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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem pfipravy jogurtu a zmén doprovazejicich jeho
skladovani. Teoreticka Cast obsahuje informace o parametrech ovliviyjicich jak pfipravu,
tak vlastnosti vysledného produktu. V experimentalni Casti jsou popsany metody a postupy
vyuzité pro stanoveni kritickych parametri jakymi jsou koncentrace kyseliny mlécné, laktozy,
glukdzy a galaktozy (HPLC-RI), mnozstvi streptokokt a laktobacild. Data byla graficky
vyhodnocena a okomentovana. Soucasti prace byla i senzorickd analyza, pii které byl
pfipraveny jogurt porovnavan s komercné dostupnymi vyrobky. Vysledky této prace mohou
poslouzit jak spotiebitelim, tak mensim provozum vyrabéjicich jogurt.

ABSTRACT

This thesis deals with the study of yogurt preparation and changes during its storage. The
theoretical part contains information about parameters affecting both the preparation and
properties of the final product. The experimental part describes methods and procedures used
for determination of critical parameters such as lactic acid, lactose, glucose and galactose
concentrations (HPLC-RI), amounts of streptococci and lactobacilli. The data was graphically
evaluated and commented on. The work also included sensory analysis in which the prepared
yogurt was compared with commercially available products. The results of this work can serve
both consumers and smaller yogurt producers.
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1 UVOD

Miéko poskytuje zakladni zdroj vyzivy pro mladata savcu, zcela pokryvajici jejich nutricni
pozadavky. Savci mléko konzumuji do té doby, dokud sami nedokazou travit pevnou stravu.
Tedy az na Clovéka, ktery dokazal od dob neolitu (8000 let pf.n.1.) domestikovat krome dalSich
zvitat 1 puvodni druh pratura, ktery dal zaklad kravskym plemenam, tak jak je zname dnes.
Pricemz se u n& vyvinula genetickd zmeéna, poskytujici tvorbu enzymu-laktazy i v letech
daleko prevysujici kojence a déti.

Miléko a vyrobky z n¢j, tedy dnes hraji velikou roli, jakozto slozka potravy vétsiny evropskeé,
ale 1 svétové populace. Velka akademicka pozornost je vénovana studiu slozeni mléka a jeho
vlivu na lidské zdravi, zpusobim zpracovani mléka, ale i vyuzitim , vedlejSich® produktu
jakymi je naptiklad syrovatka.

Od antickych dob, kdy se mléko fermentovalo pfitomnou mikroflérou a nebylo mozno
vyznamnéji redukovat mikrobialni kontaminaci, jsme se dostali do bodu, kdy je mozno diky
pasteraci ziskat bezpeéné a ekonomicky efektivné presné definované mlécné fermentované
vyrobky.

Na soucasném trhu byl v§ak obnoven zajem spotiebitelti o nepasterované mléko a produkty
z néj. Problematice vyroby jednoho mlécného vyrobku — presnéji jogurtu z nepasterovaného
mléka se zabyva tato prace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Miéko

Matefské mléko je prvni stravou pro savéi mladata a jako takové tedy obsahuje vSechny
nutrienty a s tim souvisejici energetickou hodnotu potifebnou pro poporodni vyvoj. Vétsina
savcu nasledné odstavi své potomky od mléka. Tedy az na Clovéka, jelikoz velmi Casto
konzumuji mléko jinych savci i v dospélosti [1].

Mlékem je nazyvan produkt ze zdravych zvitat (nej¢astéji krav), do ¢ehoz se nepocita mléko
sekretované v prvnich dnech po porodu, tzv. mlezivo neboli kolostrum, které mladatim
poskytuje pasivni imunitu v prvnich dnech zivota. Déle se také za mléko nepovazuji vyrobky
rostlinného charakteru (napt. s6jové/mandlové mléko) [1] [2].

2.1.1 Slozeni kravského mléka

Mléko je zdrojem lipid(, proteinti, aminokyselin, vitamini a minerald, dale také
imunoglobulini, hormond, rastovych faktor, cytokint, nukleotidi, peptidi, polyamindg,
enzymu a dalSich bioaktivnich peptidd. Lipidy jsou emulsifikovany v globulich pokrytych
membranami. Proteiny jsou v koloidni disperzi jakozto micely.

Nutri¢ni slozky obsazené v mléce jsou uvedeny v tabulce 1, pro porovnani jsou uvedeny
i kompozice dalSich druhd mléka. Slozeni kravského mléka velmi zavisi na faktorech, jakymi
jsou strava, rocni obdobi, genetika, faze laktace a zachazeni se zviraty [1] [3].

Tabulka 1 Porovndni riiznych druhit mléka [1]

Kozi Ov¢i Kravské Lidské

tuky (%) 3.8 7,9 3,6 4,0
laktoza (%) 4,1 4,9 4,7 6,9
proteiny (%) 3,4 6,2 3,2 1,2
energie (kcal/100 mL-1) 70 105 69 68
vapnik (mg.100 g!) 134 193 122 33
fosfor (mg.100 g1 121 158 119 43

Vitamin A(IU) 185 146 126 190
Vitamin D (IU) 23 0,18 (ng) 2,0 1.4

Velmi velkou roli na slozeni mléka hraje plemeno mléného skotu. Sveétove nejrozsitenési
mlécéné plemeno — HolStynsky skot produkuje mléko o slozeni 4,57 —4,73 % tuku a 3,6 %
proteinu. Mléko krav plemene Jersey obsahuje 5,06 — 6,16 % tuku a 3,95 — 4,23 % proteinu [4]
[5].

2.1.2 Lipidy v kravském mléce

Triacylglyceroly v kravském mléce tvotici 95 % tukové frakce se skladaji z mastnych kyselin
o délce uhlikatého fetézce v rozmezi mezi 4 — 24 atomi, o rdzném mnozstvi nenasycenych
vazeb, avSak kazda molekula triacylglycerolu je kombinovana tak, aby mela kapalné skupenstvi
za télesné teploty. Diacylglyceroly se nachazi v mnozstvi okolo 2 % tukové frakce, Cholesterol
ve vysi do 0,5 %. Fosfolipidy okolo 1 %, a volné mastné kyseliny se nachazi v mléce do 0,5 %.



Vice jak polovina mlé¢nych tuka je saturovana. Vliv téchto mastnych kyselin na lidské zdravi
je velmi diskutovanym tématem. Hlavné z divodu jejich vlivu na uroveni krevniho cholesterolu

[6].

2.1.3 Proteiny v kravském mléce

Kravské mléko obsahuje okolo 3 g proteinu na 100 ml, a sklada se z 25 raznych proteind.
Pricemz kazdy z nich mize byt potencialnim antigenem. Proteiny v kravském mléce se déli do
dvou hlavnich kategorii, dle jejich rozpustnosti pii 20 °C a pH 4,6.

Kaseiny jsou hlavni frakci proteint v kravském mléce, tvoti okolo 80 % celkovych bilkovin,
s velikosti od 19 do 25,2 kDa. Zbylych 20 % tvofi proteiny syrovatkového charakteru. Piehled
je uveden v tabulce 2 [7].

Tabulka 2 prehled proteinovych alergenii v mléce a jejich procentudlni zastoupeni v dané

frakci [7]
kaseinové (precipitaty) syrovatkové (rozpustné)
asi-kasein (40 %) B-lactoglobulin (50 %)
osz2-kasein (12,5 %) a-lactoglobulin (25 %)
B-kasein (35 %) kravsky laktoferrin
k-kasein (12,5 %) kravsky krevni albumin

kravské imunoglobuliny

2.1.4 PB-kasein, polymorfismus, typ Al a A2

B-kasein v kravském mléce lze zatadit do dvou hlavnich genetickych typa, Al a A2. Rozdil
mezi témito dvéma formami je pfitomnost histidinu (A1) nebo prolinu (A2) na 67 pozici tohoto
proteinu slozeného z 209 aminokyselin, pfi¢emz forma Al je zptisobena mutaci, ktera vznikla
u predki modernich evropskych kravskych plemen. Tato mutace neni pozorovana
u Cistokrevnych plemennych krav afrického a asijského ptvodu.

V gastrointestinalnim lidském traktu, je pak Al B-kasein proteolytickymi enzymy §tépen
na kratké B-kasomorfiny, hlavné tedy na B-kasomorfin-7, ktery mé opioidni a zanétlivé ucinky,
¢imz také pravdépodobné zpomaluje travici soustavu a snizuje pevnost stolice [8] [9].

2.1.5 Sacharidy v kravském mléce — Laktoza

Laktoza je hlavnim sacharidem mléka savcid. Ma vyznamné nutricni, ale i prebiotické
vlastnosti. V tenkém stfeve je hydrolyzovana enzymem laktazou (f—galaktosidaza) na glukozu
a galaktozu, které jiz dokazou byt transportovany skrze sténu tenkého stieva do krve [10].

Schopnost travit laktozu 1 po odstaveni od matefského mléka zacala byt ziskavana hlavné
v Severo—evropské populaci priblizné 3000-1000 let pt. n. 1., v tzv. dobé Bronzové. U vétSiny
jedinca, (hlavné téch, ktefi nemaji Evropské piedky) tedy dochazi k postupnému ubytku
aktivity f—galaktosidazy a laktdza pak namisto v tenkém stievé prochazi az do tlustého stieva,
kde je utilizovana tamni mikroflorou na laktat, methanoat, sukcinat, mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, acetaty, propionaty, butyraty, oxid uhlicity a methan [11].



2.1.5.1 Moderni metody detekce mnoZstvi laktozy

Mezi klasické metody stanoveni laktozy patii gravimetricka analyza, plynova chromatografie,
a nejvice vyuzivana vysokoucinna kapalinova chromatografie, tyto metody jsou vSak vysoce
Casoveé narocné, jak pro pripravu vzorku, tak pro analyzu. Nové metody vyuzivaji blizkou
infraCervenou spektroskopii, avSak u ni je nutno sefizeni, aby nedochazelo k interferencim
zpusobenych absorpci vodou. Ramanova spektrometrie, ma v soucasné dobé& zvysSujici se
oblibu, kvali technologickému vyvoji laserti, detektora a pocitatové technologie. Nevyhodou
této metody je, ze luminiscence, jakozto mnohem silnéjsi kvantovy efekt, dokaze zamaskovat
spektralni informaci ramanova rozptylu [12].

Dale se také vyuzivaji nové metody vyuzivajici enzymové biosenzory, které mohou
fungovat pro kvantifikaci laktozy v mléce a mlécnych produktech v redlném Case. Enzymatické
kity vyuzivaji enzymatické hydrolyzy laktozy na glukozu a galaktézu v prvnim kroku.
Nasledné v ptipadé Laktéza/D-galaktoza kitu se diky galaktozové dehydrogenazy S§tépi
vznikajici galaktoza na NADH+H™ a kyselinu galaktonovou. Mnozstvi vzniklého NADH+H*
je pak stechiometricky umérné koncentraci D—galaktozy [13].

V ptipadé stanoveni zbytkovych koncentraci laktozy (naptiklad v bezlaktézovych mlécnych
vyrobcich) nejsou enzymatické metody, ani HPLC s RI detektorem vhodnou volbou. Nabizi se
moznost vyuziti kapalinové chromatografie v kombinaci s dvojitou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MYS), pti které je tieba laktozu prevést na addukt vyuzitim methanoatu amonného [13].

2.1.6 Kyselina mlécna

Je slaba alifaticka hydroxykyselina, drzici GRAS status (vSeobecné povazovana jako
bezpecna), jeji koncentrace ve vyrobku i jakozto aditivum muze byt libovolna. Zavisi pouze
na senzorické piijatelnosti spotiebitelt [14].

Ma velky vliv i vnizkych koncentracich na rast Aspergillus parasiticus. Nejvyssi
antimikrobialni aktivity je dosazeno pfi nizkych hodnotach pH, blizko disociacni konstanty,
jelikoz kyselina mlécna se potom vyskytuje v nedisociované formé, ktera mize voln€ prochazet
skrze plasmatickou membranu MO. U hub pak difunduje skrze cytoplasmatickou membranu,
dokud se nedisociuje vlivem vyssi hodnoty pH, ¢imz se pak hromadi anionty 1 protony v buiice,
protony pak destabilizuji neutralni intracelularni pH a poskodi mebranovy gradient. Z divodu
vyuZiti energie na pumpovani protoni skrze membranu ven z bunky se tak vyCerpa ATP
potiebné pro bunéény rast [14] [15].
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2.2 Historie mléénych vyrobki

Na trhu je k dispozici nespoCet druhti mlécnych vyrobki, vzniklych utilizaci mlééného
cukru — laktozy za tvorby kyseliny mlécné ucinkem mikroorganismu, které diky svému
specifickému metabolismu a za dodrzeni kultivaénich podminek, daji vzniku pifesné
definovanym vyrobkam, tak jak je zname dnes. Inokulace Cerstvého mléka jiz zakysanym
mlékem je dokumentovany postup, ktery se vyuzival dlouho pred vznikem védniho oboru
mikrobiologie. Tato vyroba fermentovanych mlécnych vyrobktu byla vyuzivana ve vSech
Castech svéta 1 za primitivnich hygienickych podminek. Hlavné tedy v regionech o horkém
klima, jelikoz vznikla kyselost byla zadouci pro udrzeni bezpecného vyrobku, znicenim
patogennich mikroorganismi.

I pfiprava jogurtu se vyvijela, prvni postup pfipravy podle Heinemana (1921) vyzadoval
¢istou nadobu, ve které bylo nad slabym ohném vareno mléko, dokud nebyl ziskan objem mezi
50 % a 75 % puvodniho mnozstvi. A po ochlazeni na 40 — 45 °C se pfidalo malé mnozstvi
produktu z predeslé varky. Nadoba byla nasledné uzaviena a zabalena do latek a kiize po dobu
10 az 12 hodin. Industrialni vyrobu jogurtu zapocal Isaac Carasso (1919), do roku 1940 byl
jogurt popisovan jakozto piilis kysely, a nebyl tedy chutové zadany. Do roku 1960 byl jogurt
nabizen v minimu obchodu, anebo obchodech se zdravou vyzivou. Poslednich deset let vzrostla
rapidné spotieba feckého jogurtu. Mezi predpokladané budouci trendy patii vyrobky
s redukovanym mnoZzstvim sacharidu a tekuté jogurtové napoje [16].

2.3 Charakterizace jogurtu

Jogurt (obrazek 1), je mlécny vyrobek ziskavany fermentaci riznych typt mléka. Nejcastéji
vyuzivanymi mikroorganizmy jsou Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a
Streptococcus thermophilus, avsak vyuziva se 1 dalSich kultur které jsou legislativou schvaleny.
Oba MO jsou homoferentativni, vznika tedy k. mlécna jakozto vysledny produkt [17].

‘ Obrazek 1 Jogurt ve sklenici

Tyto dvé kultury mezi sebou vykazuji silné symbiotické chovani, jelikoz laktobacily
stimuluje rust streptokoktl tim, Ze na pocatku fermentace zaCne Sté€pit kasein na volné
aminokyseliny a zaroveil lehce snizi pH. Toto okyseleni nadale indukuje tvorbu
exopolysacharidi a organickych fosfati. Naopak rostouci populace streptokoki produkuje
znacné mnozstvi oxidu uhlicitého, ktery stimuluje rust laktobacilt tim, ze rapidné snizi pH na
4 az 5 i v dasledku tvorby kyseliny pantothenové (vitamin B5). Tato symbidza je nazyvana
protokooperace, jelikoz tyto bakterie dokazi zit nezavisle na sobé€ a jejich preziti nezavisi jedna
na druhé. Jejich interakci vSak dochézi k vylepseni fermentac¢niho procesu napriklad i snizenim
inkubacni doby [18].
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Dle vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. lze u jogurtu zvysit obsah suiny pouze pridanim mlécné
bilkoviny, suSeného nebo zahusténého mléka, nebo odebranim syrovatky, zarovent musi byt
tepelné neosetfeny po kysacim procesu. také obsahuje celkové 107 Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus na 1 g vyrobku.

2.4 Charakterizace mikroorganismu podilejicich se na fermentaci jogurtu
2.5 Bakterie mlécného kvaSeni

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou skupinou bakterii, ktera je velmi spjata s zivotnim
stylem a lidskym zdravim. Tento termin zahrnuje mikroorganismy, které jsou schopny
zutilizovat cukry na kyselinu mlé¢nou. Nesporoluji, nevyzaduji aerobni podminky, dokazou je
vSak tolerovat. Strukturou jsou to koky nebo tycCinky [17].

2.5.1 Rod Lactobacillus

Jedna se o mikroaerofilni gram-pozitivni bakterie, bézn¢ se nachazejici v mnoha riznorodych
prostfedich, naptiklad ve vysoce nutricné bohaté potraving, jakou je mléko, v lidskych
sliznicich 1 v pade€. V tabulce ¢. 3 jsou uvedeni zastupci rodu laktobacillus, dle zpisebu
fermentace [17].

Tabulka 3 Rozdéleni rodu laktobacilus dle zpiisobu fermentace [17]

homofermentativni fakultativné obligatné
heterofermentativni heterofermentativni
L. acidophilus L. casei L. brevis
L. delbrueckii L. curvatus L. buchneri
L. helveticus L. plantarum L. fermentum
L. salivarius L. sakei L. reuteri
L. pontis

2.5.2 Rod Streptococcus

Zastupci rodu Streptococcus, jsou gram-pozitivni, kataldza-negativni, fakultativni anaerobni
bakterie kulovitého nebo vejcovitého tvaru. Taxonomicky patii do Celedi Streptococcaceae,
ktery patii do kmene Firmicutes. AvSak mnohem castéji jsou vnimany jakozto soucast bakterii
mlécného kvaseni.

Optimalni teplota pro rast streptokokt je okolo 37 °C. Streptococcus thermophilus avsak
dokaze rust i pfi teplotach od 10 °C do 45 °C. Maji vysoky narok na vyzivu, hlavné ve forme
volnych aminokyselin [17].
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2.6 Mlécéna fermentace

Vyroba fermentovanych potravin byla v minulosti zalozend pouze na spontanni fermentaci
puvodni (autochtonni) mikroflérou, ktera se jiz nachazela v suroviné. Tento postup byl
vylepsSen, nejprve pridavanim Casti, z jiz zfermentovaného produktu. Dochéazelo ovSem ke
opétovnym kontaminacim nachazejicich se jiz v ,.inokulu“. V soucasnosti se v pruimyslovém
méfitku vyroba neobejde bez specialnich pfedem ptipravenych mikrobialnich kultur. Diky nim
je mozné zamezit kontaminacim, ke kterym dochazi pfi zaockovani jiz zfermentovanou
surovinou, taktéz se tim zkracuje délka fermentace [19].

MIlécna fermentace je pro bakterie mlécného kvaseni (BMK) zasadni pro regeneraci NAD*.
BMK mohou patfit do dvou kategorii v zavislosti na tom, jak utilizuji hexo6zy pod
nelimitovanymi rastovymi podminkami. Pfi heterofermentativni, taktéz nazyvané jako
fosfoketolazové cesté je pii fermentaci tvorena kyselina mlécna, ethanol a oxid uhlicity jako
vysledné produkty v mnozstvi, které je umérné na poméru NADH/NAD*. Heterofermentativni
fermentace pak v priméru produkuje z 1 molu glukozy 0,5 mol kyseliny mlééné, mol 1 ATP a
1 mol CO; [17] [20] [21].

Homofermentativni mlécné kvaseni probiha na zékladé Embden-Meyerhof-Parnasova drahy
(tzv. glykolyzy). Kyselina mlé¢na je jedinym produktem. Na 1 ml glukozy pak vznikaji 2 moly
ATP. Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus thermophilus, které se podileji na vyrobé
jogurtu, fadi se oba mezi mikroorganismy vyuzivajici homofermentativni cestu. Obé drahy jsou
zjednodusSen¢ zobrazeny na obrazku ¢. 2 [17] [20].

Glukéza
Homofermentativni Heterofermentativni
Gluko6za-6-fosfat Glukoza-6-fosfat
Fruktdza-6-fosfat 6-fosfoghukonova kyselina
Fruktoza-1,6-difosfat Ribuloza-5-fosfat
Xylul6za-5-fosfat
Glyceraldehyd-3-fosfat —> Dihydroxyaceton-fosfat  Glyceraldehyd-3-fosfat Acetyl-fosfat
i\‘ voda ¢ ¢
2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
2 Kyselina M1é¢na Kyselina Mlé¢na Ethanol

Obrazek 2 zjednoduSené schéma homofermentativniho a heterofermentativniho mlécného
kvaseni [17]
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2.6.1 Jogurtova kultura a travici soustava

Lactobacily v gastrointestinalnim traktu se dé€li na dvé skupiny, a to na autochthonni (pfirozené
obyvajici) a allochthoni (pouze prochazejici). Autochthonni laktobacily jsou schopny okupovat
vyklenky v travici soustavé, diky adhezivnim faktorim, mezi které patii i kompabilita
s imunologickym systémem hosta. Allochthéni je tfeba rozlisit, jelikoz se také budou
vyskytovat ve stieve, ale pouze po dobu nékolika dni. Mezi prokazatelné autochthonni patii L.
gasseri a L. johnsonii [17].

Existuje spor o tom, zdali bakterie pouzivané pro zisk jogurtu jsou idealné stavéné na jejich
preziti v lidském stfevé. Potvrzenym zdravotnim benefitem je snizeni symptomd poruchy
traveni laktozy, ne vSak preziti téchto mikroorganismi (MO) a jejich rozmnozeni v lidském
stteve, zde dochazi v rozporu mezi jednotlivymi vyzkumy. Pozitivni efekt na traveni laktozy je
tedy potvrzen v zavislosti na schopnost MO produkovat enzym laktazu, ktery byl vytvotren pii
fermentaci [22] [23] [24].
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2.7 Faktory ovliviiujici vlastnosti jogurtu

Trojrozmérna gelovita struktura jogurtu je vysledkem agregace proteini pii pH =4,7
(isoelektricky bod kaseinti). Do této sité€ jsou zachyceny tukové, ale i syrovatkové globule.
Vysledna charakteristika jogurtového vyrobku, je vysledkem mnoha faktort [25].

2.7.1 Celkova suSina

Mnozstvi celkové susiny, je velmi dulezity parametr ovliviyjici vlastnosti mlécnych vyrobkd.
Pti tvorbé jogurtt ma velkou roli na predpokladané vysledné rheologické vlastnosti (gelovitost
struktury), 1 na senzorické vlastnosti, vysledného produktu. Pro vyrobu jogurtu se vyuziva
mléko, které se upravuje na celkovou suSinu 14-16 %, této hodnoty se ziskava pridavkem
napiiklad mlé¢né bilkoviny, suSeného, ¢i zahusténého mléka [26].

Pro prumysl je dnes vazkové stanoveni suSiny v mléce pfili§ pomalé, voli se tedy
refraktometricka detekce zalozena na méteni indexu lomu. U ni je ovSem problém, ze mléko
vykazuje jak absorpci, tak i rozptyl svétla, diky cehoz je pak obtizné stanovit kriticky thel pro
refraktometrii (Abbeho refraktometr). To uz ovSem dnes neni problém diky diferencia¢nim
refraktometrim, které dokazou méfit intenzitu pole. Mezi dalsi neinvazivni metody schopnych
rychle stanovovat suSinu v mléce patfi i elektricka odporova tomografie (EOT), ta m4 vyhodu
v tom, ze dokaze pracovat i s nehomogennim vzorkem, pfiCemz pfesné a okamzité stanovuje
mnozstvi susiny i tuku s 96% presnosti. EOT pracuje na zavadéni elektrického proudu do média
a referentniho vzorku, a méfeni jejich vodivosti [27] [28].

2.7.2 OsSetreni mléka tepelnym opracovanim

Teplotni oSetfeni mléka ma velky vliv na vyslednou texturu jogurtu, zdhfev mléka na teploty
vys§i jak 70 °C zpusobi denaturaci syrovatkovych proteint, které poté tvori komplexy
s kaseinovymi micelami diky hydrofobnim interakcim a také tvorbou disulfidickych vazeb s x-
caseinem. linterakce mezi B-laktoglobuliny a k-kaseiny zavisi na faktorech jakymi je teplota,
koncentrace proteint a pH [25] [29].

B-laktoglobulin je globularni protein o isoelektrickém bodu pii pH 5,3. Monomer tohoto
proteinu obsahuje dva disulfidické mustky a jeden volny cystein, ktery je pfi vysokych teplotach
vystaven moznym reakcim. o-laktoalbumin je mensi ma Ctyfi disulfidické mustky, ale
neobsahuje volny cystein, samotny ohfev tohoto proteinu nezpusobuje vznik agregatu, avSak
pfi kombinaci B-laktoglobulinem dochazi k tvorbé mixovaného polymeru z hydrofobnich
interakci mezi disulfidickymi vazbami. Volny cystein na B-laktoglobulinu pak dokaze takto
vznikly polymer inkorporovat do komplexu s kaseinem.

Pti tvorbe gelti zpusobenych tvorbou kyselin, pak denaturované syrovatkové proteiny vykazuji
v jogurtech silny elasticky charakter [29].
2.7.3 Homogenizace mléka

Homogenizace mléka je proces, ktery vyznamné ovliviiuje konzistenci a belost vysledného
jogurtu, redukuje mnozstvi odd€lené syrovatky a zabranuje separace tuku pii fermentaci a
skladovani [30].

2.7.4 Vliv tlaku na jogurt

Tlak je velmi vyznamny parametr, ktery ovliviluje agregaci a desagregaci proteind, tim ze
oslabuje elektrostatické a hydrofobni interakce. Prestoze technologie s vyuzitim vysokého tlaku
maji velké uplatnéni pii pasterizaci, jejich uplatnéni maze byt vyuzito na modifikaci struktury
biopolymert b&zné& nachazejicich se v potravinach. Cimz mohou vzniknout napiiklad produkty
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s vyS8i schopnosti vazani vody. V piipad¢€ pisobeni tlaku na zivy systém s vyuzitim subletalni
davky (5-50MPa), je mozno spustit specifické stresové odezvy, které umozni
mikroorganismim piezit i v t€chto podminkach. To ma zajimavé ti¢inky na fermentacni proces
a finalni produkt. V pfipadé fermentace jogurtu pii tlaku 10 Mpa, bylo pozorovano mensi
mnozstvi oddélené syrovatky a pevnéjsi textura [25].

2.7.5 Vliv teploty fermentace na jogurt

Rychlost fermentace a vysledné vlastnosti jogurtu jsou velmi ovliviiovany teplotou pii které je
fizen tento proces, pfiCemz nejvyssi vliv teploty lze pozorovat na vyslednou zdanlivou viskozitu
produktu. Nejvyssi zdanlivou viskozitu lze pozorovat pfi vysokém mnozstvi celkové suSiny
jogurtu, ktery byl fermentovan pfi nizsich teplotach, viz. obrazek €. 3. Vysoké inkubacni teploty
vedou k zna¢nym defektim na finalni produkt, jakym je napfiklad vysoké mnozstvi separované
syrovatky, slaby proteinovy gel. S tim je spojena mala viskozita a horsi senzorické vlastnosti.
Obrazek 3 poskytuje informace o soubézném vlivu dvou nejdulezitéjsich faktord na vyslednou
zdanlivou viskozitu jogurtu [25] [31].

Na druhou stranu lze oproti mensim teplotam znacné zkratit dobu fermentace s ¢imz je
vysoce spojena cena produkce [25].

Nizké teploty fermentace, maji za nasledek vznik vice viskozniho, jemného a slizovatého
gelu. Pokud je teplota redukovana z 43 — 45 °C na 32 — 39 °C, Ize pozorovat méné pori ve
strukture a s tim spojené mensi mnozstvi oddelené syrovatky [25] [32].

45
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Zdanliva viskozita [Pa-s]

Obrazek 3 zavislost zdanlivé viskozity na teploté fermentace a mnozstvi celkové susiny [31]

2.7.6 Vliv aditiv

Kromé zakladnich aditiv, jakymi jsou mlécna suSina a mlécna bilkovina se dnes testuji nové
moznosti fortifikace jogurtt. Napfiklad vlakninou, jelikoz ma vyznamné prebiotické tcinky.
Pti pridavku suplementu z ananasovych slupek bylo mozno zkratit délku fermentace a jogurtu
pH klesalo rychleji pti skladovani oproti kontrolnimu vzorku. Déle byl také pozorovan vyssi
narust pevnosti tohoto vzorku pii skladovani. [33] Pfi pfidavku rehydratovaného prasku
z mrkve v koncentracich (0 — 2 %), ktery je taktéz zdrojem vlakniny bylo kromé¢ stejnych vliva
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na rychlost fermentace a skladovani, pozorovan taktéz ubytek oddélené syrovatky. [33] Pri
pridavku suplementu z tritikdle (kfizenec zita a pSenice) bylo registrovano navySeni
antioxidacéni aktivity o 8 — 9 % [35].

Pii pridavku rozpustnych sacharidi z Lenu setého (Linum usitatissimum) se snizila
gumovitost a pevnost jogurtu, za to vSak byl snizen obsah vyloucené syrovatky a jogurt
vykazoval vyssi adhezi [36].

Jogurt pfipraveny za piidavku prasku ze zeleného Caje (v koncentraci 2 %) zvysil synerezi
zatimco prasek ze zelené kavy (o koncentraci 2 %) synerezi snizil [37].

2.7.7 Vliv skladovani — kratkodobé a dlouhodobé

Vliv skladovani na texturu jogurtu se lisi podle typu produktu (michany/nemichany) a kapacité
systému k pfiliSnému zakysani. Textura michaného jogurtu se skladovanim vyznamné zvysi
z divodu restrukturalizace proteinové sité. Pricemz viskozita mize stoupnout z 1,7 Pa's na
3,0 Pa's (76% narust). Elasticky charakter michaného jogurtu je vyssi, pokud je proces chlazeni
pomalejsi, tento jev vSak mize byt zptisoben nadmérnou fermentaci vyrobku pii okamzitém
nezastaveni procesu.

Pti dlouhodobém skladovani (mezi 5 a 21 dny) bylo rovnéz pozorovano zlepsSeni na texture.
Bylo zjisténo 33% zvySeni zdanlivé viskozity, a o 15 % zvySeni konzistence, pii senzorickém
hodnoceni. Tyto navyseni byly zdivodnény faktem sekundarni fermentace pii skladovani
spojenych se snizenim pH [26].

2.8 Neprimé stanoveni poctu bunék MO kultiva¢ni metodou

Kultivacni stanoveni pocCtu bunék se vyuziva pro kontrolu jakosti potravin v laboratofich
potravinafského pramyslu, pfi mikrobiologickych rozborech potravinarskych surovin i
hotovych vyrobkli. Nejcastej§im zplisobem pocitani bunék mikroorganisma pomoci kultivace
je pocitani vyrostlych viditelnych makroskopickych kolonii na agarovych plotnach. Metoda je
zalozena na predpokladu, ze z jedné zivotaschopné buriky vyroste jedna kolonie. Jednotlivé
kolonie jsou spocitany a piepocteny na 1 ml pivodniho vzorku

Na stanoveni poctu mikroorganismu (laktobacil) nepfimou kultivacni metodou je zapotiebi
selektivni zivné pudy — MRS Zivné médium. Principem analyzy je, ze se do Petriho misek
obsahujicich zivné médium, zaockuje inokulum izolované ze vzorku. Takto pfipravené Petriho
misky se nechaji kultivovat po urCity Cas a pii urCité konstantni teploté¢ v termostatu.
Zaockovani inokula do agarového média se pro stanoveni laktobacil déla prelitim potfebného
objemu inokula (nej¢astéji 1 ml) vytemperovanym agarem na cca 45 °C [38].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vybér mléka

Pro vyrobu jogurtu bylo vyuzito dvou druht mléka. Bio nepasterované mléko plemene Jersey
z mikro—farmy Bogarovo hospodarstvi s.r.o. a mléko trvanlivé Pragolaktos—3,5% plnotucné
zakoupené v maloobchodnim fetézci.

3.2 Vybér jogurtové kultury

Jakozto startovaci kultura byly zvoleny: Kultury pro pfipravu pravého bulharského jogurtu pro
domaci pouziti, saek pro 1 — 5 1 mléka s deseti opakovanimi z Genesis Lab. Sofia, vyrobeného
v Bulharsku.

Pro minimalizaci lag — faze byl z této kultury za aseptickych podminek pfipraven jogurt
(z UHT mléka), za stejnych podminek, které poté byly nasledné vyuzity pfi fermentaci
vysledného produktu. Takto pfipravené inokulum bylo ptipraveno den pfed vyrobou jogurtu
a uchovavano do zaockovani v lednici pti 5 °C.

3.3 Priprava jogurtu

Samotna pfiprava se odvijela od specifickych vlastnosti mléka. Po zaockovani mléka
s predpfipravenou kulturou byla smés ponechdna v termostatu bez michani pii 43 °C do
dosadhnuti pozadovaného pH = 4,5, pred kterou doslo k mirnému ochlazeni. Nasledné byl
produkt vytemperovan a uskladnén pii 5 °C v lednici.

Na obrazku €. 4, 1ze pozorovat, ze rychlost fermentace byla vy$si u vzorku nepasterovaného
mléka oprott UHT mléku (pfi dodrzeni stejnych podminek kultivace), jelikoz bylo dosazeno
o 35 minut dfive pH, pii kterém byl proces pfipravy zastaven. Tento fakt, byl nejspis zptisoben
poctem bakterii mlécného kvasent jiz pritomnych v mléce, ktery dal spole¢né se stejnou davkou
inokula vy§§imu poctu MO na ml.
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Obrazek 4 zavislost pH na case (pri 43 °C) pri pripravé jogurtu ze dvou typu mléka
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Pti vyrobé jogurtu pii riznych podminkach byly vyuzity a potvrzeny informace ziskané
pii zpracovani literarni reSerSe, napf. vliv celkové susiny [31] a teploty [25] na rychlost
fermentace a vysledny produkt.

Vyuzitim vySSich teplot v rozsahu optima uvedeného pro startovaci kulturu vykazovala
fermentace rychlejsiho pribéhu (viz obrazek €. 5) zaroven pfi vyssich teplotach byly ziskany
produkty vykazujici vyssi synerezi (vy$§i mnozstvi oddé€lené syrovatky), tento parametr, avSak
nebyl kvantifikovan.
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Obrazek 5 Zavislost doby fermentace pro dosahnuti pH = 4,5 na teploté procesu

Textura jogurtu byla analyzovana za pomoci hodnotitelti pfi senzorické analyze.
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3.4 Priprava vzorku pro méfreni s vyuzitim HPLC-RI

3.4.1 Carrezovo vycereni

0,5 ml vzorku mléka bylo smiseno s 0,5 ml (Milli-Q™) H,O ve zkumavce typu Eppendorf.
Po promichani bylo pfidano 25ul Carrezova roztoku I (trihydrat hexakyanozeleznatanu
draselného 15 g/100 ml), smés byla promichana a nasledné bylo pfidano 25ul Carrezova
roztoku II (heptahydrat siranu zine¢natého 30 g/100 ml). Nasledné byla smés protfepana
a vlozZena do centrifugy o 8000 otackach za minutu pii 8 °C po 20 minut.

V pfipadé stanoveni vzorku jogurtu bylo 25 g vzorku smiseno s 25 g (Milli-Q™) H,0,
ze kterého se napipetovalo 1 ml do zkumavky typu Eppendorf, nasledné se pokracovalo

dle predchoziho postupu.

3.4.2 Filtrace supernatantu a redéni

Ziskany supernatant byl zfiltrovan pfes 0,45pum stfikackovy nylonovy filtr. Pro samotné
stanoveni byl vzorek 10x natfedén, vysledné fedéni bylo 20x.

3.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s refraktometrickym detektorem

(HPLC-RI)

3.5.1 Chromatografické podminky

typ kolony

Rezex — Phenomenex (ROA — organic acid OOH-0138-KO)

matrice

velikost ¢astic

temperace kolony

pumpa — tlak

pumpa — objemovy prutok
mobilni faze

detekce

trvani meéfeni

objem vzorku

sulfonovany styren divinylbenzen
8 mm

60 °C

35 bar

0,600 ml-min!

5mM kyselina sirova
RefractoMax 520

DIONEX Ultimate 3000

22 minut

20 pl
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3.5.2 Kalibrace

Pro ptipravu kalibracnich roztoku kyseliny mlécné byla 80 % kyselina mlécna fedéna 10x
Milli-Q™) H,0. Takto nafedéna kyselina byla ponechana hydrolyze ve zkumavkach
s plastovym vodotésnym vikem pii 85 °C po dobu 16 hodin, k ziskani pouze monomera
k. mlécné. Pro standardizaci této kyseliny byla vyuzita potenciometricka titrace na hydroxid
sodny (TA10P" SI Analytics). Hustota byla zméfena pomoci pyknometru. Kalibragni kfivka

je uvedena na obrazku €. 6.
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Obrazek 6 kalibrace — kyselina mlécna

Pro pfipravu kalibra¢ni tfady laktozy, glukozy a galaktdézy byla navazka rozpusténa
v odmérné barice a pfepoctena na vyslednou koncentraci. Jejich kalibracni kfivky jsou uvedeny

na obrazcich 7-9.
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koncentrace [g:1"]

Obrazek 7 Kalibracni krivka — laktoza
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10

plocha [uRIU-min]

1 y =5,1177x - 0,0032
T R2 = 0,9992
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

koncentrace [g-1-]

Obrazek 8 Kalibracni krivka — galaktoza

10

plocha [uRIU-min]

T y =5,3214x - 0,0133
T R?=0,9989
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

koncentrace [g-17]

Obrazek 9 Kalibracni krivka — glukoza
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3.6 Stanoveni suSiny

Pro stanoveni susiny mléka bylo vyuzito vazkové stanoveni. Podstatou této metody je susSeni
vzorku do konstantni hmotnosti pfi 102 °C £ 2 °C.

Do pfedem 1h pii dané teploté vysusené a zvazené (s presnosti na 0,1 mg) vazenky
s vickem, se napipetovalo 3 ml vzorku a znova zvazilo. Bylo vyuzito predsouseni v susarné
pii 60 °C po dobu 30 minut. S naslednym suSenim po 2 hodiny pfi 102 °C. Po vychladnuti
v exikatoru se vazenky znova zvazily. SuSeni se opakovalo tak dlouho, az se ¢teni nelisilo o vice
nez 0,5 mg.

3.7 NeprFimé stanoveni mikroorganismiu

Pro kultivaci rodu Lactobacillus bylo vyuzito médium Lactobacillus MRS Broth v mnozstvi
55,15 g na 11 destilované vody. Pro kultivaci rodu Streptococcus bylo vyuzito médium M17
Agar base v mnozstvi 48,25 g na 950 ml destilované vody. Média a 10% roztok Laktézy byla
po vysterilizovani ochlazena na 45-50 °C. Poté se v poméru 1:19 piidal asepticky roztok
laktozy do M17 média. Slozeni obou médii je uvedeno v tabulce €. 4. Do Petriho misek se
vzorkem o daném fedéni se pielilo médium. Po ztuhnuti média byl vyuzit i druhy preliv
(stejnym meédiem) pro vytvoreni anaerobnich podminek jak pro Laktobacily, tak pro
Streptokoky. Kultivace probé&hla v termostatu o teploté 37 °C.

Tabulka 4 Vysledné sloZeni kultivacniho média

M17 Agar Base bez laktozy vysledna ~ Lactobacillus MRS Broth vysledna
koncentrace koncentrace
[g1] [g1]
enzymaticky hydrolyzat 5,00 proteosovy pepton 10,00
kaseinu
sojovy pepton 5,00 hovézi extrakt 10,00
hovézi extrakt 5,00 kvasni¢ny extrakt 5,00
kvasniény extrakt 2,50 dextrosa 20,00
kyselina askorbova 0,50 polysorbat 80 1,00
p—glycerofosforecnan 0,25 citran amonny 2,00
(disodny)
agar 19,00 octan sodny 5,00
siran horeénaty 0,10
+Laktéza (10% — 50 ml) 5,00 siran manganaty 0,05
hydrogenfosforecnan 2,00
(didraselny)
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3.8 Senzoricka analyza

3.8.1 Vzorky jogurtu pro senzorickou analyzu

Pii senzorické analyze byly podavany 4 vzorky jogurtd (tabulka ¢. 5). Dva vzorky byly
pfipraveny z nepasterovaného mléka (oznaceni Bog), pfiCemz smetanova verze obsahovala
extra odd€lenou smetanu z husté verze a byla jemné promichana. Zbylé dva jogurty byly
zakoupeny v obchodnim fetézci.

Tabulka 5 VyuZité vzorky jogurtu a jejich oznaceni

cely nazev vyrobku zkratka nazvu
Selsky jogurt bily, Hollandia Hollandia
Smetanovy jogurt bily, Kunin Kunin — Smetanovy

Jogurt z nepasterovaného mléka husty — domaci produkce ~ Bog — Husty

Jogurt z nepasterovaného mléka s pfidanou smetanou Bog— Smetanovy
michany — domaci produkce

3.8.2 Dotaznik senzorické analyzy

Senzorickou analyzu hodnotitelé provedli podle dotazniku uvedeném v piiloze.

3.8.3 Slozeni hodnotitelské komise

Senzorické analyzy se zacastnilo 25 hodnotiteld. Z toho 8 muzi a 17 zen. Témér vsichni
posuzovatelé byli studenti, nebo zaméstnanci fakulty chemické. 84 % tcastniki bylo ve véku
od 18-29 let.

= 18-29
= muz
= 40-49
Zena
50+
17
Obrazek 10 Pohlavi Obrazek 11 vékova kategorie

Co se kvalifikace ucastnikii pro hodnoceni tyCe. 9 studentt jiz bylo absolventem piredmétu
senzoricka analyza potravin, 11 hodnotiteld uvedlo jinou nebo zadnou kvalifikaci, 1ze je tedy
zatadit do skupiny spotiebitelt.

96 % hodnotiteld bylo nekufaky, coz je z hlediska kvality smysla pro senzorickou analyzu
dobfe.
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= kurak

= nekurak

Obriazek 12 Jste kurdkem? Obrézek 13 kvalifikace

Pro vyhodnoceni bylo vyuzito vsech 25 vyplnénych dotazniki.

u jiné
= analyza potravin

= doktorské+
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni parametru mléka

4.1.1 Celkova suSina v mléce

Pro méfeni byly vyuzity dva vzorky mléka od dvou riiznych krav z mikrofarmy a jeden vzorek
plnotu¢ného UHT mléka — Pragolaktos.

Celkova susina byla u vzorkl mléka z mikrofarmy v prameéru 14,8 % a u UHT mléka 12,7 %,
jak lze vidét na obrazku €. 14.

Vzorek 1 Vzorek2  mUHT - Pragolaktos

15,24
16,00 14,35

14,00 12,70
12,00

[%]
S
8

8,00

suSina

2,00
0,00

vzorky mléka

Obrazek 14 MnoZstvi susiny

Vsechna naméfena data jsou uvedena v ptiloze v tabulce €. 8.
4.1.2 Mikrobialni rozbor mléka

Tabulka 6 Kultivace streptokokii na M17 médiu

Streptococcus — edéni (1072) pocet kolonii CFU'ml’!
Bog-1 54 41 4,75-10°
Bog-2 46 38 4,20-10°

Tabulka 7 Kultivace laktobacilit na MRS médiu

Lactobacillus — ¥edéni (102 pocet kolonii CFU'ml’!
Bog-1 102 112 1,07-10*
Bog-2 123 158 1,41-10*

Celkovy prumérny obsah laktobacilli a streptokokti v 1 ml nepasterizovaného 1 den starého
mléka byl 1,69-10% Pii méteni UHT nebyl pozorovan vznik zadné kolonie, ani pfi fedéni 107\,
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4.2 Mikrobialni rozbor jogurtu

Pti stanoveni poctu laktobacilti (obrazek ¢. 16) a streptokoku (obrazek ¢. 15) bylo naméfeno
stabilné minimalné 103 zastupci u obou rodd na 1ml jogurtu. V piipadé jogurtu
z nepasterovaného mléka bylo mnozstvi laktobacila stejné jako u streptokoki. UHT jogurt
vykazoval vyssi pocty streptokoku nad laktobacily.

8,60
8,55
8,50
8,45
8,40
8,35
8,30
8,25

8,20
0 50 100 150 200

¢as [hod]

UHT

Bog

log [CFU-ml]

Obrazek 15 mnozstvi streptokokii v zavislosti na case

U obou grafi 1ze pozorovat, ze vyssich po¢ti MO dosahoval jogurt z nepasterovaného mléka,
to by vysvétlovalo o 2 % vyssi pocet suSiny, které oproti UHT mléku tento vzorek obsahoval.
MO mély k dispozici vice nutrient potfebnych pro rust.

8,60
8,55
8,50
8,45
8,40

UHT

8,35
Bog

8,30

log [CFU-ml]

8,25

8,20
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

¢as [hod]

Obrazek 16 mnozstvi laktobacilit v zavislosti na case

Je taktéz mozné, ze velkou roli sehrdl jiz pfitomny pocet zivych MO v mléce na vysledek
fermentace. Tuto hypotézu potvrzuje takeé fakt, ze k ukonceni fermentace snizenim teploty (pfi
pH 4.,5) bylo provadéno v primeéru o hodinu dfive nez u UHT jogurtu.
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Prestoze z dat byly patrné mirné tendence poukazujici na pokles zivych MO v zavislosti na
7dennim skladovani. Statisticky nedochazelo k zddnym vyznamnym zménam (obrazek ¢. 17).
U jogurtu tedy nedochazelo k zadnym ubytkim, co se ty¢e poctu MO schopnych vytvofit
kolonii na agarovém médiu.

9,50
9,00
8,50
a
—é 8,00
) u Bog - Streptococcus
=
O 750 = UHT - Streptococcus
g = Bog - Lactobacillus
7,00 = UHT - Lactobacillus
6,50
6,00
8 80 160

¢as [hod]

Obriazek 17 CEFU-ml! laktobacilii a streptokokii v zavislosti na ¢ase u dvou typu jogurtu

Pro porovnani je zde uveden taktéz sloupcovy graf (obrazek €. 18), kdy byly porovnavany pocty
jak laktobacill, tak streptokokt v zavislosti na 23dennim skladovani. Jejich kontrolni pokus
pfi 0,1Mpa dosahoval vyssiho poctu obou rodii MO a to v fadu 10°. Do sedmi dnéi skladovani
nepozorovali zmény, mezi 7 a 15 doslo k mirnému poklesu, mezi 15 a 23 dnem vSak doslo
k vyznamnému poklesu. [39]

95 |
9.0
85
8.0
9
2 70

6.5
60

[CFU-mI]
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1 7 7 15 23
Cas [den]

Obrazek 18 MnozZstvi S. thermophilus (zleva 0,1 MPa, 10 MPa, 20 MPa, 30MPa, 40MPa)
v zavislosti na skladovani (pri 8 °C)[39]
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4.3 Stanoveni laktozy, glukézy, galaktozy a kyseliny mlééné — HPLC

4.3.1 Stanoveni laktozy

Pti stanoveni laktozy byla u realnych vzorkl pozorovana eluce latky o reten¢nim case blizkém
laktézy. Byla schopna absorbovat UV zareni, latku se nepodafilo identifikovat. V rozhrani
programu Chromeleon 7 pak byly piky laktézy manualn€ integrovany. PIné neseparovany pik
nezname latky od laktozy lze pozorovat na obrazku 45.

Na obrazku &. 19 je uveden pokles laktozy v zavislosti na ¢ase. Cas 0 reprezentuje mnozstvi
laktozy v mléce, koncentrace laktozy v UHT mléce byla naméiena na (49,6 + 0,8) g-1"!, vyrobce
na obalu uvadi koncentraci sacharidii 47 g-1"'. Tento rozdil mtize byt dan chybou pii integraci
pikd, anebo nepfesnym fedénim pii méfeni.

V grafu lze dale pozorovat vyssi pokles laktoézy u vzorku farmarského mléka, tento pokles
muize byt zpusoben piitomnosti i dalSich MO, nez ze kterych se skladala startovaci kultura
(predpokladany vyskyt: napt. Lactobacillus acidophilus). Dale 1ze pozorovat rychlejsi prubéh
fermentace u jednoho vzorku farmarského mléka oproti druhému, tento rozdil byl z divodu
odlisné kompozice mléka u riznych jedinct stada.

®mBog1 mBog2 mUHT

60,00
50.551.2 49 6

50,00
— 397
= 40,00 364
) 32,8 . 336
= 302 28.0 g
g 30,00 ’ 25,1252
e
< 20,00
=

10,00

0,00

0 7 93 336

¢as [hod]

Obrazek 19 Koncentrace laktozy pred pripravou a po pripravé a v zavislosti na skladovani
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4.3.2 Stanoveni galaktézy a glukézy

Stanoveni galaktozy a glukozy bylo dilezitym parametrem pro studium piipravy jogurtu.
Vzorky mléka neobsahovaly galaktézu ani glukézu, coz svéd¢i o minimalni aktivité laktazy
i ve vzorku nepasterizovaného mléka. Ve vzorcich jogurti byla galaktoza (obrazek ¢. 20)
pozorovana v koncentracich daleko ptfevysujici koncentraci glukozy (obrazek €. 21). To svédci

o preferenci glukozy jakozto substratu.

EBog 1 ®mBog2 mUHT

12,00 10,90 11,01
9,86
9,51 ’
10,00 8,94 8,91 9,16
‘? 8,33
=~ 8,00
= 6,32
g
S 6,00
=
= 400
Qo
2,00
0,00
7 93 336
¢as [hod]

Obrazek 20 Koncentrace galaktozy po pripravé jogurtu v zavislosti na skladovani

Koncentrace glukozy kolisala pii skladovani. Hlavni zaznamenana odchylka byla ve ¢trnacty

den skladovani u UHT jogurtu, kdy bylo dosazeno hodnoty 0,66 + 0,04 g-1!.

EBog 1 ®mBog2 mUHT

0,70 0,66
0,60
5 0,50 g 08
200,40 i 035
S 0,31 0,31
E 0,30 025 0,27
= 0,21
O 0,20
0,10 I
0,00
7 93 336

¢as [hod]

Obrazek 21 Koncentrace glukozy po pripravé jogurtu v zdvislosti na skladovani
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4.3.3 Stanoveni kyseliny mlécné

Obsah kyseliny mlécné (obrazek ¢. 22), od ukonceni piipravy jogurtu po ¢trnacty den
skladovani, v priméru stoupl 0 2,29 g1"! u vzorku farmatského mléka. V piipadé UHT mléka
02,27 g1I'". Pii skladovani tedy doslo k sekundarni fermentaci a dalsi acidifikaci. Hodnota pH
pak byla ve vzorku z UHT mléka 4,20 a u farmatského mléka 4,03 v priméru.

mBogl ®mBog2 mUHT

10,00 941 %71

12,00 11,15 11,16
4
8,90 884 8,76 o3
I I : I I I I
7 93 336
¢as [hod]

Obrazek 22 Koncentrace kyseliny mlécné po pripraveé jogurtu v zavislosti na skladovdni

Kyselina mlé¢na [g-1-1]
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4.4 Senzoricka analyza

4.4.1 Vyhodnoceni dotazniku

Z celkovych 25 hodnotitelti 23 uvedlo, ze jogurt maji radi (obrazek ¢. 23). 12 a¢astnikti uvedlo,
ze jogurt konzumuji minimalné kazdy tieti den (obrazek €. 24). Jogurt je tedy velmi vyznamnou
potravinou podilejici se na sloZeni stravy vzorku hodnotitelt.

= 3) alespon co treti den

= a) jogurt mam rad/a; = b) tydné

= b) jogurt toleruji = ¢) mésicné

= ¢) jogurt nemam rad, d) nekonzumuji

= ) pllrocné

Obrazek 23 Jaky je Vds vztah k jogurtium? ~ Obrazek 24 Jak casto konzumujete jogurt?

Mezi nejvyznamnéj§i kritérium pii vyberu jogurtu patfil obsah tuku a znacka. (obrazek ¢. 25)
V mensi mife §lo hodnotitelim o cenu vyrobku. V dalSich kritériich hodnotitel¢ uvadéli, ze pro
n¢ dle jejich osobnich preferenci hraje roli, jak pfichut, tak i naopak nepfitomnost aditiv,
celkovy obsah sacharidi, pavod jogurtu (napiiklad pouze domaci).

Naprosta vétSina hodnotitelt (68 %) upfednostiiuje jogurty s vys$§im obsahem tuku, oproti t€ém
s niz§im podilem, divodem muze byt jak chutnost krémovéjsiho vyrobku, tak i soucasné

dietarni znalosti Sirsi vefejnosti o skutecném vlivu saturovanych tuki na lidské zdravi (obrazek
¢. 26).

= 3) obsah tuku = 3) ano

= b) cena u b) ne

= ¢) znacka '
® ) nezaleii mina

d) dalsi faktory tomto parametru

Obrazek 25 Vyznamnda kritéria Obrazek 26 Uprednostiujete vy3si podil
tuku?

32



48 % hodnotitel upfednostiiuje gelovou strukturu vyrobku (obrazek ¢. 27) a zaroven 56 %
hodnotiteld nevyhledava kyselejsi chut’. (obrazek ¢. 28)

") ano = 3) ano

= b) ne = b) ne

= ) nezaleii mina

u ) nezaleii mina
tomto parametru

tomto parametru

Obrazek 27 Uprednostiiujete gelovéjsi Obrazek 28 Uprednostiujete kyselejsi chut?
strukturu?

52 % hodnotitelti uvedlo, ze jim nevadi, pokud se z jogurtu oddéluje syrovatka (obrazek ¢. 29).
Co se zdravotniho aspektu tyce, vSichni hodnotitelé¢ uvedli, ze by si byli ochotni pfiplatit
za vyrobek, u kterého by ocekavali zdravotni ptinos (obrazek ¢. 30)

= 3) ano = 3) ano

= b) ne
= b) ne
= ) spise ano
u ) nezdlezi mina

tomto parametru

= d) spise ne

Obrazek 29 Vadi Vam, pokud se z jogurtu Obrazek 30 Koupili byste si jogurt za vyssi
oddéluje syrovdtka? cenu, nez je bézné, pokud byste vérili, Ze by mél
mit pro Vas zdravotni prinos?

= a) prlhledny
(sklo)

= b) neprihledny
(plast)

= ¢) nezdlezi mina
tomto parametru

= a) ano
= b) ne

= ¢) nezaleii mina
tomto parametru

Obrazek 31 Jaky preferujete obal Obrazek 32 Vadi Vam prisady v bilém jogurtu
Jjogurtového vyrobku? Jjako napriklad susené mléko/mlécna bilkovina

Hodnotitelé taktéz uvadi, ze v 56 % jim nezalezi na typu obalu vyrobku. Pokud si vSak vybrali,
preferovali prihledné (sklenéné) obaly (obrazek ¢. 31). Majorité (44 %) hodnotiteld, nevadi
ptisady v bilém jogurtu (obrazek ¢. 32).
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4.4.2 Vyhodnoceni parovych porovnavacich testu

Pro 25 hodnotitelt je pii 95 % pravdépodobnosti potieba 18 stejnych odpovédi, aby mohl byt
vyvozen zaver, ze existuje vnimatelny rozdil na zakladé jednostranného parového testu.

Pfi porovnani Hollandie a Bog — husty (obrazek ¢. 33), doslo u tii kritérii k statisticky
vyznamné shodé, tedy textura, krémovitost, 1 celkova chut byla zhodnocena jako vyssi u
Hollandie, pfi porovnavani kyselosti neni prokdzan statisticky vyznamny rozdil. Vzhledem
vysoké porovnatelnosti téchto dvou vyrobki, je bezpecné tvrdit, ze Hollandie je lepsi produkt.

Bog - husty = Hollandia

25

22
20

o=
= 20 13
N
=
(=}
£ 15 14
S 11
S 10
£
= 5 3
-w

0

Textura Kyselost Krémovitost ~ Celkovy Flavour

Porovnavané parametry

Obrazek 33 pdrovy porovndavaci test Bog — husty a Hollandia

Bog — husty, byl pfi porovnani se smetanovym Kuninem (obrazek ¢. 34) prokazateln¢ kyselejsi,
zarovedl s horsi texturou. Rozdil v krémovitosti byl pro a=0,05, neprokazan.

Bog - husty ™ Kunin smetanovy

25
22

= 20
%]
E - 17
2 15
S 15
(=}
< 10
< 10
= 7 °
g
= 5 3
-

. L]

Textura Kyselost Krémovitost Celkovy Flavour

Porovnavané parametry

Obrazek 34 pdarovy porovndvaci test Bog — husty a Kunin — smetanovy
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Ovsem pifi porovnani Bog— smetanovy a Kunin — smetanovy (obrazek ¢. 35), doslo ke
statisticky vyznamné shod¢ ve vSech kritériich. LepS§i vyrobek je tedy Kunin — smetanovy.

Zajimavé je, ze Bog — smetanovy dosahl v porovnani se standardem (Kunin-smetanovy) mensi
krémovitosti, nez Bog — husty. Vzhledem k povaze vyrobku Bog — smetanovy, ktery byl velmi
fidky, 1ze predpokladat, ze u né hodnotitelé predpokladali mensi tucnost, kterou poté i
zaznamenali.

® Bog - smetanovy  ® Kunin - smetanovy

25
22
20
= 19 19
T 20
B
(=]
5 15
(=]
=
S 10
£
& 5 6 6
E 5 l : I I
. ]

Textura Kyselost Krémovitost ~ Celkovy Flavour

Porovnavané parametry

Obrazek 35 parovy porovndvaci test Bog — smetanovy a Kunin — smetanovy

Pti srovnani Bog — smetanovy a Hollandie (obrazek €. 36), 1ze jednoznaéné urcit, ze Hollandie
ma lepsi texturu. Pfi porovnani Bog—jogurti s Hollandii, vychazi 1épe s celkovou chuti
Bog — smetanovy oproti husté verzi (o 3 preference), coz je prekvapivé, jelikoz pii poradovém
testu dopadl na poslednim misté.

u Bog - smetanovy Hollandia

25
22

= 20
[
~
= 16 16 17
(=}
5 15
(=}
=
%]
: 10 9 9 8
o
S
= 5 3
A~

,

Textura Kyselost Krémovitost ~ Celkovy Flavour

Porovnavané parametry

Obrazek 36 parovy porovndvaci test Bog-smetanovy a Hollandia
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4.4.3 Poradovy test

Pfi vyhodnoceni poradovych testi podle Kramera je pii poctu 25 hodnotiteld
a pravdépodobnosti 95 % kriticky interval 53 —72. Parametr, ktery dosahl hodnoty souctu
pofadi pod 53, 1ze oznacit jako vyznamné horsi, zatimco parametr o celkovém souctu poradi
vyssi jak 72, 1ze povazovat za vyznamne¢ lepsi.

Hollandia = Bog - smetanovy ™ Kunin - smetanovy Bog - husty

100
90

80 73
70
60
50
40
30
20
10
0

53

Soudet poradi

Vzorky jogurtu
Obrazek 37 poradovy test pro parametr: textura

Pfi prvnim porovnavaném parametru — textufe (obrazek ¢. 37), lze bezpecné fict, ze
komercné vyrabéné jogurty dosahly vynikajicich vysledkl a jejich textura byla v porovnani
s testovanymi jogurty vyznamneé lepS§i. Struktura Bog — smetanovy vysla dle predpokladu jako
nejhorsi z davodu jeho neviskozni tekutosti, zptisobené mnoha faktory, vCetné piiliSného
rozmichani vyrobku pted servirovanim.

Hollandia ®™ Bog - smetanovy ® Kunin - smetanovy Bog - husty

100
90
80 74
70 68
60
50
40
30
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10

0

Soudet poiadi

Vzorky jogurtu

Obrazek 38 poradovy test pro parametr: kyselost
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Pii sledovani parametru kyselosti (obrazek ¢. 38), vySel jakozto se statisticky nejnizsi
kyselosti jogurt Kunin — Smetanovy, tento vyrobek taktéz dosahl nejvyssiho souctu poradi u
stanoveni celkového chuti. Nekyselost byla pro konzumenty velmi vyznamnym parametrem,
pozitivné ovliviiujici jejich naklonost k tomuto vyrobku.

Hollandia = Bog - smetanovy ™ Kunin - smetanovy Bog - husty
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Obrazek 39 poradovy test pro parametr: krémovitost

Pfi senzorickém stanoveni krémovitosti (obrazek ¢. 39)je zajimavé, ze hodnotitelé hodnotili
Bog — Smetanovy jako mén¢ krémovity oproti husté verzi, prestoze oddélena smetana z mléka
pro vyrobu husté verze, byla vyuzita pro smetanovou verzi, a tedy obsahovala vyssi % tuku.
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Vzorky jogurtu
Obrazek 40 poradovy test pro parametr: celkova chut/flavour

Pfi stanoveni celkové chuti (obrazek ¢. 40) byly komeréné vyrobené jogurty vyhodnoceny
jako nejlepsi, Bog— smetanovy skoncil na poslednim misté se statisticky prokazatelnou
pravdépodobnosti.
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Hollandia = Bog - smetanovy ™ Kunin - smetanovy Bog - husty
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Obrazek 41 poradovy test pro parametr: vizudlni hodnoceni

Pti sledovani vzhledu jogurtového vyrobku (obrazek ¢. 41) dopadly komercni jogurty opét
jako vyznamné lepSi. V pripadé pfipravenych jogurti lze predpokladat znaéné mnozstvi
oddélené syrovatky u Bog — Husty, jako hlavni parametr nizkého hodnoceni. Jesté hife vSak
hodnotitelé brali vyrobek, ktery byl sice homogenni, za to ale plné¢ tekuty, jak tomu bylo
v piipadé Bog — Smetanovy.
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5 ZAVER:

Cilem této diplomové prace byla pfiprava jogurtu a studium procesu jeho pfipravy, ale i zmén
pfi skladovani. Mezi sledované parametry patfil obsah laktozy, glukozy, galaktozy a kyseliny
mlécné pomoci HPLC. Dale byl sledovan pocet bakterii mlécného kvaSeni. Na zaveér byl pak
experimentalné pfipraveny jogurt porovnavan senzorickou analyzou s komerc¢né dostupnymi
produkty.

Pro piipravu jogurtu byl vyuzit postup, pfi kterém byla fermentace (pii 43 °C) zastavena pii
pH = 4,5 zchlazenim na 5 °C, pfi¢emz cas fermentace byl individuélni pro kazdy vzorek mléka.

Obsah laktézy ve vzorku UHT mléka byl v priméru 49,6 + 0,8 g-1'!, po fermentaci jogurt
obsahoval 39,7 + 0,7 g-1"\. V piipadé farmaiského mléka (2 vzorky ze dvou krav) byl primérny
obsah laktozy ve mléce 50,9+0,9 g-l'l, po fermentaci se obsah laktozy snizil
na 31,5 £ 1,51 gI'!. Po étrnacti dnech byl obsah laktézy 33,6 + 0,65 g:1"' u UHT mléka, pficemz
pH kleslo sekundarni fermentaci na 4,20. V ptipadé farmarského jogurtu doslo k poklesu na
25,1+1,2 g-l'1 apH =4,04.

Skladovani mélo tedy vétsi efekt na jogurt z nepasterizovaného mléka, to mohlo byt
zpusobeno vysSi suSinou farmaiského mléka 14,79+0,48 % oproti UHT mléku
12,70 = 0,02 %, dale také mohla mit vliv pfitomnost mikroflory, jelikoz soucet laktobacilt a
streptokokti ve vzorku nepasterizovaného farmaiského mléka byl 1,69-10* CFU'ml™!, ve vzorku
UHT mléka nebyla pozorovana zadna kontaminace.

Pfi stanovovani glukézy a galaktdzy, bylo pozorovano, ze zatimco mnozstvi galaktozy
narustalo, hladina glukézy byla konstantné nizka. Bylo tedy potvrzeno, ze glukdza je
preferovanym substratem pro utilizaci.

Pti senzorické analyze dosahly komercni jogurty u vétSiny parametru statisticky vyznamneé
lepSich vysledkd. Prvni misto na Zzebficku v parametru celkové chuti obsadil jogurt
Kunin — smetanovy. Pfestoze michana verze Bog — jogurtu obsahovala vice smetany nez husta
verze, skonc¢ila na posledni pfic¢ce. Hlavnim divodem byla naprosta tekutost, bez zadné textury.
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7 SEZNAM ZKRATEK

BMK
HPLC

MO
LC
MS
RI
EOT

bakterie mlé¢éného kvaseni

vysokoucinna kapalinova chromatografie
(Highperformance liquid chromatography)

mikroorganismus

kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometrie
refractive index (index lomu)

elektricka odporova tomografie
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8 PRILOHY

Obrazek 42 Dotaznik pro senzorické hodnoceni a nachystané vzorky

Obrazek 43 Samotné provedeni senzorické analyzy na FCH
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Dotaznik pro senzorické hodnoceni mléénych vyrobku

Py - ° ré
%ﬁm = jogurtového typu

S

VazZeni hodnotitelé,

Vitdm Vas u senzorického hodnoceni jogurtovych vyrobkl komercni, ale i domaci produkce. V prvni
fazi dotazniku Vam budou kladeny obecné otazky tykajici se vaseho vztahu ke konzumaci jogurtu. Ve
druhé dojde na samotnou senzorickou analyzu.

Velmi si cenim Vasi spoluprace, nechte si chutnat.

Informace o hodnotiteli. (jméno a prijmeni neni povinné doplnovat)

hodnotitel
pohlavi muz / Zena
vék 18-29 30-39 40-49 50+
jste kurak? ano/ne
kvalifikace jiné / absolvent pfedmétu senzoricka analyza potravin/ doktorské studium+
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1) Dotaznik na preference hodnotitele

1.

10.

Jaky je Vas vztah k jogurtim?

a) jogurt mam rad/a;

b) jogurt toleruji

¢) jogurt nemam rad/a.

Jak casto konzumujete jogurt.

a) minimalné jednou za tfi dny

b) tydné

c) meésicné

d) nekonzumuji

e) jiné:

Ktera kritéria jsou pro Vas dulezita pri vybéru jogurtu? (Ize zaskrtnout vice)
a) obsah tuku

b) cena

c¢) znacka

d) dalsi faktory — doplite prosim

Uprednostinujete jogurty s vyssim podilem tuku oproti tém s niz§im podilem?
a) ano

b) ne

¢) nezalezi mi na tomto parametru

Preferujete jogurty o gelovéjsi strukture oproti jogurtim s nizsi soudrznosti?
a) ano

b) ne

¢) nezalezi mi na tomto parametru

Mate radsi jogurty o kyselejsi chuti?

a) ano

b) ne

¢) nezalezi mi na tomto parametru

Vadi Vam, pokud se z jogurtu oddéluje syrovatka?

a) ano

b) ne

¢) nezalezi mi na tomto parametru

Koupili byste si jogurt za vyssi cenu, nez je bézné, pokud byste vérili, Ze by mél
mit pro Vas zdravotni prinos?

a) ano;

b) ne;

c) spiSe ano;

d) spiSe ne.

Jaky preferujete obal jogurtového vyrobku?

a) pruhledny (sklo)

b) nepruhledny (plast)

c) nezalezi mi na tomto parametru

Vadi Vam prisady v bilém jogurtu jako napriklad suSené mléko/mlécna bilkovina
a) ano

b) ne

¢) nezalezi mi na tomto parametru
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2) Senzoricka analyza — parové zkousky

Dle nasledujiciho schématu ochutnejte par vyrobkd, a porovnejte je dle daného kritéria parovou

porovnavaci zkouskou. Zaskrtnéte kolonku vyrobku, ktery vykazuje vice danou vlastnost.

Pfi tomto typu hodnoceni muzete libovolné ochutnavat z dvojice podanych vyrobku. (Pro neutralizaci

chuti je podavana voda)

1) Srovnani A2 s B2

A2 B2
Textura Ktery jogurt ma vyssi viskozitu?
A2 B2
Kyselost Ktery jogurt je kyselejsi?
A2 B2
Krémovitost Ktery vyrobek ma tuénéjsi/plnéjsi chut’
A2 B2
Celkovy Flavour Ktery vyrobek Vam vice chutna?
2) Srovnani C2 s D2
C2 D2
Textura Ktery jogurt ma vyssi viskozitu?
C2 D2
Kyselost Ktery jogurt je kyselejsi?
C2 D2
Krémovitost Ktery vyrobek ma tuénéjsi/plnéjsi chut’
C2 D2
Celkovy Flavour Ktery vyrobek Vam vice chutna?
3) Srovnani E2 s F2
E2 F2
Textura Ktery jogurt ma vyssi viskozitu?
E2 F2
Kyselost Ktery jogurt je kyselejsi?
E2 F2
Krémovitost Ktery vyrobek ma tuénéjsi/plnéjsi chut’
E2 F2
Celkovy Flavour Ktery vyrobek Vam vice chutna?
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4) Srovnani G2 s H2

G2 H2
Textura Ktery jogurt ma vyssi viskozitu?
G2 H2
Kyselost Ktery jogurt je kyselejsi?
G2 H2
Krémovitost Ktery vyrobek ma tuénéjsi/plnéjsi chut’
G2 H2
Celkovy Flavour Ktery vyrobek Vam vice chutna?
3) Senzoricka analyza — poradové testy
V zavislosti na Vasi osobni preferenci sefad’te jogurty (A4 B4 C4 D4) podle daného kritéria
1) Textura
| nejhordi | | | nejlepsi |
2) Kyselost
| nejhordi | | | nejlepsi |
3) Krémovitost
| nejhordi | | | nejlepsi |
4) Celkovy flavour / chut’
| nejhordi | | | nejlepsi |
4) Senzoricka analyza — zrak
V zavislosti na Vasi osobni preferenci na vzhled jogurtu sefad’te nasledujici vzorky od nejméné
prijatelného po nejlepsi — A4 B4 C4 D4
| nejhori | | | nejlepsi |
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Tabulka 8 Namérené hodnoty pro stanoveni susiny

¢. méfeni | m viZenka | m vdZenka+ | m vazenka + | suSina (%)
[g] mléko [g] suSina [g]

1 23,6095 26,7197 24,0831 15,2273

Vzorek 1 2 23,6555 26,7354 24,1251 15,2472
3 24,0294 27,1255 24,5010 15,2321

4 23,7812 26,8657 24,2238 14,3492

Vzorek 2 5 22,9542 26,0537 23,3988 14,3442
6 23,2279 26,2819 23,6665 14,3615

7 23,2319 26,3327 23,6248 12,6709

UHT - Pragolactos 8 24,7379 27,8262 25,1302 12,7028
9 24,1526 27,2099 24,5413 12,7138

Tabulka 9 Namérend data pro stanoveni poctu MO - Bog jogurt

BOG Streptokokus — fedéni (10"7) Lactobacillus — Fedéni (107)
cas 1 2 CFUml! | log(CFU-ml?) 1 2 CFU'ml! | log(CFU-ml?)
[hod]
8 27 32 2,95-108 8,47 26 34 3,00-108 8,48
80 26 30 2,80-10% 8,45 31 25 2,80-10% 8,45
160 25 32 2,85-108 8,45 27 32 2,95-108 8,47

Tabulka 10 Namérend data pro stanoveni poctu MO - UHT jogurt

UHT Streptokokus — fedéni (10"7) Lactobacillus — Fedéni (107)
éas 1 2 CFU'ml! | log(CFUml") | 1 2 CFU'ml!' | log(CFU-ml")
[hod]
8 24 28 2,60-10% 8,41 19 23 2,10-10% 8,32
80 29 20 2,45-108 8,39 18 20 1,90-108 8,28
160 24 26 2,50-10% 8,40 16 21 1,85-10% 8,27
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Obrazek 44 Mnozstvi L. Bulgaricus (0,1 MPa, 10 MPa, 20 MPa, 30MPa, 40MPa) v
zavislosti na skladovani (pri 8 °C)

Tabulka 11 Vysledky HPLC — Laktoza

Laktoza [g17']
¢as [hod]
Bog vzorek ¢. 1 Bog vzorek €. 2 UHT
0 50,50 51,24 49,64
7 30,18 32,79 39,67
93 28,00 31,76 36,41
336 25,07 25,18 33,60

Tabulka 12 Vysledky HPLC — Galaktoza

Galaktoza [g17']

¢as [hod]
Bog vzorek ¢. 1 Bog vzorek €. 2 UHT
7 8,94 8,91 6,32
93 9,16 9,51 8,33

336 10,90 11,01 9,86




Tabulka 13 Vysledky HPLC — Glukoza

Glukoza [g1]
¢as [hod]
Bog vzorek ¢. 1 Bog vzorek €. 2 UHT
7 0,40 0,43 0,25
93 0,21 0,31 0,27
336 0,31 0,39 0,66
Tabulka 14 Vysledky HPLC — Kyselina mlécnd
Kyselina mlégna [g17']
¢as [hod]
Bog vzorek ¢. 1 Bog vzorek €. 2 UHT
7 8,90 8,84 7,07
93 9,41 9,71 8,76
336 11,15 11,16 9,34
[manually integrated] RI_1

Obrazek 45 Chromatogram — vzorek jogurtu Bog — 336 hodin od pripravy
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VRID

Laktoza

2
ma

Kyselina mlééna — 10 g-1'!

Galaktoza — 3 g-1'!

Glukéza —3 g:I'!

=\

220

Obrazek 46 Souhrnny chromatogram obsahujici kalibracni piky ctyr hlavnich pozorovanych
komponent v maximalnich méfenych koncentracich
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