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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva sledovanim vlivu binarnich smési fosforecnanovych a citrona-
novych tavicich soli na dispergaci kaseinového komplexu v modelovém systému. Jako
tavici soli byly aplikovany sodné soli monofosfore¢nanu, difosfore¢nanu, trifosforecnanu a
cyklického trifosforeénanu a sodna citronanova sil. Jako modelovy systém bylo pouZito
odtu¢néné mléko, méfeni probihalo pfi dvou hodnotach pH. Pro stanoveni intenzity disper-
ze kaseinovych shluki bylo pouzito méteni optické hustoty.

Nejvyraznéjsi dispergacni ucinek byl zjistén u smési difosfore¢nanu a trifosforecnanu
s citronanem pfi pH 6,4, kdy byly naméteny nejnizsi hodnoty optické hustoty v modelovém

systému.

Kli¢ova slova: kasein, disperze, opticka hustota, spektrofotometrie, pH, tavici soli

ABSTRACT

This thesis deals with monitoring the influence of binary mixtures of phosphate and citrate
emulsifying salts on the dispersion of casein complex model system. Sodium mono-
phosphate, diphosphate, triphosphate, cyclic triphosphate and sodium citrate were applied
as the emulsifying salts. As a model system was used skim milk, measurements were
carried out at two pH values. To determine the intensity of dispersion of casein particles
were used optical density measurements.

Most pronounced dispersing effect has been found in mixtures diphosphate and triphospha-

te with citrate at a pH of 6,4 when measured lowest density values in a model system.

Keywords: casein, dispersion, optical density, spectrophotometry, pH, emulsifying salts
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UvVOD

Chovani kaseint je diilezité z technologického hlediska zejména pii vyrobé¢ tavenych syrt,
kdy jejich funkce pii ptidavku tavicich soli mize vyznamnym zptsobem ovlivnit vlastnosti
findlniho vyrobku. Tavenymi syry, které jsou v dne$ni dobé dilezitou slozkou potravy
(nejen z hlediska vyzivového, ale 1 ekonomického) se zabyva odborna i laicka vefejnost.
Jelikoz jsou tavici soli pfi vyrob¢ tavenych syri nepostradatelnou slozkou, je jim vénovana
zvlastni pozornost. Vzhledem k tomu, ze jsou jako tavici soli v soucasnosti nejvice pouzi-
vany fosforeCnanové a citronanové soli, nazory na vhodnost jejich pouziti se rizni. Prede-
v§im z pohledu vyzivy je €asto kritizovdno pouziti tavicich soli na bazi fosforecnant, diky
¢emuz dochazi k nezddoucimu navyseni obsahu fosforu ve stravé. V dnesni dobé se proto
hledaji zpiisoby, jak tavici soli nahradit jinou alternativou, nejlépe ptfirodniho pivodu.
Aplikace poznatkti z vyzkumnych studii vyznamnou mérou pfispivaji k docileni co nejlep-

Sich pozadovanych vlastnosti tavenych syrti.

Predkladand prace je zamétena na studium vlivu smési tavicich soli na chovani kaseinové-
ho komplexu. Prace je rozdélena na dvé ¢asti — teoretickou a praktickou. V teoretické ¢asti
je pojednano o zakladni charakteristice mléka, jeho sloZeni a o jeho fyzikalnich a chemic-
kych vlastnostech a o zménach téchto vlastnosti vlivem zmén prostiedi, napf. pfi vychyleni
pH, nebo v ptitomnosti tavicich soli. Jedna kapitola je vénovana také piehledu metod pou-
zivanych pro stanoveni intenzity disperze komplexti vzniklych shlukovdnim kaseinovych
micel. Cilem praktické ¢asti bylo zhodnotit vliv vybranych fosfore¢nanovych tavicich soli
ve smési s citronanem na shlukovani ¢i naopak dispergaci kaseinového komplexu ve zjed-

noduseném modelovém systému.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA MLEKA SE ZAMERENIM NA KASEINY

Miéko je sekret mléEné zlazy saveu, urceny pro vyzivu jejich mlad’at. V potravinafstvi jako
mléko obvykle oznacujeme mléko kravské, které je v majoritnim zastoupeni a ma zasadni
vyznam pro prumyslové zpracovani, a tim i pro lidskou vyzivu [1,2]. V této praci je jako

mléko mysleno vzdy mléko kravské.

1.1 Chemické slozeni mléka

Piesné slozeni mléka zavisi na mnoha faktorech, napt. plemeni skotu, vyzivé apod. [1].
Miéko se sklada z t&chto zakladnich slozek — voda a susina. Ciselné, resp. procentuelni uda-
je o sloZzeni mléka se mohou mirné lisit. Obsah vody se obvykle pohybuje v rozmezi

84 - 91%, celkové proteiny 3 - 4%, kaseiny ~3%, tuky 3-5%, sacharidy 4 - 5%, mineralni
latky ~1% [2,3,4].

Voda je nejvice zastoupenou slozkou v mléce [2]. V mléce je piitomna jako vazana, nebo
volna. Vyssi podil ma voda volnd, kterou miizeme odpafit nebo vymrazit. Vodu vazanou
1ze dale rozd¢lit na vodu koloidni, kterd je vazana na bilkoviny a substitu¢ni. Koloidni vo-
da tvofi ochranny hydrata¢ni povrch oballl koloidnich ¢astic a zajiStuje tak stabilitu bilko-

vin v mléce.
Voda substitu¢ni se nachazi pfimo v molekulach ptitomnych soli a laktozy [5].

Susinu mléka tvoii pfedevsim bilkoviny, sacharidy (nejvice zastoupena je laktoza), lipidy a
mineralni latky. Navic jsou zde obsazeny i Cetné mensi slozky (vétSinou ve stopovém

mnozstvi), napt. vitaminy, hormony, enzymy [1,6].

1.1.1 Proteiny mléka

Z hlediska vyznamu proteinl ve vyzivé jsou mlécné proteiny povazovany za plnohodnotné

bilkoviny, protoZe obsahuji optimalni pomér esencialnich aminokyselin.

Bézné kravské mléko obsahuje asi 3,5% proteint [4]. Jsou tvofeny dvéma hlavnimi typy,
kaseinovymi (zhruba 80%), které se dale d€li do nékolika frakci a sérovymi (syrovatkovy-
mi) proteiny (asi 20%), mezi které patii a-laktaloumin, pB-laktoglobulin, sérum albumin,

imunoglobuliny, proteoso-peptony, laktoferin [1,2,6,7].

Kasein ma dobrou nutri¢ni hodnotu, protoze obsahuje cenné aminokyseliny, vapnik, fosfor

a malé mnozstvi stopovych prvki. Jednotlivé frakce jsou biologicky aktivni. Kaseiny se
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izoelektricky vysrazi z roztoku pii pH 4,6 a teploté priblizn€ 30 °C. Syrovatkové proteiny

za vyse uvedenych podminek zustavaji rozpustné [8,9,10,11].

1.1.2 Lipidy

Obsah mlé¢ného tuku v mléce se pohybuje v rozmezi 3 — 4 % [1]. Mlé¢ny tuk je slozen
z 97 - 99 % triacylglyceroly, z 1 — 3 % ostatnich latek rozpustnych v tucich (lipofilni vita-
miny, aj.), 0,1 — 0,4 % tvofi volné mastné kyseliny [6,9]. V syrovém mléce se mlécny tuk

nachazi v tukovych kapénkach. Jedna se o disperzi mlééného tuku v mlé¢né plazmé [9].

1.1.3 Sacharidy

Hlavnim sacharidem v mléce je disacharid laktoza, ktera je sloZena z monosacharida galak-
tozy a glukozy, které jsou spojeny B(I-4)glykosidickou vazbou. Mléko je jedinym znamym

zdrojem laktdzy, proto je laktoza oznacovana jako ,,mlé¢ny cukr* [2,6].

1.1.4 Mineralni latky a vitaminy

Mineralni latky v mléce 1ze rozdélit podle obsahu na majoritni a minoritni, popf. stopové.
Miéko obsahuje vysoké procento vapniku, a proto je povazovano za jeho nejvyznamngjsi
zdroj. Kromé toho mléko obsahuje dalsi biologicky aktivni ionty sodik, draslik, vapnik a

hoi¢ik ve formé soli (chloridy, fosfaty, citraty a hydrogenuhli¢itany) [1,2,3].

MIléko obsahuje i fadu vitamint. Vitaminy By, A (i provitamin  karoten), By, Bs, E, K
i malé mnozstvi vitaminu D a C. Obsah vitaminu C neni podstatny, protoze vlivem okol-

nich podminek dochazi k jeho destabilité [1,6].

1.2 Kasein

Kaseiny ptedstavuji nejvyznamnéjsi skupinu mlécnych bilkovin a pro své schopnosti a
vlastnosti jsou dulezité pro technologické vyuziti. Jedna se o proteiny s molekulovou
hmotnosti 20 - 25 kDa. Kaseiny si miZeme ptedstavit jako amfifilni polymery. Primérni
strukturu tvoii sekvence aminokyselin s nestejnorodym rozlozenim polarnich a nepolarnich
skupin. To znamena, ze kaseiny jsou povrchové aktivni latky, které maji hydrofobni (nepo-
larni) a hydrofilni (polarni) oblast. Nepolarni c¢asti molekul jsou orientovany do centra
submicely, polarni &asti molekul (fosfoserinové zbytky) interaguji s Ca** a vodou. Kvili

absenci sekundarni a terciarni struktury vykazuji vysokou povrchovou hydrofobicitu, maji
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vyjimecné povrchové vlastnosti v emulzich a gelech. Diky svoji oteviené strukture podlé-
haji lehce proteolyze, jsou stabilni vuci teplu a denatura¢nim ¢inidlim, jsou schopné odo-
lavat zatézovym oSetfenim bézné spojenych s modernim primyslovym zpracovanim mléka

a mlécnych vyrobku [12,13,14].

1.2.1 Klasifikace kaseinovych frakci

Vice nez 75% obsahu celkového dusiku v mléce je pfisuzovano obsahu kaseinu. Kaseiny
jsou frakcionovany do ¢tyf raznych proteinovych frakcei ag-, osp-, - @ k-kaseint, z nichz
vSechny jsou fosfoproteiny a nachazeji se v mléce v poméru, ktery se u riznych autorti
mirné li§i. Lze nalézt pomér frakci 4:1:4:1, 3:1:3:1 nebo vyjadieno v procentech v tomto
poméru ~37, ~8, ~45, ~10 % [3,15,16].

as-kaseiny rozdélujeme na dvé frakce og- a asy-kasein [2]. as;- kaseiny jsou fosfoproteiny,
jejichz zastoupeni v mléce je 42%. Obsahuji nejvice fosforu a jsou schopné vazat vapniko-
vé jonty, pii¢emz 1 mol ag-kaseinu obsahuje 10 az 20 mol Ca®* iontd [2,3].

Primarni struktura ag—kaseinu je tvofena 199 zbytky aminokyselin, celkova molekulova
hmotnost je 23,614 kDa a hodnota izoelektrického bodu 4,44 - 4,76 pH. V pfitomnosti
Ca®* iontd tvori nerozpustnou vapenatou stl. Fragmenty os;-kaseinu se povazuji

za \-kasein. og-kasein neobsahuje aminokyselinu cystein. Obsahuje 8 fosfoserinovych
zbytki, lokalizovanych v polohach 43 - 80, diky nimz je tato ¢ast molekuly polarni. Nepo-
larni postranni fetézce aminokyselin jsou situovany v polohach 100 - 199. og-kasein se
vyskytuje v 8 genetickych variantach (A, B, C, D, E, F, G, H), pti¢emz nejobvyklejsi vari-
antou je varianta B [2,10,11,17]. Dalsi kaseinova frakce ogp-kasein je tvofena 207 zbytky
aminokyselin, celkova molekulova hmotnost je 25,2 kDa a hodnota izoelektrického bodu
5,45 — 5,23 pH [2,10,17]. Ma podobnou strukturu jako ogi-kasein. Je mén¢ citlivy k Ca?
iontim. Vyskytuje se ve 4 genetickych variantach (A, B, C, D). as-kasein obsahuje 10 pro-
linovych zbytki, 10 - 13 fosfoserinovych zbytkt a vice lysinu v molekule, neZ ostatni ka-
seiny. Z jeho 13 fosfatovych skupin je 12 vazano na serin a 1 na treonin a lokalizovano

v poloze 7 - 31, 55 - 66 a 129 - 143. Esterové fosfatové skupiny osp-kaseinu jsou odpoved-
né za vysokou rozpustnost tohoto proteinu v neutralnich hodnotach pH, tak, Ze neutralizaci
ionizovanych fosfatovych skupin vapenatymi ionty vede ke sraZeni asy-kaseinu z diivodu

zvysené hydrofobni interakce mezi molekulami bilkovin [2,10,17].
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B-kasein - primarni struktura B-kaseinu je tvofena 209 zbytky aminokyselin, celkova mole-
kulova hmotnost je 23,983 kDa a hodnota izoelektrického bodu 5,20 - 5,85 pH [2,17].
B-kasein je fosfoprotein, ktery s Ca®* ionty tvoii nerozpustnou siil. Jeho zastoupeni v ka-
seinové frakci je 25% (druhd nejvice zastoupena frakce). Je znamo 9 polymorfnich variant
oznacovanych AL A2 A3 B,C,DEFG [2,10,17]. Je to vysoce hydrofobni frakce kasei-
nu. Obsahuje 5 fosfoserinovych zbytki v poloze 1 - 40. Pti teplotach 1°C a nizsich posky-
tuji s ca® ionty rozpustnou sil, pii vysSich teplotach stl nerozpustnou. Je citlivy vaci vy-
srazeni véapnikem pii 35 °C. Plsobenim proteolytickych enzymt (plasminu) vznikaji
z P-kaseind y-kaseiny. y-kasein je produkt degradace B-kaseini. Je zastoupen ve 4%. Jiné
fragmenty y-kaseinu se nachazeji v syrovatce a ptedstavuji ¢ast frakce znamou jako proteo-
so-pepton [2,3,10,17].

k-kasein mé primarni strukturu tvotfenu 169 zbytky aminokyselin, jeho celkova molekulova
hmotnost je 19,007 kDa a hodnota izoelektrického bodu 5,37 pH. Vyskytuje se v 7 poly-
morfnich genetickych variantach oznadovanych A, B, C, E, F°, F', G® [2,10,11]. Molekuly
se vyskytuji jako trimery a vy$si oligomery, které jsou vzajemné spojeny disulfidovymi
vazbami. Vaze se se sacharidy (galaktozou, N-acetyl-galaktozaminem, N-acetyl-
neuraminovou kyselinou). S Ca?* ionty tvoii rozpustnou sill stabilizujici osi-kasein a
B-kasein, pti¢emz k-kasein podminuje stabilitu kaseinového komplexu. Sacharidy jsou na
protein vazany glykosidovou vazbou (na treonin 133) prostfednictvim N-acetyl-D galakto-
zaminu. k-kasein je jedinou frakci kaseinu, ktera obsahuje sirné aminokyseliny (cystein a
methionin) a jako jedind kaseinova frakce se nesrazi v pfitomnosti vapenatych iontli. Neni
schopen vazat vapnik (obsahuje pouze 1 fosfoserinovy zbytek). k-kasein ma dobrou roz-
pustnost. Pti pouziti enzymatického preparatu (syfidla) je k-kasein hydrolyzovan. Peptido-
va vazba k-kaseinu se pusobenim syfidla rozrusi a molekula se proteolyticky rozrusi na
para-k-kasein a na rozpustny glykomakropeptid a ztraci tim svou ochrannou roli v kaseino-
vé micele [2,10,17].

Kapa-kasein vytvafi trojrozmérnou strukturu micely tim, ze linearni polymery as1-kaseinu

a B-kaseinu spojuje do trojrozmérné struktury [17].

1.2.2 Kaseinova micela
Az 95 % kaseinu v mléce je agregovano do koloidnich ¢astic zvanych micely. Jedna se

0 tzv. micelarni disperze (kaseinové agregaty pii teploté nad 5°C) [2,9]. Molekuly os-, B- &
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k-kaseini jsou uspoiadany do submicel. Nepolarni ¢asti molekul jsou orientovany do cent-
ra submicely, polarni &asti molekul (fosfoserinové zbytky) interaguji s Ca®* a vodou. Sub-
micely se spojuji do micel prostiednictvim fosfoserinovych skupin a Ca* piimo nebo po-

moci volnych fosfati a citrata [2].

Micela kravského mléka obsahuje asi 20 000 molekul kaseinti. Chemické slozeni micely
kravského mléka je: 94% kaseintl, 6% koloidni kalcium fosfat (3% Ca”" ionty, 3,1% vol-
ného fosfatu, 2% fosfatu vazaného jako fosfoserin, 0,4% citratu, a asi 0,5% iontii Na, K,
Mg [2,7]. Micela je vysoce hydratovana. Udaje tykajici se hydratace se mohou ligit. Podle
nékterych zdroju vaze 2 — 2,5 g vody na 1 g proteinu, v jiném zdroji je uvadéno 3,4 g vody
na 1 g proteinu [7,8,14,16].

S vyuzitim elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze kaseinova micela je o ¢astice kulovi-
t¢ho tvaru s primérem v rozmezi 50 — 600 nm (nejcastéji 120 nm). Velikost micel zalezi
také na puvodu mléka (plemeni skotu) [19]. V 1 ml mléka je asi 10" micel s celkovym
povrchem 5.10* cm?. Pravé velka povrchova plocha micel je vyznamnou funkéni vlastnosti
mléénych proteint [10,17,20]. Micely maji schopnost rozptylovat svétlo, coz je hlavni pfi-

¢ina bilé barvy mléka [10,11].

1.2.3 Struktura kaseinovych micel

Struktura kaseinovych micel je stale pfedmétem vyzkumu a zistava sporna. Jiz diive bylo
predloZeno né€kolik modeld. V poslednich 50-ti letech byly zkoumany rtizné varianty ka-
seinovych micel. Vychazi se ze dvou protichidnych modeld. Prvni model zdtraziuje roli
hydrofobnich interakci vedouci ke vzniku micel, druhy model nespoléha pouze na interak-
ce mezi fosfaty kaseinové micely. V roce 1967 byl uveden model podle Morra, ktery ziskal
nejveétsi podporu. Podle Morra je micela tvofena submicelami o molekulové hmotnosti

106 Da a ma pramér 10 — 15 nm. Podjednotky drzi pohromadé prosttednictvi koloidniho
fosfore¢nanu vapenatého, hydrofobnich interakei bilkovin a vodikovych mustku. Nepolarni
Casti jsou orientovany dovnitf (hydrofobni interakce). Na povrchu se nachazeji polarni in-
terakce (hydrofilni = fosfoserinové zbytky os- a B-kaseinti a threoninovy zbytek s oligosa-
charidem u k-kaseinu) a nesou hydrata¢ni obal, ktery ma zaporny naboj. Dalsi model v roce
1984 uvedl Walstra (obrazek ¢. 1), jehoz tvrzeni je, Ze submicely jsou tvofeny 20 - 25 ka-
seinovymi molekulami, primérna velikost 12 - 15 nm, které jsou spojeny pomoci hydro-

fobnich interakci a koloidniho fosforecnanu véapenatého. Tento model byl pozd¢€ji pozmé-
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nén. Podle Walstra koloidni fosfore¢nan vapenaty netvoii vazby mezi jednotlivymi mice-
lami, ale nachazi se uvnitf nich, a tim se sniZuje jejich negativni naboj a podporuje samot-
nou agregaci do micel. Z dalsich modelu to byl model Holtiv. VSechny modely vychazi
z role koloidniho fosfore¢nanu vapenatého a povrchu tvoieného u k-kaseinem. Tyto mode-
ly byly pozdgji kritizovany.

Zavér tykajici se vyzkumu struktury kaseinovych micel zni takto: kaseinovd micela ma
kulovity tvar, mensi i vét$i micely maji podobné tvary (Fox 1992) [21,22,23,24,25].
Struktura kaseinovych micel je z velké Casti stabilizovana hydrofobnimi a iontovymi in-

terakcemi, disulfidickymi a vodikovymi miistky, koloidnim kalcium fosfatem [17,23,25].

Q submicela

vycénivajici
peptidovy retézec

# koloidni fosforecnan vapenaty

50 nm

Obrazek ¢. 1 Submicelarni model kaseinové micely prevzato a upraveno podle Walstra

[23]

1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti mléka

Miléko je slozity polydisperzni systém (emulze tukli ve vod¢), ktery je sloZen ze dvou ¢ésti.
Z vody, ktera je disperznim prostfedim a z ¢astic rozptylenych v tomto prosttedi - disperzni

fazi [1,2].

1.3.1 SloZeni disperzniho systému mléka

Faze délime podle disperze na molekularni, emulzni a koloidni [1,2].
Molekularni faze je tvofena ve vodé rozpustnymi latkami (chloridy, fosfore¢nany, lakto-

zou, citraty). Molekularni faze ma podstatny vliv na osmoticky tlak mléka, castice
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do 5.10°m prochazeji béznymi membranami, Ize je zachytit az reverzni osmézou. Spolu
s vodou poskytuji, pokud nedojde k chemické zméné latek trvalou molekularni disperzi
(pravy roztok). Svételny paprsek prochazi roztokem [1].

Emulzni fazi tvoii tuk rozptyleny v tukovych kulickach velikosti od 1.10° m do 20.10° m.
Daji se zachytit filtratnim papirem a jsou pozorovatelné pod svételnym mikroskopem. Tu-
kové kulicky rozptylené v koloidni disperzi davaji hrubou disperzi. Hruba disperze je ne-
stabilni, po ur¢ité dobé dojde k vyvstavani tuku (sedimentaci). Tuk se podili na neprihled-

nosti mléka, barvu ovliviuji barviva rozpusténa v tuku [1].

Koloidni fazi tvoii ve vodé nerozpustné slozky, které jsou ale rozptyleny velmi jemné, tak-
ze vznikd opticky dojem roztoku. Mezi nerozpustné slozky patii bilkoviny, nerozpustné

soli - fosfore¢nan vapenaty, hydrogenfosfore¢nan vapenaty, citronan vapenaty [1,2].

Stabilita koloidni faze je zarucena tim, ze ¢astice nesou elektricky naboj, jsou hydratovany,
coz brani jejich shlukovani a srazeni. VSeobecné¢ miizeme jako disperzi pojmenovat smés
vzajemné rozptylenych latek. Koloidni disperze jsou charakterizovany velikosti ¢astic dis-
pergované faze v rozmezi 1 — 200 nm [23]. Pokud se odstrani (vysrazi) kaseinové micely,
dostaneme mlécné sérum (sérové bilkoviny). Svételny paprsek je laman na vSechny strany,
z ¢ehoz vyplyva jeho typické bilé zbarveni a neprihlednost mléka [2,23]. Typické zbarveni
souvisi s rozptylem a absorbci svétla na tukovych ¢asticich a micelach kaseint, nazloutlé
zbarveni zpusobuji karotenoidni latky pfitomné v tukové fazi a nazelenalé zbarveni syro-

vatky riboflavin [2].

1.3.2 Fyzikalni vlastnosti mléka

Mezi fyzikalni vlastnosti mléka patii: mérnd hmotnost, ktera je funkci zejména tukuprosté
susiny, vody a mlééného tuku. Priméma méméa hmotnost mléka je 1,030 g.cm™, primérny
bod mrznuti je -0,550°C, z dalSich vlastnosti je to viskozita. Mléko je vice viskozni nez
voda z diivodu obsahu tuku a bilkovin a viskozita mléka zavisi na teploté. Pokud se teplota
mléka zvysi z 20°C na 80°C, viskozita mléka klesé asi 5x. Mezi dal$i vlastnosti patii povr-
chové napéti, bod varu, mérna vodivost. Mléko se chové v elektrickém poli jako slaby
elektrolyt, coz zpisobuji to rozpusténé a disociované soli. Mezi fyzikalni vlastnosti se fadi
I optické vlastnosti, mléko je opalescentni tekutina se dvéma pigmenty — karoten a ribofla-

vin [1,17].
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1.3.3 Chemické vlastnosti mléka

Mezi chemické vlastnosti mléka patii kyselost mléka titracni a aktivni. Kyselost titracni,
tzv. kyselost podle Soxhlet-Henkela (SH) udava pocet mililitrii odmérného roztoku NaOH
potiebnych k neutralizaci 100 ml mléka za piidavku indikatoru fenolftaleinu. Aktivni kyse-
lost je celkova kyselost Cerstvé nadojeného mléka a pohybuje se v rozmezi 6,5 — 7,2 pH
a zavisi na obsahu citronand, fosfatli a soli kaseinu. Aktivni kyselost (pH) 1ze zméfit poten-
ciometrickou metodou pH metrem Pufracni kapacita mléka, ktera je vyjadiena jako zména
pH po pfidavku ekvivalentniho mnozstvi kyseliny nebo zasady. Pohybuje se u mléka

v intervalu 0,01 az 0,02. Pufra¢ni schopnost mléka zptsobuji soli kyseliny fosfore¢né, ci-

tronové, bilkoviny, ¢astecné uhlicitany a soli kyseliny mlécné [17].

1.4 VYROBA SUSENEHO MLEKA

Pro ptipravu zjednoduseného modelového systému v praktické ¢asti této prace bylo pouzito
odtu¢néné susené mléko. Obvykle je vyrabéno dvoustupiiovym suSenim. Postup spociva
v zahusténi 11% mléka na 50 — 60 % suSiny a nasledném suSeni v odparce na susSinu

95 — 97 %. V praxi jsou pouZivany rizné typy susaren. Nejcastéji pouzivané jsou sprejové
(rozprasovaci) a valcové susarny. Sprejové susarny jsou spojeny s integrovanou nebo na-
sledné zafazenou susarnou s fluidnim loZzem. Maji mensi spotiebu energie, vysledny pro-
dukt neobsahuje prach. Valcové susarny jsou mén¢ Casté [26,27].

Na obrazku €. 2 je zobrazeno schéma zafizeni pro vyrobu suseného mléka ze zahuSténého

mléka podle Némeckého sdruzeni mlékaren (Verband der Deutschen Milchwirtschaft).
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Zahusténé mléko

v
Elektfina, Prach
horky vzduch < & Vodni para
T Rozprasovaci susarna ——» Vyfukovy vzduch
Hluk
s integralnim statickym fluidnim lozem (varianta)
v Prach
Chlazeni '—> ]’ .
Iecitlfin ' :|~r Externi vibracni fluidni loze Vyfukovy vzduch
(pro instatntni
susené Prach T Vyfuli vzduch l
plnotu¢né mléko)
N 3 Prach
Cyklony Sito Vyfukovy vzduch
Vyfukovy vzduch *
Prach
Plni¢ka —— Vyfukovy vzduch
Elektfina, voda —— 3 Nohavicovy filtr* (sacky, velké pytle i silo) Odpad

Prach l
Vodni para
Vyfukovy vzduch
Hiluk

mléko

Obrdazek ¢. 2 : Proudovy diagram vyroby suseného mléka [27]

1.5 Funk¢ni vlastnosti kaseina

Jako funk¢ni vlastnosti proteinli oznacujeme takové vlastnosti, které ovliviiuji funkcénost
pustnost, reologické vlastnosti, hydratace, povrchova aktivita a gelovaténi, emulgaéni

ucinky, pénici schopnosti [11].

1.5.1 Rozpustnost

Rozpustnost je nejen primarni funkéni vlastnost, ale i pfedpoklad pro dalsi funkéni vlast-
nosti proteind. Rozpustnost proteinu oznacuje mnozstvi proteinu, ktery pifechazi do roztoku
nebo koloidni disperze za urcitych podminek (teplota, iontova sila). Rozpustnost proteinu
je urcena rovnovahou mezimolekularnich elektrostatickych a hydrofobnich interakci. Ne-
rozpustnosti v izoelektrickém bodu se vyuZziva pii vyrobé kysaného mléka, Cerstvych syri a

kyselého kaseinu [11,28].
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1.5.2 Reologické vlastnosti

Kaseinaty tvofi vysoce viskozni roztoky v koncentracich > ~ 15%. Viskozitu kaseinu
ovliviluji i vyrobni podminky. Nadmérny ohfev mléka pted vyrobou kaseinu nebo kaseino-

vé syfeniny béhem suseni v kone¢ném disledku vede ke zvyseni viskozity kaseinat [11].

1.5.3 Hydratace

Schopnost hydratace a tim vazat nebo zachycovat vodu je dulezitou funkéni vlastnosti
mléénych bilkovin v potravinafskych aplikacich. Uroven hydratace je velmi zavisl4 na slo-
zeni bilkovin, jejich nativni konformaci, koncentraci, pH, soli, po¢tu exponovanych polar-
nich skupin, na povrchové polarité, podminkach pro zpracovani, v¢etné suseni a skladova-

ni. Hydratace se zvySuje s rostouci hodnotou pH [11].

1.5.4 Tvorba gelu, koagulace

Ke tvorbé gelu dochazi z divodu zmény nebo rozkladani proteinové struktury, ktera posky-
tuje polypeptidové segmenty, které jsou schopné specifické interakce (protein - protein a
protein - voda) [14]. Kaseiny tvoii gely pii zméné okolniho prostfedi (ptisobeni syfidla,
zména pH). NeZadouci zména miZe nastat plisobenim organickych rozpoustédel, pii skla-

dovani tepelné opracovanych vyrobki nebo pfti delsi tepelné tprave [11,28].

1.5.5 Povrchova aktivita

MIécné proteiny jsou siln¢ amfipatické a vykazuji dobré povrchové aktivni vlastnosti:
snadno se adsorbuji na povrsich - rozhrani snizujici povrchové napéti a vytvareni povrcho-
vych mezifazovych filma prostfednictvim slozitych mezimolekularnich interakci, a tim
dodavaji konstrukéni tuhost s variabilnimi reologickymi vlastnostmi. Pro povrchovou akti-
vitu jsou dilezité tyto podminky: molekula by méla mit vysokou povrchovou hydrofobici-
tu, aby se mohla absorbovat na rozhrani olej-voda nebo vzduch-voda; protein by mél byt
maly, protoze rychlost migrace k fazovému rozhrani je nepfimo umérna molekulové hmot-
nosti; je dalezita flexibilni struktura kvili otevieni a rozprostieni molekuly po adsorpci na
povrchu [11,28].
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1.5.6 Emulgacni ucinky

MIlécné bilkoviny obecné a kaseinaty zejména, jsou velmi dobrymi emulgédtory a maji
mnohostranné vyuziti v potravinaiskych aplikacich. Sodné a amonné kaseinaty vykazuji

vyssi emulgacni schopnosti [28].

1.5.7 Pénici schopnosti

Kaseinat ptsobi jako pénotvorna latka, stabilizator pén. Pfi tepelném zpracovani kaseinatu
sodného bylo prokazano snizeni emulgacnich schopnosti, ale zaroven zvySeni pénivé vlast-

nosti kaseinatu [28].

1.6 Prumyslové vyuziti kaseinu

Kasein je diky svym vlastnostem vyuzitelny v mnoha oblastech. Je vyuzivan v potravinai-
ském priimyslu do mléénych vyrobki (analogy syrit), pro zlepSeni textury, vazani vody a
tuku v masovych vyrobcich, jako piidavek do jogurtd pro zmirnéni synereze, jako emulga-
tor, bélidlo, pro vylepseni textury a pénotvornou funkci. Ma také vyuziti pii vyrobé vyrob-
ka pekatskych, téstovin, cukrovinek, napoji, je pouzivan jako regulator viskozity, jako
nahrada vaje¢nych Zloutkl a tukli atd. V nepotravinarském primyslu se vyuziva kasein
zejména v technickych aplikacich jako adhezivum (lepidlo), pro vyrobu natérovych latek,
pro vyrobu syntetickych vladken (kterd jsou podobna ov¢i ving), pro vyrobu pevnych plastd,
jako biomaterialy (obalové materialy), aditiva (emulgatory a stabilizatory) [11,29].

1.7 Vyroba bilkovinnych koncentrati

Jako bilkovinné koncentraty oznacujeme vyrobky z odtu¢néného mléka, které obsahuji vice
nez 80% bilkovin. Vétsinou jsou ve formé susenych praski, granuli, nebo jako roztoky.
Kasein pro technické ucely je z mléka srazen syfidlem (sladky kasein), popiipadé kyseli-
nami (kysely kasein). Veskeré slozky kromé kaseinu nebo parakaseinu jsou odstranény

pranim [26]. Vyroba kaseinu je schematicky znazornéna na obrazku ¢. 3.
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Obrazek ¢. 3: Blokové schéma vyroby kaseinu [26]

Bilkovinné koncentraty 1ze rozdélit na rozpustné a nerozpustné. Mezi rozpustné se fadi
kaseinaty, které vznikaji rozpousténim kaseinu v riznych zasadach, solich, pfipadné kyse-
linach, pfi€emz jsou tyto roztoky vétSinou suseny. V primyslu se vyuziva hlavné z diivodu
schopnosti vazat vodu, emulgovat tuk a tvofit pénu a také pro svou nutri¢ni hodnotu [2,26].
Dale jsou uvadény rozpustné koprecipiaty, které vznikaji podobné jako kaseinaty, ale roz-
pousténi nerozpustného kaseinatu na rozpustny je velmi obtizné. Vyuziti je podobné jako
pouziti kaseinatil, i kdyZ emulgaéni schopnost je mnohem nizsi. Do rozpustnych koncentra-
th patii i bilkovinné koncentraty ziskané ultrafiltraci odtuénéného mléka. Mezi jejich

schopnosti patii emulgacni schopnost, vysoka rozpustnost, pénotvorna schopnost [26].

Do nerozpustnych bilkovinnych koncentratii 1ze zafadit nerozpustné koprecipitaty. Jedna se
o koncentraty obsahujici vSechny bilkoviny (kasein, sérové bilkoviny), které jsou srazeny
vysokotepelnym zdhfevem. V prumyslu se uplatituje jejich bobtnavost a nutricni hodnota,
kysely kasein, ktery je srazen z mléka pii zvySeni jeho kyselosti a sladky kasein, ziskany
srazenim mléka pisobenim syfidel. V potravinafstvi se vyuziva malo, vyuziti je hlavné

technické [2,26].
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2 VLIV TAVICICH SOLI NA DISPERGACI KASEINOVEHO
KOMPLEXU

Tavici soli se fadi mezi potravinairské pridatné latky. Ptidatné latky jsou definovéany jako
latky, které se nepouzivaji samostatné jako potravina, ani jako potravni pfisada a piidavaji
se do potravin pfi vyrob¢, pfepravé nebo skladovani, ¢imz se samy (nebo jejich vedlejsi
produkty) stavaji, nebo mohou stat soucasti potraviny. Jsou ziskavany z riznych zdroja.
Podle piivodu se rozlisuji na pridatné latky ptirodniho ptvodu, piidatné latky identické

s pfirodnimi (vyrabéné synteticky nebo pomoci mikroorganismu), piidatné latky ziskavané
modifikaci ptirodnich latek, pfidatné latky vyrabéné synteticky [30].

Seznam povolenych piidatnych latek je uveden ve vyhlaice Ministerstva zdravotnictvi CR
¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouZiti ptidatnych latek a extrak¢nich
rozpoustédel pfi vyrobé potravin a v ptilohach II a III natizeni (ES) ¢. 1333/2008 o potravi-
nafskych pifidatnych latkach. Nejcastéji pouzivané ptridatné latky pouzivané v mlékaren-
skych technologiich jsou tavici soli, modifikované Skroby, stabilizatory, emulgétory, za-
hustovadla, barviva, ndhradni sladidla, balici plyny. Vyhlaska €. 4/2008 Sb. definuje tavici
soli jako latky, které méni vlastnosti proteind pii vyrob¢ tavenych syrii za icelem zamezeni

oddéleni tuku [31].

2.1 Vyroba a funkce tavicich soli

Vyrobou tavicich soli se zabyvaji specializované spole¢nosti. Primyslové vyrabéné a do-
davané tavici soli jsou obvykle smési nékolika chemickych latek, jejichz slozeni je vyrob-
nim tajemstvim firmy, proto obvykle neni pfesné¢ znamo. Tato smés ne¢kolika chemickych
latek je upravena tak, aby co nejvice odpovidala pozadavku na vyrobni technologické
podminky (krémovani, uprava pH, iontova vyména). Texturni a funk¢ni vlastnosti tavicich
soli pfi vyrobé syru nejsou ovlivnény jen kvalitou tavicich soli, ale i jejich mnozstvim a
typem. SloZeni i mnoZstvi tavicich soli je tedy zdsadni pro kvalitu findlniho vyrobku.
Skladba a mnozstvi tavicich soli vyznamnou mérou ovliviiuje rozpustnost kaseinovych
micel [7]. V praxi se pouzivaji tavici soli ve form¢ monovalentnich kationti sodnych nebo
draselnych a polyvalentnich aniontti fosfore¢nanti a citronanti. Pouzivané tavici soli, jak uz
bylo vySe uvedeno, jsou primysloveé vyrabény. Jedna se predevsim o sodné soli kyseliny

trihydrogenfosforecné a citronové. Lze také pouzit draselné soli kyseliny fosforecné. Zde
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vSak hrozi riziko vzniku hoiké chuti [7,32]. Tato skute¢nost z poslednich vyzkumu vSak
nebyla prokazana [33,34].

Nekteré soli jsou lepsi emulgatory (difosforecnany, polyfosforecnany), ale maji Spatnou
emulgacniho ¢inidla. Emulgatory dopliuji emulgaéni schopnosti proteinti a poskytuji jedi-

ne¢né vlastnosti pro zpracovani syra [7,34,35,36].

Legislativni limit v Ceské republice stanovuje limitni mnozstvi kyseliny fosfore¢né a fosfo-
re¢nantl nebo jejich smési (vyjadienych jako P,Os) pro tavené syry v mnozstvi 20g.kg™
vyrobku [31]. I kdyby tento limit nebyl stanoven, nelze pouzit vy$§i mnozstvi fosforecna-
novych soli, protoze by doslo k nezddoucim zménam, které by se mohly projevit krystali-

zaci tavicich soli a hotkou pachuti [32].

Tavici soli sami o sob¢ nepiisobi jako emulgator, ale jako emulgacni ¢inidla, kterd umozni
proteinim (kaseiniim) projevit jejich emulgacni schopnosti [7,35]. Kapa-kasein plisobi
jako pfirozeny emulgator, coz je dano jeho strukturou. Obsahuje polarni (hydrofini) oblasti
obsahujici fosfoserinova rezidua i nepolarni (lipofilni) oblast. Tavici soli zvySuji dispergaci
kaseinu, kaseiny zadrzuji vodu a tim se zlepsi schopnost kaseinu k emulgaci tuku [11].
Tavici soli pomahaji stabilizovat smés bilkovin, aby vlivem nizkého pH a vyssi teploty
nedoslo k agregaci kaseinovych micel a zabranuji destrukci membran tukovych kulicek v
tavenych syrech a zabrani jejich agregaci do vétSich celkl a naslednému oddéleni hydro-
fobnich a hydrofilnich fazi. CoZ ma vliv pfedevS§im na senzorické vlastnosti, mimo jiné
lepsi roztiratelnost, texturu. Nejcastéji pouzivané soli jsou fosfore¢nany sodné (E339), di-

fosfore¢nany (E450), polyfosfore¢nany (E452) .
Hlavni funkce tavicich (emulgac¢nich) soli pouzivanych pfi vyrobé taveného syra:

e (Odstranéni vapniku ze systému proteinu (z proteinové matrice)
e Peptizace, rozpustnost a dispergace proteint

e Hydratace a bobtnani proteind

e Emulgace tuku a stabilizace emulze

e Rizeni a stabilizace pH syra

e Tvorba struktury béhem chlazeni [7,35,36,37,38].
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2.2 Fosfore¢nanové tavici soli

Zakladni surovinou pro vyrobu fosfore¢nanovych soli je kyselina fosforecna H3PO,. Bez-
voda (100%) kyselina fosforecnd je bila hygroskopicka krystalicka pevna latka mirné€ horké
chuti, jako monohydrat je ve formé granuli nebo prasku. Komeréné dostupna je jako 75%
(bod tani 20°C), 80% (s bodem tani 0°C) a 85% (tajici pii 21°C), je mirn€ rozpustna ve
vodé (20°C) a nerozpustna v etanolu (5%) [39]. Kyselina fosfore¢na (E 338) je nejsilngjsi
ochucujici latka. Pouziva se jako okyselovaci a emulgacni prostfedek u tavenych syri, jako
antioxidant a chelatacni ¢inidlo v rostlinnych a zivoc¢isnych tucich, ptisobi jako zdroj fosfo-
ru a udrzuje kyselé prosttedi pti vyrob€ drozdi. Miize byt pouzita pii vyrob¢ napoju, syru,
tukll, margarini. Je netoxicka v mirnych mnozstvich, maximalni denni davka 4 g. Fosfato-
vé soli jsou kondenzacni produkty nebo estery kyseliny fosfore¢né. Od kyseliny fosforecné
jsou odvozeny tii fady soli — dihydrogenfosfore¢nany NaH2PO4, hydrogenfosfore¢nany
Na2HPOs, alkalické fosfore¢nany NasPOa [35,37,39].

Mezi nejcasteji pouzivané fosfaty v potravinaiském primyslu fadime fosfore¢nan sodny,
fosfore¢nany draselné a polyfosfaty [37,44]. Fosfore¢nany pouzivané jako tavici soli jsou
uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka €. 1: Fosforecnany pouzivané pri vyrobé tavenych syri a hodnoty pH jejich 1%

(w/w) vodnych roztoku [upraveno dle 7].

pH 1%
Skupina Sloucenina Vzorec vodného | E-kody

roztoku
Dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH,PO4 45 E339
fosfore¢nany Monohydrogenfosfore¢nan sodny Nay;HPO, 91 E339
Monofosfore¢nan sodny NazPO, 11,9 E339
Dihydrogendifosfore¢nan sodny NayH,P,0; 41 E450

difosforecnany

Difosfore¢nan sodny NasP,0O- 10,2 E450
trifosforeCnany Trifosforecnan sodny NasP301g 9,7 E451
polyfosfore¢nany Polyfosfore¢nan sodny (NaPO3), 6,6 E452
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Sodné fosforecnany NaH,PO,4, Na;HPO4 a NasPO, se vyrabi neutralizaci kyseliny trihydro-
genfosfore¢né uhli¢itanem sodnym nebo hydroxidem sodnym. Po ochlazeni ptislusny fos-
foreCnan vykrystalizuje a je odfiltrovan. Kondenzované fosforeCnany se vyrab¢ji zahtatim

monofosfore¢nant [37,41].

Pro vyrobu syru je zcela zasadni vlastnost fosfore¢nanti odstépovat a vazat na sebe mono-
valentni i polyvalentni kationty kovi, pfi¢emz tato vlastnost je ovlivnéna nékolika faktory.
Fosfore¢nany maji niz$i schopnost vazat alkalické kovy (sodik, draslik) v porovnani s kovy
alkalickych zemin (vapnik, hot¢ik). Sodik je vice vazany fosfore¢nany nez draslik. VIiv ma
i teplota. Cim je teplota vys3i (teplota pii vyrobé tavenych syrii je 90 — 100 °C), tim vys3i je
schopnost vazby kationtii. Tento proces je reverzibilni, tj. pokud teplota klesa, pak schop-
nost vazby kationta klesa také [7,35,43]. Schopnost vazat na sebe kationty je ovlivnéna

1 obsahem fosforecnanovych jednotek v molekule. Plati, Ze afinita ke kationtim roste se
zvysujicim se poctem fosford ve slouceniné [7].

Podle schopnosti iontové vymény (vyména iontd sodiku za ionty vapniku) je muzeme
sefadit takto: polyfosfore¢nany > trifosfore¢nany > difosfore¢nany > monofosforeénany >

citronany [7].

Fosfore¢nanové tavici soli se vyznacuji schopnosti podpory zesiténi gelové matrice diky

moznosti vazby s molekulami kaseinu nebo pies tzv. vapenaté mustky.

Podle podpory tvorby gelu fosfore¢nany mtizeme sefadit takto: polyfosforeénany (n > 3) >
NasP3010 > NasP207 > NasHP207 > Na2H2P207 > NasPO4 > Na2HPO4 > NaH2PO4 [7].

Vliv fosfore€nant je podstatny i pfi procesu emulgace. Pfi tomto procesu se nejvice uplatni
difosforecnany a trifosforecnany, diky jejich schopnosti dispergovat kasein a nasledné
emulgovat tuk. Pti procesu emulgace dojde tedy k iontové vymeéné vapenatych iontl za
ionty sodné (obrazek €. 4), poptipad¢ draselné a z nerozpustného parakaseinatu vapenatého

se stane parakaseinat sodny, ktery je rozpustny [7,36].
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Obrazek ¢. 4: lontova vyména vdapenatych kationtii za sodné kationty pri taveni prirodnich
syru [7,42]

Vyssi dispergace kaseinl je zptuisobena vyssim obsahem fosfore¢nanovych jednotek. Dis-
pergace souvisi s iontovou vyménou. Cim je G¢inn&jsi iontova vyména, tim je intenzivng&jsi
dispergace kaseinu [7,36]. Kdyz je kasein vice dispergovan, mohou proteiny vice rozvinout
své emulgacni a hydratacni schopnosti a stabilizovat pfitomny tuk a vodu ve smési. Presto

1 pro fosforeCnany se stejnym poctem fosforii v molekule existuji rozdily ve schopnosti
vazat kationty. Tyto rozdily jsou dany pH smési. Se zvySujicim se pH systémi roste i tato
schopnost [7,32,43].

Dalsi dilezitou vlastnosti fosforeCnani je Gprava pH prostiedi. Pti niz§ich hodnotach ma
taveny syr mékkou (rozbfedlou) konzistenci, naopak pii vysSim pH je tvrdy a drobivy. Roli
zde ma i délka fosforecnanovych fetézci. S rostouci délkou se pH tavenych syrii snizuje.
Nekteré fosforeCnany maji 1 pufrovaci schopnosti, coZ znamend, Ze pomahaji stabilizovat
pH systém proti okolnim vliviim. S rostouci délkou fetézce tato schopnost klesa. Nejlepsi

schopnost stabilizovat pH maji ortofosfore¢nany [7,32,43].

2.3 Pouziti fosforeCnanii v potravinarstvi

2.3.1 Fosfore¢nany

Fosfore¢nany (E339) upravuji kyselost, plisobi jako stabilizatory, zabraniuji nezadoucim

ucinkiim kovl v potravinach. Pouzivaji se v sypkych smésich pro vyrobu napojt, v nahraz-
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kach mléka do kavy, syrech, masnych vyrobcich a nealkoholickych napojich. Nalézt je mu-
zeme také v zahusSténém mléku, v tavenych syrech, ve slehacce ve spreji. Nezddouci t€inky
nejsou znamy, pouze ty, které souviseji se zvySenym piijmem fosfore¢nanii. Vysoké davky
nedostatek vapniku. Toto minéni je vSak stale otazkou vyzkumu a neni zcela presvédcive
prokdzano, nicméné bilance metabolismu véapniku byla u tavenych syri méné ptizniva nez
u jinych mlécnych vyrobki [7,45]. Bylo zjisténo, Ze nejvyssi biologicka vyuzitelnost vap-
niku je z mléka a fermentovanych mlécnych vyrobki. Biologickd vyuzitelnost vapniku
pochdzejiciho z tavenych syri byla sice mirn€ niz8i nez u mléka a fermentovanych mléc-
nych vyrobkd, aviak stile vyznamné vyssi neZ u rostlinnych zdroja [7]. V CR jsou fosfo-

reénany povoleny pro dané potraviny, lze je pouzit i pro détské ptikrmy [37].

2.3.2 Difosfore¢nany

Difosfore¢nany (E450) Jsou pouzivany jako latky upravujici kyselost, kypfici latky, emul-
gatory, stabilizatory a tavici soli v tavenych syrech. Predstavuji zdroj fosforu a v téle se
rozkladaji na fosfore¢nany. Vysoké davky mohou narusit rovnovahu mezi vapnikem a fos-

Mrve

pustné, jakoz i pfidavek do détskych ptikrmi jako jsou suSenky a suchary [37].

2.3.3 Polyfosforeénany

Polyfosfore¢nany (E452) maji schopnost vazat vodu v masnych vyrobcich, zabranuji neza-
doucim t¢inkim kovl v potravinach, ptisobi jako tavici soli v tavenych syrech. Jsou zdro-

jem fosforu [37].

2.4 Citronanové tavici soli

Zakladni surovinou pro vyrobu citronanti je kyselina citronova CgHgO7. Kyselina citronova
je bila nebo bezbarva krystalicka pevna latka, silné kyselé chuti, ve vodé dobie rozpustna
pii teploté 20°C a také se dobfte rozpousti v 5 % roztoku etanolu. Je dilezita pro komeréni
pouziti. Vyhodou je nizka cena. Pouziva se jako univerzalni ekologicka kyselina, ktera je
Siroce pouzivana i spolu s jejimi solemi citronany v potravinaiském pramyslu. Je pouziva-
na jako okyselujici prostfedek, antioxidant, antimikrobidlni latka a chelata¢ni ¢inidlo. Je

témet netoxickd, dobfe stravitelnd a metabolizovand v pfirozené v téle. Z chemického hle-
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diska ma kyselina citronova vlastnosti jako ostatni karboxylové kyseliny [37,40]. V sou-
Casnosti se prumyslové vyrabi pomoci kultury Aspergillus niger. Pfi této vyrobé je kultura
zivena sachar6zou, aby produkovala kyselinu. Pot¢ je kultura zfiltrovana a kyselina je

z vysledného roztoku vysrazena pomoci hydroxidu vapenatého. Ze vzniklé vapenaté soli

kyseliny citronové se samotna kyselina ziskava pomoci kyseliny sirové [46].

2.4.1 Citronan sodny

Citronany jsou soli odvozené od trikarboxylové kyseliny citronové. Citronan sodny (E331)
je bila latka krystalické nebo zrnkovité struktury, ktera se vSak mize vyskytovat i ve formé
prasku s lehkou slanou chuti. Citronany upravuji kyselost dzemi, cukrovinek, zmrzlin a
dalsich potravin. Také zabrainuji nezadoucim reakcim pritomnych kovi, které mohou zpt-
sobovat Zluknuti nebo zmény barvy potravin. Pii vyrobé tavenych syrech se pouzivaji jako
tavici soli. V CR jsou povaZzovany za bezpeéné a neexistuji u nich z4dné znamé nezadouci
ucinky. Mohou byt pfidavany v legislativné stanoveném mnozstvi k povolenym potravi-
nam. Lze je pouzivat k upravé pH vSech druhti détskych ptikrmii [37,44].

Jsou pfirozenou soucasti mnoha potravin. V téle jsou pfitomny v mnohem vé&tsim mnoz-
stvi, nez je mnozstvi pfidavané do potravin [37]. Typy citronanti pouZivanych pii vyrobé
tavenych syrt jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka €. 2: Citronany pouzivané pri vyrobé tavenych syru a hodnoty pH jejich 1% (w/w)

vodnych roztokil upraveno podle Molinse [3]

) pH 1% vodného
Skupina Sloucenina Vzorec E-kody
roztoku
Citronan sodny CegH7NaO; 3,75 E331
citronany Citronan disodny CeHgNa,O7 5,00 E331
Citronan trisodny CeHsNazO4 7,95 E331

Jako tavici soli jsou vyuzivany nejvice citronany trojsodné (NazCeHsO7). Duvodem proc
tomu tak je, je fakt, ze citronan monosodny i disodny zptisobuji silné okyseleni smési. Tato
skutecnost je pii vyrobé syri nezadouci, protoze dochazi ke vzniku nestabilni emulze, ktera

snadno uvoliiuje vodu. Proto se monosodnd nebo disodna stil kyseliny citronové pouziva
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zejména k upraveé pH taveniny s vysokym podilem zralého piirodniho syra o vysokém pH.
V porovnani s fosfore¢nanovymi tavicimi solemi jsou pouzivany méné ¢asto. Obecné maji
citronany mensi schopnost vazby vapenatych ionti nez fosforecnany, a proto se pouzivaji
pfi vyrobé tuzsich syrii s lomivou konzistenci anebo ve smési s fosforeCnany (zejména

s polyfosforecnany). Z diilezitych vlastnosti 1ze uvést jejich pufrac¢ni schopnost a také to, ze

se nezapojuji do zesitovani proteinové matrice [7,32,36].
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3 MOZNOSTI HODNOCENI DISPERGACE KASEINOVEHO
KOMPLEXU

Disperze je smés vzajemné rozptylenych latek. Rozdéluje se na homogenni, coz je jednofa-
zova soustava a na heterogenni, ¢ili vice fazi oddélenych fazovym rozhranim. Jako koloidy
jsou definovany ty soustavy, ve kterych se jedna latka vyskytuje v malych CastecCkach, tzv.
koloidni &astice, a kde jsou tyto &astecky rozptyleny v latce druhé. Castice latky jsou tak
malé, ze jejich pohyb je zplsoben kinetickou energii molekul, takze gravitacni sily jsou
zanedbatelné [49]. Tato smés tvoii koloidni systém (koloidni disperzi). Nejedna se o roz-
tok, protoze roztok je smés homogenni a disperze je smés mikroheterogenni [47]. Mikrohe-
terogenita koloidnich roztokl se nejvice projevuje v optickych vlastnostech. Pokud procha-
zi svétlo tenkou vrstvou téchto soustav, zdaji se tyto zcela homogenni a nezalezi na tom,
zda jsou zbarvené ¢i nikoliv. V silngjsich vrstvach vykazuji opalescenci, pfipadné zékal.
Pti¢inou zdkalu je lom a odraz svétla na jednotlivych ¢asticich, které se difizné rozptyluje
a polarizuje. Tento jev je charakteristicky pro nehomogenni prostiedi, v némz jsou rozpty-

lené ¢astice mensi, nez % vinové délky prochazejiciho svétla [47].

Pro hodnoceni kaseinti se pouziva fada postupti, které upravuji CSN. Jedna se napi. 0 sta-
noveni vlhkosti, popela, pH, stanoveni obsahu bilkovin atd. Pro hodnoceni intenzity dis-
pergace kaseinového komplexu mohou byt pouzity nékteré experimentalni techniky, které
jsou uvedeny v kapitole 3.1. Casto pouzivana je metoda méfeni optické hustoty na spektro-
fotometru. Tato metoda méfeni byla pouzita v fadé publikovanych praci vénovanych pro-

blematice tavicich soli. [13,14,15,35,36]. Spektrofotometrie patii mezi metody optické.

3.1 Optické metody

Optické metody jsou fyzikdlni metody zaloZené na vzajemném piisobeni dvou nebo vice
Ciniteld — na interakci vzorku s elektromagnetickym zéafenim, nebo na vyzatfovani
elektromagnetického zafeni vzorkem. Nazev optické metody ma historické divody,
protoze zpoCatku byla pro analytické uclely vyuzivana viditelna slozka
elektromagnetického zafeni [48]. Optické metody umoziuji v analytické chemii provedeni

kvalitativni 1 kvantitativni analyzy [47].

Optické metody je mozno rozdélit na spektralni a nespektralni.
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Spektralni metody jsou zaloZené na vyméné energie mezi latkou a zafenim. Spektrum je

zavislost veliCiny, kterd je mirou intenzity zafeni vysilaného nebo proslého vzorkem,

na vinové délce zareni A. Misto vinové délky se pouziva také vinocet, frekvence, nebo
energie. Tyto metody se dale déli na emisni a absorpéni [47,48,49].

Emisni metody jsou zalozeny na méteni zareni vysilaného (excitovaného) vzorkem. Emise
je vyvolana dodanim energie vzorku v podobé¢ tepla, elektrické energie, proudu elementar-
nich Castic nebo jin¢ho elektromagnetického zareni. Pfijetim této energie se atomy nebo
molekuly dostavaji do méné stabilnich energeticky bohatych stavii a piebyte¢né energie se

zbavuji v podob¢ elektromagnetického zafeni [47,48,49].

Metody absorpéni sleduji pohlcovani neboli absorpci zafeni vzorkem. Vyuziva se pfi nich
vlnové délky z riiznych oblasti spektra elektromagnetického zéafeni. Tyto metody obecné
nazyvame fotometrické. Podle pouzitého zatreni se déli na mnoho metod. Mezi metody
absorpéni se fadi UV-VIS spektroskopie, kolorimetrie. Vyuziti absorpénich metod je
v n¢kolika analytickych metodach, zejména v téch, které se tykaji méteni koncentraci. Ab-
sorpce svétla znamena, ze pii priachodu latkou dochéazi k pohlceni Casti svételného spektra.

Oblast svétla, ktera je pohlcovana latkou, zavisi na konkrétni latce [47,48,50].

Nespektralni metody jsou metody, pfi nichZ neni sledovana vyména energie mezi latkou a

zafenim, nybrZz zmény nékterych vlastnosti zafeni — zmény rychlosti zareni, otaceni roviny
polarizovaného svétla, rozptyl zafeni. Mezi tyto metody patii refraktometrie,
interferometrie, polarimetrie, nefelometrie, turbidimetrie [48,50]. Pro méfeni disperze

kaseinti byva vyuzita pfedev§im turbidimetrie a nefelometrie [48].

3.1.1 UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektroskopie patii mezi metody spektralni. Pfistroje, kterymi métime emisni ne-
bo absorp¢ni spektra latek nazyvame spektrometry. Spektrometry obsahuji zdroj zéfeni,
optické prvky pro vedeni paprsku ptistrojem, prvek pro urceni vhodné vinové délky k me-
feni, zafizeni pro vzorek, u absorpcnich metod kyvetu a detektor elektromagnetického za-
feni. Méfeni jsou zaznamenana a vyhodnocovana pocitacem [48]. Pracuje se v UV-VIS
oblasti. Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorpce ultrafialového a vidi-
telného zafeni pii 200 — 800 nm zifedénymi roztoky molekul. Pti absorpci dochazi k excita-
ci valen¢nich elektront, které jsou soucasti molekulovych orbitali. Proto molekulova ab-

sorpéni spektra jsou svou podstatou elektronova spektra. [48,49]. Spektrem rozumime sou-
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bor rtiznych vinovych délek. V konkrétn€jSim smyslu mizeme spektrem nazvat zavislost
intenzity absorbovaného svétla na vinové délce [47]. Méfeni zafivého toku - fotometrie je

podstatou piistroju pro tuto metodu [48].

Z vyhod spektrofotometrie 1ze vyjmenovat napt. nizkou cenu pfistroji, snadnou mobilitu
zafizeni pro rizné provozni aplikace, moznost automatizace méieni, jednoduché analytické

vyuziti v UV-VIS oblasti, i pfi analyze potravin.

Do nevyhod lze zaradit predevSim niz$i presnost méieni a diky zplisobu sniméani nizsi
presnost nez u turbidimetrie a nefelometrie. Pokud se zpracovava vice vzorku, které nejsou
dostatec¢n¢ stabilni, mize byt technicky obtizné zajistit stejné podminky pro prvni a po-
sledni vzorky, méteni trva dlouho, vykonnost metody je nizka [13,48]. Je nutno dodrzet co
nejrychlej$i zméfeni vzorku po rozmichani, aby nedoslo k sedimentaci ¢astic a tim padem

ke zkresleni vysledku [48].

3.1.2 Kolorimetrie

Kolorimetrie patii mezi kvantitativni metody chemické analyzy. Je to opticka (spektralni)
metoda zalozené na porovnavani intenzity zabarveného roztoku o nezndmé koncentraci

s roztokem téze latky o znamé koncentraci. Obecné se fadi k fotometrii. Patii mezi subjek-
tivni metody. Dva roztoky o zndmé koncentraci pfi ur€ité tloustce vrstvy maji stejné inten-
zivni zbarveni. Porovnanim s vysledky ziskanymi se zndmymi koncentracemi je mozné
neznamé mnozstvi ve zkoumaném vzorku dopocitat s pouZzitim srovnavaci kalibra¢ni

piimky [48].

3.1.3 Nefelometrie a turbidimetrie

Nefelometrie 1 turbidimetrie se fadi mezi optické metody nespektralni. Obé metody patii
mezi metody zakalové. Jsou vzajemné ,,zrcadlové®. Vychazeji z tzv. Tyndallova jevu —
rozptylu svétla. Rozptyl svétla (azky svazek paprskll) je soubor jevil, které zplisobuji, ze
disperzni soustava se pfi prichodu svétla jevi zakalend. V roztocich obsahujicich bilkoviny
1ze vidét paprsek prochazejiciho svétla podobné, jako 1ze vidét svétlo v mistnosti se zviie-
nym prachem [47].

Turbidimetrie a nefelometrie se od sebe 1isi umisténim detektoru. V nefelometrii je deteko-
vano zéfeni rozptylené nejcastéji ve sméru kolmém na vstupujici paprsek a pouzivame ji

pro niz8i koncentrace rozptylenych ¢astic. V turbidimetrii je detektor v ose paprsku a mé-
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fime zafeni pro§lé vzorkem, které je ochuzené o rozptylenou slozku zafeni. Rozdil ve sni-

mani je zobrazen na obrazku ¢. 5. Hodi se pro koncentrovanéjsi roztoky [48,51].

detektor

zdroj Eat w.’.-:'_f‘:“' system - e o P = ~yoy ity
svetla ---- - - L ; -w---» brochazejiciho
——— AR zareni
TURBIDIMETRIE

NEFELOMETRIE

Obrazek ¢. 5: Rozdil mezi turbidimetrii a nefelometrii ve zpiisobu snimani upraveno podle

VSCHT [52]

Turbidimetrie je metoda, pfi niz se zjistuje koncentrace pritomného koloidu méfenim in-
tenzity svétla proSlého disperzni soustavou. Vlivem rozptylu v koloidnich ¢asticich klesa
(prochazi-li svétlo disperznim prostiedim, dochédzi k jeho zeslabeni) intenzita priméarniho
svazku podobné jako pii absorpci svétla podle exponencialniho vztahu podobného Lam-

bert-Beerovu zakonu:
I=1pexp (-L7),

kde | je intenzita proslého, ly vstupujiciho svazku zafeni, 7 je velikost rozptylu, tzv. koefi-
cient zékalu (turbidity) a L je tloustka vrstvy métené disperze. Tato metoda vyuziva roz-
ptylu svétla ¢asticemi v suspenzich a koloidnich roztocich. Detektor je v ose paprsku, méti
se zareni proslé vzorkem, které je ochuzené o rozptylenou slozku zafeni. Hodi se pro kon-
centrovangjsi roztoky [48,49]. Pfistroj na méfeni se nazyva turbidimetr a je to opticky pii-
stroj, ktery ur¢i mnozstvi ¢astic na zdkladé meéfeni absorpce svétla proslého zakalenym

prostiedim [53].

Nefelometrie se zabyva méfenim intenzity rozptyleného svétla. Méfenim intenzity rozpty-
len¢ho svétla v riznych thlech vzhledem k primarnimu svazku je mozno ziskat informace
o velikosti a tvaru ¢astic, protoZe intenzita rozptyleného svétla je pro nesymetrické ¢astice
zéavisla na uhlu pozorovani. Tuto metodu lze vyuzit tam, kde je potieba stanovit stopové
koncentrace latek ve form¢ suspenzi, emulzi, aerosolii a koloidnich disperzi [54]. Je pouzi-

vana pro niz8i koncentrace rozptylenych castic. Pfistroj, kterym se zdkal méfi, se nazyva
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nefelometr. Timto optickym pfistrojem Ize zméfit mnozstvi pevnych ¢astic rozptylenych

v kapalném prostiedi [53].

Zakal (turbidita) je definovan jako sniZzeni pruhlednosti kapaliny zptisobené pevnymi (ne-
rozpusténymi) latkami. Jako kalibrac¢ni standard byva u zékalomérd pouzivan formazin.
Zakal métené latky je stanoven pomoci koncentrace kalibra¢niho roztoku. Vyslednd hodno-
ta zméfené¢ho zdkalu udava, ze métena latka pohlcuje a rozptyluje stejné mnozstvi svétla

jako ur¢ita koncentrace standardniho roztoku [51,53].

Meérici ¢idlo zdkaloméru pracuje na principu pomérového vyhodnoceni paprski svétla

v roviné zdroje zafeni — absorpce paprsku piimého a paprsku rozptyleného, vzniklého od-
razem od nerozpusténych castic, udavajicich zakal, tzv. zakalotvornych ¢astic v méfené
kapalin¢. Mezi zékalotvorné Castice fadime ty, které ze zkuSenosti vyvolavaji viditelny
zakal. Patii k nim pfedev§im nerozpusténé dispergované Castice [54].

Pomérové vyhodnoceni signalu v rovin¢ referencniho paprsku byva v thlu 90°. Nicméné
optika pfistroje mize byt konstruovana i pro jiny thel vyhodnoceni. Pravouhly zakalomér
umoziuje zékalem stanovit komplexnéji mnozstvi bilkovin i1 koloidnich ¢astic. Pro stano-
veni odstfedéné¢ho mléka se pouziva zpétny thel méfeni 135°C [53]. Vinova délka zdroje
vstupniho zéfeni je dals§i podstatnou charakteristikou zdkaloméru. Podle oboru pouZziti ma-
7e byt 650 nm nebo 860 nm [53]. CSN norma ISO 2027 stanovuje vinovou délku

na 880 nm [51]. Zdroj vstupniho zafeni je digitalné modulovany polovodi¢ nebo halogeno-
va zarovka se stabilizatorem [53].

Norma CSN ISO 2027 pro méfeni zékalu pitné vody, ktera se pouzivé i pro definici méfeni
zakalu 1 na ostatnich aplikacich stanovuje ti1 zédkladni poZadavky, které musi pfistroje pro
méteni zékalu spliiovat: zdkal se musi urCovat pomoci méfeni intenzity rozptyleného svétla
detekovaného pod uhlem 90°C, pouzita vinova délka 880 nm, kalibrace pfistroje formazi-

nem v jednotkach FNU (Formazin Nephelometric Units) [51].

Mezinarodné uznavané jednotky zékalu jsou FNU - zakal formazinem nefelometricky, me-
toda méfeni rozptyleného zareni. Dalsi jednotky jsou napt. NTU, FAU, atd. [51,53]. Vza-

jemny prepocet téchto jednotek je slozity

Vysledky méfeni znaéné€ ovliviiuji podminky stanoveni. Hlavni vliv na zmétené hodnoty
ma velikost a tvar Castic. Dilezity je faktor ¢asu. Je nutné peclivé dodrzovat dobu a inten-

zitu michani pfipravované suspenze. Tato podminka plati i pro spektrometrické¢ metody.
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Pro bezchybné spektrometrické méfeni je zasadni michani z divodu mozné sedimentace
¢astic, protoze tim muze dojit ke zkresleni vysledku. Metoda je vhodnd mj. pro méteni

stanoveni proteint v séru (v kapaliné rozpusténé Castice) stejné jako spektrometrie [48].

Mg¢feni zékalu neni absolutnim méfenim. Hodnoty méteni zavisi na vice vlastnostech me-
fené kapaliny jako je barva, index lomu, velikost, tvar Castic, které zptisobuji zakal, apod.
Pro porovnani namétenych udaja zékalu je rovnéz nutné, aby konstrukce méticiho pfistroje
odpovidala doporu¢enym standardiim, protoze porovnani namétenych hodnot zakalu u pfi-
stroju riznych vyrobcd je mozné jen za predpokladu, ze pristroje maji stejnou charakteris-
tiku, zejména stejnou vinovou délku zdroje vstupniho zateni, stejny snimaci thel rozptyle-
ného svazku svétla, stejnou optickou konfiguraci, kalibraci a kompenzaci vlivu barvy meé-
feného média.

Zalezi na typu piistroje, se kterym se méfi. Pokud se méfi odliSnymi typy piistroji, vysled-

ky méfeni nejsou srovnatelné [51,53].

3.2 Ultrazvukova metoda

Z dalSich metod lze zminit metodu ultrazvukovou, kterou lze stanovit velikost zakalu
v kapalin€. Podstatou méfeni je porovnani velikosti ultrazvukového signalu do kapaliny
vyslaného s porovnanim velikosti signalu proslého. Méfeni je v podstaté podobné jako

u metod optickych. Zakal pak udava vzajemny pomér obou téchto signali. Tuto metodu Ize
pouzit v ptipadech, kdy by méfeni mohlo dojit ke zneciSténi méficiho prostoru, a tim by

bylo méteni prakticky nemozné [53].

3.3 Méreni elektrickych vlastnosti koloidi — zeta potencial

Zeta potencial urcuje stabilitu suspenzi v kapalném prostiedi. Toto méfeni nabizi pohled do

pficin disperze, agregace nebo flokulace [56].

Pritomnost ¢astic disperzni faze a Siroce rozvinutého fdzového rozhrani v disperznich sou-
stavach podminiuje jejich elektrické vlastnosti a zejména vznik elektrokinetickych jevu.
Kolem nabité koloidni ¢astice se seskupuji malé ionty opacného znaménka, takze na po-
vrchu této ¢astice vznikaji dvé nabité vrstvy (elektricka dvojvrstva). Tento jev je znazornén
na obrazku ¢. 6 [57]. Pti¢inou pohybu koloidnich ¢astic v elektrickém poli je elektrokine-

ticky potencidl - zeta potencial. Jde o potencidlovy rozdil mezi pohyblivou a fixovanou
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Casti iontové atmosféry, tj. mezi difazné rozptylenymi ionty v roztoku a tenkou vrstvou
protiiontii, poutanou k povrchu ¢astice. Velikost potencidlu zeta charakterizuje a zaroven
potencial zeta je pH. Hodnota potencialu zeta sama o sobé bez uvedeni pH, je jen Cislo,
které nema zadny smysl [57,58]. Zeta potencial urcuje stabilitu suspenzi v kapalném pro-
stiedi. Ta je pro mnoho aplikaci a pouziti klicova. Aby suspenze byla funkéni, musi byt
schopna suspendovat disperzni fazi po dobu existence vyrobku nebo ji snadno dispergovat,
pokud by doslo k sedimentaci. Ke stabilit¢ dispergované faze ptispiva fada faktord. Ty jsou
termodynamického nebo kinetického piivodu. Ptiklady termodynamického u€inku zahrnuji
prostorovou a elektrostatickou stabilizaci, kterd navodi stabilitu prostiednictvim odpuzova-
ni ¢astic, kdezto kinetickd stabilita se miize pfivodit zvySenim viskozity suspenzniho pro-

stiedi a tim zpomalit shlukovani a sedimentaci ¢astic [58].

1
p— Elektricka dwvojwrstva

Rovina skluzu

Castice se Zaparnym
povrchowym nabojem

Difizni wrstva

"

-100 | :
! Povrchowy potencial
Sternidv potencial

m\

Fotencial zeta

“zdalenost od povrchu Castice

Obrazek ¢. 6 Méreni elektrickych viastnosti koloidit (zeta potencial) [57]

Velikost potencidlu zeta charakterizuje a zarovenl ovliviiuje potencialni stabilitu koloidniho
systému. Pokud vSechny ¢éstice suspenzi maji velky zédporny nebo kladny potencidl zeta,
pak se odpuzuji navzdjem. V piipad¢ nizkych hodnot potencidlu zeta se Castice shlukuji
(flokuluji). Bod, kde vyneseni prochazi nulovym potencidlem zeta, se nazyva izoelektricky
bod a je velmi dulezity. Je to bod, kde je koloidni systém nejméné stabilni. Grafické zna-

zornéni mizeme vidét na obrazku ¢. 7 [57].
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Obrdazek ¢. 7: Znazornéni izoeletrického bodu [57]

Meéfeni zeta potencialu ma vyuziti v celé fad¢ primyslovych odvétvi. Napt. v potravinai-

stvi, keramice, farmacii, zpracovani mineralti a Gprava vody [56].
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

4 CILPRACE

Cilem prace v teoretické ¢asti bylo:

1.
2.
3.

Charakterizovat mléko a zaméfit se zejména na vlastnosti kaseinti
Popsat vliv tavicich soli na dispergaci kaseinového komplexu

Popsat moznosti hodnoceni dispergace kaseinového komplexu

Cilem prace v praktické ¢asti bylo:

1
2
3.
4

Ptipravit jednoduchy modelovy systém s vyuzitim odtu¢néného mléka
Ptipravit vzorky s ptidavkem tavicich soli na bazi citronanu a fosfore¢nanti
Stanovit optickou hustotu pfipravenych vzork pti dvou hodnotach pH

Zpracovat data v zavislosti na typu pouzité binarni smési a na hodnoté pH
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Suroviny pro pripravu modelového systému

—  Sugené odstfedéné mléko Moravia Lacto,a.s., LPC, Jihlava, CR.

— Azid sodny NaNj3, vyrobce Sigma Aldrich, spol.s r.0., Praha, CR

— Citronan sodny CsHsNazO5. 2H,0 , Sigma Aldrich spol. sr.o0.,
Praha, CR

— Fosforeénanové tavici soli Fosfa, a.s., Breclav, CR, cyklicky trifosfore¢nan sodny-

Sigma Aldrich, spol. s r.o., Praha, CR

Hydrogenfosfore¢nan sodny Na;HPO,
Difosfore¢nan sodny NayP,07
Trifosforecnan sodny NasP3;019
Cyklicky trifosfore¢nan sodny NazP30q

Deionizovana voda

5.2 PouZzité pristroje

— Stolni pH metr EUTECH INSTRUMENTS pH 510, BioTech a.s., Praha, CR
— Spektrofotometr UV-VIS Spectrofotometer, UV Mini 1240, Shimadzu, Némecko
— Michacka magneticka Hei - Mix S, VWR International s.r.0., Praha, CR

5.3 Priprava modelovych vzorkii disperze suSeného odstredéného mléka

Modelovy vzorek byl pfipraven z odtu¢néného mléka kvili moZné interferenci tukovych
kulicek [59].

Vzorek pro jednu sadu méteni byl pfipraven z 1,5 1 vody a 75 g suSeného mléka. Do vody
ohtaté na 50°C bylo pfidano susen¢ho mléko. Vznikla suspenze obsahovala 5% (w/v) mlé-
ka. Takto pfipravend sm¢es byla michana pfi laboratorni teploté kviili dosazeni dokonalého
rozpusténi a rozmichani smési. Ke smési byl ptidan azid sodny 0,02% (w/v) z divodu za-
jisténi mikrobialni stability. pH vzorku bylo upraveno na hodnotu 5,2+0,01 nebo 6,4+0,01
aplikaci kyseliny chlorovodikové (1 mol.I'}), popf. hydroxidu sodného (1 mol.I'). Modelo-
vy systém byl po dobu 18 hodin pfi laboratorni teploté (22+1°C) nepfetrzité promichévan.

Poté byla pfidana binarni smés tavicich soli a vzorek byl michan z divodu diikkladného
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rozpusténi tavicich soli po dobu 60 minut. Po rozmichani bylo znovu upraveno pH na cilo-

vou hodnotu (5,2+0,01 nebo 6,440,01).
V téchto vzorcich byla pfemétena opticka hustota [36,59].

Binarni smési byly slozeny z fosfore¢nanti — hydrogenfosfore¢nanu sodného (DSP), difos-
fore¢nanu sodného (TSPP), trifosfore¢nanu sodného (STPP), cyklického trifosfore¢nanu
sodného (TTMP) a citronanu sodného (TSC) v celkovém mnozstvi 0,3% (w/v). Ve vzorku
mléka se pomér fosfore¢nanu a citronanu ménil dle tabulky ¢. 3. Kombinaci vzdy jednoho
ze Ctyf fosforecnanii s citronanem vznikly Ctyfi kombinace binarnich smési, které byly
upraveny na dvé rtizné hodnoty pH. Tyto kombinace byly testovany v 10 vzajemnych pro-
centuelnich pomérech fosfore¢nan:citronan (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50,
40:60, 30:70,20:80, 10:90, 0:100). V kazdé sad¢ byl také vzdy piipraven vzorek bez pii-
davku tavici soli, jednalo se tedy o disperzi odtu¢néného suseného mléka ve vodé s upra-
vou pH na cilovou hodnotu. Kazdy typ vzorku byl pfipraven tiikrat a kazdy tento jednotli-
vy vzorek byl proméfen tiikrat. pH bylo upraveno na 5,2(+0,01) v jedné sérii méfeni a na
6,4 (£0,01)v dalsi sérii méteni. Tyto hodnoty pH byly zvoleny tak, aby postihovaly rozme-
zi, ve kterém se pohybuje hodnota pH tavenych syri [60].

Tabulka ¢. 3: Navrh navazek binarnich smési tavicich soli

Poradi | Pomeér fosforeGnanové a citro- | Navazka fosfato- | Navazka citronano-
\zorku nanové tavici soli vé soli [g] vé soli [g]

1 100:0 0,3 0

2 90:10 0,27 0,03

3 80:20 0,24 0,06

4 70:30 0,21 0,09

5 60:40 0,18 0,12

6 50:50 0,15 0,15

7 40:60 0,12 0,18

8 30:70 0,09 0,21

9 20:80 0,06 0,24

10 10:90 0,03 0,27

11 0:100 0 0,3

5.4 Meéreni optické hustoty

Pro stanoveni stupné dispergace kaseinového komplexu bylo zvoleno méteni optické hus-

toty na pfistroji UV-VIS Spectrofotometer, UV Mini 1240 (Shimadzu, Némecko). Pfistroj
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méii v rozsahu vlnovych délek 190.0 ~ 1100.0 nm. Zdrojem svétla je deuteriova vybojka
pro méteni v UV oblasti a halogenova lampa pro méteni ve viditelné oblasti spektra. Méte-
ni optické hustoty bylo provedeno pii vinové délce 700 nm, ve sklenéné kyveté 10 mm

a pii laboratorni teploté. Jako slepy vzorek byla méfena voda, protoze mléko bez piidavku
tavicich soli vykazovalo vyssi optickou hustotu a pfi odectu mléka s pridavkem tavicich
soli se vysledna hodnota pohybovala v zaporné oblasti.

Pro zachovani konstantnich podminek pti méfeni optické hustoty je nutné dodrzet co nej-
krat$i ¢asovy interval od odebrani po zméfeni vzorku z diivodu sedimentace, ktera by moh-
la ovlivnit vysledky méfeni. Pokud je soucasn€ zpracovavano vice vzorki, které nejsou
dostate¢né stabilni, mize byt technicky obtizné zajistit stejné podminky pro prvni a po-

sledni vzorky, a tim mtiZze dojit ke zkresleni vysledkl [13,48]. Viz kapitola 3.1.3.1.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky méreni optické hustoty

Dle postupu uvedeného v kapitole 5.1 byla ptipravena modelova suspenze suseného mléka

V deionizované vodé v kombinaci fosfore¢nanu s citronanem [36,59].

6.1.1 Vysledky méfeni s pouzitim monofosforeénanu a citronanu ve smési tavicich

soli

V prvni sérii méteni byla zvolena binarni smés monofosforecnanu s citronanem. Ptiprava

vzorkd pro toto méfeni byla nasledujici.

Jako prvni byly pfipraveny navdzky bindrni smési monofosfore¢nanu s citronanem v pome-
rech dle tabulky ¢. 4. Tyto smési tavicich soli byly pfidany ke vzorku rozpusténé¢ho mléka,
u kterého bylo upraveno pH na hodnotu 5,2 (kapitola5.1). Nasledovalo dalsi dikladné roz-
michani (kapitola 5.1) a u jednotlivych vzorkti bylo opét upraveno pH na hodnotu 5,2 a
nasledné byla prométena optickd hustota pti 700 nm. Jak uz bylo uvedeno v kapitole 5.4,
byla jako slepy vzorek métena voda, z diivodu, Ze ml¢ko bez ptidavku tavicich soli vyka-
zovalo vys$i optickou hustotu a pfi odectu mléka s ptidavkem tavicich soli se vysledna
hustota pohybovala v zapornych hodnotach. Celkem bylo méteno 12 vzorkt. Prvni vzorek
bylo mléko s upravou pH, bez ptidavku tavicich soli, dalSich 11 vzorki se stejnym obje-
mem 100 ml a s pfidavkem tavicich soli podle poméri uvedenych v tabulce ¢. 4. Stejny

postup byl opakovan i pfi dal§im méfeni s jinou hodnotou pH 6,4.
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Tabulka €. 4: Navazky binarnich smési obsahujicich hydrogenfosforecnan sodny (DSP)

a citronan sodny (TSC)

Potadi vzorku Pomér tavicich soli Navazka DSP [g] | Navazka TSC [q]
1 100 0 0,3 0
2 90 10 0,27 0,03
3 80 20 0,24 0,06
4 70 30 0,21 0,09
5 60 40 0,18 0,12
6 50 50 0,15 0,15
7 40 60 0,12 0,18
8 30 70 0,09 0,21
9 20 80 0,06 0,24
10 10 90 0,03 0,27
11 0 100 0 0,3
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Obrazek ¢. 8 Graf zavislosti optické hustoty na poméru monofosforecnanu a citronanu ve

smeési tavicich soli

Za ptedpokladu, Ze je hodnota optické hustoty zavisla na mife dispergace kaseinového

komplexu, Ize vyssi hodnotu optické hustoty povazovat za projev vysSiho shlukovani
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kaseinu, kdy dochazi k tvorbé agregatii kaseinli. Naopak vliv tavici soli Ize oCekavat ve

zvyseni disperze kaseinového komplexu a tudiz ve snizeni optické hustoty [36].

Z grafu na obrazku C. 8 je patrna klesajici tendence optické hustoty soucasné s poklesem
podilu monofosforecnanu ve smési tavicich soli pro obé hodnoty pH. Soucasné Ize také
vysledovat vliv pH na tento systém, kdy nizsi hodnotu optické hustoty vykazovaly vzorky
pti pH 6,4. Vyrazny pokles je pozorovatelny predevsim v piipadé vzorkll s pfevazujicim

obsahem citronanu ve smési tavicich soli (vzorky 20:80, 10:90 a 0:100).

6.1.2 Vysledky méfeni s pouzitim difosfore¢nanu a citronanu ve smési tavicich soli

V této casti byl testovan vliv bindrni smési difosfore¢nanu s citronanem na dispergaci
kaseinového komplexu v prostfedi dvou hodnot. Pfiprava vzorki pro toto méteni byla stej-
nd jako u pfedchoziho méfeni, s tim rozdilem, Ze misto monofosforecnanu byl pouzit difos-

foreCnan.

Jako prvni byly opét pfipraveny navazky binarni smési difosfore¢nanu s citronanem v po-
meérech dle tabulky €. 5. Tyto smési tavicich soli byly ptidany ke vzorku rozpusténého mlé-
ka, u kterého bylo upraveno pH na hodnotu 5,2 (pfipadné¢ 6,4). Dalsi postup upravy vzorku
odpovidal postupu uvedenému v kapitole 5.1. Celkem bylo pfipraveno 12 vzorka pii pH
5,2 a 12 vzorkt pti pH 6,4, kazdy vzorek o objemu 100 ml. Vysledky téchto méteni jsou

znazornény v grafu na obrazku ¢. 9.
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Tabulka €. 5: Navazky binarnich smési obsahujicich difosforecnan sodny (TSPP)
a citronan sodny (TSC)

Potadi vzorku Pomér tavicich soli Navazka TSPP [g] [ Navazka TSC [g]
1 100 0 0,3 0
2 90 10 0,27 0,03
3 80 20 0,24 0,06
4 70 30 0,21 0,09
5 60 40 0,18 0,12
6 50 50 0,15 0,15
7 40 60 0,12 0,18
8 30 70 0,09 0,21
9 20 80 0,06 0,24
10 10 90 0,03 0,27
11 0 100 0 0,3
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Obrazek ¢. 9 Graf zavislosti optické hustoty na poméru difosforecnanu a citronanu ve sme-
si tavicich soli

Z grafického vyjadreni vysledkt je patrny vyrazny vliv pH na optickou hustotu vzorki.
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V ptipad¢ pH 5,2 byly naméieny vysoké hodnoty optické hustoty, coz 1ze ptfisuzovat inten-
zivnéjSimu shlukovani kaseinu. Naopak pii pH 6,4 doslo k vyraznému snizeni hodnot op-
tické hustoty pro vSechny poméry TSPP:TSC. Nizsi optickou hustotu Ize pozorovat jak

v porovnani s hodnotami pii niz§im pH, tak v porovnani s nulovym vzorkem, tzn. bez pii-
davku tavici soli (0:0). TSC ma ve smeési s TSPP maly vliv na zménu optické hustoty, resp.
l1ze vysledovat mirné klesajici tendenci optické hustoty ve sméru zvysujiciho se obsahu
TSPP ve smési v ptipadé pH 6,4. Tento trend lze vyhodnotit jako pozitivni vliv plisobeni
TSPP na snadngjsi disociaci kaseinového komplexu a vznik jemnéjsi disperze ve vzorcich.
Opticka hustota vzorkl pii pH 5,2 vykazuje vysoké hodnoty pro vSechny poméry tavicich

soli ve smési bez vyrazného trendu.

6.1.3 Vysledky méfeni s pouzitim trifosfore€nanu a citronanu ve smési tavicich soli

I pfi méfeni této smési bylo postupovano jako ve vySe uvedenych navodech. Rozdil byl
opét jen ve vybéru tavici soli. Zde se jedna o trifosfore¢nan. Byly pfipraveny navazky bi-
narni smési trifosfore¢nanu s citronanem v pomeérech dle tabulky ¢. 6. Dalsi postup je stej-
ny jako u vySe uvedenych méteni (kapitola 6.1.1, 6.1.2).

Vysledky téchto méteni jsou znazornény v grafu na obrazku ¢. 10.

Tabulka €. 6: Navdzky bindrnich smési obsahujicich trifosforecnan sodny (STPP)
a citronan sodny (TSC)

Poradi Pomér tavicich soli STPP [qg] TSC [g]
1 100 0 0,3 0
2 90 10 0,27 0,03
3 80 20 0,24 0,06
4 70 30 0,21 0,09
5 60 40 0,18 0,12
6 50 50 0,15 0,15
7 40 60 0,12 0,18
8 30 70 0,09 0,21
9 20 80 0,06 0,24
10 10 90 0,03 0,27
11 0 100 0 0,3
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Obrazek ¢. 10 Graf zavislosti optické hustoty na poméru trifosforecnanu a citronanu ve
smési tavicich soli

Z grafu na obrazku €. 10 je patrny opét vyrazny rozdil hodnot optické hustoty pro obé hod-
noty pH. V pfipadé niz§iho pH byla namétena u vSech vzorkl vyssi hodnota optické husto-
ty, kromé vzorku 90:10. Pro ob¢ hodnoty pH lze vysledovat obdobny trend, kdy dochazi

k poklesu hodnot optické hustoty v souvislosti se zvySujicim se obsahem STPP ve smési
tavicich soli. NejniZsi opticka hustota byla naméfena u poméru STPP: TSC 80:20 pii pH
6,4, nizké hodnoty byly naméteny také u vzorki 100:0, 90:10, 70:30, 60:40, 50:50 a 40:60.
Obe¢ soli se jevi byt podobné ucinné pii rozptylu kaseinu, pokud jsou pouzity ve smesi.
S vy$§im piidavkem citronanu dochézi k vy$§imu shlukovani, vy$§i mnozstvi trifosforec-

nanu ma pozitivni vliv na dispergaci kaseinového komplexu.
6.1.4 Vysledky méfeni s pouzitim cyklického trifosfore¢nanu a citronanu ve
smési tavicich soli

V této kapitole jsou shrnuty vysledky méteni vzorkl pfipravenych s pouzitim cyklického
trifosforeCnanu s citronanem. Navazky byly pfipraveny V pomérech dle tabulky ¢. 7. Postup

ptipravy vzorki odpovida postupu popsaném v kapitole 6.1.1, 6.1.2.

Vysledky téchto méteni jsou znazornény v grafu na obrazku ¢. 11.
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Tabulka ¢. 7: Navazky binarnich sméesi obsahujicich cyklicky trifosforecnan sodny

(TTMP) a citronan sodny (TSC)

Potadi vzorku Pomér tavicich soli Navéazka TTMP [g] [ Navazka TSC [g]
1 100 0 03 !
: 20 10 0,27 0.03
: 80 20 0,24 0.06
: 70 30 0,21 0.09
- > 40 0,18 0.12
: 20 50 0,15 0.15
! 40 60 0,12 018
° 30 0 0,09 0.21
- 2 80 0,06 0.24
m £ 20 0,03 0.27
1 0 100 0 03
3,000 4
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Obrdazek ¢. 11 Graf zavislosti optické hustoty na poméru cyklického trifosforecnanu a Cit-

ronanu ve smési tavicich soli

Pouziti TTMP ve smési s TSC vykazuje zcela odliSné trendy, neZz byly zaznamenany

v pfedchozich experimentech. V piipadé niz$iho pH jsou hodnoty optické hustoty vyssi a

s neklesajici tendenci pro vSechny kombinace TTMP:TSC ve smési. Jina je situace v pfi-
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pad¢ pH 6,4, kdy je z grafu patrny vyrazny pokles optické hustoty soucasné s poklesem
obsahu TTMP ve smési a tedy s naristem zastoupeni citronanu. Takovyto trend lze ¢astec-
né piirovnat k uc¢inku monofosfore¢nanu ve smési, kde ale pokles optické hustoty nebyl tak
vyrazny.

Pii dostate¢né dispergaci byl produkt téméf prihledny a pii poméru TTMP:TSC 20:80 bylo
vizueln€¢ zaznamenano mirné zbarveni disperze do zelena. Zelené zabarveni zplsobuje
aminokyselina tryptofan, ktera je pfirozené¢ obsazena v kaseinu, a ktera zpisobuje

ptirozenou fluorescenci [15].

6.1.5 Vliv pH na dispergacni ucinek smési tavicich soli

Z vysledkl zobrazenych v grafech na obréazcich ¢. 8 — 11 1ze zaznamenat vyrazny vliv pH
vzorku na disperga¢ni schopnosti pouzitych binarnich smési tavicich soli. Tento vliv je

patrny pro vSechny pouzité soli fosfore¢nanti vs. citronan a lze je shrnout do dvou bodu:

e U vSech binarnich smési fosforenand s citronanem je pii niz$i hodnoté pH 5,2
pozorovatelna vyssi hodnota optické hustoty, coz znamena nizsi dispergaci kaseinu

v systému a tedy vyssi shlukovani kaseinti.

e V piipadé vysSiho pH 6,4 byla ve srovnani s kyselejSim pH zjiSténa nizsi opticka
hustota témét u vSech kombinaci tavicich soli, s vyjimkou vzorkit TTMP:TSC
v poméru 100:0 a 90:10. Toto zjiSténi lze vyhodnotit tak, ze pH 6,4 podporuje
dispergacni u¢inek DSP, TSPP, STPP (ve vybranych pfipadech i TTMP) ve smési

s citronanem.
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6.2 Vliv samostatnych tavicich soli na optickou hustotu

Celkem byly pfipraveny Ctyii kombinace binarnich smési. Tyto smési byly pfeméteny ve
ttech opakovanich. Graf je uveden pro porovnani odchylek v téchto métenich. Lze zde
vidét rozdily v optické hustoté pii zméné tavici soli a vlivu hodnoty pH. Na zobrazeném
grafu jsou znazornény hodnoty optické hustoty pii pomeérech tavicich soli 100:0 v tomto

potadi DSP, TSPP, STPP, TTMP a 0:100 TSC.
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Obrazek ¢. 12 Hodnoty optické hustoty vzorkii s obsahem jednotlivych soli ve 3 saddch
méreni pri dvou pH

Na snizeni optické hustoty m¢l nejmensi vliv DSP a TSPP u hodnoty pH 5,2. Dispergace
kaseinu byla rovnéz nizka i u DSP pti pH 6,4. Trend niZsi dispergace kaseinu se projevil

u TTMP, a to pii obou hodnotach pH. Optickéd hustota byla nejnizsi u TSPP pii pH 6,4,
naopak pfi pH 5,2 byl t€inek TSPP na zménu optické hustoty daleko nizsi v porovnani

s pH 6,4. Vys§i mira dispergace byla u STPP a TSC pfti pH 6,4. Pfidavek TSC u hodnoty
pH nevykazoval vyraznéjsi zmény optické hustoty pti pH 5,2, vliv pH 6,4 se projevil vyssi

dispergaci kaseinu.
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Na nasledujicim obrazku jsou vysledky méfeni z predchoziho grafu pro piehlednost

znadzornény v jednotlivych grafech. Jednd se o piidavek jednotlivych tavicich soli do

vzorku.
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Obrazek ¢. 13 Hodnoty optické hustoty vzorkut s obsahem jednotlivych soli ve 3,

resp.4 sadach mereni pri dvou pH
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Na grafech v tomto obrazku lze pozorovat zmény optické hustoty pii nékolika sériich
méfeni pfi pfidavku jednotlivych tavicich soli. Jak uz bylo vyse uvedeno kazda z ptidanych

soli m¢la na dispergaci jiny vliv.

6.2.1 Meéfeni s nulovym vzorkem a s obsahem jednotlivych soli pfi pH 5,2

V grafu na obrazku ¢. 14 lze pozorovat zmény optické hustoty pfi méfeni v modelovém
systému s nulovym vzorkem a s obsahem TSC 0:100 a DSP, TSPP, STPP, TTMP 100:0 ve
vzorku, pifi dvou hodnotach pH. Jedna se o souhrn pfedchozich grafii se zastoupenim

jednotlivych soli a s nulovym vzorkem, jen s tipravou pH 5,2.

3,300
3,100 ) ¢ N .
= 2,900 ¢ 4 .
Z 2,700 u
= 2,500 ) & mléko
;-; 2,300 9 X ETSC
g 2,100 DSP
$ 1,900 » X TSPP
< 1,700 X STPP
1,500 TTMP
1,300 X
1,100
0 1 2 3 4 5
Pocetméieni pii pH 5,2

Obrazek ¢. 14 Hodnoty optické hustoty v modelovém systéemu v nulovém vzorku a

S obsahem jednotlivych soli pri pH 5,2

Zde je uvedeno pro porovnani méfeni modelového systému s nulovym vzorkem, kde lze
vidét, ze piidavek tavicich soli ma na dispergaci kaseinu vliv. Opticka hustota nulového
vzorku se pohybovala ve vysSich hodnotach. Rozdil optické hustoty mezi nulovym
vzorkem a ptidavkem tavici soli do modelového vzorku lze vidét zejména pii pridavku
STPP, kde je vyrazny klesajici trend optické hustoty. Naopak optickd hustota nulového
vzorku je pfiblizné stejna pii piidavku TSC a DSP, z ¢ehoz vyplyva jiz uvedené, ze vliv

téchto soli na zménu optické hustoty je maly.
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6.2.2 Méreni s nulovym vzorkem a s obsahem jednotlivych soli pri pH 6,4

Na tomto obrdzku lze vidét zavislost optické hustoty s nulovym vzorkem a se zastoupenim

0:100 TSC a 100:0 DSP, TSPP, STPP, TTMP v modelovém systému pii dvou hodnotach

pH. Na obrazku ¢. 15 je graf s méfenim pii pH 6,4.
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Obrazek ¢. 15 Hodnoty optické hustoty v modelovém systému v nulovém vzorku a

s obsahem jednotlivych soli pri pH 6,4

I zde mizeme porovnat rozdil v optické hustoté jako v kapitole 6.2.1, tady pti pH 6,4. Plati

jiz vySe uvedené, Ze optické hustota nulového vzorku byla nejvyssi. Nejvétsi rozdily mezi

nulovym vzorkem a ptidavkem tavici soli je pii pfidavku TSPP a STPP do modelového

systému. Opticka hustota s pfidavkem DSP je téméf shodnd, jako u nulového vzorku.
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7 SOUHRNNA DISKUZE

Cilem experimentu bylo zjistit intenzitu dispergace kaseinového komplexu v zavislosti na
slozeni binarni smési tavicich soli a pro dvé hodnoty pH. Pro stanoveni miry dispergace
kaseinového komplexu bylo pouzito méteni optické hustoty pti 700 nm za laboratorni tep-
loty. Jako slepy vzorek byla méfena voda, protoze mléko bez piidavku tavicich soli vyka-
zovalo vyssi optickou hustotu (viz obrazek €. 8 - 11, vzorky 0:0) a pii odectu mléka s pfi-

davkem tavicich soli se vysledna hustota pohybovala v zapornych hodnotach.

Zakladni ptedpoklad vychazi z toho, zZe kaseinové micely jsou polydisperzni ¢astice, které
poskytuji mléku jeho zédkal (bélost). SniZeni zékalu miize byt pficitano vyssi disperzi ka-
seinovych micel. Cim je dispergace kaseinovych bilkovin intenzivngjsi (roste intenzita ion-
tové vymeény), tim vice klesd optickd hustota mléka [36]. Pokud neni disperze tavici soli
podporovana, kaseinové micely jsou vice agregovany. Tim je zamezen prichod svételnych
paprskl vzorkem, z ¢ehoz vyplyva, ze vysledny produkt ma bilou barvu. Pfi dostatecné
intenzivni dispergaci, kterd mize byt podpofena tavici soli, je produkt témét pruhledny
[36]. Vysledky ziskané v této praci, prokazuji vyrazny vliv tavicich soli na intenzitu dis-
pergace. Vliv tavicich soli vyrazné podporuje také hodnota pH, kdy je shlukovani kaseino-
vych micel intenzivnéji pfi niz§im pH a mén¢ vyrazné pii vys§im pH. Pro vysvétleni tohoto
jevu by bylo potieba komplexnéj$i hodnoceni procesii probihajicich v modelovém systému.
Napt. podle Nagyova et. al 2014 [60] rostouci pH mutize odpovidat vy$§imu zastoupeni za-
porné nabitych kaseinli v disperzi, diky ¢emu dochéazi ke zvySenému odpuzovani téchto
castic, které se neshlukuji a vytvafi jemnéjsi disperzi, kterd se v naSem experimentu proje-

vila niZ§i optickou hustotou.

Pti slozeni binarni smési DSP a TSC byly vysledky méfeni zhodnoceny takto: SniZeni op-
tické hustoty s porovnanim nulového vzorku je velmi nizké. Vliv TSC na dispergaci kasei-
nu je maly, témétf zadny [60]. Pii aplikaci vyssiho obsahu TSC opticka hustota klesa,
zejména pii pH 6,4, coZ odpovida tvrzeni Pana and Zhonga [61], Ze kaseinové micely jsou

Vv disperzi odtu¢néného mléka disociované ve vétsi mite pii vyssim pH a pii obsahu TSC.

Zvyseni shlukovani kaseinu spole¢né s rostoucim obsahem DSP ve smési s citronanem je
ve shod¢ i s jinymi studiemi [36, 59]. Ve smésich DSP:TSC se s rostoucim podilem TSC

ve smési opticka hustota postupné snizovala [59], coz 1ze pozorovat na obrazku ¢. 8.
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Zména podilu TSPP pouzitého ve smésich s TSC méla maly vliv na zménu optické hustoty
[59]. Podle Mizuno &Lucey [35] TSPP v modelovém systému pfi rostoucim pH zvysuje
dispergaci kaseinu. Vyrazny vliv ma pH smési, kdy pti pH 6,4 vykazuje smés TSPP:TSC
pomérn¢ nizké hodnoty optické hustoty, coz lze interpretovat jako pozitivni vliv na disper-
gaci kaseinu v systému. Z toho pohledu se jevi jako u¢inna smés s prevazujicim podilem

TSPP (100:0 az 50:50) viz obrazek ¢. 9.

Také pii zmén€ podilu STPP pouzivané ve smésich s TSC, viz obrazek ¢. 10, dochazelo
pouze k malym zménam optické hustoty, coz naznacuje, ze ob¢ tavici soli (STPP,TSC) se
rovnéz zdaji byt priblizné stejné U€inné pii rozptylu kaseinu, pokud jsou pouzity ve smési

tavicich soli [59].

TTMP nevykazoval vyrazny ucinek ve smési s TSC pii pH 5,2, naopak pii pH 6,4 mélo
snizeni podilu TTMP ve smési vétsi vliv na zvySeni disperze, znazornéno na obrazku ¢. 11,
coz je vysledek, ktery ze vSech Ctyt pouzitych soli je srovnatelny pouze s DSP, kde zvySeni

disperze neni tak vyrazné jako u TTMP.

U né&kterych vzorkl byla zaznamenana mirné€ zelen¢ zbarvena disperze, ktera je dana pii-
tomnosti aminokyseliny tryptofanu, kterd zplisobuje ptirozenou fluorescenci. Fluorescence
kaseinu je dana charakterem iontové vymeény, ktera je silné ovlivnéna hodnotou pH [15].
Tento jev byl pozorovan pii nizSich koncentracich fosforecnanovych soli a vy$§im podilu
citronanovych soli ve vzorku. Obvykle pfi poméru fosfore¢nan:citronanu 20:80. TSPP:TSC
20:80, 10:90 pii pH 5,2; TTMP:TSC 10:90 pii pH 5,2. Je znamo, ze fluorescence v protei-
nech je zplsobena pfitomnosti aminokyselin tryptofanu, tyrozinu a fenylalaninu. Kromé
tryptofanu tedy mtizeme fluorescentnim méfenim zjistit také obsah aminokyselin tyrosinu,
a fenylalaninu.(Kapa kasein obsahuje dva tryptofanové zbytky v pozicich 164 a 199 a f3-
kasein ma zbytek tryptofanu v poloze 143. Tii zbytky se nachazi ptedevsim v prvni fadé
hydrofobni Casti kaseinové molekuly a jsou dulezité z hlediska stability kaseinovych micel)
[15,62]. Této vlastnosti tryptofanu fluoreskovat lze vyuzit pro stanoveni jeho obsahu v sys-

tému.

Pii méteni optické hustoty jako miry disperze modelového systému lze najit v n€kterych
ptipadech vys§i hodnoty smérodatné odchylky, coz mize byt dano nestabilitou systému

v dané kombinaci tavicich soli a pH (viz tabulky v ptilohdch PI-PVI). Zajimavé by bylo



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

pouzit pro srovnani méfeni nékterou z jinych metod (viz kapitola ¢. 3.1.1) zalozenych na

detekci rozptyleného svétla, které jsou pouzivany napiiklad pro stanoveni proteinti v séru.

Ke zvySeni pfesnosti a opakovatelnosti méfeni by piispélo pouziti méfici aparatury vyuzi-
vajici nefelometrického principu detekce svétla rozptyleného na casticich disperze

[47,48,53].

Stupen dispergace kaseinu uzce souvisi se schopnosti fosfore¢nanovych tavicich soli vazat
vapnik [36]. Dulezitym prvkem je zajisténi michani vzorku i tésné pfed méfenim optické
hustoty, aby nedochazelo k sedimentaci vzorku, poptipadé zvolit vhodny zptlisob stabiliza-

ce vzorku [48].
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ZAVER

Na Ustavu technologie potravin je uz dlouhodobé feSena problematika vyroby tavenych
syri. S tim souvisi studium jevi, které probihaji pfi procesu taveni, kde vyznamnou roli
hraje typ pouzité tavici soli, kterd mé vliv na iontovou vyménu probihajici pfedevsim pro-
strednictvim Ca®* jontd vazanych na molekuly proteini. Schopnost tavici soli tuto vyménu
podpofit pak uruje vhodnost této soli pro vyrobu taveného syru s optimalnimi texturnimi
vlastnostmi. Jako tavici soli jsou obvykle pouzivany fosforeCnanové a citronanové sodné

soli a velmi ¢asto jejich kombinace.

Cilem diplomové prace bylo studium vlivu binarnich smési tavicich soli na bazi fosforec-
nant a citronanu a ruznych podminek pH na dispergaci kaseinového komplexu. Pro zjed-
noduseni matrice byl pouzit modelovy systém disperze odtucnéného susené¢ho mléka ve

vodé.

Vytéenému cili odpovida také literarni reSerSe v teoretické Casti diplomové prace, kterad
byla zaméfena na zdkladni charakteristiku mléka, pficemz byl diraz kladen zejména na
mlécné proteiny — kaseiny, na jejich vlastnosti a vyuziti, dale na shrnuti vlivu pH a tavicich
soli na chovani kaseinového komplexu a piehled metod vhodnych pro méteni dispergace

kaseinového komplexu.

Ukolem praktické ¢asti bylo navrhnout a vyrobit modelové vzorky s pridavkem binarnich
smési vybranych tavicich soli pfi rozdilném pH a stanovit optickou hustotu pfipravenych
vzorkid. Byly vyrobeny vzorky s upravou pH a bez tavicich soli a s ipravou pH a tavicimi
solemi monofosfore¢nanem, difosfore¢nanem, trifosforecnanem a cyklickym trifosfore¢na-
nem v kombinaci s citronanem. Byla proméfena opticka hustota vzorkt. Data z méteni byla

zpracovana a vyhodnocena.

Vysledky experimentl 1ze shrnout do téchto zaveéra:

e Vzorky pfipravené jen s Upravou pH bez piidavku tavicich soli vykazovaly vyssi
optickou hustotu nez vzorky s ptidavkem tavicich soli, coZ dokumentuje vyznam-
nou roli tavicich soli v podpote dispergace kaseinového komplexu.

e Schopnost pouzitych smési tavicich soli zvySovat dispergaci kaseinovych micel je
vyrazné ovlivnéna hodnotou pH. Pii pH 6,4 byla zaznamenana vyssi dispergace, pii

pH 5,2 dochazelo vice ke shlukovani kaseinil a uroven dispergace byla nizsi.
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e Slozeni smési tavicich soli vyrazné ovliviiuje intenzitu dispergace kaseinovych mi-
cel.

e Dispergace je velmi malé (t¢éméf zadna) pii aplikaci monofosfore¢nanu ve smeési
s citronanem a také pfi pouziti cyklického trifosfore¢nanu ve smési s citronanem pii
obou hodnotach pH.

e Vliv rostouciho podilu fosfore¢nanovych tavicich soli ve smési s citronanem na
vys§i dispergaci kaseinového komplexu vykazoval pfedev§im difosfore¢nan a tri-

fosfore¢nan pti hodnoté pH 6,4
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PRILOHA P I: TABULKY MERENI SMESI DSP:TSC

Binarni smés DSP:TSC pH 5,2

Pomér Absorbance
DSP:TSC 1 Absorbance 2 | Absorbance 3 | primér SD CVv
0:0 3,173 3,136 3,136| 3,148| 0,0174| 0,55%
100:0 3,102 3,017 3,013| 3,044| 0,0410| 1,35%
90:10 3,147 2,983 3,033| 3,054| 0,0686| 2,25%
80:20 3,061 2,983 3,033| 3,026| 0,0323| 1,07%
70:30 3,041 2,951 3,033| 3,008| 0,0407| 1,35%
60:40 3,080 2,951 2,962 2,998| 0,0584| 1,95%
50:50 2,800 2,920 2979| 2,900| 0,0745| 2,57%
40:60 2,545 2,920 3,062 2,839| 0,2148| 7,56%
30:70 2,169 2,892 3,052| 2,704| 0,3841| 14,20%
20:80 2,226 2,906 3,013| 2,715| 0,3485| 12,84%
10:90 2,705 2,744 2903| 2,784| 0,0856| 3,08%
0:100 2,503 2,716 3,013| 2,744| 0,2091| 7,62%
Binarni smés DSP:TSC pH 6.4
Pomér Absorbance
DSP:TSC 1 Absorbance 2 | Absorbance 3 | primér SD Cv
0:0 3,073 3,013 2,944 3,010 | 0,0527 | 1,75%
100:0 2,981 2,979 2,961 2,974 | 0,0090 | 0,30%
90:10 2,816 2,791 2,874 2,827 | 0,0348 | 1,23%
80:20 2,918 2,875 2,931 2,908 | 0,0239 | 0,82%
70:30 2,877 2,837 2,874 2,863 | 0,0182 | 0,64%
60:40 2,827 2,791 2,791 2,803 | 0,0170 | 0,61%
50:50 2,596 2,479 2,479 2,518 | 0,0552 | 2,19%
40:60 2,663 2,489 2,489 2,547 | 0,0820 | 3,22%
30:70 2,655 2,439 2,458 2,517 | 0,0977 | 3,88%
20:80 2,498 2,402 2,289 2,396 | 0,0854 | 3,56%
10:90 2,366 2,065 1,974 2,135 | 0,1675 | 7,85%
0:100 2,202 1,753 1,757 1,904 | 0,2107 | 11,07%




PRILOHA P II: TABULKY MERENI SMESI TSPP:TSC

Binarni smés TSPP:TSC pH 5,2
Pomér
TSPP:TSC | Absorbance 1 | Absorbance 2 | Absorbance 1 | primér | SD CVv
0:0 3,147 3,147 2,779 3,024 0,150 4,97%
100:0 2,516 2,198 2,873 2,529 0,239| 9,44%
90:10 2,589 2,846 2873 2,769| 0,111]| 4,00%
80:20 2,610 2,858 2,835| 2,768 0,097| 3,50%
70:30 2,596 2,415 2800 2,604 0,136] 5,23%
60:40 2,545 2,811 2,768| 2,708| 0,101| 3,73%
50:50 2,823 2,811 2812 2,815| 0,005| 0,17%
40:60 2,834 2,940 2,044 2,606| 0,346| 13,28%
30:70 2,955 2,940 2,684 2860 0,108| 3,77%
20:80 2,955 2,971 1,705| 2,544| 0,514| 20,19%
10:90 2,988 2,971 1,301 2,420 0,685]| 28,32%
0:100 2,971 2,925 2914| 2937 0,021| 0,73%
Binarni smés TSPP:TSC pH 6.4
Pom¢ér
TSPP:TSC | Absorbance 1 | Absorbance 2 | Absorbance 1 | prumér SD Cv
0:0 2,835 2,847 2914 2,865| 0,030] 1,05%
100:0 0,837 0,820 0,852| 0,836 0,011] 1,35%
90:10 0,811 1,204 1,029 1,015| 0,139| 13,72%
80:20 0,803 0,789 0,792/ 0,795| 0,005| 0,66%
70:30 0,770 0,770 0,782 0,774| 0,005| 0,63%
60:40 0,787 0,800 0,795| 0,794 0,005| 0,58%
50:50 0,981 0,994 0,999/ 0,991| 0,007| 0,66%
40:60 1,197 1,269 1,235| 1,234| 0,025| 2,06%
30:70 0,844 0,852 0,882| 0,859| 0,014] 1,65%
20:80 0,908 0,963 0,948 0,940 0,020 2,14%
10:90 0,788 0,837 0,811| 0,812 0,017 2,13%
0:100 0,998 1,130 1,015| 1,048| 0,051| 4,85%




PRILOHA P III: TABULKY MERENI SMESI STPP:TSC

Binarni smés STPP:TSC pH 5,2

Pomér Absorbance
STPP:TSC 1 Absorbance 2 | Absorbance 1 | priamér SD CVv
0:0 3,074 3,035 2,750 2,953| 0,125| 4,24%
100:0 1,795 1,303 2,314 1,804| 0,357| 19,82%
90:10 1,329 1,128 1,194 1217 0,072 5,95%
80:20 2,229 2,005 1,343 1,859| 0,326 17,52%
70:30 2,743 1,966 1912 2207 0,329| 14,90%
60:40 1,899 1,420 2,439| 1919| 0,360| 18,78%
50:50 2,999 1,797 2,814 2537| 0,458 18,04%
40:60 2,919 2,292 2,938 2,716 0,260 9,57%
30:70 2,919 2,743 2,430 2,697| 0,175| 6,49%
20:80 3,016 2,773 2,095| 2,628 0,338| 12,84%
10:90 2,919 2,965 3,013 2,966| 0,033] 1,12%
0:100 2,999 2,982 3,013 2,998 0,011 0,37%
Binarni smés STPP:TSC pH 6.4
Pomér Absorbance
STPP:TSC 1 Absorbance 2 | Absorbance 1 | primér SD Cv
0:0 3,051 2,918 3,031 3,000/ 0,051 1,69%
100:0 1,078 1,278 1,137 1,164| 0,073| 6,24%
90:10 1,167 0,960 1,297 1,141| 0,120| 10,53%
80:20 0,967 0,979 1,022| 0,989| 0,020 2,07%
70:30 1,006 0,968 1,126] 1,033| 0,058| 5,64%
60:40 1,065 0,910 1,151 1,042 0,086| 8,29%
50:50 1,112 0,922 1,204 1,079 0,102 9,42%
40:60 1,183 1,001 1,349 1,178| 0,123 10,45%
30:70 1,355 0,995 1555| 1,302 0,201| 15,42%
20:80 1,475 0,979 1685| 1,380| 0,256 18,58%
10:90 1,868 1,351 2,139 1,786| 0,283| 15,85%
0:100 2,175 1,541 2,328| 2,015| 0,295| 14,65%




PRILOHA P1V: TABULKY MERENI SMESI TTMP:TSC

Binarni smés TTMP:TSC pH 5,2

Pomér
TTMP:TSC | Absorbance 1 | Absorbance 2 | Absorbance 1 | pramér SD CVv
0:0 2,787 2,862 2,884| 2,844 0,042 1,46%
100:0 2,492 2,282 2,526 2,433| 0,108| 4,43%
90:10 2,410 2,459 2,733| 2,534 0,142] 5,61%
80:20 2,296 2,615 2,750 2,554| 0,190| 7,45%
70:30 2,688 2,615 2,648| 2,650 0,030] 1,13%
60:40 2,503 2,359 2,436| 2,433| 0,059| 2,42%
50:50 2,310 2,721 2,733| 2,588| 0,197| 7,60%
40:60 2,515 2,874 2949 2,779 0,189| 6,81%
30:70 2,579 2,453 2577 2536 0,059 2,32%
20:80 2,410 2,862 2922 2,731 0,229| 8,37%
10:90 2,860 1,863 2,080| 2,268| 0,428 18,88%
0:100 2,600 2,916 2,963 2,826| 0,161| 5,70%
Bindrni smés TTMP:TSC pH 6,4
Pomér
TTMP:TSC | Absorbance 1 | Absorbance 2 | Absorbance 1 | pramér SD CVv
0:0 2,847 2,847 2,835| 2,843 0,006/ 0,20%
100:0 2,738 2,738 2,738| 2,738 0,000 0,00%
90:10 2,683 2,683 2,659| 2675 0,011 0,42%
80:20 2,483 2,483 2,409| 2,458| 0,035| 1,42%
70:30 2,467 2,467 2,409 2,448| 0,027 1,12%
60:40 2,378 2,378 2,312 2,356 0,031 1,32%
50:50 2,075 2,075 1973 2,041 0,048 2,36%
40:60 1,979 1,979 1,875 1,944| 0,049 2,52%
30:70 2,559 2,559 2516 2545 0,020| 0,80%
20:80 1,345 1,345 1224 1,305| 0,057 4,37%
10:90 1,317 1,317 1,153| 1,262 0,077 6,12%
0:100 1,256 1,256 1,106/ 1,206/ 0,071| 5,86%




PRILOHA P V: TABULKA MERENI JEDNOTLIVYCH SOLI

poradi vzorku

TSC 1 2 3 | primér SD CV

pH 5,2 2,744 2,998 2,937 2,893 0,094 | 3,24%

pH6,4 1,755| 2,015 1,422 1,731 0,210| 12,14%

poradi vzorku

DSP 1 2 3 | primér SD CcVv

pH 5,2 3,102 3,017 3,013 3,044 0,036| 1,17%

pH 6,4 2981 2979| 2,961 2,974 0,008 0,26%
poradi vzorku

TSPP 1 2 3 | pramér SD CVv

pH 5,2 2,516 2,198 2,873 2,529 0,239| 9,44%

pH 6,4 0,837 0,82 1,105 0,921 0,113 12,27%
poradi vzorku

STPP 1 2 3 | primér SD CVv

pH 5,2 1,795 1,303| 2,314 1,804 0,357 | 19,82%

pH 6,4 1,078 1,278 1,137 1,167 0,073| 6,23%
poradi vzorku

TTMP 1 2 3 | primér SD CVv

pH 5,2 2,492 | 2,282 2,526 2,433 0,187 | 7,68%

pH 6,4 2,738 2,738 2,738 2,738 0,000 0,00%




