanolu. Po zazatkovani byl vzoieipén pi pokojove teplat

2 hodiny a na vodni lazni byl ze vzorku otgra etanol. Po ochlazeni nésledovala
hydrolyza a stanoveni lysinu na AAA400 analyzatstejnym postupem jakdipstanoveni

aminokyselin. [49]
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky jsou uvaghy jako aritmeticky pimér ze Sesti provedenych analyz. Odhad
vzniklych nahodilych chyb dhem ng€feni je uveden jako shrodatnd odchylka
za vysledkem (@mer + S. D.). Vypdaet vysledk byl proveden pomoci zadanych funkci

a vzord@ programu Microsoft Office Excel 2003.

Tabulka 6: Vysledky stanoveni WPNI indexu |. skiegiciho pokusu [mg WPN™

Vzo- A B C D
rek/skladovani

0 dni 1,720+0,001 1,720+0,001 1,720+0,001 1,720+0,001

14 dni 2,415+0,003 2,135+0,005 3,842+0,050 3,255+0,006

27 dni 2,250+0,002 2,711+0,003 4,525+0,003 2,998+0,001

41 dni 3,574+0,050 3,255+0,001 4,385+0,006 4,424+0,004

67 dni 3,992+0,001 4,917+0,006 4,888+0,001 4,521+0,003

Tabulka 7: Vysledky stanoveni WPNI indexu II. sidadciho pokusu [mg WPN'

Vzo- E F G H
rek/skladovani

0 dni 2,900+0,001 2,900+0,001 2,900+0,001 2,900+0,001
14 dni 2,250+0,022 3,830+0,050 4,950+0,005 2,740+0,004
27 dni 3,170+0,050 4,470+0,003 4,430+0,001 4,130+0,005
41 dni 3,460+0,005 4,750+0,001 4,460+0,002 4,290+0,020
67 dni 3,580+0,040 4,920+0,005 4,950+0,006 4,380+0,006
83 dni 4,030+0,007 5,160+0,008 5,300+0,006 4,590+0,007
97 dni 4,300+0,023 5,480+0,014 5,560+0,005 4,780+0,008

Hodnoty WPNI pro relativni vihkosti 23 % a 43 %spo 67 dnech skladovani na stejné

arovni a je tedy mozno vyvodit z&y Ze relativni vihkost nematipdlouhodoljSim

skladovani vliv na z&nu WPNI. Vliv vlhkosti se projevil v prvnich dnedkladovani,

kdy jsou patrné vyrazné zmy WPNI @i relativni vihkosti 43 %. Prvni skladovaci pokus
probihal pi teplo& 37 °C a druhy # teplot 20 °C. Jak je patrno z tabulek 6 a 7, neni vliv

teploty skladovani vyrazny.
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Prezentovand data mohou vést ké&ay Zze vyznamgsi vliv na hodnoty WPNI,

krom¢ vyrobnich podminek, méiedevsim obsah tuku a dalSim spdkgbicim faktorem

je délka skladovani. Podminky, za kterych jsou kyarskladiny, nemaji vyrazny vliv

na hodnoty WPNI.

Tabulka 8: Vysledky stanoveni indexu rozpustnogiokusu [ml nerozpustného podilu]

Vzo- A B C D
rek/Skladovani

0 dni 1,050+0,001 1,050+0,001 1,050+0,001 1,050+0,001

14 dni 1,300+0,001 1,300+0,001 1,100+0,002 1,200+0,002

27 dni 1,000+0,001 0,800+0,004 0,750+0,032 0,850+0,004

41 dni 1,650+0,015 2,100+0,001 1,750+0,035 2,000+0,001

67 dni 1,750+0,001 2,200+0,002 2,500+0,002 2,150+0,002

Tabulka 9: Vysledky stanoveni indexu rozpustndspdkusu [ml nerozpustného podilu]

Vzo- E F G H
rek/Skladovani

0 dni 1,838+0,001 1,838+0,001 1,838+0,001 1,838+0,001
14 dni 1,750+0,001 2,000+0,001 1,800+0,002 1,150+0,002
27 dni 2,000+0,001 1,800+0,003 2,500+0,001 1,800+0,008
41 dni 2,050+0,005 1,800+0,032 2,600+0,050 2,000+0,001
67 dni 2,300+0,008 2,000+0,004 3,000+0,004 2,500+0,004
83 dni 2,500+0,005 2,500+0,007 3,500+0,007 2,800+0,007
97 dni 2,700+0,007 2,700+0,004 3,800+0,004 3,000+0,004

Béhem skladovani dochazi ke zvySovani indexu rozpgstnRi skladovani za vysSich

teplot a relativnich vilhkosti doSlo ke sniZeni msposti po 27 dnech, zatimco
pii pokojove teplat skladovani je pokles ihned po 14 dnech. Poklégenbyt zgisoben
ustanovenim rovnovahy v systémii¢pmz dosazeni rovnovazného stavu za vysSich teplot
trva delSi dobu. Zgmy rozpustnosti mohou byt é#pobeny krystalizaci amorfni laktosy,
ktera velmi snadno absorbuje vihkost. Za norméapiaty je ¥tSina laktosy ve form
monohydratu a proto je ustaveni rovnovahy rychle@iorSeni rozpustnosti vlivem

puasobeni relativni vihkosti je vyra#$i. Béhem skladovani za vysSich teplot doslo
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také ke zminé barvy prasku vlivem probihajicich Maillardovychakei. Vznikajici

produkty mohly byt rovéZ faktorem, ktery se na zvysujicim indexu rozpustinmodilel.

Skladovani @ relativni vihkosti 43 % ma prokazatelny vliv nesah nerozpustného podilu

suSeného mléka a to bez ohledu na teplotu skladlovan

Vzorky D a H, jez byly skladovany zarigptupu s¥tla, nely stejny trend zrny

rozpustnosti jako vzorky A a E. Dalo by se téfty, Ze slunéni z&eni nema na index roz-

pustnosti vliv.

Zmeny rozpustnosti mohou byt také do jisté miry owiny obsahem tuku a targdevsSim

tuku volného, ktery obalujeastice suSeného miléka a tim zhorSuje jejich rompsst

Vyraznym faktorem, ktery ovliwje mnozstvi rozpustného podilu, jeegevSim pouzita

technologie suseni. Z prezentovanych dat v tabbliaa 9 je patrné, Ze relativni vihkost

43 % ma vyrazny vliv na zhorSeni rozpustnosti, &ter dale podporovana dlouhodobym

skladovanim vzorku.

Tabulka 10 : Vysledky stanoveni —SH skupin |. sklatiho pokusu [absorbance]

Vzo- A B C D
rek/Skladovani

0 dni 0,141+0,020 0,141+0,020 0,141+0,020 0,141+0,020

14 dni 1,177+0,091 1,572+0,0733 0,534+0,038 1,853+0,025

27 dni 0,268+0,178 0,218+0,055 0,262+0,113 0,655+0,062

41 dni 0,255+0,051 0,421+0,152 0,437+0,288 1,201+0,001

67 dni 0,635+0,041 0,747+0,076 1,265+0,056 1,160+0,06

Tabulka 11: Vysledky stanoveni —SH skupin |l. skhaaliho pokusu [absorbance]

Vzorek E F G H

0 dni 0,269+0,016 0,269+0,016 0,269+0,016 0,269+0,016
14 dni 0,349+0,003 0,722+0,001 0,333+0,005 1,634+0,001
27 dni 0,208+0,008 0,175+0,019 1,034+0,171 0,021+0,007
41 dni 0,132+0,003 0,573+0,091 0,986+0,461 0,106+0,001
67 dni 0,933+0,002 0,276+0,001 0,839+0,005 0,344+0,003
83 dni 0,391+0,016 0,373+0,002 0,704+0,002 0,611+0,013
97 dni 0,486+0,003 0,413+0,005 0,834+0,004 0,854+0,004
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Studie uvedena v Jouralu of Dairy Science (200€)),j¢ sodasti metodiky, prokézala,

Ze do dosaZeni &ité teploty dochazi ke zvySovani aktivity — SH sikup po dosazeni

teploty 90 °C aktivita klesa. Nicmérvysledky uvedené vipdkladané praci tento trend

nepotvrzuji. Vysledky nejsou homogenni a nelzech myvozovat zadné zéry. Valcow

susené mléko vypada

jako

nevhodny substrat

pro ot

—SH  skupin.

Jelikoz —SH skupiny souvisi s obsahem sirnych akyselin a pedevSim methioninem

a cysteinem, je lepSi z&iit se na stanoveni jednotlivych aminokyselin.

Tabulka 12: Vysledky stanoveni obsahu vody I. sidadiho pokusu [% (w/w)]

Vzo- A B C D
rek/Skladovani
0 dni 1,720+0,002 1,720+0,002 1,720+0,002 1,720+0,002
14 dni 2,468+0,010 2,010+0,021 4,119+0,004 3,197+0,001
27 dni 2,862+0,003 2,151+0,002 4,358+0,001 3,837+0,001
41 dni 3,222+0,001 3,378+0,013 5,104+0,002 4,248+0,004
67 dni 3,728+0,005 4,214+0,001 5,822+0,002 4,565+0,001
Tabulka 13: Vysledky stanoveni obsahu vody II. d&laaciho pokusu [% (w/w)]
Vzo- E F G H
rek/Skladovani
0 dni 3,276+0,002 3,276+0,002 3,276+0,002 3,276+0,002
14 dni 3,276+0,014 3,398+0,002 3,450+0,002 3,278+0,001
27 dni 3,381+0,025 3,401+0,002 3,613+0,00% 3,384+0,015
41 dni 3,410+0,009 3,515+0,008 3,691+0,006 3,430+0,001
67 dni 3,487+0,009 3,594+0,005 3,739+0,004 3,505+0,001
83 dni 3,508+0,002 3,649+0,011 3,861+0,013 3,532+0,005
97 dni 3,617+0,014 3,784+0,021 4,011+0,008 3,690+0,007

V prab¢hu 1. skladovaciho pokusu doslo ke zvySeni obsaldy.vStejny rostouci trend

obsahu vody ve vzorcich

v

je patrny také z vysledl.

Béhem skladovani ip vysSi teplot dochazi k rychlejSimu na@stu vihkosti vzork,

skladovaciho pokusu.

kterd je navic umod@ma vlivem relativni vihkosti progdi. Ri skladovani za relativni
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vihkosti 43 % jsou zrmy obsahu vody velmi prudké, zatimca pizSich relativnich

vihkostech nedochazi k tak rapidni vaziody nacastice mléného prasku.

Vyrazny vliv slun€niho zdeni na obsah vody nebyl prokazan, jak je mozné& adabulek
12 a 13.

Za hlavni faktor, ktery ovlituje obsah vihkosti v suSeném mléce, je mozno beresp
ozn&it vihkost okolniho prosedi. Vihkost praSku je také vyrazmovlivnéna teplotou
skladovacich prostor, kdy teplota prépddobrg umoziuje lepSi vaznost vody
ze skladovaného prdsti. Se zvySujicim se obsahem vody v suSeném miéze dojit
ke snadgSimu plesni¢ni, lepSimu fistupu mikroorganiziin ke znénam barvy, chuti

a ztréag nutricnich latek.
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l. skladovaciho pokusu [g

Vysledky stanoveni jednotlivych ami

Tabulka 12
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Vysledky stanoveni jednotlivych ami
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| presto, Ze analyza jednotlivych aminokyselin proldhaltSi ¢asovou prodlevou
nez stanoveni ostatnich parametrnebyly prokadzany vyrazné zmy v obsahu
aminokyselin. U I. skladovaciho pokusu byl nejvydBsah aminokyselin naffen po 27
dnech skladovanitprelativni vihkosti 23 %, ficemz po 57 dnech skladovani byly hodnoty
nejvyssi u vzorku skladovaného dle navodu vyrobde.ll. skladovaciho pokusu
byl nejvySSi obsah aminokyselin sledovan po 27 ad@&ch skladovani, po 67 dnech
skladovani to bylo u vzorkuiprelativni vihkosti 23 %. Lze tedsici, Ze pokud je suSené
mléko skladovano tak, jak udava vyrobce, dochaziejtnenSimu poklesu obsahu
jednotlivych aminokyselin. Pokud je vzorek skladoy#i vysSi relativni vihkosti, dochazi
pravdEpodobré k nejvysSim ztratam. Vysledky I. skladovaciho makunaji nizSi hodnoty
aminokyselin nez skladovaci pokus Il. Jsou-li vyoskladovany fi vysSich teplotach,

pozorované ztraty jsou vyssi.

Studie Blocka a kol. (2002) prokazovaly 10-ti %anr tryptofanu a argininu. Mign
snizeny byl obsah prolinu a tyrosinu. Ztrata histigd leucinu a kyseliny glutamoveé

byla pozorovana pouze u suseného mléka,p0,57 [52].
Hodnoty prezentované Blockem a kol. jsou i@olsrovnatelné s vysledky skladovacich
pokusi v predkladané praci. 10-ti % ztraty argininu byly pams@ny vzdy pouze u vzoik

skladovanych $ 37 °C.U niZSich teplot se tento trend nepotvrdil.
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Obrazek 4 : Dendrogram |. skladovaciho pokusu
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Z dendrogramu pro |. skladovaci pokus je patrnosge/zorky v ramci doby skladovani
vyrazre liSily. Kontrolni vzorek a vzorek skladovanyipelativni vihkosti 23 % maji
po 27 dnech skladovani shodny proteinovy profierktse nepati liSi od p@&atku
skladovani. Profil vzorku D po 27 dnech skladov&gri vSak velmi vyrazn pribliZil
vzorkim A a B po 57 dnech skladovani, zatimco vzorekdpu celou dobu skladovani
podobny proteinovy profil. Ze ziskanych vyslédk mozno konstatovat, Ze sléné z&eni

do jist¢é miry urychluje degradaci prot&naniz by se zrnil obsah jednotlivych
aminokyselin.

Relativni vihkost 43 % taktéZz umiage degradaci, nicmérdelSi doba skladovani uz nema
na rozpad proteinna jednotlivé frakce vyrazny vliv, coZ je z dergh@mu dobe patrné.
Zvolena nizsi vlhkost skladovani 23 % neprokazaleazny vliv na zminu proteir,

jelikoz zmeny jsou v korelaci s kontrolnim vzorkem A.
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Obrazek 5: Dendrogram II. skladovaciho pokusu
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Il. skladovaci pokus poskytuje podobné vysledkyjdkndrogram pro |. zvolenou skupinu

skladovanych vzork je zde patrny vliv podminek a doby skladovanirazygji se vSak

projevuje vliv nejen slurimiho zdeni, ale také vihkosti. Relativni vihkost 43 % wiilije

rozpad proteih na jednotlivé frakce az po dobu 67 dni i gkladovani uz neni vliv

vihkosti patrny. Kontrolni vzorek E a vzorek F msiéjreé jako u I. skladovaciho pokusu

podobny profil. Na zakladvysledki SDS-PAGE je tedy moznidci, Ze k ugitym zmenam

proteinovych frakci dochazi vlivem slumého zdeni a msobeni relativni vihkosti

kolem 43 %.
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Tabulka 14: Vysledky stanoveni zreagovaneého lykiskladovaciho pokusu

Skladovani/Hodnoty Zreagovany lysin % z celkovéhoykinu
0 dni 0,710+0,220 4,92
A 0,747+0,220 5,10
27 dni B 0,865+0,220 5,75
C 1,014+0,220 8,40
A 0,790+0,220 517
67 dni B 0,792+0,220 5,90
C 1,066+0,220 9,59

Tabulka 15: Vysledky stanoveni zreagovaneho lyHirskladovaciho pokusu

Skladovani/Hodnoty Zreagovany lysin % z celkovéhoykinu
0 dni 0,680+0,098 3,38
E 0,770+0,540 3,97
27 dni F 0,800+0,560 4,21
G 0,740+0,080 4,58
H 0,930+0,121 4,87
E 1,030+0,143 4,54
F 1,2604+,560 6,99
67 dni G 1,170+0,540 8,12
H 1,410+0,210 8,30
E 1,580+0,320 9,54
97 dni F 2,000+0,087 12,07
G 1,920+0,970 14,14

V piipact |. skladovaciho pokusu hodnoty vyuzitelného lyskiesaly, gicemz nejvyssi
pokles byl pozorovan ip relativni vlhkosti skladovani 43 %. JelikoZz hotino
pii skladovani za relativni vihkosti 23 % sélig neliSi od standardnich podminek, Ize
usoudit, Ze vy3Si relativni vihkost a teplota vykazsniZzuje vyuZitelnost lysinu.
U IIl. skladovaciho pokusu byl rovh pozorovan zvySujici se trend hodnotj¢cemz
nejwtsi zmeény byly pozorovany $ skladovani za ifistupu sétla. Fi nizSi teplo¥

skladovani nebyl pozorovan vyrazny vliv relativitikosti na vyuzitelnost lysinu.
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Studie provedena Malecem (2001) prokazala, Ze hozkkace lysinu byl vyzriaé vyssi
vyuzitelného lysinu bylo registrovanoripaktivité vody 0,98. B teplo€ 37 a 50°C
byla vyuZzitelnost lysinu nefiiSi @i aktivité vody 0,52. [53]

Vysledky studie provedené Malcem (2001) prokazliyi wihkosti a teploty na vyuzitelnost
lysinu. Hodnoty prezentované Malcem jsou i@olsrovnatelné s vysledky skladovacich
pokusi v predkladané préaci. Lze tedyci, Ze na vyuZzitelnost lysinu ma vliv skladovani
za vySSich teplotip vySSich vihkostech, kdy dochazi k vyraznému Ubydguzitelného
lysinu.

Pri nizSich teplotach skladovani nema relativni vltkeyrazny vliv na zrmy lysinu.
DalSim faktorem, kteryisobi na zrény vyuzitelného lysinu, se ukazuje sldnez&eni.
Duvodem niize byt rychlejSi postup oxidaich zngn tuku a pravépodobna vzajemna

reakce oxidénich produkd s lysinem.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo posoudit &my proteiri v suSeném plnotmém mléce

pii raznych podminkach skladovani. Zny proteiri byly sledovany jako dusik
nedenaturovanych syrovatkovych profeiv suSeném mléce (WPNI index), index

rozpustnosti, tepefaaktivované —SH skupiny, jednotlivé aminokyselinyyaiZitelny lysin.

Jednotlivé proteiny byly rowz separovany elektroforézou (SDS-PAGE).

VySSi teplota skladovani vzorku se projevila zvygeobsahu vody a vyuzitelnosti lysinu
a také ztraty jednotlivych aminokyselin byly u viyE&plog skladovani vyssi. Naopak vliv

skladovaci teploty seibec neprojevil u R¥eni indexu rozpustnosti.

Relativni vihkost 43 % ®a negativni dopad na vyuZitelnost lysinu, obsainglivych
aminokyselin a row¥ rozpad proteiln na jednotlivé frakce stanovovany metodou
SDS-PAGE byl p této relativni vihkosti vySSi. Naopak index rosmosti a obsah vody

s rostouci relativni vihkosti rostl.

Vliv slunetniho zdeni se projevoval snizenim vyuZitelnosti lysiniakét rozpad protein

na jednotlivé frakce byl vlivem slutieiho z&eni vyssi.

Délka skladovani se nejvice projevila wiami WPNI indexu. Podminky skladovani
nently na WPNI index vliv a zrény hodnot byly pozorovany pouzéi gvysujici se dob
skladovani. Row¥ u SDS-PAGE byly vysledky vzoikv ramci doby skladovani vyragn

odliSné. Dlouhodobym skladovanim dochazi i ke z&irgozpustnosti vzorku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

CD

DEAE

FAD

FMN

HI-HPLC

NMR

RP-HPLC

S.D.

SDS-PAGE

UHT

WPNI

Cirkularni dichroismus.

Diethylaminoethylcelulosova kolona.

Flavinadenosindinukleotid.

Flavinmononukleotid.

Vysokowinna kapalinova chromatografie zaloZzena na hydmfotierakci.
Nuklearni magneticka resonance.

Vysokotinna kapalinova chromatografie na reversni fazi.

Sndrodatna ochylka.

Sodium dodecylsulfat polyakrylamidova gelova elekiréza.
Vysokotepelny otev.

Dusik nedenaturovanych syrovatkovych prdigiatwného mléka.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 59

SEZNAM OBRAZK U

Obrazek 1: KaseiNnOVA MICEIA.........c.uui it e e 17
Obrazek 2: Struktura prasku sprejeuseného mléka...............coovvv i iiiinnnns 28
Obrazek 3: Struktura prasku valéosuSeného mléka....................ccoiiiiinnn .29
Obrazek 4: Dendrogram |. skladovacino poKUSU.............c.ceeovciiiiiiiiiiiie e 49

Obrazek 5: Dendrogram Il. skladovaciho pokusu............cccccevivvieviiine el 50



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 60

SEZNAM
Tabulka 1:
Tabulka 2:
Tabulka 3:
Tabulka 4:
Tabulka 5:
Tabulka 6:
Tabulka 7:
Tabulka 8:
Tabulka 9:

Tabulka 10

Tabulka 11:

Tabulka 12:

Tabulka 13:

Tabulka 12:

Tabulka 13:

TABULEK

Chemické slozeni mIEKa .............coiiiiiii i e e 10
Obsah protairu riznych plemen krav [%0] .......cccoovvieiii i, 23
Charakteristika VZarK........ ... 33
Podminky skladoVaANni..............oeii i e 33
Klasifikace tepelné degradace prdt@ing-g* prasku]...................vv.....37
Vysledky stanoveni WPNI indexu I. skiealciho pokusu [mg WPN7.....41

Vysledky stanoveni WPNI indexu II. sldadciho pokusu [mg WPN*....41

Vysledky stanoveni indexu rozpustnoptthusu [ml nerozpustného podilu]..42

Vysledky stanoveni indexu rozpustndspdkusu [ml nerozpustného podilu42

: Vysledky stanoveni —SH skupin |. skisdwho pokusu [absorbance]........ 43
Vysledky stanoveni —SH skupin Il. skiaaciho pokusu [absorbance]....43
Vysledky stanoveni obsahu vody |. skd@diho pokusu [% (W/w)]........... 44
Vysledky stanoveni obsahu vody Il. d&leaciho pokusu [% (W/w)]......... 44
Vysledky stanoveni jednotlivych aminsddn |. skladovaciho pokusu

[ KGT oo e e 4B

Vysledky stanoveni jednotlivych aminsdyn 1. skladovaciho pokusu

................................................................................................................ 47
Vysledky stanoveni zreagovaného lykiskladovaciho pokusu......... 51

Tabulka 14:

Tabulka 15:

Vysledky stanoveni zreagovaného lyHirskladovaciho pokusu ............ 51



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

61

SEZNAM PRILOH

Ptiloha I: Grafické zobrazeni zm béhem skladovéni pro jednotliva stanoveni



Graf 1: Vysledky stanoveni WPNI indexu |. skladavacpokusu
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Graf 2: Vysledky stanoveni WPNI indexu Il. skladoNe pokusu
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Graf 3: Vysledky stanoveni indexu rozpustnostkladovaciho pokusu
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Graf 4: Vysledky stanoveni indexu rozpustnostskladovaciho pokusu

Index rozpustnosti
[ml nerozpustného

podilu]

Vysledky stanoveni indexu rozpustnosti
II. skladovaciho pokusu

&

v

—e—Vzorek E
—m—Vzorek F
Vzorek G
Vzorek H

0 dni

14dni 27dni  41dni 67dni 83 dni

Doba skladovani

97 dni

Graf



Graf 5: Vysledky stanoveni obsahu vody |. skladdvag@okusu
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Graf 6: Vysledky stanoveni obsahu vody Il. skladikea pokusu
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Graf 7: Vysledky stanoveni zreagovaneého lysirakladovaciho pokusu
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Graf 8: Vysledky stanoveni zreagovaného lysingkladovaciho pokusu
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