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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem degradasein@/ého komplexuip procesu
pareni u vzork syrenin ed pdenim, syenin po p&ni a finalnich vyrobk — syfi Mozza-
rella a Jadel. Procély experimentu byla pouzita gelova perfrdachromatografie s

refraktometrickou a viskozitni detekci.

Kli¢ova slova: kasein, pené syry, gelova perm&sd chromatografie

ABSTRACT

This master thesis deals with a study of degradaifocasein complex during a steaming
process with rennet samples before steaming, resameples after steaming and final pro-
ducts — Mozzarella and Jadel cheese. For the pespaisan experiment gel permeation

chromatography (GPC) with refractometric and visetiin detection has been used.

Keywords: casein, steamed cheese, gel permeattomeatography
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UvoD

Mriviw s

mlé&né Zlazy. Redstavuje komplex frakci fosfoprotéinu nichZ je znama i aminokyseli-
nova skladba a struktura. Zakladnimi frakcemi kasgsouas;-, as,-, - ak-kasein. Jejich
molekulova hmotnost se pohybuje od 19,0 do 26,0. kDaléce jsou fitomny ve fornd
koloidni disperze - vlivem hydrofobnich sil se agskje iblizné 20 molekul do tzv. sub-
micel (12 — 15 nm), ty pak dale agreguji z@asti fosforénami a citrafi vapenatych do
micel o velikosti 30 — 300 nm. Spojeni frakci v si& je reverzibilni, velikost micel je
zavisla na obsahu €as jeho tbytkem se micely znatelrmensuji. Na povrchu micely se
nachazi hydrofilni polarni struktury (tzn. fosfasewé zbytkyas- ap-kaseir a threonino-
vy zbytek s vazanymi oligosacharidy v molekulaseinu), které nesou solvatovy, hydra-
tacni vodny obal s celkavzapornym ndbojemTen (i nativni rovnovaze brani spojeni
kaseinovych micel a doviiiticely se orientuji hydrofobriiasti bilkovin. Pro zpracovani
mléka je dilezita koloidni stabilita kaseinu, jez je ovlwana celodadou faktod, vcetrg

proces pii zpracovani mléka.

Mezi paené syry pat syry zahrnuté ve skupirmékkych nebo tvrdych swyr Charakteris-
tickym znakem pigenych syl je mirre prokysana sfnina s pH od 5,0 do 5,2fiprocesu
pareni dochazi vlivem vysoké fiai teplotypusobici na syr k denaturaci bilkovin a Kiur
tym zmendm reologickych vlastnosti, diky tomu sé&esyna stava elastickou, pruznou a

taznou.

Gelova permemi chromatografie (GPC) je typem kapalinové chrametfie, ktera se
principielrg odliSuje od chromatografie adsonp a rozdlovaci. Separmi proces je zalo-
Zen na rozéleni molekul podle jejich velikosti,ipsrEji podle jejich hydrodynamického
objemu. Nejastji se vyuzivad p stanoveni molarnich hmotnosti a distribuce matdrn
hmotnosti biopolyméra syntetickych polymér v rozmezi molarnich hmotnosti od®idb
10" g/mol.
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Diplomova prace je za#ena na studium degradace kaseinového kompléxprpcesu
pareni u vzork syrenin ged pdenim, syenin po p#&eni a finalnich vyrobk — syfi Mozza-
rella a Jadel. U zmémych vzorki bylo sledovano, zdatipprocesu pgeni dochazi ke zéa
nam molarni hmotnosti kaseinového komplexu. Zaditelem byla pouzita metoda GPC
s refraktometrickou a viskozitni detekci. Cilemqaerdoylo i zjiS€ni, do jaké miry je tato
metoda vhodna ke studiu degradace kaseinového kamm zarove byla navrzena dopo-

ru¢eni pro vhod#si optimalizaci podminek metody.
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|. TEORETICKA CAST
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1 MLEKO

Mlékem se nazyva tekuty sekret ¥é zlazy sauvic urceny k prvotni vyzi¢ jejich mlafat
[1, 2]. Mléko je komplexni potravinou obsahujiceeBny nutdné vyznamné latky a spo-

vvvvvvvvvv

jako vyznamny zdroj vapniku [2, 3].

VSechna hospodska zvfata chovana pro mléko maji ne Zlazy ulozeny ve zvlastnim
Gtvaru — vemenu, to se ra#dje nactyii ¢tvrtky, které si zachovavaji fyziologickou samo-

statnost.

Sekrety mléné Zlazy nizeme rozdlit na dw zakladni skupiny — mléka nezrala a mléka
zrala. Mléko nezralé — mlezivo (kolostrum) je Wduano mlénou Zlazou na konci gravi-
dity kratce ped porodem (fedkEzZné mlezivo) a hned po porodu (mlezivo pravégdiz-

né i pravé mlezivo jsou viskdzni kapalinyge az oranzo¥ nahrgédlé barvy, slané chuti.
Jsou bohaté na bilkovinyfedevSim imunoglobuliny, které jsou nositelem vy¥&oa
imunologické hodnoty mleziva. Mlezivo se praimyslovou vyrobu nevyuziva.réchod

mleziva ve zralé mléko trvaijmérné 7 - 10 dni po porodu.

Podle vzajemného pafru kaseinové a albuminow&&sti bilkovin rozliSujeme u zralych
mlék dw skupiny: mléka albuminova, kam piakromé kobyliho, osliho, psiho, kKaiiho,

svinského i mléko maiske, a mléka kaseinova (kravskeé, kozgigeelbloudi) [1, 4, 5].

Pro pamyslové zpracovani a lidskou vyZivu se vyuzivadevsim mléko kravské - asi

kolem 85 % celosttové, v mnohem mensi i@ pak také mléko buvoli, kozi a@\2].

Vyrobou mléka, jeho zpracovanim a distribuci seyzataplikovana #da laktologie (mlé-
karstvi) [4].
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2 SLOZENI KRAVSKEHO MLEKA

Tato diplomova préace se zabyviegevSim bilkovinami, proto budou z celkového slézen

mléka zmikny pouze dusikaté latky.

Syrové mléko je definovano v Kodexu Alimentariukggolydisperzni velmi slozity sys-
tém tvdaeny vodou a pevnymi sloZkami [6]. Migy tuk je gitomen ve form emulze v tzv.
mlééné plazmg. Hlavni ml€na bilkovina, kasein, jeffjomna ve form koloidni disperze
v tzv. mlééném séry které obsahuje koloidni roztok sérovych bilkoaipravy roztok lak-

tdzy, mineralnich latek a dalSich slozek [7].

Mléko obsahuje gimeérne 87 - 88 hm. % vody, kterd se ¥m vyskytuje jednak volna,
jednak vazana na koloidy a dale i chemicky vazafudna voda tveéi prevaznou ¥tSinu
mléka. Slozky mléka, naplaktoza, mineralni latky, kyseliny apod., jsomiwozpu&iny.
Hydrat&ni voda je voda vazana na koloidy, kterartvobaly na povrchu jejicltéstic.
Chemicky vazana voda se nazyva krystalicka. Sugahanuje vSechny latky zbylé po vy-
suSeni. SuSina mléka jeapmérné 12 - 13 hm. %, tvid ji mlécny tuk a doprovodné latky,
bilkoviny a nebilkovinné dusikaté latky, g cukr — laktoza a ostatni sacharidy, vitami-
ny, mineralni latky, enzymy, hormony, plyryerstv nadojené mléko obsahujeapérng

asi 8 obj. % plyh. Prevaznésast je oxid uhbity (5 - 7 obj. %).Cast plyrii se do mléka
dostava az po styku se vzduchem (héaghasik a kyslik) [8].

2.1 Dusikaté latky

Dusikaté latky mléka tud nejkomplexgjsi slozku mléka a také &uji jeho zakladni fyzi-
kalni a chemické vlastnosti.ckteré z nich kroré nutricni hodnoty maji vysoce vyznamné

biologické funkce (imunoglobuliny, laktoferin, emay aj.).

Z veSkerého dusiku v mléce je v bilkovinach obsazZemealnim pipac pouze 93 - 95 %
a zbyvajicich 5 - 7 % je obsazeno v nebilkovinngakikatych latkach. Proto se tato hod-
nota oznauje jakohruba bilkovina a obsah skutaych —¢istych bilkovin je tedy nejmé-
né o &chto 5 - 7 % nizSi [9].
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Zakladni rozdleni dusikatych latek mléka:

» Kasein — komplex fosfoproteiin které jsou syntetizovany ntléou Zlazou a tvid

v mléce pezvykavd prevaznousast bilkovin.

» Syrovétkové bilkoviny (bilkoviny ml&ného séra, sérové bilkoviny) — jsou globu-

larni bilkoviny, vyskytujici se v mléce ve foérkoloidniho roztoku.

» Proteoso-peptony- jsou tepel# stabilni fosfoproteiny, rozpustnéi pH 4,6. Tvdi
2 - 6 % zcCistych bilkovin.

e Ostatni bilkoviny mléka — jde ofadu minoritnich latek bilkovinné povahy (enzy-

mu, lipoproteiri apod).

* Nebilkovinné dusikaté latky— jedna se o latkytstavajici v roztocich po vysraze-
ni bilkovin mléka. Vedle volnych aminokyselin je peedevSim kyselina ndova,
kreatin, nukleotidy, vitaminy skupiny B, amoniakpéovina apod. Jejich koncent-

race se v mléce pohybuje v rozmezi od 250 do 30@umstku v 1 litru mléka.

a-kasein 42%
Kasein p-kasein 25%
(24-26%) k-kasein 004
Cista bilkovina 76 - 86 % z &. bilkovin v-kasein 405
(3.0 -3.3%)

93-95%celk N a-laktalbumin 4%%
Hruba bilkovina Syrovatkové bilkoviny f-laktoglobulin 9%
(3.2-3.6%) (0.5-0.7 %) sérum albumin 1%
celk. N x 6,38 14 - 24 % z ¢. bilkovin imunoglobuliny 2%
proteoso-peptony 4%
modovina 50%

Nebilkovinné dusikaté latky (20 - 30 mg/100 g)

(25 - 35 mg/100 g) amoniak, kreatin,
5-7%celk N kys.mocova atd. 50%

Obr.1: Rozdleni a zastoupeni z&kladnich dusikatych latek ketws mieka [9].

Obsah bilkovin v mléce je ovli¢gn mnoha faktory, jako n@pstadiem laktace, které je
nejvyznamijSim faktorem, zdravotnim stavem dojnice, vyZzivolkraenim dojnice, ple-

mennou pislusnosti, genetickymi polymorfnimi frakcemi [2,9.
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VSechny bilkoviny mléka p&tmezi globularni bilkoviny (tzv. sféroproteiny)ieké se na-
chazeji v Gtvarech kulovitého nebo ovalného tvave aod tvoii koloidni roztoky. Struk-
tura bilkovin je dosti slozita a relatinabilni. Fisobenim vgjSich fyzikalnich, chemic-

kych i biochemickych faktdrse miize menit a bilkovina denaturovat.

Primarni struktura je dana ptadimcili sekvenci aminokyselinovych zbyiks fetzcich.
Na jednom konctetézce je vzdy volnd —Nkskupina, na druhém skupina —COOH ¢Bb

fetzce a skupiny umaiiji pricné spojeni vicéettzai.

Sekundarni strukturou mléénych bilkovin se rozumi prostorové uggpdani atora (kon-
formace) v hlavnim polypeptidovéretizci do dvojité Sroubovice nebo podobnych Glvar

a jeji fixace progednictvim vodikovych a disulfidovychimtki.

VySe popsané dvousSroubovice se vzajemsi&i do kulovitych atval, jakychsi klubtek,
fixuji své polarni i nepolarniettzce svymi funknimi skupinami. Shlukuji se a vyt&ji

terciarni strukturni ttvary — submicely.

Pokud se tyto terciarni Gtvary shlukuji, spojujiyavéieji vétsi skupinu — micelu, mluvime
o kvartérni struktu re bilkovin. Spojeni submicel v micelu je pémeé volné a fisobenim

vngjSich vliva se snadno rozpada nebo naopak [10, 11, 12].

2.1.1 Kasein

Mriviw s

mlécné Zlazy [10, 13]. V mléce jeripomen ve formi koloidnich¢astic, které obsahuji kro-
m¢ proteim i znané mnoZstvi vapniku a fosforu, v nepatrndentaké he&cik a citraty.
Fosfor je vazan na kasein v mnozstvi 0,7 - 0,9 %oxe¢ kyseliny fosforéné, jenz je este-
ricky vazana na serin a threonin. Kasein gergtvém mléce vaze na vapnik. Mluvime tedy
o tom, Ze kasein jefftomen jako komplex kaseinatu vapenatého (95 %@séof&nanu
vapenatého (5 %). Z mléka haibeme vysrazet okyselenimi pH 4,6 a teplat 20 °C [10,
14]. Kasein totiz pat mezi hydrofobni bilkoviny, coz jefiginou jeho izoelektrického sra-

Zeni z mléka po ztr&wvnéjSiho naboje a solvataiho vodnihabalu [6].

Kaseiny se rozfluji na zéklad jejich primarni struktury (sekvence aminokyseldg 4
zakladnich frakcius, as;, p ak, a ty maji celodadu genetickych variant, které se od sebe

liSi chemickou strukturou a vlastnostmi [15, 16]. M kravském mléce je jejich zastoupe-
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ni as; (12 - 15 %),05 (3 - 4 %),B (9 - 11 %) ac (2 - 4 %) [16]. Zndny ve strukturach ka-
seim jsou disledkem posttransiaich modifikaci nebo genetického polymorfizmu [15,
18].

Bylo zjiSttno, Ze vSechny kaseiny vykazuji tzv. mikroheterdtgektera vznika z gi pri-
¢in:

1. Variabilita ve stupni fosforylace

2. Disulfidické vazby

3. Hydrolyza plazminem

4. Variace ve stupni glykosylace

5. Geneticky polymorfizmus [18].

Charakteristika zakladnich frakci kaseinu

as;-kasein je hlavni sloZkou kaseinové frakce mléka. fivimo jedna velka a jedna maléa
cast a ob tyto ¢asti maji stejnou sekvenci AMK (aminokyselin). J&mo 6 genetickych
variant (A, B, C, D, E a F), z nichz varianta Bza%0 % u ¥tSiny plemen pevazuje. Pri-
marni strukturaus; varianty B je sloZzena ze 199 AMK o molekulové hnustin 23,6 kDa.
Obsahuje 8 fosfoserinovych zbytkokalizovanych v polohdch 43 - 80, diky nimZ jéota
¢ast molekuly polarni. V polohach 100 - 199 jsowiany nepolarni postranméttzce
aminokyselin. V pitomnosti vapenatych iolttvori nerozpustnou vapenatotl.sZa frag-
mentyas;-kaseinu se povazujekasein, vznikly Spenim plazminu (alkalicky mé@y en-
zym) [11, 15, 19, 20, 21].

as-kasein ma primarni strukturu sloZzenou z 207 AMK o molekdldymotnosti 25,2 kDa
a obsahujell fosfoserinovych zbytklsou znamé 4 genetické varianty A, B, C a D. Na

rozdil odas;-kaseinu neni tak citlivy kiftomnosti vapenatych ioin{15, 19, 21].

B-kasein je nejvice hydrofobni. V primarni struk&iobsahuje 209 AMK o molekulové
hmotnosti 24,0 kDa a 5 fosfoserinovych zliytkpoloze 1 - 40. Nepolarni postrartaetz-

ce aminokyselin jsou lokalizovany v polohach 1389. Je znamo 7 genetickych variant.
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Pti teplotach 1 °C a nizSich poskytuje s vapenatymiyi rozpustnouts, pii vysSich teplo-
tach sil nerozpustnou. Degradafikaseinu plazminem vznikaji-kaseiny. Od&penim
zbytku s aminokyselinami 1 - 28 vznikpgkasein (zbytek 29 - 209, s molekulovou hmot-
nosti 20,5 kDa) a proteoso-pepton &arey jako PP8Fjy,-kasein (zbytek 106 - 209,
s molekulovou hmotnosti 11,8 kDa) vznika égénimiettzce 1 - 105 as-kasein (zbytek
108 - 209, s molekulovou hmotnosti 11,6 kDa) gu&himiettzce 1 - 107 [9, 10, 11, 15,
21].

k-kaseinse sklada z hlavni bezcukerné slozky a minighaésti malych slozek. Vyskytuje
se jako smss polymetfi spojenych intermolekularnimi disulfidickymitstky. Je znadmo 7
genetickych variant, z nichz varianta A &3iny plemen fevlada. Primarni struktura hlav-
ni sloZzkyk-kaseinu se sklada ze 169 AMK o molekulové hmotri0 kDa a 1 fosfose-
rinového zbytku. Jako jediny z vySe uvedenych kdsg glykosylovan. Krora fosforu
jsou v kaseinu fitomny také sacharidy a to D-galaktopyrandgacetyl-D-galaktosamin a
N-acetylneuraminova kyselina. Prigstnictvim N-acetyl-D-galaktosaminu jsou cukry na
protein vazany glykosidickou vazbou. S vapenatyomty tvai x-kasein rozpustné soli
stabilizujici as- a p-kaseiny v pitomnosti iont vapniku. Je rozmi& predevSim

v povrchové vrst¥ submicel a chrani tak bilkovindeu koagulaci [6, 9, 10, 15, 21].

VSechny uvedené frakce kaseinu diky vysokému obpatlinu, cystinu a cysteinu, které
se astni @icnych vazeb mezietzci, davaji kaseinu odolnostidi teplotdm nad 100 °C
[10].

Struktura kaseinové micely

Kaseiny nejsou v mléce ve foEnmonomei, ale jsou agregovany do kaseinovych kom-
plexi - micel. Nejprve jsounolekuly as-, B- ak-kaseirii uspdadany do submicel tvaru ro-
tatniho elipsoidu po 25 - 30 molekulach. JednotlivBrsicely se vzajemnspojuji do mi-
cel @i teplotach nad 5 °C prastnictvim fosfatovych (fosfoserinovych) skupie- ap-
kaseiri a vapenatych iofitbud’ pfimo, nebo prosgédnictvim volnych fosfdit a citrafi.
Spojeni frakci v micele je reverzibilni, velikostael je zavisla na obsahu €as jeho

Ubytkem se micely znatelremen3uji. Na povrchu micely se nachazi hydrofgaiarni
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struktury (tzn. fosfoserinové zbytlys- ap-kaseirii a threoninovy zbytek s vazanymi oli-
gosacharidy v molekule-kaseinu), které nesou solvatovy, hydéafaszodny obal s celkayv
zapornym nabojem, kteryipnativni rovnovaze brani spojeni kaseinovych mielovnit

micely se orientuji hydrofobrsti bilkovin.

Kaseinové micely jsou moruSovitého tvaru éméru 30 - 300 nm a obsahuijici asi 20 000

molekul kaseif o slozeni:
* 93 % kasein,
* 3 % vapenatych iofit
» 3 % anorganického (volného) fosfatu,
» 2 % fosfatu vazaného jako fosfoserin,
* 0,4 % citratu,

* 0,5 % sodnych, draselnych ar&inatych iont [6, 10, 14, 19].

k-kaseir
. volny Fetézec bilkovin

y
PO
’/ skupiny

‘I.' =y

e = =

d hydrofobni jadro

Obr.2: Schéma kaseinové micely a detail submickdy. [
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Funkéni vlastnosti kaseir

Kaseinové produkty vykazuji Siroky rozsah fanich vlastnosti, diky kterym je mozné je
vyuzivat jako potravinoveérfsady. K zakladnim furikhim viastnostem pétemulgace tu-

ku, stabilita gny a posilovani textury potravinovych prodiukt

Rozpustnostje dilezitym predpokladem prod&tSinu dalSich funénich vlastnosti a jetd
lezita pro mnoho aplikaci kaseinu. Kasein je neasipy v rozsahu pH 4,0 - 5,0, ale vyso-
ce rozpustny i pH vySSim nez 5,5. Je rozpustnyfi pH niz§im nez 3,5, alefiptéto hod-

not je vice viskézni nezipneutralnim pH.

Prakticky pro vSechny komari aplikace jsou kaseinyigd pouzitim rozpushy
v alkalickém progedi, nap. syidlovy kasein je nerozpustny ve vogii pH 7, ale nize
byt rozpu&tny zvySovanim pH nad 9,5idavkem NaOH.

Tepelna stabilita je dilezita vlastnost kaseinatv polévkach, omgkach, smetanach do
kavy a jinych nutdnich produktech. Sodné, draselné a amonné kasgsmtywysoce te-

pelrs stabilni. Kaseinat vapenaty ma mnohem nizsi tepestabilitu nez kaseinat sodny.

Koagulace a tvorba gelujsou zZadouci u médych vyrobki a dezert, ale nezadouci u
mnoha dalSich aplikaci kaseinu, hagmetany do kavy, polévek, otek, napoj a nutri-
nich nebo l&vych pripravki. Tvorba kyselého neboisgiového gelu v mléce, je Apobe-
na vytvdenim terciarni struktury kaseinové ¢sitDbecrk kaseinaty postradaji stabilitu
v kyselém prosedi, ale kvalitni kaseinat sodnya#e byt pouzit jako hlavni sloZzka smeta-

ny do kavy, u které je pozadovana stabilita vedst kyselém prosedi.

Mrivriw s

vyroba cerealnich produktpii vyrob¢ téstovin, masa nebo nahrazekisyr

Viskozita je dalezitou vlastnosti pro mnoho tekutych vyrdbkako jsou polévky, tRvy a

omé&ky, kde je zahu®vani pozadovanou futiki vlastnosti. Vytvéeni textury je zejména
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dulezité u polotekutych vyrolik nagF. u nahrazek syir vytlacovanych sladkosti a cukrovi-
nek. Flexibilni povaha kaseinovych molekul, ktergjinuspgdadanou sekundarni nebo ter-
ciarni strukturu diky vysokému obsahu prolinu, dggjigh roztokim mnohem vySsi visko-

zitu, nez je tomu vifpac normalnich globularnich protein

Emulzifikace tukia nebo olej je dilezita funkni vlastnost tért vSech aplikaci kaseina
kaseinat, jako jsou smetany do kavy, Slehané cukrovinkiyrazky syii, polévky, omaky
a masné produkty. Schopnost proteposkytovat stabilitu zavisi na schopnosti kaseinu
branit se proti slateni. Pro srovnani emulzifigkaich vlastnosti byla pouzita Siroka Skala

parametil, nag. emulzifikani kapacita, index emulzifikai aktivity a dalSi.

Tvorba pény je dileZitou vlastnosti kaseinapro aplikace, jako jsou Slehané cukrovinky a
dezerty v podob nag. Slehané gny. Dalezitymi vlastnostmi pro posouzeni tvorbyny
jsou zpravidla objem gmy a stabilita pny. Tvorba gny zavisi na koncentraci protéin

iontovém prosedi a na fitomnosti dalSich slozek, jako jsou cukry a tuk#][2

2.1.2 Syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové bilkoviny tvii asi 1/5 z obsahgistych bilkovin (giblizné 17 - 20 %). Zis-
kame je po vysrazeni kaseinti pH 4,6.V syrovatkovych bilkovinach mléka se nach&zi
laktalbumin (tvai asi 25 %) a R-laktoglobulin (nad 50 %), coz jsboZzenim snad nej-
vhodrgjSi bilkoviny vibec. Obsah vSech nepostradatelnych aminokyselmvjgimkou
methioninu vySSi nez v kaseinu. Velmi cenny je kysobsah cystinu a tryptofanu, na kte-

ry je kasein chudy [5, 9].

3-laktoglobulin je tvoren fettzcem 162 aminokyselin s relativni molekulovou hnosth
18,3 kDa a izoelektrickym bodem pl = 5,35 — 5,4¢ofT hlavni podil bilkovin mleziva,
avSak zralé kravské mléko ho obsahuje jen asi 0,1emerozpustny ve védavsak roz-
pustny ve slabych roztocich soli (jako je tomu ece)). Bi zvySené teplatve slak kyse-

|ém prostedi dochazi k jeho denaturaci i k dosti rychlén@zeni.
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a-laktalbumin je stejré jako [3-laktoglobulin syntetizovan v ndléé Zlaze. Jehtetzec je
tvofen 123 aminokyselinami s relativni molekulovou hnosti 14,2 kDa a izoelektrickym
bodem pl = 4,20 — 4,50. Neobsahuje fosfor a jeustyy ve vod, slabych zasadach a ky-
selinach, pofipact ve Zednych roztocich soli. Je z{idvan v kazdém mléce, které obsa-
huje laktozu, protoZe je nezbytny pro jeji synténa, vyznamnou biologickou funkci jako
souwast rekterych enzym a sekvence aminokyselinovébetézce je u #j stejna, kromns

aktivniho centra, jako u lysozymu [9, 13, 23, 24].

Imunoglobuliny jsou minoritni vysokomolekularni globularni glykopeiny miléka
s innosti protilatek. Zajiduji prenos imunity z matky na mléda proto jsou ve zvySené
koncentraci v kolostru (az 1,2 %). Relativni kortcace imunoglobulih v mléce je u
zdravych zuiat nizkd a odliSnda od koncentrace v krvi nebo jinyegjSich sekretech.
V mléce se nachazeji 4 z d imunoglobulifi znamych u savg a to 1gG, 19G,, IgM a
IgA [6, 9].
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3 TECHNOLOGICKY VYZNAMNE VLASTNOSTI MLEKA

Mléko ma kron¢ senzorickych vlastnosti (ctiuving, barva, konzistence) a zakladnich
fyzikalnich a chemickych vlastnosti (specificka hinast, bod mrznuti, kyselost — titrd a
aktivni, povrchové napi apod.) také technologické vlastnosti, které jsdilezité

z hlediska zpracovatelnosti na jednotlive druhykaténskych vyrobk Nejvyznamgjsi-

mi technologickymi vlastnostmi mléka jsou kysadigenost, skitelnost a tepelnd stabilita
[9, 25].

3.1 Kysaci schopnost

Bakterie mléného kysani jsou na rozdil odtsiny mikroorganism mimoradre citlivé na
vnejSi podminky. Proto hrajeiteZitou roli @i zpracovani mléka na kysané wné vyrob-
ky, tvarohy a syry jakost a sloZzeni mléka jako 2ivm prosiedi. Kysaci schopnost je roz-
hodujicim kritériem, zda v mléce bude z&msdobry fist gidanychcistych mlékaskych
kultur potebnych pro zdarny pb¢h vSech mikrobiologickych proceéd/yrazny inhib&ni
efekt zgisobuji gedevsim cizorodé inhitmi latky, jako jsou antibiotikagistici a dezin-
fekéni prostedky, konzerveéni latky, povrchow aktivni latky, ale také silna oxidai ¢ini-
dla. Bakteriostaticky az baktericiéinvSak piisobi i girozené latky obranného systému
mlé&cné Zlazy, a to jak imunoglobuliny a leukocyty, takalSi nespecifické antimikrobialni
latky. ZhorSené prokysavani mléka vSakze byt zgisobeno i zranénym sloZenim mléka
v disledku zdravotnich a metabolickych poruch nebolthdobého a hlubokého chlazeni
mléka. V mléce se proto z{i§je jak gitomnost inhibinich latek, tak i kysaci schopnost
[9, 25].

3.2 Syritelnost

Syritelnost je schopnost mléka srazet sedéym a tvdit syfeninu poZadovanych vlastnos-
ti. Proces srazeni mlékarglfem probiha ve dvou fazich. pimarni fazi dochazi pouze
k limitni proteolyzex-kaseinu, sekundarni fazi ke koagulaci frakci kaseinu zditom-
nosti vapenatych iofit Syitelnost je ovliviena celou fadou faktoli souvisejicich

s chemickym slozenim mléka a variabilitou jeho sloANejvyznamSi faktory jsou ob-
sah kaseinu a zastoupeni jeho frakci, velikostaa kaseinovych micel, obsah a formy

vapniku a fosforu v mléce, zejména rovnovaha kaickaseinatového — kalcium fosfato-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 24

vého komplexu, fipadré i dalsi mineralni latky, pH mléka a pochopitelteplota. Fi
zmeénach slozeni mléka v zavislosti na stadiu laktaatisledku nevhodné vyzivy fipad-

n¢ v zavislosti na metabolickych poruchach a zejnm@#naanstech miéné zlazy se zhorsu-
je syitelnost a tvéi se malo kompaktniikhka srazenina. 8telnost je také zriaé ovliv-
néna dobou a teplotou skladovani miéka a stg¢fko se zhorSuje kysaci schopnost, se

zhorSuje skitelnost a tveéi se malo kompaktnitkhké syenina [9].

3.3 Termostabilita

Jedna se o schopnost mléka, resp. kaseinu, zackicswad fivodni koloidni vlastnostiip
pusobeni vysokych teplot. Udava se jalas potebny k dosazeni gatku koagulace ip
urcité teplog, obvykle 140 nebo 120 °C podlg¢eppokladaného tepelného dgei. Za
téchto podminek nenastava denaturace kaseinu, alsled#u kombinovanéhoiinku
C&* a chemickych reakci mezi futtikimi skupinami aminokyselin agreguji kaseinové mi-
cely. Termostabilita mléka proto zavisi na delé faktoni ovliviiujicich koloidni stabilitu
kaseinu, ty vyplyvaji jak z chemického slozeni nalék tedy prvovyrobnich fakiirtak

z podminek zpracovani mléka. Rozhodujicim faktojemktivni kyselost mléka. Obvykle
mé& mléko optimalni termostabiliturippH 6,5 — 6,6; pod touto hodnotou termostabilita
prudce klesa aippH pod 6,2 mléko koaguluje jiZiip70 — 80 °C. Mléko s dobrou ter-

mostabilitou koagulujeip140 °C po vice nez 20 min [7].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 25

4 MLEKO JAKO ZAKLADNI SUROVINAK VYROB E SYRU

Jakost mléka je dena celkovym chemickym sloZzenim miléka a jeho fymikai, mikrobi-
alnimi a hygienickymi vlastnostmi. Podletgmbu zpracovani a zuzitkovani mléka saim

i vyznam tchto vlastnosti. Proto poZadavky na jakost mléka guroviny pro miékéren-
sky prtimysl nejsou vzZdy stejné. Zaviseji na specialnichagavcich, které se kladou na
mléko podle toho, na jaké vyrobky ma byt zpracovando pozadavky jsou jiné u mléka
uréeného k technickému zpracovani (hapa kasein) a jiné u mlékaceného k vyrob
tvrdych syfi apod. Jsou vSak &ité znaky jakosti, které musi mit kazdé mléko, daahé
jako surovina pro mlékarenskydgonysl, bez ohledu na #pob jeho dalSiho zpracovani.
Specialnimi znaky, které rozhoduji o vhodnosti ralékvyrok& jednotlivych druli syn,
jsou syritelnostmléka tj. schopnost mléka k &ni a vytvéeni pevné sgniny, akvasnost
mléka, tj. schopnost mléka byt vhodnym predtm pro rozmnoZovani @nnost uZitg-
nych mikroorganisri, predevSim bakterii mé&ého kvasSeni, a to jak v mléce, tak i

v ¢erstve sienins [26].

4.1 PoZzadavky na mléko pro vyrobu sy

Mléko jako piimyslova surovina se musi ziskavat imtgZitym, pravidelnym a dokonalym
vydojovanim mlénych zlaz zdravych, déb zivenych dojnic. Nesmi se Emu nic gidat
ani z rtho odebrat. Musi mit nezmenou barvu, vzhled,dni a che’. V mléce, i v mléce
zdravych, dote Zivenych dojnic, probihaji zér@é zneny ve slozeni. Tyto zimy zavisi na

laktatni dok& a mis¥ produkce.

NejvétsSi znmeény nastavaji v obsahu tuku a bilkovin, nejmensilé&ng&ho cukru a popelo-
vin. Proto nas i vyrobé syni z hlediska chemického sloZeni zajima obsah bitkaxilas-

t¢ pak obsah kaseinu, nebaa jeho obsahu a nachosti zpracovavaného mléka zavisi
vytéznost syli. Cim twngjsi je mléko, tim vy33i je obsah bilkovin v mlécéim mér
mléka se spoebuje k vyrol 1 kg syra. Kromd obsahu tuku a bilkovin maji pro vyrobu
syri zvI&stni vyznam rozpustné vapenaté soli, které piggjnivy vliv na syitelnost, vlast-
nosti syeniny a na konzistenci syrkromeé doby laktace fisobi na obsah vapniku v mléce

predevsim krmivo. V krmivu z4visi obsah vapniku regehi fidy [27, 28].
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Fyzikalni vlastnosti mlékassre souvisi s jeho chemickym sloZzenim, takze vSechiny,v
predevsim krmivo a zdravotni stav dojnice, které pamni slozeni mléka, i i jeho
fyzikalni vlastnosti (hustota, gisost apod.). MlIéko s pozénénymi fyzikalnimi vlast-

nostmi se nesmi pouzit k vyrobyri [28].

Mikrobiologicka ¢istotamléka pro vyrobu syr by také ndla byt co nejlepsi. Rozhodujici
neni jen nizky celkovy get zarodk, ale zejména népomnost bakterii maselného kvase-
ni, hnilobnych a plynotvornych bakterii. Na mikrolugicke cistott mléka se vyznani

podili hygiena ziskavani a of®tani mléka [25].
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5 TECHNOLOGIE VYROBY PA RENYCH SYRU

Mezi paené syry pat syry zahrnuté ve skupirmékkych nebo tvrdych syt vzhledem ke
specialnimu zpracovaniigniny se obvykle uvagi samostat&. Pro p@ené syry se natolik
rozskil nazev Pasta Filata, ktery méyed v Italii, Ze se pouZiva jako mezinarodni aaa

ni pro skupinu p@nych syi.

Paené syry pochazitwodns z Italie, Recka, Turecka a vychodni Evropy. Pro téadivy-
robu se pouziva mléko &V buvoli, kozi a kravské. ddteré tyto syry séadi k mekkym
nebo polomitkkym syiim a konzumuji séerstvé nebo po kratké dblrani (nap cerstva
Mozzarella, Scamorza). Jiné isi k tvrdym nebo polotvrdym zrajicim &ym, které ped

konzumaci prochazi procesem zrani {n&aciocavallo, Kaskaval, Provolone) [29].

NejvyznamgjSim zastupcem panych sy je Mozzarella. Rmyslow vyrabina Mozza-
rella nema tak vyraznou ctijako jiné druhy syi, nelze ji pouZivat jako stolni syr a servi-
rovat ji jako chiiovku. Idealni pouziti ma praofipravu pizzy, p peteni se vyborérozpé-

ka, nevytvéi tvrdou kirku, ale naopak typickou tahlovitost syrového pasjgo, 31, 32].

Charakteristickym znakem fEnych syii je mirrg prokysana d¢nina s pH od 5,0 do 5,2.
Naslednym zpracovanim v horké osk stava plastickou, coz uniojfe rozmanité tvaro-

vani syfi. Polotovar pro vyrobu ganych syt se vyrabi steghjako tvrdé, nizko dafivané

syry [5].

5.1 Tepelné oSateni mliéka

Podle technologickych postiipse vSechny druhy syrvyrabi vyhrady z pasterovaného
mléka. Pasteraci se rozumi mhmlékaci smetany na teploty pod 100 °Gj kterém do-
chazi k usmrceni ipvazné casti vegetativnich forem mikroorganiéma g@itom jen
kK minimélnim chemickym zeém&m suroviny projevujicim se Zmou chuti¢i nutriéni hod-
noty. Zakladni cile pasterace js@ajiSténi zdravotni nezavadnostimléka azvySeni tr-

vanlivosti vyrobku. ZvySeni trvanlivosti mléka pasteraci nentaumo jen zvolenymi pod-
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minkami zabevu, ale také rozsahem kontaminace suroviny a ktemean kontaminujicich

mikroorganisni [3, 7].

Pro vyrobu Mozzarelly se ngjbnéji pouziva pastekai teplota 72 °C po dobu 15 sekund,
ale je mozné pouzivat i teploty vyssi. Se zvySigécpastetai teplotou dochézi ke zvyse-
né denaturaci sérovych bilkovin, které neodchazsyeniny. ZvySuje se vygnost, ale
nasleds i vazba vody, a fize tedy dojit ke sniZzovani suSiny &@ ke zhorSeni jejich ja-
kosti (albumin a globulin zadrzujitsi podil vody, ktera se jiz naslednymi technoligic

mi zasahy bez Ujmy na jakosti syra neda odstrf#i}3].

Po pasteraci se pasterované miléko pini dorsijyah kadi, kde se upravuje jeho slozeni

pied syenim [34].

5.2 Uprava mléka pred syenim

Upravou mléka fed syenim se rozumi Gprava slozeni mléka a Gprava migrho Zivo-
ta v mléce. Uprava slozeni mléka se tykaédevsim Upravy tinosti mléka, aby se dosahlo
standardniho obsahu tuku v s@ssyra, a Upravy obsahu rozpustnych vapenatychpsoli
pasteraci, népstji pridavkem chloridu vapenatého, aby se zlepSitaedgost mléka, ktera
je pasteraci zhorSena usiedku zrény v pongru koloidni a rozpustné formy vapniku.
Pokud by se v pasterovaném mléce neupravil obsgbustnych vapenatych solfigav-
kem chloridu vapenatého, ziskala by se viceamakka houbovitd s§enina, ze které by
se Spaté tvorilo zrno a konzistence symo zformovani by byla vadna. Tim, Ze chlorid
vapenaty zlepSuje konzistenci a pevno#tisiny, zlepSuje také wWnost. Bi zpracovavani
syfeniny se totiz netvd tolik syrového prachu, takZze syrovatka obsahugdirprocento
tuku a bilkovin. Dale se @ite do pasterovaného mlék&davat dusinan draselny, ktery
ma zabranit feccasnému dteni syfi, vyvolanému plynotvornymi koliformnimi bakterie-
mi, pogx. bakteriemi maselného kvaSeni. Mikrobialni Zivankece se upravujetiddnim
specialnich mikrobialnickistych kultur v fiznych davkach podle druhu vygdtych syfi.
Upravuje se také teplota mléka na pozadovanou Hodktera je u ¥tSiny sy v rozmezi
30 -35°C [2, 4, 25, 28].

Pro vyrobu Mozzarelly na pizzu se uziva pasterovaléko s piblizn¢ 1,8 % tuku. Moz-

zarella s vy§Sim obsahem tuku kolem 3,6 % se koaopujako stolni syr [30].
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Po naplgni kadi pasterovanym mlékem se mlékoieghna teplotu $¢ni (kolem 30 — 33
°C) a dikladre promicha se startovacimi kulturami. Tradmi startovacimi kulturami u
Mozzarelly jsou termofilni (1 - 2 %, optimalni teph 40 — 45 °C) napLactobacillus del-
brueckii subsp.bulgaricusa Streptococcus thermophilysi vyrobé pizza syb. Casto se
Lactobacillus delbrueckisubspbulgaricus nahrazujeLactobacillus helveticusktery ma
schopnost zamezit Bdnuti syru Bhem péeni. Je mozné Mozzarellu jako pizza syr vyra-
bét i z mezofilnich startovacich kultur (optimalnpleta 20 — 30 °C), uzivanychiwyrobé
Cedaru (nap Lactococcus lactisubsplactis a Lactococcus lactisubsp.cremoris[7, 29,
30, 34, 35].

U startovacich kultur se pozaduje technologick&éenktera je spojena se schopnosti mi-
kroorganisnd premeénovat substraty, na@psacharidy, bilkoviny a lipidy na metabolity, kte-

ré ovliviiuji vyslednou cht} vini a konzistenci vyrobk|[2].

Po prokysani se k mlékuigava syidlo a zahaji se procesisyi [34].

5.3 Syieni mléka

Pisobenim siidlového enzymu chymosinu na mléko se molekulaikas®zklada na dv
molekuly parakaseinu a vznika poZzadovana tuliéngya, ktera je zakladem vyroby slad-
kych syfi. Chymosin je aktivni sloZkou 8glla. Klasické siidlo se ziskava extrakci tele-
cich Zaludk. Vzhledem k omezenym zdfop této suroviny se pouZivaji dalSi enzymové
preparaty zivéisSnéeho, mikrobialniho nebo rostlinnéhdvpdu s obdobnym gsobenim.

K Zivo¢isSnym syidlim pati pepsinové gydlo, které secasto vyuzZiva ve sési

s chymosinovym didlem. Z mikrobialnich gfdel se vyuZivaji preparaty izolované

z plisniCryphonectria parasiticaRhizomucor miehei

Pri srazeni mléka sidlem dochazi k enzymovémuspeni specifické peptidové vazby me-
Zi 105. a 106. aminokyselinou (fenylalaninem — noatimem) v kaseinoveé frakei. Vznika
tak hydrofobni para-kasein a hydrofilnik-kaseinmakropeptid. $§ni probiha veiéech
fazich. Vprimarni fazi dochazi k psobeni skidla nak-kasein. Koagulaci destabilizova-
ného kaseinu oziajeme jakdfazi sekundarni. Nezbytnou podminkou koagulace neni jen

teplota vy3si neZ 6 °Cyipomnost C&' iontii, ale i koncentrace a aktivita enzinTerci-
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arni faze puasobeni skidla na kasein jiz nesouvisi s koagulaci, ale semigtickym piso-
benim syidla v priibéhu zrani [2, 26, 33].

Pro vyrobu Mozzarelly se pouZivajizna kometné vyrabina syidla, ktera se davkuji ve
forme¢ ziredtného roztoku, tak aby davkoui&lla bylo dosazeno poZzadované tuhostesy
niny za 30 - 45 minut v klidu. V pbéhu syeni by se rfla stale udrzovat teplotaighi (30
— 33 °C). Po gni vznika s¥enina, ktera se zpracovava [7, 34, 36].

5.4 Zpracovani syfeniny

Ucelem zpracovani ggniny je gipravit syeninu o pozadované velikostastic, vlastnos-
tech a obsahu vody, resp. syrovatky. Ve vigmeém bilkovinném gelu — &nins je vazano
znané mnozstvi vody, kterou je nutno odstranit. Zpvard syeniny zahrnujg¢adu opera-
ci podle jednotlivych typ symi zaji¥ujicich tvorbu syrového zrna vhodného pro nasledné

formovani [37].

5.4.1 Krdjeni

Zpracovani skeniny z&iné jejimkrajenim. Tato operace se provadi pomoci gskgch harf.
Syfenina se kraji po dobu 15 minut zabudovanymi harfarsneru krajeni a pouziti bio
nich list v kolmé poloze k obvodu vyrobniku, ktegnastavi po odlepeniteginy od stn.
Zpusob krajeni a otky harf musi byt voleny tak, aby bylo docileno @wyrovnarjSiho
zrna s co neftSim podilem zrna pozadované velikosti 8 - 14 mitom je dilezité, aby
pozadovaneé velikosti zrna bylo dosazeno mezi 6.mifutou krajeni. Dosahne se tak nej-

nizsiho procenta syrového prachu ést syrovatky je nejnizsi [38].

5.4.2 Drobeni

DalSim krokem zmenSovani pokrajenéesyny jedrobeni. Provadi se aft pomoci harf fi
vysSi frekvenci otéeni. | zde je velmi dlezité zvolit spravnou frekvenci aténi harf. Pokud
se harfy otéeji piliS rychle, zrno sefiSti nebo itepi a vznika tak jiz zmibvany syraésky
prach. Drobeni musi byt@sré natasovano, pokud je drobeni opéad, zrno ma §liS tuhou
pokozku. Stejnosinost (stejné velikost) zrna je zakladni podminkwoa konzistenci syra
[37].
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5.5 Vymichavani

Vymichavani je technologicky ukonfimmémz dochazi k nejvyrazisim technologickym

kysacim pochoiim zpracované sgniny.

Po skokeném krajeni se snizi ¢k harf na nejnizsi, ifpadré nulovou hodnotu, provede
se reverse a s\ se uklidni. Jakmile se zrno jiz nepohybuje a\stka se v povrchové

vrstwé dostaténé vycetila, zatne se ihned s odpod&fm syrovatky.

Odpoustni syrovatky ¥etne prislusné manipulace, musi byt co nejrychlejSi a newat
déle nez 5 minut od zastaveni harf. Se syrovatkioh&ri i ve vod rozpustné latky getns

laktdzy, syrovatkoveé bilkoviny, soli, peptic dalSich nebilkovinnych dusikatych latek.

Po skokeni odpou&ni syrovatky je nutné sés syrovatky se sedlym zrnem dokonale roz-
michat, michani zéna krajenim. S ohledem na dobu odpéniSsyrovatky se michani
provadi zvySenymi otkami michadel p 15 — 16 ot./min., a to po dobu asi 3 mirded
zatdtkem michani je mozno provést kratkou reverziekrd @i nizkych otékach pro
hrubé rozrusSeni sednuté vrstvy zrna. Jakmile se zanvyrobniku od sebe dokonale &dd
lilo a smes je prosta jakychkoli zbytkshluki, snizi se otéky na 12 — 13 otéek za minutu

a snés se stanovenou dobu vymichava. Doba vymichavéatajmvena od 10 do 25 minut.
Do doby vymichavani je zahrnuto i vlastni odpsnisyrovatky. Po vymichavani nastava

operace vypoushi [38].

5.6 Vypousténi
P napou&ni smesi zrna do lisovaci vany jégba dbat uitych zasad:
* pocet otaek se upravi na 10 za minutu,
* vypouSEni smési musi byt provedeno v co nejkratSi moznéglob

* SMEs zrna jeiteba neustale rozhrnovat po celé ploSe vany, abySted jejimu se-

sednuti a pak k doda@t®ému nahrnuti zrna,
* zrno v lisovaci vatimusi byt po zalisovani stale zaplaveno syrovatkou,

* syrovatka nesmidnem napoushi pretékat pes okraj bonic, aby nedochazelo

k Uniku zrna do spodniho prostoru a tim ke ziryéeztrag,
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» pii skontené manipulaci je nutno hladinu syrovatky snizipi#lizn¢ udrzovat
v takové vysi, aby bylo mozndgs jeji slabou iihlednou vrstvu sledovat a kontro-

lovat spravné urovnani zrna [38].

5.6.1 Odkapavani a vyklapéni

Odkapavanim se rozumi uwiolvani syrovatky bez pouziti tlaku. Népke syenina volg
odkapava fiblizn¢ 30 minut, pak se vytahuje z lisovacich van na pdkatojany. Na&ch-

to stojanech odkapava a prokysava do druhého dne.

Druhy den rano se vylisovana a prokysan@mifa kraji na kousky o poZzadované velikosti
a vyklapi do pepravnich vozik, na kterych sefpveze ihned k g&cimu stroji (paéicce) [5,
37, 38].

5.7 Pareni

Nakrajené kousky $gniny padaji do perforovaného bubnu, pemého do horké vody,
kde syenina zndkne a zvléni. Teplota p#ci vody u Mozzarelly je 36 — 43 °C, u jinych
druhi paenych syii se teplota péci vody pohybuje kolem 85 — 90 °C. Dorjua vody je
mozné pidat stanovené mnoZstvi salimz se syryasté&né vysoli. Z pdiciho bubnu po-
stupuje sienina do h&tacich Snek, kde se héte a vytahuje, dokud nedosahne Zadouci
tahlovitosti tsta [5, 34].

Pti procesu pgeni dochazi vlivem vysoké fai teploty, kterd na syrigobi, k denaturaci

bilkovin a k utitym zménam reologickych vlastnosti.

Denaturace souvisi s prostorovym usmtanim bilkovin. Bsobenim fyzikalnich a chemic-
kych vliva (z&eni, zalati nad 50 °C, {sobeni soli kyselin a alkalii) se rozrustgste&ne
nebo i Upld nevazebné interakce, které stabilizuji terciareélundarni strukturu. Aniz by
se jakkoli poruSila kovalentni struktura bilkovifyeptidové vazby v primarni struke),
bilkovina ztraci své specifické biologické vlastioga urkitych podminek mze byt dena-
turace vratna, a to po odstéain denaturaniho vlivu. Biopolymer oft zaujme svou nativni

konformaci. \EtSinou je vSak denaturace nevratna [39, 40].

U syfeniny pa@enim dochézi k dgitym zméndm jeji struktury.S§enina se stava elastickou,

pruznou a taznou. Pokud je pouzitdip vysoka péci teplota, ze suroviny se stane blativa
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hmota, kterou nelze tvarovat. Naopak pokud je gauytilis nizka paici teplota, skenina
neni dostainé propdena, tudiZz nelze vytvarovat hotovy vyrobek. Malogaena syeni-

na je tuha aippokusu o vytvarovani se trha [41].

5.8 Soleni sy

Soleni je dlezity technologicky zakrok. Obsah soli zlepSujearelkteristické vlastnosti
uré¢itého druhu syra, ipdevSim chty konzistenci, reguluje odtok syrovatky a tim obsah
vody v syru. Zpomalenim az zastavenim rozmnoZzogaimnosti bakterii mléného kva-
Seni lze uswrrnit pribéh kysani, jakoZ i zastavit vyvoj nezadoucich mikgamisnii

v syrech Bhem zrani. Po vysoleni musi mit syr optimalni obsalhy i némzZ jsou jeho
jednotlivé vlastnosti a charakteristické znaky aglepsi. Optimalni obsah soli souvisi
s obsahem tuku v syrdim je syr t&néjSi, tim mize byt obsah soli nizSi. Ngjsgji probi-
hasoleni v solné lazndo které se syry poigji, to umo#uje mechanizaci soleni a spmt
ba soli je mala. Dalsi moznostigeleni sy# do ¥sta (Cedar, Gorgonzola) anebo tZwia
sucho"(u Fety, Nivy), kdy se roztirdikna povrchu syra. Volba apobu soleni zavisi na
druhu syra a jeho poZzadavku na soleni.ddterych druti se jednotlivé zfisoby soleni
kombinuji a vzdjem& dophuji [3, 26, 28, 42].

U Mozzarelly se d pridava gimo do syeniny gred vytahovanim,dhem vytahovani, mezi
hnétenim a vytahovanim nebo tradim zpisobem vysolovanim [35,43]. Doba zadrzeni
hmoty v solné lazni a koncentrace solné é&enklicovym parametrem ovliwjicim celko-
vou absorpci soli a ztraty vihkostétem vysolovani [35]. Neustalymigokem solné lazh

se zamezi nerovnammému rozlozeni soli v syru [44]. Az ngkolik malo vyjimek se ob-

sah soli u Mozzarelly pohybuje kolem 0,5 - 2 % [43]

Syr by n&l do solné laz#é vstupovat po kratké deékzchlazeni, ale ip takovém chlazeni
neni syr apla zchlazeny a ve &du syra je teplota vySsi, nez je teplota zchlazés®, a

k celkovému zchlazeni dochazi & yysolovani [35].

Mozzarella jako pizza syr $adi kéerstvym péenym syiim, které nepodléhaji zracim pro-

cesim a konzumuiji séerstvé, bezprogdre po vyrol€. U &chto syfi nenastavaji krom
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mléného kvaseni Zzadné podstatnémynbilkovin. U jinych druld pafenych syt proces

zrani probiha po jejich vyreta kthem skladovani [4, 33, 45].

5.9 SuSeni

Osuseni trva 1 - 2 dny, pak se vychladnuté a ogusgay bali do expethich obal [4].

5.10Zréni syri

Zrani probiha ve zracich sklepech, kde je nutnéawét optimalni teplotu a relativni vih-
kost dle druli syni [42].

Zrani je slozity enzymovy proceb¢hem kterého syr ziskava svou charakteristickoni,v
chw’, vzhled a konzistenci. Jg/volany hlavié bakteriemi miéného kvaSeni a proteolytic-
kymi vlastnostmi skidla. Zranim se jednotlivé slozZlderstvého syra smi. Fredevsim jde o
enzymoveé odbouravani laktozy a bilkovirkkdy také tuku. Podle uplatni mikroflory a

priabéhu proteolyzy se rozliSuje zrani primarni (anaefpharzrani sekundarni (aerobni).

Primarni zrani probiha pomalu a rovnaimé v celé hmat, za nepistupu vzduchu, hlav-
n¢ pasobenim enzyfhBMK. Ty se silié pomnoZuji pi odkapavani a lisovani. Do 24 ho-
din rozlozi téndi veSkerou laktézuipvazrie na kyselinu mlénou. BEhem reékolika dalSich
dna jich vSak 95 % i vice hyne, hla¥wv disledku soleni, a jejich endoenzymy pakpst

bilkoviny az na aminokyseliny. Takto zraji hlgwrdé syry, Brynza, Niva aj.

Sekundarni zrani probiha rychle od povrchu, zdigtupu vzduchu. iP zrani se uplaiuji
aerobni proteolytické mikroorganismy, které vygjana povrchu syra maz. Jejich enzymy
difunduji dovnit tésta a zde 8pi bilkoviny, rekdy az na amoniak, oxid ubity a vodu.
Vysoka relativni vihkost vzduchu a ofmtani syfi roztokem soli podporuji tvorbu mazu.
Také u ¥chto syfi se nejdive uplatiuje primarni zrani rozlozenim laktézy. Pérme velky
obsah vody v&ste a aktivni povrchova mikroflora vSak igobi, Ze pevladne zrani od po-

vrchu. Nekteré syry zraji satasré obéma zpisoby (Niva) [37, 42].
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Mezi faktory ovliviujicimi proces zrani pat:

» skladovaci teplota a vihkost — s rostouci vihkasttoupajici skladovaci teplotou se

rychlost proteolyzy zvySuje,

» chemické slozeni ggniny — obsah tuku, AMK, mastnych kyselin a dalfobduk-

tu enzymatick&innosti,

» zbytkova mikrofléra skeniny — gredevsim startovaci kultury [30,46].

Zrani syni ovlivituji uvedené proteolytické enzymy:

1) enzymy siidla - pepsin, chymosin, bakterialnitglfa, proteinazy,
2) nativni enzymy obsazené v mléce — plasmin,

3) startovaci kultury a enzymy uvemé z rozpadlych busk,

4) sekundarni kutury — propionové, mazové juie,

5) exogenni enzymy — proteinazy, peptidazy a ligagzyelem urychleni zrani s§f30].

5.10.1 Zmény bilkovin v prabéhu zrani

Proteolyza (rozklad bilkovin) probiha vzdy v kysel@rostedi. Kon€né produkty rozkla-
du jsou u kazdého druhu syra jiné a oilijf jeho charakteristické vlastnosti. Rozkladem
bilkovin se zmenSuje kyselost syra, vytraci s&kadahu’ a vznikaji pro dany druh syra

typické organoleptické vlastnosti: ahwiné, plasténost gsta.

Biochemicky rozklad bilkovin riize postupovat vdkolika etapach:
1. rozklad parakaseinu a kaseinu na albumozy a peptgagobi enzym proteaza,
2. rozklad albumoz a peptéma polypeptidy —{sobi enzym aminopolypeptidaza,
3. rozklad polypeptid na dipeptidy — fisobi enzym polypeptidaza,
4. rozklad dipeptid na aminokyseliny —isobi enzym dipeptidaza,

5. rozklad aminokyselin na amoniakkavé kyseliny, sirovodik, oxid uktity a aminy

— pasobi enzymy amidazy, desaminazy nebo dekarboxylazy.
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U tvrdych syfi, které zraji hlavé ¢innosti proteolytickych enzyin BMK, pievladaji
z rozkladnych produkt AMK nad albumo6zami a peptony. Amoniak vznik4 jemalém
mnozstvi. U syt mékkych, které zraji vlivem povrchove mikrofléry gign proteolytic-

kych enzyni, prevladaji albumédzy a peptony nad AMK [37, 45].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 37

6 OBECNA TEORIE CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je sepata metoda, P které se odéluji slozky obsazené ve vzorku [47].
Prostednictvim chromatografie je mozné ziskat kvalitaitivkvantitativni informace, tzn.
krom¢ uréeni sloZeni sisi Ize stanovit i koncentraci jednotlivych sloZel8]. Podstatou
chromatografie je, Ze se vzorek vnasi mez dxajemrit nemisitelné faze, a to mezi fazi

stacionarni (nepohyblivou) a fazi mobilni (pohybiiy.

Vzorek umistime na Zatek stacionarni faze. Pohybem mobilni fagespstacionarni fazi
je vzorek touto soustavou unasSen. Slozky vzorkuauddyt stacionarni fazi zachycovany,
a proto se f pohybu zdrzuji. Vice se zdrzuji slozky, kteréyssiacionarni fazi poutany
silngji. Tim se postupfi slozky od sebe separuji a na konec stacionarei $azdostavaji

diive slozky méa zadrzovaneé [47].

Mobilni faze se v chromatografickém systému pohybuje, podl@geskupenstvi fizeme
chromatografické metody ro&i na kapalinovou chromatografiikde je mobilni fazi ka-

palina, a nglynovou chromatografiije-li mobilni fazi plyn.

Stacionarni fazese v chromatografickém systému nepohybuje. Stamoii@ze niize byt
pevna latka nebo film kapaliny zakotveny na pewtiéd. Podle jejiho uspadani rozdlu-
jeme chromatografické metody kalonovou (sloupcovou) chromatografii stacionarni
faze je umistna v trubici.Papirovou chromatografii stacionarni faze je seésti chroma-
tografického papiruTenkovrstvou chromatografistacionarni faze je uméia na pevném

plochém podkladu (napskleréné desce nebo hlinikové folii) [47].

Podle povahy ge se rozdluji chromatografické metody mazdelovaci chromatografit o
separaci rozhoduj&znd rozpustnost slozek vzorku ve stacionarni ¥agpdlina) a mobilni
fazi (kapalina nebo plynAdsorgni - o separaci rozhodujézana schopnost slozek poutat
se na povrch stacionarni faze (tuha latkagtow-vynennou- o separaci rozhodujtizré
velké elektrostatickéifiazlivé sily mezi funknimi skupinami stacionarni faze (iontém
ni¢) a ionty vzorku.Gelovou- slozky se separuji podle velikosti na poérovitgcginarni
fazi (gelu) - mensi molekuly vzorku se v porechugetirzuji déle (molekulay sitovy
efekt). Afinitni - stacionérni faze je schopna vazat ze vzorku¢puéité slozky, ke kterym

ma Uzce selektivni vztah — afinitu [49].
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7 GELOVA PERMEA CNi CHROMATOGRAFIE

Gelova permeami chromatografie (starSi nazev pro Sterickou exidchromatografii (an-
glicky Size-exclusion Chromatography) SEC) je tygaapalinové chromatografie, ktera se

principialré odliSuje od chromatografie adsonp a rozélovaci [50].

Piavodre se tato metoda pouZzivala ke stanoveni molarnitwstta jeji distribuce u biolo-
gickych a syntetickych polymerDnes Ize tuto techniku vyuZzit i ptisténi a analyzis-
toty proteirii, studium jejich interakci,tauz vzajemnych, nebo s jinymi molekulami, dale
pro stanoveni chemické heterogenity kopolyimetanoveni stugnvétveni a stejé tak pro
sledovani pibéhu polymerace, degradace a agregacecas&jsSi pouziti metody GPC je,
Ze umoauje stanoveni molarni hmotnosti a jeji distribucegzmezi molarnich hmotnosti
od 1G do 10 g/mol, a to v relativé kratké dobs, s dostaténou pesnosti a spolehlivosti

[51].

Separani proces metody GPC zavisi na velikosti molekphgsrEji na jejim hydrodyna-
mickém objemu, a je kontrolovan entropickyi &alyze prochazi sta rozpu&tnych latek
ve vhodném rozpouidle kolonou naplénou gelem s porézninmiésticemi o fizné velikos-

ti péra (stacionarni faze). Pory i prostory mezi zrny gélmapl® jsou vyplrény rozpous-
tédlem (mobilni fazi). Zedtny roztok vzorku se nanese na vstup do kolony &upas se
vymyva mobilni fazi [51, 52]. Tim nastava rem/ani latek mezi pohyblivotidst mobilni
faze nachazejici se mezi jednotlivymi zrny gelde(isticialni objem mezi zrny geM), a
nepohyblivoucast mobilni faze, nachazejici se umén gelu (celkovy objem pdrgelu
Vp). FYi prichodu kolonou jsou molekuly zdrzovany trstedku sveého pronikani (permea-
ce) do rozpousgtlem naplgnych pofi. Malé molekuly pronikaji do pérgelu hloulsji, a
maji tudiz vySSi hodnoty retémich objent nez tSi molekuly, které do pérgelu nemo-
hou proniknout, a jsou tak unaSeny mobilni fazi.pfedpokladu, Ze interakce molekul
analyti se stacionarni fazi nenastava, je vzorek sepamegho frakcionovan podle veli-
kosti molekul a tento & je popsan jako stanoveni distribuce molekularriiahotnosti
smesi [47, 52].

Pramérné molarni hmotnosti analyzovanych (reélnych) kiz@e mohou od#tat ze sestro-
jené kalibr&ni kiivky. Kalibracni kiivku Ize ziskat analyzou série standaré@ro vodneé

systémy jsou jednim z vhodnych standavaorky polysachariil o znamé molarni hmot-
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nosti. Kalibr&ni kiivka vyjadtuje vztah mezi logaritmem molarni hmotnosti a reném

objemem. Tento vztah pouzZijeme k sestrojeni kalidrktivky [53].

HOR A T

a)

Obr.3: Separace vzorku prochazejiciho chromatagadi kolonou [54].

Celkovy objem napkné kolonyVy je sodtem celkového objemu pbiVy,, objemu zauji-

maného matrici gelMp, a intersticialniho objemu mezi zrny g&y[55]:

VT = Vp + Vm+ VO (1)

Retergni objemVg monodisperzni latky o &ité molekulové hmotnosti je &en dostupnos-
ti ¢&sti objemu jednotlivych péra distribuci rozréra péni celého systému. Reténi ob-

jemVg Vv gelové chromatografii je popsan rovnici:

VrR=Vo+Kp -V (2)

kde Kp je distribigni konstanta, ktera e nabyvat hodnot mensich nez 1. Tato konstanta
je nezavisla na délce gelového sloupce a zavisigpoa velikosti a tvaru péw gelovych
¢asticich [56]. Jsou-li molekuly tak velké, Ze pam jsou pro & negistupné, potom j&p

= 0 a tato limitni velikost molekul vyj@ddna nap jako molekulova hmotnost je ozftwva-

na jako vyl@ovaci limit gelu. VSechny&Si molekuly se potom nachazeji v oblasti, ktera
se oznauje jako totalni exkluze. Pro latky s mensim rémm molekuly (s mensi moleku-

lovou hmotnosti), nez je vyovaci limit, je gistupna alespocast pot naplré a jsou-li
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molekuly dostatén¢ malé, jsou pro &ipristupny veskeré poryk, = 1. Tuto spodni hrani-
ci pracovni oblasti gelu, ozéi@vanou téZ jako totalni permeace, nelze tas@ urcit jako

vylucovaci limit. Kazdy porézni material ma totiZou distribuci pdé a ukité procento
mikroport, které jsou fistupné jen velmi malym molekulam [50]. Ehi objem jakékoliv

latky se tedy musi pohybovat v intervalu\ggdo 6 + V,, [56].
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Obr.4: Zavislost ekkniho objemu na rozénech molekuly, pop na relativni molekulové

hmotnosti [56].
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8 STREDNi MOLARNI HMOTNOST

Stredni molarni hmotnost je pojem zavedeny u vysokekwérnich latek vzhledem k je-

jich polydisperzit.

Molarni hmotnost vysokomolekularnich stemin je dilezitou konstantou, slouzici k jejich
charakterizaci. Je mém vztahu k rozgrim molekul, gedevSim Kk jejich délce, ktera

dale utuje mechanické vlastnostichto latek.

Ke stanoveni velikosti nebo hmotnosgéstic v disperznich systémeske \&tSinou n&ii
nektera vlastnost souboru velkéhoépocastic (néfeni kinetickych, optickych nebo reolo-
gickych vlastnosti) spiSe nez hodnota této vlastmoe jednotlivécastice. Ze zrrené
vlastnosti pak vyp&tem ziskdme fmérnou hodnotu fislusného parametru (hmotnosti,
objemu). U polydisperznich systénmaji takto ziskané veiny charakter statistickych

praméra rizného druhu podle povahy pouZzité metodyeni.

Stredni molarni hmotnost stanoven&ienim utité fyzikalni veltiny je rovna molarni
hmotnosti mysleného monodisperzniho systemwnvznby néfena veléina nabyla stejné

hodnoty.

Jestlize se gdni molarni hmotnost stanovuje metodami, ktet& weli¢iny primo unerné

hmotnosti nebo objemdastic (sedimentai rovnovaha, rozptyl st#la), je vysledkem

hmotnostni pramér molarnich hmotnosti M, definovany rovnici

——_ 2 (wM,) _ _xom’
MW—T—ZWWJ—W, (7)

kdem je hmotnost frakcg M; molarni hmotnost frakce W = mi/>m je hmotnostni zlo-

mek frakce, wi = mi/V je hmotnostni koncentrace frakicac; = ni/V = wi/M;.
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Pomoci metod, které &fi veliciny umérné p@&tu makromolekul v polymeru, tzv. koliga-
tivni vlastnosti, se stanovumocetni (€iselny) pramér molarnich hmotnosti M, . Mezi

tyto metody pai osmometrie, ebulioskopie nebo kryoskopigselny paimér moléarnich

hmotnosti je dany vztahem

M

N; M M,
n=z(z'N_ ')=Z§C_ -= 300 ™)) ®)

kdeN; je patet ¢astici-tého druhuy = Ni/>.N; je molarni zlomek frakce

Ciselny pimér molarni hmotnosti neni vzdy vhodny k posouzeniistésti mezi vlast-
nostmi polymeru na jeho molarni hmotnosti, proto#eohé vlastnosti polymé&mezavisi

ani tak na pétu ¢astic s wiitou molarni hmotnosti, ale spiSe na jejich hmaimios podilu.

Potom je vhod§sSi pouzit hmotnostni pmér molarnich hmotnostM_W.

Pcatetni paimér molarni hmotnosti je vzdy menSi nez hmotnostaimgr molarni hmotnos-

ti (M_n < M_W). Pro monodisperzni systéem vsak plati rovn@eTtn=M_W). U hodnoty

M_ se vice uplaiuji nizké frakce, které obsahuji relattvaelky paet ¢astic, kdezto u

n

hodnotyM_W se naopak nejvice uptafji t¢ZSi podily.

Kvantitativni zastoupeni makromolekul jednotlivyatolarnich hmotnosti, které se v da-
ném polymeru vyskytuji, udava distritni kiivka. Pro jednoduchy odhadiy distribuce

polymeru poslouzi rowz index polydispersity, ktery je definovan vztahem

=|

PD = = 9)

n

[57, 58, 59].
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9 KOLONY

9.1 Material kolon

Ucelna konstrukce chromatografickych kolon je velidélezita zejména vzhledem

k reprodukovatelnosti vysledkdéleni [60]. Jako konstruai material kolon se na patku
vyvoje GPC témsr vyhradreé pouzivalo sklo. Sklo je dikgvym vlastnostem chemicky i
tepelr® dostaténé odolné a inertni, coz jeuatezité gedevSim fi separaci biologickych
materiat, které mohou denaturovati gtyku s kovy. Rihlednost skla umaitije vizualré
sledovat postup p#mi kolony a stav gelovéhazka v pfibéhu jejiho pouzivani (usazova-
ni, vznik dutin, aj.). Nevyhodou skla (jako kongi&niho materialu) jsou jeho mechanické
vlastnosti, tj. citlivost na pnuti, narazy a vibgaa také mala odolnostidi tlaku. V sou-
casné dob je nejpouzivagSim konstruknim materidlem na stavbu kolon nerezova ocel,

nékdy se pouZziva take titan a nikl. Povrch kolon jgzmé pokryt sklem.

Kolony maji negasgji tvar rovné valcovité trubice [61]. Kolony pouziné u GPC maji
pramér az 8 mm a délku v desitkach centimetPracuje se s nizSimi tlaky nez
v rozctlovaci a adsofmi HPLC [47].

9.2 Naplné kolon

Pro gelovou chromatografii se jako napkolon pouZzivaji gely, ale ne kazdy gel je vhod-
nym materialem [60]. Proto jsou pro separaci latahodujici charakteristiky pdmpouzi-
tych gefy, tj. jejich roznéry, tvar, mnozstvi a relativni objem [56]. Velikgséri v gelu
musi byt zcelai@sré ménitelnd, aby ji bylo moznoifzpisobit potebam pislusného de-
ni. Latka vytvéejici gel dle moznosti nesmi obsahovat skupiny geéaonizace a tha by
mit v pouzitych rozpouétilech pokud moZno nepatrnou afinitu k rélodanym latkam,
aby se tyto latky mohly votnhpohybovat tak, jak jim dovoluje velikost jejich fekul.
Zejména v organickych rozpowdtech ¢asto pozorujeme ztaou afinitu rozpugnych
latek ke gelové fazi. Volbou vhodnych &hich ¢inidel Ize tomutocasto dobe zabranit.
Velikost zrn gelu ma byt podle moZnosti mal4, almhta rychle nastat difazni rovnovaha.
Pritom nesndji byt gelovécastice pilis mékkeé, jinak by se ve sloupci deformovaly a tim by

zabranily rozumné rychlosti proéai v gelové napini.
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V zasad se pouziva dvou Agohi pripravy geli pro gelovou chromatografii: Buvycha-
zime z rozpughych makromolekul adinime je nerozpustnymi reakci s bifuinkmi ¢ini-

dly, anebo rozpustime 1 vhodnych monofurthich a bifunknich monomer a prove-
deme kopolymeraci. V oboutipadech vznik& gel, jehoZz poréznost zavisi jak elkové

koncentraci, tak i na mnozstvi bifutrkiho cinidla [60].

9.2.1 Dextranové gely

NejrozsfergjSim komeéné dostupnym dextranovym gelem je Sephadeaipravovany
zestovanim dextranu epichlorhydrinem v alkalickém pifedt Bakteridlnim fsobenim
bakterie Leuconostoc mesenteroides sacharosu ziskame polysacharid dextran. Diky

svému vysokému obsahu hydroxylovych skupin se s@@ustnym ve vad

Sephadex je stalyu¢i louhim a slabym kyselindm. Jen silné mineralni kyselregou
¢asem k hydrolyze glykosidickych vazeb. Je v&akd vyhybat se silnym oxitiaim ¢ini-
dlam, jez po delSimisobeni rozrusuji dextran a mohlo by dojit ke vzrkkuboxylovych

skupin, které by gelu davaly vilastnostmite ionfi [60, 62].
Typy komeenich dextranovych geél Sephadex
» Sephadex G-10 a G-15 s malymi péry jsou vhodnédnd nizkomolekularnich latek
(peptidy, aminokyseliny, koenzymy)
» Sephadex G-25 a G-50 pro odsolovani roztototeini
» Sephadex G-75, G-100, G-150 a G-200 se dodavaggparace proteindo velikosti
molarni hmotnosti M ~ 600 000 g/mol
» matricefady LH (hydroxypropylované€) jsoudeny pro praci v nefiis hydrofobnich
prostedich (ethanati chloroform)

_*Sephadex LH 20 Ize pouzit n&lehi triacylglyceral, mastnych kyselin a steroidnich

hormoni [62].

9.2.2 Polyakrylamidové gely

Polyakrylamidové gely sefipravuji kopolymeraci reaktivni dvojné vazby amiiseliny

akrylove, gicemz vznika rozpustny polyakrylamid, a bif@nikho akrylamidu, najklad
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N,N’- methylen-bisakrylamidu,igtemz vznikne nerozpustny gel [60].
Typy komeenich polyakrylamidovych gét:

« Bio-Gel P-2 (P-4, -6, -10, -30, -60, -100, -15@02 -300) [62].

9.2.3 Agarosoveé gely

Agarosové gely seffpravuiji z linearniho polysacharidu agarosy, keg&iskava purifikaci
agaru z miskychtas. Zpracovanim agaru se odstrani nabité polysdghaalraty roztok
elektroneutralni agarosy po ochlazeni spontéiwoii gel. Zesfovani (“cross-linking”)
agarosy se provadi reakci s 2,3-dibrompropanoletkalickém prosedi, gipadré reakci
s epichlorhydrinem¢imz dosahneme &Si mechanické odolnosti matrice. Velikost jpe

ovlivnéna podilem agarosy [62].

Typy komeenich agarosovych gét

« Sepharose 2B, 4B, 6B

» Sepharose CL-2B, CL-4B, CL-6B (“cross-linked”)
« Sepharose 6, 12

* Bio-Gel A0.5m (1.5m,5m, 15 m a 50 m) [62].

9.2.4 Polystyrénové gely

Mezi polystyrénové gely pétkopolymer styrenu a divinylbenzenu korr&r nazyvany
Styragel. Napla jsou vhodné pro separaci polymenzpusénych ve stedrg polarnich az
polarnich organickych rozpowsiiech. Pouziti tohoto typu gepro analyzu polymérv or-

ganickych rozpoustllech je znéné rozSitené [63].

Vyrobci charakterizuji gel hodnotou tzwylucovaciho limity tj. hodnotou relativni mole-
kulové hmotnosti, f které za&ina frakcionani rozsah gelu. ®odni materialy byly velice

choulostivé na tlak, moderni gely snesou jiz viiskly [64].
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9.3 Ué¢innost kolony

U¢innost kolony charakterizuje jeji schopnost separslozky snisi. Cim je kolona din-
n¢jSi, tim Iépe dokaze od sebe slozkysnoddlit. Mirou U¢innosti kolony jepocet teore-
tickych pater n.Teoretické patro je pomyslri@st kolony, ve které dochazi k ustaveni rov-
novahy mezi mobilni a stacionarni fazi, tato dékanazyvarysSkovy ekvivalent teoretic-

kého patra H.Pro kolonu o délce pak plati:

H=L (10)
n

ViV 7

teoretického patra. Ret pater Ize wiit z Siky piku Yy a jeho reteéniho objemwk:

A
n_lé{Y\,} (11)

[64, 65].
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10 DETEKTORY

Detektory maji za ukol detekovat v mobilni fatitpmnost rozpughych latek a zazname-
navat detekci do vyslednych chromatogtarkteré opousfi chromatografickou kolonu.
Od detektoru se vyZzadujgchla odezva, velka citlivost a stabilita zaklatioi (nulového)

signalu.

V chromatografii se vzil troji Zisob klasifikace detektdy z nichz kazdy mé pro kvantita-

tivni analyzu wité opodstateéni.
1. Podlecasové zavislosti odezvy:

Integralni detektoryposkytuji odezvu ugrnou celkovému mnozZstvi latky proSlé detekto-

rem od zaatku az do daného okamziku.

Diferenciélni detektorylavaji odezvu odpovidajici okamzité koncentratekimvané sloz-

ky v detektoru.

2. Podle toho, zda dochazi nebo nedochézdgtekci k chemickym zémam deteko-

vaneé latky:
Nedestrukni detektor- latka prochazi detektorem bez toho, aby se aigmzinenila.
Destruleni detektor latka se $ detekci ireverzibild zmeni.

3. Podle toho, zda reaguji na &mu hmotnostni koncentrace slozky nebo na&mm

hmotnostniho toku detekované slozky:

Koncentrani detektoryreaguji na znu hmotnostni koncentrace slozky v eluentu dm/dV

nezavisle naifvodu slozky do detektoru.

Hmotnostni detektomngaproti tomu reaguji na 2Zmu hmotnostniho toku detekované slozky
dm/dt do detektoru.

Z analytického hlediska je vyhodné brat v vahu kioraci vSechif klasifikaci detektar
[56, 66].

Jelikoz je praktick&ast diplomové prace zatiena na GPC s refraktometrickou a visko-

zitni detekci, budou nasledujici kapitonevany jejich popisu.
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10.1 Refraktometry

Refraktometry jsou ifistroje utenépro meteni indexu lomu latek, n&gstji kapalin [67].
Index lomu je fyzikalni konstanta, ktera ve spojewialSimi daty slouzi k identifikaci latek

a k posouzeni jejictistoty [65].

Refraktory jsou nejpouzivaj$imi detektory v gelové perm&d chromatografii. Detekuji
vSechny latky, jejichZz index lomu se dostateliSi od indexu lomu mobilni faze. Problé-

my pi pouziti refraktometru zisobuje zavislost indexu lomu na teglattlaku.

Principem refraktometru je &eni zneén indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentraci
solutu. Pro zvySeni citlivosti &eni a omezeni ruSivych viijsou refraktometry konstruo-
vany v diferednim vyhotoveni, kde se porovnava index lomu elugtindexem lomu

eluentu.
U komeen¢ dostupnych detektbrse pro niteni indexu lomu pouzivaftyii principy:

* Deflexni refraktometryyuzivaji lom s¥telnych paprsk pii prichodu ges rozhrani latek

s rozdilnou optickou hustotou, popsany Snellovykoném.
» Reflexni refraktometrjpou zaloZené na Fresnetaxékort odrazu svtla.

Detekovatelnost reflexnich a deflexnich refraktafhetosahuje 10 az 5. 1¢ jednotek

indexu lomu.

» Refraktometry zaloZené na Christiansen@wvu Prochazi-li sétlo kyvetou naplinou
malymi ¢asticemi se stejnym indexem lomu, jako ma kapalikgvet, jeho intenzita po-
klesne jen malo. Pokud se vSak index lomu eluattnznbomy a rozptyl sétla na rozhra-
nich kapalinatastice vzrostou a intenzita &ha poklesne. Zrny intenzity s¥étla jsou

amerné znéné indexu lomu eluatu.
Zajimavou skupinu refraktométpiedstavuji interferometry.

* Interferometryye kterych koherentni paprsky&ha prochazeji srovnavaci &fci kyve-
tou. Ritomnost solutu v ®fici kyveg zpasobuje zminu efektivni optické drahy paprsku.

Tato draha se #&ii interferometrem [61].
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a) Deflection Rl Detector

Rl
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Cell (cross section)
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Obr.5: RI detektor [68]

10.2Viskozitni detektor

Pro on-line ndeni viskozit v GPC systému se &teggji pouziva viskozitniho detektoru
tvorenéhoctyifmi kapilarami, které jsou sestaveny dougtku“ analogického ,Wheatsto-
neovu“ mistku. Proudi-li timto systémem pousisté rozpou&dlo s viskozitoun, je dife-
rencialni tlak (differential pressure DP) vistku nulovyAP = 0, protoZze kazda zayi
kapilar obsahuje pouzé&sté rozpou&dlo. Zane-li mistkem proudit polymerni roztok,
ktery je eluovdn z GPC kolony, vstupuje tento rkztim kapilar C1, C2 a C4, zatimco
v kapilae C3 #istava, vzhledem kifiomnosti zasobniku (,hold-up column*) stalesté
rozpoustdlo. ZvySeni viskozity v kapilarach C1, C2 a C4svevnani s viskozitotistého
rozpoustdla v kapil&e C3 zmsobi tlakovou nerovnovahu vastku, ktera je rena tla-
kovym snima&em. Vstupni tlak (inlet pressure IP) a diferendidlak jsou gimo unmerné
specifické viskozit polymerniho roztoku. Specificka viskozita polymiéimn roztoku je

potom utena rovnici

Nep = = 12].

Vzhledem k tomu, Ze &tené koncentrace polymernich rozigkou velni nizké, je mozno
piimo stanovit limitni viskozitnéislo, bez nutnosti extrapolace k nulové koncentijakije

tomu Ezre u klasickych viskozitnich steni

Msp _
oo =ll (13).
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Spojeni refraktometrického a viskozitniho detektpnskytuje pesné stanoveni molarni
hmotnosti pro vSechny typy polynierna které Ize aplikovat univerzalni kalibraci.
Z viskozitnich ndteni Ize ziskat i cenné informace o stupitveni, které nejsouipmeéreni

se samotnym refraktometrickym detektorem dostup8g [

From
LA

Hobdati « i

Obr.6: Viskozitni detektor [59]
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11 KALIBRACE

Pro stanoveni molarnich hmotnosti polyineeni GPC ,metodou absolutni“. Aby bylo
mozné ukit spravné hodnoty molarni hmotnosti sledovanéhtyrperu, je teba ped
vlastnim mgtenim chromatograficky systém, konkr@&tkolonu, kalibrovat. Tedy stanovit
zavislost mezi retemim objememdasem) a molarni hmotnosti vzérkPro GPC systémy
se vyuziva bdi tzv. univerzalni kalibrace, nebdiméa kalibrace pomoci kalibfaich stan-

dardi s ,,uzkou“ distribuci molarnich hmotnosti [51].

11.1P¥ima kalibrace

Prima kalibrace vyuzivéadu polymernich standard Gzkou distribuci{M /M, <11) a

st s

nosti, aby bylo mozné s dostateu gesnosti poloZitM, =M, = M., kde M gpc je
molarni hmotnost odpovidajici €himu objemu maxima chromatogramu.

Pro vlastni kalibraci se zti chromatogramyady standantl a sestroji se kalibéai kiivka,
ktera utuje vztah mezi retémim objemem dasem) kazdého ze standai jeho znamou
molarni hmotnostil¢g M vs \&). Ta potom umaiuje vypaet molarni hmotnosti a distri-

buce studovaného polymeru.

M¢éteni vliastni kalibrace se provadi za stejnych podkyikteré budou pouzivanyi@na-
lyzach neznamych vzoilk Doporiuje se pracovat s nejnizS§i moznou koncentraci kalib
ranich standaril aby se omezil vliv koncenttai zavislosti retetnich objend. Reterni
objemyV jednotlivych frakci se potom vynesou proti logawitM a ziskanym bodovym
nosti, je mozné spojit do séri€kolik kolon (nefasgji 2 nebo 3) naplénych ¢asticemi
gelu s fiznym rozngrem pof. Je @elné zvolit takovou kombinaci kolon, aby kalibind

kalibratni zavislost popsat vztahem

LogM=A - B Vg (14)

a informace o jejim f@béhu je dana parametfyaB.
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Pokud se nepodfiadosahnout linearity v celém poZzadovaném roz$ahje tteba zpracovat

Gdaje regresni analyzou [51, 61].

11.2Univerzalni kalibrace

Pojem univerzalni kalibrace byl zaveden v roce 1B&noitem a jeho spolupracovniky,
ktefi prokazali, Ze retémi objemy polymar rizného chemického slozeni a struktury sle-
duji jednu Kivku, jsou-li vyneseny v sdadnicichlog ([#]-M) vs retegni objemVg, kde

[#] je limitni viskozitni¢islo aM je hmotnostni gmeér molarni hmotnosti polymeru (obr.
7). Bylo dokazano, Ze sda [7]-M je amerny hydrodynamickému objemu polymerniho
klubka. Prostdnictvim rovnicq 7] stMst = [#]p-Mp umoziuje univerzalni kalibrace vy-
tvoreni jednoduchého vztahu mezi kalibram standardem (ST) a analyzovanym polyme-
rem (P). Vztah mezi limitnim viskozitnigislem a molarni hmotnosti polymeru popisuje

Mark-Houwinkova rovnice

[n] =K - M, (15)

kde K, a jsou konstanty charakteristické pro dany polymedanych podminek (teplota a
rozpous¥dlo pouzité pro jeho rozpusti). HodnotyK, a Ize tabelovat a jejich pouziti
v GPC softwaru umaillje vypaet ,spravné hodnoty molarni hmotnosti* studovaného

polymeru.

Pomoci modernich GPC systénkteré umoi#uji on-line spojeni viskozitniho a koncent-
racniho detektoru (ndp diferencialniho refraktometru), je mozZntirpo stanovit molarni
hmotnost pro kazdou frakci, ktera je eluovana kgl Diferencialni refraktometr jako
koncentrani detektor poskytuje pro kazdou frakci koncenti@ viskozimetricky detek-
tor poskytuje sotin [#]; - G. Vydélenim signalu z viskozimetrického detektoru signéle
z detektoru koncent¢aiho Ize ziskat hodnotu limitniho viskozitnikitsla[#]; kazdé po-
lymerni frakce vychazejici z kolony. Jelikoz je ar@ahodnota limitniho viskozitnihgsla

i retertni cas této kazdé frakce, |Ize pouZiivku univerzalni kalibrace a ziskat pro kazdou

tuto frakci molarni hmotnod¥..

Platnost konceptu univerzalni kalibrace byla patiowiena naradd typt polymef, pre-

devsSim pro polymery, které v roztoku zaujimaji tesatistického klubka. Existuji vSak
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vyjimky, kdy nag. polymery tvdici v roztoku t¢inky nebo tuhé kouletikvce univerzalni

kalibrace nevyhovuiji [51, 63, 69].

= P35
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{5mil coums, THF Satvent]

Obr.7: Krivka univerzalni kalibrace [63]
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12 MOBILNI FAZE PRO GPC

Vhodnou mobilni fzi pro konkrétni analyzu volimezannevodnou a vodnou mobilni fazi.

Jako nevodné mobilni faze jsou d&gtji vyuzivany THF, chlorované uhlovodiky (chloro-
form, methylenchlorid, dichlorethan, atd.), arorole uhlovodiky (benzen, toluerm;
dichlorbenzen a trichlorbenzen), dioxan a methyl&tton, které jsou s PS gelem kompa-
tibilni.

Pro vodnou GPC se velmasto vyuZivaji jako mobilni faze voda, vodné roytokutral-
nich anorganickych soli, jako jsou chlorid sodrypdd draselny, a tlumivé roztoky (niap
fosfatovy pufr). Tlumivé roztoky obvykle obsahuji &rdvojice slabych kyselin a soli sla-
bé kyseliny, slabych bazi a soli slabé baze, nétmsytnou kyselindi zasaditou &. Vod-
né roztoky s pH mimo rozmezi hodnot 2 - 8 pouZivgplré kolon zaloZzené na oxidu

kiemititém [52].

Stanoveni molarni hmotnosti a distribuce molarrtiaiotnosti pomoci GPC u polynier
rozpustnych ve vodnych rozpoédlech jecasto spojeno €tkostmi, protoZze se zde setka-
vame s ,non — size exclusion“ efektem, ktery r@fiasaci makromolekul podle jejich veli-
kosti. GPC je technika zaloZzena na separaci moletdle velikosticastice, které eluuji se
stejnym retetnim objemem, musi mit stejnou velikost makromolgkaby bylo mozné
stanovit molarni hmotnost sledovaného polymeru a@aqzi kalibr&ni kiivky sestrojené
z polymernich standaiig které se liSi od analyzovaného vzorku. Navicxg#i@tné pred-
poklada, Zesastice, které eluuji z kolonyigte, maji ¥tSi molarni hmotnost jak&astice

s delSim retefmim ¢casem. U GPC ve vodné fazi se vSak powcasto setkAvame s neza-
doucimi ,non-size exclusion® efekty, které vySe deré zasady separace rusi. K nezadou-
cim ,non — size exclusion“ efekin fadime intermolekulérni elektrostatické interakceime
analyzovanou latkou a naplini kolony (hayymeéna ionfi), intramolekularni elektrostatické
interakce mezi analyzovanou latkou a naplini kolfmgr. tvorba vodikovych ristki) a

adsorpci. Volbou vhodného rozpotdit I1ze tyto vlivy potléit [59].
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12.1Typy ,hon — size exclusion“ efekt
a) lontova vyména

Polymerni naplé a naplg kolon na bazi oxidu flemkitého obsahuji na svém povrchu
zbytkové silanoly nebo karboxylové skupiny. Tyto gikly jsou aniontové a chovaji se jako
kationtova vyn¢nna mista. Kationtové polyelektrolyty jsou adsoroy iontovou vym-
nou a aniontové polyelektrolyty jsou exkludovang@t naplré kolony elektrostatickymi

odpudivymi silami (iontova exkluze).

lontova vyngéna mezi aniontovou naplni a kationtovymi polyelektty je entalpickou in-
terakci AH je negativni) a projevuje se duak, Ze u analyzované latky k zadné eluci ne-
dochézi, nebo k eluci dochazi az po vymyti celkovébjemu mobilni faze z kolony. Me-

tody eliminujici efekty iontové vygmy jsou:
* sniZzeni pH mobilni faze pod 4, coz pétldisociaci silanolu a karboxylovych skupin,
* pitidavek elektrolytu v mnozstvi 0,05 — 0,6 M do mobfhaze,

« piidavek snisi (kationtova srés pro aniontové napdh, ktera tvai konkurenci polymer-

nimu vzorku [52].

b) lontova exkluze
lontova exkluze je entalpickou interakcAB je pozitivni.
lontova exkluze riize byt eliminovana:
* snizenim pH mobilni faze pod 4,

* ptidavkem elektrolytu v mnozstvi 0,01 — 0,02 M do ridldaze [52].

c) lontova inkluze

lontova inkluze je zfisobena ustavenim Donnanovy membranové rovnovahy.idyi
casticemi v porech aasticemi v intersticialnim objemu doslo k ustavelektroneutrality,
je polymer tlgden do napla kolony (iontova inkluze)timz dojde ke zmenSeni rozdilu che-
mickych potencidl. Nasledkem toho se ke eluce polyelektrolyt zpomalit. Metodami

eliminujicimi efekty iontové inkluze jsou:
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* pitidavek elektrolytu do mobilni faze,
* pouziti kolony s menSimi pory nagin

* pouziti UV detektoru [52].

d) Intramolekularni elektrostatickeé interakce

Kvuli pevré vdzanym ndbdm polyelektrolyti zpisobuji elektrostatické odpudivé sily
mezi sousedicimi iontovymi misty roztazeni polynileoriettzce a zvySeni jeho hydrody-
namického objemu. ii®lanim elektrolytu do rozpou&tla se omezi sobeni &chto elek-

trostatickych sil a dosadhne se sramgipolymeru [52].

e) Adsorpce

Jsou znamy 3 mechanismy, kterymiiza byt solut adsorbovan na povrch négtolony:
iontova vynéna (viz. bod (a)), vodikové vazby a hydrofobni iakee. Vodikové vazby
mohou byt eliminovanyifidavkem guanidinu nebo raviny do mobilni faze. Hydrofobni
interakce je interakci mezi hydrofobniastmi solutu a naplni. Jejich eliminace Ize do-
sahnout sniZzenim iontové silyigavkem surfaktantu nebo organické latky (alkolgby;
kol) do mobilni faze [52].
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13 POUZITE MATERIALY A CHEMIKALIE

13.1PouZzité vzorky

Pro experimentalni praci byly pouZzity vzorkyigaych syii, které byly ziskany z firem
v Bysttici pod Hostynem, Blatnici pod Sv. Antoninkem ar#lJedna se o vzorkyisfin
pied paenim, syenin po p&eni a finalnich vyrobk — syfi Jadel, Mozzarella a finalnich
vyrobkia syru Koliba a polotvrdého syru Gouda s nizkdddnou syeninou, ktery sedi-

n¢ neradi mezi pgené syry.
Vzorky byly ziskany v prbéhu vyroby:
» pred fazi péeni se ziska $gnina ped paenim
e po pdeni ve vod o teplot 70 — 80 °C se ziskaighina po p&eni

* po osuSeni nasolenéreiiny se ziska finalni vyrobek

13.2Chemikalie pro GPC analyzu
Na pipravu mobilni faze byly pouzity chemikalie:
» deionizovana voda
* azid sodny (Nap) - Lachema n.p., Brno
Na pipravu vzork byly pouzity chemikalie:

* octan sodny (CECOONa - 3 HO) — Lachema s. p., Brno
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14 POUZITE METODY

14.1Gelova permed&ni chromatografie

14.1.1 Pristroj

Molarni hmotnost a distribuce molarnich hmotnosty Istanoveny metodou gelové per-
mea&hni chromatografie naifstroji PL — GPC 50 s viskozitni a refraktometriakdetekci
(Polymer Laboratories Ltd). K analyzam byla pouséaie kolon sestavajici se z jedné ko-
lony TSK GMPWXL (Tosoh Bioscience) a jedné kolonyralitydrogel 250 (Waters). Sta-
noveni byla provedenaipteplot 30 °C za pouZiti objemu néigové smyky 100 ul pfi
pratokové rychlosti mobilni faze 0,8 ml.mtn Data byla zpracovana pomoci programu
Cirrus GPC Multi Detector Software (Polymer Laboras Ltd) [70].

14.1.2 Kalibrace GPC kolony

GPC kolony byly kalibrovany univerzalni kalibraktera byla vytvéena za pouZziti pullu-
lanovych standakd(polysacharid) s Uzkou distribuci molarnich hmotnosti v roznrenk
larnich hmotnosti 180 - 788 000 g.Md@Polymer Laboratories Ltd).

14.1.3 Priprava vzorki pro GPC

Vzorky pro chromatografickou analyzu bylyigraveny rozeenim (cca 0,1 g, aspd mi-
nut) syeniny/syru vieci misce. Dokonale rozeny vzorek byl rozpoud& v 5 ml 1 M
octanu sodného a pakefit do kadinky. Obsah v kadince byl za staléhohaid zakivan
ve vodné lazni do teploty 60 °C. Rast&éném rozpu&ni kaseir vznikl slak® opaleskujici
roztok, ktery byl po vychladnuti Zzfiltrovanigs jemny navlkeny filtracni papir. Filtrat
v baice o objemu 5 ml se doplni po rysku mobilni faz2 @ azid sodny s deionizovanou
vodou). Cast vzorku pro GPC analyzu byléefiltrovana ges stikatkovy filtr Chromafil
PP/PET s velikosti pdr0,45 um. Pro reprodukovatelnost vyslédkyla vSechna gteni

provedena dvakrat.
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15 VYSLEDKY A DISKUZE

Molarni hmotnost kaseinse pohybuje, v zavislosti na jejich typu, v rozined 19 000 do
26 000 g/mol [6]. Z hodnot uvedenych v tabulkach 3, které shrnuji vysledky GPC ana-
lyzy, je vikkt, Ze nandrené hodnoty hmotnostnihaieselného prméru moléarnich hmotnos-
ti vzorki se od této hodnoty z&a liSi a je nutno je brat pouze jako hodnoty relaitiied-
nim z moznych dvoda je skuténost, Ze pro kalibraci GPC byly pouZity pullulanstén-
dardy a nelze ani zanedbat mozny vliv pouzité nmblddze, ktera se liSi od mobilni faze

uvacné v publikacich.

Z chromatograrin vyhodnocenych pomoci univerzalni kalibrace bygkany stedy molar-

nich hmotnosti. Numerické hodnoty hmotnostnihémgru molarnich hmotnosti\/l_w,

¢iselného pifméru molarnich hmotnosﬂﬁ/l_n a indexu polydisperziti?D métenych vzork

jsou uvedeny v tabulkach 1 — 3. Pro ilustraci jeden na Obr. 9 chromatograntesyiny

po pdeni syru Jadel s jeho popisem. Obr. 10, 12 a 1Zarmdi porovnani diferencialnich
distribwnich kivek analyzovanych vzotkziskanych ze syrMozzarella a Jadel viznych
fazich vyroby a vzork extrahovanych z finalnich vyrobk Mozzarella, Jadel, Koliba a
Gouda. Porovnani plbéhu analyzy vzork ziskanych ze syru Mozzarella zn&dage Obr.

11, ze syru Jadel Obr. 13 a vzorky finélnich vyiiobozzarella, Jadel, Koliba a Gouda
Obr. 15. Aby nedoslo k zameé piku nefeného vzorku a piku octanu sodného, bylo prove-

deno porovnani chromatogréam koncentréniho detektoru, které je zndzéno na Obr. 8.
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Obr.8: Grafické znazowmi porovnani r‘eného vzorku a octanu sodného trhsr

hu analyzy

Na Obr. 8 je znazo#ma zavislost odezvy koncentrdho detektoru na reténim ¢ase pro
vzorek syeniny ged pdenim. Z obrazku jeiejmé, Ze reteini cas analyzovaného vzorku
se pohybuje v rozmezi 17. - 19. minuty, zatim denii ¢as piku octanu sodného je vy-
razré delSi a oba piky Ize od sebe #®bozliSit. Z tohoto Ize row predpokladat, Ze re-
tenéni ¢asy vSech analyzovanych vzarkyri se budou pohybovatiplizné v tomto roz-
mezi. Reteéni ¢as piku octanu sodného se nachazi v rozmezi ZL.miduty a piku niz-

komolekularniho, ktery se objevuje na vSech chrograimech, v rozmezi 24. - 28. minu-

ty.
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Obr.9: Chromatogram sgniny po p&eni syru Jadel
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Na Obr. 9 je znazoem signal koncenttmiho a viskozitniho detektoru s kalibr kiiv-

kou, kterd byla sestrojena z pullulanovych staniakth chromatogramu je patrné, Ze pik

vzorku na signalu viskozitniho detektoru je m@grazny.

Tabulka 1: Hodnoty hmotnostnihotpnéru molérnich hmotnosﬂi/l_w, ¢iselného piméru

molarnich hmotnostM_n a indexu polydisperzity PD &enych vzork extrakti Mozzarel-

ly.
M M, PD =
Vzork " w —
Y [g-mol™] [g-mol?] M, /M,
syfenina ped pdenim 27 000 42 000 15
syfenina po p&eni 138 000 250 000 1,8
findlni vyrobek bez nalevu 19 000 34 000 1,8

U vzorki syfeniny gred pdenim a finalniho vyrobku syru Mozzarella je z i#&@mych hod-

not M, patrné, Ze vlivem igsobeni p#ci vody o teplat 70 - 80 °C doslo k poklesu mo-

larni hmotnosti finalniho vyrobku. Vzorekisfiny po p#eni ma hodnotyM,, podstatss
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vySSi, coZz mohlo byt Zigobeno nedostateym rozpou&tnim (dispergaci) nebo zéhanim
pii pripraw vzorku, kdy nedoSlo k dostameemu uvolgni jednotlivych kaseinovych bilko-

vin, které jsou v matrici syru spojeny vapenatyniistky.

Pro jednoduchy odhadi&y distribuce polymeru slouzi index polydisperzityery u vzor-
ka extrahovanych z Mozzarelly lezi v rozmezi hodn& 4z 1,8, coZz ukazuje na uzkou
distribuci molarnich hmotnosti sledovanych polyineKromé indexu polydisperzity
umoziuje metoda GPC také grafické znazminSiky distribuce polymeru, sestrojenim
distribwni kiivky. Distribuni kiivka udava kvantitativni zastoupeni makromolekdhjat-

livych molarnich hmotnosti, které se v daném polyma/skytuji.
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Obr.10: Grafické znazoé#ni diferencialnich distribtnich Kivek analyzovanych vzotk

ziskanych ze syru Mozzarella®znych fazich vyroby: ($gnina ped paenim:

M, =42 000, sienina po p&ni: M, =250 000, finalni vyrobekM , = 34 000)

Z Obr. 10 je patrné, Ze diferenciélni distéhukiivky vzorka ziskanych kaseihz Mozza-
relly vykazuji monomodalni tvary pik odpovidajici stanovenym hodnotam molarnich
hmotnosti. U extraktu z finalniho vyrobku doSldspbenim p#ciho procesu ke snizeni
molarni hmotnosti v porovnani se situatég paenim, oéemz s¥d¢i posun diferencialni
distribuéni kiivky do oblasti s nizSimi molarnimi hmotnostmi. a& u syeniny po p&ni

se diferencialni distrikini kiivka posunula do oblasti s vy§Simi molarnimi hmetno.
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Narist molarni hmotnosti by mohl byt @goben pochody probihajiciméhem paiciho
procesu, kdy pani miZze zapicinit dodat&nou agregaci kaseinového komplexu, caiZzen

vést— horSi rozpustnost horsi izolace— vyssi zjiSéné molarni hmotnosti.
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Obr.11: Porovnani gbéhu analyzy vzorik Mozzarelly, signal koncenttaiho detektoru

Obr. 11 ukazuje, Ze retémi ¢asy vzork Mozzarelly se pohybuji ifes Gzné hodnotyl\/l_W

v rozmezi 17. - 19,5 minuty. Wdhto vzorki nastava zstek eluce vzorkv priblizné stej-

némdase.

Tabulka 2: Hodnoty hmotnostnihotpnéru molérnich hmotnosﬂi/l_w, ¢iselného piméru

molarnich hmotnostM_n a indexu polydisperziti?D méienych vzork extrakti Jadelu.

Vzorky M, N M., N —PDi

[g-mol™] [g-mol™] M, /M,

syfenina ped pdenim 43 000 78 000 1.8

syfenina po pgeni 69 000 108 000 1,6
finalni vyrobek bez soli 161 000 211 000 1,3
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U vzorki sykeniny po p#eni a finalniho vyrobku syru Jadel je z rgiemych hodnotM ,
ziejmé, ze hodnoty ,, neklesaji, jak by serpdpokladalo B pisobeni peci vody o dané
teplot, ale naopak stoupaji.U vzorkuieginy po p&eni syru Jadeligjmé nedoslo jako u
piedchoziho vzorku $gniny po p#eni syru Mozzarella k dosta@meemu uvolgni jednotli-
vych kaseinovych bilkovin, které jsou v matrici ygpojeny vapenatymi istky. Index

polydisperzity u vzork extrahovanych z Jadelu lezi v rozmezi hodnot 1,8,8, coZ uka-

zuje na uzkou distribuci molarnich hmotnosti sledoxch polymei.
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Obr.12: Grafické znédzoéni diferencialnich distribtnich Kivek analyzovanych vzotk

ziskanych ze syru Jadel {efiina ped paenim: M, =78 000, sienina po peeni:

M, =108 000, finalni vyrobekM , =211 000)

Na Obr. 12 jsou znézatny diferencialni distribéni kiivky analyzovanych vzork ziska-
nych kaseif ze syru Jadel, ze kterych je patrné, Ze diferémicthstribuwni kiivka vzorku

ze syeniny ged paenim ma tvar piku monomodalni, kdezto distribudersyny po p&eni

a finalniho vyrobku maji tvatastén¢ separovaného piku s naznakem bimodalni distribu-
ce, coz poukazuje na vyskyt dvou populaci makrokuble rozdilnou molarni hmotnosti.

U vzorki syfeniny po pé&eni a finalniho vyrobku bylo zji&o bihem procesu vyroby po-

stupné zvySeni molarni hmotnosti, coZz mohlo bytsppeno nedostateym rozpou&nim
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(dispergaci) nebo z&wanim gi piipraw vzorku, kdy nedosSlo k dost&eému uvolgni
jednotlivych kaseinovych bilkovin, které jsou v metsyru spojeny vapenatymi istky,
jak znazoiiuje posun diferencialnich distritnich Kivek téchto vzorkKi do oblasti
s vy§Simi molarnimi hmotnostmi. Nét molarni hmotnosti by mohl byt @goben pocho-
dy probihajicimi Bhem pdiciho procesu, kdy pani ntize zapi¢init dodat&énou agregaci
kaseinového komplexu, cozuie vést— horSi rozpustnost> horsi izolace— vysSi zjis-

t&né molarni hmotnosti.
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Obr.13: Porovnani jbéhu analyzy vzork ziskanych ze syru Jadel, signal koncemtitao

detektoru

Z Obr. 13 vyplyva, Ze reténi casy vzorki syeniny ged paenim, syeniny po p&ni a
finalniho vyrobku syru Jadel stejjako u vzorki syreniny gred paenim, syeniny po pée-

ni a finalniho vyrobku syru Mozzarella lezi v rozh&6,8 - 19,5 minuty.
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Tabulka 3: Hodnoty hmotnostnihodpnéru molarnich hmotnosﬂi/l_w, ¢iselného piméru

molarnich hmotnostM_n a indexu polydisperziti?D méienych vzork Koliby a Goudy.

N M M, PD =
zor : W Vi Ve
Y [g-mol?] [g-mol?] M, /M,
Koliba - finalni vyrobek 49 000 70 000 1,4
Gouda - finalni vyrobek 35 000 54 000 15

dhwridloghd
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Obr.14: Grafické znazoéni diferencialnich distribtnich Kivek vzorki extrahovanych z

M, =211 000, KolibaM, =70 000, GoudaM , = 54 000)

finalnich vyrobki: Mozzarella, Jadel, Koliba a Gouda (Mozzarem =34 000, Jadel:

Na Obr. 14 jsou porovnany diferencialni disttibukiivky vzorka ziskanych z finalnich

vyrobki Mozzarelly, Jadelu, Koliby a Goudy. Je z nich péjrze diferenciélni distrildai

kiivky ziskané analyzou vzaikMozzarelly a Koliby jsou monomodalni, kdezto déeci-

alni distrib&ni kiivka ze syru Jadel jgast&n¢ separovana s mirnym ndznakem bimodality

a distribuce extraktu z Goudy vykazuje jasny bintod&harakter. Bimodalni tvar piku

nazng&uje, Zze vdaném vzorku se vyskytuji édwyznamné populace makromolekul
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s rozdilnou molarni hmotnosti. Maxima piknalnich vyrobki se pohybuji v reteémich

¢asech od 17,86 minuty do 18,53 minuty.

ol Finalni vyrobek syru Jadel i U VI
36 — —

34 —

32 Finalni vyrobek syru Mozzarella

30 — =D

= Finalni vyrobek syru Koliba )__// T

Respaonse RI detectar {mv)
-4
|

Finalni vyrobek syru Gouda

rr 171 1717 71T 1T 17T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 124 128 132 138 14 144 148 152 156 16 164 11658 172 7B 18 184 188 192 196 20 204 208

Retention time

Obr.15: Porovnani gbéhu analyzy vzori ziskanych z finalnich vyrolikMozzarelly,

Jadelu, Koliby a Goudy, signal koncegtram detektoru

Z porovnani pibéhu analyzy vzork finalnich vyrobki na Obr. 15 je patrné, Ze reten
casy vzork se pohybuji v rozmezi 16,8 - 19,5 minutyjégto, Ze se jedna 6zné finalni

vyrobky.

K pristrojovému vybaveni, které bylo v dohnalyzy k dispozici, jeféba poznamenat, ze
se gedevsim jednalo o univerzalni chromatografickowhal ktera neni specid@muréena

pro analyzu proteiin a rovréz experimental zvolena mobilni faze se liSila od mobilnich
fazi uvadnych v publikacich. Vzhledem k této skénesti nelze tedy s jistotatici, k jak
velké degradaci kaseinového komplexugrocesu pi#ni dochazi. Prezentované vysledky
vSak gredstavuji utitou indikaci o ptibéhu procesu a vychozi bod pro dalSi experimentalni

praci, ktera je navrzena nize.
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Z nameienych hodnotM_W analyzovanych vzoik extrahovanych z Mozzarelly je mozné

usuzovat na dity vliv pusobeni p#ciho procesu na degradaci kaseinového komplexu. U
vzorka z Jadelu, to tak fjkazné nebylo, coz mohlo byt ovligmo, jak uz bylo vySe uvede-

no, nedostat@ym extraknim postupem.

Metoda GPC je zaloZena na principu separace mofadaie velikosti¢astic, gicemz se
piedpoklada, Ze interakce molekul analyzovaného wearkovrchu napkv koloné bude
minimalni. U vodné faze s&asto setkavame s ,non — size exclusion efekty,yakylo

uvedeno v kapitole 12.

V publikaci [71] se uvadi, Ze u vSech tiykolon Ize pozorovat vetSi ¢i mensi mife hyd-

rofobni a elektrostatické interakce. Hydrofobnilek&ostaticky efekt zfsobi zadrzovani
vzorku prostednictvim interakce s naplini kolony a vysledny (kilery se z kolony eluuje,
je Sirsi, pipadre retergni ¢as je delSi. Tyto interakce narusuji chromatografickeparaci a

neumo#uji spravné stanoveni molarni hmotnosti.

Z provedeného experimentu se daji vyvodisinSna doporieni pro vhodgsi postup pi-
pravy vzorku, volby mobilni faze aigtrojového vybaveni. Tato dopéani budou vycha-
zet rovreéZ z udaj uvedenych v publikacich [72, 73, 74, 75].

V publikaci [72] je postup ipravy extraktu ze syru zaloZzen na smichani vzarkadou

v poneru 1:3, ktery se naslediomogenizuje pomoci homogenizétoru Ultra — Turra T2
po dobu 2 minut. Po homogenizaci byl homogenizowaroyek zakivan 1 hodinu p tep-
lot¢ 40 °C a pH bylo upraveno na 4,4 — 4,6. Vysledrepenze se centrifugovala po dobu
30 minut g teplo€ 5 °C a 4 800 ot&ach za minutu. Svrchni vrstva obsahuijici lipidiaby
odstragna a zbytek supernatantu se pouZil pro analyzura¥gynim postupu ifpravy

vzorku v této diplomové praci nebyl tuk upladstragn.

Z publikaci [73, 74, 75] je mozné vychazét pavrhu alternativniho sloZzeni mobilni faze,
piistrojového vybaveni,ipdevSim typu zvolené kolony pro separaci vzorkiasleuného

pouziti vhodwjSich standaril pro kalibraci kolony. Pro experimentaltdst diplomové
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prace byly pouzity d¥ kolony, a to kolona TSK GMPWXL a kolona Ultrahyded@50.
Volba #chto kolon mohla hrat gitou roli pii separaci vzorku obsahujiciho kaseiny. Opti-
malni nebyla ani volba pullulanovych standaitzkou distribuci molarnich hmotnosti

pro kalibraci kolony.

VhodrgjSimi typy kolon pro separaci protéifsou podle zmignych publikaci kolony TSK
GEL typu SW nap TSK G2000SWXL nebo TSK G3000SW. Mobilni fazetippd: téch-

to kolon byly sloZzeny z 0,5 M fosfatového pufruld £,8 a 1 M siranu sodného nebo jina
mobilni faze byla sloZzena z 5 mM pufru octanu amémmno pH 6,5 upraveného kyselinou
octovou. Na kalibraci kolony byly pouzity standar@yoteini: karbonatanhydrazag-

laktalbumin, inzulin B, bombezin, neurotenzin, Zd&aorfin a tryptofan.

Z téchto uvedenych dopotani by vysledky analyzy mohly byt Iépeagazné, Ze k degra-
daci kaseinového komplexdigrocesu pgeni dochazi a v jakém rozsahuukzrejsi by i
mohlo byt sledovani degradace kaseinového komplepnibéhu zrani syi, ktery probiha

Vv podstats vétSim rozsahu nezZ u procesuqra.
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ZAVER
Diplomova prace se zabyvala sledovanimgzmmolarnich hmotnosti a distribuce molar-
nich hmotnosti kaseinového komplexu u vZoskienin ged pdenim, syenin po p&ni a

finalnich vyrobki — sy Mozzarella a Jadel s vyuzitim metody gelové petmieehroma-

tografie.

Teoretickatast prace je zathena na popis mléka, jeho sloZzeni a nejvyzrgdntechnolo-
gické vlastnosti. Slozeni mléka jéeplevSim zagteno na popis kaseainfunkénich vlast-
nosti kaseinovych produkta syrovatkovych bilkovin. Velkou kapitolu zaujirteéchnolo-
gie vyroby p&nych syi, kde je krok po kroku rozebrana jejich vyroba. &aeoretické
casti je «¥novan metod gelové permemi chromatografii, ktera byla pouzita

v experimentalnéasti diplomové prace.

Experimentélnitést diplomové prace je z&bhena na diskuzi a hodnoceni vyslédkmot-
nostnich piméra molérnich hmotnostM_W, indexu polydisperzity?D a pfibéhu diferen-

cialnich distribdnich Kivek ziskanych pro jednotlivé vzorkyigpiny ged pdenim, sye-

niny po péeni a finalniho vyrobku Mozzarelly a Jadelu meto@RC.
Z vysledki diskutovanych v experimental&dsti je mozné d&init nasledujici zasry:

» k degradaci kaseinového komplexti procesu pgeni i g'es termostabilitu kaseinu
dochazi, ale nelzei@sre fici, v jakém rozsahu. SniZzeni molarnich hmotnogi b
sledovano pouze u vzarkMozzarelly, a to u sgniny ged paenim a finalniho vy-

robku. U vzork Jadelu toto nelze potvrdit, jelikoZz nedoslo k il kaseir,

* pii pouZiti experimentathzvolené mobilni faze, typu kolon a standabyla na z&-
vér diskuze sestavena dopoemi vhodwjSi pro dalSi zkoumani degradace kaseino-

vého komplexu $ procesu pgeni.

| kdyZ v experimentalntasti diplomové prace nebylo gggnosti stanoveno, k jak velkému

rozsahu degradace kaseinového komplekynmcesu pgeni dochazi, i tak je mozrigi,
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Ze k nejetSim znénam bude dochéazet a# procesu zrani syrpisobenim proteolytickych

enzymi produkovanych mikroorganismy.
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-COOH
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M:;
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Mst

Aminokyseliny

Konstanta pro Mark — Houwinkovu rovnici
Bakterie ml€éného kvaSeni

Vapenaté ionty

Koncentrace

Molarni koncentrace frakce i

Karboxylova skupina

Diferenciéalni tlak

Gelova permami chromatografie

VysSkovy ekvivalent teoretického patra
High Performance Liquid Chromatography
Vysoko&inné kapalinova chromatografie
Entalpie

Vstupni tlak

Konstanta pro Mark — Houwinkovu rovnici
Distribwni konstanta

Délka kolony

Molarni hmotnost

Molarni hmotnost odpovidajici élmimu objemu maxima chromatogramu

Molarni hmotnost frakce i
Hmotnost frakce i

Molarni hmotnost polymeru
Molarni hmotnost standardu

Paet teoretickych pater
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Size-exclusion Chromatography
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