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ABSTRAKT

K nejrozstengjSim fermentovanym médaym vyroblkim pati jogurt. Pro laboratorni
vyrobu jogurti byla nejprve optimalizovana skladba modelovych rowkganizni.
Samotnd vyroba jogurtu probihala za laboratornicbdndnek. Po fidavku
I- akK-karagenat bylo zjiS€no, Ze pi vysokych koncentracich doslo k vytemi pevného
agregatu a k uvolmi velkého mnozstvi syrovatky. Optimalni koncendraobou
karagenan byla stanovena na 0,01 %. Teplota fermentacétanpnosti- a k-karagenat
ovliviuji skladbu volnych aminokyselin. fiPteplo€ 42 °C bylo mnoZstvi volnych
aminokyselin vysSi neziip37 °C, v gitomnosti obou karagenamoslo ke zvySeni obsahu

volnych aminokyselin.

Kli¢ova slova: jogurt, karagenan, senzorické hodnogeirié aminokyseliny

ABSTRACT

Yoghurt is the most widespread fermented dairy peodFor laboratory production of
yoghurts was at first optimalized composition of dab microorganisms. Then the
production itself proceeded in laboratory condiionAfter addition of - and
K-carrageenans it was found that if added in a bhaicentration firm aggregate is created
and also considerable amount of whey is releasée@. dptimal concetration of both
carrageenans was found to be 0,01%. The tempe@itteenentation and presentandk-
carrageenans both influence composition of freenaracids. In temperature 42 °C was a
number of free amino acids higher than in tempeea8¥ °C, in the presence of both

carrageenans there was a increase in a contergecfinino acids.

Keywords: yoghurt, carrageenans, senzory ratieg, #mino acids
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UvoD

Fermentované mé@é vyrobky maji sfj puvod véetnych lidovych miénych
napojich, rozsenych po celém s®. Tyto napoje vznikaly kvaSenim mlékérpzenou
cestou, tj. psobenim mikrofléry obsaZzené v syrovém mléce. Tatkrofiora byla pro
raizné oblasti typicka a dodavala tznych podminkéach ip tradicnim postupu fipravy
lidovym ml&nym népojim charakteristicky radz. Skupinu fermentovanych amj&h
vyrobki tvori Siroky sortiment vyrobk, jejichz spolénym znakem j&ast technologie,ip
které jecast laktozy zkvaSovana na kyselinu éméu a vlivem zvySené kyselosti dochazi

k vysrazeni bilkovin.

K nejroz8fensjSim fermentovanym vyrolikn pati jogurt. Vyrabi se siznym
obsahem tuku a tukuprosté suSiny nebo také ochudemymi prisadami. Jogurty maji
také giznivy vliv na lidsky organismus.iPsvé relativié nizké energetické hodrioje
jogurt bohatym zdrojem plnohodnotnych bilkovin, méqu, fosforu a tznych vitamiri
skupiny B. Bakterialni kultury obsazené v jogurtazipivné ovliviuji slozeni stevni
mikroflory a dlouhodob napoméahaji snadi$imu vstebavani mineralnich latek

a nekterych vitamiri.

Cilem diplomové prace bylo vyrobit modelové vzorkggurti pomoci
definovanych mikroorganizénza laboratornich podminek a zkoumat vlitidavku i6ta
a kappa karagenama obsah volnych aminokyselin. Diplomova praceogklena na dv
¢asti. V prvnic¢asti je zpracovana reSerze o historii a vyr@gurti, pouzivanyckistych
mlékaskych kulturach a faktorech owviiujici sloZeni proteiin fermentovanych migych
vyrobki. Druha c¢ést je praktickh a zabyvd se stanovenim volnychnakygselin

a senzorickym hodnocenim fermentovanychémyéh vyrobki.
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1 VYROBA JOGURTU

Jogurt je dle vyhlaSky 77/2003 Sb. kysany ¢nigvyrobek ziskany kysanim miléka,
smetany, podmasli nebo jejich &npomoci mikroorganizin Mezi tyto mikroorganizmy
pati protosymbioticka sks Streptococcus salivariusubsp thermophilusa Lactobacillus
delbrueckiisubsp.bulgaricus(dale jen Sthermophilusa L. bulgaricug. Krom¢ zakladni
jogurtové kultury mohou byt fdvany i kmeny produkujici kyselinu ndlgou
a pomahajici dotwat specifickou chitovou nebo texturovou charakteristiku vyrobku.

Musi v8ak byt zachovan optimalni p&mobou zakladnich kmérjogurtové kultury [1].

1.1 Historie

Legendatikd, Ze jogurt a kefir vznikly zazrakentinody v pohdi Kavkaz. Na jizni
strarg¢ hory Elbrus se rozvijely mikroorganizmy preferujiyssi teploty, 40 °C az 45 °C,
a umoznily vhodné prokysani nadojeného miléka v kpde vacich a hlienych nddobach,
které pouzivali tamni tutd nomadi. Ml€na kultura se ve vhodném priesti samovolé
udrZzovala. Potravinu bylo mozno uchovavat a konatah@o delSi dobu neZerstvé

mléko, nEla dobrou chtl, a tak se fiprava rozgovala[2].

Pavodre se jogurt vyrall z owtiho nebo buvoliho mléka, které méa vyssi suSinu nez
kravské mléko [3]. Produkce mléka naesinim Vychod byla v minulych letech sezénni.
Hlavnim divodem bylo fivodni ka&tovné obyvatelstvo, kter&asto ngnilo lokality. DalSim
faktorem je subtropické klima #®dniho Vychodu, kter&asto dosahovalo 40 °C.

V takovych podminkach mléko zkysne a srazi se atkétu dobu po samotném dojeni,
zvlase potom kdyZz dojeni je provédo v nestandartnich podminkach. iava byla dojena
ruéné, Zadné chlazeni mléka nebylo dostupné a kontaming&roorganizmy @ uz ze

vzduchu, ze zvat, z krmivati z rukou dojte byla vysoka.
Postupg kocovné kmeny nechaly kvasit mlékgainé pod dohledem. Procesy které
pouzivaly byly nap:
e pouzivani stale stejné nadoby, kde byktgmna mikrofléra ke kvaSeni

mléka,

« ohtivani mléka nad otégnym ohgm, aby se mirkh zahustilo a vysledna
sraZzenina rfla zvlastni mazlavost KM premenéné struktie kaseinu, ktera

zlepsi kvalitu vysledného produktu,
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» slévani teplem upraveného a chlgdiho mléka @lesnaci pokojova teplota)
s kysanym mlékem zipdeSlé davky, coz umozni bakteriim &mého

kvaseni (BMK) vysSi produkci kyseliny ndlée,
* postupny vybr BMK,
* vyhubeni patogennich mikroorganimitomnych v mléce.

PrestoZe vyvoj procesu vyroby b§iste intuitivni, produkce kysaného mléka se brzy
stala peva stanovenou i@dlohou pro konzervaci v podnicich po roce 190GtiHoE se
tato metoda roz8la i do ostatnich zemi a dala vzniku vyrobku aawvaného jako jogurt,

pochéazejici z tureckého ,,jugurt” [4].

U nas se zamly v mlékarenské vyrab pouzivat mlékeské kultury danské
provenience v poslednich letech 19.stoleti. V obdokzi 1. a 2. sitovou valkou se
vyrobou a rozmnozovanim kultur zabyvalgské zerédélské Ustavy, mlékaké Skoly
v Plzni a Krondtizi a v Laktologickém GstaviVUT. Po roce 1948 byla sotistina
vyroba tuzemskych mlékskych kultur do specialniho provozu v Praze - Vo&mh
vramci mlékaskeho kombinatu Laktos, pod nazvem Laktoflora. ZkwSti se
v evropskych zemich #ly z Bulharska, kde se jogurt vyrdb nejen tradiné
v domacnostech, ale napv Sofii ve velkych vyrobnach, a to zZ&wovanim pedem

svaeného mléka, temperovaného v poharkovych nadolRéch

1.2 Biochemie vyroby fermentovanych mlénych vyrobki

Z&kladnim biochemickym pochodem zg&jiganymcgcistymi mlékaskymi kulturami
pii vyrob¢ kysanych mlénych vyrobki je anaerobni procesgimeny sacharid na mi€nou
kyselinu, katalyzovany celym komplexem enZyn®i fermentaci laktézy se musi tento
disacharid nejprve hydrolyzové&innosti enzymus-galaktosidazy (vytvieny bakteriemi
mléného kvaSeni) na glukézu a galaktézu. Galakt6zpaje izomeraci fgnenéna na
glukdzu nebo fruktézu. Molekula glukdzy fosforylacizomeraci fechazi na frukt6za-1,6-
difosfat, kter4 se vlivem aldolazyépi na fosfaty dvou trioz — glyceraldehyd-3-fosfat
a dihydroxyaceton. Glyceraldehyd-3-fosfat ssqbenim fislusné dehydrogenazy oxiduje
a vznika 1,3-difosfoglycerat. Vidledku defosforylace a enolizace se rtvpyruvat
(kyselina pyrohroznovda), ktery se potom redukuje laktat (kyselina miéna).

Vyprodukovana miéna kyselina vyvola kyselé srdZzeni mléka. V mléckagein pitomen
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ve formeg kaseinovych micel, které jsou milou kyselinou destabilizovany, a to vede
k tvorkeé mlééného koagulatu. Okamzikfip. interval, pi némz dochéazi ke srazeni mléka,

se nazyva izoelektricky bod kaseinu a lezi pod fH%,6 - 4,8) [5,6].

Glucose (;ATP
| ADF

Glucose-6-phosphate
Fructose-6-phosphate - atp
o ADP

Fructose-1,6-diphosphate

Dihydrosyacetone phosphate

Glyceraldehyde-3-phosphate Glyceraldehyde-3-phosphate
MNAD+ J MNAD+
1,3-Diphosphoglycerate *NADH 1, 3-Diphosphoglycerate *MNADH
Q&DP J ADF
3-Phosphoglycerate s ATP 3-Phosphoglycerate “ATP
2-Phosphoglycerate 2-Phosphoglycerate
} }
Fhosphoenolpyrivate Fhosphoenolpyruyvate
ADP ! ADP
Pyruvate *ATF Pyruvate *ATF
J
Lactate Lactate

Obrazek 1 Biochemieipmeny glukozy na kyselinu méou [7]

Proteolyza

Proteolyticky systém bakterii n##éého kvaSeni je vyznamny enzymatickym
Stpenim bilkovin, jejiz produkty jsouutkzité pro fist mikroorganizm, konzervaci
a proces fermentace, kterydge potravinam charakteristické reologické a oajaptické
vlastnosti [8]. Proteolytické enzymy (proteindzyeptidazy) katalyzujici hydrolyzu
peptidovych vazeb v proteinech vyznaimowvliviuji nutricni, senzoricke, texturni a jiné

vlastnosti. MnoZstvi a typ peptidovych vazeb, ktex@&e peptiddza &pit jsou zavislé na
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tom, ze kterych aminokyselin se protein skladatigépy clime do dvou hlavnich skupin
podle mista jejich &inku na endopeptidazy a exopeptidadzy. Z hlediskauksiry
katalytického centra je &ime na serinoveé, cysteinove, aspartatove, metptajiey

a zatim neklasifikované peptidazy [9].
Hlavni rysy proteolytického systému jsou:

1) proteinazy majici Sirokou specifitu a jsou saidpuvohovat velké mnoZstvi

oligopeptidi, ze kterych se &enim vytvai zbytky se 4 — 8 aminokyselinami,
2) transportem oligopepiide do biiky dostava dusik,

3) wtSina peptidaz je lokalizovana intracelukara zpisobuji kompletni degradaci

peptidi na aminokyseliny [10].

Nekteré bakterie miného kvaSeni nemohou syntetizoveddu esencialnich
aminokyselin, proto proteolyza protéim peptid ze substratu je pibna k jejich iistu
[11]. BMK maiji proteolytické enzymy, které se napbj v burcné seéng, burséné
membrag a cytoplazmy [12]. Jogurtové kultury vykazuji vySsSi aktivitu gteolytickych
enzymi nez kultury probiotické, diky tomu také rychlejimiéce rostoul. bulgaricus
produkuje proteinazu, ktera hydrolyzuje kasein alyeptidy a ty jsou dale degradovany
pomoci peptidazyS. thermophilus[13]. L. bulgaricus krom& produkce wkterych
esencialnich aminokyselin [14],vykazuje vy3Si pobtiéckou aktivitu nezS. thermophilus
[11].

1.3 Technologie vyroby fermentovanych miénych vyrobki
Vybeér mléka
Mléko musi mit nasledujici pozadavky:

v Nizky celkovy pget mikroorganizm

v" Druhové zastoupeni mikroorganiam nizky p@et psychrofilnich mikroorganizin

(moZné produkce inhibnich latek)
v' Dostatek Zivin, enzyin

v" Nesmi obsahovat inhini latky (antibiotika, zbytkygcisticich a dezinfeénich
prostedki, atd.)
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Standardizace tuku a tukuprosté susiny

Mnozstvi celkové suSiny v syrovém mléce vzhlederjehlb objemu, uuje
fyzikalni vlastnosti vysledného jogurtu. Obsah sy&yrového mléka se obvykle pohybuje
od 9 do 20 % v zavislosti na Uptesusiny mléka [15]. Standardizace obsahu tuku zgérn
Gpravu obsahu tuku ve vyrobkiigavkem smetany nebo odtgného mléka tak, aby byl
ziskan produkt o pozadovaném obsahu tuku. ZvySesalu tukuprosté susiny, zvkast
podilu kaseinu a bilkovin syrovatky, vede ke zvySpevnosti koagulatu a ke sniZzeni

odcklovani syrovatky na povrchu [16].

Uprava obsahu tuku se provadi Gplnym netésténym odsmetdovanim
plnotutného miéka, misenim mlékaizné tinostici pitidavkem smetany. Kysané réié
vyrobky se vyrabi z mléka odteného, polotiného, plnottiného i vysokoténého.

Zvysovani ténosti zaji¥uje hladkost a jemnost textury srazeniny [5].

Uprava sudiny se @iie provadt zahugovanim (odpgovanim vody, ultrafiltraci,
reverzni osmozou)iene tuénych mlék, pidavkem suSeného miléka 6zné tunosti,
podmasli, suSené syrovatky neli@ré upravenych produlit kaseinatu, ale iffdavkem
modifikovaného Skrobu, fjpadré jinych stabilizatol. Stabilizatory zlepSuji konzistenci
vyrobka, snizuji vylitovani syrovéatky a slouzi také k nah¥adsti ml&€né susiny a tim ke

shizeni naklatlna vyrobu [12].
Deareace si@si

Obsah vzduchu v mléce pouzivaném pro vyrobu ferovamtych vyrobk musi byt
co nejnizsi, zvlast pokud je pro fermentaci pouzito anaerobnich mikgaoisni (rod
Bifidobacteriun). Deareace zlepSuje ifii¢h homogenizace, sniZuje riziko napalovafii p

tepelném oséeni mléka a zvysuje viskozitu a odsiuge nezadouciekave latky.
Homogenizace sési

Hlavnim cilem homogenizace je zabranit vyvstavamécngho tuku v pibéhu
inkubace vobalu a zajistit rovh@mé rozéleni ml&ného tuku ve vyrobku.
Homogenizace row zlepSuje stabilitu a konzistenci vyrgbkMIéko se homogenizuje
obvykle @i tlaku 20 - 25 MPa a tepldte5 — 70 °C [16]. B homogenizaci za vysokého
tlaku dochézi i krotStni kaseinovych micel. Vzniklé kaseinové submicelygjim
schopnost vazat na rozhrani micela —amésérum tukové kulky a dochazi k vyraznému

zjemreni struktury kysaného vyrobku [12].
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Pro vyrobu kysanych mi¢éych vyrobki musi byt homogenizovano vesSkeré mléko,
a ne tedy jen smetana, protoZénék homogenizace se projevuje nejen ucmédo tuku,
ale i u tukuprosté susiny. Homogenigainek na mlény tuk se projevuje v tom, Ze se
tukové kultky zmensuji na jednotnou velikost, a tak se zgggith rovnongrné rozéleni
v mléce, pipadré ve finalnim vyrobku. Uhrnna povrchovéa plocha tukav kulicek se
podstatg zvysi. Tim se zSi stabilita koagulatu a odstrani nebo zmensitayéi tuku
na povrchu vyrobku [5]. Velké tukové k&ky nehomogenizovaného miléka mohou

shizovat pevnost gelu [15].
Tepelné oséeni mléka ged zadkovanim zakysovou kulturou

Cilem tepelného oSeni miéka je nejen ztit nezadouci mikrofloru, ale také zlepsit
vlastnosti mléka pro vyrobu kysanych grgch vyrobki. Vysokym tepelnym z&kvem se
meéni  struktura sérovych bilkovin. V molekulach seénin prostorové usgéadani
jednotlivych¢lanka, premig’uji se vnitni molekulové vazby a trhaji se vodikovéstky.
Funkeni  skupiny v bilkovinnych ¢asticich se aktivh G¢astni chemickych reakci.
To umoiuje vzajemnou interakci mezi molekulami v denataroxch bilkovinach
a schopnostéthto molekul k agregaci a k vyteini komplex s jinymi bilkovinami,

zejména s kaseinem [5].

Tepelné oSéeni sndsi ma za Gel krome devitalizace fitomné mikrofléry a inaktivace
enzymi, denaturovat i sérové bilkoviny. Denaturované &&rbilkoviny se vazi na
kaseinové micely a tim zvySuji vazbu vody a snigyjucovani syrovatky fermentovanych
vyrobki, zvySuje se také viskozita vyttemého gelu [12]. Doba z&vu je zavisla na
fyzikalnich vlastnostech vyrébych jogurtovych vyrobk [15]. Optimalnich vysledk je
dosazenoiptepelném zatevu @i 90 — 95 °C a dobvydrze asi 5 minut [5].

Chlazeni na teplotu zakysani

Mléko po pasteraci je zchlazeno na teplotu inolajlddera je zavisla na typu

mikroflory pouzité pro fermentaci.
Zakysani, fermentace a chlazeni

Zakysani se provadi podle typu pouzité zakysovéulyul PoZzadované mnozstvi
bakterialni kultury se z&&uje do kultiv&niho media [16]. Natkované mléko se musi
dukladre promichat, aby se kultura d@brozptylila do celého obsahu mléka. Jinak hrubsi

kousky kultury vyvstavaji na povrch mléka angpbuji mistni pekysani a nepravidelné
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srazeni koagulatu. PoZzadovanyilh kysani ma byt zaji& kulturami, které pozvolna
zkvasuji laktozu na mé@ou kyselinu. B pomalém prokysavani se timejwtSi mnozstvi

aromatickych latek aifznive jsou ovlivreny reologické vlastnosti koagulatu [5].
Fermentace a chlazeni probihajkolika zpisoby podle druhu vyrolik

» Set type yoghurts (Typ I, snerozmichanym koagaoifite mléko zatkované
zakysovou kulturou se pini do spatiitelskych obdl, nasleduje fermentaceip
pozadovaneé teplét a chlazeni; fisady (ovocny podil) se davkuje na dno

spotebitelského obalu jeSpied plrenim

» Stirred type yoghurts (Typ I, s rozmichanym koagein) — koagulat vznika ve
ferment&nim tanku a struktura vzniklého gelu je rozruSeti@dpnebo Bhem

procesu chlazeni (ve fermeé&édm tanku) a baleni

* Drink type (Typ Ill, vhodny k piti) — vyrobek s rkau viskozitou; fermentace
probih&a ve fermentaim tanku; homogenizaci vyrobku je zcela rozrusnatura

vzniklého koagulatu [16]

Pfi vyrob¢ kysanych mlénych vyrobki je dilezité vystihnout spravny okamzik
chlazeni. Tento okamzik jéebba stanovit nikoli jednoduSe podle kultiméddoby, ale podle
kyselosti koagulatu. Vychozi stup&yselosti pro volbu zgtku chlazeni zavisi naanych
¢initelich, jako je nap druh vyralnych kysanych migych vyrobKi, poZadovany stugie

kyselosti finalniho vyrobku, poZzadované reologigkastnosti apod. [5].
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Standardizace tultu a tuluprosté susiny

l

Deareace

Homogenizace
Tepelné osetfeni
|

Chlazeni na teplotu zalkysani

Piiprava zikysu A Zakysini

Typ I Typ I Typ I
I I . I
Pridavel: Fermentace Fermentace Stabilizator,
Prisad v tanku sacharidy, ovoce
Plnéni do
drobnych obalu Chlazeni DMichini fe
I I !
| 1 |
Fermeniace Piidavek prisad | | Homogenizace Pasterace UHT zahd'ev
Chlazeni a) plnéni Chlazeni Homogenizace | | Asepi.plnéni
b) asept. plnéni | I
Asept.plnéni | | Asepi.plnéni
1 ]
o A
Skladovini v chladu Skladowvini pri pokojové teploté

Obrazek 2 Schéma vyroby fermentovanychamyéh vyrobki [33]

Kromée bilych jogurfi Ize vyrobit i jogurty ovocné fjidavkem ovocné slozkyied
plnénim jogurtové smsi na dno kelimku nebo lahve, nebo po vychlazesiaaeného
jogurtu na povrch, nebo se zamichémm do smsi (sirup) a srazi se séasré s jogurtem.
Ovocné pisady by ndly byt velmi kvalitni, mit vyraznou chybarvu i aroma, tak aby i ve
smesi s jogurtovym krémem byly dostat€ vyrazné. | kdyZz k ochuceni jogtrtse
negastji pouziva gisad ovocnych, je mozno pouzit irigady jiné. Vyrabji se jogurty
s prisadowtokolady, nugatu, medufechi i dalSich [17].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 17

Probiotika

Fermentované mé@é vyrobky s obsahem probiotickych kulturspbi pozitivié na
organizmus lidi a zvat. Bakterie pouzivané déchto produki nalezicasto mezi rody
Lactobacillus a Bifidobacterium Fi pramyslovém pouZziti probiotickych bakterii se
pouziva koncentrovanych zmrazenych nebo lyofilinyed zakysovych kultur. Zjsob

jejich aplikace se Kize liSit od aplikace tradiich kultur. PouZivaji se nasledujici postupy:

1. Oddilena kultivace zakys tradicnich a probiotickych kultur, které jsou naslédn

smichany v poZzadovaném pé&m ve ferment&nim tanku.

2. Odclena fermentace mlékafigkteré je mléko fermentovandanymi zakysovymi
kulturami a vzniklé koagulaty jsou smichdny za wmnivysledného produktu.
Pouziva se ip vyrazre odlisSnych teplotach kultivace, napu probiotické kultury

a mezofilni kultury.

3. Zahajeni fermentace probiotickou kulturou, naslesd@ pidavkem rychle

prokysavajici kultury.

4. Fermentace mléka traghi kulturou nasledovanaigdavkem koncentrované kultury

pied balenim.

5. Vyroba sladkého probiotického miéka. Koncentrovgmébioticka kultura je
piidana do pasterovaného mlékaii mizké teplot, aby wibec neprothla

fermentace aiptéto teplot je vyrobek uchovavan az do doby konzumace [18].

Obvykle se pro vyrobu probiotik pouziva postup 2.
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2 CISTE MLEKA RSKE KULTURY

Cisté mlékaské kultury CMK) jsou zakladem veSkeréimyslové vyroby zakysanych
mlécnych vyrobki, vSech druf piirodnich syii, resp.kyselych tvardha masla ze zakysané

a polozakysané smetany [21].

CMK jsou smési vybranych definovanych a Zivych mikroorganizmkteré se
pouzivaji jako inokulum s cilem zahajeni procesumémtace, ktera ma zlepSit vzhled,
chw, vani a trvanlivost produktu. Pojemcisté milékaské kultury” je vSak nutno si
vykladat pouze technicky. Nejde totizisté kultury v pravém slova smyslu tohoto pojmu,
ani o absolutni druhovatistotu kultur, ale o jejich pojmové odliSeni otlvé pouzivanych

piirodnich kySek nezndmého mikrobiologického slof20j.
Hlavni funkce mikroorganiztnobsazenych v zakysovych kulturach jsou:

e zajiSeni  technologické zpracovatelnosti surovin  na  vysobk

poZadovanych paramer
» ochrannd funkce — zajiti inhibice nezddoucich mikroorganiam

* probioticka funkce — proggné pisobeni na stav organizmuijpmce

véetrs ¢lovéka,

» senzoricky vyznamna funkce — tvorba kyseliny ¢nt& vznik senzoricky
vyznamnych slozek (diacetyl, acetaldehyd, volii&¢é mastné kyseliny,
atd.) [12].

Podle obsaZenych skupin mikroorganizee zakysove kulturysti na:

. Bakterialni (mezofilni — nap LactococcusLeuconostoctermofilni

— nap. Lactobacillus, Streptococcus a Bifidobacterjum
. Kvasinkové (nap Candida , Kluyveromycgs
. Plisiové (nap. Penicillium— spiSe pro vyrobu syy

. SmiSené (obsahuji obecvice gedeslych skupin) [16]
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2.1 Bakterialni kultury

Bakterie mléného kvaseni (BMK) jsou klasifikovany sp&ie podle tvorby stejného
produktu metabolismu - kyseliny ndlge. BMK toleruji kyselost mléka kolem pH 4 po

nekolik tydna, jsou grampozitivni a anaerobni, mikroaerofilegp. fakultativé anaerobni.
Déleni BMK:
» Podle konénych produki metabolizmu:
* homofermentativni ( produkuji kyselinu miteu z laktézy ze 70 — 90 %)

» heterofermentativni (produkuji kyselinu r@u z laktézy minimalka
z 50 %, krond toho vytva&i dalSi produkty, jako kyselina octova, oxid

uhli¢ity a ethanol)
» Podle optimalni teplotylstu:
» mezofilni (optimalni teplotaistu mezi 25 a 30 °C)

» termofilni (preferu;ji teploty 40 az 44 °C, rostaisi rychlosti nez mezofilni
bakterie) [12]

Jako jogurtové kultury se hlagnvyuziva smis Lactobacillus delbrueckisubsp
bulgaricus (drive Lactobacillus bulgaricus spol&né se Streptococussalivarius subsp
thermophilus (diive Streptococusthermophiluy [16]. Pouzité kultury se ip zrani
symbioticky ovliviuji. L. bulgaricus¢asténé odbourdva kaseirtimz uvohuje zejména
valin, histidin, metionin, kyselinu glutamovou autén. Z €chto S¢pu pak zejména valin
pusobi stimulané na rozvojS. thermophilusStreptokoky pak produkuji kyselinu miféou,
ktera snizuje pH media na optimum pistrL. bulgaricus ZvySovanim kyselosti se pak
omezuje rozvoj streptokdk Produkce kyseliny m&dé z&ina asi po 30 minutach
inkubace, tj. po prvnimdleni pouzité mikroflory. Aromatické latky, zejménaetaldehyd,
vznikaji pozdji [19]. Streptokoky také vytwa kyselinu mraveéi a jeji soli stimulujicifist
laktobaciti [22]. Lactobacillus bulgaricuse gestava mnozitiptitracni kyselosti 80 — 120
°SH, Streptococus thermophilymsi 50 — 55 °SH.
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1.0 4 Str. thermophilus o Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus J4 Mixed culture

0.6 < 4

0.2 J < 4

Rate of acid development % lactic acid

— T T T T T T 1 — T T T T T T 1
0 2 4 6 g o0 2 4 6 80 2 4 6 8

Time of incubation in hours

Obrazek 3 Znazoemi kysaci kivky jogurtovych kultur pi raiznych teplotach

m30°C, A35°C,0 40°C, e 45°C,[1 50°C [4]

Streptococcus salivariusubsp thermophilus

Jsou to kulaté bakterie velikosti 0,7 — @®. Z hlediska narak na kyslik seradi
k fakultativre anaerobnim mikroorganizim [23]. Jeho optimalni teplotaistu je
40 — 45°C, p 10°C jiz neroste. #ziva 30 minutovy z&hv na 65°C. R optimalni teplot
srazi mléko za 12 az 20 hodin [24]. Laktézu zkvaZupmofermentativh na kyselinu
mlécnou, a je proto wezity pri mlécném kysani p vyrob¢ jogurtu. Fermentuje &kolik

cukernych slozek naplaktézu, sachardzu, glukdzu &dy galaktozu [25].

Lactobacillus delbrueckisubsp.bulgaricus

Diive se oznéoval jako Lactobacillus bulgaricusiebolLactobacterium bulgaricum
Druhové jméno je odvozené od Bulharska, odkud \argbgurtu pochazi [23].
Lactobacillus bulgaricusje termofilni tginka ze skupiny bakterii mi@ého kvaSeni.
Pt teplo® kolem 40°C srazi mléko jiz i za 2,5 az 4,5 hodivytekutém prosedi tvai
ty¢inky dlouhé 4 — 1Gum a Siroké 0,5 — 1,bm. Roste obvykle v rozmezi teplot od 22 do
52,5°C. Optimalni teplota tohoto laktobacilu byx@dm 40°C, uiznych kmei v mezich
od 37 do 45°C. V mléce tviokyselinu ml€nou, nepatrné mnozstvi kyseliny octove,
mraveri a jantarové [24]. PEtmezi homofermentativni mikroorganizmy. ZkvaSugamn

glukozu, laktdzu, fruktdzu aékdy galaktozu nebo mandzu [25]
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Obrézek 4 Dlouhéetézce koki
(S. thermophilus tycinky (L.
bulgaricug [25]

Bifidobacteriumsubsp.

Rod zahrnuje grampozitivni chemoorganotrofni ditg anaerobni bakterie
s fermentativnim metabolismem. Jsou nepohyblivé ai mycinkovity tvar. Mohou se
vétvit nebo seskupovat do pismen tvaru V nebo Y. Jseierofermentativni, ale tio
pouze kyselinu octovou a kyselinu éu v pondru 3:2. Vhodné kmeny bifidobakterii se
uzivaji v mlékarenstvi v kombinaci s dalSimi baiden ml&ného kvaSeni obvykle
v ponmeru 1:9 i méwr. Také tvai prirozenou komponentuigtvni mikroflory savé vcetns
¢lovéka a pomoci vytviienych metabolit se ve znéné mife podileji na potk&ovani

nezadouci mikrofléry v jejich travicim astroji [23]

2.2 Exopolysacharidy

V mléce se mohou vyskytovat i ,,slizotvorné” baicekteré vytvéi sliz na povrchu
vyrobki. Sliz je tvden spiSe glykoproteinem nez polysacharidem. Linaitdv produkce
téchto polysacharidl jogurtovymi kulturami niZze zlepSovat konzistenci a viskozitu
jogurtu, proto neni zapiabi gidavek stabilizatdr. Polysacharidy izolované z jogurtovych
kultur jsou sloZzeny z arabin6zy, mandzy, glukdzy galaktdézy [26]. Bakterialni
exopolysacharidy (EPS) mohou bytdbinomopolymery, které se skladaji z jednotlivych
sacharid nebo heteropolymery, ty jsou slozené ze dvou ¢ raznych druli

monosacharitl [27]. EPS poskytuji hikam ochranu proti napadeni fagy, vyschnutiié v
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osmotickému stresu [28]. ddteré EPS se pouzivaji v potraviséém pamyslu jako

vvvvv

2.3 Kontaminanty

Startovaci kultury mohou byt kontaminovanyzmymi druhy bakterii, kvasinek
nebo plisni, pop bakteriofagy. Tomu se da zabranit dodrzovaninawspr hygieny p

vyrobnim procesu nebdiganim kultur minimalizujici moznost kontaminac&]2

Jednou zastych pic¢in zhorSeného prokysavani nebo selhavéstiych mlékaskych
kultur jak @i vyrobé kysanych milé&nych vyrobki, je jejich kontaminace bakteriofagy.
K napadeni fagy jsou citl§Si mezofilni bakterie nez termofilni druhy. Fageapadena
kultura se projevuje ipdevSim oslabenim a zpomalenim fermentace. Prim@pence
proti fagim a jejich mnoZzeni jeifpruSeni moznosti rekontaminaderstw pasterovaného
mléka fagy ze vzduchu, rezidui syrovatky, powrcipotrubi nebo lidského kontaktu,
porgvadz bakteriofagy jsou roznaSeny vzduchem a moleuogsiovat vodou nebo
aerosoly. K celkové inaktivaci z mléka je nutno kaléha zakysy pasterovat nejnéépri
90°C (i vyssi teplat) po dobu 30 minut [12].

Obradzek 5 Znazoemi zdravé kultury
S. thermophilugA) a kultury napadené

virulentnim bakteriofagem (B) [4]
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3 VADY FERMENTOVANYCH MLE CNYCH VYROBK U

Finalni jakost kysanych mié@ych vyrobKi, kterd je v podstaturéena chuti, wuni,
reologickymi vlastnostmi, minimalnim uvavanim syrovatky a dost&mou trvanlivosti,

je ovliviiovanaradou faktoi:
» Kuvalita surového mléka, jeho standardizace, drdtmeny pouZzitych kultur

» Technologicky postup vyroby (o$ehi mléka, kultivéni podminky, chlazeni,
jakost pouzitych fisad) [5]

Fermentace Zpsobend bakteriemi netkioimi kyselinu mlénou déava vznik
produktu, ktery je bez chuti a se zZluklym zapachkoagulat je nepravidelny, piny bublin
a vykazuje extrémni odtok syrovatky. Bakterie ifed kyselinu mlénou, vytvai
fermentovany produkt, ktery je vhodny k jiddupiti; tento produkt byl obvykle ozdavan

jako kysané mieko [4].

Organoleptické vady fermentovanych gmgch vyrobkKi mizeme rozdit na vady
vzhledu, vady chuti aing, vady reologickych vlastnosti, vadygpbené plistmi a vady

ovocnych joguti. K vadam vzhledu pgt

e oddclovani syrovatky - fekysanim, neSetrnym mechanickym zpracovanim,

nizkym obsahem susSiny @éimisenim vzduchu do michaného jogurtu,

« tvorba plynovych bublinek - #igobena nedostateou pilnavosti srazeniny
ke sEnam obalu a uvdbvanim plynu vlivem povrchového n#p
kontaminaci koliformnimi bakteriemi a kvasinkamiboenevhodd pouZzitou

kulturou s intenzivni produkci GO

» kfisovity povlak na povrchu jogurt pii dlouhodobém nevhodném skladovani

zpiasoben kvasinkami, pligmi a mikrokoky,

* neiisty vzhled - zpgsoben ¢asticemi usazenych é&istot, vysychanim,

krystalicka struktura na povrchu vzniké pmrznuti,

* barevné vady - za pouZziti nevhodnych barevnydfsad, msobi nap.
nevyrazg nebo fisobi nevzhledné splyvani barevnych slozek, kterg ya

odctleny, nap. prolinani barvy z dZefnv jogurtech,

» tukova vrstva na povrchu - nedostai& homogenizace niéé snési [5,19].
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Vady chuti a wné jsou WtSinou zgisobovany Spatnym technologickym postupem nebo

piitomnosti nezadoucich mikroorganiznMezi tyto vady pdt:

» prazdna, malo kysela chu zpisobena jednostrannyniistem streptokak
piilis kratkou dobou zrani, nebdilis nizkou zraci teplotou, sniZzenou suSinou
¢i nadmérnou tvorbou latek slizovité povahy; v extréemniippdt dochazi
ke koagulaci sladkého mléka, jestlize je &inhibovana jogurtova kultura
a rozmnozi-li se kontaminujici mikroorganizmy, A#asporulujici, které

produkuji proteazy s koagulai aktivitou,

* Kkysela chtd (ptekysani) - vznika pouzitim vysoké&lmvaci davky, vysoké
teploty zrani, dlouhé doby zrani, pozdnim nelidippomalym chlazenim
jogurtii, pogripact skladovanim p vysSich teplotach a dodatgym kysanim

nebo velkou fevahou laktobadil v jogurtové kultie,

e vafiva chut’ nebo pichw po p@ipaleném mléce - Zsobena vysokou
a dlouhodobou pasteraci na nevhodném pastienazdizeni nebo pasteraci

nedostatén¢ rozmichané mkiné snési zahustné susenym milékem,

» kovova chti — u grekysaného jogurtuipravovaného z mléka s nedostaignm
mnozstvim redunich latek,

» kvasnicova a ovocné chu zpisobena kontaminaci divokymi kvasinkami,

* ne&iista a cizi chtl— @i pouziti mléka o vysSi kyselosti nebo kde se uniliat
kontaminujici mikrofléra, zvlastkoliformni bakterie,

e zatuchla a nattkla chu’ - zpasobena bdi kontaminaci nezadoucimi
mikroorganismy, nebo mlékem od dojnic krmenych #ayan, Fedevsim
zkvasenym krmivem; k& cha’ u dlouho skladovanych vyrobkvlivem
vysoké proteolytické aktivity kultur nebo proteatytych kontaminari,

* krmivova chu - prechazi z nevhodrvybraného mléka,

*  mowna az klihovita chti- zpisobena nadémnym pridavkem suseného mléka,

e Zlukla chu’ - vznika rozkladem tuku kontaminujicimi mikroorgemy i
nedostaténém tepelném oSeini mléka.

e syrova chd - vznika gitomnymi kontaminujicimi proteolytickymi

mikroorganismy,
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e oxidani piichw - puasobenim s#tla, pipadré piitomnosti kovovych
katalyzatot [5,19].
Vady reologickych vlastnosti jsou étginou zmsobovany Spatnou jakosti mléka,
nevhodnym tepelnym ogenhim, kontaminujicimi mikroflérou, apod. Mezi tytady pati

nag-.:

» fidka a tekutd konzistence -tgmbena nevhodnym miékem, Spatnou jakosti
namnoZenych kultur nebo pouzitim mléka s nedostatkékterych volnych
aminokyselin,

* hruba a vigkovita konzistence vznika pomalym sraZzenim jogurtu,

* pigitad konzistence vznika prudkym ofevem mléka, homogenizaci mlékia p
piiliS vysoké teplat ve vztahu k tlaku, vysokym odfmim mléka nebo
nadnérnym pfidavkem suSeného miéka, nerovionym nebo pedcasnym
michanim a mechanickym zpracovanim koagulétteplotach nad 38 °C,

» kaSovitd a mazlavé konzistencepasobena nizkym a dlouhodobym tepelnym
oSetenim ml€né sngsi; kulturami i kontaminujici mikroflorou, vyt¥ajici

nevhodné latky slizovitého charakteru.

U kysanych vyrobk pasobi rozklad kvasinky, méncasto plisg. Uginnym
opatenim \ici t¢émto kontaminarim je kron& hygieny vyroby, dodrZzeni chladirenskych
opateni (dano vyhlaskou), které oddali viditelrigtr plisni na povrchu asi o 2 tydny. Vady
zpiusobené plistmi pasobi nap. zastupciceledi Aspergillus, Penicillium aVucoraceage
jejichz spory se rychle i Mnohé druhy mukdr se vyznauji silnou proteolytickou a
lipolytickou aktivitou, ktera vede Kizn¢ intenzivnim pactim a pachutim, a to i tehdy,
kdyZz mycelium neni je§tokem zjistitelné nebo Ize péshnout na povrchu vyrobku pouze

tuzsi vrstvu.

Kromé obecnych vad fermentovanych mgch vyrobki byvaji hodnoceny i vady
ovocnych jogur:
» atypicka barva - Zisobena nevhod@nzbarvenou ovocnouifsadou nebo ustym
barvivem,
* nevyrazna barva {ii pouziti nevyrazé zbarvené ovocné ifzady, pipadre

ohtevem nebo odbarvenim v kyselém prest,
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* nehomogenni vzhledwznik nedostaiym promichanimifisad v koagulatu,
e unkld (bonbdénova) fichw’ - zpisobena pouzitim ifi§ vysokych davek mén
vhodnych aromatickych a ochucovacich latek,

» piili§ sladka chtl - zpisobena nadsmnym pridavkem cukru [5,19].
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4 HYDROKOLOIDY

Hydrokoloidy jsou typu polysachaiddkteré maji funkci zahti®vat nebo stabilizovat
vodné systemy, tj. modifikuji a reguluji reologickéastnosti vodnych systé&m Mezi
hydrokoloidy seradi i bilkoviny Ziv@&iSného fivodu, jako jsou najklad izné druhy jedlé

vepove nebo ho¥zi Zelatiny.

Hydrokoloidy jsou typem iddatnych latek, které Ize pouzivat pyrobé potravin jen
tehdy, je-li to nezbytné z technologickychvaddi, pro zlepSeni konzistence nebo textury
vyrobka a jejich trvanlivosti, resp. pro zlepSeni uzZitn@édhoty vyrobk. Pridatné latky
(aditiva) se zn& pismenem E diselnym kddem, a toto oz&eni je mezinarodhplatné.
Stejné kody plati v jednotlivych zemich ¢sx. Ritomnost pidatnych latek musi byt
uvedena na obalu [30]. Hydrokoloidy jsou v podstatky vazici vodu za vzniku gelovité
struktury. Gel je koloidni systém, ve kterém poiégii vzajemr spojenych nangstic
zachyti uéity objem tekutiny. Z obecného pohledu gely vypadako pevné latky
rosolovitého charakteru. Hmotnosti a objemem sg gedobaji kapalinam a tim téz
vykazuji hustotu podobnou kapalinam, i kdyZz majids@nost struktury pevnych latek.
Prikladem &zZzného gelu je Zelatina [31]. Mezi nejpouzigdn hydrokoloidy

v potravindstvi pati karagenany.

Karagenany

Karagenany (téZ karrageenany) jsou extrakty¢erzenych méskych fas
(Rhodophycede zejména rodl Euchema, Chondrua Gigantina [32]. Karagenany jsou
linearni polysacharidy s vysokou molekularni hmethoVyskytuji se v #&kolika typech,
které @inaseji rozkné vlastnosti v Zelirovani, zahio¥ani, coz je zjpsobeno p&tem

a uspeadanim sulfatovych skupin na opakujicich se gafaktgch jednotkach.

Struktura

Zakladni strukturalni  jednotkou karagefianje opakujici se sekvence
B-D-galaktopyranosy a 3,6-anhydeeb-galaktopyranosy, tedy disacharid, ktery se nazyv
karabi6za. Je znamo minimal® druhi sekvenci karagenankteré se ozraji malymi
pismenyiecké abecedy. V potraviisvi je w¥novana pozornost pouziem gevladajicim
druhim: kappa, i6ta a lamda-( - a)-). Pimérna relativni molekulova hmotnost vSech

velmi polydisperznich polymérse pohybuje od 100 do 1000 kDa. Molekkdigaragenanu
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a 1-karagenanu tud dvojité Sroubovice, molekuly-karagenanu se vyskytuji v cik-cak

konformaci, coz je dano polohou a¢pem sulfatovych skupin [33].

Obrazek 6 Obecna strukturni jednotka karagenanu [34

Rozdleni karagenan je odivodrené polohou na stavebnim kameni
3,6-anhydrogalaktézy a v gt a postaveni sulfatovych skupin. Sulfatové skypimaji

nej\etsi vliv na vlastnostiéchto hydrokoloid [35].

Vlastnosti

Karagenany jsou hydrofilni anionaktivni koloidy. Rwistnost ve vadzavisi na
druhu karagenanu,fipomnych iontech, tepléta pH prosiedi. Karagenany jsou stabilni
v prostedi o pH 5-10. V kyselejSim prosti (pH<4) viskozita disperzi klesa [33]. Je to
nasledkem autohydrolyzy, ktera nastarié mizkém pH a dojde k rozgteni vazby

3,6-anhydrogalaktosy v molekule karagenanu [36].

Kappa a i6ta karagenan se mohou ve vodném iprist zavislosti na teplét
vyskytovat ve dvou stavech, a to v usjmané helikdIni strukta (Sroubovici)
a v neusptadaném stavu. Teplotdgehodu z helikalni struktury do neuggdaného stavu
se ve vodném prasdi pohybuje obvykle vintervalu 35 — 55 °C a jeigié narad
parametii, predevSim vSak na typu karagenanu, vyskytu a kore@ntonti [37, 38].
Tvorba helixa podmiuje u karagenanjejich schopnost vytiat gely. Vlastni tvorba gelu
tedy probiha ve dvou fazich. V prvni fazi vzniknénoubovice, které naslegive druhé
fazi agreguji a vytv trojrozmérnou sf. Jejich @inek je jas# zietelny u solicich spsi.

Je mozné i vzajemné propojeni s fosfatovyrfisgdami, které ma za nasledek tusér
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hmotnosti od 100 do 200 %. Dnes sev@Z® pouZzivaji polorafinované karageanové

pripravky [35].

Vlastnosti karagendinse néni v piitomnosti kationi v potravirg, které neutralizuji
zaporre nabité sulfatové skupiny karageaMNap. k-karagenan ovliuji draselné inoty,
které zvysuji stabilitu afkehkost gelui-karagenan ovliwji vapenaté ionty, které davaji

typicky mekky elasticky gel [36].

&) pevny, kiehky gel kappa-karagenanu b elasticky gel iota-karagenanu

Obrazek 7 Gelace kappa a iota karagénapiitomnosti katioi [36]

Karagenany si nasly své rozsahlé pouziti v masmamyslu diky svym vlastnostem

- vazat vodu, Zelirovat a modifikovat viskozitu.sRgtuji nam pedevsim:

« stabilizaci nizkottnych emulzi

 dobrou vaznost vody

* vylepSeni organoleptickych vlastnosti

* zvySeni vy&Znosti

* dobrou tvorbu disperze

Pro vylepSeni poZadovanych vlastnosti u konkrétnégikaci jsou #kdy
karagenany nebo guma Euchema tdophny o rkteré dalSi hydrokoloidy jako nap

Zelatinu, Skroby, karubin nebo xanthan.
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Kappa karagenarobsahuje v molekule karabiozy jednu sulfatovoupshkw [33].
Mezi jeho vlastnosti pé#trozpustnost v horké vednerozpustnost v mnoha organickych
rozpoustdlech. Ridavkem draselnych ioitvznika odolny a kehky gel, pidavkem
sacharid vznika z mirg matnéhogiry gel. Obvykle se pouzivd koncentrace v rozmezi
0,02 — 2,0 % [39]. Gelace kappa karagenanu se gvpiEitomnosti draselnych ioft diky

kterym se gel zdn4 tvdit jiz pii velmi nizké koncentraci [40].

Obrazek 8 Struktura kappa karagenanu [34]

lota karagenanobsahuje ve své molekule 2 sulfatové skupiny [g8]rozpustny
v horké vod, v piitomnosti sodnych iofitje rozpustny i ve studené wodPridavkem
vapenatych iorit vznikd odolny a elasticky gel, zvySuje se takélapgelace a tani.

Obvykla koncentrace pouZiti je v rozmezi 0,2 —%,{B9].

Obrazek 9 Struktura iota karagenanu [34]

Lambda karagenanobsahuje ve své molekule celkerfi sulfatové skupiny.
V zakladni struktie je 3,6-anhydre-D-galaktopyran6za nahrazead-galaktopyran6zou
[33]. Vytvari volné tekouci negelujici pseudoplasticky roztok.cdst&ne rozpustny ve

studené vo# zcela rozpustny v horké v&d nerozpustny v mnoha organickych
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rozpoustdlech a rozpustny v 5% roztoku NaCl. Obvykla koraese pouZziti je v rozmezi
0,1-1,0% [39].

Obrazek 10 Struktura lambda karagenanu [34]

Vyznamnou vlastnosti karagenanu v potrai8ha je jeho schopnost tiib komplex
nebo reagovat s proteiny, coz jej odliSuje od o$tht hydrokoloid [39]. Reakce
karagenah a kaseinovych micel jsouripisovany gedevsim elektrostatickym interakcim
mezi negativéy nabitymi sulfatovymi skupinami karagerniaa kladié nabitou oblasti mezi
97. a 112. aminokyselinotrkaseinu, ktery se nachazi na povrchu kaseinoveélynjél].

V systému mlénych bilkovin, ve vijSi vrstw kaseinovych micel je koncentrace kladného
naboje. Tento pozitivhnabity naboj fitahuje negativé nabité sulfatové skupiny molekuly
karagenanu za vzniku vazby mezi rozptylenymi (dispieni) kaseinovymi micelami [39].
Vlastni interakce mezi karagenany a micelarniakaseinem vSak zavisi také na
skut&nosti, zda je teplota systému pod teplototechodu z helikalni struktury do
neuspdadaného stavu nebo nad ni. K adsogpkaragenanu i-karagenanu na micelarni
k-kasein totiz dochazi pouzéi peplotach nizSich nez je teplotéephodu, tj. pi teplotach,

kdy sex-karagenan i-karagenan nachéazeji v helikalnim uiggmani [42].
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Tabulka 1 Rozpustnost karagefda3]

Médium Kappa I6ta Lambda
Horkéa voda Rozpustny nad 60°C Rozpustny nad 60°C Rozpustny
Studené voda Sodna 8l-rozpustny,| Sodna 8l-rozpustny, Rozpustny

draselna a vapenata vapenatad dava
stl-nerozpustny tixotropni disperzi
Horké mleko Rozpustny Rozpustny Rozpustny
Studené mléko Sodn4, vapenaté 3 Nerozpustny Rozpustny

draselna &-

nerozpustny

Koncentrovany

cukerny roztok

Rozpustny za tepla

Malo rozpustny

Rozpustny zate

Koncentrovany

solny roztok

Nerozpustny

Rozpustny za tepl

a

Rozpustny za te

Pouziti

Velmi

syrovatky ziady mil€nych vyrobki (zmrzliny a mléné koktejly, mléné dezerty

nizka koncentrace karageidarje dostatena k zamezeni uwvibvani

a smetanové syrykhem vyroby i skladovani [36]. Kom#&ri karagenan je stai vSechif

pl

pla

karagenaf. VétSinou fevladax-karagenan (Zelirujici) nadkaragenanem (nezelirujicim)

v poneru asi 3:2. Pouzivad se jako zatwsadlo, stabilizator a emulgatori pvyrobé

mléinych deseft, ml&nych napa}, zmrzlin a pi vyrobé masovych konzerv [33].

Karagenany se&asto pouZzivaji ke stabilizaci ntldych vyrobkKi v koncentraci

0,03 % prok-karagenan a 0,05 % prekaragenan. V mléku nachazime ama rozdily

v chovanik- a 1- karagenanu. itomnost kaseinovych micel neowvije teplotu gelace

K-karagenanu, zatimco teplota gelaeekaragenanu vista v gitomnosti micelarniho

kaseinu [44]. Pouziti karagenardo fermentovanych mté@ych vyrobKi je omezené

Z davodu nizkého pH finalniho vyrobkufifprilis nizkém pH existuje nebezfieze dojde
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k rozsahlym elektrostatickym interakcim, které bphty mit za nasledek destabilizaci

systému [36, 44].

Pasobi jako zahu¥ljici a zelirujici latky, jako stabilizator a ematgr. Karagenan
ma Siroké uplaténi a to jak v mlénych vyrobcich, tak dale v sladkémcpe, Zelé,
cukraskych vyrobcich, Sleltae ve sprayi, &kterych jogurtech, praskovych napojich a také
v détské vyZzive a mnoha dalSich. Jednd s€astou uzivanouifdatnou latku. Vlastnosti
karagenanu také vyuZivaji kosmeticky a farmaceutmkimysl nag. pro €lové acistici
krémy, deodoranty apod. U ¢kterych citlivych osob rize karagenan obsazeny
v kosmetickych fipravcich zjsobit dermatologické problémy nebo Spatnou snasgestili
vyrobku. V CR je pouzivani karagenanu povoleno v nezbytném simbke viem

potravinam [45].



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

34

. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem préace bylo popsat vliv i6éta a kappa karagémanobsah volnych aminokyselin a na

senzorickeé vlastnosti modelovych vzoilogurt.
Aby bylo dosazeno cile této prace, byly nutné napfto diléi cile:

e zpracovat literarni reSerSi o  historii a techndlogvyroby jogurti

a o mikroorganizmech pouZzivanych pro vyrobu ferrmeaych mlénych vyrobki,

e popsat strukturu a vlastnosti karageinam jejich vliv na fermentované ndéé

vyrobky,

» vyrobit modelové vzorky joguit s obsahem obou karagefiaa stanovit volné

aminokyseliny,

» provést senzorické hodnoceni modelovych vigokgurti.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Plan experimentu

Jednotlivé kroky v diplomové pracittheme zahrnout do¢kolika fazi. V prvni fazi
byly vybrany modelové mikroorganizmy a pouZzity prgrobu jogurfi za laboratornich
podminek. Ve druhé fazi byly pouzity iota a kappaagenany a bylo hledano jejich
optimalni mnoZstvi pro pouziti do fermentovanych&mych vyrobki. Karagenany byly
piidavany v fiznych koncentracich 0,15 %, 0,077 %, 0,038 %, 0,%1% 0,0096 %.
Modelové vzorky joguft byly fermentovany f teplotach 37 a 42 °C. Ve druhé fazi byl
zkouman vliv karagend@nna skladbu volnych aminokyselin a na senzorickastvlosti
modelovych vzork jogurti. Hodnoceni bylo provedeno vzdy vzhledem ke vaorkbez

karagenan (kontroly) a byly srovnavany rozdily.

6.2 Vyroba jogurti

Nejprve bylo provedeno oziveni kultur. Lyofilizovamebo mrazena kultura byla
pievedena do 50 ml sterilniho mléka a vloZzena dodstatu na 37 °C na 48 hodin. Z takto
ozivené kultury bylo odebrano 5 ml do 100 ml stehb nizkoténého mléka a vzorky byly
viozeny do termostatu na 37°C a 42 °C na 24 hodiakto pipravena srés

mikroorganiznii byla nasled& pouzita pro vyrobu joguit

Pro vyrobu joguit bylo nutné pipravit ml&nou smés (@iloha PI), do které byly
ockovany mikroorganizmy. Bylo pouZzito 5 kmién Lactobacillus delbrueckiisubsp
bulgaricus(A — E) zCeské sbirky mlékarenskych mikroorganizrae kterych se naslegin
vybral jeden v zavislosti na rychlosti snizeni gkinen Streptococcus salivariusubsp
thermophilusbyl vybran na zakladpiedeslych studii. Mi#&n& snés byla pasterovana ve
sterilni lahvi na 92 °C po dobu 5 min. Poté bylegkd rozéleno do mensich sterilnich
lahvicek po 100ml a nasledrechlazeno na fermerdtai teplotu (37 nebo 42 °C). MIéko
bylo za@dkovano gipravenou kulturou 5 miS. thermophilus+ 5 ml L. bulgaricus
(ptislusny kmen), a dano do termostatu niglpSnou teplotu. Ukafeni fermentace bylo
stanoveno r¥enim pH ( konec fermentacdipH 4,6 ). Poté byly jogurty zchlazeny
a skladovany i teplo 4 °C [46,47,48].
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6.3 Stanoveni aktivni kyselosti jogurtu

Aktivni kyselost je dana koncentraci oxoniovychtiom méreném vzorku (jogurt).
Vyjadiuje se v hodnotach pH. Hodnoty pH bylyieny gimo vpichovym pH-metrem
(typ: GRYF 208 L).

6.4 Koncentrace karagenari

V diplomové préaci byl sledovan vliv hydrokoldid konkrétg iota a kappa
karagenaf, na senzorické vlastnosti a proteinovy profil jagu Karagenany byly
piidavany za stalého michani ddigravené mléné snési pred pasteraci \viznych
koncentracich 0,15 %, 0,077 %, 0,038 %, 0,019 %0@9® %. DalSi postup byl stejny jako
pii vyrob¢ jogurti. Jednotlivé vzorky pak byly ozteny pismenem (K, J — s kappa, iota
karagenanem, B — bez obsahu karagenaniti¥lem udavajicim teplotu fermentace (37,
42).

Obrazek 11  HRdavek
karagenah po ¢astech a za

stalého michéani [39]

6.5 Stanoveni volnych aminokyselin

Pro stanoveni volnych aminokyselin byla pouZita ledhgici metodika.
Do polypropylenové uzaviratelné zkumavky o objensundl bylo z vyrobenych joguit
odvazeno asi 3 g vzorku na analytickych vahache o gidano 3 ml davkovaciho

litného pufru. Vzorky byly praepany 30 minut nar¢pace a nasledhcentrifugovany na
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odstedivce 4 500 ot&k/ min. po dobu 15 minut. Tim doSlo k étihi ne&istot, usazenin
a extraktu. Odsediné vzorky byly slity do eppendorfek a ponechangdnici (i teplog
5+ 1 °C do druhého dne. Poté byly vzorky #ddiny na odstdivce 10 000 ot#@k/ min.
po dobu 45 minut, zfiltrovanyips filtry s porovitosti 0,4um a vloZzeny do analyzéatoru
aminokyselin s litno-citratovymi edmimi pufry a nynhidrinovou detekci (Amino Acid
Analyzer AAA 400, Ingos, Prah&eska Republika). Chromatograficka kolona je némdn
pryskyici s negativnim nabojem a aminokyseliny (AMK) jspoa kolonu zavashy pii
nizkém pH, kdy jsou vSechny klatdimabity. AMK cekaji na poatku kolony na zrinu
podminek a P zvySeni pH, zvySené teptoinebo vysSi iontové sile €hiho roztoku
dochazi k dosaZeni izoelektrického bodu aminokygedita je posléze eluovana z kolony.
Podminky jsou upraveny tak, Ze izoelektrické boog vSechny AMK, se dosahuji v

raznych¢asech [49].

Obrazek 12 Analyzator aminokyselin AAA 400 [50]

6.6 SDS-PAGE

SDS-PAGE (sodium dodecylsulfat polyakrylamidova ogél elektroforéza) je
separéni metoda ke stanoveni protéina zaklad odliSné molekulové hmotnostifigkteré
se uplatuje elektrické pole [51]. Pro stanoveni bylo nutnejprve vzorky fgipravit
(ptiloha PII). Pro separaci bylo nutnéigravit 15 % sepatai a 5 % koncenteai gel.

SlozZeni a fiprava gel je uvedena vifloze PII. Vzorky (15ul) byly nanaseny pomoci
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automatické pipety. Kroen vzorki proteini byly nanaseny i standardy molekulove
hmotnosti (Serva, BioLabs). Po naneseni vidr{a elektroforeticka komoradipojena ke
zdroji stejnosmirného proudu 95 mA. Po doputovamia elektroforézy ke spodni hranici
separaniho gelu byl dlici proces ukoten. Nésled& byly gely fixovany, barveny

a odbarvovanyislusnymi roztoky, jejichz slozeni je uvedenorilqze P Il [52].

6.7 Senzorické hodnoceni

Senzorické hodnoceni bylo prowéd v senzorické laboratip ktera je ¢izena podle
normyCSN ISO 8589 [53].

Senzorické hodnoceni bylo provedeno nejprve 3 zmateli, ktéi hodnotili
nésledujici charakteristiky: konzistence, €lauving, pritomnost cizich fichuti a pachuti,
uvolovani syrovatky. Toto senzorické hodnoceni bylovpdeno pro jogurty obsahujici
0,01 a 0,02 % karagenanDotaznik a stupnice pro senzorické hodnoceni jsmdeny
v piiloze PIV a PV. Naslednbylo provedeno senzorické hodnoceni 12 posuzoyateti
hodnotili tyto charakteristiky: konzistenceun&, piitomnost cizich pac¢ha uvohovani
syrovatky. Senzorické hodnoceni bylo provedeno jogurty o koncentraci 0,01 %
k-karagenanu a byly sledovany senzorické znaky dentek jogurtm bez karagenanu.
Dotaznik a stupnice pro senzorické hodnoceni jswedeny v piloze PIV a PV.
Senzorické hodnoceni bylo provedeno vybranymi pogateli z Ustavu potravitigkého
inZenyrstvi.

Senzorické hodnoceni pro 12 posuzovateylo doplrEno pdadovou zkouSkou
(hodnotitelé mili za Ukol séadit vzorky podle tuhosti), rozdilovou zkouskou dhotitelé
uptednosiiuji vzorky podle tuhosti) a zkouSkou se stupniciokky byly posuzovatém

piedkladany pod kddovym oz&enim, aby nedochazelo k ovlgm posuzovatél
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V diplomové préaci byly vyr&my jogurty za laboratornich podminek. Nejprve byl
z raiznych kme# laktobaciti stanoven jeden pouzitelny kmen, ktery byl nasiepouzit
k vyrobe jogurti. Dale byl sledovan vliv iidavki i6ta a kappa karagenama skladbu
aminokyselin fermentovanych ndlgych vyrobKi. Zmeny senzorickych vlastnosti byly
sledovany pomoci senzorickych hodnoceni vybranyainabtiteli. Mezi sledované znaky
paftily: konzistence, chii a ving, piitomnost cizich fichuti a pachuti a uvebvani

syrovatky.

7.1 Optimalizace skladby mikroorganizma pro laboratorni vyrobu
jogurta

Pro vyrobu joguii byla nutnéa optimalizace kménaktobaciti. Byly tedy vyrakny
jogurty s5 kmeny laktobadil oznagenymi A — E. Na zaklad méieni pH bylo
vyhodnoceno, ktery kmen laktobacila spolu s kmetg&nthermophilusyl optimalni pro
vyrobu jogurfi. Obrazky 13 a 14 zobrazugasovy ptibeh aktivni kyselosti (pH)
laktobaciti pii teplotach 37 a 42 °C.

6,5

55"

4,5

4 T T T T T T T T = T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 95 10 10,5 10,75

Cas [hod]

|——A —=—8B c D —%—E|

Obrazek 13 Grafické znazami ¢asoveho prbéhu pH laktobacil pri teplot 37 °C
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Obrazek 14 Grafické znazami ¢asoveho prbéhu pH laktobacil pri teplo 42 °C

Cilem bylo dosahnout optimalniho pH z&bpzné stejnou dobu i obou teplotach.

Na zaklad mereni bylo zjisSéno, Ze kmen laktobacila pod ozeaim B vyhovuje &mto

pozadavikm. Uvedené mikroorganizmy byly pouzity Ceské sbirky mlékarenskych

mikroorganiznii. Z divodu obchodniho tajemstvi tedy nejsouigy@nacisla jednotlivych

kmena.
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7.2 Optimalizace koncentrace i6ta a kappa karagenahn

Po vybrani vhodného kmene laktobacila, byly vymbjogurty s pidavkem iota
a kappa karagenanNasledg byl sledovan vliv na homogennost jodui proteolyzu
bilkovin. Karagenany byly fiddvany v koncentraci 0,15 %, 0,077 %, 0,038 %19,%
a 0,0096 %.

Z uvedenych koncentraci karageharylo zjiS€no, Ze koncentrace v rozmezi
0,15 - 0,038 % byly nevhodné (vizilpha PVIII, PIX a PX, obr.3, 4, 7, 8, 11, 12,)ebw’
dochazelo k filisSnému uvolgni syrovatky a k vytvileni agregatu. Jakaiglad je uveden
obrazek 15. Rcinou Zejmé byla @ilis vysoka koncentrace karageiaa tudiz doslo
k intenzivrejSim interakcim mezi karagenanovyretzci a k vytvdeni pevné gelové

struktury. Vysledkem pak bylo nadmmé uvolreéni syrovatky [54].

Obrazek 15. Jogurt s obsahem i6ta karagenanu

o koncentraci 0,15 %

Bylo také zjis¢no, Ze pi koncentraci 0,015 % i6ta a kappa karagé&ndochazi

k vytvoreni agregatu i besinnosti mikroorganizm, coZ ukazuje obrazek 16.
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Obréazek 16 Modelové vzorky jogurs pouZzitim iéta (vlevo) a kappa (vpravo) karagénan

bez gitomnosti mikroorganiziin

Koncentrace 0,019 % pro i6ta karagenan byla vyhowvypriloha PXI, obr.15),
u kappa karagenanu doslo fest mirnému uvoldni syrovatky a k vytvieni ridsi
konzistence (filoha PXI, obr.16). Proto se snizila koncentraceagg@anai na 0,0096 %.
Tato koncentrace se jevila jako vhodn& pro pouftitfermentovanych mé@ych vyrobki.

Byla vyhovuijici pro oba druhy karagerigoii obou teplotach @loha PXIl, obr.19, 20).

Na obrazku 17 a 18 je zaznamenana vySe hodnot iphugnych koncentracich

karagenaf a dvou teplotach fermentace.

015 0,077 0,04 0,019 0,01

Koncentrace karagenan G [%]

‘llbez karagenanu @k-karagenan @i-karagenan ‘

Obrazek 17 Grafické znazami vySe hodnot pHiprazné koncentraci karagenapii
teplot 37 °C
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Vyse pH
o [l N w B 6] (o]

0,15 0,077 0,04 0,019 0,01
Koncentrace karagenan 0 [%)]

Obez karagenanu Bk-karagenan Oi-karagenan ‘

Obrazek 18 Grafické znaza@mi vySe hodnot pHiprazné koncentraci karagenan

pri teplot 42 °C

Z obrazk vyplyva, Ze pi teplot fermentace 37 °C afipstejné dob fermentace
bylo pH modelovych vzorkjogurti s obsahem obou karagedf,15 %) mirg vysSSi nez
u vzorki kontrolnich (bez obsahu karagefianVvyssi vzestup pH byl zaznamenénfti p
koncentraci 0,077 % obou karagefiapii teplot fermentace 37 °C. U ostatnich

koncentraci karagenarylo pH téngt srovnatelné s kontrolnimi vzorky.

7.3 Zhodnoceni vlivu pfidanych karagenani na obsah volnych

aminokyselin

Pomoci analyzatoru aminokyselin AAA 400 byl zkounvéia teploty a i6ta a kappa
karagenafh na mnozstvi volnych aminokyselin ve vzorcich. Romnoceni byly pouzity
vzorky modelovych joguit bez karagend@na o koncentraci 0,01 a 0,02 % iota a kappa
karagenafh (uvedené koncentrace jsou zaokrouhlené&likypiehlednosti, konkrétni
koncentrace jsou 0,019 % a 0,0096 %). Fermentaueilmla pi teplotach 37 a 42 °C.
Jednotlivé aminokyseliny byly hodnoceny v zavislos teplo¢, kde jako kontrolni byla
brana teplota 37 °C a vzhledem ke vZork jogurii bez karagendn Obsah volnych
aminokyselin u modelovych vzarogurti bez obsahu obou karagefiati teplotach 37
a 42 °C znazawije obrazek 19. Z obrazku vyplyva, z8 feplot 42 °C doslo k poklesu

obsahu ¥tSiny volnych aminokyselin.
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Obrazek 19 Grafické znazam obsahu volnych aminokyselin u joguliez

karagenan

Vliv teploty

V ramci diplomové prace byl zkouman vliv teplotyrfeentace na obsah volnych
aminokyselin ve vzorcich bez karageaans jejich pidavkem. Vysledky vlivu teploty jsou

uvedeny na obrazku 20 - 36.

Z obrazki 20 - 26 vyplyva, Ze v desetiipadech doslo ke zvySeni mnozstvi dané
aminokyseliny g 42 °C vzhledem ke 37 °C. Mezi tyto aminokyselipgti fenylalanin
(zvySeni 0 5 — 100 %), ornitin (3 — 22 %), kyselayateova (15 — 55 %), lyzin (5 — 50 %),
kyselina asparagova (30 — 60 %), kyselina glutam@@— 75 %), serin (60 — 80 %),
tyrosin (0 — 125 %), valin (0 — 45 %) a histidin{@5 %).
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Obrazek 20 Obsah volného fenylalaninu v modelowagrcich jogurt
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Obrazek 21 Obsah volného lyzinu v modelovych vabrgdgurti
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Obrazek 22 Obsah volné kyseliny glutamové v modelov

vzorcich joguri
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Obrazek 23 Obsah volné kyseliny asparagové v modeto

vzorcich joguri
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Obrazek 24 Obsah volné kyseliny cysteové v modelovy

vzorcich joguri
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Obrézek 25 Obsah volného serinu v modelovych vebrcigurti
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Obrazek 26 Obsah volného ornitinu v modelovych etbr jogurti
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Obrazek 27 Obsah volného tyrozinu v modelovych eipbrjogurti
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Obrazek 28 Obsah volného valinu v modelovych vobrggurti
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Obrazek 29 Obsah volného histidinu v modelovychreint jogurti

V dalSich sedmi ifjpadech byl zaznamenan naopak vyrazny pokles obsahu
aminokyselin p teplo€ 42 °C vzhledem k teplét37 °C. Mezi tyto aminokyseliny pat
glycin (pokles o 45 az 75 %), leucin (5 az 45 %pleucinu (5 az 60 %), prolin (10 az
30 %), alanin (65 — 85%), citrulin (30 — 45 %) giain (30 — 85 %). Pokles aminokyselin
dokazuji obrazky 27 - 33.
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Obrazek 30 Obsah volného alaninu v modelovych vebrjogurti
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Obrazek 31 Obsah volného glycinu v modelovych vicbrgogurti
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Obrazek 32 Obsah volného leucinu v modelovych \izbrppgurti
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Obrazek 33 Obsah volného izoleucinu v modelovyaraizh joguri
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Obrazek 34 Obsah volného prolinu v modelovych viobrgogurti
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Obrazek 35 Obsah volného argininu v modelovychaizbrjogurti
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Obrazek 36 Obsah volného citrulinu v modelovychrgih jogurti

ZvySovanim teploty se zvySuje i aktivita enZyra obect dochazi k rychlejSimu
rozkladu kaseinu. Vysledkem je pak vysSi obsahyabiaminokyselin. Aktivita enzytnje
ovliviiovana také hodnotou pH. U proteolytickych enityse optimalni hodnota pH
pohybuje v rozmezi 6,5 — 7,0, proto k maximalnirtéovolnych aminokyselin dochazi na
pocatku fermentace. Pomoci proteinaz uvoljth z buicné stny laktobacila dochazi
k hydrolyze kaseinu na polypeptidy, které jsou daéiekladany peptiddzami streptokoka.
Stupe proteolyzy zavisi na po¥ru pouzitych mikroorganizin pro inokulaci, inkubéni
teplog& a ¢asu [13,11,14]. Rozdilné hodnoty ve srovnani sakemd 19 byly rejme

zpiasobeny pitomnosti karagendn

ZvySeny obsah aminokyselin fenylalaninu a lyzinti fgplo€ 42 °C miZe byt
zpisoben enzymem aminopeptidazou C (PepC), produkexésinou L. bulgaricus
protoze PepC ma nejvySsi aktivitii g5 °C [55].PepC zfisobuje také uvobni kyseliny
glutamové, asparagové a alaninu. U alaninu byl asamman velmi vysoky poklestip
teplo€ 42 °C [56]. Vyrazny pokles aminokyselirti geplo€ 42 °C mohl byt zfisoben
piemgnou tchto aminokyselin na mastné kyseliny [11]. Tatoémen mohla pro&hnout
u glycinu, leucinu, isoleucinu, tyrosinu a prolinliyrosin a isoleucin také mohly byt
spotebovany streptokokem, proto je jejich mnoZzstvi ing@#$ vyssi teplot [11]. Obsah
valinu byl @i teplog 42 °C nizSi. Mohlo tedy dojit ke speb: streptokokem, ktery ho
vyuziva k fistu [19]. Arginin a histidin mohly byt metabolizawa mikroorganizmy [56].

Na ziskavani&chto aminokyselin se éppodili PepC. U argininu byl pokles jeho obsahu
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o 30 az 80 %, u histidinu byl zaznamenan & totozny obsah jakoipteplo 37 °C.
Treonin, metionin a glutamin jsou aminokyselinyeré produkuje zejménh. bulgaricusa
jsou spatebovavany streptokokenthiem fermentace. Mnozstwichto aminokyselin bylo

pouze stopové, proto nejsou uvedeny [57].

Vliv karagenana

Krome vlivu teploty byl sledovan i vliv karagen&ama obsah volnych aminokyselin.
Jednotlivé aminokyseliny byly srovnavany se vzoikgz karagenan Kromeé tohoto

srovnani bylo provedeno i srovnani iota a kappademai mezi sebou.

Analyzou volnych aminokyselin bylo zji8to, Z2e u kyseliny cysteové doslo
k mirnému vzestupu obsahu kitpmnosti obou karagenaro koncentraci 0,02 %. Tento
vzestup se pohyboval kolem 20 % Roncentraci 0,01 % karagenamylo mnoZstvi
srovnatelné se vzorky bez karagehaRelativni obsah kyseliny cysteové ukazuje obrazek
37.
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Obrazek 37 Obsah volné kyseliny cysteové v modelowygorcich joguit

U lyzinu, citrulinu a histidinu doSlofpkoncentraci 0,01 % karagenanu k poklesu
jejich mnozstvi vzhledem ke vzank bez karagendn Konkrétrg u lyzinu o 5 az 10 %,

u citrulinu o 10 % a u histidinu o 5 %fiRoncentraci obou karagena,02 % doslo ke
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zvySeni mnozstvicthto aminokyselin. U lyzinu o 5 az 55 %, u citrulin 20 az 60 % a u
histidinu 0 5 az 45 %.

180%

160%
_140% [] [
§ 120% M42_K/B
3 100% T |m42_aB
2 80% : | |037_K/B
-c_% 60% | | |m37_JB
€ 0% —

20% - —

0% A

0,01 0,02 0,01 0,02

Koncentrace karagenan 0 (%)

Obrézek 38 Obsah volného lyzinu v modelovych vatrgbgurti
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Obrazek 39 Obsah volného citrulinu v modelovychrgih jogurti
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Obrazek 40 Obsah volného histidinu v modelovychreioh jogurti

U Sesti aminokyselin byl zaznamenan spiSésizejich koncentrace fgomnosti
karagenan. V n¢kterych gipadech byl tento vst velmi rapidni, coZ jefgjmé u tyrozinu,
valinu a fenylalaninu, v menSim rozsahu u arginipmlinu nebo glycinu. NejvysSi
navyseni bylo zaznamenano u tyrozirtukpncentraci karagenér0,02 %, jehoz obsah byl
0 120 az 320 % vysSi nez u vzbrkez karagenanu. MnozZstvi valinu bylo také zvySené
vzhledem k modelovym vzoikn jogurii bez karagend@na to o 120 az 230 %,

u fenylalaninu o 50 az 160 %. ZvySeni koncentragaanu bylo 20 az 90 %, prolinu 30 az

80 % a u glycinu 15 az 60 %. Znsimé jevy dokazuji obrazky 41 — 46.
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Obrazek 41 Obsah volného tyrozinu v modelovych einbrjogurti
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Obrazek 42 Obsah volného valinu v modelovych vobrggurti
300%
— 250%
S :
= 200% - m42_K/B
& m 42_J/B
8 150% -
= 0O 37_K/B
2 100% -
E 0 m 37_J/B
& 50% -
0% -

0,02 0,01

Koncentrace karagenan U (%)

Obrazek 43 Obsah volného fenylalaninu v modelowsadrcich jogunt
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Obrézek 44 Obsah volného argininu v modelovychaizrjogurti
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Obrazek 45 Obsah volného prolinu v modelovych viobrgogurti
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Obrézek 46 Obsah volného glycinu v modelovych viobriogurti

U dalSich¢tyt aminokyselin bylo zaznamenano jejich zvysené minofsi obou
koncentracich karagenawzhledem k modelovym vzoikn jogurti bez karagendn(viz.
obrazek 47 — 50). U koncentrace 0,01 % karagebghnariist u ornitinu do 6 %, u serinu
a kyseliny glutamové o 10 % a u leucinu o 20 a2@0U koncentrace 0,02 % karagetan

byla koncentrace aminokyselin vysSi. U ornitinu ¢ %, u serinu 30 %, kyselina

glutamova 20 az 40 % a u leucinu byldstro 20 az 70 %.
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Obrazek 47 Obsah volného ornitinu v modelovych etbr jogurti
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Obrazek 48 Obsah volného serinu v modelovych vebroigurti
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Obrazek 49 Obsah volné kyseliny glutamové v modealowzorcich jogurt
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Obrazek 50 Obsah volného leucinu v modelovych \izbrpgurti

U kyseliny asparagové a izoleucinu doSlo zvySenicheobsahu f obou
koncentracich karagenapiimérens stejré vzhledem ke vzoikn bez obsahu karagernian

U kyseliny asparagové bylo zvySeni 0 4 az 10 %iaoleucinu o 10 az 30 % (obrazek 51
a 52).
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Obrazek 51 Obsah volné kyseliny asparagové v medethovzorcich joguit
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Obrazek 52 Obsah volného izoleucinu v modelovyareizh jogurt

U aminokyseliny alaninu (obrazek 53) byl zaznamepékles jeho relativniho
obsahu vzhledem ke vzdni neobsahujici karagenany. Pokles se pohybovaldwl® %

v zavislosti na druhu karagenanu a tepfetmentace.
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Obrazek 53 Obsah volného alaninu v modelovych vebrjogurti

Kromé srovnani vzorik s karagenany a bez nich bylo provedeno také smbvna
obsahu volnych aminokyselin mezi vzorky s kappata karagenanem. ZvySeny obsah
aminokyselin v pitomnosti kappa karagenandi pbou teplotach a koncentracich byl
zaznamenan u alaninu (navyseni o 15 — 40 %). Sjeyny pfitomnosti idta karagenanu byl
u citrulinu (20 — 80 %). U lyzinu a tyrosinu do®amavyseni v fitomnosti i6ta karagenanu
pii koncentraci 0,01 %, alefipkoncentraci 0,02 % doslo k navySeni mnozstchto

aminokyselin v pitomnosti kappa karagenanu.

Kyselina cysteova a histidin vykazovaly srovnatetngozstvi v pitomnosti obou
karagenaf pfi koncentraci 0,01 %, alefipkoncentraci 0,02 % se vySSi mnoZstvi
aminokyselin minilo v pritomnosti obou karagenarnv zavislosti na teplét U histidinu
doSlo i teplog€ 42 °C ke zvySenému mnoZstvi kitpmnosti i6ta karagenanuii 87 °C
v pritomnosti kappa karagenanu. U kyseliny cysteoveuttwylo naopak. Podobny jev se
vyskytoval u fenylalaninu, ornitinu, kyseliny glumavé, kyseliny asparagové, argininu
a isoleucinu. B koncentraci karagenan 0,01 % bylo zvySené mnoZstvichto
aminokyselin v pitomnosti karagend@n kappa nebo i6ta v zavislosti na teplot
U koncentrace 0,02 % bylo zvySené mnoZstvifiitomnosti kappa karagenanu
u fenylalaninu, ornitinu, kyseliny glutamové a motinu, v pitomnosti i6ta karagenanu

u argininu a kyseliny asparagove.

Vliv koncentrace karagenarse projevil také u valinu, leucinu a serinu. ZasId

pii koncentraci 0,01 % ke zvySeni mnozstvi aminokgseprostedi s kappa karagenanem
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u serinu, s iéta karagenanem u valinu a leuciduké&hcentraci 0,02 % a teptott2 °C
doSlo k navySeni¢thto aminokyselin viitomnosti idta karagenanufipeplog 37 °C

v pritomnosti kappa karagenanu.

ZvySeni obsahu prolinu a glycinu bylo fitomnosti obou karagenarv zavislosti
na jejich koncentraci a teptofermentace. U prolinufpkoncentraci 0,01 % bylo zvySené
mnozstvi pi teplo€ 42 °C v gitomnosti kappa karagenanuj 87 °C v gitomnosti iéta
karagenanu. ii? koncentraci 0,02 % tomu bylo obra¢erstejny jev vykazuje také glycin
pii koncentraci 0,01 %. P koncentraci 0,02 % a teptotd2 °C je jeho vysSi obsah

v pritomnosti kappa karagenandi 7 °C v gitomnosti i6ta karagenanu.

K nejvyznamgjSim vlastnostem karagenan ml&nych vyrobcich péit jejich interakce
s proteiny. K interakcim mezi karagenany a kasgimowmicelami dochazi mezi 97. a 112.
aminokyselinovym zbytkem (1 Arg, 3 His a 2 Lys) m&aseinové frakci [61]. Dochazi
k interakci mezi zapognnabitymi sulfatovymi skupinami karagenanu a kkadrbitou
casti k-kaseinu (celko¥ nese zaporny naboj) [41]. Vzhledem k interakcimzime
karagenany a-kaseinem, dochazi také k ovlimi obsahu volnych aminokyselin. Bylo
zjisteno, Ze k ovliveni jednotlivych volnych aminokyselin nedochéazi pisobenim kappa
nebo i6ta karagenanu, ale takéspbenim teploty fermentace. Diky tomu se pakien
u jedné aminokyseliny ip stejné koncentraci (n&p0,01 %) uplatovat nap. kappa
karagenan ip 42 °C a iota karagenarfiB7 °C. Nelze tedyiesre fict, ktery z karagendn
se uplaiiuje viceci mére.

Bylo zjiSttno, Ze pitomnost karagenanovliviuje skladbu volnych aminokyselin,
proto by bylo zajimavé zafit se i fingerprintovou metodu stanoveni proteifuy@rofilu

fermentovanych mignych vyrobki. Jako ukazka provedeno stanoveni proteinovéhduyprof
pomoci SDS-PAGE.

7.4 Elektroforetickad analyza modelovych vzork jogurta

Elektroforetické stanoveni bylo provedeno u jogusez karagendna s obsahem
karagenan. Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 14. a 15. §rkch jamkach kazdého
gelu jsou také zobrazeny standardy, pomoci ktelgetzjistit i pritomnost peptid o nizsi

molekulové hmotnosti.
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Standard
[kDa]

230

210

125

b5

Obrazek 54 Gel se vzorky s obsahem iéta a kappam&aai

Standard
[kDa]

230

210

1258

b5

Obrazek 55 Gel se vzorky bez obsahu iéta a kappa&aai
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Pomoci SDS-PAGE byly proteiny roddny na zakla8dl molekulové hmotnosti.
Z obrazki geli lze pozorovat frakce kaseinu, ale tkteré nizSi peptidy vzniklé
pravdépodobré ¢innosti peptidaz. Podle molekulové hmotnosti steshaldze giblizné
stanovit frakce kaseinu a molekulovou hmotnost igéptNejvySSi zastoupeni vykazuji
kaseiny o molekulové hmotnosti 23 - 29 kDa. Pépadiobrg se niize jednat ais-kaseiny
nebo B-kasein, jejichz molekulovA hmotnost se pohybuje 2db kDa. Por&rné silné
zastoupeni je i u molekulové hmotnosti 19 kDa, ocopovida molekulové hmotnosti
k-kaseinu, pop 18 kDa odpovid&-laktoglobulinu. Ostatni viditelné frakce mohou byt
syrovatkové bilkoviny nebo nizsi peptidy do molekd hmotnosti 8,5 kDa. Peptidy

s niZz8i molekulovou hmotnosti nez 8,5 kDa isgn& nevyskytuji.

BohuZel nelze takto sledovat peptidy i kaseinowkde sotasré. Pokud bychom
chtli sledovat jednotlivé frakce kaseinu, musel by Wrek zedén, aby byly jednotlivé
frakce ZetelrgjSi, coz by negativh ovlivnilo stanoveni nizSich peptid Pokud bychom
naopak chili stanovit nizSi peptidy, musel by séigravit hustSi gel. V zavislosti na této
skute&nosti by tedy muselo dojit k optimalizaci této notocoz by pesahlo zamysleny

ramec této prace.

7.5 Senzorické hodnoceni

Senzorické hodnoceni bylo provedeno u jogurs gridavkem karagendn
v koncentraci 0,02 % a 0,01 % a pro srovnani urjidgbez karagenan Hodnoceni
provedli 3 posuzovatelé pomoci dotazniku a stupoiedené vfiloze IV a V. Byly

hodnoceny tyto znaky:
» konzistence — 1- velmi tuhy az 7 - reéedly, nesoudrzny jogurt,
* chw awviné — 1 — velmi pijemna, typickad az 5 — nevyhovujici, netypicka pro
dany druh jogurtu,
e pritomnost cizich fichuti a pachuti — 1 — bezifmnosti az 7 — vysoka
piitomnost, nevyhovuijici,

e uvolkovani syrovatky — 1 — neuvalje se aZ 7 — zcela uveima syrovatka,

nevyhovujici.
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Vysledky senzorického hodnoceni pro jednotlivé lemitace karagenarukazuji obrazky
56 a 57.

Stupnice hodnoceni
w b~ O

l a

, | |

B 37 K37 J 37 B 42 K 42 J 42
Vzorky jogurt @

‘EI Konzistence B Chut a vané O Cizi pfichuté a pachuté O Uvolnéni syrovatky ‘

Obrézek 56 Grafické znazam senzorického hodnoceni modelovych vigdgurta

pii koncentraci 0,02 % (vyj&dno jako median)

Stupnice hodnoceni
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Obrazek 57 Grafické znazam senzorického hodnoceni modelovych vagdgurta

pii koncentraci 0,01 % (vyj&dno jako median)

Z obrazku 56 vyplyva, Zerpkoncentraci karagenérD,02 % vykazoval roziedlou
konzistenci vzorek K42. Ménsoudrzna konzistence byla i u vzorku K37. Ostanairky

vykazovaly standardni tuhost. Hodnoceni chuti taévbylo téngéf u vSech joguft
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optimalni, kron¢ vzorki B37 a K42, kde byly mensi odchylky. Slabdtgmnost cizich
piichuti a pachuti byla u vzorku K42. U stejného kmodoSlo také k vysokému uveini

syrovatky. Slabé uvolmi syrovatky vykazoval vzorek K37.

U koncentrace karagena®,01 % (obrazek 56) vzorky jogurtrykazovaly spiSe
optimalni tuhost, avSak mirtidSi byl vzorek K37. Hodnoceni chuti @&n¢ bylo u vSech
vzorki jogurti optimalni. VSechny vzorky byly také bezitpmnosti cizich fichuti a
pachuti. Slabé uvoémi syrovatky bylo u vzorku K42, u ostatnich vzibjegurta bylo buf’

velmi slabé uvoléni syrovatky nebo zadné.

Senzorické hodnocenk-karagenanu

Na zéklad predchozi senzorické analyzy bylo provedeno senzérludnoceni
vzorka s k-karagenanem. Vi tohoto karagenanu byl proveden také z toinndu, Ze je
v mlékarenském @myslu hojji vyuzivan [36]. Senzorické hodnoceni bylo proveae

12-ti posuzovateli a byly hodnoceny 4 znaky:
» konzistence — 1- velmi tuhy az 7 - roebly, nesoudrzny jogurt,
e viné — 1 — velmi pijemna, typicka az 5 — nevyhovuijici, netypicka gemy
druh jogurtu,

e piitomnost cizich pach— 1 — bez ftomnosti az 7 — vysokaripomnost,

nevyhovujici,

* uvolovani syrovatky — 1 — neuvalje se az 7 — zcela uvelm syrovatka,

nevyhovujici.

Dotaznik a stupnice pro senzorické hodnoceni jseedeny v piloze PVI a PVII.

Vysledky zkousky se stupnici jsou zaznamenany fugta.
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Stupnice hodnoceni
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Obrézek 58 Grafické znazam senzorického hodnoceni modelovych vigdgurt

sk—karagenanem (vyj&eno jako median)

Na zaklad Kruskal-Wallisova testu bylo zji&to, Ze na hladihvyznamnosti 5 %
byl shledan statisticky vyznamny rozdil u znakin&mezi vzorky K37 a K42. Statisticky
vyznamny rozdil byl shledan také u znaku uwoinsyrovatky mezi vzorky K37 a K42,
dale mezi vzorky B37 a K42.irPhodnoceni ostatnich znakezaznamenali posuzovatelé

Zadny statisticky vyznamny rozdil mezeglozenymi vzorky.

Kromeé zkousky se stupnici byla provedena tguova zkouska. Cilem byloiselit

> v

piedloZzené vzorky joguit podle tuhosti (1 — nejtuzsi, 4 — nejméuhy). Vysledek je

znazorrn v grafu 45.
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Obrazek 59 Grafické znazam senzorického hodnoceni tuhosti #gumova zkouska
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Na zaklad poradove zkousky bylo zji&ho, Ze nejetSi tuhost podle posuzovaiel
vykazoval vzorek B 42, naopak nejnéénhy byl vzorek K 37. Ostatni vzorky B 37 a K 42
vykazovaly zejm¢ pramérnou tuhost. Dle programu StatK25 bylo zjign, Ze na hladih
vyznamnosti 5,00 % existuje mezi vzorky jako celkstatisticky vyznamny rozdil ve

sledovaném znaku.

U rozdilové zkousky na hladinvyznamnosti 5,00 % nebyl shledan mezi vzorky

statisticky vyznamny rozdil.
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ZAVER

Karagenany maji Siroké uplati v potravindském pémyslu kde jisobi jako

zahus$ujici a zelirujici latky, jako stabilizatory a ergatory. Jejich vyznamnou vlastnosti

je reakce s proteiny. Cilem diplomové prace bylstizj vliv karagenafh na skladbu

volnych aminokyselin a na senzorické vlastnosti elodych vzork: jogurti.

Z vysledki hodnoceni modelovych vzarlogurti Ize vyvodit tyto zavry:

pii pridavku iota a kappa karagerian koncentracich 0,15 %, 0,077 % a 0,038 %
doSlo k vytvd#eni pevného agregatu a vysledkem bylo nadé uvolrEni

syrovatky,
koncentrace 0,019 % karagefidiyla vyhovujici pouze pro i6ta karagenan,
vyhovuijici koncentrace pro oba karagenany byladh0®,

teplota fermentace ovitwje skladbu aminokyselin.iPeplot 42 °C byl obsah 10
ze 17 zkoumanych aminokyselin vySSi néztgplog 37 °C. Ric¢inou bylacinnost
proteolytického systému laktobacilati B7 °C doSlo k poklesu mnoZzstvi u sedmi
aminokyselin, které byly spi@bovany streptokokem nebo bylyempenény na

mastné kyseliny,

piitomnost i0ta a kappa karagehambecr zvysSuji obsah volnych aminokyselin.
Pouze u dvou aminokyselin doSlo k poklesu jejiclsatitu. Srovnanimusobeni

i0ta a kappa karagenanse doSlo k za&ru, Ze misobi na skladbu volnych
aminokyselin #zné v zavislosti na jejich koncentraci a tegldermentace. Nelze

tedy gesre tict, ktery z nich se uplatije vice ¢i mérg,

piidany kappa karagenan v koncentraci 0,01 % ovliwwghzorické vlastnosti

modelovych vzork jogurti.

Tyto vysledky dokazuji, Ze rfitomnost karagendn ovliviiuje rekteré vlastnosti

fermentovanych miéych vyrobKi. Pro konkrétgjSi vysledky by byla paéebna dalsi

prace, ktera se krohproteolytickych zmin bude zabyvat také texturni charakteristikou

a studii mikrostruktury.
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Bakterie ml€éného kvasSeni
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PRILOHA PI: P RIPRAVA MLE CNE SMESI

Pouzity material:

Jihaseské UHT mléko plnotiné trvanlivé, 3,5 % tuku, Madet@eské Budjovice
Nizkotwné UHT mléko trvanlivé, 0,5 % tuku, Tatra, Mlékatiknsko

SuSené mléko Laktino, 1,3 % tuku, Promil, Novy Bydz

Pomer jednotlivych drulk:

PInotuné mléko: nizkoténé mléko: susené mléko odhgné = 820 g/l (=797 mi/l) : 131
g/l (=127 mi/l) : 49 g/l

Kdy obsah tuku u taktofpraveného jogurtu jeifblizné 3 % a tukuprosté susiny 13%.



PRILOHA PII: SDS-PAGE

Podstatou této separace jdgitgmnost aniontového detergentu dodecylsulfatu
sodného (SDS), ktery se sheédwéze na vSechny bilkoviny vpeém 1,4 g SDS/ 1 g
bilkoviny. Navazanim SDS &ni proteiny svoji konformaci. K této zm¢ maze dojit az po
rozSepeni disulfidickych mstki v molekule proteinu, coZz zafidje nap.
merkapotethanol. K dokonalému navazani SDS je nuwyséavit vzorky vysoké teplét
Vysledny komplex SDS-bilkovina ziska zaporny nadhoymozni pohyb vSech molekul
vzorku v elektrickém poli stejnym smmem. Jako porézni matrice slouzi polyakrylamidovy
gel [51].

Piiprava vzorka

100ul vzorku jogurtu

20 ul 20 % SDS

10 ul merkaptoethanolu

70 ul vzorkového pufru

Vzorky byly dol¥e promichany a inkubovanyipeplot 100 °C po dobu 10 minut.

Vertikalni elektroforetickd aparatura byla feoa zvlastni vany, vika, dvou

tvarovanych skel v parovém ugpdani, teflonovym mezernikenggteni) a ebinkem.

Negative
Elecirode

Load samples herg™"*~,
\ :
| N Buffer | % 1

-

e —
o

Running Gel big proteins ||
| 1 I
R ¢
18 : J’ ’L ™ Glass
:I ' 2 'l' ¢ NG Plates
Positive SNt
G L
Electrode i| R & ¢ |l Spacer
o - - -small proteins |

An illustration of an
apparatus used for SDS PAGE.

Obrazek 60 Znazoni aparatury pro SDS-PAGE [58]



15 % separani gel

30% roztok akrylamidu 31,50 mi
Tris pufr, pH 8,8 15,75 ml
Deionizovana voda 14,49 ml
20% SDS (Serva) 314l
10% persiran amonny (Serva) 63Qul

N,N,N",N-tetra-metylendiamin (TEMED, [Serva]) 252

Roztok persiranu amonného byigraven ¢erstvy ffed kazdou elektroforézou. Po
piidani persiranu amonného a TEMEDu byl roztokidogbromichan a ihned aplikovan
pomoci pasteurovy pipety mezi skla do vySky ccarh3ak, aby nedoslo ke vzniku bublin.
Pro ziskani hladkého povrchu a zamezeni polymeraczduchu byl gelielit 1 ml vodou
nasyceného izobutanolu. Polymerace probih&lagkojové teplot. Po 45 minutach byla
vrstva izobutanolu slita a povrch gelu byl opladhaestilovanou vodou. Zbytky vody byly

vysusSeny filtr&énim papirem a byl aplikovan 5% koncesitragel [52].

5 % koncentraéni gel

30% roztok akrylamidu 3,4 mi
Tris pufr, pH 6,8 5,0 ml
Deionizovana voda 11,5 ml
20% SDS 100ul
10% persiran amonny 100ul
TEMED 25ul

Po dikladném promichani vSech komponent byl roztok réaiéva ztuhly sepatai
gel az ¢sre pod horni hranu skla. Poté byl op&twsunut plastovy ieben tak, aby byly
Z jeho prostoru odstrany vSechny vzduchové bubliny. Taktsigraveny gel byl fikryt
navihtenym ubrouskem a vloZen i se stojanem do ledniexhal polymerovat do druhého
dne. Druhy den byl z gelu opat¢rnyjmut hrebinek. Do spodniho prostoru aparatury byl
nalit elektrodovy pufr. Bylo zapnuto chlazeni a askbyla upevéna tak, aby byly
eliminovany bubliny ve spodriiasti gelu. Do hornéasti vany byl nalit elektrodovy pufr,
tak aby doSlo k fevrstveni jamek pro nanaseni vzorlasledg byly naneseny vzorky a
standardy. Elektroforeticka komora bylarekryta vikem a fpojena ke zdroji
stejnosmirného proudu. Po skoeni byl z gelu odstram koncentrani gel a takto

upraveny dlici gel byl fixovan fixanim roztokem 30 minut a pak barven roztokem brilian



blue asi hodinu. Poté byl gel odbarvovan odbarviomaoztokem s fidavkem destilované
vody. Kazdy gel se barvi samostatw misce. Misky byly potom umigty na tepace
(BIOSAN Multibio 3D) a roztoky byly odsavany pomowakuové pumpy KNF, typ
N86KN.18 (KNF Laboport Neuberger, SRN). Obarven ggly uchovavany i +4 °C v
destilované vo&[52].



PRILOHA P Ill: ROZTOKY PRO SDS-PAGE

Tris pufr pro separai gel, pH 8,8 [52]

Tris (SERVA) 18,15 g

Deionizovana voda 50 mi

Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit pH pdriotu 8,8 a doplnit deionizovanou
vodou do 100 ml. Uchovavatip+4 °C.

Tris pufr pro koncentiani gel, pH 6,8 [52]

Tris (SERVA) 6,09

Deionizovana voda 50 mi

Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit pH pdriotu 6,8 a doplnit deionizovanou
vodou do 100 ml. Uchovavatip+4 °C.

30% roztok akrylamidu [20]
Akrylamid (SERVA) 29,2 ¢
N,N"smetylen-bisakrylamid (SERVA) 0,8¢

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. Uchovavatiyg °C v tmavé lahvi.

Vzorkovy pufr [20]
(0,062 M Tris-HCI, 5% merkaptoetanol a 10% glycgrol

Tris-HCI (SERVA) 0,0977 g
Merkaptoetanol (SERVA) 0,59
Glycerol (Lach-Ner) 109
Bromfenolova motl(SERVA) 0,01¢

Upravit pH na hodnotu 6,8 a doplnit deionizovanodau do 10 ml.

Elektrodovy pufr dle Laemliho 10x koncentrovany BBEA)

- pred pouzitim Fedén deionizovanou vodou v paimu 1:9

Fixacni roztok (10% kyselina octova, 30% etanol)
Etanol, 96% (Lach-Ner) 30 ml

Kyselina octova (Lach-Ner) 10 ml



Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.[52]

Barvici roztok
0,25 % Coomassie Blue R-250 v 50 % (v/v) metandl0 &o (v/v) kyselig octové.

Odbarvovaci roztok

25 % (v/v) metanol a 10 % (v/v) kyselina octova][51

Gely byly snimany digitalnim fotoaparatem a nastedrhnodnocovany.



PRILOHA P IV: DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI
Jméno, Rijmeni:

Datum: Cas:

Hodnoceni s pouZzitim stupnic

Provelte hodnoceni senzorickych zrialkonzistence, chua ving, cizi grichug a pachut

a uvolreni syrovatky, dle ploZzené stupnice

Kéd vzorku Konzistence| Clita vin¢ | Cizi pachy Uvolani

syrovatky

v9)

gl O

m




PRILOHA P V: STUPNICE PRO HODNOCENI JOGURT U
1. Konzistence: 1) velmi tuhy, hutny

2) tuhy

3) mirrg tuzsi

4) standardni tuhost

5) mirre fidky, stale soudrzny

6) viceridky, mér soudrzny

7) rozl¥edly, nesoudrzny

2. Chut a viiné: 1) velmi @gijemnd, typicka pro dany vyrobek
2) typicka, dosti fijemna
3) pramérna, jesk prijemna
4) ténei nevyhovujici, téé negijemna

5) nevyhovuijici, nefljemnd, netypicka pro dany vyrobek

3. Pritomnost cizich grichuti a pachuti: 1) bez pitomnosti
2) velmi slaba, vyhovuijici

3) slaba, vyhovujici

4) mirnd, ale jeSwyhovuijici
5) mirrg vySSi, ale stale jeStryhovuijici
6) vyssi, tért nevyhovujici

7) vysoka fitomnost, nevyhovuijici

4. Uvoliiovani syrovatky: 1) neuvohuje se
2) velmi slab

3) slabé uvokni



4) mirr¢ se uvohuje, jes¢ vyhovujici
5) mirrg vysSi
6) vysoke, tert nevyhovujici

7) zcela uvoléna, nevyhovuijici



PRILOHA PVI: DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI
Jméno, Rijmeni:

Datum: Cas:

1. Pa*adova zkousSka

Seaad’te predloZené vzorky podle tuhosti ( 1 — nejtuzsi, &preére tuhy )

Kod vzorku A B C D

Paadi vzorku

2. Rozdilovéa zkouska

Ktery z uvedenych vzotkje vice tuhy: B nebo C .......
Ktery z uvedenych vzotkje vice tuhy: B nebo A .......
Ktery z uvedenych vzotkje vice tuhy: Cnebo D .......

Ktery z uvedenych vzotkje vice tuhy: D nebo B .......

3. Hodnoceni s pouzitim stupnic

Provelte hodnoceni senzorickych zriakkonzistence, &n¢, cizi pachy a uvokni

syrovatky, dle filoZzené stupnice

Kod vzorku Konzistence| w®hé Cizi pachy Uvolgni
syrovatky
A
B
C
D




PRILOHA PVII: STUPNICE PRO HODNOCENI JOGURT U

1. Konzistence: 1) velmi tuhy, hutny
2) tuhy
3) mirrg tuzsi
4) standardni tuhost
5) mirre fidky, stale soudrzny
6) viceridky, mér soudrzny

7) rozl¥edly, nesoudrzny

2. Viné: 1) velmi gijemna4, typické pro dany vyrobek
2) typicka, dosti fijemna
3) pramérna, jesk prijemna
4) ténei nevyhovujici, téé negijemna

5) nevyhovuijici, nefljemnd, netypicka pro dany vyrobek

3. Pritomnost cizich pacti: 1) bez pitomnosti
2) velmi slaba, vyhovuijici

3) slaba, vyhovujici

4) mirnd, ale jeSwyhovuijici
5) mirrg vySSi, ale stale jeStryhovuijici
6) vyssi, tért nevyhovujici

7) vysoka fitomnost, nevyhovuijici



4. Uvoliiovani syrovatky: 1) neuvohuje se
2) velmi slab
3) slabé uvokmi
4) mirrg se uvohuje, jesSt vyhovuijici
5) mirr¢ vysSi
6) vysoké, tért nevyhovuijici

7) zcela uvoléna, nevyhovuijici



PRILOHA PVIIl: MODELOVE VZORKY JOGURT U S KONCEN-
TRACI KARAGENAN U 0,15 %

Obr. 1 Modelové vzorky joguitbez karagenanpii teplo 37 °C (vlevo), 42°C (vpravo)

Obr. 2 Modelové vzorky joguits pouzitim idta (vlevo) a kappa (vpravo) karagénan

bez gitomnosti mikroorganiziin



Obr. 3 Modelové vzorky joguits pouzitim iota karagenandi 37 °C (vlevo) a 42 °C

(vpravo)

Obr. 4 Modelové vzorky joguits pouzitim kappa karagenanii 7 °C (vlevo) a 42 °C

(vpravo)



PRILOHA PIX: MODELOVE VZORKY JOGURT U S KONCEN-
TRACI KARAGENAN U 0,077 %

Obr. 5 Modelové vzorky joguitbez karagenanpii teplo 37 °C (vlevo), 42°C (vpravo)

Obr. 6 Modelové vzorky joguits pouzitim idta (vlevo) a kappa (vpravo) karagénan

bez gitomnosti mikroorganizin



Obr. 7 Modelové vzorky joguits pouzitim iota karagenanti 37 °C (vlevo) a 42 °C

(vpravo)

Obr. 8 Modelové vzorky joguits pouzitim kappa karagenanii 7 °C (vlevo) a 42 °C
(vpravo)



PRILOHA PX: MODELOVE VZORKY JOGURT U S KONCEN-
TRACI KARAGENAN U 0,038 %

Obr. 9 Modelové vzorky joguit bez karagendn pri teplog 37 °C (vlevo), 42°C

(vpravo)

Obr. 10 Modelové vzorky joguirts pouzitim iota (vlevo) a kappa (vpravo) karagénan

bez gitomnosti mikroorganiziin



Obr. 11 Modelové vzorky jogurts pouzitim iéta karagenanii 87 °C (vlevo) a 42 °C
(vpravo)

Obr. 12 Modelové vzorky jogurts pouzitim kappa karagenanii g7 °C (vlevo)

a 42 °C (vpravo)



PRILOHA PXI: MODELOVE VZORKY JOGURT U S KONCEN-
TRACI KARAGENAN U 0,019 %

Obr. 13 Modelové vzorky joguit bez karagendnpii teplo€ 37 °C (vlevo), 42°C

(vpravo)

Obr. 14 Modelové vzorky jogurts pouZzitim iota (vlievo) a kappa (vpravo) karagénan

bez gitomnosti mikroorganiziin



Obr. 15 Modelové vzorky joguirts pouzitim i6ta karagenanii 87 °C (vlevo) a 42 °C

(vpravo)

Obr. 16 Modelové vzorky jogurts pouZitim kappa karagenandi 37 °C (vlevo)
a 42 °C (vpravo)



PRILOHA PXIl: MODELOVE VZORKY JOGURT U S KONCEN-
TRACI KARAGENAN U 0,0096 %

Obr. 17 Modelové vzorky jogurtbez karagendnpii teplo€ 37 °C (vlevo), 42°C

(vpravo)

Obr. 18 Modelové vzorky joguirts pouzitim iota (vlevo) a kappa (vpravo) karagénan

bez gitomnosti mikroorganiziin



Obr. 19 Modelové vzorky joguirts pouZzitim i6ta karagenanii 87 °C (vlevo) a 42 °C

(vpravo)

Obr. 20 Modelové vzorky joguits pouzitim kappa karagenani 87 °C (vlevo)

a 42 °C (vpravo)



