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Ustav mléka, tuka a kosmetiky



‘ 61 Osnova

o Charakterizace syrovatky

prehled membranovych procesu pro zpracovani
syrovatky

Reverzni osmosa - zahustovani syrovatky
Ultrafiltrace - koncentraty syrovatkovych bilkovin
vyuziti mikrofiltrace

1zolace frakci bilkovin

U
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Předvádějící
Poznámky prezentace
textura se obecně používá pro popis stavby, struktury a látky materiálu z hlediska jeho složek a strukturních prvků 



.

61 Syrovatka

vedlejsi produkt vyroby syrt
100 | mléka => 1 kg syru (cca 90 | syrovatky)

Sladka syrovatka - Kysela syrovatka

Slozka (%)

Sladké syrovatka

Kysela syrovatka

Cisté bilkoviny 0,5-0,8 0,4-0,6
Nebilkovinny dusik 0,18 0,18
Laktosa 4,5-5,0 3,8-4,3
Tuk 0,05-0,2 0,05-0,2
Kyselina mlé¢na stopy do 0,8
Popeloviny 0,5 0,8
Susina celkem 6,0-6,5 50-6,0

o mlékarenské vyrobky

funkenich slozka potravin, kosmetiky ....

0 masny pramysl, pekarenské vyrobky, cukrovinky

0 kosmetika, farmacie
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Sladká syrovátka vzniká při výrobě sýru pomocí syřidla. Kyselá syrovátka vzniká při srážení kaseinu pouze snížením pH, např. při výrobě tvarohů a kaseinátů. (Vysrážení kaseinu: kysele při pH 4.6 nebo syřidlem při pH kolem 6.7)
 V minulosti bývala syrovátka brána pouze jako odpadní produkt a své uplatnění měla v krmivářství. V posledních letech však stoupla spotřeba sýru a výrazně poklesla živočišná výroba, čímž se stala syrovátka nepohodlný odpadní produkt, který je velmi nákladné zpracovávat i převážet. A při známé bilanci, že ze 100 litrů mléka se vyrobí jen přibližně 10 kg sýra a zbylých 90 % je syrovátka, můžeme říct, že obecně jakékoli využití syrovátky napomáhá lepší ekonomice výroby sýrů.   


.

‘ [ Syrovatkové bilkoviny

hlavni frakce:

U 0O 0 O

o B-laktoglobulin (8-1g)
0 a-laktalbumin («-la)
0 sérovy albumin (BSA)
0 imunoglobuliny (Ig-G, Ig-A, Ig-M)
0 kaseinomakropeptid - ve sladké syrovatce
0 proteaso-peptonova frakce (PP-3, PP-5, PP-8-fast/slow)
0 minoritni proteiny (laktoferin, laktoperoxidasa, lysozym ...)
100
nejcenncisi slozka syrovatky .
vysoka nutriéni hodnota g
zdravotni Gcinky 5 2
vetsinou termolabilnd & 40
funkcni vlastnosti = 20
= emulgacni a pénotvorné vlastnostt

tvorba gelu 0

. . whe e meat SO casein fish
vazba vody, viskozita X e 4
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Syrovátkové bélkoviny zahrnují charakteristickou skupinu globulárních bílkovin jako je : … a některé minoritní proteiny. Jsou syntetizovány v mléčné žláze (b-lg, a-la) nebo jsou derivovány z krve (BSA a Ig). Některé minoritní syrovátkové bílkoviny mají antimikrobiální vlastnosti, například laktotransferin, laktoperoxidasa a lysosym. Proteaso-peptonová frakce se vyskytuje jak v sladké tak kyselé syrovátce a zahrnuje asi 40  peptidů. Glykomakropeptid se nachází pouze ve sladké syrovátce. 


‘E Variabilita sloZeni syrovatky

Kyselé syrovatka Sladka syrovéatka
(pH 4,6-4,8) (pH 5,9-6,4)

= zpusob srazeni
o obsah soli

(@]
=

o frakce bilkovin 1,2-1,6 0,04-0,06
(kaseinomakropetid) | Hortik | 0,11 0,08

o kyselost 2002 1.0-3,0

o sacharid R e
y

= tepelné osetreni 0405 04-05
o obsah a frakce bilkovin hALO La1e
1,0-1,2 1,0-1,2

= druh syra
o obsah susSiny
o rozsah fermentace
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Předvádějící
Poznámky prezentace
(Kilara et al., 2008)



(1 Membranové procesy pro zpracovani syrovatky

Membrane
Pressure Bar

@ Bacteria, fat
pore sizeum

® Proteins
® Lactose
e Minerals (salts)
o Water
( Reverse Osmosis (H() 30-60 104 = 10-3
1
C&A C‘A C A |
. . Cathode
( Nanofiltration (NF) ) 20 -40 103 - 102 =
-
Whey
— it (brine) SO0
— o OO FiNSE SOMLNON
(Ultrafiltration (UF) ) 1-10 102 — 10-1 ( Electrodialysis )
( Microfiltration (MF) ) <1 101101
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‘E Spektrum aplikaci

Particle size, um 0,0001 0,001 0,01 0,1 1,0 10 100
Molecular weight, D 100 1 000 10 000 100 000 500 000
Particle characteristic  lonic Molecular Macro-molecular Cellular + micro-particulate
lons Whey proteins ‘ Fat globules Yeast, moulds
Milk system N :
components Salts ‘ Casein micelles Bacteria
|actose/derivate Vitamins Whey protein aggregates, cheese fines

RO UF Traditional filtration
Separation
process NF MF
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E Reverzni osmoza

castecne zahusteni syrovatky
o koncentracni faktor cca 3 (susina 18 — 20 %)

spiralné vinuté membrany

o polyethersulfonové, polyamidy
o tlak 3—-10 MPa

o optimalni pH 6,0

spotreba energie cca 80 kJ/kg odstr. vody
(odparovani cca 200 kJ/kg)

vyuziti

0 surovina pro dalSi zpracovani
o zakoncentrovani pro dopravu
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61 Koncentraty syrovatkovych bilkovin (WPC)

 ultrafiltrace syrovatky
« koncentracni faktor 6 — 30 (max. suSina cca 25 %)
* polyethersulfonové membrany (PES), 55 °C, 0,1 — 0,5 MPa

1 2 3 4
% bilk. v susiné 35 50 65 80
voda 4,6 4,3 4,2 4,0
hrubé bilkoviny 36,2 52,1 63,0 81,0
Cisté bilkoviny 29,7 40,9 59,4 75,0
laktosa 46,5 30,9 21,1 3,5
tuk 2,1 3,7 5,6 7,2
popeloviny 7,8 6,4 3,9 3,1
kys. mlé¢na 2,8 2,6 2,2 1,2
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E Utinnost ultrafiltrace

Q
1 2 4 10 20 40
| | | | |
” R-\‘e — 1 L 4:0
Protein
Total N
Cu = 20
- 10
s -
< - 4 Py
[=14] o
= Ca
Na -2
Lactose L | | | |
R =0 3 4 5 6 7
Cl - 0.4 H
_0‘5 | I | p
0 1
log Q
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6] Vyuziti mikrofiltrace

i Feed / retentate

membrany nad 100 nm, tlak 0,1 MPa
syntetické nebo keramické membrany

Permeate

predcisteni syrovatky pred UF
o odstranéni tuku, mikroorganismu

izolace vysrazenych bilkovin @
termokalciova precipitace

o pridavek CacCl,, pH 7,5, 50 °C 10 min

o odstranéni fosfolipoproteini membran tukovych kuli¢ek
o zlepSeni ultrafiltrace
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‘E Technologie odtu¢néného WPC

DU W=

|||| |||l ’||||1 'III

[l_cweseety

Pasteuriser
Whey cream separator
Holding tank

First UF plant

MF plant

Second UF plant

Whey/retentate
Cream

Permeate
Defatted protein
retentate for drying
High fat retentate
from MF plant
Cooling medium
Heating medium
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Předvádějící
Poznámky prezentace
zařazení MF po UF = 
- snížení tučnosti ze 7% pod 0,4% - smetana o tučnosti 25 - 30%
- odstranění bakterií
postup: diafiltrace a UF na sušinu 20 - 25%; zahuštění; sušení


B
<1 VyuzZiti permeatu

standardizace suroviny
mineralni latky
vysrazeni z UF permeatu pfi pH > 7:

o mineralni latky 80,2

o Ca 24 .0

o P 13,5

o Mg 1,5

o Fe 0,1

o laktosa 10,0

o bilkoviny 5,0  (hydr. kaseinu)
o tuk 0,5

o voda 4,0

laktosa — krystalizace, transformace
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Předvádějící
Poznámky prezentace
biomasa, fermentační produkty, 


‘E Izolaty syrovatkovych bilkovin (WPI)

= obsah bilkovin nad 90 %

= ultrafiltrace + diafiltrace, resp. ionexova chromatografie

Market and Technology Development and Sophistication

WPC-35,
Disposal Demin. whey
powders
& whey — (s3kg™)
L2 powders
% ($1 kg‘1] WPl-QU:l:I
;u (312 kg™,
fractions ($15
Qo -
% “;’ggﬂ WPI-g0 - $600 kg™)
A -1
| [ | | [
1950s 1960s 1970s 1980s 1990s 2000s
o B _——
"l e
‘Gutter-to-Good' ‘Good-to-Gold'

Science Underpinning,
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.

B-laktoglobulin

2-4¢g/1 (50 %) @ 8
18 kDa, 162 aminokyselin i

Octamer

isoelektricky bod pl = 5,35-5,41 pra=e)
konformace zavisi na pH (rozdilné vlastnosti)

Denaturace pri teplotach nad 72 °C

zdroj cysteinu pro syntézu glutathionu Q
V JétreCh Monomer

(pH < 3.5)

Obsah bioaktivnich peptidu

0 snizeni hypertense (inhibice angiotensin konvertujiciho enzymu)
o antibakterialni aktivita

o Vvliv na snizeni cholesterolu

Antikarcinogenni ucinky

alergen

o 7 IgE epitopu a 6 1gG vazebnych mist

Dimer
(pH 5.5-7.5)

|
O

Monomer
{(pH>7.5)
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Předvádějící
Poznámky prezentace
b-lg je relativně malý protein, s molekulovou velikostí 18 kDa a isoelektrickým bodem kolem pH 5,4.
Konformace b-LG závisí na pH. Jak vidíme ze souhrnné tabulky, při běžném pH sladké syrovátky, což je asi 6,5, což spadá do prvního intervalu, je b-LG přítomen jako stabilní dimér za pokojových teplot, takže se jeho molekulová velikost zdvojnásobí. Mezi pH 5,2 a 3,5 má zejména genetická varianta b.LG A tendence asociovat a vytvářet až oktamery. Pod pH 3,5 tyto kvarterní struktury reversibilně disociují na monomery, ( kvůli silným elektrostatickým odpudivým silám). Nad pH 6,7, nejsilněji  v oblasti 7,5 dochází k důležitým změnám ve fyzikálně-chemických vlastnostech b-lg. Dochází k částečné expanzi molekuly a s tím spojené odhalení reaktivní thiolové skupiny, což má následky zejména v tepelné nestabilitě? b-lg za techto podmínek.
S pH souvisí i jeho rozpustnost, v isoelektrickém bodě rozpustíme pouze 1,8 gramu v litru, jinak 16. Na rozpustnost má vliv i obsah solí, kdy za nízkých koncentrací se rozpustnost zlepšuje a za vysokých dochází naopak k precipitaci b-lg.


6] Izolace B-laktoglobulinu

100 L Defatted Acid Whey
(pH 6.0)

l

10,000 L Defatted Whey

Microfiltration — Residual Whey Lipids

l

Ultrafiltration — Permeate
(VCR 10)

ZM‘HCI |

'

Heat-Treatment
(pH 3.8, 55°C, 30 min)

|

Centrifugation
(24,000 g, 45 5, 20°C)

Supernatant Sediment
L (a-La, BSA, Ig)

l

Ultrafiltration —— Permeate
(VCR 10)

500 L Deionised Water
|

v

Diafiltration —* Permeate

'

Drying
(177 g B-lg powder)

2 M HCI
Pepsin
| ole
v
Hydrolysis
(E/5=0.02%, pH 1.9, 2h, 40°C)

Microfiltration —» Retentate

|

Ultrafiltration — Permeate
(VCR 15)

3000 L Tap Water
I

v

Diafiltration — Permeate

'

Drying
(26.4 kg f-lg powder)
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>
[ «-laktalbumin

1-1,5g/1 (20 %)

14 kDa, pl = 4,2 - 4,5
o  Asp; Cys; Trp

molekula vize Ca?* (stabilizace sekundarni struktury pfi pH nad 4)

biologicka funkce:
o koenzym pro syntézu laktosy v mlécné Zlaze g g

Small subdomain

zvysSuje imunitu, snizuje riziko nékterych druha rakoviny

hlavni bilkovina matefského mléka -> mlééna kojenecka vyziva
o 72% shoda s lidskym a-la

zdroj rozvétvenych aminokyselin
o doplnky stravy pro sportovce — rust svalové hmoty

Obsah bioaktivnich peptida
o snizeni hypertense (inhibice angiotensin konvertujiciho enzymu)
o Antibakterialni aktivita

PotlaCeni stressu - tryptofan — prekursor serotoninu

alergenni epitopy na hydrofébnich ¢astech molekuly
o (pfistupné po denaturaci)
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Předvádějící
Poznámky prezentace
A-la je menší molekula než b-lg, s isoelektrickým bodem kolem 4.3. Pomocí třech karboxylových skupin s abnormálním pK (pK5) váže každá molekula a-la jeden vápenatý kationt, velice pevně za vyššího pH. Při pH 4 dochází ke konformační změně, kdy molekula tento vápník ztrácí a jev spojen s reverzibilní denaturací proteinu a následnou postupnou agregací. Při precipitaci a-la jsou proto nevyšší výtěžky dosahovány při pH 4,1 až 4,3 za teploty 65 °C po dobu několika minut.
Další konformační změny lze pozorovat při záhřevu za pH 6,5, kdy dochází k rozbalení struktury a-la již při teplotě 62 °C. Po ochlazení se molekula uspořádá do původní struktury,díky tomu, že má spárované cysteinové zbytky do disulfidových můstků. Vratnost téhle změny je však silně narušena porušením těchto můstku, ke kterému dochází např. při záhřevu za přítomnosti b-lg v syrovátkových koncentrátech. 


‘E Izolace a-laktalbuminu

= Odtucnéna sladka syrovatka (pH 6,75)

= Ultrafiltrace

150 kDa, 45°C, 0,2 MPa pmmmmm)  retentat

Q5-20
= Permeat

= hydrolyza trypsinem
pH 7,7; 42 °C; DH 9-10 %
pH 6 a zahfev na 65°C

= Ultrafiltrace

10 kDa; pH 6,25;53°C ~ EEEEEEE)  permeat

Q5
= Diafiltrace (5*15 L)
= Pasterace (72 °C, 15 s)

= Sprejove suseni
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61 Laktoferin

100 mg/kg
: : mikrofiltrace
75 kDa; 600-700 aminokyselin (1.4 um)
vaze a transportuje zelezité ionty
1&ink lonexova
ucinky chromatografie
o antibakterialni, protizanétlivé, imunomodulaéni, eluce
o antioxidacni, vazba toxinu, podpora ristu bunék,
o stimulace pfiznivych stfevnich bakterii / \
Laktoperoxidasa Ultrafiltrace
Soucast antibakterialniho systému mléka a diafiltrace
- antimikrobialni ucCinky
: : o mikrofiltrace
omezuje kazivost zubu
suseni
pl9-95
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B
<1 Kaseinomakropeptid (CMP)

hydrofilni ¢ast k-kaseinu
o sladké srazeni mléka - proteolysa chymosinem - destabilizace kaseinovych micel

20 - 25 % vSech bilkovin sladké syrovatky
o obsah v syrovatce 1,2 - 1,5 g/I,
o v koncentratech syrovatkovych bilkovin 12 - 28 %

64 aminokyselin; 7,5 - 9,6 kDa

a rlzné stupné fosforylace a glykosylace, genetické varianty (A a B)
kys. sialova, galaktosa, N-acetylgalaktosamin
glykosylované formy cca 50 % - glykomakropeptid

0 neobsahuje aromatické aminokyseliny (Phe, Trp, Tyr) nebo Cys
do vyrobkU pro osoby trpici fenylketonurii

o pl(@CMP)=4 -5, pl (gCMP)=3,1 - 3,6

o vysoka rozpustnost, tepelna stabilita
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Předvádějící
Poznámky prezentace
CMP představuje různorodou skupinu polypeptidů s molekulovou hmotností v rozmezí 7,5 až 9,6 kDa v závislosti od stupně glykosylace a fosforylace. U kravského mléka jsou známe 2 genetické varianty, označovány jako A a B, které se liší zastoupením dvou aminokyselin . 
Peptidový řetězec CMP obsahuje 64 AK a  neobsahuje aromatické aminokyseliny, včetně fenylalaninu, čímž se stává zajímavým aditivem do výrobkůpro osoby trpící fenylketonurií. Tvoří asi 20 až 25 % všech bílkovin sladké syrovátky, takže patří mezi majoritní složky syrovátkových bílkovin. To sladké zdůrazňuji proto, že vzniká při štěpení κ‑kaseinu syřidlem během výroby sýrů. CMP je rozpustný a je uvolňován do syrovátky, zatímco zbývající část κ‑kaseinu, hydrofobní para‑κ‑kasein, se stává součástí koagulované sýřeniny. Obsah CMP v syrovátce je 1,2 – 1,5 g/l,  v bílkovinných koncentrátech  to představuje asi 12 – 28 %.
CMP vykazuje isoelektrický bod v rozmezí pH 4 až 5 a izoelektrický bod různých glykoforem je mírně nižší. Tyto glykosylované formy tvoří asi 50 % CMP a používá se pro ně označení glykomakropeptidy.
 CMP je vysoce rozpustný a má výbornou tepelnou stabilitu. 
 




€] Vyznam CMP

biologické ucinky
Zavislé na obsahu kys. sialové

o omezuje adhezi bakterii a vird
Ochrana pred infekei
Ochrana pred zubnim kazem

vliv na funkci bunéénych membran
modulovat odezvu imunitniho systému
podpora rustu bifidobakterii

potlacuje zaludecni sekreci

Proteolyzou tvorba bioaktivnich peptidu
antitrombotické ucinky
snizeni hypertense (inhibice angiotensin koncertujiciho enzymu)
o Vhodny pro
pro osoby trpici fenylketonurii
pacienty s onemocnénim jater

o 0O 0O O O
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B
I<% Izolace kaseinomakropetidu ze syrovatky

vliv pH na zdanlivou molekulovou hmotnost

o pH3,5 10-30kDa

o pH7 20 — 50 kDa

o UF a diafiltrace na membrané 10 — 50 kDa pfi pH nad a pod 4
o vytéznost 63 %, Cistota 81 %

termostabilita CMP

o okyseleni (pH 3,5)
a vysrazeni termolabilnich bilkovin (90°C)

o UF a diafiltrace na membrané 10 kDa
o vytézek 71 %, Cistota 75 — 90 %
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Thomä, C., Krause, I. & Kulozik, U. (2006). Precipitation Behaviour of Caseinomacropeptide and Their Simultaneous Determination with Whey Proteins by RP-HPLC. International Dairy Journal 16, 285-293.


‘ I<1 Izolace kaseinomakropetidu ze syrovatky

= Uzitny vzor 18716 (2008)

syrovatka po vyrobé ricotty (tepelné vysrazena vétsina bilkovin )
mikrofiltrace 800 nm

ultrafiltrace a diafiltrace permeatu (5 kDa)

74 % bilkovin (58 % CMP)

U

o O O
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Thomä, C., Krause, I. & Kulozik, U. (2006). Precipitation Behaviour of Caseinomacropeptide and Their Simultaneous Determination with Whey Proteins by RP-HPLC. International Dairy Journal 16, 285-293.


1 zavér

Membranoveé procesy

postupné jeden za zakladnich technologickych
nastroju

pro ekonomickeé zpracovani syrovatky

Izolaci nativnich syrovatkovych bilkovin

v kombinaci s dalSimi technikami pro izolaci
minoritnich slozek syrovatky

Vyvoj novych technik
o Membranové reaktory
o Elektro membranové jednotky
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‘ Dekuji za pozornost




	Využití membránových procesů při zpracování syrovátky
	Osnova
	Syrovátka
	Syrovátkové bílkoviny
	Variabilita složení syrovátky
	Membránové procesy pro zpracování syrovátky
	Spektrum aplikací
	Reverzní osmóza
	Koncentráty syrovátkových bílkovin (WPC)
	Účinnost ultrafiltrace
	Využití mikrofiltrace
	Technologie odtučněného WPC
	Využití permeátu
	Izoláty syrovátkových bílkovin (WPI)
	β-laktoglobulin
	Izolace β-laktoglobulinu
	α-laktalbumin
	Izolace α-laktalbuminu
	Laktoferin
	Kaseinomakropeptid (CMP)
	Význam CMP
	Izolace kaseinomakropetidu ze syrovátky
	Izolace kaseinomakropetidu ze syrovátky
	Závěr 
	Děkuji za pozornost

