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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se vénuje vyuziti transglutamindzy v procesu tvorby tvarohu. Jedna
se 0 vyznamny enzym, pouzivany v oblasti potravinaistvi. Prace je rozd€lena do dvou za-
kladnich c¢asti. Teoreticka Cast prace je zaméfena na popis technologie vyroby tvarohu. To
zahrnuje dopravu mléka a jeho pfijem do mlékarny, nasledné tepelné oSetieni, odstiedént,
homogenizaci a deaeraci. Déle jsou zde popsany bakterie mlééného kvasSeni a vlivy syfidla,
které jsou vyuzivany pii vyrobé tvarohu. Konec této teoretické ¢asti je zaméfen na obecnou
charakterizaci transglutamindzy a moznosti jejiho pouziti v mlékarenském pramyslu. Prak-
ticka cast prace se vénuje zjistovani vlivu transglutaminazy na tvorbu tvarohu. Jsou zde
prezentovany experimenty zamétené na viskoelastické vlastnosti vznikajiciho gelu v pro-
cesu vyroby tvarohu. Jsou pfi nich pouZity dvé koncentrace transglutaminézy pfi tfech tep-

lotach (20,0; 22,5 a 25,0 °C).

Klicova slova: tvaroh, transglutaminaza

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the use of transglutaminase in the process of curd cheese
production. It is an important enzyme that is used in the food industry. The thesis is divided
into two basic parts. The theoretical part of the thesis is focused on description of the tech-
nology of curd cheese production. This includes the transport of milk and its intake to the
dairy, subsequent heat treatment, centrifugation, homogenization and deaeration. Hereinaf-
ter, lactic acid bacteria and the influence of rennet that is used to produce curd cheese are
described. The end of this theoretical part focuses on the general characterization of transglu-
taminase and its usage in and out of the dairy industry. The practical part deals with the study
of the influence of transglutaminase on the production of cottage cheese. Here are presented
results ofcurd viscoelastic properties during cheese production and during cooling. In these
thesis were used two concentrations of transglutaminase at three different temperatures.

(20,05 22,5 a 25,0 °C).

Keywords: curd, transglutaminase
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UvVOD

Oblast potravinarstvi je primyslovy obor, jenz se vénuje zpracovani zivocisnych a také rost-
linnych surovin pro ucely vyroby potravin. Jeji nedilnou soucasti je také mlékarensky pru-
mysl, ktery se zabyva zpracovanim mléka na rozli¢né mléc¢né produkty. Mléko a z néj vyro-
bené potraviny jsou odpradévna spjaty s vyzivou ¢lovéka. Mnoho lidi si v dne$ni dobé ne-
dokaze predstavit zivot bez rtiznych mléénych vyrobkli. Mezi né€ se zcela urcite fadi i tvaroh
a jeho rizné modifikace. Nedilnou souc¢ésti vyroby tvarohu mohou byt rtizné druhy enzymd.
Tyto enzymy se mohou v potravinach vyskytovat ptirozen¢ (mikrobialni, zivocisné, rost-
linné) anebo tam mohou byt zdmérné pridavany, aby doslo k vylepSeni urcitych specifickych

vlastnosti.

Jednim z mikrobidlnich enzymi, ktery se v potravinaistvi pouziva je i transglutaminaza. Pro
jeho jedine¢né vlastnosti je piredpoklad jeho hojného pouziti v potravindiském pramyslu.
V poslednich letech je transglutaminaza vyuzivana nejen pii vyrob¢ tvarohu, ale i jogurtd a
také naptiklad v masném priimyslu. Tento enzym svym pisobenim zdokonaluje urcité fyzi-
kalni vlastnosti potravin, jako je elasticita, viskozita, prodlouZeni trvanlivosti, krémovitost a

zlepseni konzistence.

Cilem préce proto bylo zjistit, zda a jakym zplisobem transglutaminaza ovliviiuje vyrobu

tvarohu a jaky ma vliv na jeho vysledné viskoelastické vlastnosti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TECHNOLOGIE VYROBY TVAROHU

Tvaroh je mlécny vyrobek s hrudkovitou konzistenci, ktery mé smetanovou chut’ a bilou
barvu. Zakladni surovinou pro vyrobu tvarohu je kravské mléko. Tvaroh se z né¢j vyrabi
srazenim kazeinu, bilkoviny obsazené v mléce. Jedna se o velmi zdravou a vysoce nutri¢né

hodnotnou potravinu. Nize nasleduje popis vyroby tvarohu.

1.1 Doprava mléka

Svoz mléka je soucasti celého mlékarenského procesu a vyroby konzumniho mléka a mléc-
nych vyrobkil véetné tvarohu. Dovoz mléka musi byt zajistén tak, aby byl zabezpecen ply-
nuly provoz vyroby a nevznikaly zbytecné prostoje. Svozovy plan, ktery je vypracovan mlé-
karnou, je tvofen seznamem pravidelnych linek a tzv. jizdnim fadem urcujicim v kolik hodin
dana svozova linka ptijede. Nedochazi tak k prostojim a frontdm u piijmové stanice. Dovoz
mléka do mlékéaren znaéné ovlivituje celou vyrobu a pii velkych vzdalenostech ¢ini dovoz

podstatnou &ast ceny mléka (HOKL, Jan a Mirko STEPANEK, 1962).

MiIéko nesmi byt pii dopraveé vystaveno moznosti zne€isténi, ptili§ prudkému otfdsani (aby
se tuk nestloukl v hrudky), neptiznivému vlivu vysokych nebo naopak nizkych teplot. Zvy-
Seni teploty mléka v pritbéhu dopravy mé za nasledek silné rozmnozeni mikroorganizmil
vyskytujicich se v syrovém mléce, zpravidla bakterii mlééného kvaseni. Jeden z nejdtlezi-
t&jSich faktort ovliviiyjicich kvalitu mléka je proto jeho teplota. Spravné podminky musi byt
dodrZeny béhem celé prepravy. Chladici fetézec musi byt zachovan a pti dodani mléka do
mlékarny nesmi teplota zchlazeného mléka ptekrocit 10 °C. Pokud neni svoz mléka prova-
dén kazdy den, musi byt mléko u prvovyrobce zchlazeno na teplotu 6 °C nebo nizsi. Pti
dennim svozu musi byt mléko podle natizeni ihned ochlazeno na teplotu 8 °C nebo nizsi
(GAJDUSEK, Stanislav, 1998, NaFizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004
ze dne 29. dubna 2004).

V soucasné dob¢ jsou nejpouzivanéjSim dopravnim zatfizenim pro transport mléka automo-
bilové cisterny. Cisterny na svoz mléka maji uzaviené nerezové nadrze ve tvaru zplostélého
lezatého valce. Existuji nejriznéjsi typy cisteren, které maji ptepravni objem od 2 000 do 26
000 litr mléka. Nejvice jsou vyuzivany cisterny s objemem 26 000 litrii. Cisterny urcené
pro tento druh transportu museji byt oznaceny napisem ,,mléko* nebo ,,potraviny*. Uvnitt
cisteren jsou komory rozdélené piepazkami ([online]. [cit. 2018-04-04]. Dostupné z:

http://www.cisterny-parcisa.cz ). Kazda cisterna je také vybavena vinolamy a pritokomérem


http://www.cisterny-parcisa.cz/
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na méfeni mnozstvi vydaného mléka a zafizenim pro automaticky odbér vzorku odkapem
tzv. autosampler, ktery pracuje na principu peristaltické pumpy. Zatizeni je ulozeno v chla-
dici skiini a mezi jeho soucasti patfi i kalibrovany pratokomér. Toto nové zatizeni zvySuje
bezpecénost prace. Ridi¢i nemusi 16zt na cisternu pro odbér cisternového vzorku. Automa-
ticky odbér je prehlednéjsi a pohodInéjsi (PENG, Jian a Aroma WAN, 1997-HEN, Jie a kol.,
2017).

1.2 Prijem mléka v mlékarné

Z cisteren se mléko Cerpa v ptijmové casti mlékarny. Kontroluje se ptredevs§im teplota mléka
a pfitomnost rezidui inhibi¢nich latek (RIL) v cisternovém vzorku mléka. Ridi¢ je povinen
pfedat bazénové vzorky mléka od prvovyrobce do pfijmové laboratofe mlékarny. Tyto
vzorky slouzi k dohledani rezidui inhibi¢nich latek v ptipadé€, Ze jsou rezidua inhibi¢nich
latek zjisténa u cisternového vzorku mléka. Pfijmova laboratof mlékarny musi dale provadét
vySetfeni bazénovych vzorkd mléka podle vlastnich potfeb. Mnozstvi mléka se da zjistit
méficimi objemovymi Cerpadly nebo magneticko-indukénimi pratokoméry. Miize se také
méfit podle hmotnosti mléka v cisterné na mostnich vahach. Provozovatel mlékarny musi
zajistit, aby bylo mléko po pfijeti okamzité zchlazeno na teplotu, kterd neptekracuje 6 °C.
Tato teplota musi byt udrzena do doby zpracovani (JANSTOVA, Bohumira a Pavlina
NAVRATILOVA, 2014).

Piijjmova stanice mlékarny by méla byt vybavena dostate¢nou skladovaci kapacitou, aby
nebyla ohrozZena plynuld vyroba a chod provozu. Pfijmova stanice by méla byt vybavena
filtry, Cerpadlem, odlu¢ovac¢em vzduchu a objemovym pratokovym méfidlem. Z cisterny je
mléko precerpano pres filtr, v némz se zachyti hrubsi necistoty, protékd odlu¢ovac¢em vzdu-
chu, pritokomérem a deskovym chladi¢em do uschovnych tanki. Tanky na pfijem mléka
jsou konstruovany na objem 100 000 az 200 000 1. Byvaji jednoplastové bez izolace. Teplota
mléka je udrzovana na 5 az 8 °C. Objem pfijatého mléka Ize zjistit mechanickym priitoko-
mérem. Déle je zjiStovano sloZeni a kvalita mléka podle vzhledu, viing, kyselosti, teploty,
obsahu tuku a dal§ich ukazatelti (BREZINA, Pavel a Jaroslav JELINEK, 1990, JANSTOVA,
Bohumira a Josef HOLEC, 2004).
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1.3 Tepelné oSetieni mléka

vvvvvv

a mléénych vyrobkt. Cilem tepelného oSetfeni je zni¢eni choroboplodnych mikroorganizmt
v mléce a také minimalizace zdravotniho rizika vyvolaného témito potencialné pfitomnymi
patogeny. Tepelné oSetieni zajisStuje bezpecnost a prodlouzeni trvanlivosti mléka. Syrové
mléko obsahuje mnoho mikroorganizmii, které pro lidi ptfedstavuji rtizna zdravotni nebez-
peci a také mikroorganizmy prispivajici k rychlé zkaze mléka (FORMAN, Ladislav a Jaro-
slav CEPICKA, 1990, BUNKA, Frantisek a kol., 2013).

1.3.1 Pasterace mléka

vvvvvv

zniceni vegetativni mikroflory vcetné patogennich mikroorganizmii. Pouziva se zédhfev na
teplotu od 65 do 125 °C. Pasteracni zpisob oSetieni mléka musi odpovidat pfislusSnym prav-
nim piedpistim a zarudovat zdravotni nezavadnost mléka a mléénych vyrobkt. Uginek pas-
terace se d4 posoudit podle vyse pouzité teploty, doby trvani zahievu a rychlosti dosazeni
pozadované teploty. Uginnost pasterace se vyjadiuje tzv. pasteraénim efektem. Pasteracni
efekt vyjadiuje podil mikroorganizmii inaktivovanych pii pasteraci. Pohybuje se kolem
99,99 % (FORMAN, Ladislav a Jaroslav CEPICKA, 1990, BUNKA, Frantisek a kol., 2013,
SNIRC, Julius, Jozef GOLIAN a kol., 2016, Vyhldska Ministerstva zemédélstvi ¢. 397/2016

Sb., o poZadavcich na mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje).
RozliSujeme tii druhy pasterace:

1) Vysoka pasterace, pfi které je mléko zahtivano na 85 °C a teploty vyssi po dobu
n¢kolika sekund (desitek sekund). Dosahuje se pasteracniho efektu 99,99 %. Vysoka paste-
race probiha na kontinudlni lince a patii mezi nejucinnéjsi. Proto se nejvice vyuziva u pas-
terace konzumniho mléka. Naproti tomu smetana je pasterovana nejméné pii 90 °C a naopak

maximalni pasteracni teplota je 110 °C.

2) Setrna pasterace, pii niz ptisobi vysoka teplota po kratkou dobu. Mléko je zahtivano
na teplotu 7275 °C po dobu 1520 sekund a pastera¢ni efekt je 99,9 %. Setrna pasterace se

pouziva predevsim pro tepelné oSetfeni mléka na vyrobu syri.

3) Dlouhodoba pasterace je charakterizovana aplikaci nizké teploty po dlouhou dobu.
Miéko se zahtiva na 63—65 °C po dobu 30 minut a dosahuje se pastera¢niho efektu v rozmezi

95-99 %. Tento typ pasterace se muze pouzit napiiklad u ptipravy zakladni smési k vyrobé
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mraZzenych smetanovych krémt (SNIRC, Julius, Jozef GOLIAN a spol., 2016, BUNKA,
Frantisek a kol., 2013, Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 852/2004 ze dne 29.
dubna 2004 o hygiené potravin).

1.3.2 Pasteracéni zarizeni

Pasteraci mléka je mozno provadét na riznych typech pasteracnich zatizeni, z nichz je

mozné jmenovat:

 Kotlovy pastér, ktery se ve velkoobjemovych mlékarnach jiZ nepouziva. Stale se mlzZe
pouzivat pfedevSim v mini mlékarnach nebo na farméch. Jednd se o kotel, ve kterém je
mléko ohfivano horkou vodou z mezistény kotle. Je vybaven michadlem, teplotnim ¢idlem

a regulatorem teploty.

* Trubkovy pastér se skldda z trubek do sebe zasunutych. Mléko protéké v tenké vrstvé ve
stfedni trubce a je zahfivano ze dvou stran. Nejcastéji se pouzivaji pro pasteraci nad 100 °C.

Vysoka rychlost proudiciho mléka sniZuje napalovani na stény.

* Deskovy pastér neboli deskovy vyménik tepla je nejpouzivanéj$im zafizenim na tepelné
oSetfeni mléka. Je vyuzivan k ohfevu i chlazeni mléka vzajemnou vymeénou tepla ¢ili rege-

neraci (JANSTOVA, Bohumira a Paviina NAVRATILOVA, 2014).

Zékladnim prvkem pastéru jsou pracovni desky z nerezového ocelového plechu, které jsou
navzajem spojeny gumovym tésnénim. Desky maji uspofadané vystupky a uzké lomené
zlabky, tim se dosahuje turbulentniho proudéni mléka, coz vede k rychlejsi vymeéné tepla a
k celkovému prohtati mléka. Pritok mléka je veden otvory, které jsou umisténé v rozich
desek. Desky jsou zavéSeny na vodicich ty¢ich, sefazeny do urcitych sekci a navzajem jsou
spojeny seSroubovanim nebo jsou svatreny. Jednotlivé sekce jsou od sebe oddéleny mezisté-
nami. PocCet desek zalezi na velikosti pastéru a miize se pohybovat od 10 do 200. Mezi des-
kami pastéru je mléko ohfivano. Po jedné stran¢ desky prochédzi zahiivana kapalina a po

druhé strané v protisméru ohtivaci kapalina.

Deskovy pastér ma pét sekci:
1) prvni regenerace (predehiiva syrové mléko na odstied’ovaci teplotu)
2) druha regenerace (ptfedehiiva mléko z odstiedivky pted vlastni pasteraci)

3) pasteracni sekce, tzv. termosektor (vlastni pasterace)
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4) prvni chladici sekce (chlazeni vodou)

5) druha chladici sekce (chlazeni ledovou vodou) (BREZINA, Pavel a Jaroslav
JELINEK, 1990, BUNKA, Frantisek a kol., 2013, JANSTOVA, Bohumira 2012).

Syrové mléko je Cerpano z ichovného tanku Cerpadlem do prvni regeneracni sekce k prede-
htati na teplotu kolem 40-45 °C, poté je vedeno na odstedivku, kde je odd¢lovana smetana.
Ta pak odtéka do samostatné pasteracni sekce. Mléko z odstfedivky putuje do druhé rege-
neracni sekce, kde je mléko zahtato horkym jiz zpasterovanym mlékem na teplotu kolem
60-65 °C, a ptechazi do pasteracni sekce. V pasteracni sekci (termosekce) dochazi k zdhtfevu
mléka horkou vodou na pozadovanou pasteracni teplotu. Poté je mléko vedeno pres vydrznik
do druhé regeneracni sekce, pak do prvni regeneracni sekce a uplné nakonec do prvni a druhé
chladici sekce. Tam se mléko ochlazuje na teplotu pod 10 °C (JANSTOVA, Bohumira a
Pavlina NAVRATILOVA, 2014, BREZINA, Pavel a Jaroslav JELINEK, 1990).

chladici sekce regeneracni sekce termosekce
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Obrdzek 1: Schéma pasterace mléka (prevzato z JANSTOVA, Bohumira, 2012)

Pastér je vybaven mimo jiné nasledujicim zafizenim: automaticky regulator teploty, auto-
matické bezpe€nostni zafizeni, které brani nedostate¢nému zahfevu mléka, automaticky bez-
pecnostni systém, ktery brani smichédni tepeln¢ oSetfeného mléka s mlékem nedostatecné

zahtatym, automatické registracni zafizeni. Mezi automatické bezpecnostni zatizeni, které
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brani nedostate¢nému zdhtfevu mléka, patii teplotni ¢idlo a vratny ventil. Tento ventil umoz-
fluje navraceni nedostatecné¢ zahtatého mléka zpét do celého procesu pasterace. Dalsi ne-
zbytnou soucasti bezpecnostniho systému je automatické registracni zafizeni, které uklada

ziskané tdaje z registra¢nich teplomért (BREZINA, Pavel a Jaroslav JELINEK, 1990).

1.4 DalSi zpasoby tepelného oSetieni mléka

1.4.1 Ultratepelné oSetieni mléka (UHT)

Podle platné legislativy je moZné syrové mléko oSetfit 1 velmi vysokou teplotou (UHT-Ultra-
high temperature). Ultratepelnym oSetienim mléka dochézi v mléce ke zniceni téméf vSech
mikroorganizmi v¢etné spor a k inaktivaci enzymii. U mléka se prodluzuje trvanlivost na 3
az 6 mésici. Vysledkem je prakticky sterilni produkt (trvanlivé mléko). UHT oSetfeni je
provadéno pii velmi vysoké teploté, a to 135-150 °C po velmi kratkou dobu 3—4 s, ¢imz
dojde k zajisténi zdravotni nezavadnosti (TAMIME, Adnan, 2009, DEETH, Hilton a Ni-

vedita, DATTA, 2011). UHT oSetfeni je mozné provadét pfimym ¢i nepiimym zptisobem.

Piimy UHT zahfev je technologie tepelného oSetfeni mléka vyznacujici se jednou specific-
kou vyhodu a tou je, Ze mléko neptichazi do kontaktu s horkym kovovym povrchem, nena-
paluje se a tim se snizuje riziko vzniku typické vativé ptichuti. Pfimy ohtev Ize rozd¢lit na
dva zptisoby: vstiikovani pary do mléka (uperizace) nebo vsttikovani mléka do pary (pala-
rizace). Uperizace je zplsob kontinudlni sterilace, kdy se mléko vsttikem ostré pary zahitiva
velmi kratce aZ na teplotu 150 °C. Doba zahievu byva 1 sekunda s naslednou vydrzi 3-4
sekund. MIéko se predehiiva na deskovém vymeéniku na teplotu 70-80 °C. Pak je ¢erpano
vysokotlakou pumpou do injektoru (uperizatoru), kde se vstiikem pary okamzité zahtiva na
pozadovanou teplotu. Poté se mléko dvoustupniové chladi, nejprve v expanzni nadrzi, kde
dochdzi k odlouceni ptfidané vody a teprve potom v aseptickém vyméniku tepla. Palarizace
probiha v infuzni komote. Mléko se Cerpa z vyrovnavaci nadrze a je piedehiato v deskovém
vymeéniku na teplotu kolem 70-75 °C. Uvnitt infuzni komory je uloZena tryska, ktera sttedem
komory rozprasuje tenké praminky mléka. Ze stran je pfivadéna ostra para proti mléku, které
je tak rychle a Setrn€ zaht4ato na sterilacni teplotu 143-145 °C po dobu 1 sekundy. Poté upra-
vené mléko ptichazi do vydrzniku, kde musi byt udrzovano pfti sterilacni teploté 3-4
sekundy. Pak je vedeno do expandéru, kde se teplota mi¢ka snizi na 75-73 °C, a zaroven
dochdzi k odstranéni zvodnéni mléka. Aseptickym cerpadlem je mléko vedeno do homoge-

nizatoru a do vyméniku, kde se ochladi na teplotu plnéni (25-22 °C) anebo se Cerpa do



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

tichovnych tankt (John W. Fuguay a Patrick J, 2011, BREZINA, Pavel a Jaroslav JELINEK,
1990).

Pro neptimy ohiev mléka se vyuzivaji deskova nebo trubkova zatizeni, podobna pasteracnim
zafizenim, kterd se vyrabi z nerezové oceli. Jako topné médium se uvadi horka voda a para.
Pocatecni ohfev je proveden v Casti regenerace. Vstupujici mléko se zde ohtiva a vystupujici
mléko naopak chladi. Systém pro nepiimy ohiev obsahuje piedehtivaci sekci, kde se mléko
udrzuje pii 90 °C po dobu 30-60 s. Nasleduje termosektor, kde se dosahne teploty minimalné
135 °C. Poté mléko proudi do vydrzniku a do chladici sekce (John W. Fuquay a Patrick J,
2011, BREZINA, Pavel a Jaroslav JELINEK, 1990).

1.4.2 Sterilace v obalu

Sterilace je proces, pii kterém se mléko oSetfuje nepfimym ohfevem v hermeticky uzavie-
nych obalech (nejcastéji kovovych, piipadné sklenénych). Teplota u tohoto procesu musi byt
nejméné 100 °C. Pfi sterilaci dochazi k devitalizaci vSech mikroorganizmti, v¢etné bakteri-
alnich spor. Diky tomu je dosazeno sterility mléka. Trvanlivost takto upravené¢ho mléka byva
pfi pokojové teploté az nekolik tydnt. Kontrolni vzorky mléka jsou ponechény 15 dnil pfi
30 °C, nebo 7 dni pii 55 °C, v neotevieném obalu. U kontrolnich vzorki nesmi byt zjisténa
74dna zména, ktera by mohla, jakkoliv ohrozit finalni produkt (BREZINA, Pavel a Jaroslav
JELINEK, 1990, SNIRC, Jilius, Jozef GOLIAN a kol., 2016, Naiizeni Evropského Parla-
mentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ze dne 29. dubna 2004).

1.5 Odstredéni mléka

Odstted’ovani patii mezi nejdulezitési fyzikalni procesy pouzivané v mlékarenském pri-
myslu. Zakladnim principem odstfedéni je oddéleni mlééného tuku ve formé smetany od
odstfedéného mléka. Mlécny tuk, ktery je v podobé mikroskopickych tukovych kuli¢ek, ma
niz$i hmotnost nez mlécné plazma, kde jsou tukové kuli¢ky dispergované. Syrové mléko ma
v zavislosti na plemeni po nadojeni 3,6 az 6,5 % mlécného tuku. Odstiedénim se ziska sme-
tana o obsahu 35 az 40 % tuku. Mlé¢ny tuk je tedy ve smetan¢ pfiblizné 10x zkoncentrovany

(FORMAN, Ladislav a Jaroslav CEPICKA, 1990, BUNKA, Frantisek a kol., 2013).
V mlékarenském provozu existuji rizné typy odstfedivek. NejCastéji se vSak vyuzivaji tak-
zvan¢ talifové odstfedivky. Odstrediva sila bubnu odstiedivky je kolem 6 000 az 8 000 ota-

¢ek za minutu. Vykon jednotlivych odstfedivek se velmi 1ii, nejéastéji se pohybuje kolem
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10 000 az 25 000 1-h!. Teplota mléka pro oddéleni tuku a kaldi od odstiedéného mléka je 40-
50 °C. Proto se odstfedivka umist'uje za 1. regeneracni sekci pastéru. Zde se mléko prede-
hieje na teplotu 60 °C. Pti odstfed’ovani se odstfedéné mléko soustied’uje u stény bubnu a
smetana je vytlacovana smérem do stfedu, k ose otaCeni. Mechanické necistoty se pomoci
odstredivé sily oddéluji na sténu bubnu do takzvaného odstiedivkového kalu, ktery je odva-
dén do nadoby, ktera navazuje na odsmetaniovaci odstfedivku, kde je sterilovan parou

(ZADRAZIL, Karel, 2002, BUNKA, Frantisek a kol., 2013).

1.6 Homogenizace

Homogenizace je dulezitou soucasti technologického postupu zpracovani mléka. Jedna se o
mechanicky proces premény tukovych kuli¢ek v mléce. Tuk v mléce je ve formé rizné vel-
kych tukovych kuli¢ek. Homogenizace mléka je provadéna s cilem zmenSit velikost tuko-
vych kulicek. Tim je potlateno vyvstavani smetany u mlécnych vyrobka. Pii homogenizaci
dochdzi k tomu, ze se tukové kulicky mléka roztfisti vysokym tlakem (5 az 25 MPa) pfi
teploté 50 az 80 °C. Poté co se takto mléko upravi, uz tuk nevyvstava. Tukové kulicky jsou
chranény vrstvou, ktera je tvofena proteiny, fosfolipidy a neutralnimi glycidy (MICHALSK]I,
Marie-Caroline a Caroline JANUEL, 2006).

V mlékérenskych provozech se k homogenizaci pouzivaji homogenizatory. Je to pistove
gerpadlo s vykonem od 250 do 30 000 1-h"!. Zakladnim funkénim prvkem homogenizatoru
je upravend ventilova vysokotlakd komora. Odstfedénd smetana se nasava do vélce pisto-
vého Cerpadla. Smetana se zde stlaci a vhani do hlavice homogenizatoru. Pomoci vysokého
tlaku se pootevie ventil homogenizacni hlavice a malou §térbinou proudi smetana. Smér
proudéni, zména rychlosti a vétsi pokles tlaku zptisobi rozbiti tukovych kuliek (JANSTOVA,
Bohumira a Paviina NAVRATILOVA, 2014, FORMAN, Ladislav a Jaroslav CEPICKA,
1990, BUNKA, Frantisek a kol., 2013).

1.7 Standardizace

Dalsi potfebnou upravou je standardizace mléka. Standardizace je operace, kdy se upravuje
obsah tuku, bilkovin, pfipadné suSiny v mléce. Smisenim smetany a odstfedéného mléka
dochazi k ziskani pozadované tu¢nosti mléka. SniZzeni je mozné dosdhnout ptidavkem sme-
tany, resp. odstfedéné¢ho mléka. K tomu se pouzivaji standardizaéni zatizeni (KADLEC, Pa-

vel a kol., 2012).
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1.8 Deaerace

Deaerace slouZzi k snizovani obsahu vzduchu v mléce. Patii mezi zakladni procesy pfii zpra-
covani mléka a smetany. Cilem je minimalizace obsahu vzduchu, zmenseni rizika oxidace
tuku a zlepSeni funkce fady zafizeni (prutokomér, odstiedivka). Deaeracni zafizeni byva
soucasti linek v mlékarenskych provozech. Odvétravaci zatizeni se sklada z odvétravaci ko-
mory a Cerpadla. V zafizeni dochazi k rozstiiknuti teplého mléka nebo smetany do komory
s mirnym vakuem, odstrani se tak vétSina vzduchu a t€¢kavych pachovych latek, které mohou
nepiizniveé ovliviiovat senzorické vlastnosti mléka. Deaerace také zlepSuje pribeh homoge-
nizace, dale snizuje riziko napalovani pii tepelném osetfeni mléka, zvysuje viskozitu a od-

strafiuje nezddouci t€¢kave latky (KADLEC, Pavel a kol., 2009).

1.9 Milékarské kultury pro vyrobu tvarohu

Miékatské kultury jsou klicové pro vyrobu mléénych vyrobki, zejména kysanych (fermen-
tovanych) mlé¢nych vyrobkd, tvarohu, syrt a také napt. probiotickych produkti. Vyrabégji
se v riznych formach. Forma mlékatskych kultur mize byt lyofilizovan4, tekuta a mrazena.
Mohou se aplikovat jako provozni zakys nebo jako kultury pro pifimé oCkovani vyroby

(ZADRAZIL, Karel, 2002, SNIRC, Jilius, Jozef GOLIAN a kol., 2016).

Na vyrobu tvarohu se pouziva smetanova kultura, kterd je tvofena kyselinotvornymi a aro-
matvornymi bakteriemi. Obsahuje mezofilni koky rodt Lactococcus a Leuconostoc. Opti-
malni podminky kultivace mezofilni smetanové kultury je teplota 21-23 °C. Doba kultivace
byva v rozmezi 16-18 hodin (KADLEC, Pavel, 2002, SNIRC, Jiilius, Jozef GOLIAN a kol.,
2016).

1.9.1 Kyselé srazeni mléka

Kyselé sraZzeni mléka je zplisobeno predevsim tvorbou kyseliny mlé€né, po ptidavku bakterii
mlécného kvaseni. Kyselé sraZeni je reverzibilni proces. Pfidavkem alkalie se vysrazeny ka-
zein opét prevede do rozpustného stavu jako anion a pfidanim kyseliny nad izoelektricky
bod ptechdzi kazein do roztoku jako kation. Pomoci bakterii mlééného kvaseni nebo ptidav-
kem potravinaiské kyseliny, vznikd samotna mlécna srazenina. Ta je po zpracovani a oddé-
leni vzniklé syrovatky zakladem vyroby u syri, tvarohil a tvarohovych vyrobkt (SNIRC,
Julius, Jozef GOLIAN a kol., 2016, BUNKA, Frantisek a kol., 2013, GORNER, Fridrich a
kol., 2004).
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1.10 Syridlo k vyrobé tvarohu

Na vyrobu tvarohu se v Ceské republice pouziva klasické Zivo¢isné chymosinové syfidlo
ziskané extrakci slezu sajicich telat a jehnat. Pouziva se také mikrobialni syfidlo Chy-max
plus. Aktivni slozkou syfidla je proteolyticky enzym chymosin, ktery ma zluto-bilou barvu
amirné slanou chut’. Idedlni aktivita chymosinu se pohybuje v rozmezi pH 4,8-6,1 pfi teploté
30-40 °C. Uziti je jak u tvarohu vyrobeného tradi¢nim zpiisobem, tak i u tzv. odstiedivko-
vého tvarohu. V dnesni dobé mlizeme preparaty srazejici mléko rozd€lit na chymosin, mi-
krobidlni enzymy a rostlinné preparaty. Velmi pouzivanymi koagulanty jsou preparaty mi-
krobidlniho ptivodu, které pochazeji z mikromycet nebo kvasinek. Nejméné rozsitend jsou
v dnes$ni dobé¢ syfidla rostlinna. Za zminku stoji pfedevsim kvéty artyCokil nebo ostropestiec
mariansky. Ty se vyuZivaji ptedevsim pti vyrobé syri (SNIRC, Jiilius, Jozef GOLIAN a kol.,
2016).

1.10.1 Sladké srazeni mléka

Pievazna ¢ast syrl se vyrabi sladkym neboli enzymatickym sraZenim mléka. Samotné enzy-
matické srdzeni mléka mizeme rozdélit na fazi primarni, sekundarni a terciarni. V primarni
fazi dochazi ke Stépeni peptidické vazby k-kazeinu mezi 105 a 106 aminokyselinou. V dalsi
fazi po rozstépeni k-kazeinu dochazi v pfitomnosti Ca** iontti ke srazeni kazeinovych frakci
a vzniku samotné syfeniny. V tercidrni fazi probihd proteolyza bilkovin. Optimalni aktivni
kyselost mléka pii sladkém sraZeni je pH 5,5. Pti vy$§im pH se prodluZuje doba sraZeni.
Piidavkem vapenatych soli se da zkratit doba srazeni (SNIRC, Jiilius, Jozef GOLIAN a spol.,
2016, BUNKA, Frantisek a kol., 2013, GORNER, Fridrich a kol., 2004).

1.11 Tvaroh

Podle vyhlasky Ministerstva zeméd¢lstvi €. 397/2016 Sb. v aktudlnim znéni, se tvarohem
rozumi nezrajici syr ziskany kyselym srdzenim, nebo u kterého prevlada kyselé sraZeni nad
srazenim pomoci syfidla. Tvaroh je mlé&ny vyrobek tuzsi konzistence. Radi se do skupiny
tzv. ,.kyselych syra*. Podle tu¢nosti se tvarohy dle vyhlasky 397/2016 Sb., v platném znéni,
dgli na skupiny, které jsou uvedeny v Tabulce 1 (KADLEC, Pavel a kol., 2012, GAJDUSEK,
Stanislav, 1998, Vyhlaska Ministerstva zemedelstvi ¢. 397/2016 Sb., o poZadavcich na mléko

a mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje).
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Tabulka 1: Rozdéleni tvarohu podle konzistence a obsahu tuku v suSin€ (Vyhldaska ¢.

397/2016 Sb., o pozadavcich na mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje)

Tvaroh Tuk v susiné (v % hmot.)
tucny Vice nez 38
polotu¢ny 25az 15
Nizkotu¢ny nebo jemny Méné nez 15
Odtu¢nény nebo mékky nebo tvrdy Méné nez 5

Kone¢ny vyrobek by mél mit mirné kyselou chut’. Trvanlivost je pro kazdy druh tvarohu
rozdilna. Nejdelsi trvanlivost maji termizované tvarohy. Datum minimalni trvanlivosti je az
40 dni od data vyroby. U dels§iho skladovani tvaroht dochazi k uvoliiovani syrovatky. Po
Case se také zaCind meénit chut’ tvarohu. Proteolyza kazeinu je pti¢inou vzniku chutovych
vad, pfedevsim hotknuti tvarohu (KADLEC, Pavel a kol., 2009, NORTON, Ian T, 2011,
FOX, Paul McSWEENEY, 2004).

1.11.1 Tradiéni vyroba tvarohu

Tradiéni vyroba tvarohu v Ceské republice je stale velmi zadana. PouZiva se vysoké paste-
race o teploté 85 °C po dobu 12 az 20 sekund. Diky pasteraci se zni¢i maximalni podil ve-
getativnich forem mikroorganizmii. Dochazi také ke zvySené denaturaci syrovatkovych bil-
kovin, které zvySuji vaznost vody. Odstfedéné mléko se po pasteraci napousti do tvarohar-
skych van. Mléko se srazi v tvarohatskych vanach zao¢kovanim 0,5-1,0 % mezofilniho za-
kysu a pfidavkem syfidla. Zakysavaci teplota je 21-25 °C. Tvarohovina se pokraji a po do-
sazeni pozadované kyselosti syrovatky (22 az 24 °SH) se sraZenina vypousti do ¢istych tva-
roznikd, které se po naplnéni ukladaji na odkapni vany. Naplnéné tvarozniky se piekladayji,
¢imz se urychluje odkapavani syrovatky. Tvarozniky se plni jen do poloviny obsahu, aby
byla urychlena filtrace syrovatky. Tvarozniky je potfeba dobfe oSetfovat tak, aby byla spl-
néna hygiena vyroby a odkapéavani syrovatky. Celkova doba odkapavani ¢ini v priméru 2,5
az 4,0 hodiny. Tvarohy se chladi pod 10 °C a bali nejcastéji o hmotnosti 250 g a 500 g.
Vyrobek se bali do hlinikové folie s vnitini pergamenovou vrstvou. Pro velkoodbératele se
bali také do drumt (plastové pytle s obsahem 5 kg, ptipadné 10 kg tvarohu) (KADLEC,
Pavel, 2002, SUKOVA, Irena, 2006).
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1.11.2 Vyroba odstredivkovym zpiisobem

U vyroby odstfedivkovym zplisobem se mléko pasteruje Setrn¢ pti teploté 74—75 °C s vydrzi
20 az 40 sekund. Srazeci teplota je u odstfedivkového zpiisobu vyroby tvarohu vyssi, a to 26
az 30 °C. Pi1 niZsi teploté sraZzenina nedostatecné prokysa. Naopak pfi vyssi teploté ma tva-
roh pfili§ vysokou kyselost. Koagulace nastane po ptidani mezofilni kultury (0,5-1%). Dav-
kovani syfidla je 2 az 20 ml syfidla na 1000 1 mléka. Pepsinové syfidlo se piida po dosazeni
titra¢ni kyselosti 8,4 °SH. Dosahnuti pozadované titraéni kyselosti 36-40 °SH trva v praiméru
18 hodin. Po zrani se musi srazenina rozmichat. Vznikla sraZenina je odstfed’'ovdna po pie-
deslém michani ve specialni tvaroharské odstiedivce. Pfimym odstiedénim tvarohového ko-
agulatu vznika tvaroh, ktery ma susinu 20 % w/w. Pokud je potfeba zvysit susinu, musi se
tvaroh dolisovat na lisovacim zatizeni (STRMISKA, Josef a kol., 1991, SNIRC, Julius, Jozef
GOLIAN a kol., 2016, NORTON, Ilan T, 2011).

1.11.3 Vyroba termotvarohu

Termotvaroh se da zatadit mezi nov¢jsi vyrobky. Jako surovina se vyborné hodi pro vyrobu
tvarohovych specialit, naptiklad krémi, dezerti nebo termixt. U termotvarohu se pouziva
vysoka pasterace, protoZe mléko 1épe vaze vodu. Pasterace probiha pii teploté 82-92 °C po
dobu 5 az 6 minut. Pro vyrobu termotvarohu se pouziva odstiedéné mléko. Mléko se ob-
dobné zaockuje mezofilnimi ¢i termofilnimi mlékarskymi kulturami (0,5-1,0 %). Poté se
pridava pepsinové syfidlo. Srazeni u této vyroby trva 14 az 18 hodin. Pied odstfed’ovanim
probiha termizace pii teploté 60 °C po dobu 4 minut. Tento postup zaruci delsi trvanlivost,
ato az 21 dni. Zminénd termizace je podle vyhlasky Ministerstva zemé&délstvi €. 397/2016
Sb. v platném znéni, tepelné oSetieni mlécnych vyrobka po ukonceni kysaciho procesu a
pied balenim k potlaceni nebo zastaveni aktivity ptitomné mlécné mikroflory az do teploty
80 °C. U vyroby termotvarohu je zvySend vytéznost, diky zachyceni az 50 % syrovatkovych
bilkovin, které 1épe vazi vodu. Termotvaroh mé suSinu 17 % w/w, proto se nejvice vyuziva
na pomazanky nebo rizné dezerty apod. (FOX, Paul. F, 2004, STRMISKA, Josef a kol.,
1991).

1.12 Vady tvarohi

V pribéhu vyroby tvarohi, ptipadné béhem doby skladovani mtze dochazet ke vzniku vad

tvarohu. Nejcastéjsimi vadami tvaroht jsou:
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nizkd susina — zptsobeno nedolisovanim (nizka teplota, kratka doba lisovani, maly tlak,
velky objem tvarozniki, vysoka pasterace u odstfedivkového zplisobu vyroby tvarohu, pfi-

tomnost inhibi¢nich latek v mléce),

piekysani — dlouhd doba srazeni, vysoka teplota v pritbé¢hu celé vyroby, ptilis velkd davka

mlékatské kultury,
nedokysani — nizka teplota, inhibicni latky v mléce, nevhodné zvoleny technologicky postup,

uvolnéni syrovatky v obalu — nizkd suSina tvarohu, $patnd manipulace s vyrobkem, vysoka

skladovaci teplota,
plesnivéni — $patn¢ uzavieny obal, tvofi se bublinky plynu,

hotké chut’ — kontaminace kvasinkami a proteolytickymi mikroorganizmy.
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2 CHARAKTERIZACE TRANSGLUTAMINAZY A MOZNOSTI
JEJIHO POUZITI V POTRAVINARSKEM PRUMYSLU

2.1 Vyuziti modernich potravinarskych enzymi pri vyrobé potravin

Enzymy jsou zdrojem veskerého Zivota na zemi. Zadny Zivy organizmus bez nich nedokaze
existovat. Pro zdravi ¢lovéka maji enzymy zdsadni vyznam. Pti vyrob¢ potravin je clovek
vyuziva u pfemény mléka na syr, Stavy z jeémene na pivo, nebo tésta na chléb. Potravinarské
enzymy se ziskéavaji z rostlinnych a Zivocisnych zdroji, nebo z mikroorganizmii. Vyrobciim
potravin se diky enzymiim daii vyrab¢t plnohodnotné potraviny a také dokézi snizit ekono-
mické naklady na vyrobu (zvySena vytéznost u vyroby tvarohu). Jako dal$i pozitiva Ize uvést
kvalitnéj$i vzhled, nutricni hodnota, nebo textura potravin. V soucasné dob¢ se na vyrobu
potravin pouziva obrovské mnozstvi enzymd, které jsou vhodné pro rizné druhy vyrobkd.
Nejvice se enzymy vyuzivaji v praskové form¢, ¢imz je zabezpecena jednoducha aplikace,
manipulace a minimalni problémy pti skladovani (BEILEN, Jan B. Van a Zhi LI, 2002,
VODRAZKA, Zdenék, 1998).

2.2 Transglutaminaza

Enzym transglutaminaza, zkracené TG, je mezinarodné registrovany spolecnosti Asociace
vyrobcil fermentovanych enzymi se sidlem v Bruselu. Je to proteolyticky enzym a jeho me-
zinarodni oznaceni je EC 2.3.2.13. Vyskyt v pfirodé byl zji$tén v rostlinnych organizmech 1
zivociSnych tkanich. Ziskava se fermentaci Zivného média z bakterie Streptoverticilium mo-
baraense. Mechanizmus u¢inku enzymu spocivéa ve vytvareni silné kovalentni vazby mezi
aminokyselinami glutaminem a lyzinem v Zivoc¢i$nych bilkovinach, coZ ma vliv na vyrazné
lepsi fyzikalni vlastnosti potravin, jako je termostabilita, elasticita, tvorba emulzi, prodlou-
Zeni trvanlivosti, schopnost vazat vodu atd. Diky této a spousté dalSich vlastnosti se da vyuzit
v mnohych odvétvich potravindiského prumyslu. Transglutamindza na rozdil od enzymd,
které vyvolavaji hydrolyzu, tedy Sté€peni bilkovin, pfispiva k vytvotfeni novych vazeb (spo-
juje aminokyseliny). Enzym TG katalyzuje acyl transferové reakce mezi y-karboxamido-
vymi skupinami peptidové vazanych glutaminovych zbytkli a e-aminoskupiny lysinovych
zbytkll, coz vede k tvorbé intra a intermolekulérnich izopeptidovych vazeb. Prabeh reakei

katalyzovanych TG vSak zavisi na dalSich parametrech, jako je tlak, chemické vlastnosti a
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teplota prostiedi (PASTERNACK, Ralf, 1998, WANG, Wen-giong, 2018, DMYTROW, Iza-
bela a kol. 2010).

2.2.1 Transglutaminaza v mlékarenském primyslu

Transglutaminaza se v mlékarenském odvétvi uplatiuje predevsim pii vyrobé tvaroht, syr,
jogurtl, nebo mrazenych smetanovych krémii. U vSech téchto vyrobk, po aplikaci transglu-
tamindzy nedochdzi ke zméné organoleptickych vlastnosti jako je chut’, viing, vzhled atd. V
ptipadé mléénych fermentovanych vyrobki s nizkym obsahem tuku umoziluje transglutami-
naza zlepsit reologické vlastnosti (PASTERNACK, Ralf, 1998, WANG, Wen-qiong, 2018,
LEE, SY a kol., 2016).

U zrajicich syrt syrovatka 1épe odkapava a neziistava v syfeniné. Syfenina je dale elasti¢-
t&j$i, nedrobi se a finalni vyrobek se d4 mnohem Iépe krajet. Minimalizuji se také ztraty pii
krajeni u balenych platkovych syrt. Diky rovhomérnéjsimu odkapavani syrovatky se v pod-
staté upravuje obsah vody a tim se snizuje mnozstvi laktézy v syfenin¢. Nasledny Uc¢inek je
utlumeni mlééné fermentace, coz mé dulezitou roli pii dohiivani suSiny u tvrdych syrt ei-

damského typu (DJOULLAH, Attaf, 2018).

U tvarohil je diky provazani kazeinu a syrovatkovych bilkovin pevnou kovalentni vazbou
syrovatka t1dSi a 1épe odkapéava v porovnani s rychlosti odkapu napf. pti vyrobé polotvrdych
syra. Dale se také zvySuje vytéznost tvarohu. Na 1 kg tvarohu lze diky ptidavku transgluta-
minazy (500 g TG /3000 1 mléka) usettit az kolem 0,5 | mléka (CHEN, Lintianxiang, 2018,
PASTERNACK, Ralf, 1998, MARINIELLO, Loredana a kol., 2010).

Pfidani transglutamindzy do mléka zptsobuje mensi nerovnovahu v rastu bakterii, stejné
jako zivotaschopné laktobacily. Vliv zkiizené vazby na proces okyseleni byl také pozorovan
v tomto piipadé u mezofilnich poc¢atecnich kultur pouzivanych pfi vyrobé tvarohu. Reolo-
gicka analyza ukézala statisticky vyznamny vliv transglutaminazy na tvrdost vzorkt. Mikro-
biologicka transglutaminaza miize vytvaret kovalentni vazby mezi bilkovinami molekul.
Transglutaminaza zvySuje kapacitu zadrZovani vody a silu gelu a vyssi reologické a emul-

gacni vlastnosti. (DMYTROW, Izabela a kol. 2010).

Jogurty maji po pfidani transglutaminazy pevnou, gelovitou konzistenci a hladkou smetano-

vou texturu. Barva ani chut’ se neméni. Jogurt je také odolné;si vii¢i mechanickym otfestim
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pfi manipulaci a ptepravé. Enzymovy ptipravek se aplikuje rovnéz i k prodlouzeni trvanli-

vosti (MOHAMMAD, Seyed, 2018).
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLE PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo sledovat vliv enzymu transglutamindzy na viskoelastické
vlastnosti tvoticiho se tvarohu, tedy v prubéhu srazeni mlécné bilkoviny, a nasledné na kon-

zistenci jiz vytvofeného tvarohu.
Pro naplnéni tohoto cile bylo nejprve v rdmci teoretické ¢asti prace dil¢imi cili

e popsat procesy probihajici pii vyrob¢ tvarohu, véetné jednotlivych technologickych
krok,

e charakterizovat enzym transglutamindzu a uvést piiklady jeho pouZiti v potravinai-

stvi.
V praktické ¢asti pak bylo cilem

e vyrobit modelové vzorky s obsahem transglutaminézy a bez jeji aplikace (kontrolni
vzorky),

e provést zdkladni chemickou analyzu, resp. stanoveni hodnot aktivni (pH) a titracni
kyselosti,

e sledovat viskoelastické vlastnosti modelovych vzorkt tvarohi s obsahem transglu-
tamindzy a bez ni,

e vysledky vhodné formulovat a diskutovat s dostupnou literaturou,

e shrnout zavéry prace.
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4 MATERIAL A METODIKA

Modelové vzorky tvarohu byly vyrabény pii tfech raznych teplotach se dvéma koncentrace-
mi transglutaminazy. VSechny vzorky byly vyrabény z mléka stejné Sarze s tim, Ze kazdy
den bylo pouzito nové baleni téze Sarze odstfedéného mléka. Nejprve byl vyroben provozni
zakys, a to ze 400 ml mléka a 20 ug kultury. Jako kultura byla pouZzita DVS Flora Danica
(mezofilni kultura; Chr. Hansen, Nizozemi). Vyroba zakysu probihala pii 25,0 = 0,2 °C po
dobu 24 hodin. U mléka pro vyrobu zakysu bylo stanoveno pH pomoci vpichového pH metru
s kombinovanou sklenénou elektrodou (pH Spear, Eutech Instruments Eu-rope B. V., Land-
smeer, Nizozemi) a titrani kyselost dle Soxhlet Henkela. Kyselost mléka podle Soxhlet-
Henkela je dana poétem ml 0,25 mol-1"! roztoku hydroxidu sodného spotfebovanych pii tit-
raci 100 ml mléka za ptidavku fenolftaleinu jako indikatoru. Vyjadii se ve stupnich Soxhlet-
Henkela (°SH) na 100 ml vyrobku. 1 °SH odpovida 1 ml 0,25 mol-1"! NaOH (VORLOVA,
Lenka a kol., 2014). Nasledn¢ byla hodnota pH a titra¢ni kyselosti stanovena u provozniho
zakysu a také u vyrobenych modelovych vzorkt tvarohu. Analyzy aktivni a titra¢ni kyselosti

byly u kazdého vzorku provadény 3 x.

Na vyrobu kontrolnich modelovych vzorkl tvarohu bylo pouZzito 500 ml mléka, 10 ml pro-
vozniho zakysu, 400 ul syfidla (Chymax M, Chr. Hansen, Nizozemi) zfedéného 1:9 deioni-
zovanou vodou. Smés pro vyrobu tvarohu byla po aplikaci vSech potfebnych ingredienci
intenzivné po dobu jedné minuty rozmichana v zasobni lahvi. Poté bylo ze z4sobni lahve
odebrano 40 g smési (navazeno s presnosti na 0,01 g) do méfici geometrie vytemperované
na 20,0; 22,5 nebo 25,0 °C (viz niZe). Zbyla ¢ast smési byla ve stejné zasobni lahvi vlozena
do termostatu na ptislusnou teplotu (20,0; 22,5 nebo 25,0 °C). Do smési (v zésobni lahvi)
byl vloZen pH metr vybaven automatickym zapisovacim zafizenim. Pokles hodnot pH byl
zaznamenavan po dobu 55 000 s. Kromé kontrolnich modelovych vzorkl byly vyrdbény
také vzorky, do kterych byla pfidana transglutamindza SAPRONA TGI1 L (C&P Group
GmbH, Rosshaupten, Némecko), a to v nizsi koncentraci (déle zna¢eno NK) 37,5 mg/500

ml a ve vyssi (dvojndsobné) koncentraci (dale znaceno VK) 75 mg/500 ml.

Na méfeni viskoelastickych vlastnosti byl pouzit rota¢ni viskozimetr HAAKE RheoStress 1
(Thermo ScientificTM, Brémy, Némecko). Pouzita byla geometrie valec ve valci, objem
valce 40,1 ml, velikost $térbiny 7,2 mm. Nejprve byl vzorek v geometrii promichan po dobu

60 s pii gradientu rychlosti 120,0 s!. Poté doslo béhem jedné minuty ke snizovani gradientu
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rychlosti do nulové hodnoty, vzorek byl pievrstven 6,0 ml jedlého oleje pro zabranéni vysy-
chéni vzorku. Viskoelastické vlastnosti tvoficiho se gelu tvarohu byly snimény pfi kon-
stantni deformaci 0,01 a frekvenci 0,1 Hz po dobu 54000,0 s. Nasledovalo chlazeni vzorku
na teplotu 6 °C po dobu 10800,0 s (pfi stejné deformaci a frekvenci, jako béhem tvorby
gelu). Kone¢nou fazi méfeni bylo sledovani viskoelastickych vlastnosti vytvofeného gelu

pti konstantni deformaci 0,01, v rozsahu frekvenci 0,05 az 100,00 Hz, pfi teploté 6,0 °C.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V praktické casti byly provadény experimenty srdzeni mléka za pfitomnosti enzymu
transglutaminazy ve dvou koncentracich v zavislosti na tfech riznych teplotach srazeni. Pii
jednotlivych teplotach byl vzdy proveden experiment srazeni mléka bez pfitomnosti TG,
jako kontrolniho vzorku. Kromé vlastniho srazeni byl nasledné proveden experiment sledu-
jici zmény viskoelastickych vlastnosti vzniklého tvarohu. Rovnéz byly pozorovany zmény
hodnot pH v pribéhu sraZeni mléka. Jednotliva data jsou prezentovdna pro vSechny vybrané
teploty, a to pro 20,0 °C; 22,5 °C a 25,0 °C. Zakladem vyroby tvaroht je kyselé srazeni.
Kyselé srazeni je vyznamnou technologickou vlastnosti, a je vyvolano ptisobenim kyseliny
mlécné produkovanou bakteriemi mlééného kvaseni. Kyselé srazeni je proces kdy se kazei-
nové bilkoviny pievedou ze stavu koloidniho roztoku do stavu gelu. Kazein v mléce je he-
terogenni smes proteind obsahujicich fosfor. Kazeinovy komplex obsahuje frakce alfa, beta
a kappa. Vétsina kazeinovych frakci se v mléce vyskytuje ve formé tzv. kazeinovych micel,
které obsahuji pfiblizné 94 % proteinit a 6 % nizkomolekularnich latek. Tyto micely jsou
zodpovédné za bily neprihledny vzhled mléka. Kazein, stejné€ jako jiné bilkoviny, je tvofen
mnoha aminokyselinami. Kazdy z nich mtize mit kladny nebo zaporny naboj v zavislosti na
pH. Pii ur¢ité hodnoté pH budou vSechny pozitivni naboje a vSechny negativni naboje na
bilkoviné v rovnovaze, takZe Cisty naboj na proteinu bude nulovy. Tato hodnota pH je zndma
jako izoelektricky bod proteinu a je to obecnd hodnota pH, pfi niZ je protein nejméné roz-
pustny. U kazeinu &ini pfiblizné 4,6 pH, pii které se vysrazi kysely kazein (BUNKA, Fran-
tisek a kol., 2013, B.CELLI, Giovana, 2018).

Tabulka 2: Hodnoty aktivni a titracni kyselosti mléka, zakysu a tvarohu vyrobenych za ruiz-

nych teplotnich podminek. Vyjadreno jako priimér £ smérodatna odchylka.

Teplota  Mléko Zakys Tvaroh
aktivni titracni aktivni titracni aktivni titracni
kyselost kyselost  kyselost kyselost kyselost kyselost
(pH) (°SH) (pH) (°SH) (pH) (°SH)
25,0 6,76 +0,01 52+0,1 433+0,03 38,0+£0,2 4,43+0,01 383+0,7
20,0 6,72+0,01 54+0,2 445+0,02 36,0+04 439+0,10 37,0+04
22,5 6,67+0,03 52+0,3 431+0,02 381+0,1 429+0,01 37,1+0,2
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Aktivni kyselost je dana koncentraci vodikovych iontii v mléce, vyjadiuje se v hodnotach
pH. Stanovi se na pH metru (VORLOVA, Lenka a kol., 2014).

cvwr

Naopak nejvyssi hodnoty aktivni kyselosti (pH) a titracni kyselosti (°SH) pro mléko, zakys

a tvaroh vychazely v priméru u teploty 25,0 °C.

Graf kysaci kiivky zndzornény na Obr. 2 vyjadiuje zavislost pH na dobé prokysani. Na za-
¢atku byla naméfena hodnota pH v rozmezi 6,60 az 6,76. V ¢asovém intervalu 0-14 400
sekund hodnota pH vSech tii vzorkl klesala velmi pozvolna z pivodni hodnoty na hodnoty
kolem 6,40. V dal$im ¢asovém intervalu az do hodnoty 40 000 sekund dochazelo k vyraz-
néjSimu poklesu hodnoty pH u vSech tii vzorkli. Od hodnoty 40 000 sekund se hodnota pH
vSech ti1 vzorkl ustalila na hodnotach v rozmezi 4,50 az 4,00. Z pribéhu kiivek je patrné,
ze v Casovych intervalech 0-14 000 sekund a od 40 000 sekund jsou hodnoty pH u vzork
s vyssi koncentraci TG, nizsi koncentraci TG a kontrolniho vzorku téméf totozné. Pfi pH
4,60 dochazelo ke sraZeni kazeinovych micel a ke vzniku gelu. Izoelektricky bod kazeinu

nastava v hodnoté pH 4,60 (BUNKA, Frantisek a kol., 2013).

V prvni fazi enzym (syfidlo) oddéluje specificky fragment jednoho z kazeinti. Pfi ptfirozené
hodnoté pH mléka musi byt rozstépeno piiblizné 80 % kazeinu, aby se umoznila agregace
micel. DalSim stupném je fyzikalni proces agregace kazeinovych ¢astic za vzniku gelu. Za-
¢ind se tvofit nepfetrzitd trojrozmeérna sit’, kterd zachycuje vodu uvnitt a tvoii se gel. Nizsi
pH zvySuje enzymovou aktivitu syfidla a neutralizuje odpuzovani naboje mezi micelami.
Proto primarni i sekundarni stavy koagulace probihaji rychleji pii niz§im pH. Optimalni tep-
lota koagulace pro tvarohy je 20-25 °C ([online]. [cit. 2018-04-29]. Dostupné z:

https://www.uoguelph.ca/foodscience/book-page/enzymic-coagulation-milk).
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Obrazek 2: Zavislost pH na case prokysavani pri teplote 20,0 °C
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Obrazek 3: Zavislost elastického modulu pruznosti pri teploté 20,0 °C na case prokysavani
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Z vysledkti méteni zobrazenych na Obr. 3 vyplyva, Ze do hodnoty cca 25 000 sekund se
hodnota elastického modulu pruznosti G” téméf neménila, a pohybovala se v rozmezi 0-1 Pa.
Od tohoto Casu nastaval pozvolny rast hodnot elastického modulu pruznosti a tim dochazelo
ke zvySovani tuhosti vzorkt, a to az do doby kolem 40 000 sekund. Tento nartst tuhosti
odpovida zacatku poklesu pH a molekuly bilkovin spolu za¢inaji agregovat. Dochazi zde ke
vzniku koagulatu, kiivky se stabilizuji na hodnoté pH 4,60 kde nastava izoelektricky bod
(coz je patrné z Obr. 2). V tomto intervalu také dochazelo k mirn€ vys$Simu nartistu tuhosti
kontrolniho vzorku v porovnani s obéma vzorky s TG. Hodnota elastického modulu pruz-
nosti kontrolniho vzorku G se pohybuje kolem 121 Pa, zatimco TG v rozmezi 95-97 Pa. Od
cca 40 051 sekund dochdzelo k strmému nértstu hodnot elastického modulu pruznosti a
rapidnimu zvySovani tuhosti vzorkill, coz je dano sraZenim bilkovin pii pH blizicim se izo-
elektrickému bodu, které je podstatou kyselého srazeni pti vyrobé tvarohu (SNIRC, Jilius,
Jozef GOLIAN a kol., 2016, BUNKA, Frantisek a kol., 2013, GORNER, Fridrich a kol.,
2004). Tento progresivni narast trva az do ¢asové hodnoty kolem 54 000 sekund. Hodnoty
G’ na konci intervalu jsou na hodnotach v rozmezi 620-685 Pa. Hodnota G je v tomto oka-
mziku pro kontrolni vzorek o pfiblizn€ 50 Pa vyssi neZ u obou vzorki s TG. Je tedy mozZné
tici, ze kontrolni vzorek vykazoval vyssi tuhost nez vzorky s TG, a to bez ohledu na jeji
koncentraci. Po tomto intervalu lze ze znazornénych kiivek odvodit, Ze se rychlost rastu
hodnoty G” v zavislosti na ¢ase zacind zpomalovat, jelikoz uz nedochazi k dal§imu intenziv-

nimu srazeni bilkovin.

Na Obr. 4 je zndzornéna zéavislost G” na ¢ase v prubehu chlazeni vzorku po jeho vysrdzeni.
Meéieni bylo provadéno od 54 000 sekund, kdy se hodnoty G pohybovaly v rozmezi 620-
685 Pa (viz vyse). Od této doby dochazelo ke konstantnimu linearnimu nartistu hodnot G’
az do intervalu 61 000 sekund. Hodnoty G” byly v tomto ¢ase ptiblizné 890-960 Pa. Hodnoty
G’ byly pro kontrolni vzorek vyssi nez hodnoty elastickych modulii pruznosti vzorki s pfi-
davkem transglutaminazy, a to v celém rozsahu méfeni. Kfivky elastickych modulid pruz-
nosti pro niz$i (NK) 1 vyssi (VK) koncentraci translutamindzy byly téméf totozné. Od tohoto
casového Useku dochéazelo ke zmirnéni nartistu hodnot G az do konce intervalu méteni. Od
cca 61 000 s jsou patrné mirn€é vyssi hodnoty G” u vzorkd s vyssi koncentraci TG nez
u vzorku s nizsi koncentraci pouzitého enzymu. Ve stejném intervalu dochazelo také k po-

malejSimu zvySovani tuhosti kontrolnich vzorki bez aplikace transglutamindzy.
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Obrazek 4: Zavislost G" na case v priibéhu chlazeni z teploty 20,0 °C na 6 °C

Z grafu na Obr. 5 je patrné, Ze k prokysavani doslo rychleji nez pfi teploté 20,0 °C. Teplota
22,5 °C byla pro mezofilni mikroorganismy optimalni. Takzvana lag faze, kdy se bunky
prizptisobuji prostiedi a syntetizuji potfebné enzymy je casové kratsi nez u teploty 20,0 °C.
V dalsi fazi se buniky zacinaji délit a kiivka prechdzi do faze vyrovnaného riistu. Bunky se

déli stejnym tempem a pocet bunek roste exponencialne (SCHINDLER, Jiri, 2014).

Pocatecni hodnota pH byla v rozmezi 6,50 az 6,65. V intervalu 0-13 500 s hodnota pH vSech
vzork klesala pozvolna na hodnoty pH kolem 6,30. V dal§im intervalu aZ do hodnot kolem
33 000 s nastaval vyrazny pokles hodnoty pH u vSech tii vzorkl. Od zacatku doby méfeni
az do konce tohoto intervalu byla hodnota pH kontrolniho vzorku stale nepatrné vyssi a lehce
kolisala. Od hodnoty kolem 33 000 s se pokles pH vSech tii kiivek témét zabrzdil a dale jen
velmi pozvolna klesal. Hodnoty pH byly na konci méfeného intervalu v rozmezi 4,48 az 4,57

a byly tedy tém¢ét totozné.

Z grafu na Obr. 6 vypliva, ze se hodnota elastického modulu pruznosti G” v intervalu 0 az
piiblizné 15 000 téméef neménila, a pohybovala se v rozmezi 0-1 Pa. Od tohoto ¢asového

intervalu nastaval pozvolny rast az do intervalu kolem 33 000 s.
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Obrazek 6: Zavislost elastického modulu pruznosti pri teploté 22,5 °C na case prokysavani
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Obrazek 7: Zavislost G" na case v priitbéhu chlazeni z teploty 22,5 °C na 6 °C

Dochazelo tedy ke zvySovani tuhosti vzorkll. Pokles pH vSech tfi vzorki probihal v tomto
ptipadé rychleji nez u teploty 20,0 °C. Molekuly bilkovin spolu za¢inaly agregovat a vznikal
koagulat. Hodnota G na konci intervalu byla pfiblizn€ 100 Pa. Od 33 048 s dochazelo k pro-
gresivnimu ndrdstu zaznamenavanych hodnot. Dochézelo zde k vyS$imu nartstu tuhosti
vzorkd s vyssi koncentraci TG v porovnani s kontrolnim vzorkem TG. ZvySovani tuhosti
vzorkl, je dano srazenim bilkovin, kdy se pH postupné blizi izoelektrickému bodu. Tento
progresivni narust trval az do intervalu kolem 54 000 sekund. Hodnoty G na konci intervalu
jsou na hodnotéach 660-680 Pa. Od 54 000 s nastava zpomaleni progresivity nartstu a hod-
noty G” tém¢ét konstantné stale stoupaji. Z Obr. 7, ktery popisuje zavislost elastického mo-
dulu pruznosti na frekvenci v priabehu chlazeni vzorka, je ztejmé, ze hodnoty G” byly pro
vzorky s niz8i koncentraci TG mensi nezZ hodnoty G” kontrolniho vzorku a vzorku s vyssi
koncentraci TG, a to v celém rozsahu méteni. Hodnoty G” jsou na konci intervalu piiblizné
1043 Pa pro vzorek s nizsi koncentraci TG a 1220 Pa pro vzorek s vyssi koncentraci TG.

Rozdil mezi NK TG a VK TG je tedy asi 200 Pa.
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Graf kysaci kifivky zndzornény na Obr. 8 vyjadiuje zavislost pH na dobé prokysani. Poca-
te¢ni hodnota pH byla opét v rozmezi 6,60 az 6,75. V intervalu 0-13 000 sekund hodnota pH
vSech tii vzorki klesala velmi pozvolna z piivodni hodnoty na hodnoty kolem 6,30. Je zde
mozné zaregistrovat rychlejsi pokles vzorkl s nizsi koncentraci TG na nizs§i hodnoty pH
oproti kontrolnimu vzorku. Pfi dal$im ¢asovém tisek az do hodnoty 30 000 sekund dochéazelo
k vyraznéj$Simu poklesu hodnoty pH u vSech tii vzorkl. Tento pokles mé ustadlenou tendenci.
Vzorky s nizsi koncentraci TG mély rozdilnou hodnotu pH o cca 0,25 oproti kontrolnimu
vzorku. Od hodnoty 30 000 sekund se pokles pH vSech tii vzorkl téméf zastavil a déle jen
velmi pozvolna klesal. Hodnoty pH na byly na konci v rozmezi 4,50 az 4,70. V prubéhu
prokysavani opét dochazelo k postupnému vzniku gelu, ktery je znazornén hodnotami G” na

Obr. 9.

Ze zobrazenych kiivek na Obr. 9 vyplyva, Ze se hodnota elastického modulu pruzZnosti
G’ v intervalu 0 az ptiblizné€ 15 000 témef neménila, a pohybovala se v rozmezi 0-1 Pa. Od
12 072 sekund nastaval pozvolny rist elastického modulu pruznosti az do intervalu kolem
26 000 sekund. Dochazelo také k nepatrnému zvySeni hodnot G” kontrolniho vzorku v po-
rovnani se vzorky s TG. Hodnota G byla ptiblizné¢ 100 Pa. Od intervalu 26 000 sekund
dochazelo k strmému nartistu hodnot G". Tento progresivni narust trval az do casové hodnoty
kolem 35 000 sekund. Hodnoty G” byly na hodnotach 500-550 Pa. Nejvyrazngjsi zména je
u vzorku s vyss§i koncentraci TG, ktera od 30 029 sekund zac¢ind ménit hodnotu G oproti
vzorku s niz§i koncentraci TG, a to tak, ze hodnoty G” u vzorku VK TG jsou o 30 Pa nizsi
nez u vzorkl s NK TG a vzorkl kontrolnich bez obsahu TG. Poté dochéazelo ke zmirnéni
rychlosti ristu hodnoty G” v zévislosti na ¢ase. Z uvedenych vysledki je mozné konstatovat,
ze pii teploté 25,0 °C nedochézelo k vyznamnym zméndm v hodnotach tuhosti modelovych

vzorkl s obsahem trangslutaminazy nebo bez ni.

Na Obr. 10 je znédzornéna zavislost G” na €ase v prubehu chlazeni vzorku po jeho vysraZeni.
Na zacatku se hodnoty G” pohybovaly v rozmezi 730-750 Pa. Od zacatku lze pozorovat
konstantni linedrni nariist hodnoty G” az do konce méteni. Maximalni hodnoty G” jsou na
konci doby chlazeni a pohybuji se v hodnotéch ptiblizné¢ 1260-1350 Pa. Od intervalu 61 500
sekund dochazelo postupné ke zvySovani zvysSeni tuhosti kontrolniho vzorku o 25 Pa na

rozdil od vzorka s nizsi a vyssi koncentraci TG.
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Obrazek 9: Zavislost elastického modulu pruznosti pri teploté 25 °C
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Obrdazek 10: Zavislost G na case v prubéhu chlazeni z teploty 25 °C na 6 °C

Graf na Obr. 11 zobrazuje zavislost pH na case prokysani. Jsou zde znazornény ktivky kon-
trolnich vzorkl pro vSechny tfi pouzité teploty (20,0; 22,5 a 25,0 °C). Vychozi hodnota pH
kiivek je v rozmezi 6,66 az 6,76. V Casovém intervalu 0-12 500 s hodnota pH vSech tii kiivek
pozvolna klesala na hodnoty kolem 6,40. VSechny kiivky vykazuji t¢éméf stejné hodnoty pH.
V intervalu od 14 900 s dochazelo k vyraznéjSimu poklesu hodnot pH u vSech tii kiivek az
na hodnoty 4,57-4,70. Hodnoty pH se zde vSak rozchazeji. Nejrychlejsi pokles pH byl za-
znamenan pro vzorky kontrol prokysavajicich pfi teploté 25,0°, kdy na hodnotu pH 4,70 se
tento vzorek dostal v ¢ase ptiblizné 30 000 s. Kontrola prokysavajici pii 22,5 °C se dostala
na hodnotu pH 4,66 v ¢ase 36 500 s. Hodnota pH 4,57 kontrolniho vzorku prokysavajici pti
53700 s byl pokles hodnot pH vSech tii kontrolnich vzorkl zastaven a ustalen na téméf kon-

stantnich hodnotach kolem 4,55 pH.
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Souhrnné znazornéni tvorby gelu tvarohu pfi vSech tfech pouzitych teplotach je u kontrol-
nich vzorkd bez obsahu transglutamindzy zndzornéno na Obr. 12. Z uvedeného grafu vy-
plyva, Ze hodnota elastického modulu pruznosti G” se v pocatku méfeni, kdy jest¢ nedocha-
zelo k tvorbé gelu, pohybovala u vSech kontrolnich vzorku (stejn€ jako u vzorki s TG, viz
vyse) v rozmezi 0-1 Pa a byla téméef neménna. Tento stav trval ptiblizné do hodnoty 15 000 s.
Nasledné dochazelo k odchyleni jednotlivych kiivek vyjadiujicich G” v zavislosti na Case
srazeni pro vzorky kontrol srazicich se pfi raznych teplotach. Hodnot 110—130 Pa dosahla
prvni kiivka pro 25,0 °C, a to v ¢ase kolem 26 000 s. Nasledovana byla kiivkou pro 22,5 °C,
ktera téchto hodnot dosahla v ¢ase 35 000 s. Kiivka vyjadiujici srazeni pii 20,0 °C dosahla
téchto hodnot v ¢ase 39 000 s. Rychlost srazeni a zvySovani pevnosti gelu odpovidalo rych-
losti prokysavani vyjadiené hodnotami pH na Obr. 11 (B.CELLI, Giovana, 2018, SNIRC,
Julius, Jozef GOLIAN a kol., 2016, BUNKA, Frantisek a kol., 2013, GORNER, Fridrich a
kol., 2004). U vsech kiivek poté dochédzelo k rychlému narGstu hodnot G” na ptiblizn¢ 500
Pa. Poté nasleduje zpomaleni nariistu hodnot G” pro v§echny analyzované vzorky. Name¢-
feny Casovy posun mezi kiivkami se postupné zac¢inal vytracet. V ¢ase 54 000 s byla hodnota
elastického modulu pruznosti pro vzorek tvarohu vyrobeného pii 25,0 °C bez aplikace TG
744 Pa, pro vzorky tvaroht vyrobenych pii 22,5 a 20,0 °C pak byla tato hodnota 678 Pa.

Z uvedeného je mozné fici, Ze se nejtuzsi tvaroh byl ziskan pti 25,0 °C.
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ZAVER

Prezentovana prace fesi pouze malou ¢ast z velmi zajimavé oblasti potravinafstvi. A tou je
mozné pouziti riznych enzymil pii vyrob¢ nejriznéjSich druhti potravinaiskych produkti,
které potom ziskavaji urcité vyznamné vlastnosti. Tato prace byla zaméfena na pouziti mi-

krobidlniho enzymu transglutaminéza pii vyrob¢é mlécného produktu, a to tvarohu.

V teoretické Casti prace byla popsana ucelena technologie vyroby tvarohu. Dale zde byla

obecné charakterizovana transglutaminaza a jeji mozné pouziti v mlékarenském primyslu.

Prakticka cast prace je vypracovana na zakladé provedenych experimentti. Jsou zde prezen-
tovana data méfeni vlivu transglutamindzy na tvorbu tvarohu. Déle se zkoumaji viskoelas-
tické vlastnosti vznikajiciho gelu v procesu srdzeni (vyrobu tvarohu) s dvéma koncentracemi
TG pfi tfech riiznych teplotach. Rovnéz jsou pozorovany zmeény hodnot pH v pribéhu sra-
zeni mléka pfi vyrob¢ tvarohu.

Je ztejmé, ze i pies staleti trvajici vyroby tvarohu, se nachazeji stdle moznosti, jak tento

proces vyroby zefektivnit a zdokonalovat. Vysledkem je pak jesté kvalitngj$i a chutné;si

tvaroh.
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Tj. to jest
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