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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou mlé¢né fermentace probihajici ucinkem Sesti
bakterialnich kultur, pouzivanych v mlékaiském pramyslu. Hlavnim cilem prace bylo
sledovani probihajici fermentace na zakladé snizovani aktivni kyselosti, zvySovani titra¢ni
kyselosti a sledovani Ubytku lakt6zy ve vzorcich mléka, které byly zao¢kovany kulturami
a inkubovany po rizné dlouhou dobu (do dosazeni izoelektrického bodu) pii 2 rtznych
teplotdch. Pro stanoveni laktézy byla pouzita metoda vysokou¢inné kapalinové
chromatografie s refraktometrickou detekci. Z vysledka vyplyva, ze fermentace k dosazeni
izoelektrického bodu trvala v rozmezi 4,5 — 13 hod. Delsi ¢as byl vzdy, podle o¢ekavani,
dosazen pii niz$i kultivaéni teploté. Aktivni kyselost se v prubéhu fermentace snizovala
v pruméru o hodnotu 2,2 a titraéni kyselost se primérné zvySovala 0 27 °SH. Pramérny

Ubytek lakt6zy byl 0 35 % z piivodniho obsahu.

Kli¢ova slova: mléko, jogurt, mlékatské mikrobidlni kultury, laktoza, fermentace, pH, °SH,

HPLC, RI

ABSTRACT

Diploma thesis deals with milk fermentation proceeding by the action of 6 bacterial
cultures which are used in milk industry. The main aim of this thesis was to observe
fermentation process based on the decrease of active acidity, increase of titratable acidity
and loss of lactose. Milk samples were inoculated with microbial cultures and incubated
for various time periods (up to isoelectric point) at 2 different temperatures. High-
performance liquid chromatography with refractive index detection was used for
the lactose determination. The results imply that fermentation (up to isoelectric point) took
about 4,5 — 12 hours. Longer fermentation time was obtained, according to expectation,
at lower incubation temperature. Active acidity decreased by 2,2 and titratable acidity
increased by 27 °SH during the fermentation. Lactose decline reached 35 % from

the original amount.

Keywords: milk, yoghurt, milk bacterial cultures, lactose, fermentation, pH, °SH, HPLC,
RI
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UvoD

Cilem diplomové prace zabyvajici se tématem ,Sledovani tbytku laktozy béhem
fermentace mléka s pouzitim HPLC-RI“ bylo zjistit, jak rozdilné mlékaiské kultury
(jogurtove, termofilni a mezofilni) mohou ovlivnit prab&éh fermentace a s tim spojené
probihajici zmény v mléce. Sledovano bylo také, jaky vliv maji zvolené inkubaéni teploty

na aktivitu zivych mikroorganizm.

MIléko a mlé¢né vyrobky jsou velmi oblibenou potravinou a hraji dileZitou roli ve vyzivé
¢lovéka. Spoustu konzumentli ma mléko ¢i mlécny vyrobek ve svém jidelnicku kazdy den
a stale narista obliba zejména fermentovanych mléénych vyrobku, a to hlavné z dietnich
diavodt. Mléko a mlééné vyrobky maji vysokou vyzivovou hodnotu a obsahuji vSechny tfi
zakladni ziviny: bilkoviny, tuky a sacharidy. Déle obsahuji vitaminy a né€které mineralni
latky, a jsou dulezitym zdrojem dobfe vstiebatelného véapniku. Konzumace mléka
je dulezita jiz od détstvi, kde hraje vyznamnou ochrannou roli ve vztahu k osteopordze.
Mezi nejrozsifenéjsi funkEni potravinu na svété se dnes fadi jogurt. Jogurt se vyznacuje
pouzitymi zivymi mikroorganizmy v prubéhu technologické vyroby a procesem
fermentace, pii které dochazi ke zméné€ aktivni a titracni kyselosti a hlavné ke zméné
obsahu laktozy. SkuteCnost, ze vlivem bakterii mlééného kvaseni dochazi ke Stépeni
laktézy na kyselinu mlé¢nou a jiné metabolity, se mohou jogurty stat i soucasti jidelnicku

u osob, které maji diagnostikovanou sniZenou toleranci laktdzy nebo Uiplnou intoleranci.

Obsah laktézy v mléku a mléénych vyrobcich se muze stanovovat metodami
polarimetrickymi, refraktometrickymi, chemickymi apod. Nejspolehlivejsi vysledky
Vv detekci sacharidi dava metoda HPLC v kombinaci s refraktometrickou detekci, ktera

je pfedevsim urcena pro detekcei sacharida.

Teoreticka Cast prace se zabyva obecnou charakteristikou mléka a mlécnych vyrobkd,
jejich hlavnimi slozkami (zaméfuje se predev§im na sacharidy), bakteriemi mlééného
kvaseni a jejich vlivem na S$té€peni disacharidu laktéozy a vyrobu jogurti. Dale prace
pojednava o moznosti extrakce sacharidi a jejich nasledném stanoveni. Naplni praktické
¢asti bylo zaockovani mléka jogurtovymi kulturami Laktoflora a YB1, termofilnimi TH3
a LHB02 a mezofilnimi YY88 a CHN 22 a nasledna inkubace pii 2 raznych teplotach.
Prace je pfedev§im zaméfena na sledovani zmén aktivni a titra¢ni kyselosti a ubytku

laktozy béhem probihajici fermentace na zédklad€ pouzitych kultur.
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA MLECNYCH VYROBKU
A JEJICH VYZNAM VE VYZIVE CLOVEKA

1.1 MIéko a mlé¢né vyrobky

V obecné roviné je mozné mléko definovat jako tekuty sekret samic savct, jehoz primarni
a prirozenou funkci je zabezpecit vyzivu narozeného mladéte. Slozeni a fyzikalni vlastnosti
této komplexni biologické tekutiny (mléka) se lisi od druhu k druhu a odrazi nutri¢ni
potieby mlad’at [1,2]. Sekrety mlééné zlazy se déli na dvé skupiny — mléka nezrala a mléka
zrala. Nezralé mléko (mlezivo) je vylucovano mléénou zlazou na konci gravidity
pted porodem (ptedbézné mlezivo) a hned po porodu (mlezivo pravé). Mlezivo neni
vyuzivano k primyslovému zpracovani. Pfechod mleziva v mléko zralé trva primérné 7 —

10 dni po porodu [3].
MIéko v souvislosti s technologii mléénych vyrobku lze definovat takto:

= MIéko je produkt ziskany jednoduchym nebo vicenasobnym dojenim savcu, které
jsou chovany za ucelem produkce mléka.

= MiIécné vyrobky jsou vyrabény vyhradné z mléka. V nékterych ptipadech se mohou
pfisady do vyrobkil pfidavat béhem vyroby, ale nemohou nahradit zcela ani
castecné mlécné slozky.

= Rekombinované mlécné vyrobky jsou vyrobky, ve kterych mléko nebo mlécné

slozky tvofi hlavni ¢ast. Mlé¢né slozky nemohou byt nahrazeny prisadami [4].

Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, stanovujici zvlaStni
hygienické ptedpisy pro potraviny zivoc¢isSného plivodu (v platném znéni), se syrovym
mlékem rozumi mléko produkované sekreci mlécné zlazy hospodaiskych zvitat, které
nebylo podrobeno ohfevu nad 40°C a nebylo ani oSetfeno Zadnym zpiisobem

s rovnocennym ucinkem [1].

Mléény vyrobek je vyrobek vyrobeny z mléka savci. Béhem vyvoje mlékarenské
technologie byly vyvinuty nésledujici skupiny mlécnych vyrobkli: mléko, acidofilni
mlécné vyrobky, maslo, syry a produkty s dlouhou pouzitelnosti. Jednotlivé produkty
prochazeji charakteristickym zpracovanim mléka. VétSinou maji mlééné vyrobky vyssi
energetickou hodnotu. V dnesni dobé mezi hlavni spotiebni mlé¢né produkty patii jogurty,

kysané mlé¢né vyrobky, syry a smetana [4].
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Pti zpracovani mléka pro naslednou vyrobu mléénych vyrobkl, je mléko vystaveno
podminkam, které urychluji nebo snizuji vazby mezi jednotlivymi slozkami. Z nutri¢niho
hlediska maji znacny vyznam zejména vazby typu bilkovina — sacharid, které se zicastiuji
komplexu Maillardovych reakci. Dochazi ke ztraté esencialni aminokyseliny lyzinu, ktery
se ucastni reakci prostfednictvim volné aminoskupiny. Jeji vazbou se sacharidy mize dojit
bud’ k tvorbé vazeb rezistentnich k enzymim, tedy ke snizeni obsahu vyuzitelného lyzinu
nebo az k Uplné destrukci této aminokyseliny. V obou piipadech dochadzi ke snizeni

nutri¢ni hodnoty [5,6].

1.1.1 Z&Kkladni chemické sloZeni mléka a mléénych vyrobki

Jednotlivé druhy mléka se vzdjemné od sebe lisi rozdilnym pomérem zakladnich slozek
azivin, a to ma za nasledek i rozdilné vlastnosti. VSechny mléka obsahuji specifické
bilkoviny a tuky, které jsou lehce stravitelné. VéEtSina mlék obsahuje laktézu, minerdlni
latky, vitaminy a dalsi slozky, které mohou byt dualezité. Tyto slozky jsou uspofadany
nasledovné: lipidy ve formé emulgovanych kuli¢ek potazenych membranou, proteiny
Vv koloidni disperzi jako micely a vétSina mineralnich latek a laktoza v pravém roztoku
[3,6,7]. Struktura a vlastnosti jednotlivych slozek mléka hluboce ovliviiuji celkové
vlastnosti mléka a maji vyznamny vliv na zpracovani mléka [8]. Nejvyznamnéjsi
surovinou pro vyrobu mlécnych vyrobka je kravské mléko, proto se dalsi kapitola

diplomové prace bude vénovat chemickému sloZeni kravského mléka.

1.1.2 Chemické slozeni kravského mléka

Chemické sloZzeni kravského mléka je zavislé na celé¢ fadé faktorh, ke kterym patii
plemeno skotu, jeho geneticky potencidl, vyziva, aktualni zdravotni stav, potfadi a faze
laktace apod. Kravské mléko obsahuje prumérné 86,0 — 88,0 % vody a 12,0 — 14,0 %
susiny. Primérny obsah zivin v kravském mléce je uveden na Obr. 1, ale v obecné roviné

1ze uvést nasledujici slozeni kravského mléka (v % hmotnostnich):

= obsah dusikatych latek (tzv. celkovy dusik dle Kjeldahla, vynasobeny
faktorem 6,38): 3,1 — 3,8 %,

= obsah tuku: 3,5-5,5 %,

= obsah laktozy: 4,5 - 5,0 %,

» minerélni latky: 0,7 — 0,8 %,

= vitaminy, enzymy, hormony atd.: 0,2 - 0,5 % [1,3].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

Voda je hlavni slozkou mléka a slouzi hlavné jako rozpoustédlo. V mléce se voda
vyskytuje ve dvou forméch, a to forma volna a vazana. Volna voda tvofi pievaznou cast
vody v mléce a je vni rozpusténa laktdéza, mineralni latky, apod. Vazany podil vody
se vyskytuje zejména navazany na koloidni frakci mléka, tvofici hydrata¢ni obal
supramolekuldrnich struktur (zejména kaseinové micely a tukové kulicky). V mlécnych
vyrobcich (maslo, syr, apod.) je mozné nalézt chemicky vézanou vodu, napi. ve formé

hydratované vody v proteinu [1,4,9].

SusSina kravského mléka u zdravych dojnic ziidka klesd pod 12 %, mnozstvi tuku nebyva
mensi nez 3,0 % a tukuprosta susina nema klesnout pod hodnotu 8,5 %. Mezi jednotlivymi
slozkami mléka existuji urcité zakonité vztahy, napf. mezi obsahem suSiny, obsahem tuku
a specifickou hmotnosti. Na zékladé obsahu suSiny, tukuprosté susSiny a tuku v susiné Ize

usuzovat na poruseni mléka ptidavkem vody nebo odstranénim tuku [5,10].

{ Miéko (100 %) Voda (88 %) ’

Syrovatkové
bilkoviny (0.6 %)

Kasein (2,5 %) ’

Bilkoviny
(3.1 %)

Sacharidy Laktosa (4,6 %)
(4.6 %)
Lipidy (4,6 %) Jiné sacharidy
(0.01 %)
™\

Min. latky i Makroelementy
i o,
e (0,7 %) Mikroelementy

~

Vitaminy Rozpustné v
tucich
N
Enzymy Rozpustné ve
vodé
E,
Hormony
Pigmenty
Jiné chem. latky

Obr. 1 Priumérné slozeni kravského mléka (v hm. %) [3]
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1.1.2.1 Dusikaté latky

Dusikaté latky tvofi nejkomplexnéjsi slozku mléka a vzhledem k nutriénimu
a technologickému vyznamu je jejich studiu vénovana ze vSech slozek mléka nejveétsi
pozornost. Tyto latky také uréuji zakladni fyzikalni a chemickeé vlastnosti mléka a nékteré
z nich kromé¢ nutri¢ni hodnoty maji vysoce vyznamné biologické funkce (imunoglobuliny,

laktoferin, enzymy aj.) [9].

Dusikaté latky obsazené v mléce lze rozdé€lit na bilkovinné a nebilkovinné. V mléce
se nachazi velmi vhodna smés dvou skupin bilkovin (kaseint a sérovych bilkovin), ktera
umoziuje dokonalé vyuziti vSech aminokyselin. Mlécné bilkoviny proto fadime (spolu
s vaje¢nymi proteiny) k bilkovindm plnohodnotnym [5]. Piehled zakladnich dusikatych

latek kravského mléka je uveden na Obr. 2.

a - kasemn 42%
Kasain B - kasem 25%
\ o>
(242 6%) ¢ - kasem 9%
T I v - kasemn 4%
Cista bilkovina

{32.0-2,3%) I & - laktaburmn 4%
Hruba billovina Syrovatkove bilkoviny B-laktaglobulin 9%
{(2.2-26%) {0.5-0,7%) Sérum albumin 1%
Imunoglobuliny 2%
Proteoso-pepton 4%
Nebilkovinné dusikaté létiky MoZovina 50%

(25-35 mg/100g) 20-30 mgf100g
' Amomak kreatin, 50%

kysl mocova atd

Obr. 2 Rozdeleni a zastoupeni zdkladnich dusikatych latek kravského mléka [9]

Kasein mezi bilkovinami mléka pievlada (tvoii asi 4/5 Cistych bilkovin). Je to komplex
fosfoproteinti, které jsou syntetizovany mlécnou zlazou a tvofi v mléce ptrezvykavci
prevaznou c¢ast bilkovin. Kasein obsahuje vSechny nepostradatelné aminokyseliny.
Z hlediska jejich kvantitativniho zastoupeni je zvlasté cenny pro vysoky obsah lyzinu.
Zavazngj§i je nizky obsah cystinu a tryptofanu. Z miléka je mozno kasein vysrazet
okyselenim pii pH 4,6 a teploté 20°C. K zékladnim frakcim kaseinového komplexu patii

nasledujici 4 proteiny:

— asi-kasein (priblizné 38 — 42 % kaseinovych bilkovin),

— asp-kasein (pfiblizné 9 — 11 % kaseinovych bilkovin),
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— B-kasein (pfiblizné 32 — 35 % kaseinovych bilkovin),
— «K-kasein (pfiblizn¢ 10 — 15 % kaseinovych bilkovin) [1,5,9].

Syrovatkové bilkoviny (resp. bilkoviny mlééného séra) jsou globularni bilkoviny,
rozpustné pii pH 4,6. Hlavnimi syrovatkovymi bilkovinami jsou B-laktoglobulin (58 %)
a a-laktalbumin (13 %), zatimco imuglobuliny, sérovy albumin a proteoso-peptony
jsou v syrovatce pritomny v daleko menSim rozsahu. Obsah vSech nepostradatelnych
aminokyselin je s vyjimkou metioninu vy$$i nez v kaseinu. Velmi cenny je vysoky obsah
cystinu a tryptofanu, na ktery je kasein chudy. Ne&které syrovatkové bilkoviny

jsou syntetizovany mlécnou zlazou. Tvofi asi 1/5 z obsahu ¢istych bilkovin [5,7,9].
Nebilkovinné dusikaté latky tvoii velky pocet latek, obsahujicich dusik, které odpovidaji

250 az 300 mg N v litru mléka. K nejvyznamnéj$im patéi mocovina, kreatinin, kyselina

mocova, amoniak a aminokyseliny [5,7,9].

1.1.2.2 Lipidy

Kravské mléko obsahuje piiblizné 3,5 — 4,5 hm. % lipidt, z ¢ehoz ptiblizné 97 — 98 %
tvofi triacylglyceroly. V mléce se déale vyskytuji tzv. minoritni lipidy, kam tadime
predevsim diacylglyceroly, monoacylglyceroly, volné mastné kyseliny, fosfolipidy,

cholesterol a estery cholesterolu [1]. SloZeni mlé¢nych lipida je uvedeno na Obr. 3.

lipidy miéka

1 |
homolipidy heterolipidy komplexni lipidy

L,

[

glyceroly fosfolipidy lipoproteiny

‘1

— monoacylglyceroly sfingolipidy
— diacylglyceroly l L sfingomyelin
b triacylglyceroly — glykolipidy
Sl mastné kyseliny doprovodné latky
lipidd =
— nasycené
steroidy [
| nenasycené
cholesterol
monoenove
vitaminy rozpustné
polyenove v tucich —
volné mastné —
kyseliny

Obr. 3 Zastoupeni lipidii v mléce [11]
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Specifickou vlastnosti mléénych lipidu je, ze pfevazna &ast se jich nachazi v mléce
ve formé tukovych kuli¢ek vyskytujicich se v emulzi olej ve vodé. Pocet v 1 ml mléka
se pohybuje kolem hodnoty 1,5 az 6.10™ (pii tu¢nosti 3,7 az 4,1 %) a jejich promér
se muze pohybovat v intervalu od 0,1 do 15 pm, pievazna ¢ast vSak ma pramér v intervalu
ovlivituje vlastnosti mléka, hlavné texturu, chut’ a stabilitu mlécnych vyrobki, a je také
zdrojem energie, esencialnich mastnych kyselin, vitamini a nékolika dalSich latek.
V mlécném tuku bylo identifikovano vice nez 400 riiznych mastnych kyselin. Pfevazna
¢ast znich se vSak nachazi v mléce v nizkych koncentracich nebo ve stopovych
mnozstvich. Z nasycenych mastnych kyselin tvoifi nejvétsi podil kyselina myristova
(14 uhlikd), palmitova (16 C) astearova (18 C) a z nenasycenych kyselina olejova.
V mlécném tuku bylo prokdzano také urcité malé mnozstvi volnych mastnych kyselin, coz

souvisi pfedevsim se stafim tuku [9,12,13,14].

1.1.2.3 Sacharidy

V kravském mléce se nachazi piiblizn¢ 4,5 — 5,0 hm. % sacharidi, pficemz zakladnim
sacharidem je laktdza. Laktdza se vyskytuje specificky jen v mléce, proto je také nazyvana
mléény cukr. Disacharid laktoza (gluk6za a galakt6za spojené glykosidickou vazbou B-
1—4) je tvofen v mlééné Zlaze z krevni glukozy, galaktdza je tvofena az v mlécné zlaze
biochemickymi procesy také z glukdzy. Vedle laktézy jsou nalézdny v mléce v malém
mnozstvi dal$i sacharidy castecné ve volné formé a Castecné vazané na proteiny, lipidy
nebo fosfaty. K minoritnim sacharidim v mléce patii zejména: D-glukdza, D-fruktdza, D-
galaktdza, L-fukdza, N-acetyl-D-galakt6zamin, N-acetyl-D-glukdzamin, kyselina N-acetyl-
neuraminova, laktuldza a oligosacharidy [1,9].

Obecné charakteristika sacharidu je blize popsana v kapitole 3.

1.1.2.4 Enzymy

V kravském mléce, jako biologické tekutin€, byl detekovan velky pocet enzymii. Kromé
nativnich enzymu (pochazi z leukocyti a z bunék mlééné zlazy) obsahuje nadojené mléko
i mikrobidlni enzymy z kontaminujici mikroflory. Né&které enzymy jsou v mléce
koncentrovany v povrchovych vrstvach tukovych kuli¢ek a prechazeji do smetany, jiné
naopak jsou vazany na bilkoviny mléka a spole¢né s nimi se i srazi. Zahfevem mléka

dochazi k denaturaci a inaktivaci enzymu [9]. Mezi vyznamné enzymy kravského mléka
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patii: proteazy (mezi zakladni proteazy se fadi plazmin — alkalick& protedza a katepsin D —
kysela protedza), lipazy, esterazy, fosfatazy (mezi zakladni fosfatazy se fadi kysela
a alkalicka fosfatdza), nukleazy (deoxyribonukleazy, ribonukledzy), lysozym, amylazy (o-
amylaza, B-amylaza), ostatni hydrolytické enzymy (N-acetyl-B-D-gluk6zaminidaza, o-
manozidaza, B-D-glukuronidéaza, adenozintrifosfataza, laktaza), laktoperoxidaza, kataléaza,
xantinoxidaza, sulfhydryloxidaza, peroxiddismutaza, glutationperoxidaza,
laktatdehydrogendza, transferazy, aldoldza (frukt6za-bisfosfataldolaza), lyaza, izomeraza

vvvvvv

oxidoreduktazy a hydrolazy [1].

1.1.2.5 Vitaminy

Vitaminova hodnota mléka je velmi variabilni. Kolisani obsahu jednotlivych vitamini
ovliviiuje plemeno dojnic, zplsob ustdjeni, zdravotni stav, rocni obdobi, zpiisob krmeni,
zpusob oS$etfeni, skladovani a technologické zpracovani. Mléko je z hlediska kryti potieb
lidského organizmu vybornym zdrojem vitaminu A, dobrym zdrojem ve vod¢ rozpustného
vitaminu B, — riboflavinu a zajistuje i dostate¢ny ptisun dalSich vitamint ze skupiny B.

MIléko je pomérné chudé na vitamin C [2,14,15].

Piehled o primérném obsahu jednotlivych vitamini v mléce udava nasledujici Tab. 1.

Tab. 1 Obsah vitamin v kravském mléce [16]

Obsah

Vitamin vitaminu Rozpustnost
Oznaceni Nazev (mg.kg?)
A retinol, axeroftol 0,3-1,0
D kalciferol 0,001 Rozpustné
E tokoferol 0,2-1,2 v tucich
K fylochinon 0,01-0,03
B; tiamin 0,3-0,7
B riboflavin 0,2-0,3
Bs pyridoxin 0,2-2,0 Rozpustné
B12 kobalamin 0,01-0,03 ve vodé
Bs kys. pantotenova 0,4-4,0
Bs niacin 0,8-5,0
C kys. askorbova 5,0-20
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1.1.2.6 Minerdlni latky

Miéko a dal$i mlécné produkty jsou dulezitym zdrojem vyznamnych mineralnich latek,
zejména vapniku, fosforu, hof¢iku, drasliku a stopovych prvku jako je zinek. Kravské
mléko obsahuje primérné 7,3 g mineralnich latek v 1 |. Tento obsah je ovlivnén fadou
faktorti, véetn¢ faze laktace, ptirodnich vlivi a genetiky [12,17]. Obsah hlavnich

mineralnich latek v mléce je uveden v Tab. 2.

Mineralni latky jsou v mléce piitomny v rtizné formé. Jednak jsou v mlééném séru, roztoku
nebo koloidni formé a jednak jsou vazany na nékteré organické soucasti mléka. Jednotlivé
formy mineralnich latek jsou ve vzajemnych rovnovahach mezi sebou i k ostatnim slozkam
mléka [9]. Nejvyznamnéjsi rovnovaha v mléce je mezi obsahem vépniku a fosforu. Tyto
prvky jsou hlavnimi slozkami kosti a zubt lidského organizmu. MIéko je hlavnim zdrojem
vapniku v lidské potravé a nedd se vtomto sméru nahradit jinou potravinou. Kravské
mléko a ostatni mlé¢né vyrobky jsou vynikajicim zdrojem a poskytuji pfiblizné 300 mg
vapniku v jedné porci. Vyuzitelnost vapniku z mléka je umocnovana piitomnosti vitaminu

D a pfiznivym pomérem k bilkovinam [12,17,18].

Tab. 2 Obsah hlavnich mineralnich latek v mléce [9]

Obsah v mléce (g.I")
Prvek Primérna hodnota Interval
Ca 1,21 09-1,4
P 0,95 07-1.2
K 1,50 1,0-2,0
Na 0,47 0,3-0,7
Cl 1,03 0,8-1,4
Mg 0,12 0,05-0,24
S 0,32 0,2-0,4

1.1.3 Zakladni skupiny mléénych vyrobki

Historie uvadi, Ze mlé¢né vyrobky byly vyvinuty hlavné k ochrané hlavnich slozek mléka
v obdobi piebytkové produkce, a také za ucelem usnadnéni prepravy na vzdalengjsi trhy.
To vSe vedlo k tomu, ze technologie vyroby a sortiment mléénych vyrobkl se postupné
rozsitoval a ptizpisoboval se k spInéni spotiebitelské poptavky [19]. Dle vyhlasky 77/2003

Sb., ve znéni pozdéjsich predpisi, jsou mlécné vyrobky definovany jako vyrobky vyrobené
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vyluéné z mléka, pti¢emz latky nezbytné pro jeho vyrobu mohou byt ptidany, jen kdyz tyto

latky nejsou pouzity za u¢elem nahrazeni v§ech nebo nékteré ¢asti slozek mléka [20,21].

Sortiment a nabidka mléénych vyrobkid je v dne$ni dobé velmi rozsahla. Clenéni mléka
a mlé¢nych vyrobki na jednotlivé druhy, skupiny a podskupiny je uvedeno v Piiloze P 1.

V nasledujicich kapitolach jsou predstaveny zakladni skupiny mléénych vyrobki.

1.1.3.1 Fermentované mlécné vyrobky

ey ee

Z nich se vyznamné uplatiuji v 1é¢ebné vyzivé a pii riznych dietach. U fermentovanych
vyrobka byl prokdzan pozitivni vliv na lidsky travici systém, a také vliv na kontrolu

cholesterolu v séru [19].

Prednosti fermentovanych mléénych vyrobki spocivaji v senzorickych a vyzivovych
vlastnostech a v delsi trvanlivosti. V mléce probiha spontanni nebo fizené kvaSeni pomoci
bakterii mlééného kvaseni (nejCastéji se pouzivaji bakterie rodu Lactobacillus,
Bifidobacterium ¢i Lactococcus) a kvasinek za pomoci enzymd, a piitom se S$tépi
pfedev§im mlécny cukr a vznikd kyselina mlécnd, oxid uhli¢ity, pfipadné etanol, dale
se vriuzné mife Stépi bilkoviny a tuky a vznikaji specifické latky. Mlécné zakysané
vyrobky jsou pfirozen¢ biologicky konzervovanymi vyrobky, vlivem kyselosti vytvarené
mléénymi mikroorganizmy. Tyto organizmy zaroven zvysuji stravitelnost mléka. Kysané

mlécné vyrobky jsou Casto tolerovany i témi, ktefi laktozu nesnaseji [22,23].

Podrobnéji se fermentovanym mlécnym vyrobkiim, piesnéji feceno jogurtim, vénuje

kapitola 2.

1.1.3.2 Zahusténé mlécné vyrobky

Zahusténé (kondenzované) mlééné vyrobky se vyznacuji vysSSim obsahem suSiny.
Zahusténym mlékem nebo zahuSténou smetanou se rozumi mléény vyrobek, slazeny
nebo neslazeny, ziskany casteénym odpafenim vody ze smetany nebo z mléka
plnotu¢ného, odtuc¢néného nebo castecné odtuénéného nebo z jejich smeési. Vyhodou
zahu$ténych mléénych vyrobkll je delSi trvanlivost, snizeni ndkladd na dopravu
I skladovani. Ochrana pted nezadouci ¢innosti mikroorganizmu je zajisténa u zahusténého
mléka neslazeného sterilaci findlniho vyrobku, u zahu$téného mléka slazeného

je to vytvorenim hypertonického prostiedi pro mikroorganizmy (ptidavek cukru) [20,24].
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1.1.3.3 SuSené mlécné vyrobky

Suseni je jednou z moznosti prodlouzeni udrznosti mléka a nékterych mlénych vyrobk,
ato v disledku odejmuti vody. Podminky susSeni jsou voleny tak, aby ususeny produkt byl
dobie obnovitelny (zejména ve vodé). SuSené mléko nebo suSena smetana jsou dle
komoditni Vyhlasky 77/2003 Sb. definovany jako mlé¢ny vyrobek v prasku ziskany
suSenim mléka plnotuéného, odtu¢néného nebo c¢astecné odtu¢néného nebo smetany,
pfipadné jejich smési, s obsahem vody nejvyse 5 % hmotnostnich. Optimalni obsah suSiny
mléka je 96 — 98 %. SuSenim mléénych surovin se dosahne jejich konzervace, a také
redukce hmotnosti a objemu. Ziskané praskové vyrobky jsou snadno obnovitelng,
S minimalnimi organoleptickymi zménami a funkénimi vlastnostmi, coz umoziuje jejich

snadné pouziti v ostatnich oblastech potravinatského pramyslu [1,21,24].

1.1.3.4 MraZené mlécné vyrobky

Mrazenymi mléénymi vyrobky (krémy) se dle Vyhlasky 77/2003 Sb. rozumi vyrobky
ziskané zmrazenim smési piipravené v zavislosti na skupiné mrazeného krému, zejména
vody, mléka, smetany, tuku, cukru a dalSich slozek, pevné nebo pastovité
konzistence, ktery je uvadén do ob¢hu a uréen ke konecné spotiebé ve zmrazeném stavu.
Mrazené mlééné vyrobky mohou obsahovat i emulgatory, stabilizatory, aromatické latky
aptripadné dal§i komponenty. Pfi mrazeni je do vyrobku zaSlehdn definovany objem
vzduchu (zasleh 70 — 140 %). Mrazené krémy se mohou d¢lit na nasledujici skupiny:

smetanové, mlééné, s rostlinnym tukem, vodové, ovocné a sorbet.

Vyhlaska 77/2003 Sb. definuje také zmrazeni jako technologicky proces konzervace
vyrobki rychlym sniZenim teploty na teplotu minus 18 °C a niz§i v souladu s ustanovenimi

zvlastniho pravniho predpisu [21,25].

1.1.35 Syry

Syrem dle Vyhlasky 77/2003 Sbh. rozumime mlé¢ny vyrobek vyrobeny vysrazenim mlé¢né
bilkoviny z mléka pusobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagulac¢nich ¢inidel,
prokysanim a oddélenim podilu syrovatky. Syry ptedstavuji velmi rtznorodou oblast
mlécénych vyrobkl s velmi Sirokym spektrem. Znacné moznosti modifikace jsou dany
pouzivanymi technologickymi operacemi, pfi nichz dochdzi k fermenta¢nim zménam
mlécné suSiny. Vyhlaska 77/2003 Sb. definuje rizné typy syri: Cerstvy syr (nezrajici syr

tepelné neoSetfeny po prokysani), tvaroh (nezrajici syr ziskany kyselym srazenim, které
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pfevlada nad srdZzenim pomoci syfidla), zrajici syr (syr, u kterého po prokysani doslo
k dalsim biochemickym a fyzikalnim procesiim) a taveny syr (syr, ktery byl tepelné

upraven za ptidavku tavicich soli) [21,22,25]
Syry lze délit podle nékolika kritérii:

» Klasifikace ptirodnich syrt podle konzistence ve vztahu k obsahu vody
V tukuprosté hmot¢ syrti — extra tvrdy, tvrdy, polotvrdy, polomekky a mekky.

= Klasifikace pfirodnich syrt podle obsahu tuku v suSin¢€ — vysokotu¢ny, plnotucny,
polotu¢ny, nizkotu¢ny a odtu¢nény.

= Klasifikace pfirodniho syra podle zrani — syr nezrajici (Cerstvy, termizovany), syr
zrajici (na povrchu, s mazem na povrchu, v celé hmoté) a syry zrajici — plisfiové
(s tvorbou charakteristické plisné na povrchu, s tvorbou charakteristické plisné

uvnitt hmoty, dvouplisiovy) [21].

1.2 Mléko a mlééné vyrobky ve vyzivé ¢lovéka

Mléko a mlécné vyrobky maji ve vyzivé Clovéka klicové postaveni, protoze obsahuji
Vv dostate¢ném mnozstvi a optimalné vyvazeném poméru vSechny vyzivné i esencialni
latky, které mlady organizmus potiebuje pro stavbu a vyzivu téla. MIéko je nenahraditelny
pokrm kojenct, ale i dilezita soucast stravy pro dospivajici, dosp€lé, staré¢ a nemocné lidi.
Jednotlivé slozky mléka maji vysokou nutri¢ni hodnotu a jsou v ném obsazeny ve snadno
resorbovatelné formé [2,3]. Zejména pro evropskou populaci a obyvatele Severni Ameriky
hraji mléko a mlécné vyrobky vyznamnou roli v dieté, kde piedstavuji pokryti 20 — 30 %
bilkovin stravy, cca 15 % lipida a asi 80 % vapniku z potravy [18]. Mléko obsahuje fadu
vyznamnych, jinak obtizné dosazitelnych latek. Z nutricniho hlediska se jednd zejména
0 mlééné bilkoviny, pfedev§im o tzv. syrovatkové nebo ,,sérové bilkoviny a dale o kasein.
Zastoupeni bilkovin v mléce, dale zinku a lysozymu se podili na zvySeni imunitnich reakci
organizmu (tj. jeho obranyschopnosti). V mléce se vyskytuji také polypeptidy a malé

mnozstvi nukleotidd. I tyto latky se podileji na ochrannych pochodech v organizmu [17].

Podle odbornikii ptes vyzivu, ktefi sestavili potravinovou pyramidu znazoriujici skladbu,
doporucené mnozstvi a pomér druhii potravin ve spravné slozeném jidelnicku, mléko
amlécné vyrobky maji vysokou vyzivovou hodnotu a nachdzi se ve tfetim patie
potravinové pyramidy. Zde se nachazi taktéz maso nebo masné vyrobky, lusténiny, vejce

aryby. Mléko a mlééné vyrobky své misto v tomto patie ziskaly hlavné proto, Ze mléko
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je zdrojem velmi kvalitnich bilkovin. Ze sacharidii obsahuje mléko témét vyluéné laktozu.
Kazdy jedinec by mél snist 2 — 3 porce mléka/mlécnych vyrobkt denné (1 porce:
1 sklenice mléka 250 ml, 1 kelimek jogurtu 200 ml, syr 55 g). Mléko obsahuje i kyselinu

orotovou, kterd snizuje hladinu LDL cholesterolu.

Nékteti lidé mohou trpét nesnasenlivosti laktozy. V tomto pripadé laktéza neni Stépena
a jeji zvysujici se koncentrace zplisobuje zvySovani osmotického tlaku a prechod vody pres
sliznici do stfeva. Vyslednymi symptomy je tlak ve stievé, vétry, kolika a prujem. Nejedna
se vsak v zadném piipadé o alergii. Lidé trpici touto nesnasenlivosti ve vétSing piipada
dobie snaseji kysané mlécné vyrobky, kde je laktdéza bakteriemi mlééného kvaSeni
pfeménéna na kyselinu mléénou. MIéko je zdrojem vitaminu A, D, vitamint skupiny B
a mineralnich latek, zejména pak vépniku. Konzumace mléka a mlécnych vyrobka
je dulezita zejména kvuli této mineralni latce. Hraje nezbytné dileZitou roli pii stavbé kosti
a zubl, pfi srdzeni krve icinnosti svalstva. Jeho nedostatenym pfijmem vznika
onemocnéni — osteoporéza. MIéko je dobrym substratem pro kulturni mikroorganizmy
atadi se mezi dobfe stravitelné¢ potraviny. Ve vyzivé Clovéka ma svilij vyznam 1 diky

svému detoxika¢nimu vlivu pii otravach [9,18,20,26].
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2 MLEKARSKE MIKROBIALNI KULTURY, CHARAKTERISTIKA
JOGURTU

Mikrobialni mlékatské kultury jsou mikroorganizmy ¢i jejich smési, které se pouzivaji
pii vyrobé fermentovanych vyrobki a syrd. Zakladnim biochemickym procesem, ktery
po jejich inokulaci do mléka probiha, je $tépeni laktozy se vznikem riznych metaboliti
[18].

2.1 Bakterie mlééného kvaSeni

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) tvoti velkou skupinu ¢istych mlékatskych kultur. Jedna
se o bakterie tvofici pfirozenou skupinu nepohyblivych, nesporulujicich grampozitivnich
koki a tyCinek, které enzymaticky fermentuji laktdézu, za fakultativné anaerobnich
(mikroaerofilnich) podminek, na kyselinu mlé¢nou. Soucasné mohou vznikat i dalsi
produkty, jako je kyselina méaselnd, kyselina octova, etanol, oxid uhli¢ity aj. Hlavnimi
funkcemi bakterii mlécného kvaSeni je funkce prokysavaci, aromatizujici a funkce
dieteticko-1é¢ebna. Mezi BMK patti piedevsim zastupci rodu Lactococcus, Streptococcus,

Pediococcus, Leuconostoc a Lactobacillus [8,18].

BMK fermentuji laktézu dvéma metabolickymi cestami. Pfi prvé znich, uplatiujici
se predevsim u rodu Lactococcus, je laktdza transportovana do bun¢k fosfoenolpuruvat
dependentnim fosfotransferazovym systémem a je zde hromadéna jako laktoza-6-fosfat,
ktery je hydrolyzovan 6-fosfo-pB-D-galaktosidazou za vzniku glukézy a galakt6za-6-
fosfatu. Tyto jsou ndsledné¢ metabolizovany na mlé€nou kyselinu. Pii druhé ceste,
uplatiiujici se predev§im u rodu Lactobacillus, je laktéza akumulovana specifickou
permeazou a pak intracelularné hydrolyzovana B-galaktosiddzou na glukézu a galaktézu.
Glukéza je metabolizovana na mlécnou kyselinu, zatimco galaktéza je uvoliovana

do média [27].

2.1.1 Homofermentativni a heterofermentativni fermentace laktozy

Podle pouzitého kmene mikroorganizmu mohou vznikat, vedle kyseliny mlécné a oxidu
uhlicitého, jesté i jiné metabolity, napiiklad tékavé kyseliny nebo etanol. V prvém
ptipad¢, kdy BMK zpusobuji fermentaci laktdzy téméf vyhradné na kyselinu mlécnou
(nejméne 90 %), se jedna o homofermentativni kvaseni. Mezi homofermentativni BMK lze
zatradit Lactococcus lactis ssp. lactis, Pediococcus sp., z ty€inek jsou to hlavné zastupci

rodu Lactobacillus: Lb. lactis, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. casei
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aLb. helveticus. Naproti tomu heterofermentativni kvaseni je charakterizovano
tim, Ze vedle mlééné kyseliny (nejméné 50 %), vznikaji jesté dalsi koneéné produkty jako
acetaldehyd, diacetyl, kyselina octova, CO,, etanol. Hlavnimi  zastupci
heterofermentativnich BMK jsou Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum, L.

mesenteroides ssp. cremoris, Lactobacillus fermentum, Lb. brevis a Lb. buchneri [18,27].

2.1.2 Déleni BMK dle teplotniho optima

Bakterie mlééného kvaseni dle optimalni kultivaéni teploty se déli na mezofilni

a termofilni bakterialni kultury.

2.1.2.1 Mezofilni bakterialni kultury

Fermentované mlécné vyrobky obsahujici jako zakladni kulturu mezofilni, ozna¢ovanou
také jako smetanova, se obvykle déli na kysand mléka, kysané podmasli, kysané smetany
artzné upravené a zahu$téné kysané mlécné vyrobky. Obsahuje mikroorganizmy roda
Lactococcus a Leuconostoc, které se podle pozadovaného typu fermentace pouzivaji
Vv riznych kombinacich. Optimalni teplota pro rast mikroorganizmu kultury je 16 — 23 °C,
inkuba¢ni doba 16 — 20 hodin. Ma kysaci a aromatvornou schopnost, proteolyticka
schopnost je, v porovnani napf. s termofilnimi syrafskymi kulturami, mald. Snizenim pH
mléka na 4,5 a mén¢ se uplatni bakteriostaticky az baktericidni uUc€inek. Kultura

se vyznacuje tvorbou kyselin, CO, a aromatickych latek, pfedevsim diacetylu [20,24].

2.1.2.2 Termofilni bakterialni kultury (jogurtové)

Mezi termofilni BMK pfi vyrobé€ jogurtl se fadi dva zakladni rody, a to Streptococcus
a Lactobacillus. Z hlediska pouzité klasické jogurtové kultury, se jogurt definuje jako
vyrobek obsahujici Zzivé bakterie Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
(homofermentativni  ty¢inka) a  Streptococcus thermophilus (homofermentativni
streptokok). Nékteré jogurty mohou mit i pfidavek ostatnich bakterii, napt. probioticky
aktivnich. Tyto dva zakladni mikroorganizmy jsou v symbiotickém vztahu — lactobacily
uvoliiuji proteolyzou bilkovin aminokyseliny, témi je stimulovan rast streptokokt, které
stimuluji tvorbu kyseliny mraven¢i a tim rist a metabolizmus lactobacilt. Optimalni
teplota inkubace pti pouziti klasické kultury je 40 — 45 °C, pfti této teploté je produkce
kyseliny mlééné a koagulace kaseinu, kterd zacina pii pH 5,3 a je ukoncena pii pH 4,5,

dokonc¢ena za 3 — 4 hodiny. Hlavni aromatickou latkou je acetaldehyd [20,24].
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2.2 Jogurty

Dle Vyhlasky 77/2003 Sb. je jogurtem kysany mlécny vyrobek ziskany kysanim mléka,
smetany, podmasli nebo jejich smeési za pouziti jogurtové kultury. Krome jogurtové kultury
se mohou pfidavat i kmeny produkujici kyselinu mlécnou a pomédhaji tak dotvaret
specifickou chutovou nebo texturovou charakteristiku jogurtu. Pomér téchto kment musi
byt ale zachovan v optimalnim poméru. Piedepsany minimalni pocet zivych

mikroorganizmi v 1 g jogurtu je 107 [21,24].

Zvlastni skupinou jogurtli jsou vyrobky obohacené o probiotické kultury napf. z rodu
Bifidobacterium, dale o vybrané kmeny Streptococcus thermophilus a dalsi kultury, které
vykazuji prokazatelné probiotické ucinky. Z pivodnich klasickych jogurti se vyvinula
Siroka paleta vyrobkii rizného obsahu tukuprosté susiny (od 9 az po 17 %) a tuku (od 0,1
az po 30 %) s riznou konzistenci: tekutou — ndpoje (drinking yoghurt), krémovitou (stirred

yoghurt) nebo s pevnym koagulatem (set yoghurt) [24].

2.2.1 Vyroba jogurti

Vyroba jogurtl zahrnuje spoustu jednotlivych technologickych operaci, kde jejich potadi
se urCuje podle typu vyrabéného jogurtového vyrobku. Zakladni surovinou pro vyrobu
je mléko, které musi vytvofit vhodné podminky pro rist bakterii mlé¢ného kvaseni. Mléko
musi spliiovat pozadavky na jakost syrového mléka. Negativné plisobi na kysaci schopnost
mléka vysoky pocet mikroorganizmii a vysoky pocet psychrotrofnich mikroorganizmi.
Z hlediska chemického slozeni je dilezity obsah tukuprosté susiny, ktera by méla byt vyssi
nez 8,9 %. Z dalsich slozek mléka je vyznamny obsah laktozy v mléce, zékladniho
substratu pro BMK a obsah kyseliny citronové, ktery ovliviiuje obsah diacetylu

ve fermentovanych mléénych vyrobcich [18,28].

Podle fermentace a dalSich technologickych operaci 1ze rozdé€lit jogurtové vyrobky na tfi

zakladni typy:

e Set Type — fermentovany vyrobek s nerozmichanym koagulatem.
e Stirred Type — vyrobek s rozmichanym koagulatem.

e Drink Type — vyrobek s nizkou viskozitou ur¢eny k piti [28].

Obecné schéma vyroby fermentovanych mléénych vyrobkt je zobrazeno na Obr. 4.
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Obr. 4 Schéma vyroby fermentovanych milécnych vyrobkii [28]

2.2.1.1 Klasicka vyroba / Set Type

U typu I / Set Type se do mléka zaotkovaného zakysovou kulturou pfidavaji piisady
(aromata, ovocny podil) a takto upravena smes se plni do drobnych spotiebitelskych obalt
(plastové kelimky, sklenéné lahve), ve kterych vyrobek zraje (fermentuje, inkubuje se)
pii optimalni teploté. Teplota zrani je stanovena od 42 do 45 °C po dobu cca 3 — 3,5 hodiny
a oCkuje se 1 — 2 % jogurtové kultury. Inkubace probihda ve vodnich laznich, zracich
skiinich nebo zracich komorach. Po skonceni fermentace je tieba rychle vyrobek vychladit
[6,24].
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2.2.1.2 Tankova vyroba/ Stirred Type

U typu Il / Stirred Type se jogurt vyrabi z nezahusténého mléka; jakmile prob&hne
fermentace, je gel (zfermentované mléko / koagulat) jemny, hladky a tekut€jsi. Inokulace
a zrani (inkubace) probiha ve fermentacnim tanku. Fermentacni teploty se pohybuji okolo
35 °C po dobu 16 — 18 hodin. Pfed ukoncenim fermentace je smés rychle zchlazena.
Na zavér se obsah promicha a ¢erpa do davkovaciho zatizeni. Konzistence vytvoreného
koagulatu se narusi mechanickymi operacemi, obvykle se zlepsi bé¢hem 24 hodin,
ale nedosahne puvodni kvality. Pro zlepSeni konzistence je mozné piidavat stabilizatory

[6,24].

2.2.1.3 Jogurtovy napoj / Drink Type

U typu Il / Drink Type je vyroba obdobné jako u stirred type. Fermentace opét probiha
ve fermenta¢nim tanku. Pfi nasledujicich operacich zahrnujicich podle typu vyrobku
tepelné oSetfeni (pasterace, UHT zéhtev), ptip. homogenizaci vyrobku, je zcela rozrusena
struktura vzniklého koagulatu. Tyto vyrobky jsou charakteristické niz§im obsahem susiny.
Vyrobky oSetfené¢ tepelné po fermentaci se 1iSi zdsadné¢ od vyrobkil tepelné
neoSetfenych, nebot’ neobsahuji zivé mikroorganizmy zakysovych kultur. Dle vyhlaSky
77/2003 Sb. tyto produkty nefadime mezi kysané mléné vyrobky; jednd se o mlécné

vyrobky tepelné osetiené po kysacim procesu [6,24].
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3 OBECNA CHARAKTERISTIKAVYBRANYCH
MONOSACHARIDU A OLIGOSACHARIDU

Sacharidy tvofi podstatnou slozku potravin rostlinného i zivo¢isného piivodu a obvykle
tvofi hlavni ¢ast tzv. ,,extraktivnich latek bezdusikatych®. Nazvem sacharidy se oznacuji
polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, které obsahuji v molekule minimalné tii
alifaticky vazané uhlikové atomy, a také slouceniny, které se znich tvoii vzajemnou
kondenzaci za vzniku acetalovych vazeb, tj. latky, ze kterych vznikaji sacharidy
hydrolyzou. K sacharidim se také fadi slouCeniny vzniklé ze sacharidii oxidaénimi,
reduk¢énimi, substituénimi a jinymi reakcemi [10,13,29,]. Zasadni ulohu pii vzniku
sacharidi ma fotosyntéza zelenych rostlin, ktera poskytuje glukézu. Glukoza se svymi
derivaty se potom uplatiluje ve vzajemné preméné sacharidi a v fadé katabolickych

pochodu (glykolyza, kvaseni, atd.) [30].
Funkce sacharidii jsou rizné. V buiikach plni nésledujici funkce:

» vyuzivaji se predev§im jako zdroj energie (n¢které polysacharidy, oligosacharidy
a monosacharidy; 1 g cukru poskytuje 17 kJ, tj. 4 kcal, energeticka vytéznost
cukernych alkoholi je jen 10 kJ.g™, tj. 2,4 kcal.g™"), a proto se spolu s bilkovinami
a lipidy fadi k hlavnim Zivindm

» jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami mnoha buné€k, chrani buiky
pred pisobenim rtiznych vnéjsich vlivii (napt. nékteré polysacharidy a slozené
sacharidy)

* jsou biologicky aktivnimi latkami (napf. oligosacharidy mléka) nebo slozkami
mnoha biologicky aktivnich latek, jako jsou glykoproteiny, n&které koenzymy,
hormony, vitaminy aj. [13].

3.1 Rozdéleni sacharidu

Podle poc¢tu cukernych jednotek (cykltt monosacharidi) vazanych v molekule se sacharidy
déli na:

= monosacharidy (1 cyklus)

» oligosacharidy (2 az 10 cyklt)

= polysacharidy neboli glykany (10 a vice cykla)

» slozené, také komplexni neboli konjugované sacharidy.
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3.1.1 Monosacharidy

Monosacharidy tvoii nejjednodussi skupinu sacharidii a vétSina z nich mize byt nazyvana
cukry. Podle pritomnych charakteristickych skupin v molekule rozliSujeme dva typy
monosacharidu, aldézy a ket6zy. Podle po¢tu atomt uhliku v molekule pak rozeznavame

tridzy, tetrozy, pentdzy, hexozy, atd. [31].

3.1.1.1 Vyznamné monosacharidy mléka

Nejrozsifené&j$im ptirodnim monosacharidem je D-glukéza (hroznovy cukr). V ¢istém
stavu je glukoza bild krystalicka latka sladké chuti. V pfirodé se vyskytuje bézna
konformace D-glukédzy, ktera stac¢i rovinu polarizovaného svétla doprava. Glukdza
glykogenu a celuldzy). Rozpousti se ve vodé¢, zfedéném 1 koncentrovaném etanolu,
metanolu, pyridinu, acetonu a kyseliné octové. Bod tani se pohybuje v rozmezi od 141 °C
do 150 °C. Hustota, refrakce a viskozita roztokll glukézy je blizkd hodnotdm roztoku
sacharézy. D-glukozu lze ziskat krystalizaci z rostlinnych $tav, zejména z hroznd révy
vinné. Technicky se vyrdbi kyselou a enzymovou hydrolyzou bramborového
a kukufiéného Skrobu, nebo dvoustupiiovym procesem ze dieva. D-glukdza je zakladnim

a nejrychlej$im zdrojem energie pro vSechny télesné tkané [13,32].

Galaktéza je stejné jako glukdza monosacharid slozeny z Sesti uhliki a aldehydovou
skupinou (aldohex6za). Vyskytuje se jako souc¢ast disacharidu laktdzy a derivata sacharida
(mukoproteiny a cerebrosidy). Galaktéza je v jatrech pifeménovana na glukozu, tato
pfeména mize byt naruSena pii dédi¢ném onemocnéni tzv. galaktosemie). Bod tani

galaktozy je 167 °C [31].

3.1.2 Oligosacharidy

Oligosacharidy vznikaji spojenim dvou az deseti stejnych nebo rliznych
monosacharidovych jednotek glykosidickou (poloacetalovou) vazbou mezi a- nebo B-
anomerni  hydroxylovou skupinou monosacharidu a libovolnou hydroxylovou

skupinou jiného monosacharidu [30].

Béhem vzniku oligosacharidi mohou nastat dv¢ rozdilné situace. Pokud zlstava ve vzniklé
molekule disacharidu (oligosacharidu) minimalné jeden poloacetalovy hydroxyl volny,
oznacujeme dany sacharid jako redukujici (redukuje Fehlingliv roztok). Takovy sacharid,

stejné jako vychozi monosacharid, vykazuje v roztocich mutarotaci a vyskytuje se tedy
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jako a- nebo B-anomer. Mezi redukujici disacharidy patiéi napt. maltoza, isomaltoza,
cellobioza a lakt6za. Pokud jsou vSechny poloacetalové hydroxyly blokovany vazbou,
oznacujeme dany sacharid jako neredukujici. Do této skupiny fadime sacharosu a trehalozu

[10,13,30].

Systematické nézvoslovi bere v ptipadé redukujicich disacharidi za zaklad nazvu jméno
monosacharidu s volnou poloacetalovou hydroxylovou skupinou, pied néjz se uvede nazev
substituujiciho monosacharidu a vyznaci se pfislusSna anomerni konfigurace (o nebo ).
NejvyznamnéjSimi oligosacharidy vyskytujicimi se jako ptirozené slozky potravin
jsou oligomery D-gluk6zy neboli glukooligosacharidy, ve kterych je glukéza jedinym
nebo pievladajicim monosacharidem. Nemén¢ vyznamné oligosacharidy
jsou galaktooligosacharidy, které se skladaji z D-galaktézy, D-glukézy, D-fruktdzy,
ptipadné i z dalSich monosacharidii. Dominujicim disacharidem tohoto typu v mléku

a v mléénych vyrobcich je laktdza [13].

3.1.2.1 Vyznamné oligosacharidy mléka

Laktoza je redukujicim disacharidem vyskytujicim se v mléce savct. Mléko v menSim
mnozstvi obsahuje také D-gluk6zu a fadu ruznych volnych oligosacharidi. Laktéza
je samoziejmé pritomna i ve vSech vyrobcich obsahujicich mléko (napf. Cokolada,
zmrzlina). Nejstabilngjsi formou je monohydrat a-laktézy (a-monomeru). V této formé
lakt6za krystalizuje z vodnych roztoku pii teplot¢ do 93,5 °C. Pii suSeni ve vakuu
pii teploté nad 100 °C vznika hygroskopicky a-anhydrid. Krystalizaci z vodnych roztokt
pii teploté nad 93,5 °C vznika bezvoda B-laktdza (B-anhydrid). Pi rychlém suseni roztokt
lakt6zy, napt. také pii suSeni mléka, vznika amorfni hygroskopicka smés a- a B-laktozy.

Relativni sladivost laktdzy je asi 40 % (20 — 60 %) sladivosti sachar6zy [6,9,13].

Fyziologické rozpéti obsahu laktozy v kravském mléce je cca od 4,55 do 5,30 %
s primérnou hodnotou kolem 4,80 % (obsah laktdézy je vyjadien jako monohydrat,
pii vyjadieni jako bezvoda laktdza je tato hodnota 4,57 %). Obsah laktozy kolisa

predevsim se stadiem a potadim laktace, dojivosti a zdravotnim stavem mlécné zlazy krav
[9].
Laktoza sehrava jednu z dulezitych roli v technologii fady mlénych vyrobkll i ve vyziveé

Cloveka. Laktdza naptiklad:
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* je substratem pro bakterie mlééného kvaSeni, které tvoii z laktozy kyselinu
mlécnou a podminuji tak vyrobu fady kysanych mlécnych vyrobkt a syri,

* je zdrojem energie pro sajici mlad’ata,

=  dodava mléku mirné€ nasladlou chut’,

» spoluuréuje osmoticky tlak v mléce,

= ovliviiyje texturni vlastnosti zahusténych, suSenych a mrazenych produkti,

= participuje na interakcich, které probihaji béhem tepelného oSetieni mléka [1].

Hydrolyza lakt6zy na ptislusné monosacharidy je uskuteciovana enzymem laktdzou (p-
galaktosiddzou) v tenkém stievé. Velka ¢ast lidské populace (podobné jako dalsi savci)
produkuje tento enzym jen v détském véku. V dospélosti enzym u fady jedincd chybi.
Nedostatecné mnozstvi nebo Uplné vymizeni enzymu muze mit za nasledek vznik
laktézové malabsorpce (snizené vstiebavani) a laktdzové intolerance (nesnasenlivost).
U kojencti po porodu je aktivita laktdzy nizkd, protoze i prvni kolostrum ma mén¢ laktozy.

Zvyseni obsahu laktézy pak indikuje zvySovani aktivity laktazy [6,13].

Laktazu produkuji také bakterie mlé¢ného kvaseni, které fermentuji laktozu az na mlécnou
kyselinu (L- nebo D-mlé¢nou kyselinu nebo racemat). Mlécné kysané vyrobky, jako
jsou napt. jogurty a acidofilni mléko, mohou proto bez problémt konzumovat i lidé

s deficienci laktazy [9,13].

Lakt6za se pouziva jako sladka latka, a slouzi také jako surovina pro vyrobu nékterych
potravinaiskych oligosacharida a alditoll (laktulézy, laktosacharozy,

galaktooligosacharidi, laktitolu, ¢i galaktozy) [13].

3.2 Metody stanoveni sacharidi

Metod pro stanoveni sacharidi v potravinach je mnoho. V pifipadé, ze se sacharidy
analyticky zvlas§t' neurcuji, pocitaji se do 100 po odeCteni procentudlniho mnozstvi
bilkovin, tuku, vlakniny, minerdlnich latek (popela) a vody. Kvalitativné se sacharidy
dokazuji barevnymi reakcemi, fenylhydrazinem, poptipadé redukci Fehlingova roztoku,
Nylanderova ¢inidla apod. (redukéni Gc¢inek karbonylovych skupin). Sacharidy Ize stanovit
1 metodami fyzikalnimi (polarimetrie, refraktometrie), fyzikaln¢ chemickymi (kolorimetrie,
fotometrické vyhodnocovéani chromatogramiil), chemickymi (vazkové a titracn¢)
a metodami biochemickymi (kvasnymi). Zvlastni misto v moderni analyze sacharida

zaujimaji metody chromatografické, obdobné jako v analyze aminokyselin, mastnych
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kyselin atd. Chromatografické metody umoziuji déleni cukri, jejich dikaz i stanoveni

[29,33]. Stanoveni sacharidii pomoci kapalinové chromatografie je vénovana kapitola 5.3.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

4 MOZNOSTI EXTRAKCE MONOSACHARIDU A
OLIGOSACHARIDU Z MLECNYCH VYROBKU

Sacharidy z potravinaiskych surovin a potravin se vétSinou izoluji extrakci. Extrakce
je nejjednodussi a nejzakladnéj$i separacni metodou, pouzivanou k CiSténi analytu
z interferujicich latek nebo z matice s pouzitim rozpoustédla. Princip této metody
je zalozen na piechodu slozky ze smési latek v kapalné ¢i tuhé fazi do jiné kapalné
faze, a patii mezi zakladni operaci pfi praci v organické laboratofi. Rozpoustédla a smési
rozpoustédel pouzivané k extrakci obsahuji vodu, alkoholy (etanol, metanol), chloroform,
pfipadné jejich smési. Pokud nalezneme vhodné extrak¢ni ¢inidlo, je extrakce velmi

ucinnou separac¢ni metodou [33,34,35].

Vysledné cukerné roztoky ziskané extrakci je nutné dale upravit Gitenim. Ugelem ¢ifeni
je odstranéni zakalu a rozpusténych nesacharidovych opticky aktivnich latek (bilkoviny
apod.), pfip. také barviv z cukerného extraktu. Na pouzita ¢ifidla je kladen jeden zakladni
pozadavek, ¢ifidlo nesmi adsorbovat cukry. Zpravidla se ptidavkem ¢ificiho prostiedku

k cukernému extraktu vytvofi srazenina a naslednou filtraci je ziskan ¢iry roztok [34,36].

4.1 Extrakeni ¢inidla

Extrak¢nimi Cinidly pfi extrakcei sacharidi byva jednim rozpoustédlem voda (nebo vodny

roztok), zatimco druhé rozpoustédlo je organické, vétsinou se pouziva etanol [34].

4.1.1 Izolace sacharidu extrakci deionizovanou vodou

Princip metody je zaloZen na ptechodu rozpustnych sacharidli do deionizované vody.
K izolaci je potieba 25 g vzorku a 10 ml vody. Po smichani nasleduje extrakce po dobu 3 —
5 minut pii teploté 50°C. Po uplynuti doby extrakce se extrakt dale zpracovava pomoci
¢ificich ¢inidel. Stanoveni koncentrace sacharidii lze zjistit metodou HPLC ve spojeni
s refraktometrickym detektorem. Pti pouziti vody jako extrakéniho ¢inidla lze pfedchazet
enzymovym zménam piiddnim malého mnoZstvi chloridu rtutnatého. Je diilezité dodrzovat

teplotu extrakce, aby nedoslo k poruseni koloidniho systému vzorku [34,37].

4.1.2 Izolace sacharidu extrakei etanolem

Dalsim zpisobem, jak izolovat sacharidy ze vzorku, je pomoci 80% roztoku etanolu.
K izolaci je potfeba 5 aZz 10 g jemné rozemletého vzorku, ktery se nasledné extrahuje

1 hodinu 100 ml 80% etanolu pii laboratorni teploté za obcasného michani. Potom
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se etanolovy extrakt zfiltruje, k nerozpustnému zbytku se ptida dalsich 100 ml 80% etanolu
a zahtiva se 1 hodinu na vrouci lazni pod zpétnym chladi¢em. Ziskany etanolovy extrakt
se dopIni v odmérné baince na urCity objem a =zfiltruje se. V alikvotni ¢asti takto
pripraveného extraktu se odstrani etanol odpafenim na vrouci vodni lazni do sucha,
odparek se rozpusti ve 100 ml vody a zahifeje na 80 °C, ¢imz se vysraZzeji balastni
nerozpustne latky. Tekuté vzorky se zahusti do sirupovité konzistence a dale zpracovavaji

jako etanolové extrakty.

Extrakce 80% etanolem je mnohem vhodnéjsi pfedevS§im u vzorkd, u kterych muze
dochazet kenzymovym zménam, napt. ktvorbé redukujicich cukri ze S$krobu

nebo k enzymove inverzi sachardzy [34,35,37].

4.2 Cinidla pouZzivana k ¢ireni

Idealni citici prostfedek neexistuje, jeho pouziti se fidi druhem analyzovaného materialu
a zvolenou metodou stanoveni cukrti. Adsorbenty jako hydroxid hlinity a infusoriova
hlinka (kfemelina) maji pfevazné maly Ccifici efekt, adsorbenty s vy$s$i adsorpéni
mohutnosti naproti tomu dobie odbarvuji, ale pfi tom zaroven caste¢né adsorbuji
predevsim redukujici cukry. Jako Citicich prosttedkl se pouziva jednak latek, které srazeji

koloidni latky, a take se vyuziva adsorpce koloidnich latek na vhodné sorbenty [34].

4.2.1 Cifeni podle Carreze

Pii tomto postupu je dosaZzeno Ccifictho ucinku vytvofenim objemné sraZeniny
hexakyanozeleznatanu zine¢natého v cukerném roztoku. Pouzivd se 5 ml 30% siranu
zinecnatého (Carrez I) a 5 ml 15% hexakyanoZeleznatanu draselného (Carrez II) na 100 ml
cukerného roztoku. Toto ¢ifidlo ma vysokou ucinnost zvlasteé v kyselém prostiedi.
Neutralni a alkalické roztoky je nutno nejdiive okyselit mirné zfedénou kyselinou octovou.
Carrezovo ¢inidlo dokonale odstrafiuje bilkoviny a ménég slizovité latky. Podstatou srazeni

je nésledujici reakce [34,38]:

2 ZnSOy + Ky[Fe(CN)s] — Zny[Fe(CN)g] + 2 K,SO4

4.2.2 Cireni neutralnim octanem olovnatym

Neutralni roztok 35% octanu olovnatého (roztok PbO v CH3COOH) se piidava ke vzorku
vV takovém mnozstvi, az se ptestane tvofit srazenina, k dokonalému vysrazeni balastnich

latek se pfida jeSt¢ maly nadbytek Ccifidla. Pfipadny zékal zplisobeny uhli¢itanem
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olovnatym se odstrani 10% hydrogenfosforecnanem sodnym. Pii tomto zptsobu cifeni
se odstrani vSechny opticky aktivni organické kyseliny, avSak odstranéni bilkovin
je nedokonalé. Neutralni octan olovnaty je vhodny pro ¢ifeni neutralnich roztokd, méné

vhodny je pro kyselé roztoky [34,38].

4.2.3 Cikeni zasaditym octanem olovnatym

vvvvv 4

Pouzité mnozstvi zasaditého octanu olovnatého (PbO s Pb(CH3COOQOH),) se pii ¢ifeni
sacharidového extraktu pohybuje od 5 do 30 ml, v ptipad¢ praskovité formy se piidava
vV mnozstvi maximaln¢ 1,5 g na 100 ml Cdifeného roztoku. Nejvice se vyuziva
v cukrovarnické analytice, jelikoZz velmi dobie odstraiiuje bilkoviny i vSechny opticky
aktivni kyseliny z neutralnich nebo slabé alkalickych $tav. Jeho ucinnost je ovlivnéna

prostfedim, v kyselém prostiedi je nizsi [34,38].

4.2.4 Citeni podle Herlese

Podstatou ¢ifidla je zasadity dusi¢nan olovnaty (adi¢ni sloucenina PbO s Pb(NO3),), ktery
vznika smiSenim roztoku dusi¢nanu olovnatého a hydroxidu sodného. K ziskani maximalni
¢itici schopnosti se pfida k roztoku nejdiive ur¢ity podil roztoku dusi¢nanu olovnatého,
dobie se rozmicha, a potom se piida stejny podil roztoku hydroxidu sodného. Citidlo
je vhodné pro roztoky slabé kyselé, neutralni i slabé alkalické. Siln¢ alkalické roztoky

je nutno pfedem neutralizovat zfedénou kyselinou octovou na fenolftalein [34,38].

4.25 Citeni kyselinou fosfowolframovou

Kyselina fosfowolframova (H3[P(W3010)4]) se pouziva jako 5 % vodny roztok v mnozstvi
od 2 ml do 10 ml na 100 ml roztoku cukru podle mnozstvi nec€istot. Je zvlasté vyhodna

pro kyselé roztoky. Dobie odstraniuje bilkoviny a jejich §tépné produkty [34,38].

4.2.6 Ostatni ¢iridla

Z ostatnich C¢ifidel se pouziva jesté kyselina wolframova, kyselina trichloroctova, tanin
(10%), hydroxid hlinity (pro velmi slabé zabarvené roztoky) a aktivni uhli, které vSak
Castené adsorbuje i cukr. Cifeni je mozné i pomoci ionex, které se pouzivaji predevsim

k odstranéni rusicich anorganickych soli, aminokyselin apod. [34].
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5 MOZNOSTI STANOVENI MONOSACHARIDU
A OLIGOSACHARIDU POMOCI HPLC-RI

Tam, kde béZné metody uzivané v analyze cukrd, jako metody polarimetrické,
refraktometrické, chemické apod. maji omezené pouziti, tj. pro analyzu smési cukri, davaji

v

nejspolehlivéjsi vysledky metody chromatografické [29].

Chromatografické metody patii do skupiny separacnich metod, které jsou zaloZeny
na rozdilné distribuci délenych latek ve smési mezi dvé rizné nemisitelné faze: mobilni
(pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilni fazi
kapalina. Stacionarni fazi pak muze byt bud’ tuha latka, nebo kapalina, ukotvena na tuhém
nosici. Stacionarni faze je umisténa v chromatografické kolon¢ ve formé sorbentu. Mobilni
faze protéka timto sorbentem, tzv. chromatografickym lozem. Nejc¢astéjSim usporadanim
kapalinové chromatografie je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography). Pti tomto uspofadani je mobilni faze pfivadéna

do systému pomoci ¢erpadla za vysokého tlaku [36,39].

5.1 Obecne zasady HPLC

Kapalinova chromatografie je jednou z chromatografickych separaénich (délicich) metod.
V piipad¢ kolonové chromatografie je k déleni latek pouzivana chromatograficka kolona
naplnéna drobnymi c¢asticemi vhodného materialu — sorbentu. Uréita oblast sorbentu
je pristupna pro molekuly vzorku a tvofi tzv. stacionarni fazi. Mezi Casticemi sorbentu
protéka kolonou kapalina (mobilni faze, eluent). Pii bézné elucni metod¢ je roztok vzorku
nastfiknut v izké z6n€ na zacatek kolony. V kontaktu se sorbentem kazdé slozka vzorku
prechazi zc€asti do staciondrni faze ve snaze dosdhnout termodynamické rovnovéhy.
Velikost retence (zadrZeni) slozky na staciondrni fazi je charakterizovdna reten¢nim

faktorem k.

Mobilni faze vystupujici z kolony je vedena do detektoru, ktery na zakladé zmény nékteré
fyzikédlni nebo fyzikalné-chemické veli¢iny indikuje pfitomnost separovanych slozek.
Graficky zaznam zévislosti signalu detektoru na Case se nazyva chromatogram. Pocatek
chromatogramu je kladen do okamziku néstfiku vzorku na kolonu. Kazdé rozdelené slozce
odpovida na chromatogramu jeden pik. Poloha jejiho vrcholu se nazyva retenéni cas tg
a z objemového priutoku mobilni faze Fn 1ze vypocitat retencni obejm Vg (Vi = Fn . tr)

[40].
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5.2 Schéma kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto ¢asti, které maji nasledujici funkce:

= uchovani a transport mobilni faze (zasobniky mobilni faze, vysokotlaké ¢erpadlo)
= davkovani vzorku (autosampler, manuélni davkovaci ventil)

= separace latek (chromatograficka kolona, termostat kolony)

= detekce latek (detektor)

= zaznam dat pro nasledné vyhodnoceni (pocita¢ a software) [39].

Schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na Obr. 5. Kapalinovy chromatograf

muze mit samoziejme fadu obmén.

ODPLYNOVAC _ﬂ:D,_
-E_ 4 KOLONA

: - Y
DAVKOVAC
v
ZASOBNIK =
MOBILNi ¢S H =]
FAZE VZOREK

ODPAD

Obr. 5 Schéma kapalinového chromatografu [41]

Zasobniky mobilni faze jsou nejcastéji sklenéné nadoby o objemu 0,1 — 2,5 1, opatiené
ryskami a uzavérem z inertniho plastu s pfedvrtanymi otvory pro teflonové hadicky.

Mobilni faze se Cerpa pres filtry odstranujici mechanické necistoty.

Odplynovace (degasery) mohou byt bud’ membranové vakuové (mobilni faze protéka
semipermeabilni hadi¢kou umisténou ve vakuu), héliové (mobilni faze se probublava
heliem, které wvytésni rozpusténé plyny) nebo lze odplynovat filtraci za vakua

nebo ultrazvukem.
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Cerpadla mobilni fize pumpuji mobilni fazi do systému. Umoziuji programovat slozeni
mobilni faze v Case pti gradientové eluci. Pracuji pii vysokych tlacich (HPLC do 400 bar).
Cerpadla mohou byt bud pistova (zprincipu pulzni tok, ktery je pomoci rtiznych
technickych feSeni pfeveden na bezpulzni; jsou nejéastéj$i) nebo stiikackova (na bazi

injek¢ni stéikacky; dokonale bezpulzni tok mobilni faze).

HPLC piedklony jsou kratké kolony zatazované tésné pired analytickou kolonu. Chrani
kolonu tim, ze zachytdvaji mechanické necistoty a latky, které se ireverzibiln¢ vazi

na kolonu. Obsahuji stejnou stacionarni fazi jako kolona.

HPLC kolony jsou kovové, sklenéné, kiemenné nebo plastové trubice obsahujici
stacionarni fazi. Kolony mohou byt bud’ napliiové, nebo monolitické [41].

Detektory jsou podrobnéji popsany v nasledujici kapitole.

5.2.1 HPLC detektory

Detektory jsou v HPLC systému umistény za chromatografickou kolonou a zaznamenavaji
rozdil v signalu mezi prichodem ¢isté mobilni faze a mobilni faze obsahujici analyt.
Nejcastéji se déli na detektory koncentra¢ni (reaguji na zménu hmotnostni koncentrace
slozky v eluentu nezavisle na rychlosti piivodu slozky do detektoru) a hmotnostni (reaguji
na zménu hmotnostniho toku slozky v eluentu do detektoru). Jiny zpisob déleni
je na detektory nedestrukéni (nedochazi k chemické zméné detekované komponenty)
a destrukéni (detekovana komponenta se ireverzibilné méni). Rozdéleni HPLC detektort

je uvedeno v Tab. 3.
Existuji Ctyfi piistupy pouzivané pro HPLC detekci:

= detekce univerzalni vlastnosti spole¢né pro vSechny analyty
= detekce specifické vlastnosti vzorku
= detekce zmény mobilni faze

= spojené techniky (pfipojeni nezavislé analytické techniky HPLC) [39].
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Tab. 3 Rozdéleni HPLC detektorii [39]

Detektory univerzalni

Detektory specifické
vlastnostivzorku

Zmeéna mobilni faze

Spojené techniky

refraktometricky
CAD
ELSD

UVv-VviIs
fluorescenéni
elektrochemicky

CAD
MS
ELSD

MS
infracerveny
NMR

radioaktivni
vodivostni
chemiluminiscenéni-
dusikovy

[Vysvétlivky: CAD (Charged Aerosol Detector) — Acrosolovy detektor nabitych Castic,
ELSD (Evaporative Light Scattering Detector) — Odpafovaci detektor rozptylu svétla, UV-
VIS (Ultraviolet-visible spectrophotometry) — Ultrafialova-viditelna spektrofotometrie, MS
(Mass spectrometry) — Hmotnostni spektrometrie, NMR (Nuclear magnetic resonance) —

Nuklearni magneticka rezonance].

5.2.1.1 Refraktometrické detektory

Refraktometricka detekce (RID — Refractive Index Detection) je jedna z moznych detekci
v HPLC. Tento typ detekce se hlavné vyuziva pro analyzu sacharidii. Princip RID spociva
v méfeni indexu lomu eluentu vyvolaného rozpusténou latkou. V zasadé vsechny
rozpusténé latky ovliviuji eluent refraktometrického detektoru a jednotlivé citlivosti latek
se méni. Velkou vyhodou této detekce je, Ze miize byt pouzita pro kvantifikaci riznych
analyti. Dalsi vyhodou RID je moznost aplikovani detekce bez potieby chromofornich
skupin, fluorescenénich skupin nebo dalsich specifickych vlastnosti molekuly analytu
[35,42]. Refraktometrické detektory ovsem maji i fadu nevyhod. Jednou z nevyhod RID
je mensi citlivost, ktera neni v mnoha piipadech tak dobra, jako u jinych typu detekce.
Také neni mozné pouzit pro mobilni fazi eluce s gradientem, a to z divodu velkych zmén
indexu lomu mobilni faze. Index lomu je citlivy na zmény teploty, proto je nutné udrzovat
konstantni teplotu v pribéhu celého méfeni. Odezva RID je imérna rozdilu indexu lomu
eluatu v mémé cele a indexu lomu mobilni faze v referen¢ni cele detektoru. Odezva
se uvadi v libovolnych jednotkdch RID, v zavislosti na nastaveni, ale je vzdy umérna
koncentraci analytu. Refraktometricky detektor je vhodny pro latky, které neabsorbuji
detektoru

a nefluoreskuji  (cukry, lipidy, polymery) [42]. Jednotlive vlastnosti RI

jsou uvedeny v Tab. 4.
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Tab. 4 Vlastnosti Rl detektoru [43]

RI

typ detektoru

nedestruktivni

odezva

univerzalni

mérena veli¢ina index lomu
typicka citlivost (hmotnost/ml) pg
linedrni rozsah 10*
zavislost odezvy na prutoku ano
teplotni zavislost vysoka (10* jed. ind. Lomu)
gradientova eluce ne

Podle konstrukce jsou rozliSovany dva typy diferencialnich refraktometrti, a to deflexni

(vychylkovy) a reflexni (Fresnelav).

Deflexni refraktometr (schéma viz Obr. 6) vyuziva paprsku vychazejiciho ze zdroje. Tento

paprsek se odrazi na polopropustném zrcadle ve sméru méfici cely a postupné prochazi

mérnou a referencni celou. Po projiti obéma celami se paprsek na zrcadle odrazi a vraci

se stejnou cestou zpét. Po prichodu polopropustnym zrcadlem dopadd na planparalelni

desticku a na hranu zrcadlového hranolu, od n¢hoz se odrazi na dvojici sparovanych

fotoelektrickych ¢idel. Zména indexu lomu v mémé cele se projevi vychylkou paprsku

dopadajiciho na zrcadlovy hranol a na fotoelektrické ¢idlo dopadd rtzny svételny tok.

Rozdil téchto svételnych tokl je prevadén na elektricky signdl citlivgjsi, ¢im vétsi bude

rozdil mezi indexem lomu eluatu a indexem lomu mobilni faze [39].

zdroj zareni

detektor

]

meérna cela

zrcadlo

i

sklenéna desticka
k nastaveni nuly

zrcadlo

polopropustné

referencni cela

Obr. 6 Schéma deflexniho refraktometrického detektoru [44]
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Fresneltiv typ refraktometru jen konstruovan na zéklad€ Fresnelova zdkona odrazu svétla.
Lze odvodit, Ze mnozstvi svétla odrazené na plose fazového rozhrani s rozdilnou optickou
hustotou (sklo-kapalina) zavisi na thlu dopadajiciho svétla a na indexu lomu obou médii
tvoficich fazové rozhrani. Detektor tedy méfi intenzitu svétla odrazeného z fazového
rozhrani mezi kapalinou a sklenénym hranolem jak v mérmé, tak i ve srovnavaci cele.
Rozdil v toku zafeni dopadajiciho na dva fotoelektrické ¢lanky z mérmé a referencni cely

J mirou koncentrace slozek [39].

5.3 Stanoveni sacharidua

Cukry patii mezi velmi polarni latky (zaporné hodnoty log P), které ve své molekule
neobsahuji chromofor, proto jejich retence v HPLC systému i detekce muze byt
problematickd. Pro  detekci musi byt c¢asto pouzity tzv.  univerzalni
detektory, jako jsou RID, ELSD ¢i CAD.

Z fyzikalng-chemickych vlastnosti (polarita, ptitomnost mnoha hydroxylovych skupin
ve struktute latek) vyplyva, Ze pro separaci cukri mize byt pouzito nékolik HPLC
separa¢nich modu: hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), molekulova vylucovaci
chromatografie (SEC), anebo iontové vyménna chromatografie (IEC) na anexech. Vybér
techniky zévisi na matrici vzorku, na cili separace a na rozpustnosti analytl

Vv rozpoustédlech typickych pro dana chromatograficka usporadani [45].

Pfed vlastnim stanovenim sacharidi metodou HPLC je nutné pfipravit analyzovany
vzorek. Vlastni ptiprava vzorku mize zahrnovat odstranéni interference, oddéleni jednoho
typu sacharidii od jiného typu nebo zvySeni jejich koncentrace a prevedeni analytu do vice

vhodné formy pro detekci nebo separaci [36].

Vysoké rozliSeni s dostatecnou citlivosti poskytuje anexova iontovd chromatografie
se specialn€é  povrchov€é upravenym anexem (kvartérni aminy) ve  spojeni
s amperometrickym detektorem, RI detektorem nebo detektorem ELS. Alternativou
je pouziti metody HILIC. Jako stacionarni faze je pouzivana propylaminova faze a mobilni
fazi je voda-acetonitril (70 — 80 % acetonitrilu). Se zvySujicim se obsahem vody klesa
retence cukrt. Pro separaci a- a f-anomerti slouzi propylaminova faze chemicky véazana
na silikagel [45].
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5.3.1 Hydrofilni interakéni chromatografie

HILIC (Hydrophilic interaction chromatography) mutze byt chéapana jako rozsifena
chromatografie na normalni fazi s vodnymi mobilnimi fazemi. Tato separa¢ni technika

je vhodna pro polarni a hydrofilni latky.

Ovlivnéni retence v HILIC je velmi podobné jako pii normalni fizi. Retence se zvysuje
s polaritou solutu a sniZzuje se zvySenim polarity mobilni faze (klesa s rostoucim podilem
vody nebo pufru). Mobilni faze je naopak obdobnd mobilnim fazim pouZzivanych
v reverzni chromatografii a pouzivd se voda nebo pufr s organickym rozpoustédlem.
Stacionarni faze je velmi hydrofilni: silikagel, polarni vazané faze, polarni polymerni faze
a iontoméni¢e. Hydrofilngj§i stacionarni faze vice pouta vodu z mobilni faze a retence
solutu se zvySuje. Stacionarni faze se tak chova jako ,,pfenase¢ vody, ale tento
mechanizmus ma i své vyjimky, které nejsou dostate¢né prostudované. V piipadé separace
sacharidi chromatografii HILIC, kdy se pouziji chemicky vazané rizné aminové faze,

dochazi k rizné retenci v zavislosti na pouzitém chemicky vazaném ligandu.

Jako druhy mechanizmus, ktery se uplatiiuje, je mechanizmus iontové vymény, nebot’
mnohé stacionarni faze maji vlastnosti iontoméni¢e. Tento mechanizmus muize
byt s aspéchem pouzit pii ovlivnéni selektivity separace. K ovlivnéni retence se pouziva
také ptidavek pufri do mobilni faze. Retence klesa se zvySujici se koncentraci soli. Vliv
pH zavisi na vlastnostech solutu, v ptipadé, ze dochazi k disociaci solutu, retence

se zvysuje oproti neutralnim solutiim.

Klasickym ptikladem separace technikou HILIC je separace sacharidd, aminokyselin,
peptidit a polarnich organickych kyselin a zasad. Pii separaci sacharidi se pouziva
aminopropylova faze jako stacionarni a mobilni faze acetonitril-voda (70:30) ve spojeni
s refraktometrickym detektorem, UV detektorem pii vinové délce 200 nm nebo ELS

detektorem. V piipadé UV detekce je mozné pouzit i gradientové eluce [43].

5.3.2 Molekulova vylucovaci chromatografie

SEC (Size-exclusion chromatography) je chromatograficka metoda, jejiz zakladni princip
spo¢iva v oddélovani latek podle jejich molekulové hmotnosti. Princip rozdélovani
je nerovnovazny a nazyva se vyluCovaci nebo také sitovy efekt. Pouziva se hlavné
pro separaci riiznych polymert a pro separaci polymert z malych molekul. Tato metoda

se také Casto nazyva gelova chromatografie podle typu stacionarni faze (gelu) pouzivaného
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v klasické kapalinové chromatografii. Separace v molekulové vylucovaci chromatografii
se provadi na porézni stacionarni fazi [42]. Molekuly latky jsou neseny protékajici mobilni
fazi kolonou, ktera je naplnénd poréznim materidlem (gelem), pficemz pronikaji
(permeaci) do rozpoustédlem naplnénych pora gelu. Malé molekuly difunduji do porua gelu
a jsou tak zpomalovany oproti molekuldm velkym, vétsi molekuly difunduji jen do vétsich
pért a velké molekuly, které presahuji primér pérti a nemohou proniknout a jsou unaseny
mobilni fazi z kolony bez jakéhokoli zadrzeni. Rozhodujici tlohu pii separaci hraje

velikost a tvar solutu a velikost a tvar pora stacionarni faze [33,39,52].

5.3.3 Iontové vyménna chromatografie

Tento druh chromatografie je uren pro separaci nabitych ¢astic schopnych existovat
béhem separacniho procesu v iontové podobé. Separovany mohou byt kladn€ i zaporné
nabité ionty. Podstatou separace je rozdilna afinita délenych latek k iontovyménnym
skupinam iontoménide. Castice bez néboje prochéazi kolonou bez zadrzeni. Jako stacionarni
faze se pouziva material na bazi silikagelu nebo organické polymery. Vodné faze tvoii
vodné tlumivé roztoky, jejichz ionty (protiionty) jsou v dynamické rovnovaze s ionty
meénice. Dilezité jsou ménie iontd (ionexy), které ve styku s vodnou fazi uvolnuji
elektrostatickou disociaci ionty, a ty mohou byt nahrazeny ionty z roztoku, které maji

k ménici vétsi afinitu. Podle iogennich skupin ionext rozliSujeme katexy a anexy.

= Katexy — nerozpustné polymerni polyvalentni kyseliny, které uvoliiuji a vyméenuji
kationty, na nosi¢i je vazana kysela skupina (sulfonova, karboxylova).

= Anexy — nerozpustné polymerni polyvalentni baze uvolnujici a vyménujici anionty,
na nosi¢i je vazana bazickd skupina (kvartérni dusikatd baze, primarni

nebo sekundarni amin) [36,45,46].
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II. PRAKTICKA CAST
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CIL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo sledovani fermentace mléka ptisobenim rtuznych
bakterialnich kultur. Prib¢h fermentace byl sledovan na zakladé sniZzovani hodnot pH,

zvySovanti titrani kyselosti a poklesu obsahu laktozy.
Tento hlavni cil byl naplnén prostfednictvim nasledujicich dil¢ich cilt:

1. Stanoveni c¢asovych intervali vhodnych pro sledovani prabéhu fermentace
dle vybrané bakterialni kultury pfi vhodné inkuba¢ni teploté.

2. Stanoveni hodnot pH a °SH v danych ¢asovych intervalech.

3. Stanoveni obsahu laktézy s vyuzitim metody HPLC-RI.

4. Vyhodnoceni ¢innosti bakteridlnich kultur.
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6 MATERIALA METODY

6.1 Material

Zakladnim pouzitym materidlem bylo selské mléko o objemu 1 1 od firmy Olma, a.s.
Jednalo se o plnotu¢né mléko bez standardizace obsahu tuku (nejméné 3,5 % a maximalné
4 % tuku) vyrobeného z ceského mléka. Mléko bylo oSetfeno vysokou pasteraci

a homogenizovano.

Vyzivové udaje / 100 ml (ptevzato z obalu mléka):

Energeticka hodnota 270 kJ / 640 kcal
Tuky 3,6 g
- Ztoho nasycené mastné kyseliny 2,3 g

Sacharidy 4,6 ¢
- Ztohocukry 4,6 g

Bilkoviny 3,2 g
Sul 0,10 g.

MIéko bylo zakoupeno v bézné maloobchodni siti.

6.1.1 Pouzité bakterialni kultury

Celkem bylo pouzito Sest mlékarskych kultur, ztoho 2 jogurtové, 2 termofilni
jednokmenové a 2 mezofilni. Bliz§i specifikace jsou wuvedeny v nasledujicich

podkapitolach.

6.1.1.1 Jogurtova kultura Laktoflora

Laktoflora obsahuje druhy Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a Streptococcus
thermophilus a dale obsahuje mléko, suSené mléko a laktozu. Kultura je dodavana
v lyofilizované formé od firmy Milcom. Doporuc¢ené davkovani této kultury je 3 g na litr
mléka. Vyrobce doporucuje kultivaci pii 42 °C po dobu 4 — 5 hodin [47]. Fermentace
v ramci experimentu probihala pfi teploté 37 °C a 43 °C. Pro teplotu 37 °C byl zvolen
odbérovy ¢as po 1 hoding, pro teplotu 43 °C byl odbérovy ¢as po 2 hoding.

6.1.1.2 Jogurtova kultura YB1

Kultura YBI1 je slozena stejné jako Laktoflora z Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

a Streptococcus thermophilus. Vyrobce kultury MicroMilk ji dodava v lyofilizované



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

podobé. Davkovani této kultury je 0,1 g na litr [48]. Fermentace probihala taktéz
pfi teploté¢ 37 °C a 43 °C. Odbérové casy byly totozné s Laktoflorou, pro teplotu 37 °C

byly zvoleny 1 hodinové intervaly, pro teplotu 43 °C % hodinové intervaly.

6.1.1.3 Termofilni mlécna kultura TH-3

Kultura TH-3 je definovany kmen termofilni kultury mlééného kysani se zvySenou
bakteriofagovou rezistenci. Kultura obsahuje kmen Streptococcus thermophilus
a je dodavana hluboce mrazend, v granulované form¢, od firmy Chr. Hansen. Kulturu lze
dle vyrobce pouzit napi. pro vyrobu syra typu Pasta Filata ¢i vyrobku typu Laban, netvofi
aroma ani plyny. Kultura mtze byt aplikovana samostatné nebo v kombinaci s ostatnimi
kulturami mlécného kvaSeni, napf. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
nebo Lactobacillus helveticus. Davkovani této kultury je 0,1 g na litr [49]. Fermentace
probihala stejné€ jako u ostatnich termofilnich kultur pti teploté 37 °C a 43 °C. Pro teplotu
37 °C byl zvolen odbérovy ¢as po 1 hodiné, pro teplotu 43 °C byl odbérovy cas
po %2 hodiné.

6.1.1.4 Termofilni mlécna kultura LH-B02

Kultura LH-B02 je definovany kmen termofilni kultury mlééného kysani. Kultura obsahuje
kmen Lactobacillus helveticus a je dodavana lyofilizovan, v granulované formé, od firmy
Chr. Hansen. Vyrobce doporucuje kulturu predevsim pro produkci italskych a Svycarskych
syrt, a to jak samostatné, tak i v kombinaci s jinymi kulturami, napf. se Streptococcus
thermophilus ¢i Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Doporuceny ockovaci pomér
je 0,1 g na litr [50]. Fermentace probihala pfi teploté 37 °C a 43 °C. Pro teplotu 37 °C
byl zvolen odbérovy ¢as po 1 hoding, pro teplotu 43 °C byl odbérovy ¢as po %2 hodiné.

6.1.1.5 Mezofilni aromaticka kultura YY-88

Kultura obsahuje smés kment Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
diacetylactis, Streptococcus thermophilus a Lactobacillus helveticus. Kultura je dodavana
hluboce mrazena, v granulované formé, od firmy Chr. Hansen. Kultura vytvaii aroma
a oxid uhli¢ity a je vhodna zejména pro vyrobu syri typu Gouda, Eidam, Leerdam
¢i Samsoe. Doporu¢ené mnozstvi inokula je 0,1 g na litr [51]. Tato kultura byla vybréna
s ohledem na pfitomnost zastupcti termofilnich BMK. Fermentace probihala pfi teploté

37 °C a 43 °C. Pro ob¢ teploty byly zvoleny 1 hodinové intervaly odbéra.
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6.1.1.6 Mezofilni aromaticka kultura CHN-22

Kultura obsahuje smés kmend Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis. Kultura je dodavana lyofilizovana, v granulované formé, od firmy
Chr. Hansen, je uréena pro piimé ockovani. Kultura vytvaii aroma a oxid uhliity.
Je vhodna pro vyrobu fermentovaného mléka, fermentované smetany a mnoha druht syru
tvoticich oka. Doporuceny ockovaci pomér je 0,1 g na litr a inkubacni teplota 22 — 30 °C
[52]. Fermentace probihala pii teploté 25 °C a 30 °C. Pro ob¢ teploty byl zvolen odbérovy

¢as po 1 hoding.

6.1.2 Chemikalie

K experimentu byly pouzity nasledujici chemikalie: Carrez | (30% ZnSOy ; Penta), Carrez
I (15% Ky4[Fe(CN)g]; Penta), chemikalie dodavané k titratoru (HANNA Instruments),
ultradistd voda pro HPLC (predisténa systémem Aqua Max '™ Ultra 370 Series; Young
Lin), Acetonitril pro HPLC (= 99,9 %; Sigma-Aldrich), standardy glukdzy, galaktozy
a laktozy (Sigma-Aldrich).

6.1.3 Pristroje a pomiicky

Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-20AD Prominence

- kvartérni pumpa

- pétikanalovy degaser DGU-20Asg

- autosampler SIL-20ACyxr

- diferencialni refraktometricky detektor RID-20A (vSe Shimadzu)

Kolona Agilent Zorbax NH; (4,6 x 250 mm x 5 pum)
Piedkolonovy cartridge filtr 0,2 um (Optimize Technologies)
Inkubator INCU-Line (VWR International)

Titrator HI 84529 (HANNA Instruments)

Analytické vahy GR-200-EC (A & D Instruments)
Magnetické michadlo s ohfevem MSH-20D (Vitrum)
Vpichovy pH metr (Eutech)

Filtra¢ni papir KA 4 (Papirna Pernstejn Keseg & Rathouzsky)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Stiikackové filtry 0,22 um (Cronus)
Inkubacni ldhve o objemu 100 ml a 1000 ml

BéZné laboratorni pomucky a sklo

6.2 Metody

6.2.1 Pasterace a fermentace mléka

Nejdiive bylo mléko pasterovano ve sterilni inkubac¢ni lahvi pfi teploté 95 °C po dobu
2 min. Vysoka pasterace byla pouzita za uc¢elem Zzadouci denaturace sérovych bilkovin,
pii skladovani. Pti vysoké pasteraci totiz dochazi k navazani B-laktoglobulinu na k-kasein
prostfednictvim disulfidického mustku [1]. Po ukonéeni pasterace bylo mléko rychle
zchlazeno na teplotu inokulace, ktera se odvijela dle typu mikroflory pouzité
pro fermentaci (viz kapitola 6.1.1). Po dosazeni pozadované teploty bylo dané mnozstvi
bakterialni kultury (viz kapitola 6.1.1) steriln¢ zaockovano do mléka. Po dokonalém
rozpusténi kultury bylo mléko rozdéleno do 100 ml sterilnich inkubacnich lahvi, jejichz
pocet zavisel na predpoklddaném poctu odbérovych intervall. Pro kazdy odbér byly
ptipraveny 3 lahve. Lahve byly ulozeny do inkubatoru, kde probihala fermentace pfi dané
teploté (viz kapitola 6.1.1).

6.2.2 Stanoveni aktivni a titra¢ni kyselosti

Aktivni kyselost (pH) je ddna koncentraci oxoniovych iontli v méfeném vzorku. Aktivni
kyselost byla méfena vzdy 3x vpichovym pH-metrem se sklenénou elektrodou. Jakmile

bylo dosazeno pH 4,6 (tedy izoelektrického bodu), byla fermentace ukoncena.

Titra¢ni kyselost podle Soxhlet-Henkela se vyjadfuje ve stupnich SH. Pfi stanoveni titra¢ni
kyselosti bylo navazeno 20 g vzorku, bylo ptidano 60 ml ultracisté vody a dale bylo
postupovano dle pokynu vyrobce automatického titratoru. Titra¢ni kyselost byla v kazdém

¢asovém intervalu stanovena také 3x.

6.2.3 Priprava vzorku pro stanoveni sacharidu

Pii kazdém odbéru vzorku byla kromé stanoveni aktivni a titracni kyselosti provadéna

I extrakce sacharidd ze vzorku a nasledné Citeni (opét ve 3 opakovanich).
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Pro extrakci sacharidi bylo navazeno 25 g vzorku, ke kterému bylo ptidano asi 10 ml
ultracisté vody. Sacharidy byly extrahovdny po dobu 5 min pii teploté 50 °C
na magnetickém michadle [35]. Obsah kadinky byl nasledné kvantitativné pieveden
do odmérné banky (100 ml), bylo pfidano 2x5 ml Carrezovych ¢inidel a odmérna barika
byla doplnéna po rysku vodou. Obsah barky byl pfefiltrovan ptes papirovy filtra¢ni papir
KA 4 (pomala rychlost filtrace) a nasledné jesté ptes stiikackovy mikrofiltr s velikosti pori

0,2 um [36].

6.2.4 Stanoveni sacharidi pomoci HPLC-RI

Sacharidy byly stanoveny na kapalinovém chromatografu Shimadzu vybaveném
refraktometrickym detektorem. Jako mobilni faze byl pouzit 70% acetonitril ve vodé.
Vzorky byly eluovany izokraticky pii pritoku 1,4 ml.min™. Délka analyzy byla 15 minut
[36]. Kazdy ze 3 ptipravenych vzorkd byl analyzovan 2x (n = 6).

Pted vlastnim stanovenim byly pro vSechny tfi sacharidy sestrojeny kalibrac¢ni ktivky.
Kalibra¢ni fady byly nafedény ze zasobnich roztokii standardé o koncentraci 100 g.1™.
Pro glukézu a laktézu byly vyuzity koncentrace 0,1 — 10 g.I™ a pro galaktézu 0,5 — 10 g.I™".
Z danych koncentraé¢nich rozmezi vyplyva i mez stanovitelnosti — pro glukézu a laktozu
0,1 g.l* a pro galaktézu 05 g.I". Vtechto rozpétich byla zavislost plochy piku
na koncentraci linearni. Kazdy bod kalibra¢nich kfivek byl proméfen 3x. Z regresnich

rovnic byl vypogitan obsah sacharidi v g.100 g™* vzorku.
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7 VYSLEDKY ADISKUZE

7.1 Vysledky stanoveni aktivni a titracni kyselosti

Nartstajici kyselost syrovatky s casem nad hodnotu nativni kyselosti je zplsobena
rozkladem lakt6zy na mlécnou kyselinu ¢innosti mikroorganizmi. Mezi aktivni a titracni
kyselosti mléka neexistuje absolutni zavislost, nebot’ hodnoty zaviseji na pufracni
(tlumivé) schopnosti piitomnych soli a bilkovin. Diky jejich tlumivym vlastnostem
se pifidavek kyseliny nebo zasady projevi az poté, co se jimi zneutralizuji. Plati
tedy, ze pii zvySujici se titraéni kyselosti nedochazi zpocatku v dusledku pufra¢niho
systtmu Kk velkym zménam v hodnoté¢ pH mléka. Jakmile dojde k vycerpani kapacity
pufracniho systému, pH se za¢ne ménit v zavislosti na titracni kyselosti. Tato skutecnost

je vyuzivana piedevsim pfi rustu fady mikroorganizmi v mléce [53,54].

Kyselou reakci mléka a mlé¢nych vyrobka zptusobuji mlééné bilkoviny, konkrétné jejich
volné karboxylové skupiny, které nejsou zapojeny do peptidickych vazeb. Déle nékteré
kysele reagujici soli, naptiklad fosfaty a citraty, rozpustény oxid uhli¢ity a organické

kyseliny, predevsim kyselina mlécna [55].

Pocatec¢ni hodnoty aktivni i titraéni kyselosti byly vzdy stanoveny jak v nezaockovaném
mléku, tak i v inokulovaném mléku v ¢ase 0. Vzhledem k tomu, Ze se tyto hodnoty od sebe
nijak vyznamné neliSily, jsou dale v kysacich kiivkach zndzornény pouze hodnoty ziskané
v ¢ase 0. Zatimco pH se v mléce pred fermentaci pohybovalo v rozmezi 6,54 — 6,61,
pocatecni hodnoty titraéni kyselosti (TK) se pramérné pohybovaly okolo 5,5 °SH, coz jsou

bézné hodnoty pro mléko osetiené vysokou pasteraci [53].

7.1.1 Jogurtova kultura Laktoflora

Fermentace probihala pii 43 a 37 °C. Zavislosti zmény aktivni a titracni kyselosti na Case
jsou pro ob¢ kultivacni teploty uvedeny na Obr. 7 a 8. Pfi teploté 37 °C bylo dosazeno
izoelektrického bodu v Case deviti hodin, kdy byla naméfena primérna hodnota pH 4,40.
Ve stejnou dobu byla namétfena primérnd hodnota TK 31,45 °SH. Pokles pH byl zezacatku
fermentace pozvolny, k vyraznéjsimu poklesu doslo po ¢tyfech hodinach fermentace. TK

pomalu stoupala po dobu péti hodin, po uplynuti této doby byl nartist hodnoty rychle;jsi.

Fermentace pfi teploté¢ 43°C probihala rychleji, coz je dano tim, Ze jogurtova kultura

je termofilni kulturou s optimalni teplotou kolem 42 — 43 °C [56]. Izoelektricky bod byl
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ptekrocen po uplynuti péti hodin, kdy byla naméfena primémd hodnota pH 4,51.
Ve stejném okamziku byla priméma TK 24,90 °SH. Pokles hodnoty pH byl zezacatku
opét velmi pozvolny, postupné s uplynutou dobou fermentace se zrychloval. Hodnota °SH

téz zezacatku stoupala velmi pomalu, nartst se zrychlil po uplynuti ¢tyi hodin.
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Obr. 7 Zavislost zmény pH na case piisobenim jogurtové kultury Laktoflora
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Obr. 8 Zavislost zmeny °SH na case piisobenim jogurtové kultury Laktoflora

7.1.2 Jogurtové kultura YB1

Fermentace mléka zaoCkovaného touto jogurtovou kulturou probihala pti 43 a 37 °C.
Zavislosti zmény aktivni a titraéni kyselosti na cCase jsou pro obé kultivacni teploty
uvedeny na Obr. 9 a 10. Izoelektrického bodu pfi teploté 37 °C bylo dosazeno po uplynuti
sedmi hodin, kdy primérnd hodnota pH byla 4,55. V tomto okamziku se primérna hodnota
TK rovnala 28,45 °SH. S ptibyvajicim ¢asem byl pokles pH vyrazngjsi. Hodnota °SH
zezaCatku fermentace stoupala velmi pozvolna, k rychlému nartstu doslo po uplynuti péti
hodin.

Fermentace mléka pii teplot¢ 43 °C byla mirné€ rychlejsi, coz je opét dano teplotnim
optimem termofilni mikroflory. Izoelektrického bodu bylo dosaZeno v €ase 5,5 hodin, kdy
primérna hodnota pH se rovnala 4,42. V tomto Case pruméra hodnota TK byla
28,80 °SH. Pokles pH byl ze zacatku fermentace velmi pozvolny a postupné se zrychloval.
Hodnota °SH téz zezaCatku stoupala velmi pozvolna, k rychlej§imu narastu doslo

po uplynuti 4,5 hodin.
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Obr.

9 Zavislost zmény pH na case piisobenim jogurtové kultury YBI
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Obr. 10 Zavislost zmeény °SH na case piisobenim jogurtové kultury YBI
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7.1.3 Termofilni mlééna kultura TH-3

Fermentace probihala pii 43 a 37 °C, podobné jako u obou jogurtovych kultur. Zavislosti
zmény aktivni a titracni kyselosti na ¢ase jsou pro obé kultivacni teploty uvedeny
na Obr. 11 a 12. Pti teploté 37 °C bylo dosazeno izoelektrického bodu v ¢ase sedmi hodin,
kdy primérné hodnota pH byla 4,37 a hodnota TK 31,55 °SH. Pokles pH byl pozvolny,
nejvyrazngjs$i pokles nastal v posledni hodiné, to stejné probihalo i u TK, nejdfive byl

narast pozvolny a v posledni hodiné byl nejvyraznéjsi.

Fermentace probihajici pfi teploté 43 °C trvala po dobu ctyt hodin. Po uplynuti této doby
byla primérnd hodnota pH 4,57 a TK 23,65 °SH. Pokles pH byl pozvolny s obasnym
vyraznéj$im poklesem a narust °SH byl zezacatku pozvolny stendenci se ke konci

fermentace zrychlovat.
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Obr. 11 Zavislost zmény pH na case piisobenim termofilni mlécné kultury

TH-3



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

34
@
043°C X
29 —
X37°C
24 ®
» 19 C
14 X
S]
® X
9 @ X
X
® o ® @ ¥
4 T T T 1
0 4 6 8
¢as (h)

Obr. 12 Zavislost zmeény °SH na case piisobenim termofilni mlécné kultury
TH-3

7.1.4 Termofilni mlééna kultura LH-B02

Fermentace mléka zaockovaného touto kulturou probihala opét pii 43 a 37 °C. Zavislosti
zmény aktivni a titrani kyselosti na Case jsou pro obé kultivaéni teploty uvedeny
na Obr. 13 a 14. Pii teploté 37 °C probihala fermentace po dobu sedmi hodin, kdy bylo
vysledné pH 4,41 a TK 33,85 °SH. Pokles pH byl pozvolny a narist °SH byl
S pfibyvajicim ¢asem rychlejsi.

Pii teplot¢ 43 °C byla fermentace ukoncena po 4,5 hodindch s primérou hodnotou
pH 4,53 a TK 33,60 °SH. Pokles pH byl stejn¢ jako v ptipad¢ nizsi kultivaéni teploty
pozvolny. Narist °SH byl téz zezacatku pozvolny, k vyraznéj$imu zrychleni doslo

od 2. hodiny fermentace.
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Obr. 13 Zavislost zmény pH na case piisobenim termofilni mlécné kultury

LH-B02
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Obr. 14 Zavislost zmény °SH na case piisobenim termofilni mlécné kultury

LH-B02
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7.1.5 Mezofilni aromaticka kultura YY-88

Kultura YY-88 je sice mezofilni, ale kromé¢ mezofilnich druhti obsahuje i bakterie
termofilni, a proto pro ni byly zvoleny fermentacni teploty 43 a 37 °C. Zavislosti zmény
aktivni a titracni kyselosti na Case jsou pro ob¢ kultivacni teploty uvedeny na Obr. 15 a 16.
Fermentace mléka probihala pti obou zvolenych teplotach téméf stejné, coz je jasné patrné
zZ kysacich kiivek. Fermentace pfi teploté 37 °C byla ukoncena o hodinu diive (po uplynuti
sedmi hodin), kdy primérnd hodnota pH byla 4,59 a TK 30,90 °SH. Pokles hodnot pH byl
zezaCatku fermentace velmi pozvolny, ke konci doSlo k mirnému zrychleni. Hodnota °SH
téz zezaCatku fermentace stoupala pozvolné, k vyraznému zlomu doslo po uplynuti péti

hodin.

Fermentace pii teploté 43 °C trvala o hodinu déle. Izoelektricky bod byl piekroc¢en v Case
osmi hodin, kdy priméma hodnota pH byla 4,53 a TK 34,35 °SH. Nicméné jiz
po 7 hodinach fermentace bylo pH 4,72 — tedy velmi blizké izoelektrickému bodu. Pokles
pH byl pozvolny, hodnota TK vyraznéji stoupala po ctyfech hodinadch fermentace.
Prakticky totozné priubéhy kysacich kiivek pii 37 1 43 °C odpovidaji vySe zminénému

zastoupeni mezofilni i termofilni mikrofléry v kultute.
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Obr. 15 Zavislost zmény pH na case pusobenim mezofilni aromatické

kultury YY-88
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Obr. 16 Zavislost zmény °SH na case piisobenim mezofilni aromatické
kultury YY-88

7.1.6 Mezofilni aromatické kultura CHN-22

Pro tuto kulturu byly vybrany fermentacni teploty 30 a 25 °C. Zavislosti zmény aktivni
a titrani kyselosti na Case jsou pro obé¢ kultivacni teploty uvedeny na Obr. 17 a 18.
Ve vzorku mléka fermentovaném pii teploté 25 °C nebylo dosazeno izoelektrické bodu
ani po uplynuti 13 hodin. V tomto okamziku byla primérma hodnota pH 4,81. Pokles
hodnoty pH byl po celou dobu fermentace velmi pozvolny. Primérna hodnota TK v dobé
ukonc¢eni fermentace byla 34,2 °SH. Nartust hodnoty °SH byl s porovnanim poklesem

hodnoty pH progresivngjsi, zejména od 6. hodiny kultivace.

Naopak b&hem fermentace mléka zaockovaného mezofilni kulturou CHN-22 pii teploté
30 °C, bylo dosazeno izoelektrického bodu v Case Sesti hodin. Primérmné pH v dobé
ukonceni fermentace byla 4,69 a hodnota TK 33,95 °SH. Hodnota pH béhem celé
fermentace pozvolna klesala. Naopak hodnota °SH s piibyvajicim casem stoupala

vyraznéji, hlavné po uplynuti tfi hodin.
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Obr. 17 Zavislost zmény pH na case pusobenim mezofilni aromatické

kultury CHN-22

14

39
030°C -
34 +— *
X 25 °C xr X
29 *
X
24 (-:b
I
4
19
@ x
14
(I) *
9 o ©
® ¥
4 ¥ )I( X T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
¢as (h)

Obr. 18 Zavislost zmény °SH na case piisobenim mezofilni aromatické

kultury CHN-22
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7.2 Vysledky stanoveni laktézy metodou HPLC-RI

V nasledujici ¢asti experimentu byl sledovan proces Stépeni laktézy vlivem pouzitych
kultur pfi dvou riznych fermentacnich teplotach. V prubéhu experimentu bylo pouzito vice
Sarzi selského mléka, a to hlavné z divodu kratké trvanlivosti a probihajiciho méteni
v pribé¢hu nékolika tydn. To mlze byt divodem, pro¢ se pocateéni obsahy laktozy

v mléce lisi (rozmezi 4,59 — 5,46 %, coz je brano jako bézny rozptyl v mléce).

Fermentace je proces, pfi kterém dochazi k preméné c¢asti laktozy obsazené v mléku
na kyselinu mlécnou a dalsi slouceniny, které davaji vyrobku jeho charakteristické chutové
vlastnosti. V mléce pusobenim vzniklé kyseliny mlééné dojde ke koagulaci bilkovin
a k odstépeni vapniku vazaného na kasein, ktery se viditelné nesrazi, ale bobtna. Vlivem

kyseliny mlé¢né vznika konzistence typickéa pro jogurt [8,18].

Ziskané hodnoty koncentrace laktozy obsazené ve vzorcich mléka, byly vypocitany
pomoci rovnice kalibraéni kiivky, ktera je zobrazena na Obr. 19. Kalibra¢ni kiivka byla

sestavena na zaklad¢ zavislosti ploch piki na koncentracich roztokt standardi [44].
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Obr. 19 Kalibracni kiivka pro laktozu
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Obsah volné glukdzy a galaktdzy ve vzorcich mléka ani v pribéhu fermentace nebyl viibec
detekovan. Mnozstvi téchto sacharid bylo pravdépodobné pod mezi stanovitelnosti
navrzené metody. Kalibracni kiivky byly ovSem stanoveny i pro tyto sacharidy a jsou
uvedeny na Obr. 20 a 21. Ze vSech 3 kalibra¢nich pfimek je patrné, Ze v ramci testovanych
rozpé&ti koncentraci (0,1 — 10 g.I™" pro laktézu a glukdézu a 0,5 — 10 g.I" pro galaktézu) byla
zavislost plochy piku na koncentraci linearni, ¢emuz odpovidaji vysoké koeficienty

determinace (min. 0,999).
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Obr. 20 Kalibracni kiivka pro glukozu

Obsah laktozy byl u kazdé fermentace stanoven jak V nezaoCkovaném mléce, tak
I v zaockovaném v ¢ase 0, ale vzhledem k tomu, ze se ziskané vysledky od sebe prakticky

nelisily, tak jsou v préci uvedeny pouze hodnoty v ¢ase 0.
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Obr. 21 Kalibracni kirivka pro galaktozu

7.2.1 Jogurtové kultura Laktoflora

Mléko zaockované kulturou Laktoflora vykazovalo rychlejsi pribéh procesu Stépeni

laktozy pii vyssi teploté (43 °C). Jak je vidét na Obr. 22, znazorfiujicim zavislost zmény

obsahu laktozy na Case pro obé& kultivaéni teploty, mléko, ktere bylo fermentovano

pfi teploté 43 °C ma vyrazné nizsi obsah laktozy v ¢ase 5 hodin. V tomto Case pfi teploté
37 °C byl obsah lakt6zy 4,74 g.100 g™ a pri teploté 43 °C 3,53 g.100 g*. Pocatecni obsah
laktézy byl u obou vzorkd téméf stejny 5,39 £.100 g’ (43 °C) a 54 ¢.100 g*

(37 °C), ale kone¢ny obsah se lisil. Vzorek mléka, u kterého probihala fermentace po dobu

9 hodin pfi teploté 37 °C, obsahoval v dobé& dosazeni izoelektrického bodu 3,3 g.100 g™

laktézy (039 % mén¢), zatimco druhy vzorek pii teplot¢ 43 °C po 5,5 hodinach
3,48 g.100 g* (Ubytek 0 35 %).
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Obr. 22 Zavislost zmény obsahu laktézy na case piisobenim jogurtové
kultury Laktoflora

7.2.2 Jogurtova kultura YB1

Proces fermentace mléka zaockovaného kulturou YBI1 probihal pii teploté 37 °C a 43 °C.

Pocatecni

audruhého mléka 4,9 g.100 g* (fermentadni teplota 37 °C). Zavislost zmény obsahu
laktozy na Case je pro ob¢ kultivaéni teploty uvedena na Obr. 23. Celkova doba fermentace
trvala déle pii teploté 37 °C, kde byl i celkove vyrazngjsi ubytek laktozy (42 %). Po osmi
hodinach fermentace mléko obsahovalo pouze 2,86 g.100 g™ laktézy, z piivodniho obsahu
4,9 9.100 g™. Kone¢ny obsah laktozy v mléce, které bylo fermentovano pii teploté 43 °C,
byl 3,94 g.100 g*, doslo tedy ke sniZeni obsahu laktozy o 28 %. Proces §tdpeni laktozy
u vzorku mléka pfi teploté¢ 43 °C byl ze zacatku velmi pomaly. Prib&h kysacich kiivek

obsah laktozy u mléka fermentovaného pii teplotd 43 °C byl 5,46 g.100 g™

je u obou teplot velmi podobny.
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Obr. 23 Zavislost zmeny obsahu laktozy na case piisobenim jogurtové
kultury YB1

7.2.3 Termofilni mlééna kultura TH-3

Pocateéni obsah laktozy u mléka, zaogkovaného kulturou TH-3, byl 4,62 g.100 g™* (43°C)
a 4,87 9.100 g* (37 °C). Zavislost zmény obsahu laktézy na Case je pro ob& kultivacni
teploty uvedena na Obr. 24. Kone¢ny obsah laktdzy, stejné¢ jako procentualni ubytek, byl
u obou vzorkil mléka témét stejny, 1 kdyZ celkova doba fermentace pti zvolenych teplotach
se lisila o 2,5 hodiny. Mléko, fermentované pii teplot¢ 43 °C, v dobé¢ dosazeni
izoelektrického bodu obsahovalo 3,04 g.100 g™ laktdzy (coz je o 34 % méng), druhy
vzorek mléka pii teploté 37 °C po sedmi hodinich fermentace obsahoval 3,07 g.100 g*
(037 % méng). Jak je na obrazku vidét, rozdil v obsahu laktozy se pomalu zvysoval
ve stejnych odberovych casech. Proces Stépeni byl u obou vzorkl konstantni s obasnym

vyrazn¢j$im skokem.
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Obr. 24 Zavislost zmeny obsahu laktozy na case piisobenim termofilni

mlécné kultury TH-3

7.2.4 Termofilni mlééna kultura LH-B02

Proces fermentace mléka zaockovaného kulturou LH-BO2 probihal pii teploté¢ 37 °C
a 43 °C, jako u predeslych vzorkt. Jak je vidét na Obr. 25, zndzoriujici zavislost zmény
obsahu laktozy na ¢ase pro obé kultivaéni teploty, ve vzorku mléka, ktery byl fermentovan
pfi teploté¢ 43 °C, probéhl mnohem rozsahlej§i proces Stépeni laktdozy za kratSi dobu,
nez U druhého vzorku. Pocatecni obsah laktézy u mléka, zaockovaného touto kulturou, byl
4,72 9.100 g™ (43°C) a 4,59 9.100 g™ (37 °C). U vzorku mléka fermentovaného pfi teplots
43 °C se obsah laktozy snizil o 1,88 g.100 g™ (40 %), kone&ny obsah byl 2,84 g.100 g™.
U druhého vzorku se po sedmi hodinich fermentace obsah snizil jen o 1,52 g.100 g™
laktozy (33 %) a koneény obsah byl 3,07 g.100 g laktdzy. Proces §tépeni laktozy
u vzorku mléka pfi teploté 37 °C byl velmi pomaly, zrychleni nastalo az v posledni hoding.
Pribéh kysaci kiivky (zejména ve 2. polovin€) je vyrazné odlisSny od kysaci kiivky

pro 43 °C.
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Obr. 25 Zavislost zmeény obsahu laktdzy na case piisobenim termofilni
mlécné kultury LH-B02

7.2.5 Mezofilni aromatickéa kultura YY-88

Proces $tépeni laktozy v mléce, které bylo zao¢kované kulturou YY-88 a fermentovano
pti teploté 43 °C, byl rozsahlejsi nez u mléka se stejnou kulturou pii nizsi teploté (37 °C).
Zavislost zmény obsahu laktdzy na Case je pro ob¢ kultivaéni teploty uvedena na Obr. 26.
Celkova doba fermentace byla o hodinu delsi pii teploté 43 °C, ale Ubytek laktdzy byl
vyrazn&jsi. Z po&ateéni hodnoty 5,26 g.100 g™ laktézy byl obsah o 2,09 g.100 g™ (40 %)
mensi na konci fermentace. Pti teploté 37 °C bylo mnozstvi laktdzy nizs§i pouze
01,17 9.100 g* (24 %) zpavodniho obsahu 4,93 g.100 g™ . S piibyvajicim &asem
fermentace se proces §tépeni laktozy zrychloval pti obou kultivaénich teplotach. Kysaci
kfivky maji pro ob¢ teploty velmi podobny prubéh, coz odpovida i prakticky totoznym

zéavislostem aktivni a titra¢ni kyselosti na Case (viz Obr. 15 a 16).
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Obr. 26 Zavislost zmeny obsahu laktozy na case piisobenim mezofilni

aromatické kultury YY-88

7.2.6 Mezofilni aromaticka kultura CHN-22

Vzorek mléka zaockovany kulturou CHN-22 vykazoval rychlejsi pribéh procesu s§tépeni
laktozy pii vyssi zvolené teploté (30 °C). Jak je vidét na Obr. 27, znazorfiujicim zavislost
zmény obsahu laktozy na Case pro ob& kultivacni teploty, vzorek mléka, ktery byl
fermentovan pfi teploté 30 °C, dosahl po Sesti hodinach fermentace téméf stejného obsahu
laktozy jako vzorek, ktery byl fermentovan pfi teploté 25 °C v dobé deviti hodin. Pocate¢ni
obsah laktdzy byl pro obé teploty podobny, a to 5,32 g.100 g™ (30 °C) a 5,2 g.100 g*
(25 °C). Rozdil v kone¢ném obsahu laktdzy v mléce, pii ukonceni fermentace, byl uz vétsi.
Vzorek mléka, ktery byl fermentovan pii teploté 30 °C, obsahoval po $esti hodinach
fermentace 3,64 .100 g™ laktdzy, tj. 0 32 % laktozy mén&. Naproti tomu druhy vzorek,
pii fermentacni teploté 25 °C po 13 hodinach, obsahoval 0 40 % laktozy méné (vysledny
obsah byl 3,11 g.100 g™). Zatimco pfi 30 °C byl pokles obsahu laktézy pomérné prudky

(téméf linedrni), kysaci ktivka pro 25 °C ma podstatné pozvolnéjsi priubeh.
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Obr. 27 Zavislost zmeny obsahu laktozy na case piisobenim mezofilni
aromatické kultury CHN-22

r

7.3 Srovnani u¢inku pouzitych kultur

Béhem experimentu byly pouzity dva rozdilné typy mlékatskych kultur s jinou optimalni
teplotou pro ¢innost mikroorganizmu. Dvé jogurtové a 2 jednokmenové termofilni, pro
které je vhodna inkubacni teplota 43 — 45 °C a dvé mezofilni s teplotnim optimem 20 —
40 °C [56]. Na rozkladu laktozy, zméné aktivni a titraéni kyselosti v mlé¢nych vyrobcich
se piedevs§im podileji BMK. Pasobenim BMK dochazi ke $tépeni disacharidu laktdzy
ajednim ze vznikajicich metabolitli tohoto procesu je kyselina mlécna, kterd ma vliv
na celkové okyselovani prostfedi a stim spojené snizeni hodnoty pH. Soubézné
se snizovanim aktivni kyselosti dochéazi k postupnému nértstu titracni kyselosti vlivem
ptitomnych kyselin. Proces fermentace diky pisobenim BMK ma4 i vliv na celkovy obsah
laktézy ve fermentovanych mléénych vyrobcich. S piibyvajici délkou fermentace

se umérné sniZuje obsah laktozy ve vyrobku [4,18].

Mléka, ktera byla zaockovana jogurtovymi kulturami (Laktoflora, YB1), méla v obou
ptipadech rychlejsi pribéh fermentace pii teploté 43 °C. Zaznamenani izoelektrického

bodu u jogurtové kultury Laktoflora trvalo pii teplot¢ 43 °C o pul hodiny
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mén¢, nez pii pouziti kultury YBI. Naopak pii zvolené nizsi teplot¢ 37 °C ucinkem
jogurtové kultury YB1 byla doba dosazeni izoelektrického bodu kratsi o dvé hodiny
v porovnani s Laktoflorou. Nejvétsi ubytek laktdzy byl zaznamenan u vzorku mléka, ktery
byl zaockovan kulturou YB1 a fermentovan pfi teploté¢ 37 °C (42 %). Naopak nejmensi
ubytek byl zaznamenan u vzorku mléka  zaockovaného stejnou
kulturou, ale fermentovaného pti vyssi teploté 43 °C (28 %). Zvolena nizsi teplota 37 °C

U obou kultur méla za nasledek vétsi ubytek laktozy.

U obou jednokmenovych termofilnich kultur (LH-B02 — Lactobacillus helveticus a TH-3 —
Streptococcus thermophillus) byl zaznamenan narust TK pii zvolenych teplotach témét
stejny. Doba fermentace k dosazeni izoelektrického bodu probihala stejné dlouho. Jediny
maly rozdil byl v kultufe LH-B02, kde pti zvolené teploté 43 °C byla fermentace pomalejsi
o Y% hodiny nez u druhé termofilni kultury pfi stejné teploté. Ubytek laktozy byl u obou
kultur v rozmezi 34 — 40 %. Nejrozsahlejsi proces $tépeni laktézy probéhl u vzorku mléka
zaoCkovaného kulturou LH-BO02 pii teploté 43 °C a naopak nejméné rozsahly proces byl

u vzorku mléka zaockovaného stejnou kulturou, ale fermentovaného pii teploté 37 °C.

Mezofilni kultury v porovnani s ostatnimi kulturami vzdy vykazovaly pomalejsi pribéh
fermentace mléka pii zvolenych teplotich. Mezofilni kultury prokéazaly nejlepsi ucinek
na fermentaci pii teplot¢ 30 °C (CHN-22) a pii teplot¢ 37 °C (YY-88), tedy vzdy
pii vyssich kultivaénich teplotach. Z toho je vidét, Ze nejvhodnéjsi teplota pro optimalni
rast je 30 °C — 35 °C [56]. Ptili§ nizka teplota neni vhodna. Mléko zaoCkované mezofilni
aromatickou kulturou CHN-22 mélo pfi zvolené teploté 25 °C celkové nejpomalejsi pribéh
fermentace, kde ani po uplynuti 13 hodin nebylo dosaZzeno izoelektrického bodu.
| ptesto, ze mléko zaockované kulturou CHN-22 pii teploté 25 °C mélo nejpomalejsi
pribéh fermentace, u tohoto mléka doslo k nejvétSimu snizeni obsahu laktozy, a to 0 40 %.
Naopak nejmensi ubytek laktozy (24 %) byl zaznamendn u mléka fermentovaného

pfti teploté 37 °C a zaoCkovaného kulturou Y'Y-88.

Ackoli u mezofilni kultury YY-88 byl zaznamenan rychlejsi priabéh fermentace pii zvolené
nizsi teploté (coz ovsem mohlo byt zptisobeno rozdilnymi poc¢ateénimi obsahy laktozy), 1ze
konstatovat, Ze fermentace byla obecné rychlejsi u vyssi inkubacni teploty.

Pokles aktivni kyselosti a narast titracni kyselosti byl u vétSiny kultur zezacatku
pozvolny, coz odpovida lag-fazi mikroorganizmi, s vyraznéj$im zlomem po uréité dobé

fermentace.
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BMK jsou pouzivany jako ,starterové kultury“ pifi vyrobé fermentovanych
potravinaiskych vyrobku, predevsim diky jejich metabolické aktivité pii preméné bilkovin,
cukrt a tukt, jejich schopnosti ptispivat k lepsi stravitelnosti potravin a jejich konzervaci.
Stejné tak maji schopnost zlepSovat texturu a senzoricky profil finalnich produkta [27]. Jak
je dokazéno v experimentu této diplomové préce, opravdu BMK maji velky vliv
na vlastnosti fermentovanych mlécnych vyrobka. Pii vSech zvolenych teplotach doslo
ke zméndm aktivni a titra¢ni kyselosti, a také k Ubytku laktozy. Aktivita BMK byla také
poznat na vzhledu a aroma vzorkli mléka v pribéhu fermentace. S ptibyvajici délkou
fermentace ziskavaly vyrobky pevné&jsi konzistenci, byl patrny vznik gelu vlivem kyselého
srazeni. Vznikalo také vyrazngj§i aroma, charakteristické pro jogurt. Aroma bylo
nejvyrazngj$i u obou mezofilnich kultur a také u obou jogurtovych kultur a kultury TH-3,
kterd je slozkou jogurtovych kultur. VSechny tyto kultury patii mezi aromatvorné. Naopak
Lactobacillus helveticus (kultura LH-B02) vyrazné aroma netvoiil. Mira aktivity a rastu
bakterii mlééného kvaseni je zavisld na produkci proteinaz, peptiddz a specifickych

transportnich systémil peptidi a aminokyselin [27].

Vysledky experimentu ukazaly, Ze zvolené jogurtové a termofilni kultury fermentovaly
0 néco vice laktdozy na kyselinu mlécnou, pfipadné jiné metabolity (v obou piipadech
prumérmé 36 %), nez pouzité mezofilni kultury, které metabolizovaly v priméru 34 %
laktézy. Tato skuteCnost je dana piedevSim zvolenymi fermentaénimi teplotami
V porovnani s teplotnimi optimy jednotlivych kultur. I pfesto, ze u kultury CHN-22 byly

zvolené niz$i fermentacni teploty nez u ostatnich kultur.

Provedend extrakce sacharidii ze vzorkil a néasledné Cifeni pomoci Carrezovych ¢inidel
se ukédzaly jako vhodny postup pro nésledné stanoveni obsahu laktézy v kysanych
mléénych vyrobcich pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s refraktometrickou
detekci. Stanoveni titra¢ni kyselosti pomoci automatického titratoru bylo oproti klasické

titraci velmi rychlé.

I pfesto, ze ve zkoumanych vzorcich doslo ke snizeni obsahu laktozy, stale by vyrobky
po ukonéeni fermentace (po dosazeni izoelektrického bodu) nebyly vhodné pro jedince
s intoleranci laktdzy. V tomto piipadé¢ by musela fermentace probihat déle nebo by bylo
potfeba doplnit proces fermentace i jinou metodou majici vliv na Stépeni laktozy

ve vyrobku, tj. napt. vyuziti enzymu laktazy (-galaktosidazy).
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ZAVER

Fermentované mlécné vyrobky se fadi ze zdravotniho a vyzivového hlediska mezi velmi
cenné potraviny, které maji ve srovnani s mlékem mnoho ptednosti. Obsazené bakterie
mlécného kvaseni maji velky vliv na cely vyrobek i na zdravi konzumenta. Ovliviuji
prubéh fermentace, a tim spojené vlastnosti fermentovaného vyrobku (konzistenci, aroma,
chut’, slozeni a zménu aktivni a titra¢ni kyselosti). Mezi jejich hlavni vyznam patii vliv
na obsah laktdzy ve fermentovanych mléénych vyrobeich. Zadouci zména obsahu laktozy
v mléénych vyrobcich se v posledni dobé stava jednou =z hlavnich problematik
mlékarenského primyslu. S ptibyvajicim naristem diagnostikované snizené vstiebatelnosti
a intolerance laktozy roste na trhu poptavka po vyrobcich se snizenym obsahem laktozy
¢iuplné bezlaktézovych vyrobcich. V tomhle ohledu mohou fermentované mlécné
vyrobky uspokojit velkou ¢ast poptavky. Hlavnim problémem je, Ze je velmi mala
informovanost populace o u¢inku fermentovanych mléénych vyrobkt na zdravi populace

a o moznosti snizené¢ho obsahu laktézy v téchto vyrobcich.

V ramci diplomové prace byl sledovan ucinek 6 bakteridlnich kultur (2 jogurtovych,
2 jednokmenovych termofilnich a 2 mezofilnich) bé&zné pouzivanych v mlékarenském
primyslu na pribéh fermentace mléka. Pti 2 inkubacnich teplotach byl sledovan pokles
aktivni kyselosti, narast titracni kyselosti a zaroven ubytek obsahu laktézy. Délka
fermentace (ukonCend dosaZenim izoelektrického bodu) byla vzdy kratSi pii vySsi
kultivacni teploté (4,5 — 8 hod), pro nizsi teplotu inkubace dosahla 7 — 13 hod. Aktivni
kyselost se snizila o 1,83 — 2,35, titraéni kyselost se zvysila o 23,8 — 29,95 °SH. Ubytek
laktozy se pohyboval v rozmezi 24 — 42 %. K nejucinngjsim kulturam je mozné zaradit obé
jednokmenové termofilni kultury, které pfi optimalni inkubacni teploté¢ vykazovaly
nejrychlejsi fermentaci (pouze 4,5 hodiny). Obé& kultury také zaptiCinily vyrazné snizeni
obsahu laktozy (nad 30 %). Nejvyssi pokles laktozy byl ovS§em zaznamendn u jogurtové

kultury YBL1 (42 %).

Dle mého nazoru by bylo urcité zajimavé pokracovat v tomto tématu a nesledovat pouze
ubytek laktdzy béhem fermentace, ale 1 po ukonéeni fermentace. Lze
ocekavat, ze snizovani koncentrace laktézy ve vyrobcich bude pokracovat i b&hem
skladovani v lednici. Také by mohlo byt zajimavé sledovat nejen ubytek laktézy béhem

fermentace, ale i1 narast vznikajici kyseliny mlé¢né.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMK

CAD

ELSD

HILIC

HPLC

IEC

MS

NMR

RID

SEC

TK

UV-VIS

Bakterie mlé¢ného kvaSeni.

Charged Aerosol Detector / Aerosolovy detektor nabitych ¢astic.

Evaporative Light Scattering Detector / Odpafovaci detektor rozptylu svétla.
Hydrophilic interaction chromatography / Hydrofilni interakéni chromatografie.

High Performance Liquid Chromatography / Vysokou¢inna kapalinova

chromatografie.

lon-exclusion chromatography / Iontové vyménna chromatografie.

Mass Spectrometry / Hmotnostni spektrometrie.

Nuclear Magnetic Resonance / Nuklearni magneticka rezonance.
Refractive Index Detector / Refraktometricky detektor.

Size-exclusion chromatography / Molekulova vylu¢ovaci chromatografie.
Titra¢ni kyselost.

Ultraviolet-visible spectrophotometry / Ultrafialova-viditelna spektrofotometrie.
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PRILOHA P I: CLENENI MLEKA A MLECNYCH VYROBKU DLE
VYHLASKY C. 77/2003 NA DRUHY, SKUPINY A PODSKUPINY [21]

Druh Skupina Podskupina
odtu¢néné nebo odstredéné
¢astecné odtucnéné nebo polotu¢né

tekuté plnotu¢né
plnotu¢né selské
nestandardizované
, odtuc¢néné, slazené nebo neslazené
Miéko
¢astecné odtucnéné nebo polotucné
zahus$téné , )
slazené nebo neslazene
plnotucné, slazené nebo neslazené
odtucnéné
L, ¢asteCné odtu¢néné nebo polotuéné
susené
plnotucné
ke Slehani
tekuta vysokotucna
Smetana .
zahusténa
susSena
nizkotuény nebo odtu¢nény
. se snizenym obsahem tuku
jogurt
smetanovy
jogurtové mléko
acidofilni mléko
Kysany mlécny vyrobek kefir

kefirové mléko

kysané mléko nebo smetanovy

zakys

kysana nebo zakysané smetana

kysané podmasli

kysany  mlécny
s bifido kulturou

vyrobek

Mlécny vyrobek tepelné
osetfeny po kysacim

procesu




Mlécny vyrobek
obohaceny pridavkem

mlékaiské kultury

Maslo mlékarenske a
koncentraty mlééného

tuku

maselny tuk nebo mlécny tuk
bezvody

maéselny koncentréat

cerstvé maslo

maslo

maslo stolni

maslo se snizenym obsahem
tuku

maslo s nizkym obsahem tuku
nebo nizkotuéné

mlécny roztiratelny tuk

(méselny ptipravek)

mlécny roztiratelny tuk se

Slozeny mlécny vyrobek | snizenym obsahem tuku
mlécny roztiratelny tuk
nizkotuény
maslo s ptidavkem alkoholu
mekky nebo odtuénény termizovany
nizkotu¢ny nebo jemny
polotu¢ny
Tvaroh tucny
tvrdy
na strouhani
ke strouhani
nezrajici
terminovany
zrajici
zrajici pod mazem
zrajici v celé hmoté
s plisni na povrchu
piirodni S plisni uvniti hmoty
Syr dvouplisiovy

v solném nalevu, bily

extra tvrdy (ke strouhani)

tvrdy




polotvrdy
polomékky
mekky

taveny

nizkotucny (roztiratelny)

vysokotucny (roztiratelny)

syrovatkovy

Bilkovinny mlécny
vyrobek

kasein potravinarsky

kysely
sladky

kaseinat potravinaisky

mlécéna bilkovina




