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ABSTRAKT

Tato bakaléfska prace pojedndva o jednom z hlavnich potravinafskych artikli a to o mléku.
Jednou z nejcennéjSich sloZek mléka jsou bilkoviny. Jsou velmi potiebné pro mnohé tech-
nologické postupy, poptipadé se pouzivaji jako vyzivové preparaty. Jejich pouZziti privadi
mnoho provozl do problému jak vhodné izolovat a poté detekovat vybranou ¢ast proteinu.
V této praci jsou popsdny nejpouzivangj$i metody izolace a detekce v primyslové sféte.

Detekce je zamétfena na spolehlivé chromatografické metody.

Kli¢ova slova: Mléko, Proteiny, M1é¢né proteiny, Izolace, Chromatografie

ABSTRACT

This thesis deals with one of the main food items milk. One of the most valuable consti-
tuents of milk are proteins. They are very necessary for many technological processes, or
are used as nutritional preparations. Their use brings many plants into the problem of how
to properly insulate and then detect a selected part of the protein. Below in this paper are
described the most common methods for the isolation and detection in the food sector. The

detection is focused on reliable chromatographic methods.

Keywords: Milk, Proteins, Milk proteins, Isolations, Chromatography
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UVOD

MiIéko je produktem mlécnych Zlaz, savcu Zenského rodu. [1] Prvotné slouzi k vyZiveé no-
vorozence. Existuje pfes 4000 druhti mléka. [5] Ziskdva se od domestikovanych zvitat.
Clovék mléko pouZiva jiz po n&kolik set tisic let. Nejstar$i zdznamy o jeho vyuZivani lidmi
sahaji az 8000 let pf. n. 1. PfedevSim to bylo mléko koz a ovci. Samoziejmé jeho produkce

v tehdejsi dob¢ byla pomérné mald, ale zaujimala dosti podstatné misto ve strave. [1]

V dnesni dob¢ se produkce mléka na svété pohybuje kolem 600 miliona tun ro¢né, z toho
85 % ptipadd na kravské mléko, 11 % tvoii buvoli, 2 % ov¢i a kozi. Existuji 1 jiné druhy
napt. velbloudi, osli, ale jejich zastoupeni je opravdu mizivé. V Evrop€ se zpracovava asi

200 miliona tun mléka za rok. [1]

Vsechny druhy jsou si v zdkladnim sloZeni podobné, liSi se pouze v drobnostech.
V soucasnosti je to jedna z hlavnich slozek lidské vyzivy. Obsahuje plnohodnotné bilkovi-
ny, tuky a mlécny cukr coz jsou zdkladni latky pro zisk energie organismu. Déle pak obsa-

huje vitaminy, hormony, enzymy a vodu. [1,5]

MiIéko spada svym sloZenim do koloidnich systém, jenzZ je tvofen hlavné kaseinem, séro-

vymi proteiny, tukovymi kulickami a dal§imi minoritnimi komponentami. [2]

V potravinafstvi, ale ne jen tam, maji vyznam piedev§im bilkoviny a to kaseiny, které
vhodnymi zptsoby dokdZzeme vysraZet. [1] Tato vlastnost se uplatiiuje zejména u vyroby
jogurtli, syrt a tvaroht. Pro izolaci bilkovin z mléka se nejcastéji pouZivaji metody, zalo-
Zené na poklesu pH k izoelektrickému bodu kaseinu. Zisk sérovych proteini navazuje na
predchozi postup oddéleni kaseinti. [3,5] Dalsi zpiisoby jsou zaloZené na zméné koncentra-

ce roztoku, velikosti molekul proteinu a bodu tuhnuti. [5]

Pro déleni mlécnych proteinli se pouzivaji chromatografické metody. Velmi spolehlivé
jsou: iontomeénicova chromatografie, zaloZend na vyméne¢ iontll, vysokoicinnd kapalinova,
gelova a adsorpcni chromatografie, zaloZzené na déleni proteint podle velikosti. Mezi méné

spolehlivé, spisSe pro detekci pfitomnosti proteinu, se pouziva papirova chromatografie. [6]
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1 MLEKO VSEOBECNE

1.1 Charakteristika mléka

MIéko je tekutina bilé az Zlutobilé barvy typické viné a chuti. Patii mezi potraviny Zivo-
¢isného ptivodu. Dnes je zndmo vice nez 4000 druhit mléka. Z toho pouze 180 z nich bylo
chemicky analyzovéno a jen u 50 se tyto zjisténé hodnoty daji povazovat za divéryhodné.
Ostatni analyzy nebyly provedeny ve stejné fazi laktace, z tohoto diivodu je nelze brat za
seridzni. [1,4,5] Neni proto ptekvapivé, Ze nejlépe provéifend mléka jsou ta, kterd denné

spotfebovavame — kravské, kozi a ov¢i. Matetské mléko je taktéz dobie zndmo. [6]

Laktace je obdobi tvorby mléka v mlécné Zlaze. Behem ni se mléko méni. Bezprostfedné
pred porodem je to tzv. predbézné mlezivo. Po porodu je vyluCovano pravé mlezivo.
Mlezivo se od mléka zdsadné 1i$i je viskozni, lepkavé a svétle hnédé barvy oproti typické
bilé az zluté a mirn¢ slané chuti. Novorozenci dodava hlavné energii, imunitni latky a tak
se stava zdkladnim kamenem jeho imunity. Mlezivo spada pod mléko nezralé. Po pfiblizn¢
5 — 6 dnech po porodu prechdzi mlezivo na pravé mléko. Kaseinové a albuminovd mléka

jsou jiz zrala. [3,7]

Tab. 1. Obecné slozeni mléka [4]

Slozka Obsah (hm. %)
Voda 86 — 88
Tuky 3-45

Bilkoviny 2,8-32
Sacharidy 4,7 -4.8
Ostatni latky 1,6

Vsechny druhy mléka jsou si v zdkladnim sloZeni podobné. Obsahuji vodu, tuky, bilkovi-
ny, sacharidy a ostatni latky, liSi se vSak v jejich zastoupeni, které zavisi na druhu zvitete a
na sezén¢, kdy bylo mléko vyprodukovano. Slozky mléka miiZeme rozdé¢lit na pivodni,
které vznikly béhem syntézy mléka v mlécné Zlaze. A nepiivodni, které se do mléka dosta-
ly jinymi cestami a to cizorodé latky (antibiotika, pesticidy, atd.). Za ptivodni slozZky mléka

se povazuji voda, laktéza neboli mlécny cukr, tuky a bilkoviny. V podstatné¢ mensim podi-
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lu, av§ak nemén¢ dulezité zde taktéZ patii minerdlni latky, doprovodné latky lipida a ostat-

ni latky (plyny, vitaminy a dalsi). [1,4]

Pro déleni mléka je zdkladnim kritériem obsah bilkovin. A z tohoto hlediska je d€lime na
mléka kaseinova a albuminova. Kaseinova mléka jsou ta, ve kterych pievazuje obsah ka-
seintl ptes 75 % na 25 % sérovych proteind. Tento typ je tvofen piredevsim piezvykavci a
spada zde mléko kravské, kozi, ov¢i a buvoli. Albuminova mléka nemaji obsah bilkovin
obraceny ve prospéch sérovych proteinti, ale albuminy jsou ve vét§im zastoupeni. Jsou
produkovana prfedevSim masoZravci, vSezravci a bylozravci napt. mléko mateiské a kobyli.

[3,5]

Tab. 2. Slozeni zralého mléka, nékterych druhi, v hm. % obsahu slozek [6]

SuSina Tuky Bilkoviny Laktosa Popeloviny
Mateiské 12,2 3.8 1,0 7,0 0,2
Kobyli 11,2 1,9 2,5 6,2 0,5
Kravské 12,7 3,7 34 4,8 0,7
Ovéi 19,3 7.4 4,5 4,8 1,0
Kozi 18,8 4,5 29 4,1 0,8

pozn. Obsah jednotlivych sloZek miiZe kolisat.

1.2 Vyuziti mléka v potravinarstvi

Cerstvé mléko je hlavni surovinou pro viechny mlékarenské vyrobky. VétSina mlékéren-
skych vyrobkt se fadi mezi funkéni potraviny. Funkéni potravina ma piiznivy ufinek na
lidské zdravi. Pozadavky na mléko, které vstupuje do vyroby, jsou piisné. Neméli by obsa-

hovat neptvodni slozky mléka, a kdyZ tak jen v piipustnych normach. [8]

Ihned po nadojeni je mléko kontrolovano. V bazénech se zméii hustota, kontroluje barva,
vung, Cerstvé nadojené mléko se nechutnd. Po pfevozu do mlékarny jsou odebrany vzorky
a odeslany na celkovy rozbor. Po tispésné kontrole prochazi predbéznou dpravou. Zde

spadd ne€kolik operaci a to pasterace, sterilace, odstfedéni a homogenizace. [5,8]

1.2.1 Pasterace a sterilace

Diky vysokému obsahu vody a Zivin je mléko dokonalym Zivnym médiem pro mikroorga-
nismy. Pasterace a sterilace zajiSt'uji zniCeni predev§im patogennich mikroorganismi

(napt. Listeria monocytogenes) a tim davaji mléku zdravotni nezdvadnost. Pasterace pou-
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7ivé teploty do 100 °C po dobu nékolika sekund aZ minut. Sterilace pouZivé teploty nad

100 °C. [5,9]

Pasteraci délime na nizkou, Setrnou a vysokou. Nizka pasterace neboli termizace probiha
pii teploté kolem 60 °C po dobu 15s. Po ukonéent je fosfatdzovy test pozitivni. Setrnd pas-
terace spoc¢iva v pouZiti teploty 74 °c po dobu 30 sekund. Kone¢nym diikazem je fosfata-
zovy test negativni a peroxyddzovy pozitivni. Vysokd pasterace pii 85 °c po nékolik
sekund. Fosfatdzovy a peroxydazovy test je negativni. Znici se ji vegetativni formy mikro-

organismt. [5,8,9]

Sterilace probiha pti 135 az 140 °c po 1 sekundu a dojde ke zni¢eni vSech forem mikroor-

ganismu. [8]

1.2.2 Odstredéni

Odsttedéni neboli centrifugace slouzi pro oddé€leni smetany od mléka. Pouzivaji se centri-
fugy 3000g po dobu 30 minut. Vysledkem je odstfedéné mléko o tucnosti 0,03 — 0,05 % a

smetana o tuc¢nosti 40 %. [1,5]

1.2.3 Homogenizace

Tuk je v mléce rozptylen ve form¢ tukovych kulicek o velikosti 0,1 az 20 pm. Po urcité
dobé¢ dochazi k postupnému spojovéni tuku a vyvstavani na povrch, coZ je pro konzumenta
nezadouci jev. Mléko v homogenizétoru je protlaovano tizkym otvorem pii tlaku 20 az 25

MPa. Dochazi ke zmenSeni kuli¢ek tuku a tim ke zvySeni stability mléka. [6,8]

1.2.4 Vyrobky z mléka

N¢kolik stovek produktl se rozcleniuje do téchto skupin: tekuté mléko (40 %), syr (35 %),
suSené mléko (15 %), koncentrované mléko (2 %), méslo (30 %) a mnohé dalsi produkty,
zmrzlina, krémy (ice cream, Slehané tvarohové krémy), proteinové koncentrity a laktdza.
Vyse uvedené hodnoty neddvaji dohromady 100 %. Jednotlivé zastoupeni produkti je totiz

proménné.[1]
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Tab. 3. Princip vyroby jednotlivych produktii [6]

Proces oddéleni

Hlavni produkt

Vedlejsi produkty

Centrifugace

Smetana

Odstredéné mléko

Maslo, smetana s pozadova-
nym obsahem tuku

Prasky, kaseiny, syry, pro-
teinové koncentraty, Lakto-

Za

Zahusténi — tepelna koa-
gulace, ultrafiltrace, en-

zymatické srazeni (syridla)

Syr

Kasein

Sérové proteiny

Existuje pfiblizné 1400 dru-
ht syri
Koncentrat kaseinu

Razné produkty koncentratii

Kyselé srazeni

Syry
Kysely kasein

Sérové proteiny

Cerstvy syr, syrové vyrobky
Dopliky potravin, chemicky
pramysl

Razné produkty koncentra-
tu, vyuziti samostatnych

frakci, dopliiky stravy

Fermentace

Fermentované produkty,
jogurty, acidofilni mléka

atd.

1.3 MiIéko ve vyzivé ¢lovéka

S mlékem se Cloveék setkdva od samého pocatku narozeni. Prvotni ucel je vyziva novoro-

zence, ale neni dileZity jen pro né¢j. Ve stravé dospivajicich déti a starSich lidi, je taktéz

nepostradatelné. Mléko spadd svym obsahem latek do plnohodnotnych potravin. Mlécné

bilkoviny obsahuji vSech osm esencidlnich aminokyselin. V tuku jsou obsaZeny vitaminy

lipofilniho charakteru — A, D. Ve vodé se nachdzi vitaminy hydrofilni — B, B,, B3 (PP) a

ev s

C. Mimo jiné obsahuje mléko i minerdlni latky. Nejvyznamnéjsi z nich je vépnik.[4]
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Tab. 4. Vyzivova hodnota mléka a mléénych vyrobki (v g na 100g vyrobku) [10]

Vyrobek Energie Bilkoviny Tuky Sacharidy
kJ kcal

Mléko nizkotuéné 144 34 3,27 0,50 4.80
Mléko polotu¢né 190 45 3,27 1,50 4,70
Miéko pInotuc¢né 270 65 3,27 3,50 4,75
Smetana ke Slehani 1330 318 2,36 33,00 2,98
Kysana smetana 670 160 2,76 15,00 3,27
Maslo (stolni) 3100 741 0,75 82,50 0,80
Pomazankové maslo 1500 360 3,82 33,50 6,27
Jogurt bily 363 87 6,30 3,20 8,10
Eidam 30% 1100 263 28,80 15,90 1,20
Eidam 45 % 1440 344 28,00 25,60 1,20

1.3.1 Alergie na mlé¢né vyrobky

MIécny cukr a mlécna bilkovina jsou spjaty s intoleranci neboli nesndSenlivosti. Alergie na
mlécnou bilkovinu se projevuje nejcastéji atopickym ekzémem. Mohou se projevit prijmy
a zvraceni. Alergie na mlécnou bilkovinu je méné Casta nez laktézova intolerance. Nesna-
Senlivost laktézy je typickd pro obyvatele Afriky, Ciny a Japonska. V travicim traktu chybi
enzym [} — galaktosiddza. Tento enzym je vyluCovan v tenkém stievé. MnoZstvi enzymu se
snizuje s vékem a u nékterych jedinct postupem casu zcela vymizi. Disacharid lakt6za
neni rozloZena na monosacharidy. Ke Sté€peni dochazi aZ v tlustém stievé a to bakteriemi.

Pti rozkladu vznika plyn a dalsi latky, coz zplisobuje plynatost a prajmy. [1,6]

Pro lidi postiZené jakoukoli z vySe uvedenych alergii existuji vhodné nahrady. Sojové mlé-
ko je idedlni pro lidi trpici jak lakt6zovou intoleranci, tak i alergii na mlé¢nou bilkovinu.
Kyselé syry se hodi pro €lovéka trpiciho lakt6zovou intoleranci, protoZe pti jeho vyrobé

dochdzi k poklesu pH pfeménou laktézy na kyselinu mlécnou. [1,6]
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2 CHEMICKE SLOZENI KRAVSKEHO MLEKA

2.1 Charakteristika kravského mléka

Kravské mléko je v dneSni dobé€ jednim z nejpouzivanéjSich, o cemz svéd¢i fakt, Ze tvori
piiblizné 85 % celosvétové produkce. Ro¢né je produkovéno piiblizn¢ 510 mil. tun krav-
ského mléka. Vzhledem ke svému sloZeni se da kravské mléko povazovat za plnohodnot-
nou potravinu. Laktacni doba dojnice je 305 dni. Pfevazujici proteiny jsou kaseiny, a proto

ho fadime mezi zdstupce kaseinovych mlék. [1,3]

Specificka hmotnost mléka 1,026 — 1,036 g/cm3. Bod tuhnuti mléka -0,540 a7 -0,570°C.
Kyselost mléka udava schopnost mléka vyrovnavat pH do rozmezi 6,5 — 6,7. Lze ji udavat
jako aktivni nebo titra¢ni. Dalsi dilezitou vlastnosti je tzv. kysaci schopnost mléka. Jde o
proces, pii némz je laktéza pfeménéna metabolismem bakterii na kyselinu mléénou a zpa-
sobuje pokles pH a srdzeni kaseinli. Tento proces bohuZel negativné ovliviiuji neptivodni
slozky mléka napt. antibiotika. Mohou uplné potlacit rozvoj bakterii mlécného kvaseni a

tim zpomalit nebo zcela zastavit vyrobni postup mnoha produkti. [5,6]

Celkové sloZeni mléka se béhem roku méni a mtiZze kolisat. Obsah vody se pohybuje kolem
87,5 % , celkova susina 12,5 %. Mlécny tuk, je tvoren estery glycerolu a mastnych kyselin
a doprovodnymi latkami lipidd, 3,5 — 4,5 %. Dalsi vyznamnou slozkou je laktéza 4,6 %.
Diéle pak popeloviny 0,7 %. [3,5] Pruimérné kravské mléko obsahuje 3,5% bilkovin. Jsou
tradi¢né déleny do dvou skupin kaseiny (80 %) a sérové proteiny (20 %). [2]

Polydisperzni systém mléka je rozlozen do tii fazi. Laktéza, vitaminy, organické a anor-
ganické soli, hydrofilni vitaminy a dalsi latky jsou rozpustény ve vodé, jakoZto pravy roz-
tok. V této smési jsou dispergovany kaseiny a syrovatkové proteiny. Tuk se v mléce vysky-

tuje ve formé emulse jako olej ve vod¢. [6]

2.2 Dusikaté latky

V potravinich nalezneme nékolik forem vdzaného dusiku at’ uz v organické ¢i anorganické
formé. Organicky dusik je jednim ze zdkladnich kamenti veskerych tkani at’ masa Zivoci-
chu ¢i pletiva rostlin i nékterych tekutin vyprodukovanych organismem. Anorganicky du-
sik se do potravin dostavé ve formé exogennich latek. Napt. ovoce a zelenina jsou hnojeny
dusitanovymi hnojivy, maso je prosolovano, za ucelem zvySeni tdrZnosti, tak zvanymi

rychlosolemi na bazi dusi¢nanti. V mléce se dusik vyskytuje ve form& aminokyselin, pepti-
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di a bilkovin a nebilkovinném dusiku. Exogenni dusik se v mlé¢nych vyrobcich né€kdy

vyskytuje jako konzervacni €inidlo a to dusi¢nan draselny. [11,12]

2.2.1 Aminokyseliny, peptidy, bilkoviny

V piirod¢ existuje piiblizn¢ 700 rtiznych aminokyselin. Jedna se o slouceniny, které ve své
molekule obsahuji jak aminoskupinu (-NHb), tak 1 karboxylovou (-COOH). Aminokyseliny
jsou opticky aktivni latky, sta¢i rovinu polarizovaného svétla a to bud’ doprava (D — isome-
ry) nebo doleva (L — isomery). Podle polohy -NH; skupiny rozliSujeme a-, -, y- a dalsi
isomery. V piirodé mame tadu 20 zdkladnich kédovanych aminokyselin. Kazda aminoky-

selina ma svuj tif pismenny kéd pro zjednoduseni. [11]

U aminokyselin rozliSujeme esencialni (Valin, Leucin, Izoleucin, Treonin, Metionin, Ly-
sin, Fenylalanin a Tryptofan) pro organismus potiebné latky, které si t€lo nedokdze vytvo-
fit samo, a kdyZ tak pouze v malém mnozstvi. Semiesencidlni (Arginin a Histidin) vy-
znamné pro vyvoj déti anebo neesencialni tvz. béZné aminokyseliny (Glycin, Alanin, Se-
rin, Cystein, Asparagovd kys., Asparagin, Glutamova kys., Glutamin, Tyrosin, Prolin).
Koédované aminokyseliny jsou zabudovavany do polypeptidového fetézce pii syntéze pro-
teinti neboli proteosyntéze. Dalsi déleni aminokyselin je na zdklad¢ vlastnosti postranniho
fetézce. Zasadité aminokyseliny maji vice neZ jednu skupinu -NH,. Mezi zdsadité amino-
kyseliny fadime: histidin, arginin, tyrosin a lysin. Kyselé aminokyseliny ve své molekule
maji bud’ dvé skupiny -COOH (Asparagova kys. a Glutamova kys.), nebo jednu -COOH a
-SH skupinu (Cystein). Neutralni aminokyseliny (napt. Glycin, Alanin a dal$i) maji na-

venek neutrdlni naboj. [11,12]

Dulezitou vlastnosti aminokyselin je izoelektricky bod. Je to stav kdy v urcitém pH ami-
nokyselina nabyva nulovy naboj a tim piestava byt v roztoku rozpustna. Pii dosazeni
pH v oblasti izoelektrického bodu bilkoviny dochdzi k denaturaci a vytvoii se sraZenina.

[11]

V potravinédch se vyskytuji pfedev§im L — formy aminokyselin. RozliSujeme volnou a vé-
zanou formu. Volné aminokyseliny se v ptirodé vyskytuji jen velmi ztidka. SpiSe mlizeme
nalézt vazané aminokyseliny a podle po¢tu monomertii je rozliSujeme a to takto: 2 — 10
jednotek peptidy, 11 — 100 polypeptidy a 100 - tisice bilkoviny. V téchto fetézcich popfi-
padé cyklech jsou pojeny jednotlivé aminokyseliny peptidovou vazbou (R-CO-NH-R).
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Linedrni peptidy maji poc¢atecni -NH; a na druhé stran¢ koncovou skupinu -COOH. Mohou

se vyskytovat i jiné vazby: esterové, vodikové, disulfidové. [11,12]

Peptidy v potravinich najdeme piedevSim jako produkty syntézy proteinti a hydrolyzy
bilkovin. VétSinou jsou sloZky enzymu. Jeden ze zndmé&;jSich je tripeptid glutation. V pep-
tidech se vyskytuji pouze peptidové vazby. [11] V mléce se peptidy nevyskytuji, aZ po
hydrolyze 3 — kaseinu vznikd glykomakropeptid (GMP). [2]

Bilkoviny jsou biopolymery aminokyselin. Vznik bilkovin neboli proteinti je proteosynté-
zou. Kdy jsou jednotlivé aminokyseliny pojeny pomoci peptidovych vazeb do dlouhych
fetézcl. Déleni bilkovin je déno jejich funkci, zndme strukturni, obranné, katalytické, z4-
sobni, transportni, pohybové, senzorické, regulacni a vyzivové. V potravinach se vyskytuji
ve form¢ nativni. Dalsi formy jsou: denaturované a chemicky upravené (modifikované).
Nativni a denaturované se pouZzivaji pro vyzivové ucely a modifikované jsou aditivni latky.
Nativni proteiny maji zachovdny vSechny své biologické funkce. Denaturované prosly pro-
cesem denaturace, kdy se napt. pomoci teploty dosahuje zmény prostorového usporadani
fetézcl a tim bilkovina ztraci své biologické ucinky. Modifikované proteiny jsou upraveny

chemickymi €inidly k potlaceni nebo naopak zesileni dané vlastnosti, tohoto se hojné¢ pou-

Ziva v potravinafstvi napt. tvorba pevné pény nebo gelu. [11,12]

U bilkovin posuzujeme jejich vyzZivovou hodnotu, ta je dana podle obsahu esencidlnich
aminokyselin. Plnohodnotné bilkoviny obsahuji vSechny esencidlni aminokyseliny, napf.
proteiny vajec a mléka. Témér plnohodnotné nékteré aminokyseliny jsou nedostatkové
(proteiny ceredlif) a neplnohodnotné nékteré aminokyseliny zcela chybi (proteiny pojivo-

vych tkani). [11]

Struktura bilkovin je popsdna pomoci obsahu nebilkovinné slozky, je-li pfitomna. Jedno-
duché proteiny jsou sloZeny pouze z aminokyselin. SloZené jsou v potravinich Castéjsi nez
jednoduché. Maji ve svém fetézci nebilkovinnou ¢ast. Délime je na nukleoproteiny (DNA),
lipoproteiny (napt. LDL), glykoproteiny (k-kasein), fosfoproteiny (o, -kaseiny), chromo-
proteiny (hemoglobin) a metaloproteiny (ferritin). [2,12]

Rozpustnost bilkovin je ddna obsahem polarnich a nepolarnich skupin. Globularni bilkovi-
ny ve tvaru koule maji polarni skupiny jako obal a jsou rozpustné ve vodé¢ a mohou byt
dispergovany v roztoku (napf. albuminy a globuliny). Fibrilarni neboli vldknité proteiny

jsou dlouhé tetézce, prakticky nerozpustné (kolagen, keratin a elastin). [11]
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Albuminy jsou neutrdlni bilkoviny rozpustné ve vod¢, jez jsou schopny denaturovat vli-
vem zvysené teploty (laktalbumin). Globuliny jsou slabé kyselé bilkoviny rozpustné ve

vod¢ a taktéz vlivem teploty denaturuji (laktoglobulin). [2,11]

Usporddani aminokyselin v fetézci je popsdno pomoci primarni struktury, kterd udava po-
fadi aminokyselin. Sekundarni struktura (o-helix a B-list) zde uZ se uplatiiuji i jiné vazby
nez peptidové napt. vodikové mustky. Tuto strukturu utvaii funkéni skupiny aminokyselin.
Terciarni a kvartérni struktura postranni fetézce spolu reaguji kovalentnimi i nekovalent-
nimi vazbami a vznikaji esterové vazby, disulfidické mustky a udavaji kone¢ny tvar bilko-

vin. Denaturaci se méni pouze sekundarni, tercidrni a kvartérni struktura. Primérni struktu-

ra aminokyselin se denaturaci neméni. [11,12]

2.2.2 Kasein a jeho vlastnosti

Kaseiny v kravském mléce tvoii 80% proteinti. Jsou tvofeny béhem syntézy mléka v mléc-
né Zldze pomoci proteosyntézy, a proto se nevyskytuji nikde jinde v piirod€. Z vyzivového
hlediska jsou to plnohodnotné bilkoviny. Svym sloZenim se fadi mezi fosfoproteiny, které
maji ve své molekule esterové vazanou kyselinu fosfore¢nou. Fosfor je nejCastéji vazan na
serin, protoze ten obsahuje volnou -OH skupinu, kterd se tucastni esterifikace a vznika

fosfo - serin. [2,6]

Kaseiny jsou velmi heterogenni skupinou proteinil. Existuje ve ¢tyfech frakcich a to oy -
kasein, o -kasein, B -kasein, k -kasein a jako derivat vznikly hydrolyzou B -kaseini, y-
kasein. Obsah v -kaseinu v mléce je minimalni jeho zastoupeni se zvySuje, aZ po hydrolyze

B -kaseinu. [2,6]

Tab. 5. RozloZeni frakci kaseint a sérovych proteint v kravském mléce [2]

Skupina proteini slozka Koncentrace (g/l)
Kaseiny as; —kasein 9-15
0> —kasein 9-11
B —kasein 3-4
Kk —kasein 3-4
Sérové proteiny B — laktoglobulin 2-4
o — laktalbumin 0,6-1,8
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7 Mz

Kaseiny jsou velmi stalé proteiny diky micelam, ve které se uzaviraji. Hydrofiln{ ¢4sti fe-
tézce se otaci smérem do vodného prostiedi a hydrofobni Casti se uskupuji uvniti — tato
micela je poté volné dispergovana v mléce. Typickou vlastnosti kaseint je termostabilita.
Kaseiny nepodléhaji denaturaci pi teploté 100 °C po dobu 24 hodin, nebo 140 °C po dobu
20 minut. [6] Fosfor navdzany v molekule kaseinu, umoziiuje pojmout velké mnoZstvi
vapniku a tim zvySuje jeho nutri¢ni hodnotu. oy -kasein je velmi citlivy na pfitomnost
vapniku. Vapnik dokaze tvofit mezi molekulami oy; -kaseinu pficné mustky a tim dochazi
k rozruSeni micely. Obsahuji celkem malé procento sirnych aminokyselin, ale v dostate¢né
mite je zastupuji syrovatkové proteiny. [2,6]

Obr. 1. Kaseinova micela [7]

k Q u . AS Submicelle
. . }H Protruding
chain

: Calcium
phosphate
(f-\

Submicelle — jednotka kaseinu,

Calcium phosphate — vazba spojujici jednotlivé jednotky kaseinu.

Hydrolyzou kaseinu pomoci enzym, nejcastéji chymosinem se méni jeho vlastnosti. Mi-
cela je v takovémto ptipad¢€ naruSena - tim se sniZuje rozpustnost a kasein se z mléka srizi,
coZ je vyuzivano pti vyrob¢é sladkych syri. Takto ziskané proteiny jsou pouZzivany jako
vyzivové dopliiky. Pfi hydrolyze kaseini dochdzi k rozkladu na kaseinovou frakci (y -
kasein) a glykomakropeptid, ktery odchazi do syrovatky. Izoelektricky bod kaseinu je py
4,6.[2,6]
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Tab. 6. Obsah esencialnich aminokyselin ve frakcich kaseinu [2,6]

Aminokyseliny | ¢ -kasein [ o;-kasein | p-kasein | x-kasein | yi-kasein | y,-kasein | yi-kasein
Valin 11 14 19 11 17 10 10
Leucin 17 13 22 8 19 14 14
Izoleucin 11 11 10 13 7 3 3
Treonin 5 15 9 14 8 4 4
Metionin 5 4 6 2 6 4 4
Tryptofan 2 2 1 1 1 1 1
Lysin 14 24 11 9 10 4 3
Fenylalanin 8 6 9 4 9 5 5
VSechny AMK | 199 207 209 169 181 104 102
Pocet fosfato- | 8 10-13 5 1 1-5 1-5 1-5
vych zbytku

Relativni 23612 25228 23980 | 19005 | 20520 | 11822 | 11557
molekulova

hmotnost

pozn. Obsah AMK urceny pomoci IEC po hydrolyze bilkovin.

2.2.3 Syrovatkové proteiny

Frakce sérovych proteinii je taktéZ velmi heterogenni. Obsahuje B -laktoglobulin, o -
laktalbumin, albumin krevniho séra, imunoglobuliny, glykomakropeptid po hydrolyze P -
gického hlediska, jsou B -laktoglobulin a o -laktalbumin. Oproti kaseintim, sérové proteiny
netvoii micely. Maji globuldrni strukturu, coz vykazuje hydrofilni povahu. V roztoku htife
disociuji, a proto jsou vice odolné vii¢i zméné¢ pH. Termostabilita sérovych proteint je
velmi nizkd. Kaseiny dokdZou snést vysoké teploty delSi dobu, neZ sérové proteiny. Dena-
turované sérové proteiny dokdzou zabrdnit vytvoreni tukové vrstvy v mléce. Koncentraty
sérovych proteinti jsou uréeny pro zvlastni vyzivu sportovcii. Z vyzivového hlediska se

jednd o plnohodnotné bilkoviny. [2]
B -laktoglobulin je zndmo jeho nékolik genetickych variaci. Tvoii asi 50 % proteinli syro-
vétek. Obsahuje pét cysteind, 4 z nich jsou mezi sebou spojeny disulfidickymi mustky a

ma jednu -SH skupinu volnou. Pii zahtéti je tato volnd skupina schopna reagovat s kasei-
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nem a laktalbuminem. Svym sloZenim spadd do globuldrnich proteinii. Izoelektricky bod

laktoglobulinu je py 5,35 - 5,41. [2,6,11]

o -laktalbumin ma taktéz n¢kolik genetickych variaci v malém zastoupeni se vyskytuje s
navazanym cukrem pomoci glykosidové vazby. Tvoii asi 30 % proteint syrovatek Je to
metaloprotein, ktery ve své molekule vaze vipnik. Ma Ctyfi disulfidické vazby a né€kolik
vapenatych mustki. Tyto vazby urcuji uspofddani nativniho laktalbuminu. V organismu je

soucasti enzymt. Izoelektricky bod laktalbuminu je p; 4,2 - 4,5. [2,6,11]

Dalsimi zastupci sérovych proteinit v minoritnim zastoupeni jsou imunoglobuliny a sérum

albumin. [2,6]

Tab. 7. Obsah esencialnich aminokyselin v hlavnich sérovych proteinech [2,6]

Aminokyseliny p -laktoglobulin o -laktalbumin
Valin 10 6
Leucin 22 13
Izoleucin 10 8
Treonin 8 7
Metionin 4 1
Tryptofan 2 4
Lysin 15 12
Fenylalanin 4 4
VSechny AMK 162 123
Pocet fosfatovych zbytka | 0 0
Relativni molekulova 18362 14174
hmotnost

pozn. Obsah AMK urceny pomoci IEC po hydrolyze bilkovin.
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3 IZOLACE MLECNYCH PROTEINU

3.1 Priprava kaseinu a sérovych proteint

Pro oddéleni celkového kaseinu se pouZziva odstfedéné mléko. Pfitomnost tuki by negativ-
n¢ ovlivnila separacni proces. Mléko se centrifugaci (2000 — 3000g) odstiedi pfi teploté
2 °C po dobu 20 minut a pouZiva se pro viechny dalsi metody s vyjimkou kyselého srazeni

kaseind pomoci organickych kyselin. [1,3,6]

3.1.1 Kyselé srazeni kaseinii (pomoci anorganickych kyselin)

Princip metody: Kaseinové frakce jsou z odstiedéného mléka ziskany pomoci kyselého

srdZeni - upravou pH na hodnotu izoelektrického bodu a naslednym oddélenim. [3]

Postup: 100 ml mléka se vytemperuje na laboratorni teplotu. Pomalu za stdlého michédni se
pfida 4,5ml 1N roztoku kyseliny chlorovodikové (HCI), tak aby pH pokleslo béhem 40
minut na hodnotu izoelektrického bodu p; 4,6. Michani probiha jest¢ nésledujicich 30 mi-
nut. Vznikla sraZenina kaseinu se bud’ odstiedi centrifugaci, nebo klasickou filtraci. Na-
sledné se dekantuje vodou. Pokud se s kaseinem nepracuje dale je zamrazen lyofilizaci na

teplotu — 20 °C. [3]

Postup 1ze obménit a misto kyseliny chlorovodikové se pouZije kyselina sirova (H,SO4).
Pti pouziti kyseliny sirové nelze pouzit sérové proteiny pro dalsi dpravu na vyzivové do-

plitky. [3]

Kone¢ny produkt: Kysele srazeny kasein pro dal$i prumyslové zpracovani. Odstiedéna

tekutina, filtrt okyselené sérové proteiny. [3]

3.1.2 Kyselé srazeni kaseinu (pomoci organickych kyselin)

s 2

Princip metody: Pomoci bakterii mlécného kvaSeni, v mléce z laktézy vznika kyselina
mlécn4, kterd zptsobuje pokles hladiny pH k izoelektrickému bodu. Tento postup je pouZit

hlavné pii vyrob¢ kyselych syrt a tvarohu. [1,6]

Postup: Do neodstfedéného mléka je ptidana startovaci kultura mikroorganismu. Pfi mirné
zvysené teploté, nazyvana téZ kultivacni teplota, dochdzi k pfeméné laktézy na kyselinu
mlécnou. A tim k poklesu pH a vzniku sraZeniny kaseind, které je nasledné oddélena po-

moci filtrace nebo centrifugace. [1,6]

Konec¢ny produkt: Kysele srazeny syr, sérové proteiny v syrovatce. [1,6]
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3.1.3 Vysolovani kaseinu pomoci siranovych soli

Princip metody: Piidavkem siranové soli lze docilit srdZeni kaseinu, avSak vysledkem
neni pouze Cistd srazenina kaseinu, ale i ¢astecn¢ srazeny imunoglobulin. Tato metoda se

pouzivé jako kontrola pro susSené bilkovinné koncentraty kaseint. [1,6]

Postup: Do 100ml odsttedéného mléka se piidd v prebytku (4,5-5ml) napt. (NH4)>SO4
nebo MgSO, o koncentraci 260 g/l. Timto ptidavkem se docili sraZzeni veskerého kaseinu v
mléce vetn¢ imunoglobulinu. Vyslednd sraZzenina je prefiltrovana a poté dekantovédna vo-

dou. [1,6]

Koneény produkt: Koncentrat kaseinu véetné srazeného imunoglobulinu. Sérové proteiny

se zbytkem soli, které nelze pouZzit pro vyzivové dopliky. [1,6]

3.1.4 Vysolovani kaseinu pomoci NaCl

Princip metody: Obdobna metoda jako u vysolovani pomoci siranovych soli. Tato metoda

je komer¢né pouzivana pro stanoveni obsahu kaseinu v koncentrétech. [1,6]

Postup: Do 100 ml zahtdtého mléka na 37 °C se ptidé roztok 50 % NaCl v ptebytku, tak

aby se piestala tvofit sraZenina. Ziskana sraZenina se filtruje a dekantuje vodou. [1,6]

Konec¢ny produkt: Koncentrat kaseinu vcetné ¢astecné sraZzeného imunoglobulinu. Sérové

proteiny, které 1ze pouZzit pro vyzivové doplnky. [1,6]

3.1.5 Centrifugace

Princip metody: Kaseinové micely jsou jedny z vétSich agregétii v mléce, a tudiZ je jde
oddé¢lit pomoci vhodné odstiedivé sily a za zvysSené teploty. PouZiva se odstiedéné mléko,
ale neni problém pouZit i klasické mléko, jelikoz tukové Castice jsou vEtsi a z roztoku by se

oddg¢lily drive. Takto ziskané kaseiny se pouZivaji pro vyzivové dopliky. [6]

Postup: Odstredéné mléko je ptivedeno do odstiedivky pii 100 000g po dobu 1 hodiny.
Pro centrifugaci kaseinu je lepsi zvysit teplotu na 30 — 37 °C, protoze 1épe sedimentuje za
zvysené teploty. Takto ziskany produkt neni nijak pozménén, je zachovana struktura mice-

ly a proto muze byt opét dispergovan do roztoku. [6]

Kone¢ny produkt: Koncentrat miceldrniho kaseinu a sérové proteiny v odstfedéné tekuti-

ne. [6]
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3.1.6 Centrifugace s pridavkem CacCl,

Princip metody: Po piidavku CaCl, se narus$i struktura micel a dochdzi k uvolnéni kasei-
novych jednotek. Pti zahtati dochézi i ke koagulaci sérovych proteint a tak ziskdvame sra-
Zeninu vSech bilkovin. Zahiivame pouze pii nutnosti ziskat celkovy obsah bilkovin v mlé-

ce. [1,6]

Postup: K mléku se pfidéd roztok 0,2 M CaCl, v poméru 9:1. Takto upravené mléko jiz
neni tfeba podrobovat sedimentaci 1 hodinu, ale stac¢i stiedné rychld centrifugace pfi
50 000g po dobu 30 minut. KdyZ se mléko zahieje na teplotu kolem 90 °C po dobu 10 mi-

nut tak se z mléka vysrdzi i sérové proteiny. [1,6]

Kone¢ny produkt: Sil kaseinat vapenaty, a sérové proteiny v roztoku syrovatky. Po za-
hiati sraZenina kaseinti a sérovych proteind. [1,6]

3.1.7 Ultrafiltrace

Princip metody: Pomoci filtrace na vhodném filtru je mozné z mléka ziskat vSechny bil-
koviny soucasné¢. Dal§im rozpusténim proteinti a ndslednou filtraci 1ze ziskat kasein a Cisté
sérové proteiny. Tato metoda je pouzivand v mnoha vyrobnich postupech, pro vyrobu kon-

centrovanych mlé¢nych bilkovin. [6,16]

Postup: Mléko se ptivadi na sklokeramicky filtr a dochdzi k dé€leni proteinti. Naslednou
dispergaci ziskanych proteint a filtraci dochdzi k rozd¢leni na kasein (filtra¢ni kol4¢) a
sérové proteiny (filtrat). Proces si kazda spole¢nost upravuje dle svého nasledného vyrob-

niho postupu. [6]

Konec¢ny produkt: Mikrobidlné Cisté kaseiny a sérové proteiny. [6,16]

3.1.8 Kryoseparace

Princip metody: Kasein v miceldrni form¢ je destabilizovdn pomoci chladu. Dochazi ke

srazeni a naslednému oddéleni. [6]

Postup: Do chladiciho tanku ddme mléko a sniZime teplotu na -10 °C, vytvoif se sraZenina

kaseinu, ta se odfiltruje a ndsledné oSetii lyofilizaci. [6]

Kone¢ny produkt: Lyofilizovany kasein. [6]
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3.1.9 Gelova filtrace (gelova permeacni chromatografie)

Princip metody: Filtrace mléka pies gel o rizné hustoté (Shepadex). Rozd¢€leni proteinii
na zdkladé¢ molekulové hmotnosti. Metoda je velmi ndkladnd a proto se v primyslu moc

nepouziva. [6]

Postup: MIéko je privedeno do chromatografické kolony, kde prochédzi poréznim gelem.
Gel neni v celé své §ifi stejné hustoty. Diky tomuto se proteiny a laktéza déli a to podle
klesajici molekulové hmotnosti. Po ukonceni izolace se jednotlivé frakce rozpusti ve vode,

odfiltruji a nasledn¢ vysoli pomoci siranu amonného - nebo se lyofilizuji.

Kone¢ny produkt: Jednotlivé frakce kaseinl a sérovych proteind. [6]

3.2 Frakcionace kaseinu

Princip metody: Frakcionace kaseinii se provadi po kyselém srdzeni proteinti popsaném v
kapitole 3.1.1. Naslednymi reakcemi a fyzikalnimi Gpravami dostdvame frakce albuminti a

globulint.

Postup izolace k-kaseinu: 350g srazeniny kaseinu se rozpusti v 1 litru 6,6 M roztoku mo-
coviny. Poté se pridd 200ml 7 N kyseliny sirové (H,SO4) a 21 vody. Zméti se pH, popiipa-
d¢ upravi na hodnotu 1,3 -1,5 pomoci kyseliny sirové. V roztoku se za¢ne tvofit sraZenina
as-, B -kaseinu. Po dvou hodindch se roztok ptefiltruje ptes filtratni papir whatman 1. Do
filtratu se prida roztok siranu amonného o koncentraci 132g/l. Vznikla srazenina se izoluje
odstfedénim. Rozpusti se ve vod¢ a pH se upravi pomoci hydroxidu sodného na pH 7,5.
Dialyzuje se proti vodé€. Poté se zmrazi lyofilizaci. Opét rozpusti ve vod¢ na 1 obj. % roz-
tok. Pridaji se 2 objemové dily etanolu, roztok se promicha a ptidava se 1 M roztok octanu
amonného, dokud se tvofi srazenina. Vznikld sraZenina se jeSt¢ dvakrat stejné upravi, tzn.
rozpusti se ve vod¢, upravime pH a vysrdzi se. Po opétovném vysraZzeni se srazenina roz-

pusti, dialyzuje proti vodé a vysledny « -kasein se vysusi lyofilizaci. [3]

Postup izolace o, -, P - kaseinu: SraZenina oy -, f -kaseinu ziskand viz. vyse, se promyje
smési roztoku 6,6 M mocoviny: 7 N kyseliny sirové: vody (v poméru 10:2:20), timto se
odstrani zbytky k -kaseinu. SraZenina se nechd usadit v roztoku 5 M mocoviny (250ml na
10g srazeniny) a pak se prefiltruje, promyje vodou a timto se odstrani zbytky mocoviny.
Vyslednym produktem je oy -kasein. Supernatant vznikly po sedimentaci o -kaseinu se
zfedi vodou, zahfeje na 40 - 50 °C a pH se upravi na 4,6. Vznikly produkt p -kasein se de-

kantuje vodou a susi se lyofilizaci. [3]
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3.3 Frakcionace sérovych proteint

Princip metody: Po kyselém srdZzeni popsaném v kapitole 3.1.1 se B -laktoglobulin a a -

laktalbumin izoluji ze syrovatek (filtratu).

Postup izolace o -laktalbuminu: K syrovitce se pfida kyselina trichloroctovad o koncent-
raci 34,2 g/l a necha se stét pres noc. Vznikla sraZenina se odstfedi. Nasledn¢ se rozpusti v
1 M roztoku amoniaku (dprava roztoku na pH 7). Pak se piidda 1 M kyselina chlorovodiko-
vd, tak aby se pH snizilo na 3,5, vznikla sraZenina se odd¢li odstfedénim. Rozpusténim
srazeniny ve vodé¢ a ptidavkem siranu amonného, ve stejném mnoZzstvi jako kyseliny chlo-
rovodikové, vznikne sraZenina, kterd se nechd stat pres noc. Odstiedénim se zbavime sra-
Zeniny a pracujeme ddle se supernatantem. Upravime pH na hodnotu 4, ziskand sraZenina

se lyofilizuje a ziskdme frakci a -laktalbuminu. [3]

Postup izolace p -laktoglobulinu: Po srdZeni o -laktalbuminu kyselinou trichloroctovou,
se pracuje se vzniklym supernatantem. Lyofilizovany produkt se rozpusti ve vodé, upravi-
me na pH 6. Do roztoku se pfidd pevny siran amonny (dokud se tvofi srazenina), vznikla
sraZzenina (zbytky laktalbuminu a k — kaseinu) se odstfedi a do supernatantu se opét ptrida
siran amonny (stejné mnoZzstvi jako pfedtim) a roztok se nechd stét pres noc. Vznikla sra-

Zenina se prefiltruje, dekantuje vodou a nasledné lyofilizuje. [3]
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4 METODY CHROMATOGRAFICKEHO DELENI MLECNYCH
PROTEINU

4.1 Chromatografie obecné

V roce 1903 rusky botanik Michail Tswett popsal déleni pigmentid rostlinnych barviv z
roztoku pres pevné sorbenty. Tuto metodu pojmenoval chromatografie (z fectiny chroma-

barva, grapein-psat). [12]

Chromatografie patii mezi nejucinnéjsi délici a detek¢éni metody. V kazdém druhu chroma-
tografického déleni se vzorek rozpusti, bud’ to do kapalné, nebo plynné faze. Tyto rozpus-
téné latky predstavuji mobilni fazi, kterd prochdzi pti déleni kolonou. Staciondrni fize mu-
Ze byt kapalnd nebo pevna a praveé na ni se sorbuje vzorek z mobilni faze. [12] Sorbce jed-
notlivych sloZek vzorku zpomaluje jejich prichod kolonou a dochézi k jejich dé€leni. Re-
ten¢ni ¢as je méfend velicina a udava, za jak dlouho vzorek projde kolonou. Chromatogra-
fie miZe byt opakovana nékolikrat za sebou, dokud nedojde dokonalému rozd¢leni vSech
sloZzek vzorku. Po rozdé€leni sloZek néasleduje vyhodnoceni, které je vétSinou vyneseno
v grafu ve formé piku. [3,12] Podle povahy dé¢lenych slozek rozliSujeme pojmy: Separa-
ce: Délené latky maji rozdilné molekulové hmotnosti. Frakcionace: Latky se

v molekulové hmotnosti 1i§{ pouze miniméln¢ (mlé¢né proteiny). [3]

Metody chromatografie jsou déleny podle povahy mobilni a stacionarni fize. Papirova
chromatografie: mobilni faze -vyvijeci roztok, staciondrni faze fixovana na papir. Plyno-
va chromatografie: mobilni fiaze -plyn, staciondrni faze -kapalina nebo pevna latka. Ka-
palinova chromatografie: vétSinou soustava dvou kapalin. Iontoméni¢ova chromatogra-
fie: stacionarni faze -iontoménice, mobilni faze -kapalina. Gelova chromatografie: staci-

onarni faze -gel, mobilni faze -kapalina. [3,14]

Po rozd¢leni ndsleduje detekce ziskanych frakci vzorku. K tomuto tcelu slouzi detektory
pfipojené na chromatografickou kolonu. Detektor vyuziva obecné nebo specifické vlast-
nosti mobilni faze, diky tomuto se rozdé€luji detektory na obecné nebo selektivni. Nejcastéji
pouzivané detektory jsou: UV, VIS, které jsou zaloZeny na méfeni vinové délky proslého
zéateni. MS hmotnostni spektrometrie nejpouzivanéjsi a taktéz nejcitlivéjsi detektor pracuje
na principu vymeény iontd. FID plamenny ionizac¢ni detektor, spalovanim vzorku dochazi
ke vzniku elektrického ndboje. Sila tohoto naboje je detekovdna a zaznamenavéna do kiiv-

ky. [3,12]
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4.2 Vyuziti chromatografickych metod pro charakterizaci mlé¢nych

proteinii

4.2.1 Kapalinova chromatografie (LC)

Nejpouzivangj$i metodou pro stanoveni proteini je kapalinovd chromatografie. Tento druh
chromatografie je velmi rozvétvend oblast analyzy. Pomoci LC metod je moZno detekovat
latky, které nemaji dobrou termolabilitu, protoZe se pracuje pii laboratorni teploté. Délka
kolony se pohybuje v rozmezi od nékolika cm — do 1,5 m, coz zavisi na povaze délené
latky. Obecné mobilni faze prochdzi chromatografickou kolonou pfes staciondrni fazi. Bé-
hem priachodu kapaliny se slozky ze vzorku sorbuji na povrch staciondrni faze a nasledné
se jejich doba priichodem kolonou prodluzuje (tzv. reten¢ni ¢as). Vyhodnoceni je pomoci

chromatogramu, na kterém jsou znazornény piky. [12,15]

Na Obr. 2 je zndzornéno obecné schéma chromatografické aparatury. Pied chromatogra-
fickou kolonou je davkovac (1) a Cerpadlo (2), které béhem d¢liciho procesu udrzuje
v pohybu mobilni fazi. Rychlost mobilni fize by neméla pfesahnout 10ml za minutu. Dale
je soucdsti aparatury néstfikova smycka vzorku (3) (injektor). Vlastni kolona (4) je naplné-
na stacionarni fazi. Kolona je pfipojena k detektoru, na kterém je zaznamendavana odezva.

Ziskana data jsou poté vyhodnocovana pomoci pocitace. [12]

Obr. 2. Schéma chromatografické aparatury [14]

From Process

Chr om-in:o graphy

Column \

4

Chromatograph
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4.2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP — HPLC)

Jednou ze spolehlivych metod pfi déleni mléénych proteind je RP — HPLC. Oproti klasické
HPLC je stacionarni faze nepolarni a je vdzadna na mikro¢astecky silika gelu, nejcastéji se
jednd o nepolarni uhlovodiky (oktadekan), poptipad¢ kyano — derivaty. Pfi této metod¢ je
dileZitou soucdsti kolony vysokotlakd pumpa, protoZe ndplii kolony tvoii mikrocdstice

silikagelu. [20]

Mobilni faze: Nejcastéji pouzivame vodu, metanol, acetonitril anebo jejich smési. Pomér
vybirdme s ohledem na stanovovanou slozku, protoZe by mohl ovlivnit samotnou analyzu

vzorku. [20]

Piiprava vzorku proteinii: Rozpusténim vzorku proteinti, popiipadé odstfedéného mléka

v mobilni fazi. [3]

Vlastni stanoveni: Vzorek prochazi kolonou a po jejim prichodu se jednotlivé frakce de-

tekuji na UV (pfi vinové délce 280 nm) nebo MS detektoru. [20]

4.2.3 Kapalinova adsorpéni chromatografie (LSC)

Dalsim typem kapalinové chromatografie je kapalinova adsorpcni chromatografie. Lze ji
pouzit pro déleni smiSenych protein. Princip je zaloZen na rozdilné afinit¢ vzorku ke sta-
ciondrni fdzi a vytvoreni monovrstvy na povrchu adsorbentu. Priitb¢h adsorpce lze popsat
pomoci Langmuirovy izotermy, protoZe pii nizkych koncentracich vzorku je linedrni. [15]
Oddéleni smiSenych proteint je postaveno na jejich izoelektrickém bodu. V nasem piipadée
staci okyselit vzorek na pH 4,6. Kaseiny jsou pfi této hodnoté pH v roztoku nerozpustné.
[7,15] Srazenina se zachyti na zacatku kolony a ptes kolonu projdou pouze sérové protei-
ny. Této metody se pouziva pti kontrole vyzivovych dopliki, zda obsah uvedenych bilko-

vin je pravdivy. [6]

Vzorek mléénych proteini: Odstfedéné mléko zbavené anorganickych soli, nebo kysele
srazené proteiny, vyzivové dopliiky pro sportovce. Vzorek se rozpousti v mobilni fazi,

kterou byva hexan, diethylether a voda. [15,18]

Vlastni stanoveni: Kolona je naplnéna hydroxyapatitem, celulosou nebo silikagelem. Pfi
priachodu mobilni fize kolonou se sorbuji proteiny na povrch adsorbentu. Po vytvoieni
monovrstvy (adsorpci vSech proteinll) nastdva desorpce pomoci pufrii a ndsledna detekce

na UV (pti vinové délce 280 nm) nebo MS detektoru. [15]

Vyhodnoceni: Jako u piedeslych metod pomoci grafu, poté porovnani se standardy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

4.2.4 TIontoménicova chromatografie (IEC)

Nejucinngjsi chromatografickou metodou pro déleni proteintl je iontoméni¢ova chromato-
grafie, kterd patii pod kapalinovou chromatografii. Je zaloZena na principu vymeény iontii
mezi staciondrni a mobilni fazi. Vzorek se vaZe na povrch katexu nebo anexu a ¢ast stacio-

narni faze prechdzi do mobilni, aby se zachovala rovnovaha.
R*A+B ——>» R "B +A”

R*A™ —piedstavuji staciondrni fizi ve formé& anexu, B~ je vzorek bilkoviny. Pfi priichodu
kolonou se bilkovina navaze na povrch staciondrni faze a ¢ast anexu piejde do mobilni faze
(vyména iontl). Ndslednym priichodem pufru nebo roztoku o klesajici koncentraci, doché-
zi k uvolnéni bilkoviny. Po oddéleni z povrchu anexu jsou bilkoviny detekovany na detek-
toru. Diky této metod¢ se jiZz béhem minulého stoleti podafilo rozd¢lit vSechny kédované

aminokyseliny. Dokonald Gcinnost této frakcionacni techniky spociva ve vlastnosti bilko-

vin chovat se jako zdsada nebo kyselina podle hodnoty pH. [12,14]

Tab. 8. Piehled iontoménic¢u pro déleni proteini [12]

Nazev inotoménice | Typ Reak¢ni skupina Frakcionace pro-
teint

DEAD - Celuléza Slab¢ zasadity Diethylaminoethyl slabé kyselé a neut-
ralni

CM - Celuléza Slabé kysely Karboxymethyl slabé zdsadité a ne-
utraln{

P - Celuléza Siln¢€ kysely Fosfatova skupina siln¢ zasadité

Bio — Rex 70 Slabé kysely — na | Karboxylovd skupi- | zdsadité, primarni a
bazi polystyrenu na sekundarni aminy
DEAD - Shepadex | Slabé zdsadity — | Diethylaminoethyl gelovd filtrace a
zesitovany dextran frakcionace  kyse-
lych a neutrdlnich
SP — Sheparose Siln€ kysely - zesi- | Methylsulfan gelova filtrace a

tovany  agar6zovy

gel

frakcionace zasadi-

tych
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Nejcastéji pouZivanym iontoménicem je CM — celuléza. Jednd se o slabé kysely katex.

Vzorek bilkovin je do kolony pfivadén za vysoké hodnoty pH ve formé kationtt. [15]

Mobilni faze: Pro tento typ chromatografie volime polarni rozpoustédlo metanol, diethyle-
ther, vodu nebo jejich vhodnou kombinaci podle povahy vzorku. Popiipad¢ volime roztoky
komerénich pufrt. [12]

Vzorek mléénych proteini: Odstfedéné mléko, poptipad¢ kysele srazené proteiny.
Vlastni stanoveni: Vzorek bilkovin je pfiveden do kolony (o délce 50-100cm), kde pro-
beéhne iontovd vyména. Dochdzi k frakcionaci vzorku kaseinii. Po rozd€leni nastdva vymyti
frakci z povrchu stacionérni faze, k tomuto tcelu slouzi 0,08M, 0,2M, 0,3M NaCl. Detekce

probihd na UV detektoru, spektrofotometricky po reakci s ninhydrinem, nebo pomoci MS

detektoru. Po oddéleni frakci je kolona vycisténa promytim 2M NacCl. [16]

Vyhodnoceni: Jednotlivé frakce kaseinu jsou pomoci detektoru rozdéleny do pikt na

chromatogramu.

Obr. 3. Graf frakcionace kaseinu v odstiedéném mléce [16]

Relative Absorbance (at 280 nm)

g
g
8

Time (min)

pozn. Detekce frakci kaseinu pomoci UV detektoru. 2. nebilkovinné slozky + sérové pro-

teiny a vy -kasein, 3. k —kasein, 4. 3 —kasein a 5. o, — kasein.
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4.2.5 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Gelova permeacni chromagtrografie je zvlaStni druh kapalinové chromatografie a v déleni
proteinil se pouziva jako druhd nejcastéjsi metoda. Kolona je ze skla, popfipad¢ inertnich
materidlli, kovy by mohly zptsobit vysrdaZeni proteinti. Vnitini ndplii kolony tvoii pérovity
gel. Nejcastéji k tomuto ucelu vyuzivame gel Shepadex. [12] Jde o gel tvofeny pomoci
dextrand, svym sloZenim je selektivni pro déleni bilkovin. Ndhradou tohoto gelu mohou

byt i univerzalni naplné Porasil, Spherosil a nebo skelny materidl Bio-Glass. [18]

V popisu jednotlivych gela je uvedeno kolik g vody jsou schopny pojmout. Tato vlastnost

napomahd sorpci vzorku. [3]

Tab. 9. Dva nejpouzivanéjsi typy geli pro stanoveni proteini mléka [12]

Nazev Typ Rozsah detekce (kD)
Shepadex G -100 dextran 4 -150
Sephacryl S -100 zesitovany dextran 1-100

Mobilni faze: Volba vhodné mobilni faze je dilezitd pii kaZzdém stanoveni. Hlavnim po-
Zadavkem je inertni chovani vici stanovované sloZce a gelu. Nevhodné zvolend kapalina
by mohla negativné ovlivnit separacni proces. [18] Pfi stanoveni bilkovin mléka je nutné
davat pozor, aby nedoslo k denaturaci nebo rozkladu proteinti, proto se voli polarni orga-
nickd rozpoustédla. NejCastéji metanol, diethylether, voda anebo jejich smési. [13] U ka-
seintl se musi dbat na to, aby hodnota pH mobilni fize byla mimo izoelektricky bod kasei-
nl. VysrdZzeni kaseinli v chromatografické kolon¢ by zastavilo celou frakcionaci a zne-

moznilo pouZiti gelu pro dalsi stanoveni. [3]

Vzorek mléénych proteint: Odstiedéné mléko se zahusti, odstrani se balastni latky (tuky,
anorganické a organické soli), ale neni to podminkou. MIécné proteiny vétSinou lyofilizo-
vané, popiipadé kysele srazené se rozpusti ve vod€. [3] Touto metodou lze 100% rozdélit
sérové proteiny. V tomto piipad¢ je vzorek oprostén od kaseini pomoci libovolné srazeci

metody a ndsledné rozpustén v mobilni fazi. [19]

Vlastni stanoveni: Vzorek je davkovan pies injektor do chromatografické kolony. Vétsi
molekuly kolonou prochdzi rychleji, protoZe se Spatné sorbuji do gelu. Mensi molekuly se

sorbuji dovnitf gelu a proto se eluuji déle. Po prichodu mobilni faze kolonou prochdzi fada
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roztokl (komer¢ni pufry) a jednotlivé vymyvaji latky zachycené na gelu. Po prichodu jsou

jednotlivé frakce detekovdany pomoci MS, UV (pfi vinové délce 280 nm) detektoru. [18]

Vyhodnoceni: Rozd¢leni frakci kaseinid poptipad¢ sérovych proteinti je pomoci UV , nebo
na MS detektoru. Ziskané hodnoty se porovnavaji se standardy. Kaseiny vychazi z kolony
podle sniZujici se molekulové hmotnosti v potadi: oy -, 0g; -, B - a k -kasein. [15] V piipad¢
sérovych proteind vychdzi v potradi: B-laktoglobulin a a-laktalbumin. Tato analyza se pou-

Ziva jak ke kvalitativnimu tak i kvantitativnimu stanoveni. [19]

4.2.6 Papirova chromatografie (PC)

Papirova chromatografie je metoda, pfi niZ je vzorek poutdn na staciondrni fazi a to papir.
Whatman 1. Specidlnim druhem papiru je skelny, ktery musi byt impregnovan roztokem
pufru, silikagelem a jinymi latkami. Mobilni fazi v tomto piipadé tvoii vyvijeci médium,

jehoz volba zdleZi na povaze detekované latky. [3]

Ptiprava vzorku pro papirovou chromatografii je velmi slozitd. Potravinafské materidly
jsou zna¢né heterogenni a tim padem je velmi sloZité stanovit pfesny postup pfipravy ana-
lytu. Nejprve se musi zamezit ruSivym reakcim balastnich latek (bilkovin, lipid). Bilko-
viny se daji vysrdzet pomoci trichloroctové kyseliny nebo taninem. Lipidy se vyextrahuji
pomoci lipofilnich rozpoustédel. Odstranéni anorganickych soli se provadi na ionexech
nebo elektrolyticky. Vyhodou této metody je relativni jednoduchost manipulace. Nevyho-

dou pomérné dlouhy ¢as vyvijeni. [3]

Vzorek mléénych proteini: Vzorek pro stanoveni musime zkoncentrovat, protoZe pii
stanoveni se pracuje s velmi malym mnoZstvim. Odstfedéné mléko musime zbavit laktézy

organickych a anorganickych soli.

Vzorek Cistych proteinil se rozpousti ve vodé, popiipadé v poldrnim rozpoustédle metanolu

nebo butanolu. [3]

Vlastni stanoveni: Na chromatograficky papir se nakresli, nejcastéji tuzkou, startovaci
¢ara. Zde je nanesen vzorek mikropipetou (1-20ul). Optimélni velikost skvrny naneseného
vzorku je 5-10 mm. Papir je nasledné vlozen do vyvijeci kolony. Pro tento ucel slozi bud’
sestupné, nebo vzestupné vyvijeci komory. Pro stanoveni mlécnych proteinii se pouziva
,technika nékolikandsobného vyvijeni*. VSechny druhy kaseintll jsou ve svém sloZeni po-

dobné, a proto maji témér stejny retardacni faktor. Tato technika spociva ve vyjmuti papiru
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z vyvijeci komory, jeho vysuSeni a opétovném vlozZeni. Vyvijeci smés je tvofena vodou:

butanolem: kyselinou octovou. [3]

Vyhodnoceni: Po rozdé¢leni vSech frakei mizZeme vyhodnocovat pomoci dvou zptsobt.
Spektrofotometricky (pfi vinové délce 280 nm) po reakci s ninhydrinem vznikd barevny
komplex. Zméfend absorbance se porovnd s kalibra¢ni kiivkou standardu. Druhym moz-
nym zpisobem je stanoveni pomoci standardu, kdy se nechd projit kolonou jako vzorek.

Po reakci s ninhydrinem neméifime absorbanci, nybrz porovnavame velikost a umisténi

skvrn. [3]

Stanoveni pomoci papirové chromatografie se v praxi pro bilkoviny moc nevyuZziva. Vy-
sledky jsou spiSe pro potvrzeni pfitomnosti, nelze je tedy povazovat za 100%. Obdobnym

zpusobem pracuje i tenkovrstva chromatografie TLC. [3]
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ZAVER

Tato prace se zabyva studiem mléka, protoze slouzi n€kolik tisic let nejen pro vyzivu lidi,
ale je také vychozi surovinou pro vyrobu fady jinych mléénych vyrobkl. Nejvyznamnéjsi
v naSich podminkdch je mléko kravské, ale i kozi a ov¢i. Kazdy druh mléka je odliSny
svym sloZenim a zdvisi také na ro¢nim obdobi, ptipadn€ dob¢ laktace. ProtoZze mléko ob-
sahuje velmi hodnotné bilkoviny pro stravovani ¢lovéka, je velmi dilezité znat jak tyto

latky vyextrahovat a stanovit jejich kvalitu i kvantitu pomoci chromatografickych metod.

V préci jsou navrZzeny postupy izolace bilkovin, které se pouzivaji v mnoha primyslovych
odvétvich a to kyselé srdZeni, vysolovdni pomoci soli kyselin, centrifugace, ultrafiltrace,
kryoseparace a GPC. Je popsdna pouze podstata vybrané metody, protoze kazda spolecnost

si ji upravuje podle svych potteb a podminek provozu.

Byla provedena souhrnnd literarni reSerSe, jaké chromatografické metody Ize
k vyhodnoceni pouZzit. Necastéji pouZivanou metodou je iontoméni¢ova chromatografie.
Mezi Gc¢inné a spolehlivé metody se déle fadi vysokoucinnd kapalinovd, gelovd permeacni
a kapalinova adsorpcni chromatografie. Pro detekci proteini ve vzorku se pouziva papiro-

va chromatografie.
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