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Osnova 

 Charakterizace syrovátky 
 přehled membránových procesů pro zpracování 

syrovátky 
 Reverzní osmosa - zahušťování syrovátky 
 Ultrafiltrace - koncentráty syrovátkových bílkovin 
 využití mikrofiltrace  
 izolace frakcí bílkovin 
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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 




Syrovátka 

 vedlejší produkt výroby sýrů 
 100 l mléka => 1 kg sýru (cca 90 l syrovátky) 

 
 Sladká syrovátka   -   Kyselá syrovátka 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 funkčních složka potravin, kosmetiky .... 
 mlékárenské výrobky  
 masný průmysl, pekárenské výrobky, cukrovinky 
 kosmetika, farmacie 

Složka (%) Sladká syrovátka Kyselá syrovátka 

Čisté bílkoviny 0,5 – 0,8 0,4 – 0,6 

Nebílkovinný dusík 0,18 0,18 

Laktosa 4,5 – 5,0 3,8 – 4,3 

Tuk 0,05 – 0,2 0,05 – 0,2 

Kyselina mléčná stopy do 0,8 

Popeloviny 0,5 0,8 

Sušina celkem 6,0 – 6,5 5,0 – 6,0 
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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.   



Syrovátkové bílkoviny 

 hlavní frakce:   
 β-laktoglobulin (β-lg)  
 α-laktalbumin (α-la) 
 sérový albumin (BSA)  
 imunoglobuliny (Ig-G, Ig-A, Ig-M) 
 kaseinomakropeptid - ve sladké syrovátce 
 proteaso-peptonová frakce (PP-3, PP-5, PP-8-fast/slow) 
 minoritní proteiny (laktoferin, laktoperoxidasa, lysozym …) 

 
 nejcennější složka syrovátky 

 vysoká nutriční hodnota  
 zdravotní účinky 
 většinou termolabilní 
 funkční vlastnosti 

 emulgační a pěnotvorné vlastnosti 
 tvorba gelu 
 vazba vody, viskozita 

 

 

α-la 

β-lg 

ostatní 

BSA 
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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. 



 způsob srážení 
 obsah solí 
 frakce bílkovin  

(kaseinomakropetid) 
 kyselost 
 sacharidy 

 tepelné ošetření 
 obsah a frakce bílkovin 

 druh sýra 
 obsah sušiny 
 rozsah fermentace 

Variabilita složení syrovátky 
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 g/l Kyselá syrovátka 
(pH 4,6-4,8) 

Sladká syrovátka 
(pH 5,9-6,4) 

Vápník 1,2-1,6 0,04-0,06 

Hořčík 0,11 0,08 

Fosfát 2,0-4,5 1,0-3,0 

Citrát 0,2-1,0 1,2-1,7 

Laktát 6,0 2,0 

Sodík 0,4-0,5 0,4-0,5 

Draslík 1,4-1,6 1,4-1,6 

Chlorid 1,0-1,2 1,0-1,2 

Předvádějící
Poznámky prezentace
(Kilara et al., 2008)




Membránové procesy pro zpracování syrovátky 

 

Electrodialysis 
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Spektrum aplikací 
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Reverzní osmóza 

 částečné zahuštění syrovátky 
 koncentrační faktor cca 3 (sušina 18 – 20 %) 

 

 spirálně vinuté membrány 
 polyethersulfonové, polyamidy 
 tlak 3 – 10 MPa 
 optimální pH 6,0 

 

 spotřeba energie cca 80 kJ/kg odstr. vody 
(odpařování cca 200 kJ/kg) 

 

 využití  
 surovina pro další zpracování 
 zakoncentrování pro dopravu 
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Koncentráty syrovátkových bílkovin (WPC) 

  1 2 3 4 

% bílk. v sušině 35 50 65 80 

voda 4,6 4,3 4,2 4,0 

hrubé bílkoviny 36,2 52,1 63,0 81,0 

čisté bílkoviny 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. mléčná 2,8 2,6 2,2 1,2 
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• ultrafiltrace syrovátky 
• koncentrační faktor 6 – 30 (max. sušina cca 25 %) 

• polyethersulfonové membrány (PES), 55 °C, 0,1 – 0,5 MPa 



Účinnost ultrafiltrace 
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Využití mikrofiltrace 

 membrány nad 100 nm, tlak 0,1 MPa 
 syntetické nebo keramické membrány 

 
 předčištění syrovátky před UF 

 odstranění tuku, mikroorganismů 

 izolace vysrážených bílkovin 
 termokalciová precipitace 

 přídavek CaCl2, pH 7,5, 50 °C 10 min 
 odstranění fosfolipoproteinů membrán tukových kuliček 
 zlepšení ultrafiltrace 
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Permeate 

Feed / retentate 



Technologie odtučněného WPC 
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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



Využití permeátu 

 standardizace suroviny 
 minerální látky 
 vysrážení z UF permeátu při pH > 7: 

 minerální látky 80,2 
 Ca  24,0 
 P   13,5 
 Mg  1,5 
 Fe  0,1 
 laktosa  10,0 
 bílkoviny 5,0      (hydr. kaseinu) 
 tuk  0,5 
 voda  4,0 

 
 laktosa – krystalizace, transformace 
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Předvádějící
Poznámky prezentace
biomasa, fermentační produkty, 



Izoláty syrovátkových bílkovin (WPI) 

 obsah bílkovin nad 90 % 
 ultrafiltrace + diafiltrace, resp. ionexová chromatografie 
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β-laktoglobulin 

 2 – 4 g/l    (50 %) 
 18 kDa, 162 aminokyselin 
 isoelektrický bod pI = 5,35 - 5,41 
 konformace závisí na pH (rozdílné vlastnosti) 
 Denaturace při teplotách nad 72 °C  

 
 zdroj cysteinu pro syntézu glutathionu  

v játrech 
 Obsah bioaktivních peptidů 

 snížení hypertense (inhibice angiotensin konvertujícího enzymu) 
 antibakteriální aktivita 
 vliv na snížení cholesterolu 

 Antikarcinogenní účinky  
 alergen 

 7 IgE epitopů a 6 IgG vazebných míst 
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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.



Izolace β-laktoglobulinu 

 

17 
Seminář Membránové procesy v mlékárenství, Pardubice  7. 5. 2013 



α-laktalbumin 
 1 – 1,5 g/l   (20 %) 
 14 kDa, pI = 4,2 - 4,5  

 Asp; Cys; Trp 
 molekula váže Ca2+ (stabilizace sekundární struktury při pH nad 4) 

 
 biologická funkce: 

 koenzym pro syntézu laktosy v mléčné žláze  

 zvyšuje imunitu, snižuje riziko některých druhů rakoviny 
 hlavní bílkovina mateřského mléka -> mléčná kojenecká výživa  

 72% shoda s lidským α-la 

 zdroj rozvětvených aminokyselin  
 doplňky stravy pro sportovce – růst svalové hmoty 

 Obsah bioaktivních peptidů 
 snížení hypertense (inhibice angiotensin konvertujícího enzymu) 
 Antibakteriální aktivita 

 Potlačení stressu - tryptofan – prekursor serotoninu 
 

 alergenní epitopy na hydrofóbních částech molekuly  
 (přístupné 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. 



Izolace α-laktalbuminu 

 Odtučněná sladká syrovátka (pH 6,75) 

 Ultrafiltrace  
150 kDa, 45°C, 0,2 MPa  
Q 5 – 20 

 Permeát 

 hydrolýza trypsinem 
pH 7,7; 42 °C; DH 9-10 % 
pH 6 a záhřev na 65°C 

 Ultrafiltrace  
10 kDa; pH 6,25; 53°C 
Q 5 

 Diafiltrace (5*15 L) 

 Pasterace (72 °C, 15 s) 

 Sprejové sušení 

19 
Seminář Membránové procesy v mlékárenství, Pardubice  7. 5. 2013 

retentát 

permeát 



Laktoferin 

 100 mg/kg 
 75 kDa;  600-700 aminokyselin 
 váže a transportuje železité ionty 
 účinky  

 antibakteriální, protizánětlivé, imunomodulační,  
 antioxidační, vazba toxinů, podpora růstu buněk,  
 stimulace příznivých střevních bakterií 

 
Laktoperoxidasa 
 Součást antibakteriálního systému mléka 

- antimikrobiální účinky 
 omezuje kazivost zubů 

 

pI 9 - 9,5  
 

 20 

 
mikrofiltrace 

(1,4 µm) 
 

ionexová  
chromatografie  

eluce  
 
 
 
 

ultrafiltrace  
a diafiltrace 

 
mikrofiltrace 

 
sušení 
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Kaseinomakropeptid (CMP) 

 hydrofilní část κ-kaseinu 
 sladké srážení mléka – proteolysa chymosinem – destabilizace kaseinových micel 

 

 20 – 25 % všech bílkovin sladké syrovátky  
 obsah v syrovátce 1,2 – 1,5 g/l, 
 v koncentrátech syrovátkových bílkovin 12 – 28 %  

 

 64 aminokyselin; 7,5 – 9,6 kDa 
 různé stupně fosforylace a glykosylace, genetické varianty (A a B) 

 kys. sialová, galaktosa, N-acetylgalaktosamin 
 glykosylované formy cca 50 % - glykomakropeptid  

 neobsahuje aromatické aminokyseliny (Phe, Trp, Tyr) nebo Cys 
 do výrobků pro osoby trpící fenylketonurií 

 pI (aCMP) = 4 – 5, pI (gCMP) = 3,1 – 3,6  
 vysoká rozpustnost, tepelná 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. 
 





Význam CMP 

 biologické účinky 
 Závislé na obsahu kys. sialové 

 omezuje adhezi bakterií a virů 
 Ochrana před infekcí 
 Ochrana před zubním kazem 

 vliv na funkci buněčných membrán 
 modulovat odezvu imunitního systému 
 podpora růstu bifidobakterií 
 potlačuje žaludeční sekreci  
 Proteolýzou tvorba bioaktivních peptidů  

 antitrombotické účinky  
 snížení hypertense (inhibice angiotensin koncertujícího enzymu) 

 Vhodný pro  
 pro osoby trpící fenylketonurií 
 pacienty s onemocněním jater 
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Izolace kaseinomakropetidu ze syrovátky 

 vliv pH na zdánlivou molekulovou hmotnost 
 pH 3,5  10 – 30 kDa  
 pH 7 20 – 50 kDa 
 UF a diafiltrace na membráně 10 – 50 kDa při pH nad a pod 4 
 výtěžnost 63 %, čistota 81 % 

 

 termostabilita CMP 
 okyselení (pH 3,5)  

a vysrážení termolabilních bílkovin (90°C) 
 UF a diafiltrace na membráně 10 kDa 
 výtěžek 71 %, čistota 75 – 90 % 

 
 

24 
Seminář Membránové procesy v mlékárenství, Pardubice  7. 5. 2013 

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.



Izolace kaseinomakropetidu ze syrovátky 

 Užitný vzor 18716 (2008) 
 syrovátka po výrobě ricotty (tepelně vysrážena většina bílkovin ) 
 mikrofiltrace 800 nm 
 ultrafiltrace a diafiltrace permeátu (5 kDa) 
 74 % bílkovin (58 % CMP) 
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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.



Závěr  

 Membránové procesy  
 postupně jeden za základních technologických 

nástrojů  
pro ekonomické zpracování syrovátky 

 izolaci nativních syrovátkových bílkovin 
 v kombinaci s dalšími technikami pro izolaci 

minoritních složek syrovátky  
 

 Vývoj nových technik 
 Membránové reaktory 
 Elektro membránové jednotky 
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Děkuji za pozornost 
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