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ABSTRAKT

Proteiny jsou nepostradatelnou soucasti ve vyzivé ¢lovéka. Byla provedena analyza
proteinového profilu tfi Sarzi syrt v pribéhu jejich vyroby a zréni. K analyze byly pouzity
dvé Sarze syru vyrobenych v technologickych laboratofich a jedna Sarze syrti vyrobena
v domécich podminkéch. K vytvofeni proteinovych profili byla pouzita metoda
SDS-PAGE. Na zéiklad¢ analyzy byla potvrzena degradace proteinli, zejména kaseinti, na

mensi proteiny a peptidy pii vzniku syfeniny a v prub¢hu zrani syru.

Jednotlivé Sarze se vyznamné neliSily i1 pfesto, Ze u syra z laboratofi $lo o polotvrdé
syry, zatimco u syrit z domécich podminek §lo o mekké Cerstvé syry. Nejvétsi rozdil
vykazovala Sarze syri vyrobenych v domécich podminkach, kde byly pozorovany navic
proteiny o molekulové hmotnosti pfiblizn¢ 12 kDa, které se v ostatnich Sarzich

nevyskytovaly.

Kli¢ova slova: protein, syr, mléko, SDS-PAGE

ABSTRACT

Proteins are an indispensable component in human nutrition. An analysis of
the protein profile of three batches of cheeses during their production and maturation was
carried out. Two batches of cheese produced in technological laboratories and one batch
of cheese produced in domestic conditions were used for the analysis. The SDS-PAGE
method was used to generate protein profiles. The analysis confirmed the degradation
of proteins, in especially caseins, into smaller proteins and peptides during curd formation

and during cheese maturation.

The individual batches did not differ significantly, even though the laboratory
cheeses were semi-hard cheeses, whereas the domestic cheeses were soft fresh cheeses.
The largest difference was observed in the batch of cheese produced under home conditions,
where extra proteins with a molecular weight of approximately 12 kDa were observed, which

were not present in the other batches.

Keywords: protein, cheese, milk, SDS-PAGE
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UvVOD

Proteiny jsou zékladni slozkou potravy a jejich pfijem je pro organismus velice
dalezity. Hraji klicovou roli v regulaci pfijmu potravy prostiednictvim sytosti souvisejici
s termogenezi vyvolanou dietou. Jsou dilezité pro regulaci télesné hmotnosti svym vlivem

na termogenezi a slozeni téla. [1]

Proteiny obsazené v potravindich mohou byt Zivoc¢iSného ¢i rostlinného ptvodu.
Zivoc¢isné proteiny jsou vétSinou plnohodnotné, coz znamena, Ze obsahuji esencialni
aminokyseliny v dostateéném mnozstvi. Jejich biologickd hodnota se pohybuje okolo

95 %. [2]

Stavebnimi kameny jsou aminokyseliny, které spliuji nékolik Zivotné dulezitych
funkei. Zajistuji strukturu a funkci tkéni z hlediska podplrnych struktur, enzymi
a mediatorového puisobeni. Nékteré z aminokyselin spliuji funkci dilezitych modulatori
v tkdnich, bilkoviny a polypeptidy jsou slozkami imunitnich reakci, dale plni funkci
substratli prendsejicich auchovavajicich informace a zajiStovani koordinace mezi
organovymi funkcemi. Jde o rozsahly a spolehlivy zdroj energie i v situaci, kdy zisk energie

ze sacharidu a lipidt neni dostacujici. [3]

Vyroba syra zahrnuje destabilizaci kaseinové micely v mléce enzymatickou
hydrolyzou k-kaseinové vrstvy, okyselenim na izoelektricky bod kaseinu nebo kombinaci
snizeni pH a vysoké teploty. Za vhodnych podminek podléhaji destabilizované micely
agregaci za vzniku gelu, ktery je dehydratovan na syfeninu. Nasledné v prubéhu zrani syrt
dochazi k degradaci kaseinti na jednodussi peptidy az aminokyseliny, ¢imz se zvySuje jejich

stravitelnost. [4]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 PROTEINY

Proteiny neboli bilkoviny jsou biopolymery, které plni zakladni funkce zivych
organismu. Zakladni stavebni jednotkou proteinti jsou aminokyseliny, které jsou propojeny
do polypeptidového tetézce peptidovou vazbou zobrazenou na Obrazku 1. Podle pozice
aminoskupiny rozliSujeme oa-aminokyseliny (vétSina pfirozené se vyskytujicich),
B-aminokyseliny (B-alanin) a y-aminokyseliny (GABA) znazornéné na Obrazku 2.
Geneticky je kodovano 20 proteinogennich aminokyselin, které se ptirozené vyskytuji jako

L-aminokyseliny. Podle druhu postranniho fetézce se aminokyseliny déli na:
e S alifatickym fetézcem (glycin, alanin, valin, leucin, izoleucin)
o Kyselé (kyselina asparagova, kyselina glutamova)
e Basické (arginin, lysin)
e Neutralni (serin, threonin, asparagin, glutamin)
e Aromatické a s —OH skupinou (histidin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan)
e Sirné (methionin, cystein)

e Iminokyseliny (prolin). [5]

2 1 2
R0 R o . RIO IR
H3N-C-C_ _ + H—-N-C-C_ _ —_— H3N-C4C—-N-C-C__
] \O o N -H,O ] 1o \O
H H H H| H

Obrazek 1: Vznik peptidové vazby [6]
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— A. Aminokyseliny

[a(nla]
+ % c-aminokyseliny
HsN—C7H 2-aminokarboxylove
| kyseliny (L-alanin)
CH3

coo”
P-aminokyseliny
H—C—H J-aminokarboxylové
kyseliny (B-alanin)

HaN— CHy
(l:DD_
H—C—H 3 '
[ -aminokyseliny
H—C—H d-aminokarboxylové
. | kyseliny (GABA)
HsN—C—H
| 1
H

Obrézek 2: Dé¢leni aminokyselin podle polohy aminoskupiny [5]

Kondenzaci do 10 aminokyselin se vzniklé latky oznacuji jako oligopeptidy, do 100
aminokyselin poté jako polypeptidy. Kondenzaci vice jak 100 aminokyselin vznikaji latky
oznacujici se jako proteiny (bilkoviny). Proteiny se dale déli na jednoduché obsahujici pouze
aminokyseliny, a slozené, obsahujici navic nebilkovinnou slozku. Mezi slozené proteiny
patii napt. fosfoproteiny, v nichz je esterové vdzana kyselina fosfore¢na a patii sem
napiiklad kasein nebo fosvitin. Dal§imi zastupci jsou chromoproteiny obsahujici néjaky
pigment (hemoglobin, hemocyanin), metaloproteiny obsahujici iont kovu, ktery je bud’
prenasen, nebo se uskladiiuje (transferin, ferritin), nukleoproteiny obsahujici nukleovou
kyselinu (histony v bunéénych jadrech), glykoproteiny obsahujici glykosidové vazany
sacharid (kolagen) a lipoproteiny obsahujici lipidovou slozku (LDL, HDL). [6]

1.1 Funkce a vlastnosti proteint

Proteiny plni fadu nejriznéjSich funkei v organismu. Nékteré z nich jsou stavebnim
materidlem a takové proteiny se nazyvaji strukturni. Dalsi skupinou jsou enzymy, které maji
katalytickou funkci. Mezi dal§i funkce proteinli patii naptiklad regulacni (hormony),
obranna (imunoglobulin), zasobni (kasein, ovalbumin), transportni (hemoglobin, transferin)

nebo kontraktilni (zajist'ujici pohyb — aktin, myosin).

Bilkoviny se svymi vlastnostmi vzajemné li§i. N€které z nich jsou rozpustné ve vodé
(naptiklad albuminy — v €isté vodé€, globuliny — ve zifedénych roztocich soli), které mayji

veétSinou globuldrni (kulaty) tvar. Tento tvar je dan svinutim polypeptidového fetézce
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do klubicka tak, ze hydrofobni nepolarni skupiny jsou svinuty do stiedu globule, zatimco
hydrofilni polarni skupiny k povrchu globule. Naproti tomu bilkoviny nerozpustné ve vod¢

se vyznacuji fibrilarnim (neboli vlaknitym) tvarem jako napiiklad aktin nebo myosin [7].

Jednotlivé proteiny jsou nachylné na zménu teploty, pH nebo polarity prostredi.
RozruSeni struktury bilkoviny neboli denaturace mé za nésledek docasnou nebo Uplnou
ztratu jeji funkce. Denaturace je zména sekundarni, tercialni a kvartérni struktury, pfi které
dojde k naruseni slabych vazebnych interakci a k rozvolnéni polypeptidového fetézce.
Je zpiisobena fyzikalnimi nebo chemickymi vlivy (pH, teplota, zména polarity prostiedi)
amuze se projevit naptiklad ztratou biologické aktivity, pfipadné snizenim rozpustnosti.
Naruseni struktury bilkoviny muize byt nevratné, ale i vratné zplsobenou vlivem
denatura¢niho ¢inidla. Pfi odstranéni denatura¢niho c¢inidla (napf. mocoviny) dochazi
nasledné k renaturaci, pfi které se molekula bilkoviny vrati do ptivodniho nativniho stavu

a obnov¢ biologické aktivity. [8]

1.2 Struktura proteini

Pofadi aminokyselin v bilkoviné je dano genetickou informaci. Nckteré
aminokyseliny se v polypeptidovém fetézci mohou nékolikrat po sobé opakovat, jiné mohou
byt zastoupeny vicekrat nez ostatni a dalsi nemusi byt zastoupeny viibec. Jadrem struktury
peptidl a bilkovin je patet peptidového fetézce, v niz se stale opakuje uspoiradani —CO-NH-
Co-. Na Co-atomy této patefe odd€lujici jednotlivé peptidové vazby, jsou navazany
postranni  fetézce jednotlivych aminokyselin liSici se druhem a vlastnostmi.
Pro charakterizaci proteinii je dulezitd predevSim znalost zastoupeni jednotlivych

aminokyselin. V fad¢ ptipadl je vSak nezbytna také znalost detailnéjsi struktury proteind.
Rozeznavaji se 4 Grovné struktury:
a) primarni
b) sekundarni
¢) tercialni

d) kvartern. [8]

1.2.1 Primarni struktura

Primérni struktura bilkovin je dana poradim jednotlivych aminokyselin v fetézci

bilkoviny. Podminiuje vlastnosti bilkovin a struktura rovnéz pieduruje vyssi stupeit
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organizace prostorového usporddani molekuly. Aminokyseliny jsou do polypeptidového
fetézce fazeny na zdkladé genetického kodu. [9] Geneticka informace je uloZzenda v DNA
(deoxyribonukleova kyselina) a transkripci se pfepisuje do mRNA (mediatorova
ribonukleova kyselina). Béhem nasledné translace, ktera probiha na bunécnych organelach
zvanych ribozomy, je mRNA vyuzita jako Sablona pro pieklad genetické informace
do sekvence aminokyselin. [10] Ribozomy jsou sloZeny ze dvou podjednotek, mensi a veEtsi.
Obsahuji ribozomalni RNA (rRNA) a proteiny. Mezi podjednotky ribozomu se pfi translaci
napojuje mRNA nesouci genetickou informaci, na kterou na zékladé komplementarity
naseda tRNA (transferovd RNA) nesouci pfislusnou aminokyselinu a tim dochézi k vzniku

polypeptidového fetézce. [11]

1.2.2 Sekundarni struktura

Sekundérni struktura vypovidd o geometrickém uspofadani polypeptidického
fetézce. Polypeptidové fetézce jsou schopny vytvaret rizné typy struktur, coz vyplyva
zrozlozeni atomii nebo skupin atomi obsazenych v postrannich fetézcich, které jsou
schopny tvofit nekovalentni interakce s atomy téhoZ polypeptidového fetézce nebo jinych.
Mezi nekovalentni interakce patii iontova vazba mezi aminoskupinou a karboxylovou
skupinou. Dale vodikova vazba, kterd vznikd bud’ mezi CO-skupinou jedné peptidové vazby
a NH-skupinou jiné peptidové vazby ve stejném polypeptidovém fetézci nebo mezi riiznymi
polypeptidovymi fetézci, nebo mezi hydroxylovou skupinou v postrannim fetézci
a karboxylovou skupinou jiné aminokyseliny. Polarni skupiny postrannich fetézct
aminokyselin reaguji s vodou reakci zvanou hydratace. Hydrofobni interakce vznikaji mezi
hydrofobnimi skupinami. Nositeli jsou nepolarni ¢asti molekul s malou afinitou k vodé
projevujici tendenci k asociaci, a tim dochdzi k vzristu entropie v disledku zmén

v uspofadani molekul vody obklopujici nepolarni skupiny. [9]

Proces vytvareni sekundarni struktury se nazyva sbalovani (folding) proteinu.
Probiha jiz béhem syntézy na ribozomu, kdy vlivem nekovalentnich interakci dochazi
ke sbalovani proteinu do uvedenych struktur. Jednotlivé ¢asti bilkoviny mohou mit strukturu
skladaného listu (B-skladany list), ¢i pravotocivé Sroubovice (a-helix). U a-helix dochazi
ke vzniku vodikovych vazeb mezi CO- a NH-skupinami peptidovych vazeb stocené¢ho
polypeptidového tetézce. Na kazdy zavit Sroubovice piipadaji v priméru dvé vodikoveé
vazby, které jsou uspofddané paralelné s osou Sroubovice. Stabilita Sroubovice roste
s poctem vodikovych vazeb. Na jeden jeji zavit ptipada 3,6 zbytku aminokyselin. a-helix si

lze ptredstavit jako vélec, ze kterého smérem ven tréi postranni fetézce, coz je patrné
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na Obrazku 3(A). Druhym typem sekundarni struktury je B-skladany list. Useky natazeného
polypeptidového fetézce o péti az deseti aminokyselindch jsou polozeny vedle sebe
a spojeny vodikovymi vazbami mezi CO- a NH-skupinami peptidovych vazeb, coz lze
pozorovat na Obrazku 3 (B). Postranni fetézce aminokyselin vy¢nivaji kolmo k roviné listu.
Do této struktury se mize poskladat jeden nebo vice polypeptidovych fetézcii. B-struktura

se schematicky vyznacuje plochou Sipkou, zatimco a-helix valeckem. [12]

(A) (B)
ﬁ-sklédang,? |
' list
®
L ©
) < . ®
& o/ o
L 4 0o g
® ¢ .p.;; \ )
postranni
- O &) fetézec
@J o)
*
a-helix

Obrézek 3: Sekundarni struktura — a-helix (A), B-skladany list (B) [5]

1.2.3 Tercialni struktura

Terciarni struktura, kterd je znazornéna na Obrazku 4 (A), je ddna uspofaddnim
skladaného listu ¢i pravotocivé Sroubovice do konec¢ného prostorového tvaru molekuly
bilkoviny. Tato struktura mize byt bud’ fibrilarni, ve které ptevazuji usporadané segmenty
typu o-Sroubovice nebo -struktury ¢i globularni, ve které se stfidaji uspotradané
a-Sroubovice a B-struktury s ostatnimi ¢astmi proteinu tak, ze vytvoii kompaktni klubko
kulovitého tvaru. Kromé vodikovych vazeb se na této struktuie podileji 1 iontové vazby,
disulfidické vazby nebo Van der Waalsovy sily. Spojenim riiznych polypeptidovych fetézch
vodikovymi vazbami vznikaji fibrilarni (vldknité) proteiny. Jsou-li vSak témito vazbami

vazany Casti t€hoz fetézce, ma protein globularni strukturu. Vyznamnou roli zde uplatiuji
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predevsim nekovalentni interakce postrannich fetézcii aminokyselin a jejich charakter.
Kazda postranni skupina se snazi zaujmout energeticky co nejvyhodnéj$i prostorové

uspotadani. [13]

1.2.4 Kvartérni struktura

Kvartérni struktura zobrazena na Obrazku 4 (B) vypovida o mozném vzajemném
prostorovém uspotfadani podjednotek. Jde o oligomerni proteiny slozené z nékolika
podjednotek (protomerti). Jeden protomer piedstavuje polypeptidovy fetézec. Tyto
protomery samy o sobé mnohdy nejsou biologicky aktivni. Mohou snadno disociovat (Stépit
se) a zpétné se spojovat - tyto reakce jsou vratné a rovnovazné. Sily podilejici se na kvartérni

struktufe maji nekovalentni charakter. [14]

(A) (B)

Obrazek 4: Terciarni struktura (A) [11], kvartérni struktura (B) [15]
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2 PROTEINY V MLECNYCH PRODUKTECH

2.1 Miéko

Mlékem se podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1308/2013
rozumi vyhradné bézné tekutina vylu€ovana mlécnou zladzou ziskana z jednoho nebo vice

dojeni bez toho, aby se do ni cokoli pfidavalo nebo z ni odebiralo. [16]

V mléce je obsazena piedevsim voda, déale pak laktosa, tuky, bilkoviny, mineralni
latky, vitaminy a nékteré enzymy. Pfiblizny obsah jednotlivych slozek je zaznamendn

v Tabulce 1. [17]

Tabulka 1: Ptiblizné slozeni mléka [17]

Latka Obsah [%]
Voda 87
Laktosa 4,6
Tuky 4
Bilkoviny 3,25
Mineralni latky 0,65
Kyseliny (citronova, mravenci, octova, 0,18
mlécna)

Bilkoviny tvofi velmi vyznamnou soucast mlécné suSiny. Jsou v mléce jemné
rozptyleny a tvofi tak pravy koloidni roztok. Jejich obsah v mléce zavisi predevsSim
na plemenu dojnic a na jejich zdravotnim stavu. Nejvétsi podil bilkovin kravského mléka je
tvoten kaseinem, ktery piedstavuje 80 — 90 % vSech mlécnych bilkovin. Kasein je komplex
fosfoproteinti, ktery 1ze vysraZet snizenim pH na 4,6 pfti teploté okolo 20 °C nebo pouZzitim

vhodného sytidla. [18]

MIléko skotu obsahuje ¢tyii razné frakce kaseinu, a to konkrétné asi-kasein,
as2-kasein, B-kasein a k-kasein. asi-kasein obsahuje nejvice fosforu a je hlavni slozkou
kaseinové frakce. asi-kasein je velice citlivy na pfitomnost vapenatych iontil a tvofi s nimi

nerozpustnou sul. Jeho primarni struktura je tvofena 199 aminokyselinami, zatimco
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u asz-kaseinu 207 aminokyselinami. B-kasein tvofi s vapenatymi ionty také nerozpustnou
sul, ale pouze pfii teplotich vyssich nez 1 °C. Jeho primarni struktura obsahuje
209 aminokyselin. k-kasein je glykoprotein, ktery slouzi piedevSim jako stabilizator
as-kaseinu a B-kaseinu v piitomnosti iontti vapniku, v jejichz piitomnosti tvoii rozpustné
soli. Jeho primdrni struktura obsahuje 169 aminokyselin. Molekulové hmotnosti

jednotlivych frakei jsou uvedeny v Tabulce 2. [19]

Tabulka 2: Molekulova hmotnost frakei kaseinu [19]

Bilkoviny Molekulova hmotnost [Da]
asl-kasein 23614
as2-kasein 25230

B-kasein 23 983

K-kasein 19 007

Kviili vysokému obsahu prolinu maji kaseiny konformaéné volné tercialni struktury
a jsou tak velmi stabilni vi¢i tepelné denaturaci. Kaseiny jsou v mléce agregovany
do kaseinovych micel. V jejich stfedu se nachazi molekuly asi-kaseinu, as>-kaseinu
a B-kaseinu, jejichz povrch pokryva a stabilizuje k-kasein. Struktura micel je zobrazena
na Obrazku 5. Tyto koloidni castice jsou sloZeny z pfiblizné 94 % bilkoviny a 6 %
koloidniho kalcium fosfatu, ktery obsahuje ionty vapniku, hoi¢iku, fosfaty a citraty. Micela
ma kulovity tvar a je zna¢n¢ hydratovana, protoze vaze 2 — 2,5 g vody na 1 g bilkoviny.

Je schopna rozptylovat svétlo, coz zapficinuje bilou barvu mléka. [20]
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O Submicella

Protruding
chain

— Calgium
phosphate

Obrézek 5: Kaseinova micela [21]

DalSimi proteiny v mléce jsou syrovatkové proteiny. Jsou obsaZzeny v mlééném séru
a jejich funkce v lidském organismu spociva ve tvorbé imunitniho systému jedince. Snadno
denaturuji pii zahtati a dokazi tak zadrzovat vodu ve své struktute. Na rozdil od kaseinovych

frakci netvoti micely a nejsou nadchylné ke zméné pH. [22]

Mezi zéstupce syrovatkovych proteint fadime B-laktoglobulin, a-laktalbumin, sérum
albumin a imunoglobulin. B-laktoglobulin je maly globularni protein, jehoz funkci je pfenos
retinolu (provitaminu A). Tvofi nejvyssi obsah syrovatkovych bilkovin v kravském mléce.
DalSim proteinem je hovézi sérovy albumin, ktery se do mléka dostava pravdépodobné z cév
z mlécné Zlazy a je totozny s krevnim sérovym albuminem. Jde o dileZity pfenaSe¢ riznych
latek (iontd Ca®, Zn**, Cu?", mastnych kyselin, bilirubinu, vitaminu C a n&kterych
exogennich latek). a-laktalbumin je maly kysely metaloprotein, ktery se Ucastni tvorby

laktosy. Molekulové hmotnosti syrovatkovych proteint jsou uvedeny v Tabulce 3. [17]

Tabulka 3: Molekulové hmotnosti syrovatkovych proteint [22]

Bilkoviny Molekulova hmotnost [Da]
a-laktalbumin 14 200
B-laktoglobulin 18 400
sérum albumin 10 000 — 15 000
imunoglobuliny 70 000 <
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2.2 Syr

Syrem se podle vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. rozumi mlécny vyrobek vyrobeny
vysrazenim mlécné bilkoviny z mléka plsobenim syfidla nebo jinych vhodnych
koagulacnich ¢inidel, oddélenim podilu syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim.
Za syrovatku je povazovan mlécny vyrobek vznikajici jako vedlejsi produkt pii vyrobé syri
(vCetn¢ tvarohtli, potravinaiskych kaseini a mlécné slozky uvoliiované po fermentaci

pii vyrobé jinych mlécnych vyrobku jako jogurti nebo mlécnych dezerti).

Syry jsou rozdéleny na ne€kolik typu:

a) Jako Cerstvy syr se povazuje nezrajici syr, véetné nezrajicich syrii termizovanych.

b) Jako zrajici syr lze oznacit syr, u kterého doSlo diky prokysani k dalSim
biochemickym a fyzikalnim procestim. Zrajici syry se dale déli na zrajici na povrchu,

zrajici s mazem na povrchu a zrajici v celé hmoté.

c) Plistiovy syr je definovan umélym dodanim dané kultivované uSlechtilé plisné
do syrového zakladu. Plisiiové syry se dale d€li na dvouplisiiové, s plisni na povrchu

a s plisni uvniti hmoty syra.
d) Jako taveny syr Ize oznacit syr po tepelné uprave tavenim.

e) Jako pafeny syr se povazuje prokysany syr nasledné oSetfeny horkou vodou, horkou

parou, horkym mlékem nebo horkou smetanou.

f) Jako syrovatkovy syr lze oznaCit mlény vyrobek, ktery se ziskal vysrazenim

syrovatky nebo smési syrovatky s mlékem. [23]

2.2.1 SloZeni syru

Z hlediska vyzivy jsou syry bohatym zdrojem velmi hodnotnych bilkovin, jejichz
obsah se v hotovych produktech pohybuje okolo 4 az 40 %. V syrech jsou obsazeny v§echny
esencidlni aminokyseliny pro lidskou vyzivu, které si télo nedokaze samo syntetizovat.
Proteiny v syru jsou vyznamné svou stravitelnosti, ktera Splha az k 95 %. V priibéhu zrani
syrt dochézi k tvorbé kratsich fetézct peptidii a aminokyselin. [24]

Tuk tvoti 20 — 30 % suSiny. Jsou zde mononenasycené i polynenasycené mastné
kyseliny. V mlééném tuku jsou obsazeny taky trans-mastné kyseliny. Syry obsahuji také
vitaminy a mineralni latky. Véapnik je jednim z nejvyznamnéjSich minerald, ktery se nachazi

predevsim v tvrdych a polotvrdych syrech, které obsahuji tfetinu az polovinu denniho piijmu
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vapniku. Dal§imi mineralnimi latkami obsaZzenymi ve vyznamnych mnozstvich jsou fosfor,
zinek a hot¢ik a vitaminy pfedevsim A, B2, B6 a B12. [25]

Zakladem vzniku syru je ptidani mléénych kultur. Jde zejména o startovaci mlécné
bakterie, které preménuji laktozu na kyselinu mlécnou. Mezi hlavni bakterie mlécného
kvaseni patii Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii. Je mozné ptidat i dal$i mikroorganismy za tcelem vytvofeni

organoleptickych a biochemickych zmén v pribehu zrani na syru nebo uvnitt syru. [26]

2.2.2 Technologie vyroby syri

Jednim z diivodd, pro¢ se mléko zacalo zpracovavat na syry, je jejich dlouhodobé;si
trvanlivost. ZvySeni trvanlivosti je zpisobeno predevsim fermentaci laktézy na kyselinu
mlécnou, dale pak snizenim vodni aktivity a hodnoty pH spole¢né s ptidavkem soli.

Vyroba syru probiha v n¢kolika krocich. Nejprve je mléko nutné oSetfit. Provadi se
filtrace, nasledné zchlazeni a pasterace, ktera se li§i na zéklad¢€ riznych druhii syru. Pro syry
ementalského typu se uplatiiuje rozmezi teplot 71 — 74 °C po dobu 16 s, pro nizkodohtivané
syry 75 — 78 °C a pro tvarohy, mé&kké a tvrdé syry teplota 74 — 78 °C. Nejcastéji se pouziva
tzv. Setrné pasterace, ktera se provadi pfi teploté 72 °C po dobu 15 — 30 s. Vyssi teploty se
pouzivaji malokdy, jelikoz mtize dochazet ke zhorSovani vlastnosti mléka jako je napiiklad
syfitelnost ¢i nekvalitni oddé€lovani syrovatky. Pasterace je zodpovédna za zdravotni
nezavadnost syrt, protoze diky ni dochazi k odstranéni mikroorganismi, které by mohly
zpisobit vady u zrajicich syrl. K odstranéni mikroorganismil se vyuziva také baktofugace
nebo mikrofiltrace. Principem baktofugace je odstranéni mikroorganismii odstfedivymi
silami. U mikrofiltrace se vyuziva pritoku membranou s pory o velikosti kolem 0,5 pm.
V pribéhu tepelného osetieni se provadi standardizace mléka, pfi kterém dochazi
ke smichdni smetany a odstfedéného mléka v takovém poméru, aby bylo dosazeno
pozadované tucnosti mléka. Nasledna homogenizace slouzi ke zmenSeni tukovych kuli¢ek
predstavujicich dispergovany mléény tuk. VyuZziva se pro vyrobu nékterych Cerstvych syri,
u zrajicich se vétSinou neprovadi. [27]

DalSim krokem vyroby syru je koagulace neboli srazeni kaseinu. RozliSuji se dva
typy srdzeni kaseinu. Kyselé sraZeni probihd sniZenim pH na hodnotu izoelektrického bodu
diky bakteriim mlé¢ného kvaSeni a je vyuzivano u nékterych nezralych syri, pfedev§im
u tvaroht nebo jogurti. Druhym typem je sladké (enzymatické) srazeni, pii kterém se
pouziva ke koagulaci syfidlo. Hlavni ¢asti syfidla je enzym chymosin. Spolu se syfidlem

jsou ptridany vhodné kultury, které se podileji na tpraveé pH. V disledku pasobeni sytidla
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dochdzi ke srazeni kaseinové frakce a vznika tak syfenina. V prvni fazi probih4 hydrolyza
K-kaseinu na para-x-kasein, ¢imz micely kaseinu ptichdzi o svou kompatibilitu. Ve druhé
fazi dochézi k sjednoceni micel kaseinu z divodu sniZzeni naboje. Diilezita je pfitomnost
vapenatych iontt, které je nutno dodat ve formé chloridu vapenatého. Vznikléa syfenina se
nasledné zpracovava na vhodnou velikost zrna pomoci krajeni, drobeni a n¢kdy pfihfivani
za neustalého michani. Nésledn¢ se smés premisti do formovaciho zatizeni, kde dochazi
k ziskani tvaru a prvotniho obsahu susSiny. [28, 29]

Nasledujici proces je soleni syra, diky kterému dojde ke zlepSeni chuti, povrchu syru
a konzistenci tésta. Mezi syrem a solnym roztokem dochézi k osméze a diftzi, v jejichz
disledku se usmériiuje mnozstvi vody v syru. Chlorid sodny (kuchynska stil) piechazi
dovnitt syru, zatimco syrovatka vychazi ven. Proces soleni probihd riiznou dobu v zavislosti
na druhu syru. Soleni zlepsuje stravitelnost bilkovin a je diileZitym konzerva¢nim ¢initelem.
Poslednim procesem vyroby syru je zrani. Zrani je souhrn pfemén v syru, které zptisobily
syfidlové enzymy a cinnost kultur, a jeho cilem je dosazeni pozadovaného prubéhu
mlécného kvasSeni. Pfi zrdni se rozkladdaji bilkoviny na jednodussi slozky, jako jsou
polypeptidy, peptidy a aminokyseliny. Aminokyseliny mohou pii nespravném zrani
degradovat na nevhodné az nebezpecné latky (amoniak, mocovina, kyselina maselna,
biogenni aminy atd.) Béhem zrani dochézi rovnéz k degradaci mlééného tuku na mastné

kyseliny. [30]
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3 METODY STANOVENI BILKOVIN

Stanoveni bilkovin se provadi pomoci rtiznych metod zalozenych na analytickych
principech, které ur¢i obsah bilkovin piimo nebo nepiimo. Obsah bilkovin stanovenych
pfimo se vypocita na zdklad¢ analyzy aminokyselinovych postrannich fetézct. Nepiimé
stanoveni bilkovin se naptiklad provadi stanovenim obsahu dusiku a naslednym ptfepoctem
na obsah bilkovin, popiipad¢ pomoci chemickych reakci s funkénimi skupinami proteinu.
U nékterych z metod je potieba provést nejprve extrakci bilkovin, coz miize vést

k nepiesnostem pfi stanoveni. [31]

3.1 Stanoveni Biuretovou metodou

Biuretova metoda spociva vreakci médnatych soli simidovymi skupinami
peptidovych vazeb za vzniku cerveno-fialového zbarveni komplexu. Charakteristické
zbarveni komplexu je zpiisobeno vazbou jednoho atomu médi na Etyfi atomy dusiku v silné
alkalickém roztoku. Pti kyselém pH by dochdzelo k navazani atomti mé&di na atomy kysliku
z karboxylovych funkénich skupin, pficemz by nevznikalo cerveno-fialové zbarveni.
Navazani barviva na protein zptsobi posun absorpcniho maxima z 540 az 550 nm na 560 az
570 nm. Rychlost vyvoje barvy je z poc¢atku rychld a po 5 minutich dosahne absorbance
témert své hodnoty. Reakci Ize provadét pii pokojové teplote. Se zvySujici se teplotou mirné

roste rychlost zbarveni. [32]

3.2 Stanoveni metodou dle Lowryho

Lowryho metoda je zalozena na Biuretové metodé, kterd vyuziva chelataci
meéd’natého iontu pomoci imidovych skupin peptidové vazby polypeptida v siln¢ alkalickém
prostiedi. Vznika tak cerveno-fialovy komplex. Pfi reakci s Folin-Ciocalteauovym ¢inidlem
dochdzi ke vzniku modrého komplexu v disledku redukce kyselin fosfomolybdenové
a fosfowolframové obsazenych v ¢inidle. Metoda je citlivd na pH, které je nutné udrzet

v rozmezi 10,0 — 10,5. [33, 34]

3.3 Stanoveni metodou Bradfordové

Metoda popisuje zplsob stanoveni proteinli, kterd spocivd v navdzani barviva
Coomassie Brilliant Blue G-250 na protein. Coomassie Brilliant Blue G-250 se vyskytuje
ve dvou rtiznych barevnych formach. Cervena forma se po navazani barviva na protein

zméni namodrou. Za zménu barvy jsou zodpovédné pievazné nékteré bazické
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aminokyseliny v polypeptidovém fetézci (lysin, arginin, histidin). Navazani barviva na
protein zpusobi posun absorpéniho maxima z 465 na 595 nm, a proto se sleduje zvySeni
absorpce praveé pfi maximalni vinové délce 595 nm. Jde o velmi rychlou metody, pii které
dojde k navazani barviva jiz béhem n¢kolika minut a komplex zlistava v roztoku rozptylen

relativné dlouhou dobu (ptiblizné 1 hodina). [35]

3.4 Stanoveni metodou dle Kjeldahla

Metoda dle Kjeldahla je nejcastéjsi metodou, ktera se vyuziva pii stanoveni bilkovin
v potravinach. Nejprve dochazi k mineralizaci za pouziti koncentrované kyseliny sirové
za teploty varu kyseliny, a dojde tak k prevedeni dusiku, ktery byl vazan ve formé

aminoskupiny nebo iminoskupiny, na siran amonny, coz je zndzornéno rovnicemi:

Bilkovina + H,S0, - aNH3 + b CO, + cH,0 + d S0,

2 NH3 + H2504 - (NH4)ZSO4

Po pfidani 30% roztoku NaOH dojde k uvolnéni amoniaku ze siranu amonného,
ktery se prehani vodni parou v destila¢ni aparatufe (Parnas Wagner). Amoniak se vydestiluje
pies chladi¢ do predlohy obsahujici zndmé mnoZstvi odmérného roztoku kyseliny sirove, jak

je znazornéno nasledujicimi chemickymi reakcemi:

(NH,),S0, + 2 NaOH - Na,SO, + 2 NH; + 2 H,0

2 NH3 + H2504 - (NH4)2$04

Nasleduje titrace piebytku kyseliny sirové odmérnym roztokem hydroxidu sodného
za pouziti indikatoru Tashiro nebo methylcerveii a dochazi ke vzniku siranu sodného dle

rovnice:

H2504 + 2 NaOH - Na2504 + 2 H20

Obsah dusiku se vypocte z mnozstvi spotfebované kyseliny sirové. Nasledné se
prevede na obsah tzv. hrubé bilkoviny vynasobenim ptisluSnym faktorem. Jednotlivé faktory

se 1i8i na zéklad¢ druhu potraviny. [36]
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3.5 Elektroforetické metody

V poslednich dvou desetileti zaujala elektroforéza piedni misto mezi modernimi
fyzikéalné-chemickymi metodami. Jde o relativné jednoduchy, rychly a vysoce citlivy néstroj
pro studium vlastnosti proteinti. Separace proteint elektroforézou je zalozena na skutecnosti,
Ze nabité molekuly budou migrovat matrici pfi aplikaci stejnosmérného elektrického pole,
které poskytuji ponoiené elektrody. Smes latek je délena na zéklad€ rizné pohyblivosti iontl
jednotlivych slozek smési. VétSina latek ve vodnych roztocich prechazi zménou pH

na elektricky nabité ¢astice. [37]

3.5.1 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Polyakryamidovy gel slouzi ptfedevs§im k separaci vétSich makromolekul, naptiklad
proteind. Existuje mnoho elektroforetickych metod na polyakrylamidovém gelu k feSeni
riznych problémt, ale zadnd z nich neni univerzalné pouzitelna kvtli rozmanitosti proteint
a riznym experimentalnim cilim. Nékteré z metod obsahuji latky zptisobujici denaturaci
proteind, a proto je nelze vyuzit k analyze nativnich proteini a proteind, jejichz biologickou
aktivitu je nutné zachovat. Velmi dilezZitou vlastnosti gelu je jeho poréznost. Velikost port
v gelu se fidi predevS§im celkovym mnozstvim pouzitého akrylamidu na jednotku objemu
a stupné€ zesiténi. [37]

Jednim ztypli je sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). Jedna se o elektroforetickou metodu pouzivajici se k separaci proteind
na zéklad¢ molekulové hmotnosti. Separace probihéd v polyakrylamidovém gelu s pouzitim
denatura¢niho ¢inidla SDS (sodium dodecyl sulfat). Proteiny jsou separovany na zakladé
jejich velikosti. Denaturaéni ¢inidlo SDS poruSuje kvartérni, terciarni a sekundarni struktury
a ud¢€luje jednotny zaporny naboj vSem molekuldm proteinti, které diky tomu poté v gelu
migruji ke kladné nabité elektrodé (anod¢€). Udéleni jednotného zaporného néaboje je
viditelné na Obrazku 6. SDS nedokaze redukovat disulfidické vazby, a proto se
do nanéseciho roztoku ptidava redukéni Cinidlo ditiotreitol (DTT) nebo B-merkaptoethanol
(BME). Po nasledné vizualizaci separovanych proteini v gelu se da urcit jejich relativni
molekulova hmotnost srovndnim vzdalenosti od startu migrace dané¢ho proteinu se smési

standardti o zndmé molekulové hmotnosti. [38]
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Pited SDS Nabité postranni fet&zce

Hydrofobni oblasti

Obrazek 6: Ud¢leni jednotného zaporného naboje pomoci denatura¢niho ¢inidla sodium
dodecyl sulfatu (SDS) [39]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem této bakalarskeé prace bylo analyzovat proteinovy profil u vybranych mlé¢nych
vyrobkt, konkrétné u syrt. K naplnéni tohoto cile bylo potieba nejprve zpracovat literarni
reSer$i, kterd charakterizuje slozeni mléka, technologicky postup vyroby syru, proteiny

a peptidy v mléce a syrech a metody analyzy proteini.

K vypracovani praktické ¢asti bakalaiské prace bylo tieba naplnit tyto dilci cile:
e sbér vzorkl v pribéhu vyroby a néasledné sbér vzorkl syrti v pribéhu zrani,
e zavést a zoptimalizovat elektroforetickou metodu SDS-PAGE,
e vytvofit proteinové profily vyroby 3 Sarzi syrd,

e na zéklad¢ ziskanych vysledkii formulovat zavér o zméndch probihajicich v prubehu

vyroby a zrani syra.
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5 METODIKA PRACE

5.1 Roztoky pro SDS-PAGE

30% roztok akrylamidu, 2,67 % C

Akrylamid 73 g
N,N’-methylenbisakrylamid 2g
Deionizovana voda 125 ml

Doplnit do 250 ml deionizovanou vodou. Uchovavat pii 4 °C v tmavé 1ahvi.

Pufr do zaostfovaciho/stacking gelu
Tris (SERVA) 6g
Deionizovana voda 80 ml

Upravit pH na 6,8 pomoci HCI a doplnit deionizovanou vodou na 100 ml. Uchovévat

pfi 4 °C.

Pufr do déliciho/running gelu
Tris (SERVA) 36,33 ¢
Deionizovana voda 150 ml

Upravit pH na 8,8 pomoci HCI a doplnit deionizovanou vodou na 200 ml. Uchovévat

pii 4 °C.

Vzorkovy pufr s merkaptoetanolem

Tris (SERVA) 0,0977 g
Merkaptoetanol 0,5¢g
Glycerol 1,0g

Bromfenolova modi (SERVA) 0,0l g
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Upravit pH pomoci HCI na hodnotu 6,8 a doplnit deionizovanou vodou do 10 ml. Uchovavat

pfi 4 °C.

Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue

Coomasie Brilliant Blue G-250 50 mg
95 % methanol 25 ml
85% kyselina fosforecna 50 ml
5.2 Vzorky

K analyze byly pouzity celkem 3 Sarze syrt. Prvni dvé Sarze syrii byly poskytnuty
Ustavem technologie potravin (dale oznadovany 1. a 2. $arze). Jedna se o p¥irodni polotvrdy
lisovany syr s nizkodohtivanou syfeninou. Posledni Sarze syrt byla vyrobena v domécich

podminkach a jednalo se o ¢erstvy mekky syr (dale oznacovana 3. Sarze).

V pribéhu vyroby byly sbirany vzorky mléka, syrovatky a syfeniny pro kazdou Sarzi.
Nasledné byly provedeny dva odbéry vzorku syrii v pribéhu zrani. U syri vyrobenych
v technologickych laboratofich byl vzorek odebran po dvou a tfech mésicich, u syra
vyrobenych v domécich podminkach po jednom a dvou tydnech. Sbér vzorkt je schematicky

znazornén na Obrazku 7.

r : : o 1. odbér 2. odbér
mléko syrovatka syfenina . ,
syru syru

1.a 2. 8arze | - { 2 mésice 3 mésice

hd A4 hd

_ VYROBA SYRU ZRANI SYRU
1 3
) ESjED

\
. ; Y 1. odbér 2. odbér
mléko syrovatka | | syfenina , .
- syru syru

Obrazek 7: Schéma sbéru vzorkt
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5.2.1 Zpracovani vzorki ¢erstvého mléka a syrovatky

Vzorek Cerstvého mléka a syrovatky byl inkubovan po dobu 1 hodiny pfti 40 °C.
Nasledné byla vytemperovana centrifuga na 4 °C a vzorek odsttedén 30 minut
(HERMLE Z 300 K) pti 3000x g. Poté byl odebran tuk 1Zickou a supernatant ze zkumavky
byl rozpipetovan po 1 ml do mikrozkumavek a uchovavam pfti -80 °C. Vzorky mléka
a syrovatky byly poté ziedény ptred samotnou elektroforézou na zékladé zjisténé
koncentrace proteint (viz 5.3. stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové) tak,

aby vysledné bandy v gelu byly co nejostie;jsi.

5.2.2 Zpracovani vzorki syru a syfeniny

Vzorky syru a syfeniny byly pfipraveny stejnym zplsobem jako vzorky mléka
a syrovatky s tim rozdilem, Ze nejprve bylo navdzeno 10 g syru nebo syieniny a nasledné
homogenizovano se 40 ml deionizované vody ve stomacheru (IUL) po dobu 5 minut. Poté
byl odebran tuk Izickou a supernatant ze zkumavky byl rozpipetovan po 1 ml

do mikrozkumavek a uchovavam pii -80 °C. Postup je zndzornén na Obrazku 8.

A) B) 9)

Obrazek 8: Postup zpracovani vzorkd — homogenizace (A), odstranéni tuku (B),
rozpipetovani (C)
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5.3 Stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

Ke zjisténi koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich byla provedena metoda dle
Bradfordové.

Na mikrotitra¢ni desticku bylo napipetovano 45 pl deionizované vody, 5 pl vzorku
nebo hovézi sérovy albumin a 200 pl Bradfordova cinidla. Takto ptipravené roztoky se
nechaly inkubovat po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Poté byla méiena absorbance pii
vlnové délce 595 nm.

Koncentrace hovéziho sérového albuminu pro kalibracni kiivku byly: 0 mg/mol,
0,025 mg/mol, 0,05 mg/mol, 0,1 mg/mol, 0,2 mg/mol, 0,4 mg/mol, 0,6 mg/mol, 0,8 mg/mol,
1,0 mg/mol.

5.4 Elektroforéza

5.4.1 Sestaveni aparatury

Vertikélni elektroforetickd aparatura (Mini-PROTEAN, Tetra Cell) pro ctyfi gely,
skladajici se z tanku, vika s napajecimi kabely, sestavy elektrod a tvarovanych skel byla

sestavena podle navodu ptilozeného vyrobcem.

5.4.2 Priprava gelu

Pro analyzu byl zvolen gel skladajici se z 15% déliciho gelu a 5% zaostfovaciho gelu
o tloustce 1 mm. Nejprve byl vytvofen 15% délici gel smichanim roztoki uvedenych

v Tabulce 4:

Tabulka 4: Roztoky k ptipravé déliciho gelu

Roztok Objem [pl, ml]
30% roztok akrylamidu 11,25 ml
Tris pufr, pH 8,8 5,63 ml
Deionizovana voda 5,18 ml
10% SDS (Serva) 225 pul
10% persiran amonny (Serva) 225 pul
N,N,N’",N’-tetra-metylendiamin (TEMED, 10 4l
[Serva])
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Uvedené mnozstvi odpovidéa vyrobé dvou gelti. 10% roztok persiranu amonného byl
namichén vzdy Cerstvy pted kazdou elektroforézou a spolu s roztokem TEMEDu byl ptidan
jako posledni. Nasledné byl roztok dukladné promichén a pipetovan mezi dvé skla do vysky
piiblizné 1,5 cm pod horni okraj skla. Nasledné byl gel pielit roztokem isopropylalkoholu,
aby doslo k vyhlazeni povrchu. Takto pfipraveny gel byl ponechan 40 minut pfi pokojové
teploté k tuhnuti. Nésledné byl izopropylalkohol slit a povrch gelu byl opatrné oplachnut
destilovanou vodou a vysusSen filtraénim papirem. Poté byl pfipraven 5% zaostfovaci gel

smichanim roztokii uvedenych v Tabulce 5:

Tabulka 5: Roztoky k ptipravé zaostfovaciho gelu

Roztok Objem [pl, ml]
30% roztok akrylamidu 1,36 ml
Tris pufr, pH 8,8 2,0ml
Deionizovana voda 4,6 ml
10% SDS (Serva) 80 ul
10% persiran amonny (Serva) 40 pl
N,N,N’,N’-tetra-metylendiamin (TEMED, 10 4l
[Serval))

Vysledny roztok byl opét diikladné rozmichén a pipetovan na zpolymerizovany délici
gel aZ po horni okraj skla a mezi skla vloZen hiebinek tak, aby se v gelu nenachazely bubliny
a gel se nechal opét zatuhnout. Takto pfipraveny gel byl zabalen do mokré papirové utérky

a skladovan pfi 4 °C do druhého dne.

5.4.3 Uprava vzorkii pied elektroforézou

Pted elektroforézou byly vzorky z jednotlivych sbérii upraveny dvéma zptisoby:
a) 325 ul vzorku bylo odpipetovano do mikrozkumavky, do které bylo ptidano 25 pl
merkaptoethanolu, 50 ul 20% SDS a 100 pl 10x Loading Buffer (Takara).

b) 375 pl vzorku bylo odpipetovano do mikrozkumavky, do které bylo ptidano 25 ul
merkaptoethanolu, 50 ul 20% SDS a 50 ul 10x Loading Buffer.

Vzorek byl povaten pii 97,5 °C po dobu 10 minut v suchém blokovém termostatu
(Biosan).
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5.4.4 Naneseni vzorku na gel a vlastni elektroforéza

Z gelu byl odejmut hiebinek a gel byl vlozen do elektroforetické aparatury podle
navodu. Mezi skla s gely byl nalit elektrodovy pufr tak, aby byly naplnény vSechny jamky
v gelu anasledné byl dolit elektrodovy pufr do tanku aparatury po rysku. Jamky byly
nékolikrat promyty elektrodovym pufrem pomoci nanasecich Spicek tak, aby v nich nezstal
nezpolymerizovany akrylamid. Nasledné bylo pomoci pipety s nanédseci Spickou naneseno
5 ul vzorku na jamku. Do prvni jamky bylo naneseno 14 ul komeré¢niho markeru Protein
Marker Broad Range (Thermo Fisher) a do druhé jamky 7 ul markeru Protein Test Mixture
5 for SDS PAGE (Serva).

Po naneseni vzorkd byla aparatura uzaviena vikem a piipojena ke zdroji
stejnosmérného proudu (Major Science). Pro oba gely bylo zvoleno napéti
120 V a elektroforéza probihala ptiblizné 2,5 hodiny pti 4 °C. Elektroforéza byla ukoncena
po doputovani ¢ela ke spodni hranici déliciho gelu. Zaostiovaci gel byl odstranén a délici

gel byl nasledn¢ barven dvéma metodami.

5.5 Vizualizace proteinii

Gely byly po skonceni elektroforézy barveny dvéma metodami — pomoci Coomassie
Briliant Blue G-250 a pomoci dusi¢nanu stfibrného. K barveni byly pouzity zakoupené

komer¢ni kity (ROTI Blue quick a ROTI Black P [Carl Roth]).

5.5.1 Barveni gelu pomoci Coomassie Briliant Blue

Po odstranéni zaostfovaciho gelu a vyjmuti déliciho gelu ze skla byl gel ponoten
do roztoku Coomassie Briliant Blue G-250 (ROTI Blue quick) do plastové misky a umistén
na tfepacku (Heidolph Titramax 100) po dobu 30 min. Nasledné¢ byl obarveny gel oplachnut

destilovanou vodou.

5.5.2 Barveni gelu stfibrem

Barveni stfibrem je citlivéjsi metoda, diky niZ bylo moZné pozorovat i mensi
separované peptidy na polyakrylamidovém gelu. Barveni bylo provedeno pomoci

komeréniho kitu a podle navodu od vyrobce (ROTI Black P):

1. Nejprve byl gel vlozen do fixa¢niho roztoku: 20 ml methanol+12 ml kyselina
octova+50 pul roztoku z tuby D (obsahujici formaldehyd) po dobu 1 hod pfti 4 °C.
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2.

O
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N

10.

11.

Nasledovala ptiprava dalsich roztoka ptidanim:
1 ml destilované vody do tuby A (obsahujici thiosiran sodny)

20 pl z tuby A (obsahujici thiosiran sodny) do tuby C (prazdna zkumavka) a 480 pl

destilované vody
1 ml destilované vody do tuby B (obsahujici dusi¢nan stiibrny)
3 g z tuby E (obsahujici uhli¢itan sodny) do 20 ml destilované vody.

Gel byl poté tiepan 3x10 min v roztoku 80 ml methanolu a 320 ml destilované vody.

. Dale byl gel vlozen do roztoku vytvoieného smichanim obsahu tuby A (obsahujici

thiosiran sodny) a 100 ml destilované vody po dobu 1 min.
Poté oplachnut 3x20 s ve 100 ml destilované vody.

Nésledné byl gel vlozen po dobu 40 min do impregnacniho roztoku: obsah tuby B
(obsahujici dusi¢nan stfibrny) + 100 ml destilované vody + 75 pl roztoku z tuby D

(obsahujici formaldehyd).
Gel byl oplachnut 2x20 s ve 100 ml destilované vody.

Po oplachnuti byl vloZzen do roztoku slozené¢ho z 20 ml roztoku E (obsahujici
uhli¢itan sodny), 80 ml destilované vody, obsah tuby C a 75 pl roztoku z tuby D

(obsahujici formaldehyd) na dobu do vybarveni proteint.
Po vybarveni byl gel opét oplachnut 2x20 s ve 100 ml destilované vody.

Dale byl gel vlozen do roztoku sloZzeného z 60 ml methanolu, 36 ml kyseliny octové

a 204 ml destilované vody na 2x30 s a 10 min po 100 ml roztoku.

Nakonec byl gel vloZen na 20 min do 100 ml roztoku pfipraveného v bod¢ 3.
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6 VYSLEDKY

6.1 Stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

Koncentrace proteinii u vzorkil byla provedena metoda dle Bradfordové a zjisténa
na zaklad¢ kalibracni kiivky. Na zakladé zjisténych koncentraci byly nasledné fedény
vzorky mléka a syrovatky a v ramci optimalizace byla upravovdna mnozstvi vzorkl
aplikovanych na gel.

Byla vytvofena kalibraéni fada hovéziho sérového albuminu o znamych
koncentracich. Na zéklad¢ ziskanych hodnot absorbance byla vytvofena kalibracni kiivka
graficky viditelnd na Obrazku 9. Po dosazeni do rovnice kalibraéni kiivky byly nasledné
dopocitany koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich. Hodnoty kalibra¢ni fady a ziskané

absorbance jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Kalibra¢ni fada a hodnoty absorbance

Koncentrace
[mg/mol] 0 0,025 | 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Absorbance
" 0,767 | 0,758 | 0,781 | 0,829 | 0,896 | 0,987 | 1,109 | 1,215 | 1,291
1,4
1,2
1
—
- 0,8 y =0,5467x + 0,7663
= R2=10,9941
= 0,6
3
2 0.4
-]
0,2
0
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1

koncentrace [mg/mol]

Obrazek 9: Kalibraéni ktivka
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6.2 Optimalizace piipravy standardi a vzorki

V ramci optimalizace a pro UCely predloZzené bakalaiské prace byly zkoumany
3 komeréni markery: Protein Marker Broad Range (ddle oznacovany M1), Protein Test
Mixture 5 for SDS-PAGE (dale oznacovany M2) a Color Marker Ultra-low Range (dale
oznacovany M3). Komer¢ni marker M2 byl namichan (0,001 g markeru M2 + 650 pul 60 mM
tris HCI pufr (pH 6,8) + 50 pl merkaptoethanolu + 100 pl 20% SDS + 200 pl Loading
Buffer). Komer¢éni marker M3 byl vytvofen tak, Ze nejprve byl pfipraven roztok 325 pl
60 mM tris HCl pufru (pH 6,8) + 25 pl merkaptoethanolu + 50 ul 20% SDS + 100 ul Loading
Buffer, ze kterého bylo nasledné odpipetovano 95 pl roztoku k 5 pul markeru M3. Marker
M1 nebylo potieba michat. Bylo zkouméano naneseni rtiznych mnozstvi jednotlivych

markert (Obrazek 10, 11 a 12) a poté i vzorkl syra a mléka (Obrazek 11, 12 a 13) na gel.

Dale bylo zkoumano pouziti gelu se zaostfovacim gelem a bez zaostfovaciho gelu,
jejichz vysledky jsou uvedeny na Obrazku 11 a 12. K dal$i analyze byl pouzit gel se

zaostfovacim gelem, aby bylo dosaZeno co nejostiejSich banda.

Na zéklad€ ziskanych vysledkl pro nasledujici analyzu byly zvoleny markery M1
a M2 v koncentracich M1 14 ul na gel a M2 7 ul na gel. Vzorky pro stanoveni proteinového
profilu byly poté piipraveny zptsobem (a) uvedenym v kapitole 4.2. a na gel nanaSeny

v koncentraci 5 pl na gel.

Obrazek 10: SDS-PAGE rtznych druhti markert (15% gel) barveno pomoci Coomassie
Briliant Blue G-250: 1: M1 (7 pl), 2: M1 (14 pl), 3: M1 (20 pl), 4: M1 (7 ul), 5: M1
(14 ul), 6: M1 (20 pl), 7: M2 (5 pul), 8: M2 (10 ul), 9: M2 (20 ul), 10: M2 (40 pl)
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Obrazek 11: SDS-PAGE rtznych druhtit markerti a vzorku syra 1. Sarze (15% gel bez
zaostfovaciho gelu) barveno pomoci Coomassie Briliant Blue G-250: 1: M1 (14 pl), 2: M1
(20 ul), 3: M2 (7 pul), 4: M2 (14 ul), 5: syr 1. sarze 1. odbér pripraven zptisobem (a)
(15 pl), 6: syr 1. Sarze 1. odbér pfipraven zpisobem (a) (20 pl), 7: syr 1. Sarze 1. odbér
pripraven zptsobem (a) (30 pl), 8: M3 (5 ul), 9: M3 (10 pl), 10: M1 (20 ul)

Obrazek 12: SDS-PAGE rtznych druhtit markerti a vzorku syra 1. Sarze (15% gel se
zaostfovacim gelem) barveno pomoci Coomassie Briliant Blue G-250: 1: M1 (14 pl),
2: M1 (20 pl), 3: M2 (7 pl), 4: M2 (14 pl), 5: syr 1. Sarze 1. odbér pfipraven zplisobem (a)
(15 pl), 6: syr 1. Sarze 1. odbér pfipraven zpisobem (a) (20 ul), 7: syr 1. Sarze 1. odbér
pripraven zptusobem (a) (30 pl), 8: M3 (5 ul), 9: M3 (10 pl), 10: M1 (20 ul)
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Obrazek 13: SDS-PAGE vzorku syra a mléka 1. Sarze (15% gel) barveno pomoci
Coomassie Briliant Blue G-250: 1: M1 (14 pl), 2: M2 (7 pl), 3: syr 1. Sarze 1. odbér
pripraven zptsobem (a) (5 ul), 4: syr 1. Sarze 1. odbér ptipraven zptisobem (a) (10 pl),
5:syr 1. Sarze 1. odbér pfipraven zpiisobem (a) (15 pl), 6: syr 1. SarZe 1. odbér pfipraven
zpusobem (b) (15 ul), 7: syr 1. Sarze 1. odbér ptipraven zptisobem (b) (20 ul), 8: mléko
1. Sarze ptipraveno zplisobem (a) 8x fedéné (5 pl), 9: mléko 1. Sarze ptipraveno zpliisobem
(a) 8x fedeéné (10 ul), 10: mléko 1. Sarze ptipraveno zptisobem (a) 8x fedéné (15 pl)

6.3 Vysledky stanoveni proteinového profilu v priibéhu vyroby a zrani
syri
Hlavnim cilem bakalaiské prace bylo vytvofit proteinovy profil vyroby a zrani syru.
Byly ktomu pouzity tfi Sarze syrt. 1. a 2. Sarze byly vyrobeny v technologickych
laboratofich za stejného technologického postupu, ale jinymi studenty a z jiné Sarze mléka.

3. SarZe syru byla vyrobena v domécich podminkéch.

Na gel byly postupné nanaSeny vzorky vyroby syru v takovém potadi, jak byly
postupné sbirany. Do prvni jamky bylo naneseno 14 pl markeru M1, dale 7 pl markeru M2
a nasledn¢ 5 ul vzorku v potadi mléko, syrovatka, syfenina a dva odbéry syra v prib&hu
zrani, pfi¢emz na zaklad¢ zjisténi pfilis velké koncentrace proteinli v mléce a syrovatce byly
tyto dva vzorky naneseny ve dvou riznych koncentracich. Pro vizualizaci proteind byly
pouzity dvé metody barveni, a to barveni pomoci Coomassie Briliant Blue G-250 a barveni

stfibrem.

U vzorkd vyroby syru 1. SarZe byl vyroben proteinovy profil zobrazeny na
Obrazku 14 a 15. Porovnénim se standardy o pfesné¢ znamé molekulové hmotnosti byly

prifazeny molekulové hmotnosti jednotlivych odd€lenych proteinti a nasledné bylo uréeno,
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o jaky protein se s nejvetsi pravdépodobnosti jednd. Ve vzorku mléka byly pozorovany
proteiny o molekulovych hmotnostech ptiblizné 29 kDA a 22 kDa a jedna se pravdépodobné
o frakce kaseinu. Dale k-kasein o molekulové hmotnosti 20 kDa, B-laktoglobulin ¢i sérovy
albumin o molekulovych hmotnostech okolo 18 kDA a sérovy albumin ¢i a-laktalbumin
o molekulovych hmotnostech piiblizné 10 kDa. Nejvétsi mnozstvi predstavovaly frakce
kaseinu a sérového albuminu. Ve vzorku syrovatky bylo zaznamenano vyrazné¢ mensi
mnozstvi frakci kaseinu o molekulové hmotnosti ptiblizn¢ 22 kDa a naopak znacné vétsi
mnozstvi B-laktoglobulinu o molekulové hmotnosti 18 kDa a znacné mnoZzstvi sérového
albuminu ¢i a-laktalbuminu o molekulové hmotnosti 10 kDa. Ve vzorku syfeniny je patrné
veétsi mnozstvi frakci kaseinu, které je vSak zaroven vyrazn€ mensi nez u vzorku mléka. Dale
byly pozorovany proteiny o molekulové hmotnosti pfiblizné 18 kDa, a jednd se
pravdépodobné o B-laktoglobulin nebo jiz degradované proteiny z kaseinu. Opét byly
pozorovany proteiny sérového albuminu ¢i a-laktalbuminu o molekulové hmotnosti 10 kDa.
V naslednych vzorcich syru odebranych v pribéhu zrani byla viditelna degradace kaseint
na proteiny ¢i peptidy o mensich molekulovych hmotnostech. Opét byl zaznamenén protein
o molekulové hmotnosti okolo 10 kDa a jeho mnoZstvi je srovnatelné s ostatnimi vzorky.

Mezi vzorky syri odebranych po dvou a tiech mésicich zrani nejsou patrné zadné rozdily.

Obrazek 14: Proteinovy profil vyroby syru 1. Sarze metodou SDS-PAGE (15% gel)
barveny pomoci Coomassie Briliant Blue G-250: 1: M1 (14 pl), 2: M2 (7 pul), 3: mléko
8x fedéné (5 pl), 4: mléko 10x fedéné (5 ul), 5: syrovatka 2x fedéna (5 ul), 6: syrovatka
4x tedéna (5 pl), 7: syrovatka 6x fedénd (5 pl), 8: syfenina (5 pl), 9: syr 1. odbér (5 pl),

10: syr 2. odbér (5 ul)
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Obrazek 15: Proteinovy profil vyroby syru 1. Sarze metodou SDS-PAGE (15% gel)
barveny pomoci dusi¢nanu stfibrného: 1: M1 (14 pl), 2: M2 (7 pl), 3: mléko 8x fedéné
(5 pl), 4: mléko 10x fedéné (5 pl), 5: syrovatka 2x fedéna (5 pl), 6: syrovatka 4x fedéna

(5 pl), 7: syrovatka 6x fedéna (5 pl), 8: syfenina (5 pl), 9: syr 1. odbér (5 pl), 10: syr

2. odbér (5 pl)

Proteinovy profil syrii 2. SarZe je uvedeny na Obrazku 16 a 17. Jak je patrné, ziskany
profil je velice podobny 1. Sarze. Rozdil je patrny ve vzorku syrovatky, kterd obsahuje vétsi
mnozstvi kaseinovych frakci. Ve vzorku syfeniny bylo pozorovano nékolik proteinti
o molekulovych hmotnostech 20 — 15 kDa, coz vypovida o degradaci kaseind. U vzork syru
odebranych po dvou a tfech mésicich zrani je patrnd degradace kaseinli na jednodussi
proteiny nebo peptidy, které se pohybuji o molekulové hmotnosti 20 — 10 kDa. Degradace
je mnohem vyraznéjsi nez u vzorku syfeniny, ale mezi odbéry po dvou a tfech mésicich se

proteinovy profil témé&f nelisil.
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Obrazek 16: Proteinovy profil vyroby syru 2. Sarze metodou SDS-PAGE (15% gel)
barveny metodou Coomassie Briliant Blue G-250: 1: M1 (14 pl), 2: M2 (7 pl), 3: mléko
10x fedéné (5 pl), 4: mléko 15x fedéné (5 pl), 5: syrovatka 2x fedéna (5 pl), 6: syrovatka

4x tedéna (5 pl), 7: syfenina (5 pl), 8: syr 1. odbér (5 ul), 9: syr 2. odbér (5 pul), 10: mléko
20x fedeéné (5 pl)

Obrazek 17: Proteinovy profil vyroby syru 2. Sarze metodou SDS-PAGE (15% gel)
barveny pomoci dusi¢nanu stiibrného: 1: M1 (14 pul), 2: M2 (7 pl), 3: mléko 10x fedéné
(5 pl), 4: mléko 15x tedéné (5 pl), 5: syrovatka 2x fedeénd (5 pl), 6: syrovatka 4x fedéna

(5 ul), 7: sytenina (5 pul), 8: syr 1. odbér (5 pl), 9: syr 2. odbér (5 pul), 10: mléko 20x fedéné
(5 ub)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

U vzorku syrt 3. Sarze zobrazenych na Obrazku 18 a 19 byly zaznamenany podle
oc¢ekavani nékteré rozdily od piedchozich dvou Sarzi. U vzorku mléka byl na rozdil
od predchozich Sarzi pozorovan protein o molekulové hmotnosti pfiblizn¢€ 12 kDa. Miize se
jednat o néktery ze syrovatkovych proteinti naptiklad sérovy albumin ¢i a-laktalbumin.
Ve vzorku syrovatky se vyskytoval znaény obsah proteinii 0 molekulové hmotnosti piiblizné
70 kDa a 65 kDa, a pravdépodobné se jednalo o imunoglobuliny. U vzorku syfeniny nebyly
témet patrné frakce kaseinil, ale velmi vyrazn€ zde byly pozorovany na rozdil
od pfedchozich SarZi proteiny o molekulové hmotnosti pfiblizné 12 kDa, stejn¢ jako u mléka.
Stejné proteiny byly pozorovany i u obou odbérti syrt v pribéhu zrani. U syfeniny i obou
odbérti syri po jednom a dvou tydnech zrani je zna¢né viditelna degradace na jednodussi
proteiny ¢i peptidy a vzorky odebrané v pribéhu zrani se stejné jako u pfedchozich vyrazné
neliSily. Pii pouZiti metody barveni stfibrem lze pozorovat i mensi proteiny a peptidy, jelikoZ
jde o citlivéjsi metodu nez barveni pomoci Coomassie Briliant Blue G-250. Na Obrazku 19
je patrny protein u vzorkl syru o molekulové hmotnosti pfiblizné 14 kDa, ktery pii pouziti

Coomassie Briliant Blue G-250 nebyl pozorovan.

Obrazek 18: Proteinovy profil vyroby syru 3. Sarze metodou SDS-PAGE (15% gel)
barveny metodou Coomassie Briliant Blue G-250: 1: M1 (14 ul), 2: M2 (7 ul), 3: mléko
10x fedéné (5 pl), 4: mléko 15x fedéné (5 pl), 5: syrovatka 2x fedéna (5 pl), 6: syrovatka

4x tedeéna (5 pl), 7: syfenina (5 pl), 8: syr 1. odbér (5 pul), 9: syr 2. odbér (5 ul), 10: mleko
20x fedeéné (5 pl)
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Obrazek 19: Proteinovy profil vyroby syru 3. Sarze metodou SDS-PAGE (15% gel)
barveny pomoci dusi¢nanu stiibrného: 1: M1 (14 pl), 2: M2 (7 pl), 3: mléko 10x fedéné
(5 pl), 4: mléko 15x tedéné (5 pl), 5: syrovatka 2x fedénad (5 pl), 6: syrovatka 4x fedéna

(5 ul), 7: syfenina (5 pl), 8: syr 1. odbér (5 pl), 9: syr 2. odbér (5 ul), 10: mléko 20x fedéné
(5 ul)
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7 DISKUZE

Pomoci elektroforetické metody SDS-PAGE byly vytvoieny a nasledn¢ analyzovany
proteinové profily vyroby a zrani syra tii Sarzi. Jednalo se o dvé Sarze polotvrdych syra
s nizkodohtivanou syfeninou a jedna Sarze Cerstvych mékkych syri. V pribéhu vyroby
a béhem zrani syrt byly sbirdny vzorky, které byly néasledné zpracovany, aby mohly byt
naneseny na gel. Konkrétn¢é se jednalo o mléko, syrovatku, syfeninu a dva odbéry syru
v prub¢hu zrani. Byly vytvoieny proteinové profily vSech tii Sarzi, a ziskané vysledky byly

porovnany se standardy o piesné zndmych molekulovych hmotnostech.

Na zaklad¢ vysledkii byla zjisténa pfitomnost proteinli v rozsahu molekulovych
hmotnosti 2 — 212 kDa. Jednotlivé Sarze jevily zna¢nou podobnost. Drobné odlisnosti byly
pravdépodobné zplisobeny odlisSnym sloZzenim mléka jednotlivych $arzi, a tim 1 vyrobenych
syru a také rozdilnou vyrobou syrti. U vsSech Sarzi je patrna degradace kaseinti z mléka na
jednodussi proteiny a peptidy predev$im pii vyrobé syfeniny a prvnim odbérem syru
v pribéhu zrani. U druhého odbé&ru syru v pribéhu zrani jiz nebyly pozorovany Zadné dalsi
zmény oproti prvnimu odbéru syru. Ttreti Sarze syrt (vyrobenych v domacich podminkach)
se od ptfedchozich dvou liSila o néco vice, jelikoz vmléce byl pozorovan protein
o molekulové hmotnosti pfiblizné 12 kDa, ktery u ptedchozich Sarzi viditelny nebyl. Tento
protein byl zaznamendan stejné ve vSech vzorcich tfeti Sarze, coz vypovida o tom, Ze u n¢j
pravdépodobné nedochdzelo k degradaci. U vSech SarZi byla pozorovana degradace
pfedevsim kaseinll na jednodussi proteiny Ci peptidy, kterd byla nejvyraznéjsi pfi vzniku
syrovatky a pifi prvnim odbéru syru v pritbé¢hu zrani. Existuje n€kolik studii zkoumajici
proteinovy profil v syrech. Napiiklad ve studii [40], kterd se zabyva zkoumanim
senzorickych a chemickych vlastnosti mexického syru Chihuahua, byla zjiSténa proteolyza
v prubéhu zrani syru. Rovnéz byly v této studii identifikovany kaseiny v mléce v rozmezi
molekulovych hmotnosti 25 — 40 kDa, jejichz mnoZstvi bylo po 8 tydnech zrani vyrazné
mensi. Ve vSech vzorcich syrovatky byl nejvice zastoupen protein B-laktoglobulin, zatimco
ve vzorcich mléka byly nejvice zastoupeny kaseinové frakce, coZ potvrzuji i jiné studie [41]
a [42]. Predmétem vyzkumu studie [41] bylo odd€leni a kvantifikace Sesti hlavnich bilkovin
(as1-kasein, asz-kasein, B-kasein, k-kasein, a-laktalbumin, B-laktoglobulin) kravského mléka
a jejich genetickych variant. Studie [42] se zamétfovala na porovndni metod SDS-PAGE
a Harland-Ashworthového postupu, pomoci kterych detekovala kaseiny a syrovatkové
proteiny v mléce a syrovatkovych koncentratech. Také v této studii [42] bylo popisovano

neobvyklé chovani kaseinti v prostiedi dodecylsulfatu sodného v disledku, kterého se
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molekulova hmotnost kaseini pohybuje okolo 30 kDa, coz je v souladu s vysledky této
prace. Na zaklad¢ vyzkumu [43] zabyvajiciho se zkouméanim technologickych charakteristik
kvality mléka holstynskych krav a vlivu zdravi vemene na kvalitu mléka Ize potvrdit malé
rozdily ve vyskytu proteinit mezi riznymi Sarzemi mlék. Tyto rozdily jsou zplisobeny
predevsim v disledku zdravi kravy, které ma vliv pfedevs§im na mnozstvi imunoglobulint.
Ptic¢inou dalSich odliSnosti mize byt rovnéz plemeno skotu. Podle vyzkumu [44] dochazi
k degradaci proteinti od C- nebo N- koncovych oblasti proteinovych molekul a enzymy
odpovédné za tyto Stépné procesy by mohly byt plazmin, elastaza, katepsin G, katepsin B
a katepsin D. Studie se ddle zabyvala analyzou zmén proteinového profilu mlécnych
bilkovin pfi vyrobé syru a tim, jak tyto zmény mohou ovlivnit vytéznost syru. Studie [45]
byla zamétena na proteolyzu a celkovou antioxida¢ni kapacitu bilkovin bilého slaného syra
pfipraveného z piehfatého kravského mléka. Byly sledovany specifické proteolytické
zmeény, které byly disledkem vysokého obsahu syrovatkovych proteini zaclenénych do
gelové matrice. Ve studii bylo zjisténo, Ze po delsi dob¢ zrani jiz nedochazi k vyraznéjSim

zméndm proteinového profilu syril, coz je v souladu s touto praci.
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ZAVER

Cilem prace bylo vytvofit a analyzovat proteinovy profil u vybranych mlécnych

vyrobkl, konkrétné u syrt. Na zékladé¢ vzajemného porovnani jednotlivych Sarzi byly

zkoumany rozdily pii vyrob¢ a zrani syru.

Ze ziskanych vysledkl vyplyvaji nasledujici zavéry:

Byla zoptimalizovana metodika pro stanoveni proteinového profilu pomoci

SDS-PAGE.

Byla provedena vizualizace proteinti pomoci dvou metod — barveni pomoci

Coomassie Briliant Blue G-250 a stiibrem.
Byla potvrzena vétsi citlivost pti barveni stiibrem.

Byl ziskan proteinovy profil u vSech studovanych v rozsahu molekulovych

hmotnosti 2 — 212 kDa.

Jednotlivé proteinové profily u Sarzi syrd jevily zna¢nou podobnost, kdy
drobné odli$nosti byly pravdépodobné zplisobeny odliSnym sloZenim mléka
jednotlivych Sarzi, a tim i vyrobenych syrt.

U vSech Sarzi syri byla pozorovana degradace predevSim kaseini
na jednodus$si proteiny Ci peptidy, ktera byla nejvyraznéjs$i pii vzniku

syfeniny a pii prvnim odbéru syru v pribéhu zrani.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]LUHOVYY, L. B., AKHAVAN, T., ANDERSON, H. Whey Proteins in the Regulation
of Food Intake and Satiety. Journal of the American College of Nutrition. [online].
September 2007, vol. 26, iss. 6, s. 704 — 712. Dostupné z:
https://doi.org/10.1080/07315724.2007.10719651

[2] HOLECEK, M. Regulace metabolizmu cukri, tukd, bilkovin a aminokyselin. 1. vydani.
Praha. Grada publishing, a.s., 2006. ISBN 80-247-1562-7.

[3] HROMADKA, R., HYSPLER, R., TICHA, A., ZADAK, Z. Proteiny a aminokyseliny -
zdroje energie a funk¢ni mediatory. Nutrition news. [online]. August 2016, vol. 2, s. 6-12.
ISSN 2694-7226. Dostupné zZ: https://www.worldmednet.cz/wp-
content/uploads/2019/07/1409-Nutrition-News-02-2016-online.pdf#page=5

[4] GUINEE, T. P. Protein in Cheese and Cheese Products: Structure-Function
Relationships. [online]. McSweeney, P., O'Mahony, J. (eds) Advanced Dairy Chemistry.
Springer, 2016, New  York. ISBN  978-1-4939-2800-2.  Dostupné  z:
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2800-2_14

[5] KOOLMAN, J., ROHM, K. Barevny atlas biochemie., Praha: Grada publishing., 2012.
ISBN 978-80-247-2977-0.

[6] KODICEK, M., VALENTOVA, O., HYNEK, R., Biochemie. 2. vydani. Praha: Vysoka
Skola chemicko-technologicka, 2018. 23s

[7] STRAUB, F. B., Biochemie. Nakladatelstvi Ceskoslovenské akademie v&d, 1962. 46s

[8] SICHO, V., VODRAZKA, Z., KRALOVA, B. Potravindrskd biochemie. 2. vydani.
Praha: SNTL — Nakladatelstvi technické literatury, 1981. 360s

[9] NECAS, O. Obecnd biologie pro lékaiské fakulty. 3. vyd. Jinoany: H & H, 2000, 554 s.
ISBN 80-86022-46-3.

[10] SAUERT, M., TEMMEL, H., MOLL, I. Heterogeneity of the translational machinery:
Variations on a common theme. Biochimie, [online]. July 2015, vol. 114, s. 39—47. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.biochi.2014.12.011

[11] MURRAY, R. K., GRANNER, D. K., MAYES, P. A., RODWELL, V. W.: Harper's
Hllustrated Biochemistry. 27. vydani. New York (NY): McGraw-Hill Medical, 2006.
ISBN 0071461973.

[12] ALBERTS, B., BRAY, D., JOHNSON, A., LEWIS, J., RAFF, M., ROBERTS, K.,
WALTER, P. Zdklady bunécné biologie: Uvod do molekularni biologie buriky. 2. vydani.
Espero Publishing, 2005. ISBN 80-902906-2-0.

[13] VOET, D., VOETOVA, J. G. Biochemie. 1. &eské vydani. Praha: Victoria Publishing,
1995, 1325 s. ISBN 80-85605-44-9.

[14] ROSYPAL, S., Uvod do molekuldrni biologie. 2. vydani. Brno, 1997. 15s

[15] PEVSNER, J. Bioinformatics and Functional Genomics. 2. vydani. 2009.
ISBN 0470085851. [16] NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (EU) ¢.
1308/2013 ze dne 17. prosince 2013. 2013. Utedni véstnik evropské unie, 2013.

[17] POKORNA, S. Viiv nevhodnych rozpoustédel a iontit na strukturu a stabilitu alfa-
laktalbuminu. Praha, 2008. Diplomova prace. Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta,
Katedra biochemie. Vedouci diplomové prace Doc. RNDr. Jifi Hudecek, CSc.



https://doi.org/10.1080/07315724.2007.10719651
https://www.worldmednet.cz/wp-content/uploads/2019/07/1409-Nutrition-News-02-2016-online.pdf#page=5
https://www.worldmednet.cz/wp-content/uploads/2019/07/1409-Nutrition-News-02-2016-online.pdf#page=5
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2800-2_14
https://www.fsps.muni.cz/inovace-RVS/kurzy/biochemie/bilkoviny_bilkoviny.html
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2014.12.011

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

[18] PAVELKA, A. Mlécné vyrobky pro vase zdravi. 1. vydani. Brno: Littera, 1996. 105s.
ISBN 80-85763-09-5.

[19] SMIT, G. Dairy Processing — Improving Quality. 1. vydani. Cambridge: Woodhead
Publishing, 2003. 546s. ISBN 1-85573-676-4.

[20] YADA, R. Y. Proteins in Food Processing. 1. vydani. Woodhead Publishing, 2004,
728 s. ISBN 978-1-85573-723-5.

[21] FOX, P., MCSWEENEY, P. L. H. Dairy Chemistry and Biochemistry. London: Blackie
Academica Professional, 1998.

[22] VELISEK, J. Chemie potravin. 1. vydani. Tabor: OSSIS, 1999. 328 s.
ISBN 8090239137.

[23] CESKO. Vyhlagka ¢. 397/2016 ze dne 2. prosince 2016 o pozadavcich na mleko
a mlécné vyrobky, mraZzené krémy a jedlé tuky a oleje. In: . Shirka zdkonii Ceské republiky.
2016, castka 162. Dostupné z: https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2016-397#cast1

[24] SUSTOVA, K. Nutriéni aspekty konzumace syrti. Mlékarské listy. [online]. October
2018, vol. 29, . 24 — 30. Dostupné
z: http://www.mlekarskelisty.cz/upload/soubory/pdf/2018/170-171/veda 170 s.24-30.pdf

[25] WALTHER, B. Cheese in nutrition and health. Dairy Science and Technology [online].
2008, vol. 88, s. 389-405. ISSN 19585586. Dostupné z: https://doi.org/10.1051/dst:2008012

[26] MCSWEENEY, Paul. Cheese: chemistry, physics and microbiology. 4. vydani. Boston,
MA: Elsevier, 2017. ISBN 978-0-12-417012-4.

[27] KADLEC, P., MELZOCH, K., VOLDRICH, M. Prehled tradicnich potravindiskych
vyrob: Technologie potravin. 1. vydani. Ostrava: Key Publishing, 2012. ISBN: 978-8-7418-
145-0.

[28] FORMAN, L. Mlékarenska technologie II. 2. vydani. Praha: Vysoka skola chemicko-
technologickd, 1996, s. 42-151. ISBN 80-7080-250-2.

[29] CEPICKA, J. Obecnd potravindiska technologie. 1. vydani. Praha: Vysoka $kola
chemicko-technologickd, 1995. ISBN 80-7080-239-1.

[30] LAVINGROVA, V. Technologie vyroby syrii s nizkodohiivanou syFeninou. Brno,
2015. Bakalaiska prace. Mendelova univerzita, Agronomicka fakulta, Ustav technologie
potravin. Vedouci bakalatské prace Ing. Tana Lutova, Ph.D.

[31] MAEHRE, H. K., DALHEIM, L., EDVINSEN, G. K., ELVEVOLL, E. O., JENSEN,
I. Protein Determination—Method Matters. Foods. [online]. January 2018, vol. 7. Dostupné
z: https://www.mdpi.com/2304-8158/7/1/5

[32] LUBRAN, M. The Measurement of Total Serum Proteins by the Biuret Method. Annals
of clinical and laboratory science. [online]. March 1978, vol. 8, s. 106-110._Dostupné
z:_http://www.annclinlabsci.org/content/8/2/106.full.pdf+html

[33] HARTREE, E. F. Determination of Protein: A Modification of the Lowry Method That
Gives a Linear Photometric Response. Analytical biochemistry. [online]. August 1972, vol.
48, s. 422-427.

[34] ARSON, E., HOWLETT, B., JAGENDORF, A. Artificial reductant enhancement of
the Lowry method for protein determination. Analytical biochemistry. [online]. June 1986,
vol. 155, s. 243-248.



https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2016-397#cast1
http://www.mlekarskelisty.cz/upload/soubory/pdf/2018/170-171/veda_170_s.24-30.pdf
https://doi.org/10.1051/dst:2008012
https://www.mdpi.com/2304-8158/7/1/5
http://www.annclinlabsci.org/content/8/2/106.full.pdf+html

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

[35] BRATFORD, M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry.
[online]. May 1976, vol. 72, s. 248-254.

[36] HALKOVA, J., RUMISKOVA, M., RIEGLOVA, J. Analyza potravin. 1. vydani. Ujezd
u Brna: RNDr. Ivan Straka, 2000. 102 s. ISBN 80-902775-3-5.

[37] HAMES, B. D. Gel Elektrophoresis of proteins. 3. vydani. Oxford University: Oxford
University Press, 1998. ISBN 0-19-963641-9.

[38] BRUNELLE, J. L., GREEN, R. Chapter Twelve - One-dimensional SDS-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (1D SDS-PAGE). Methods in Enzymology. [online].
March 2014, vol. 541, s. 151 — 159.

[39] SUVRA, R., VIKASH, K. A Practical Approach on SDS PAGE for Separation of
Protein. International Journal of Science and Research. [online]. August 2014, vol. 3, s. 955
—960. ISSN 2319-7064.

[40] MOUSHUMI, P., NUNEZ, A., HEKKEN, D. L., RENYE, J. A. Sensory and protein
profiles of Mexican Chihuahua cheese. Journal of Food Science and Technology. [online].
November 2014, vol. 51, s. 3432 — 3438.

[41] BOBE, G., BEITZ, D. C., FREEMAN, A. E., LINDBERG, G. L. Separation and
Quantification of Bovine Milk Proteins by Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography. J. Agric. Food Chem. [online]. January 1998, vol. 46, s. 458 — 463.

[42] BASCH, J., DOUGLAS, F. W., PROCINO, L. G., HOLSINGER, V. H., FARREL, H.
M. Quantitation of Caseins and Whey Proteins of Processed Milks and Whey Protein
Concentrates, Application of Gel Electrophoresis, and Comparison with Harland-Ashworth
Procedure. Journal of Dairy Science. [online]. January 1985, vol. 68, s. 23 — 31.

[43] CECCHINATO, A., BOBBO, T., RUEGG, P. L., GALLO, L., BITTANTE, G.,
PEGOLO, S. Genetic variation in serum protein pattern and blood B-hydroxybutyrate and
their relationships with udder health traits, protein profile, and cheese-making properties in
Holstein cows. Journal of Dairy Science. [online]. December 2018, vol. 101, s. 11108 —
11119.

[44] WEDHOLM, A. Variation in Milk Protein Composition and its Importance for the
Quality of Cheese Milk. Uppsala: Swedish University of Agricultural Sciences, Faculty of

Natural Resources and Agricultural Sciences, Department of Food Science, 2008. Doctoral
thesis. ISSN 1652-6880.

[45] Bara¢, M., Smiljani¢, M., Zili¢, S., Pesié, M., Stanojevi¢, S., Vasi¢, M., Vuci¢, T.
Protein profiles and total antioxidant capacity of water soluble and insoluble protein

fractions of white cow cheese at different stage of ripening. Mljekarstvo. [online]. May 2016,
vol. 66, s. 187 — 197.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

51

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BME -merkaptoethanol

DDT Ditiotreitol

DNA Deoxyribonukleova kyselina
GABA y-aminomaselna kyselina

HDL High density lipoprotein

LDL Low density lipoprotein

mRNA Mediatorova ribonukleova kyselina
rRNA Ribozomalni ribonukleova kyselina
SDS Sodium dodecyl sulfat

SDS-PAGE Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecyl sulfatem sodnym
TEMED N, N, N’, N’-tetramethylendiamin
Tris Tris(hydrohymethyl)aminomethan

tRNA Transferova ribonukleova kyselina
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