MENDELOVA UNIVERZITA V BRNE
AGRONOMICKA FAKULTA

BAKALARSKA PRACE

BRNO 2017 MICHAELA OSTRANSKA



Mendelova univerzita v Brné

Agronomicka fakulta
Ustav technologie potravin

Agronomicka Mendelova
fakulta univerzita
v Brné

Enzymy v mléce
Bakalatska prace

Vedouct prace: Vypracovala:
doc. Ing. Kvétoslava Sustova, Ph.D. Michaela Osttanska

Brno 2017



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem praci: Enzymy v mléce vypracovala samostatné a veskeré pouzité
prameny a informace uvadim v seznamu pouzité literatury. Souhlasim, aby moje prace
byla zveifejnéna v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zmé-
n¢ a doplnéni dalsich zdkont (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdé€jsich predpisi,

a v souladu s platnou Smérnici o zvefejiiovani vysokoskolskych zaveére¢nych praci.

Jsem si védoma, Ze se na moji praci vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon,
a ze Mendelova univerzita v Brné ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy a uziti této

prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona.

Dale se zavazuji, ze pted sepsanim licen¢ni smlouvy o vyuziti dila jinou osobou (sub-
jektem) si vyzaddm pisemné stanovisko univerzity, ze pfedmétnd licencni smlouva neni
V rozporu s opravnénymi z4jmy univerzity, a zavazuji se uhradit ptipadny ptispévek na

uhradu nakladt spojenych se vznikem dila, a to az do jejich skute¢né vyse



PODEKOVANI

Dékuji pani prof. Ing. Kvétoslavé Sustové, Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady a po-
moc, kterou mi poskytla pifi hledani ptislusné literatury. Dékuji také svym blizkym, kte-

1 me¢ ve studiu a pii zpracovani bakalaiské prace podporovali.



ABSTRAKT

Bakalarska prace je Cisté teoreticka, zabyva se enzymy v mléce. Cilem prace bylo pfi-
nést souhrnny piehled nejnovéjsich poznatki o enzymech vyskytujicich se v mléce.
V praci jsou relativné podrobné popsany jednotlivé enzymy, jejich vlastnosti, funkce,
stabilita pii zpracovani a vliv na kvalitu mléka. Je konstatovano, ze nékteré enzymy jsou
zajimavé pro svou prospésnou funkci v mléce (napi. laktoperoxidaza), dalsi zase pro
detekci stupné tepelného osetfeni (napf. alkalické fosfatdza) a jiné pro vliv na kvalitu
mléénych vyrobku. Daéle, Ze v mléce se enzymy vyskytuji bud’ pfirozeného, nebo mik-
robialniho ptivodu. Cast prace se zaméfuje na moznosti praktického vyuziti enzymi
v mléce, jako napfiklad urCeni mastitidy na zakladé zvySeného mnozstvi enzymu
v mléce, rozliSeni mlék od jednotlivych savct, rozliSeni zralého mléka od mleziva a

jiné.

Kli¢ova slova: Enzymy, mléko, somatické bunky, detekce mastitidy

ABSTRACT

The Bachelor thesis enzymes in milk gives information about enzymes found in milk
and handles the topic theoretically. The aim of this paper is to sum up the latest findings
regarding the enzymes in milk. The thesis contains more or less detailed characteristics
of each enzyme. The characteristics include information about the properties of enzy-
mes, their functions, the stability during the processing and their impact on the quality
of milk. It is stated that some enzymes are interesting for its beneficial functions in milk
(e.g. lactoperoxidase), some enzymes for their ability to detect the degree of the heat
treatment (e.g. alkaline phosphatase) and some of them for the impact on the quality of
dairy products. The thesis specifies if the enzymes occur in milk naturally or if they are
of microbial origin. Other part of the paper focuses on the practical use of enzymes in
milk, such as the identification of mastitis based on the increased number of enzymes in
milk, the distinguishing between milks of various mammals or the distinction of mature
milk and colostrum etc.

Key words: Enzymes, milk, somatic cells, detection mastitis
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1 UVOD

Prvni zminky 0 enzymech v mléce se objevily v praci J. B. Sumnera z roku 1926. Od
tohoto roku se zacaly enzymy studovat a jsou stalé aktivni oblasti vyzkumu. V mléce
byl prokazan vysoky pocet enzymd, vyznacujici se vysokou specificnosti. Enzymy jsou
bilkovinné slozky mléka savct, které¢ fadime mezi biokatalyzatory. V kravském mléce
od zdravych dojnic bylo detekovano az 60 nativnich enzymi. Jejich vyluCovani je
ovlivnéno tadou faktorii, napf. typem zvitete, vékem dojnice, poctem laktaci, stddiem

laktace, vyzivovym stavem a zdravotnim stavem mlécné zlazy.

V mléce se enzymy d¢li dle piivodu na endogenni a exogenni. Endogenni neboli nativni,
jsou ptirozenou slozkou mléka. Na rozdil od exogennich enzymu vznikaji vlivem mik-
robialni ¢innosti a to z ptirozené nebo kontaminujici mikrofléry. Mimo to fadime do
exogennich enzymi i enzymy, které byly do mléka pfidany béhem technologického

zpracovani.

Mléko neni homogenni roztok enzymti. Enzymy jsou navdzané na jednotlivé slozky
Vv mléce. VétSina enzymu je vdzana na povrchovych vrstvach tukovych kulicek, tyto
enzymy ve vétsi mife piechazeji do smetany a vyrobki z ni. Jiné jsou vazané na bilko-

vinné slozky mléka a pfi sraZeni zlstavaji v syfening.

Zjistovani ptritomnosti a aktivity enzymu lze prakticky vyuzit k rozliSeni mléka od jed-
notlivych savci, k odliSeni zralého mléka od mleziva, k diagnostice zdravotniho stavu
mlécné Zlazy, ke zjistovani hygieny ziskavani a oSetfeni mléka a ke kontrole provedeni

tepelného oSetieni mléka.



2 CIL PRACE

Cilem bakalaiské prace bylo na zaklad¢ studia odborné a védecké literatury zpracovat
a utfidit s dirazem na nejnovéjsi poznatky o enzymech vyskytujicich se v mléce a za-
méfenim na jejich ptivod v mléce a jejich enzymatickou aktivitu pfi zvySeném poctu
somatickych bun¢k. Dil¢im cilem préace bylo charakterizovat faktory ovliviiujici aktivitu

enzymu v mléce.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 ENZYMY

Enzymy jsou bilkoviny, které maji schopnost katalyzovat chemické reakce, zafazujeme
je do skupiny biokatalyzatort. Enzymy urychluji chemické reakce a tidi vétSinu bio-
chemickych reakci v zivych organizmech. Mnozstvi enzymu se odhaduje na miliardy, je
znamo, ze i nejjednodussi bunka obsahuje pies 3000 enzymu. Véda zabyvajici se enzy-

my se nazyva enzymologie (Vodrazka et al., 1998).

3.1.1 Struktura enzymi

Jak jiz bylo fec¢eno, enzymy jsou bilkovinné povahy. Pokud je enzym tvofen pouze bil-
kovinou, oznacujeme jej jako jednoslozkovy nebo také jednoduchy. Jestlize se tam na-
chazi i nebilkovinna slozka, tak je enzym oznacovan jako dvouslozkovy nebo také slo-
zeny. V takovém piipadé se bilkovinnd ¢ast oznacuje jako apoenzym a nebilkovinna

¢ast jako kofaktor. Cely slozeny enzym je pak holoenzym (Kouda, 2013).

Kofaktory jsou nutné pro funkci enzymu, bez kofaktoru nema dany enzym zadnou akti-
vitu. Kofaktorem muze byt kovovy iont nebo organicka molekula. Hlavni funkci kofak-
toru je ptenos skupin, atomt nebo elektroni béhem biochemickych reakci katalyzova-
nych enzymem. Pokud je kofaktor pevné vazan na bilkovinnou ¢ast enzymu kovalentni
vazbou tak vytvaii stabilni strukturu nazyvanou prosteticka skupina. Kofaktor, ktery je

vazan pouze slabé a mize se oddélit, je ozna¢ovan jako koenzym (Kouda, 2013).

Na povrchu enzymu se nachazi aktivni misto, na které se vaze substrat a kofaktor, pro-
bih4 tam samotna biochemickd reakce. Aktivni misto je tvofeno aminokyselinovymi
zbytky, které vazou reaktivni ¢ast molekuly substratu. Tyto zbytky aminokyselin se

pfimo podileji na tvorbé a $tépeni vazeb (Vodrazka et al., 1998).
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3.1.2 Cinnost enzymii

V aktivnim misté¢ dochazi k navazani substratu na enzym. Vytvaii se labilni komplex
enzym-substrat, tento komplex V nasledujicim kroku se rozpada na produkt reakce
a enzym. Enzym ztstava nezménény a mtize vstoupit do dalsi reakce. Pfeménu mizeme

popsat obecnym schématem (Sipal et al., 1992; Kolaf et al., 2004):

E+AB © ABE - A+B+E

enzym + substrat < komplex — produkty + enzym

Enzymy urychluji dosazeni rovnovahy mezi vychozimi latkami (substraty) a produkty
tim, Ze snizuji aktivacni energii potfebnou k tomu, aby reakce probéhla. Enzym se ne-
méni ani nespotiebovava, ale energie potiebna k pfeméné substratu na produkt je néko-
likanasobné nizsi, nez energie, kterou by bylo zapotiebi dodat na tu samou reakci bez

Gicasti enzymu (Sipal et al., 1992).

3.1.3 Nazvoslovi a klasifikace enzymi

V pocatecnich studiich byly enzymy pojmenovany celkem ndhodné trividlnimi nazvy,
prevazné s koncovkou — in. Dodnes se pouZziva oznaceni (napf. trypsin, pepsin, chy-
mosin). Pozd¢ji se zacala ptidavat koncovka — aza a nazev byl tvofen dle substratu,
jehoz preménu katalyzoval (napt. amyldza, lipaza), nebo dle typu katalyzované reakce
(napf. hydrolaza, oxidaza). S naristajicim poctem objevenych enzymi a neustalymi
zaménami se pfistoupilo k ucelnému tfidéni a na jednotnou nomenklaturu. V roce 1961
se Mezinarodni unie biochemie (UIB) rozhodla zavést systémové rozdéleni a z ného

vyplyvajici systémové nazvy enzyma (Murray, 2012; Vodrazka et al., 1998).

Podle typu katalyzované reakce se enzymy rozd€luji do Sesti hlavnich t¥id. Nejdulezitéj-
§i a nejvice zastoupenou skupinou v mléce jsou hydrolazy a oxidoreduktazy (Vodrazka

etal., 1991).

e Oxidorektazy (dehydrogenazy)

Jednad se o nejpocetnéjsi tfidu enzymu, kterd katalyzuje oxida¢né-redoxni systémy.
Oxidoredukéni d€j probihd pfenosem vodikll nebo elektrond, ptipadné oboji ze substra-
tu (donoru) na jinou latku (akceptor). Piikladem je laktat dehydrogenaza (Vodrazka et
al., 1991).
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e Hydrolazy
Stépi hydrolytické vazby (peptidové, amidové, esterové a jiné), pii nichz se uvoliiuje
voda. Hydrolazy jsou taktéz pocetnou skupinou enzymu, prevazné povahy jednodu-
chych bilkovin. Podle typu stépenych vazeb se déli na podtiidy (Vodrazka et al., 1991).
V mlékarenském pramyslu nejdalezitéjsi proteazy hydrolyzuji peptidické vazby bilko-

vvvvvv

1993).

e Transferazy (kinazy)

Tato skupina enzymd, realizuje ptenos funkénich skupin ( —CHz, —NH, apod.)

v aktivované formé z donoru na akceptor. Podle charakteru ptenasenych skupin se roz-
déluji na podskupiny. Transferazy vytvareji ¢etnou skupinu enzymu (Vodrazka et al.,
1991).

e Lvasy (systazy)

Lyasy katalyzuji nehydrolytické $tépeni a vznik vazeb (napt. C—C, C—0O, C—N). Bez
pouziti dalSiho reaktantu tyto enzymy odstépuji nebo vnaseji do substrati malé¢ moleku-

ly (Vodrazka et al., 1991).

e |somerasy
Zpusobuji nitromolekulové presuny atomt a funk¢nich skupin, ¢imz vytvareji polohové,
geometrické nebo prostorové izomery sloucenin. Jednd se o nejméné pocetni skupinu

a do jednotlivych podtiid jsou rozdéleny podle typt izomerie (Vodrazka et al., 1991).

e Ligasy (syntetidzy)

Podileji se na syntetickych pochodech, katalyzuji vznik energetickych vazeb za rozkla-
du latky uvolnujici energii. Tato skupina enzymu je pomérné malo pocetna (Vodrazka

etal., 1991).

3.1.4 Vlivy piisobici na enzymatickou aktivitu

Enzymatické reakce probihaji rliznou rychlosti v zavislosti na podminkach reakéniho
prostiedi. Zakladni jednotka pro enzymatické reakce je katal. Tato jednotka udava
schopnost enzymu katalyzovat pfeménu 1 molu substratd na produkt za 1 sekundu.
Z praktického hlediska je jednotka piili§ velka, proto se vyuzivaji zlomky této jednotky
(Vodrazka et al., 1991).
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Enzymové katalyzované reakce probihaji rliznou rychlosti a zavisi na rtiznych fakto-

rech, jako jsou:
1) mnozstvi enzymu,
2) koncentrace substrati,

3) fyzikaln¢ chemické vlastnosti prostiedi,

4) ptitomnost efektorti (modifikatora).

VIiv koncentrace a mnozstvi substrata

MnozZstvi substrati: Rychlost enzymatické reakce se zvySuje spolecné s koncentraci

substratu, az do obsazeni vSech aktivnich mist enzymu (Klouda, 2013).

MnozZstvi enzymu: Rychlost enzymatické reakce se zvysuje spole¢né s mnozstvim en-

zymu, pouze za predpokladu dostatecného mnozstvi substrati (Klouda, 2013).

VIiv podminek prostfedi na enzymatickou aktivitu:

Regulovat enzymatickou aktivitu Ize zménénim podminek vnéjsiho prostiedi (Vodrazka
etal., 1991).

Teplota: Pti zvysujici teploté rosté rychlost enzymatické reakce. Avsak s rostouci teplo-
tou se enzym inaktivuje, dochazi k denaturaci bilkovinné ¢asti a ptipadné odstépeni
kofaktoru. Pfevazna €ast zZivo€iSnych enzymii mé nejvyssi aktivitu pifi 37 °C a inaktivu-
je se pii teploté 50—60 °C (Vodrazka, 1991). V praméru naristu teploty o 1 °C, zvysi se
rychlost reakce 0 10 %.

Hodnota pH: Aktivita enzymu je velmi zavisla na pH prostfedi. Enzymy jsou aktivni
pouze v ur¢itém intervalu pH, mimo interval svou aktivitu ztraci (Voet and Voetova,
1995). Prevazna ¢ast enzymi ma optimum ucinnosti V neutralnim ¢i slabé kyselém pro-

stfedi. Extrémné vysoké optimalni hodnoty pH maji travici enzymy (Kolat et al., 2000).

Pritomnost modifikatoru

Aktivatory: Latky zvySujici rychlost enzymatické reakce.

Inhibitory: Nekteré latky mohou inhibovat aktivitu enzymd, tyto latky se vazou na ak-
tivni misto enzymu. Snizuji rychlost chemické rekce. Mohou enzym zablokovat trvale,
pak se jedna o ireverzibilni inhibici, nebo pouze zablokovat — reverzni inhibice (Klouda,
2013).
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3.2 ROZDELENI ENZYMU V MLECE

Podle puvodu enzymy délime na dvé zakladni skupiny:

Endogenni — ptivodni neboli nativni, jsou pfirozenou slozkou mléka.
Exogenni — vytvoifené mikrobialni ¢innosti (mikrobialni enzymy) a dale enzymy, které

mohou byt do mléka pridavany béhem technologického zpracovani (syfidla apod.).

Jak jiz bylo uvedeno, enzymy jsou bilkovinné slozky, které katalyzuji specifické reakce.
V kravském mléce od zdravych dojnic bylo prokazéno az 60 nativnich enzymu. Vy-
znamné navySeni aktivity enzymd je pozorovano v mlezivu a v mléce od dojnic s masti-
tidou (zanétem mlééné zlazy), (Silanikove, 2006). U vétSiny nativnich enzymt v mléce
zatim neni znama jejich funkce. Nejvyznamnéj$i nativni enzymy jsou popsany

v Tabulce 1 (Burika, 2013).
Nativni enzymy pochdzeji z riznych zdroji:

- dostavaji se do mléka z krevniho feciste,

- prechazeji ze somatickych bunék (leukocyt) do mléka, vznikaji v prabéhu imu-
nitni odpovédi organizmu s bakteridlni infeket,

-z cytoplazmy sekre¢nich buné€k mlééné zlazy, béhem procesu exkrece se mohou
stat soucasti tukovych kulicek,

- pfimo z membrany tukovych kapének, timto zptisobem se do mléka dostava nej-

vice enzymu (Fox a McSweeney, 1998; Bosze, 2008).

Mléko neni homogenni roztok enzymi. Enzymy jsou navdzané na jednotlivé slozky
v mléce. VétSina enzymu je vdzana na povrchovych vrstvach tukovych kulicek, tyto
enzymy ve vétsi mife prechazeji do smetany a vyrobki z ni. Jiné jsou vazané na bilko-
vinné slozky mléka a pii srazeni zGstavaji v syfeniné (napf. plazmin, plazminogen).

(Buitka, 2013).
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Tabulka 1: Souhrn nativnich enzymii a jejich vyznam vV mléce (Bunka, 2013)

Enzym Reakce Vyznam

. Triacylglycerol + H,0 — mastné
Lipaza Nezadouci chut’ a viiné
kyseliny + parcialni acylglycerol + glycerol

. . ) . Gelovaténi UHT,
Plazmin Hydrolyza peptidové vazby, zejména B-kaseinu o
zrani syru

Katalaza 2H,0, - 2H,0+ 0O, Indikace mastitidy

. . Podpora oxidace,
Xantinoxidaza Aldehyd + H,0, + 0, — kyselina + H,0,

Zrani syrt
) Ov¢teni pasterace,
Laktoperoxiddza H,0, + 2ZHA - 2H,0 + 2A . )
antibakterialni efekt
Alkalicka .
Hydrolyza estert kyseliny fosforecné Ovéfeni pasterace
fosfataza
Laktét . . . - .-y
Reverzibilni oxidace pyruvatu na laktat Indikace mastitidy
dehydrogenaza

Déleni enzymu, dle vyuzitelnosti v mlékarenském prumyslu.

e Enzymy zavislé na fad¢ fyzikalné-chemickych reakci, které se pouzivaji pro
hodnoceni jakosti mléka a mléénych vyrobka.
e Enzymy pouZivané k hodnoceni stupné¢ mechanického, tepelného a jiného piso-

beni na mléko (Buika, 2013).

Nativni enzymy se v mléce nachdzeji v nizkych koncentracich, mohou byt vyuZity

k indikaci fady situaci, zejména:

e K ovéreni spravného tepelného oSetieni mléka — vétSina enzymda se inaktivuje
zahtevem, enzymy se vsak lisi v teploté a dob¢ potiebné k inaktivaci. Pro ovére-
ni spravnosti tepelného oSetfeni se vyuZzivaji enzymy laktoperoxidéaza a alkalicka
fosfataza. Laktoperoxiddza se vyuziva k ovéfeni spravnosti vysoké pasterace
a alkalicka fosfataza k ovéfeni spravnosti dlouhodobé nebo Setrné pasterace

(Fox and Kelly, 2006).
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e RozliSeni mlék od jednotlivych saveid — v zenském a kobylim mléce byla zjis-
téna mnohem vyssi aktivita lysozymu, nez v mléce kravském (Gajdisek and
Kli¢nik, 1993). Dale enzym xantinoxidaza vykazuje vyssi aktivitu v mléce kKrav-
ském na rozdil od koziho a matefského mléka (Fox and McSweeney, 1998). Go-
thefors and Marklund (1975) uvadi, ze enzym laktoperoxidaza v mléce matei-
ském se nachazi v nizkych koncentracich v porovnani s mlékem bylozravci.

e U kravského mléka rozlisSeni zralého mléka od mleziva — mlezivo je bohatsi
na enzymy amylazu a katalazu nez zralé mléko (Fox and Kelly, 2006).

e Ovéreni hygieny ziskavani a oSetifovani mléka po nadojeni.

e K diagnostice zdravotniho stavu mlé¢éné Zlazy, respektive zdravi dojnice —
udojnic, trpici mastitidou, piechdzi do mléka vyS§i mnozstvi enzymd,
z leukocytti enzym katalaza, laktoperoxidaza, laktatdehydrogenaza a glutamat-
oxalacetat-transaminaza, kysela fosfataza a lysozym a z krve enzymy lipazy
a proteazy (Fox and Kelly, 2006).

e Zjisténi zhorSeni kvality mléka — rozkladu slozek mléka plisobenim enzymd,
napft. plazmin (proteolyza bilkovin), lipaza (rozklad tukl — Zluknuti mléka), xan-
tinoxidaza (oxidativni zluknuti).

e Ochranné uc¢inky — lysozym, laktoperoxidaza.

V kravském mléce je zastoupeni enzyml pomérné konstantni, ale jejich vylucovani
a zastoupeni mize byt ovlivnéno fadou faktord: plemenem, individualitou zvifete, fazi

laktace, zdravotnim stavem, vékem zvifete, stresem a vyzivou dojnice.

e Vékem zvifete — se zvySujicim vékem dojnice narlstd pocet enzymi
v mléce. Nartst je zplisoben tim, Ze s v€kem roste degradace mlécné tkané
zlazy. Zvysuje se pocet somatickych bunék v mléce, které jsou zdrojem en-
zymt.

e Faze laktace — béhem poslednich dnii laktace pocCet enzymi stoupd, coz je

Mrwe
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3.2.1 Oxidoreduktazy
Oxidoreduktazy katalyzuji redoxni procesy: A~ + B - A+ B~

3.2.1.1 Laktoperoxidaza

Jedna se o prvni enzym, ktery byl v kravském mléce objeven v roce 1943 a nasledné
izolovan. Enzym laktoperoxidaza katalyzuje St€peni peroxidi. Pii Stépeni peroxidi se

uvolnuje kyslik a ten se piedava na vhodny akceptor:
H,0, + 2HA - 2H,0 + 2A

Vhodnym substratem mohou byt napiiklad aromatické aminy, fenoly, barviva nebo
aromatické kyseliny (Navratilova et al., 2012). Molekula laktoperoxidazy je tvofena
glykoproteinem obsahujici hemovou skupinu. Hemové skupina je s peptidovym fetéz-
cem spojena pomoci disulfidickych mistkl cysteinu. Enzym se sklad4 z jednoho poly-
peptidového fetézce, ktery obsahuje 612 aminokyselin. Molekulovd hmotnost enzymu
je piiblizn¢ 78 kDa a ma vysoky isoelektricky bod 9,6 (Campbell et al, 2013). Lakto-

peroxidaza je syntetizovana epitelovymi buitkami mlé¢né zlazy (Toman et al., 2009)

Laktoperoxidaza je pfirozenou slozkou mléka a nachazi se v mléce vsech savct. V sy-
rovém kravském mléce se enzym vyskytuje v koncentraci 30-40 pg- ml~! (Walstra et
al, 2006). V mlezivu je obsah laktoperoxidazy nizsi, aktivita enzymu stoupa 4-5 den po
oteleni. V Zenském mléce je aktivita laktoperoxidazy asi 20xniz§i neZ v mléce bylo-
zravcu. Pripadné kolisani koncentrace enzymu zéavisi na fazi laktace, krmnych davkach,
stresu a plemeni (Navratilova et al., 2012). Koncentrace laktoperoxidazy vzrusta s roz-

vojem infekce mlé¢né zlazy (Toman et al., 2009).

Samkova (2012) uvadi, ze laktoperoxidaza je charakteristicka svou teplotni odolnosti.
K inaktivaci dochazi pii teploté 75°C po dobu 30 minut nebo 80°C po dobu 30 sekund.
Na zéklad¢ ptitomnosti laktoperoxidazy se posuzuje spravnost provedeni vysoké paste-

race mléka nebo smetany (tzv. Storchova zkouska).

Antimikrobidlni u¢innost laktoperoxidazy se vyuziva také v zubni hygiené. Enzym se
ptidava jako piisada do zubni pasty a ustni vody, inhibuje rtst bakterii v ustni dutiné

a napomaha K 1é¢bé kazu, zanétu dasni a paradentéze (Hoogedoorn, 1985).
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Laktoperoxiddzovy systém

Enzym laktoperoxidaza sama o sobé nema baktericidni ucinek, ale spolecné
s thiokyanatem a peroxidem vodiku vytvaii laktoperoxidazovy systém, ktery tvofi pfi-
rozenou ochranu mlééné Zlazy. Enzym ma schopnost katalyzovat oxidaci molekul thio-
kyanatu v pifitomnosti peroxidu vodiku (Zeynep et al., 2016). Pii této reakci dochazi
k oxidaci thiokyanatu (CNS™) na hypothiokyanatovy iont (OSCN ™). Hypothiokyanatovy
iont oxiduje bakterialni enzymy a napada sulfyhydrylové (SH™) skupiny v bunéénych
sténach bakterii, ¢imz je poskozuje (Walstra et al, 2006). Laktoperoxidazovym systé-
mem je nicena cela fada bakterii, nejacinné;si je proti gram-negativnim psychrotrofnim

bakteriim (Vlkova et al., 2009).

Tabulka 2: Diilezité mikroorganismy oviiviiované laktoperoxidaxiddizovym systémem
(Navratilova et al., 2012)

G + mikroorganismy G- mikroorganismy Ostatni
S. aureus E. coli kvasinky
C. perfringens Salmonella spp. plisné
L. monocytogenes Shigella spp.
Streptococcus spp. Campylobakter spp.

Bacillus spp.

Pseudomonas spp

Serratia spp.

Proteus spp.

Nékteré bakterie jsou inhibovany jen po urcitou dobu, jiné bakterie jsou usmrceny trva-
le. Limitujici faktor pro spravnou ucinnost systému je pfitomnost thiokyanatu a peroxi-
du vodiku. Ur¢ité mnozstvi thiokyanatu je v mléce pfitomné, ale hladina kolisa. Pro
uplnou aktivaci systému se do mléka musi pfidat 10 ppm ionti thiokyanatu a 9 ppm

peroxidu vodiku (Navratilova et al., 2012).

Touto technologii mize dojit ke zpomaleni kazeni mléka az o né€kolik hodin. Lakto-
peroxidazovy systém se doporucuje v rozvojovych zemich, kde je nedostate¢né chladici
vybaveni pro uchovavani a svoz mléka ke zpracovatelim. Tato metoda byla odzkousena
v Keni a Pakistanu. Kone¢né produkty thiokyanatu a peroxidu vodikl jsou oxidovany,

tudiz nemaji negativni vliv na zdravi konzumenta (Zeynep et al., 2016).
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Storchova zkousSka (Peroxiddzova zkouska)

Storchova zkouska prokazuje, zda bylo mléko pasterované na piedepsanou teplotu.
Toto hodnoceni vyuzivame k prikazu mléka zahtatého nad 80 °C. Je-li mléko nedosta-
te¢né pasterizované nebo kontaminované syrovym mlékem, po piidani peroxidu vodikt
a p-fenylendiaminu zmeéni své zbarveni. Protoze enzym peroxidaza odstépuje
z peroxidu vodiku kyslik, ktery vytvafi s p-fenylendiaminem modré zbarveni. Storchova
zkouska muze ukazovat i falesné pozitivni vysledky se spravné provedenou pasteraci.
Pii delSim skladovani mléka, muze dojit k regeneraci peroxidazy vlivem mikrobialni
¢innosti, a proto je tato metoda prikazna pouze v den tepelného oSetfeni a skladovani
mléka do 10 °C (Sustova, 2015).

Postup zkousky: 5 ml vzorku mléka se odpipetuje do zkumavky. Na $picku noze se pii-
da smés p-fenylendiamin s piskem a intenzivné se promichd. Po promichani se pridaji
1 az 2 kapky 1% peroxidu vodiku. Obsah se promicha a po dvou minutach se vyhodnoti

vzniklé zbarveni (Sustova, 2005).

3.2.1.2 Katalaza

Katalaza se vyznacuje vysokou schopnosti rozkladat peroxid vodiku, rozklada peroxid

vodiku na vodu a molekularni kyslik:
2H,0, > 2H,0+ 0,

Enzym je stabilni pii pH 5-10, mimo tyto hodnoty pH svou aktivitu ztraci. Katalaza
obsahuje hemovou skupinu navazanou v aktivnim misté. Molekula enzymu se obvykle
sklada ze ¢tyt podjednotek, s celkovou molekulovou hmotnosti 240 kDa (Linmark-
Mansson et al., 2000). Katalaza v mléce miize byt exogenniho nebo endogenniho ptivo-
du. Exogenni katalaza je produkovana pii vyrob¢ syrtt koryneformnimi bakteriemi nebo
kvasinkami, které byly do mléka pfidany ¢i se vyskytovaly ptirozené (Campbell et al,
2013).

Katalaza je pomérné termolabilni enzym, K inaktivaci dochazi tepelnym osetfenim mlé-
ka pii teploté 65—70 °C po dobu 16 sekund (Campbell et al, 2013). Katalaza se hromadi
na povrchu tukovych globuli a pfechazi do smetany (Gajdusek and Kli¢nik, 1993). Do
smetany prejde az 73 % katalazy. Aktivita enzymu je proto ve smetané az 12krat vyssi

nez v odstiedéném mléce. Enzym je v mléce obsazen vzdy. Jeho aktivita je u zdravého
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zvitete nizka. Mirn€ zvysujici hodnoty se mohou ménit s typem krmiva, stadiem lakta-
ce, stresem a krmnou davkou. Vyssi aktivita katalazy je v mlezivu a pti zvySeném poctu
somatickych bunék. Pfi zanétu mlééné Zlazy dojde k vyraznému navyseni aktivity kata-

lazy (Fox and Kelly, 2006).

Katalaza vstupuje do mléka prostiednictvim somatickych bunék. Aktivita enzymu je
pfimo tmérna mnozstvi somatickych bun¢k v mléce, a proto je mozné ji vyuzit jako
indikator pro snadnou a rychlou detekci mastitidy (Futo et al., 2012). V kravském mléce
se aktivita katalazy pohybuje okolo 2 U - ml~? (Silanikova et al., 2009). U krav trpicich
mastitidou se zvySuje aktivita katalazy az na 5-10 U - ml~1(Futo et al., 2012). Podle
mnozstvi uvolnéného kyslikl se kdysi zjistovala aktivita katalazy, pomoci katalazomet-

rl (Gajdiisek and Klignik, 1993).

Hlavni fyziologickou tlohou kataldzy je ochrana organizmu pied toxickymi produkty.
Katalaza rozklada peroxid vodiku, ktery je silné oxidac¢ni ¢inidlo a je toxicky pro burky.
Pfidani katalazy do mléka se Vv nékterych piipadech pouziva misto pasterace, aby se
teplotou neinaktivovaly piirodni enzymy mléka, které jsou prospésné pro aroma a chut’

finalniho vyrobku. Pfidani enzymu se pouziva pii vyrobé syra Swiss.

Schopnost kataldzy rozkladat peroxid vodiku na vodu a kyslik, napoméha predchézet
¢lenéni hydroxid peroxidu do volnych radikali. Peroxid vodiku pisobi jako silné oxi-
dacni ¢inidlo, které mizZe zplsobovat rozklad lipidl, ¢imZ se vytvaii pachut’ v mléce,
ktera ptechazi i do mlé¢nych vyrobki. V tomto pfipadé miiZze mit katalaza pozitivni vliv
na chut vyrobkd. Nicméné kataldza plsobi jako potencionalni zdroj Spatné chuti

v mléce a mlécnych vyrobcich (Campbell et al, 2013).

3.2.1.3 Xantinoxidaza

Xantinoxidaza ma podstatnou roli u metabolismu purind. Enzym xantinoxidaza je
schopny katalyzovat oxidaci xantinu a hypoxantinu az na kyselinu moc¢ovou (Vorbach
et al, 2003). Xantinoxidéaza je nespecificky enzym, ktery ma mnoho funkci, jeho nejdu-

vvvvvv

Vv laktoperoxidazovém systému (Campbell et al, 2013).

Stupen inaktivace enzymu pomoci tepelného opracovani je v odborné literatuie kon-
fliktni téma. Nicméné nejnovéjsi studie ukazuji, Ze by mohl byt enzym povaZovén za

dobry indikator mléka, zahtatého na teplotu v rozsahu 80-90 °C (Campbell et al., 2013).
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Fox and Kelly (2006) uvadi, ze xantinooxidaza ma dulezity technologicky vyznam, pro-
toze je schopna za urcitych podminek redukovat dusi¢nany na dusitany, ¢imz inhibuje
rast Clostridium tyrobutyricum. Dusi¢nan sodny se V syraistvi pfidava do mléka, aby se

zabranilo pozdnimu dufeni syru.

Xantioxodaza muze také prispivat k oxidaci lipida v mléce. Enzym produkuje peroxid
vodiku, ktery dale mize reagovat s ostatnimi slou¢eninami za vzniku volnych radikald,
a tim zvySovat oxidaci lipida a tvorbu nezadouci chuti. Tyto nezadouci chutové zmény

mohou ovliviiovat finalni vyrobek a zkracovat dobu pouzitelnosti (Campbell et al.,

2013).

V kravském mléce je tento enzym navazany na membrany tukovych kapének. Aktivita
xantinoxidazy je velice proménliva. Pfi procesu zpracovani ¢i skladovani o teploté 4 °C
po dobu 24 hodin se zvysi aktivita az na dvojnasobnou hodnotu. Dale pak pfti zahiivani
a pti homogenizaci se aktivita zvysi. Homogenizace zpusobuje piechod xantinoxidazy
z tukové do vodni faze (Harrison, 2006). Tepelna stabilita xantinoxidazy je zavisla na
tom, zda je soucasti tukovych kuli¢ek nebo je rozpusténa ve vodni fazi. Tepelné stabil-

né¢jsi je ve smetané, nez v odtuénéném mléku (Fox and McSweeney, 1998; Harrison,
2006).

Aktivita xanthinoxidazy v mléce od zdravych dojnic je pomérné mala a dale se sniZuje
stafim dojnic. U dojnic trpicich mastitidou se aktivita xanthinodazy vyrazné zvysuje
(Gajdasek and Kli¢nik, 1993). Xanthinoxidaza se mize podilet na oxidaci lipidd mléka.
Bylo zjisténo, ze mléko, ve kterém dochézi k samovolnému Zluknuti obsahuje az 10ti
nasobek obvyklé koncentrace xanthinoxidazy (Burnka, 2013). Aktivita enzymu se také
vyznamné lisi podle plemene skotu (Harrison, 2006). Jeji aktivita se také 1isi u mlék
jednotlivych savceti, v kravském mléku je enzym vice zastoupeny neZz v mléce mater-

ském nebo kozim (Burika, 2013).
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3.2.1.4 Laktat dehydrogeniza

Laktat dehydrogenaza je vSudyptitomny enzym, ktery se vyskytuje u obratlovci, bezob-
ratlych, rostlin a u mikrobti. Enzym katalyzuje reverzibilni oxidace pyruvatu na laktat.

Enzym se bézné vyskytuje v n¢kolika rozdilnych isomerech LD; — LDs.

Obsah laktat dehydrogenazy se prokazatelné zvySuje pii zanétu mlécné zlazy a pusobi
jako Casny ukazatel mastitidy (Welbeck et al., 2011). Enzym se v prab¢hu imunitni od-
pOVédi muze uvolnit z leukocytd a parenchymatickych bunék mlécné zlazy (Larsen et

I, 2010). Katlous et al. (2010) oznacili laktat dehydrogenazu jako nejspolehlivé;si uka-
zatel pro detekci mastitidy, ze tfi analyzovanych enzymu, kterymi byly alkalicka fosfa-

taza, aspartdtaminotransferaza a laktat dehydrogenaza.

Koncentrace laktat dehydrogenazy piimo koreluje s poctem somatickych bunék
Vv mléce, a neni tak snadno ovlivnitelna dalS$imi vlivy, jako je stres, vyziva, faze laktace
atd. Zvyseni somatickych buné¢k totiz mize, ale nemusi byt zpisobeno zanétem mlécéné
7lazy. Cim je zavazngjsi infekce, tim se hladina laktat dehydrogenazy zvysuje (Friggens
et al., 2007). Koncentrace laktat dehydrogenazy v prubéhu zanétu mlééné Zlazy muze
byt pouzita jako spolehlivy screeningovy test pro v€asnou detekci subklinické mastitidy
(Kalantari et al., 2014). Zvyseni koncentrace laktat dehydrogenazy nastava jesté pred
samotnym zvySenim poc¢tu somatickych bunék v mléce, diky tomu lze odhalit infekci jiz
vrannych fazich. K méteni aktivity laktdt dehydrogenazy se vyuzivaji testy Udder
Check (Friggens et al., 2007).

Udder Chec@'
Rapid early |

warning test

fov udder infection

uuu(:hzc@

50
Test Strips

Obrazek 1: Udder Check test, testovaci prouzky k méreni Laktat dehydrogendzy (Portacheck,
Navody k testiim)
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Udder Check jsou testovaci prouzky s reagen¢nim substratem, na kterém je imobilizo-
vany substrat L-laktatu. Prostfednictvim fady enzymatickych reakci je tento substrat
oxidovan enzymem laktat dehydrogenazou, obsazenym VvV mléce. SoucCasné je piitomen
indikator nitrotetrazolium modrého zbarveni, ktery je redukovan na formazan, fialového
zbarveni. Intenzita fialového zbarveni formazanu je pifimo umérna koncentraci LDH

v mléce (Portacheck, Navody k testim).

Provedeni testu je velmi jednoduché. Testovaci prouzek s detek¢nim polstarkem se po-
nofi do vzorku mléka. Mléko musi byt Cerstvé nadojené nebo zchlazené a ohtaté na po-
kojovou teplotu. Po dvou minutach vyndame testovaci prouzek ze vzorku mléka, ptilo-
zime prouzek ke skale na ampuli (viz tab. 2). Koncentraci LDH odecteme porovnanim
barvy testovaciho prouzku se stupnici na ampuli. Cim je tmavsi barva, tim je koncentra-

ce LDH vyssi, coz ukazuje piitomnost infekce (Portacheck, Navody k testtim).

Tabulka 3: Zndzorneni vysledku testu k pravdépodobnosti infekce a aktivity Laktat
dehydrogenyzy (Sustova et al. 2015)

Vysledek Pravdépodobnost infekce Aktivita LDH
- nizka <100U - 171

+ stiedni 100-200U - 171

++ vysoka 200-500U - 171
+++ velmi vysoka >500U - [t

Sustova et al. (2015) uvadi, ze na Ustavu technologie potravin byly testy Udder Check
odzkouSeny u vzorkl mléka, ze které¢ho byly somatické bunky odsttedény. Vysledky
byly pozitivni, to znamena, ze testy zachycuji i vzorky mléka, ze kterého byly piivodné
somatické bunky odstfedény. Vysledky védeckych pokusii ukazuji, ze enzymatické tes-

ty by mohly mit velky diagnosticky potencial pro detekci mastitidy.
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3.2.2 Hydrolazy

3.2.2.1 Lipazy

Lipazy se v kravském mléce déli dle pivodu na pfirozené se vyskytujici, tedy nativni

a vzniklé mikrobialni ¢innosti — mikrobialni lipazy (Ray et al., 2013).

Lipoprotein lipasa — jedna se o mlécnou lipdzu nativni, kterd je syntetizovana
Vv sekre¢nich bunkach mlééné Zlazy. Nativni lipazy jsou v mléce z 80 % vazané na ka-
sein oy, zbylych 20 % jsou navazané na imunoglobuliny a na obaly tukovych kulicek.
Lipazy navazané na bilkoviny se oznacuji jako plazmatické a lipazy navazané na obaly

tukovych kuli¢ek se oznacuji jako membranové (Navratilova et al., 2012).

Lipolytické enzymy maji schopnost katalyzovat hydrolytické $tépeni mléénych tukt
(Ray et al., 2013). Lipazy rozkladaji triacetylglycerol na glycerol a mastné kyseliny
(Roginski, 2003). Kravské mléko obsahuje 1-2 mg/l nativni lipazy. Optimalni aktivitu
enzym vykazuje pifi 37 °C, pfi snizeni teploty dojde rovnéz ke snizeni aktivity lipazy.
Lipaza je pomémné termolabilni, pasteracnimi teplotami je inaktivovana. K inaktivaci
dochazi zahtevem na teplotu 80°C po dobu 20 sekund (Samkova, 2012). Lipaza je ne-
stabilni v kyselém prostiedi, a tak dochazi k jeji inaktivaci v zaludcich sajicich mladat.
Dale dochézi k inaktivaci lipazy pii zvySené koncentraci tézkych kovi (Néavratilova et
al., 2012). Aktivita lipazy je zavisla na plemeni, fazi laktace, stravé a produkci mléka
(Chen et al., 2003). Aktivita lipazy se zvySuje v mlezivu a v mléce od dojnic trpici mas-
titidou.

Peterkova (2002) uvadi, Ze pro mlékarenskou praxi jsou dulezité tii typy lipolyzy, a to
spontanni, indukovanéd a mikrobidlni. Spontanni lipolyza je zplsobena nativni mlécnou
lipazou a probihd i v mléce S neporusenymi tukovymi kulickami. Havemose et al.,
(2006) prokazali, Ze spontanni lipolyza je ovlivnéna slozenim lipidi v mléce, zejména
mnozstvi kyseliny linolové. Presné pfiCiny jsou zatim neznamé. Faktory ovliviujici
slozeni tuki jsou napfiklad mastitida, faze laktace nebo $patna krmna davka. Lipolyza
probiha predev§im hned na farméach, mize byt minimalizovana utracenim dojnic
s vysokym poctem somatickych bun¢k (Campbell et al, 2013). Indukovana lipolyza je
rovnéz zpusobena nativni mlécnou lipazou, obvykle k ni dochazi vystavenim mléka

mechanickému namahani a zahtivani, coz vede k poskozeni membrany tukovych kuli-
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¢ek. Poslednim typem je mikrobialni lipolyza, ktera je zpisobena mikrobialnimi psych-

rotrofnimi lipazami (Peterkova, 2002).

Pritomnost nativnich lipaz v mléce od zdravych dojnic neptedstavuje vyraznéjsi nebez-
peci pro senzorické vlastnosti mléka, zvlasté kdyz nejsou poruSeny membrany tukovych
kuli¢ek. Vyrazné horsi je pfitomnost exogennich lipaz, které jsou tvofeny mikroorgani-

zmy.

Mikrobialni lipazy

Mikrobialni lipazy vznikaji ¢innosti psychrotrofnich mikroorganismi a to zejména bak-
terii rodu Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Microccocus,Clostridium, plisni a kva-
sinek. Tyto lipazy maji vysokou tepelnou stabilitu, pfezivaji pastera¢ni i sterilizacni

teploty. Pro vyskyt bakterialni lipazy je optimalni pH 8,75 (Ray et al., 2013).

Plsobenim mikrobialnich lipaz dochazi k hydrolytickému §tépeni tukt (Lukasova,
1999). Triacylglyceroly jsou stépeny na volné mastné kyseliny a glycerol (Samkova,
2012). Vzniklé volné mastné kyseliny s kratkym a stfedné¢ dlouhym fetézcem jsou pro
kvalitu mléka nezadouci i v malém mnozstvi. Mohou zpisobovat zménu chuti mléka
na zatuchlou, mydlovou, maselnou az Zluklou (Roginski et al., 2003). Kyseliny vytvare-
jici smyslové vady jsou s po¢tem uhlikd C4 az C10, hlavné pak kyselina maselna (Sam-
kova, 2012). Lipolyticka aktivita je méfitelna v ptipad¢, ze se mikroorganismy pomno-
7i na hodnotu 10® ml~?! (Lukasova, 1999).

Gencurova et al., (2011) uvadi, ze se zavedenim strojnich systéma dojeni a potrubnim
vedenim mléka do tankl, za pomoci vakua se zvySovaly hodnoty volnych mastnych
kyselin v mléce, které vznikaly hydrolyzou mlééného tuku lipazou produkovanou
psychrotrofnimi bakteriemi v mléce. Je-li obal mléénych tukovych kuli¢ek narusen mi-
chanim, tfepanim nebo homogenizaci pak mohou byt mastné kyseliny lipazou rychleji

oddéleny.
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Lipazy $té€pi tukové kulicky s odlisnou rychlosti. Urychleni reakce mtize byt zptisobeno:

1) Poskozenim tukovych kuli¢ek. K poskozeni kulicek dochazi vlivem mechanic-
kého namahani (michani, homogenizace atd.), nebo opakovanymi zménami tep-
lot.

2) Rada mikroorganizmti produkuje zaroven s lipazou i fosfolipazu, ktera odboura-

va fosfolipid, ktery tvoii membranu tukovych kuli¢ek (Lukasova, 1999).

Srovnéni lipoproteinové lipazy a bakteridlni lipazy

V mlékarenském primyslu neni v8echna nezadouci lipolyza zptisobena lipoproteinovou
lipazou. Pti skladovani mléka v chladném prosttedi mohou bakterie rodu Pseudomonas
produkovat enzymy lipazu a proteazu, které mohou negativné ovlivitovat kvalitu mléka
a mléénych vyrobkil. Lipazy produkované bakteriemi maji jiné vlastnosti nez nativni
lipoproteinové lipazy. Vyznamnym rozdilem je jejich tepelna stabilita, pasteraci se de-
aktivuji lipoproteinové lipazy, zatim co vétSina lipaz produkovanych psychrotrofnimi
bakteriemi jsou tepelné odolné a piezivaji i UHT zahtevy. | stopova mnozstvi bakterial-
nich enzym ve vyrobcich z mléka, jako je maslo, syr, UHT mléko, mohou zptisobovat
nezadouci senzorické zmény, které jsou nepftijatelné pro ¢lovéka. Dalsi vyznamny roz-
dil je, ze pro bakterialni lipazu neni membrana tukovych kulicek ptrekazkou pfi vstupu
do neporusenych tukovych kuli€ek. Tato skutecnost plati pro lipazy produkované
psychrotrofnimi bakteriemi, jiné mikrobidlni lipazy tuto schopnost nemaji. (Hilton,
2006).

Tabulka 4: Porovnani viastnosti lipoproteinové lipazy a lipazy produkované psychrot-
rofnimi bakteriemi (Hilton, 2006)

Nativni lipaza Bakterialni lipaza

Termolabilni, inaktivovana pasteracnimi teplotami

Termostabilni, ani UHT ohfev je neinaktivuje

Vysoké hladiny v syrovém mléce Stopové mnozstvi v syrovém mléce
Nachazi se v syrovém mléce nebo smetané Predevsim v MV, pti delsi dobé skladovani
Membrana tukovych kulic¢ek predstavuje Membrana tukovych kulic¢ek neptedstavuje
prekazku pro lipazu ptekazku pro lipazu

26




Lipolvtické enzymy pfi vyrobé svru

Exogenni neboli, pfidané lipazy jsou vyuzivany K srazeni a urychleni zrani syra. Vétsi-

na exogennich lipaz v mlékarenské technologii je alternativou k sytidlim.

Mikroorganismy, které jsou zdrojem lipolytickych enzym, jsou kvasinky, laktobacily
nebo plisné, ptiznivé prispivaji K vyrobé a zrani syr. Pouzivaji se predevsim pii vyrobé
tvrdych syru italského typu (Ray et al., 2013). Napiiklad uslechtila plisen Rhicomucor
miehei vylu¢uje vyznamnou lipazu, ktera ma komercni nazev ‘Piccantase’. Tato lipaza
se vyuziva napiiklad pii vyrobé syru feta nebo parmazanu (Ray et al., 2013). Lipolyza
spole¢né s proteolyzou jsou zakladni biochemické kroky pii zrani syra, které ptipivaji
K tvorb¢é aroma a typické chuti. Lipolyzou dochazi k hydrolyze mlé¢ného tuku a vzniku
volnych mastnych kyselin (Hickey et al, 2006). Pii vyrobé syri se pouzivaji dalsi
uslechtilé plisné, napf. Penicillium roqueforti a Penicillium candidum. Penicillium
roqueforti se vyuziva pfi vyrobé znamého syru s modrou plisni (Fox and McSweeney,
1998).

Znacna lipolyza je u syri vyrabénych ze syrového mléka, a to v disledku aktivity nativ-
nich lipdz. VétSina nativni lipoproteinové lipdzy je inaktivovana béhem pasterace,
z toho diivodu je enzym vyznamny zejména u syri vyrabéného ze syrového mléka

(McSweeney, 2013).

Fosfolipdza

Mléko kromé lipaz obsahuje také fosfolipazy. Fosfolipazy katalyzuji St€peni fosfolipi-
di. Stépenim fosfolipidii, které jsou soudasti tukovych kuligek, miize dojit ke snizeni

stability tukové faze mléka, ¢imZ dochdzi ke sniZeni nutricni hodnoty mléka.

3.2.2.2 Fosfatazy

Fosfatazy maji schopnost hydrolyzovat esterovou vazbu, kterou je kyselina fosfore¢na
vazana na rizné substraty. Pfirozené se v mléce vyskytuje alkalicka a kysela fosfatdza

(Fox and Kelly, 2006).

3.2.2.3 Alkalicka fosfataza

Alkalické fosfataza se ptirozené vyskytuje v mléce. Enzym mé pivod v epitelu mlécné
zlazy, v krvi nebo buné¢nych utvarech, ale muze byt produkovan i mikroorganismy

v mléce (Gajdusek and Kli¢nik, 1993). Jeji aktivita se 1isi u jednotlivych zivoc¢isnych

27



druhti, individualitou kusu a stddiem laktace. Nejvyssi aktivitu vykazuje v mlezivu, jeji
hodnota klesa 1 az 2 tydny po oteleni (Samkova, 2012). Alkalicka fosfataza je navazana
v membranach tukovych globuli (Fox and McSweeney, 1998).

Aktivita alkalické fosfatazy velmi uzce souvisi S celkovym mnozstvim mikroorganizmu
v mléce. Pii navySeném poctu mikroorganizmi dochazi k nartistu alkalické fosfatazy,
coz je disledkem vniku mikrobialni alkalické fosfatazy v mléce. ZvySena hladina alka-
lické fosfatazy je béhem mastitidy a rovnéz vyssi aktivita je 1 v mlezivu (Chovanec et
al., 2008).

Aktivitou alkalické fosfatazy se ovéfuje, zda bylo mléko spravné pasterizované, a ne-
vznikla moZnost kontaminace syrovym mlékem. To z divodu, ze alkalicka fosfataza je
rezistentnéjsi k deaktivaci, nez Mycobacterium Tuberculosis, ktery patii k tepelné nej-

S 4

stabiln&jsim patogentim v mléce a k nejnebezpeénéjsim pro lidské zdravi (Roginski et
al., 2003).

Kombinace ¢asu a teploty pro inaktivaci alkalické fosfatazy je vétsi nez bakterialnich
patogenti Mycobacterium Tuberculosis, Salmonella Senftenberg, Listeria monocytoge-
nes a Coxiella burnetii (Rankin et al., 2010). K inaktivaci enzymu dochéazi zahfevem na
teplotu 63—65 °C po dobu 30 minut, nebo na teplotu 72 —74 °C po dobu 30 — 90 sekund
(Samkova, 2012). Aktivita fosfatazy je navic dobte detektovatelna, proto se zaradila do

bézné vyrobni praxe (Fox and McSweeney, 1998).

Metody méreni alkalické fosfatazy

Testy, pouzivané pro detekci aktivity alkalické fosfatazy 1ze rozdélit do ¢tyi typa. Kolo-
rimetricka, fluorometricka, chemiluminiscen¢ni a imunochemické metody. Avsak pouze
kolorimetrické, fluorometrické a chemiliminicen¢ni metody byly validované pro ovéte-

ni pasterace v mlékarenském prumyslu (Rankin et al., 2010).

Fosfatdzova zkouska

Tento kolorimetricky test je zalozen na schopnosti enzymu fosfatazy v syrovém mléce
odstépovat z fenylesteru kyseliny fosfore¢né fenol. Fenol v mléce vytvaii barevné zmé-
ny. Intenzita zbarveni je pfimo umérna aktivité enzymu. Vlivem ¢innosti mikroorgani-
zmu pii delsim skladovani mtze dojit k regeneraci alkalické fosfatazy, a proto se za

prukaznou zkousku povazuje pouze den, kdy mléko bylo tepeln¢ oSetieno a skladovano
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pfi teploté do 10 °C. Pfi kontaminaci pasterované¢ho mléka syrovym mlékem je fosfato-

vé zkouska schopna detekovat minimalné 1 % piimési (Sustovd, 2015).

Metoda Fluorophus

Jedna se o kvantitativni instrumentalni metodu, ktera je zalozena na stejném chemickém
principu, av§ak uvolnéné slozky jsou detektovany fluorescencné, nikoli kolorimetricky,
jak to bylo u dfivejsich metod. Test probiha pouze 3 minuty. Metoda Fluorophus je ve-
lice citliva, dokaze zméfit piimés syrového mléka az na 0,003% (30xcitlivéjsi oproti
11819-1), jako oficialni referenéni metodu k méteni alkalické fosfatazy. Aktivita alka-
lické fosfatazy se vyjadiuje v milijednotkach enzymové aktivity na litr (mU/1), v téchto
jednotkach méfi Fluorophus. Vysledek testu se povazuje za negativni, pokud naméiena
aktivita v kravském mléce neptesahuje 350 mU/l. Avsak u namé&fenych hodnot nad 100
mU/I nasleduje ovéfeni moznych pficin a napravna opatieni. Po spravné provedené pas-
teraci naméfené hodnoty alkalické fosfatazy byvaji v rozsahu 20-30 mU/lI (Navody

Flourophos, Instrument).

10000
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alkalicka fosfataza
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Obrazek 2: Schéma termolabilnich cas vybranych mikroorganizmii a termodestrukcnich

krivek alkalické fosfatazy a laktoperoxidazy v zavislosti na casu a teploté zahrevu

(Bylund,1995)
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Veskeré konzumni mléko uvadéné na trh musi byt tepelné oSetené, aby byla zaru¢ena
zdravotni nezdvadnost, trvanlivost surovin nebo vyrobkt. Podle (Natfizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ve znéni Naiizeni Komise (ES) ¢. 1662/2006) musi
byt mléko oSetfeno tzv. Setrnou nebo dlouhodobou pasteraci, anebo oSetfeno na jakou-
koliv kombinaci ¢asu a teploty, aby bezprostiedné po tepelném oSeteni mléko vykazo-
valo negativni reakci na pfitomnost alkalické fosfatdzy. Pasterace znamena oSetfeni
mléka na teplotu nejméné 72 °C po dobu 15 sekund (tzv. Setrna pasterace), anebo 63 °C
po dobu 30 minut (tzv. dlouhodoba pasterace) (Sustova, 2015). Stale vice publikaci
uvadi, ze inaktivace enzymu teplem neni stald, pti delSim skladovani se ¢innosti mikro-
organizmu alkalicka fosfataza regeneruje (Rankin et al., 2010). Z toho divodu je nutné
provést test na alkalickou fosfatdzu bezprostiedné po tepelném oSetieni, aby nedochaze-

lo k falesné pozitivnimu vysledku (Burika, 2013).

3.2.2.4 Kysela fosfataza

Kysela fosfataza je v mléce obsazena v mnohem niz§ich koncentracich nez alkalicka
fosfataza, ale za to ma lepsi tepelnou stabilitu. Enzym je termostabilni, k inaktivaci do-
chazi zahtevem na teplotu 88°C po dobu 30 minut (Samkova, 2012; Fox and McSwee-
ney, 1998). Enzym se do mléka dostava vyhradné z leukocytt, a proto se jeji aktivita
vyrazné zvysuje pii zanétu mlécéné zlazy. V mléce od krav trpicich mastitidou je aktivita
enzymu vyssi az (4 az 10x). Vyrazné zvySeni enzymu je také zaznamenano v mlezivu,
po oteleni 5. — 6. dnem hodnota klesa a zGstava nizka do konce laktace. Kysela fosfata-
za neni na rozdil od své alkalické formy aktivovana Mg?*, mirné je aktivovana Mn?*
a silné je inhibovéana fluoridem (Sustova et al., 2015). Enzym je lokalizovan v mlé&ném
séru 50-70 %, zbytek je navazan na obaly tukovych kuli¢ek. Optimalni pH pro jeji
ucinnost je 5,5-6 (Samkova, 2012).

Fosfataza je pomérné termostabilni, dlouhodobou pasteraci je inaktivovano pouze
10 az 20 % fosfatazy. Aktivni fosfataza odstépuje fosfore¢nan z kaseinu, ¢imz snizuje
schopnost vapenatych iontl vazat se na micely a zhorSuje tepelnou stabilitu mléka, coz
mize vést k technologickym vadam finalniho vyrobku, zhorSeni chuti a viiné (Fox and

McSweeney, 1998; Burika, 2013).
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3.2.2.5 Proteazy

Proteazy jsou enzymy, které St€pi proteiny tim, ze rozkladaji peptidické vazby mezi
aminokyselinami (Vodrazka et al., 1991). Proteazy vyskytujici se v mléce jsou dvojiho
puvodu. Pfirozen¢ se vyskytujici, neboli nativni, nebo vytvoifené mikrobialni ¢innosti

z kontaminujici mikroflory (Koutsouli et al, 2015).

Nativni proteazy se pii zahfevu inaktivuji, zato mikrobidlni enzymy jsou termore-
zistentni. Nativni proteazy jsou pfirozenou soucasti mléka, jejich aktivita je nizka. Vy-
razn¢ vyss$i proteolytickou aktivitu vykazuje mlezivo nebo mléko od krav trpici mastiti-
dou (Gazi et al, 2014). Vysledkem proteolytického plisobeni enzymu je zvySeni obsahu
nebilkovinnych dusikatych latek v mléce. Naproti tomu se snizi obsah bilkovinnych
slozek mléka a snizi se také tepelna stabilita kaseinovych micel, coz miize mit za nasle-

dek zhorseni technologickych vlastnosti mléka pii vyrobé mlécnych vyrobkd.

Optimalni aktivita nativni proteazy je pfi teploté mezi 37 az 42°C, mikrobidlni protézy
vykazuji znacnou aktivitu i pfi nizSich teplotdch, ztoho diivodu muze dochazet

k rozkladu bilkovin i ve vychlazeném mléce (Gazi et al, 2014).

Mléko obsahuje nékolik druhti proteaz, mezi nejdulezitéjsi fadime plazmin (alkalicka
mlécna protéza) a katepsin D (kysela mlé¢na protéza). Dalsi jsou naptiklad plazmino-

gen, elastaza, trombin a také katepsiny G, S, K, H a L (Samkova, 2012).

Bakterialni proteazy

Z kontaminujici mikroflory mohou do mléka pronikat mikrobialni proteazy. Pi silné
kontaminaci mize dochazet k rozkladu bilkovin i ve vychlazeném mléce, jedna se o tzv.
psychrotrofni mikroorganismy. Rada mikrobialnich proteaz je termorezistentnich, pi-

sobenim teploty se neinaktivuji.

Bakterialni proteazy produkuji bakterie rodu Pseudodomonas, Flavobacterium, Alcali-
gens, Enterobacter, Escherichia, Proteus a né¢které zrodu Bacillus. Nejcastéji se
v mléce nachazi Pseudomonas fluorescens, skodlivy zejména pii delsi dobé skladovani
pii teploté nizs$i nez 10 °C. Protedzy bakteridlniho ptivodu mohou vyvoldvat nezddouci
zmény chuti vV mléce a mlécnych vyrobcich (Navratilova et al., 2012). Proteazy §tépi
mlécénou bilkovinu s odlisnou intenzitou, nejrychleji je Stépen k-kasein, zatim co

B kasein a ag;-kasein jsou stépeny pomaleji (Aslam and Hurkley, 1998). Proteolytické
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Stépeni bilkovin neprobiha stejné, nékteré mikroorganizmy §tépi celou bilkovinu (Serra-
tia, Pseudomonas, Bacillus), jiné §tépi pouze nizsi bilkovinné slozky Escherichia, Pro-

teus (Fox and McSweeney, 1998).

Prumyslové vyuziti protedz

Syfidla spadaji do skupiny exogennich enzymu. VétSina syrd je vyrabéna pomoci Zivo-
¢iSného syfidla. V mlékarenském pramyslu se vyuziva syfidlo chymozin a pepsin (Cal-
lec, 2002). Chymozin se ziskava ze Zzaludku sajicich telat ve stafi 4 dnd az 3 mésici,
u dospélych zvitat chymozin nahrazuje pepsin. Chymozin je vhodny pro vyrobu tvrdych
syrt s dlouhou dobou zrani, naproti tomu pepsin je vyuzivan K vyrobé Cerstvych syri
a tvarohti (Sustova, 2015). Oba tyto enzymy srazeji mléénou bilkovinu a oddéluji syro-
vatku (Callec, 2002). Vétsina syfidla odchazi do syrovatky, ur€ité mnozstvi zustava
Vv syfening. Zbytkové mnozstvi enzymu v syfeniné pfispiva k proteolyze bilkovin
a vzniku hotkych peptidi pfi zrani syr, coz mize mit negativni vliv na senzorické

vlastnosti vyrobku (Campbell et al, 2013).

3.2.2.6 Plazmin

Plazmin je hlavni enzym v mléce s proteolytickou aktivitou. V mléce se vyskytuje spo-
le¢né s neaktivnim plazminogenem a aktivatorem plazminogenu (Aslam and Hurkley,
1998). Tyto slozky jsou navazané na kaseinové micely nebo na membranach tukovych
globuli. Obsah plazminu je zavisly na aktivatorech plazminogenu, které jej aktivuji na
plazmin a inhibitorech plazminogenu a plazminu (Leitner et al., 2004). Plazmin vykazu-
je optimalni aktivitu pti pH 7,5 a teploté 37 °C. Bovinni plazmonigen je jednofetézcovy
glykoprotein obsahujici 786 aminokyselinovych zbytki s vysokou molekulovou hmot-
nosti (Fox and Kelly, 2006).

plazminogen aktivator ~€¢—— inhibitor aktivatori plazminogenu

plazminogegn ————» plazmin < inhibitor plazminu
\

kasein ——» rozklad bilkovin

Obrazek 3: Schema zndzornuje vzajemného ovlivneni plazminu, plazminogenu, aktiva-
toru plazminogenu a inhibitori aktivatoru plazminogenu (Campbell et al., 2013)
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Koncentrace plazminu, plazminogenu a aktivatory plazminogenu jsou nizké v prabéhu
laktace. U starsich dojnic s rostoucim poctem laktaci je zaznamenavana mirn€ zvysujici
se aktivita téchto enzymu (Samkova, 2012; Aslam and Hurkley, 1998). Zna¢né vyssi
aktivitu vykazuje mléko od dojnic trpicich mastitidou, dokonce po vylé¢eni mastitidy se
hodnota enzymu nevrati na pivodni hladinu, coz vysvétluje, ze s v€kem roste hodnota
plazminu v mléce (Bastian et al., 1996). NavySeni po¢tu somatickych bunék piispiva ke
zvySeni aktivatoru plazminogenu, které dale $tépi plazminogen na plazmin (Aslam and
Hurkley, 1998). Stépenim peptidické vazby mezi 557. a 558. aminokyselinou, konkrét-
né mezi argininem a izoleucinem, se ptevede plazminogen na plazmin (Fox and Kelly,
2006).

Obsah plazminu je kromé toho ovliviiovan upravou po nadojeni a pasteracni teplotou.
Plazmin je velmi tepelné staly, jeho inaktivace nastava pii teploté 120 °C po dobu 15
minut. Pti pisobeni pasteracni teploty 72 °C po dobu 15 sekund je redukovana jeho
aktivita pouze z 10-17 % (Aslam and Hurkley, 1998; Ismail and Neilsen, 2016).

Plazmin je nejvyznamné;jsi proteolyticky enzym mléka, ktery ma dilezity technologicky
vyznam na kvalitu mléka a mlécnych vyrobkd. Plazmin mize bud’ ptiznivé, nebo nega-
tivné ovlivilovat texturu, chut’ a vini mlénych vyrobki, a to v zavislosti na rozsahu
hydrolyzy a druhu produktu. U syrd pomaha $tépit bilkovinu béhem zrani a vytvaret
pozadovanou chut’, viini a texturu, zatim co u pasterovaného a UHT mléka zpisobuje

proteolyza nezadouci zelirovani a tvorbu hotké chuti (Ismail et al., 2010).

Odstartovani vyroby syfeniny za¢ind hydrolyzou mlécnych bilkovin. Hydrolyza bilko-
vin je primarn¢ zptsobena syfidlem a v mensi mife také nativnimi enzymy, plazminem
a katepsinem D, pfip. proteindzami somatickych bunék Plazmin pfi syfeni ptechazi do
syfeniny, kde se nasledné podili na primarni proteolyze. V syfeniné¢ enzym podporuje
zrani a rozvoj vani a chuti, rozklada bilkovinu B-kasein tak i alpha(S,)-kasein. Aktivita
plazminu se zvySuje v syrech osetfenych vyssi teplotou, pravdépodobné proto, ze jsou
inaktivovany inhibitory plazminu a inhibitory aktivatoru plazminogenu. Déle pak je
aktivita plazminu ovlivnéna pH pfi zrani syrt, plazmin je aktivnéjsi v syrech S vys-
§im pH, naptiklad Camembert, nez v syrech s niz§im pH, naptiklad Cheshire. Bastian et
al., (1996) uvadi, ze ptidavek plazminu nebo aktivace plazminogenu v mléce, uréené

K vyrobé syrti, mtize zkvalitnit a urychlit zrani kone¢ného vyrobku.
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Vzhledem k tomu, ze se plazmin neinaktivuje vysokym tepelnym oSetfenim, dochazi
K proteolyze i v mléce nebo mléénych vyrobcich osetfenych UHT zahfevem. Pii dlou-
hodobém skladovani dochdzi k rozkladu bilkovin, ¢imz se vytvafi nezadouci chut
a gelovaténi mléka (Ismail and Neilsen, 2016). Vytvati se trojrozmérny gel, ktery vzni-
ka reakci mezi syrovatkovou bilkovinou B-laktoglobulinem a k-kaseinem pii zvysené
teploté. Tato reakce vede ktvorbé p-lactoglobulin-k-kaseinovém komplexu

(Bx komplex).

Datta et al., (2001) uvadéji, ze piidanim polyfosfore¢nani do mléka pied UHT zahie-
vem, minimalizovali vznik nezadouciho gelovaténi v mléce. Gelovaténi Ize omezit vy-
bérem mléka vysoké kvality s nizkym poctem somatickych bun¢k a mikroorganizmui
a také vhodnym skladovanim UHT mléka. Mléko by se nemélo skladovat pii teploté

niz$i, nebo vyssi, neZ je pokojova teplota.

Datta et al., (2001) uvadéji, ze gelovaténi se vyskytuje u riiznych UHT mlék s rozdilnou
dobou skladovéani. Diivodem této variability je nékolik faktori, zpisob a teplota zahtati,
proteolyza, mikrobiologicka kvalita syrového mléka, skladovaci teplota, slozeni a kvali-

ta mléka, sezonni produkce mléka, aditiva a obsah tuku v mléce.

Cortellino et al., (2006) provedli studii, ktera se zabyvala aktivitou plazminu a plazmi-
nogenu v mléce koz. Studie ukazaly, ze aktivita plazminu vykazovala vy$si hodnoty nez

u ostatnich pfezvykavci, zatim co aktivita plazminogenu byla vyrazné niZsi.

3.2.2.7 Katepsin D

Katepsin D je kysela proteaza produkovana somatickymi buiikami. Molekula je tvofena
346 aminokyselinami a ma molekulovou hmotnost 39 kDa. Podobné jako plazmin
a dalsi zivoc¢isné protézy je i Katepsin D syntetizovana jako inaktivni prekurzor, ktery je
aktivovan proteolytickym St€penim. Enzym je syntetizovan na drsném endoplazmatic-
kém retikulu jako prokatepsin D. Prokatepsin D ma kratkou Zivotnost, piisobenim cys-

teinprotedazy dochazi k odsStépeni 44 aminokyselin za vzniku katepsinu D (Burnka,
2013).

Koncentrace v kravském mléce je nizka. Optimalni aktivitu vykazuji pfi pH 3,0-4,0
ateploté 37 °C. Katepsin D je pomé&rmné termostabilni, odolava pasteracni teploté, jeho
uplna inaktivace je pfi teploté 70 °C po dobu 10 minut. Aktivita enzymu je pfimo amér-

na k mnozstvi somatickych bunék v mléce. Fyziologicka funkce enzymu neni zcela
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znama, pravdépodobné prispiva k obran¢ imunitniho systému novorozenct (Hurley et

al., 2000).

Hurley et al., (2000) dale uvadi, ze katepsin D pfispiva k proteolyze. Enzym ma schnost
rozkladat mlé¢nou bilkovinu, ¢imz se uplatiiuje pii zrani syrt. Vlastnosti katepsinu jsou
velice podobné chymozinu, ktery se do mléka pridava jako syfidlo. Katepsin D
je schopen Stépit vSechny typy kaseint. Katepsin D hydrolyzuje mlééné bilkoviny
V pozicich, obsahujicich hydrofobni aminokyseliny, podobn¢ jako chymozin a pepsin.
Enzym s$tépi k-kasein mezi 105. a 106. aminokyselinou, na stejném misté jako chymo-

zin vznika para-k-kasein a k-kaseinmakropeptid.

3.2.2.8 Amylaza

Amylaza je enzym, ktery hydrolyzuje rozklad polysacharidi (Skrobu nebo glykogenu)
na jednodussi cukry (Fox and Kelly, 2006). V mléce se nachazi ve dvou zakladnich
formach a to a-amylaza a B-amylaza (Samkova, 2012). Ve vétsim mnozstvi je zastou-
pena o-amylaza, ktera je identickd s amylazou produkovanou lidskymi slinnymi zldzami

(Navratilova et al, 2012).

Znacn¢ vys$i aktivita amylazy je v mlezivu, po ¢tyfech dnech po oteleni aktivita amyla-
zy klesa na minimum a opét se navySuje ke konci laktaéniho obdobi. Mlezivo a matei-
ské mléko obsahuje az 30x vice amylazy, nez zralé¢ kravské mléko (Fox and Kelly,
2006). Aktivita amylazy zavisi na druhu zvifete, laktacnim obdobi, véku, zdravotnim
stavu, vyzivé a individualité jednotlivého kusu (Sustova et al., 2015). Aktivita je piimo
umérna zvySujicimu se poctu somatickych bun€k v mléce a proto se vyuziva k prikazu

mléka od nemocnych krav nebo mleziva (Samkova, 2012).

Amylaza je navazadna na laktoglobulinové frakci syrovatkovych bilkovin obsaZené
v mléce (Samkova, 2012). Enzym je pomérné termolabilni, pastera¢nimi teplotami se
inaktivuje. Optimalni aktivita enzymu je pii pH 6,5-7,5. Funkce amylazy je zatim ne-
jasna, vzhledem Kk tomu, Zze kravské mléko neobsahuje Skrob, pouze nizké mnozstvi
oligosacharidd. Diskutuje se, ze pfitomnost amylazy v mléce mize napomoci travit

Skroby v zaludcich mlad’at (Messer et al., 2001).
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Amylazova zkouska

Amylaza se stanovuje na zakladé schopnosti rozkladat skrobovy maz. Podle mnozstvi
rozlozeného Skrobu v mililitru se vyjadiuje aktivita amylazy. Pro hodnoceni se pouziva
zfed’'ovaci metoda, kterou se dokaze mnozstvi nerozlozeného Skrobového mazu. Tato
zkouska se pouziva pro rozeznani zralého mléka od mleziva, nebo mléka pochazejici od

nemocnych dojnic (Sustova, 2015).

Do Sesti zkumavek se odméii 10 ml zkouseného mléka. Poté se do kazdé zkumavky
napipetuje 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0.30 a 0,50 ml skrobového mazu. Promicha se a necha
se inkubovat pii pokojové teploté 30 minut. Po inkubaci se do kazdé zkumavky ptida
jeden mililitr Lugolova roztoku a zkumavky se prottepou. MIléko (mlezivo)
s rozloZzenym Skrobem se zbarvi zluté (vyssi obsah amyldzy), modré zbarveni signalizu-

je ptitomnost nerozlozeného skrobu (Sustova, 2015).

U zralého mléka od zdravych dojnic amyldza rozlozi nanejvys ptidavek 0,15 ml skro-
bového mazu, u mleziva a mléka od nemocnych dojnic je aktivita amylazy daleko vyssi

(Sustova, 2015).

3.2.29 Lysozym

Lysozym S§tépi glykosidické vazby mukoproteint, které tvofi podstatnou ¢ast bunécné
stény gram-pozitivnich bakterii. Lysozym spole¢né s laktoperoxiddzou, xantinoxidazou

a laktoferinem je soucasti pfirozenych imunitnich mechanismua (Mallan, 2003).

Lysozym pochazi zejména z degradovanych neutrofilnich granulocyti, jeho aktivita je
nizka 0,13/100ml, avsak vzrusta béhem infekce (Toman et al., 2009). Je stabilni i pii
pH 3-4. Lysozym je tepelné staly, ponechava si 75 % své aktivity pii tepelném oSetieni
na teplotu 75 °C po dobu 15 minut (Fox and Kelly, 2006).

Byly objeveny dvé formy lysozymu, lysozym c a lysozym g. Oba typy maji jednoduchy
polypeptidovy fetézec. Lysozym c se sklada ze 129-130 aminokyselinovych zbytkd,
jeho molekulova hmotnost je 14 000 Da. Zatimco lysozym g je tvofen 18 aminokyseli-
novymi zbytky a ma vyssi molekulovou hmotnost 19 000-21 000 Da. V kravském mlé-
ce se nachazi oba typy lysozymu. V matefském mléce, kobylim mléce a velbloudim

mléce se nachazi pouze forma lysozymu ¢ (Navratilova et al, 2012).
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Citlivost bakterii na lysozym zavisi na fadé faktort. Gram-pozitivni bakterie jsou Citli-
vE&jsi, protoze maji jednodussi bunécné stény, které se skladaji z 90 % peptidoglykenu.
Gram-negativni bakterie jsou odolné&jsi, zastoupeni peptidoglykenu v bunécné sténé je
mnohem niz§i okolo 5-10% a buné¢na sténa je chranéna vngjsi vrstvou (Mallan, 2003).

Pisobi baktericidng, zamezuje V rozvoji a ristu mikroorganizmil.

Matetské mléko je mnohem bohat$i na obsah lysozymu, koncentrace se pohybuje
10-12 mg/100ml. V kobylim mléce se vyskytuje az 79 mg/100ml lysozymu.
V kravském mléce je jeho obsah 0,3 mg/100ml. Koncentrace se zvysuje s nartistem so-

matickych bunék a pii mastitidach az na 1-2 mg/100 ml (Lukasova, 1999).

Lysozym, obsazeny v mlezivu, ma i nékolik nutri¢nich vyznami pro sajici mlad’ata.
V piitomnosti lysozymu se v Zaludku ptsobenim pepsinu a chymozinu nesrazi mlé¢na
bilkovina v tuhou srazeninu, srazi se na jemné vlocky, které jsou lehce stravitelné. Dale
pak plsobi lysozym ve stieveé baktericidné, z bunéénych stén se uvoliiuji aminosachari-

dy, které jsou zdrojem pro rust Lactobacillus bifidus (Navratilova et al, 2012).
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4 ZAVER

Bakalatska prace je teoretické podstaty, zabyva se enzymy v mléce. Prace je zpracovana
na zdklad¢ studia odborné a védecké literatury. V praci jsou zaznamenany a utfidény

informace s diirazem na nejnovéjsi poznatky o enzymech vyskytujicich se v mléce.

V mléce se enzymy d¢€li podle ptivodu na nativni a mikrobidlni. Nativni, jsou pfirozenou
slozkou mléka. Mikrobidlni enzymy vznikaji vlivem mikrobidlni ¢innosti a to

Z ptirozené nebo kontaminujici mikroflory

V praci je konstatovano, ze nékteré enzymy jsou diilezité pro kontrolu pasterace a ove-
feni spravnosti tepelného oSetieni. Pro toto hodnoceni se vyuZzivaji enzymy laktoperoxi-
daza a alkalickd fosfatdza. Alkalicka fosfataza je jako jediny z enzymi zakotveny
Vv legislativé. Podle (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ve znéni
Natizeni Komise (ES) €. 1662/2006) musi byt mléko oSetfeno tzv. Setrnou nebo dlou-
hodobou pasteraci, anebo osetieno na jakoukoliv kombinaci ¢asu a teploty, aby bezpro-
sttedné po tepelném oSetieni mléko vykazovalo negativni reakci na pfitomnost alkalické
fosfatazy. K inaktivaci enzymu dochazi zahtfevem na teplotu 72—74 °C po dobu 30-90

sekund a proto se vyuziva k ovéfeni spravnosti dlouhodobé nebo Setrné pasterace.

Enzym laktoperoxidaza je charakteristicky svou teplotni odolnosti. K inaktivaci dochazi
pii teploté 75°C po dobu 30 minut nebo 80°C po dobu 30 sekund a proto se na zakladé
pfitomnosti laktoperoxiddzy v praxi posuzuje spravnost provedeni vysoké pasterace

mléka nebo smetany (tzv. Storchova zkouska).

Zvysena hodnota piirozené se vyskytujicich enzymt muze prispivat k diagnostice zdra-
votniho stavu mlécné Zlazy, respektive zdravi dojnice. U dojnic, trpicich mastitidou,
prechédzi do mléka vyssi mnozstvi enzymi a to enzymy katalaza, laktoperoxidéza, laktat
dehydrogenéza, kyselad fosfatdza, lysozym, lipazy a protedzy. Do popiedi z4jma v sou-
Casné dob¢ vstupuje laktat dehydrogenaza. Z prostudované literatury vyplyva, ze laktat
dehydrogenaza je nejspolehlivéjsim ukazatelem pro detekci mastitidy. Je prokazano, ze
koncentrace laktat dehydrogenazy piimo koreluje s poctem somatickych bunék v mléce.
V predeslych letech se stavaly ptipady, kdy chovatelé na zemé&délskych farmach pomoci
specialnich odstfedivek odstiedili somatické bunky a takto upravené mléko prodavali do

mlékarny. V bézné vyrobni praxi se sleduje pouze pocet somatickych bunék a nikoli

obsah enzymu. Mléko s vysokym poétem somatickych bun€k ma jiné vlastnosti, nega-
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tivné je ovlivnéna technologicka kvalita, ktera se nasledn¢ promiji do technologickych
procest zpracovani mléka. Podle enzymu laktat dehydrogenazy lze takto pozménéné
mléko odhalit. | po odstiedéni po¢tu somatickych bunék jsou vzorky na piitomnost lak-

tat dehydrogenazy stale pozitivni.

Déle podle zvysené hodnoty pfirozen¢ vyskytujicich enzymu lze rozeznat mlezivo od
mléka zralého. Pro toto hodnoceni se vyuzivd enzym amyldza. Aktivita amylazy je
v mlezivu az 30x vyss8i nez ve zralém mléce, po Ctyfech dnech od oteleni aktivita amy-

lazy klesa na minimum.

Zvysena hodnota enzymu vzniklych mikrobialni ¢innosti poukazuje na zvysenou kon-
taminaci mikroorganizmui, které piechazeji z kontaminujici mikroflory. Pii silné konta-
minaci muze dochazet k rozkladu latek i ve vychlazeném mléce, jedna se o tzv. psych-
rotrofni mikroorganismy. Rada mikrobialnich enzymi je termorezistentnich a pasobe-
nim teploty se neinaktivuji. Mezi enzymy vzniklé mikrobialni Cinnosti fadime lipazy

a proteazy.

Nekteré z enzymt mohou piiznivé, nebo negativné ovliviiovat texturu, chut’ a viini mlé-
ka nebo mléénych vyrobkii. Naptiklad plazmin u syri pomahd $tépit bilkovinu béhem
zrani a vytvafet pozadovanou chut’, vlini a texturu, zatim co u pasterovaného a UHT

mléka zpusobuje proteolyza nezadouci zelirovani a tvorbu hoiké chuti.
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