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Vyuziti NMR k analyze jogurti z kravského
a koziho mléka

Souhrn

Mléko a mlécné vyrobky patii mezi komodity, u kterych produkce i spotieba stale roste.
Vyrazna obliba vzrostla u fermentovanych mléénych vyrobkl, které tvoii velice vyznamnou
a Sirokou Skalu vyrobku, do kterych spadaji produkty lisici se typem pouzitych mikroorganismu
nebo napfiklad rozdilnymi postupy fermentace. Konzumace téchto vyrobkl zajistuje pozitivni
vliv na lidské zdravi, obsahuje vysoké mnozstvi plnohodnotnych bilkovin zahrnujici veskeré
esencialni aminokyseliny, vysoky obsah vapniku a jinych mineralnich latek, dale vitaming,
predevsim skupiny B. Za pomoci bakterialniho rozkladu lakt6ézy vznikd mlécna kyselina, ktera
pusobi konzervacné a v gastrointestinalnim traktu pozitivné ovliviiuje stfevni mikrobiotu.

Teoreticka Cast diplomové prace se zabyvala charakteristikou slozeni mlék, popisem
procesu kysani mléka, popisem fermentovanych mlécnych vyrobkl, fyzikalné chemickych
vlastnosti, technologie vyroby jogurti a jejich probiotickych ucinkii a obecného vyuziti
ve vyzivé. V neposledni fadé byla popsana nuklearni magnetickd rezonance (NMR), jeji
princip, vyuziti v mlékarském sektoru a charakterizovany byly také vyhody a nevyhody, které
se s toutou metodou poji.

Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo ovéfeni, ze 'H NMR je vhodnou
analytickou metodou k identifikaci nizkomolekularnich latek kravskych a kozich jogurtd.
Analyza hlavnich komponent (PCA) a ortogonalni diskriminacni analyza nejmensich Ctverct
(OPLS-DA) mély za cil nalézt biomarkery zodpovédné za klasifikaci téchto dvou skupin
jogurtt. Na zakladé ziskanych spekter z analyzy NMR a dat z odborné literatury bylo
identifikovano dohromady 61 latek v kozich jogurtech a 55 latek v jogurtech kravskych.
Charakteristickym biomarkerem kravskych jogurti vySel orotat v oblasti spektra 6,18 ppm.
Dal§i vyznamnou latkou diskriminujici kravsky jogurt byl zifejmé& aminocukr s acetylovou
skupinou v oblasti spektra 2,06 ppm. V oblastech spektra kozich jogurti 4,34 ppm; 5,58 ppm;
598 ppm; 7,90 ppm a 7,94 ppm byly identifikovany charakteristické UDP-cukry
(UDP-glukéza, UDP-galaktéza, UDP-glukuronat a UDP-N-acetylglukosamin), které
vykazovaly velmi vysoké VIP skore a byly tak schopny uspésné odlisit skupiny kravskych
a kozich jogurt. V oblastech 5,94 ppm a 8,26 ppm v kozich jogurtech a 5,34 ppm v kravskych
jogurtech se nachazely latky, které patfily mezi deset signifikantnich bint, avSak tyto latky

nebyly prostfednictvim software identifikovany.



"H NMR analyza se potvrdila jako vhodna metoda pii identifikaci nizkomolekularnich
latek, je ovSem potieba, aby tato tematika byla predmétem dalSiho zkouméani. Vysledna data

1ze pouzit jako podkladovy material pro dalsi studie, nejlépe cilenych analyz.

Klicova slova: NMR, viskozita, jogurt, kozi mléko, kravské mléko



Use of NMR for the analysis of yoghurts from cow’s
and goat’s milk

Summary

Milk and dairy products are among the commodities where production and consumption
are still growing. A significant increase in popularity has been seen in fermented dairy products,
which account for a very wide range of products of different beneficial bacteria used or different
fermentation processes. Consumption of these products ensures a positive effect on human
health, containing high levels of complete protein, including all essential amino acids, high
levels of calcium and other minerals and vitamins, especially B vitamins. The bacterial
degradation of lactose produces lactic acid, which has a positive effect on the microbiota in the
gastrointestinal tract.

The theoretical part of the thesis dealt with the characteristics of milk composition,
description of the process of milk fermentation, description of fermented dairy products,
physical and chemical properties, technology of yoghurt production, their probiotic effects and
general use in nutrition. Last but not least, nuclear magnetic resonance (NMR), its principle, its
use in the dairy sector and the advantages and disadvantages associated with this method were
described.

The aim of the experimental part of the thesis was to verify that 'H NMR is a proper
analytical method for the identification of low molecular weight substances in cow and goat
yoghurt. Principal component analysis (PCA) and orthogonal least square discriminant analysis
(OPLS-DA) aimed to find biomarkers responsible for the classification of these two groups
of yoghurts. Based on the spectra obtained from NMR analysis and data from the literature,
a total of 61 compounds in goat yoghurts and 55 compounds in cow yoghurts were identified.
The characteristic biomarker of cow's yoghurt was orotate in the spectral region of 6.18 ppm.
Another significant substance discriminating cow yoghurt was probably an amino sugar with
an acetyl group at 2.06 ppm. Characteristic UDP-sugars (UDP-glucose, UDP-galactose,
UDP-glucuronate and UDP-N-acetylglucosamine) were identified in the spectral regions
of goat yoghurt at 4.34 ppm; 5.58 ppm; 5.98 ppm; 7.90 ppm and 7.94 ppm. UDP-sugars showed
very high VIP scores and were thus able to successfully distinguish cow and goat yoghurt
groups. Substances that were among the ten significant bins were found at 5.94 ppm
and 8.26 ppm in the goat yoghurt and 5.34 ppm in the cow yoghurt. These substances were not
identified by the software.



'"H NMR analysis was confirmed as a suitable method for the identification of low
molecular weight substances but this topic needs further investigation. The resulting data can

be used as background material for further studies, preferably targeted analyses.

Keywords: NMR, viscosity, yoghurt, goat’s milk, cow’s milk



1 UVOUuauineeciereeereeeeesseesecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssssssssssssssssessassssssasssssssssssassass 10
2 Védecka hypoté€za a Cile Prace ...cerenenensenneseesseneessensesesessesseessssasssssassssssssnces 11
3 LIterArNI FESEISe ..uccueccrereseressesssnssssssssnsssassssesssasssansssassssssssssssansssnssssssssasssasans 12
3.1 IMIEKO ueeeeeereenecnnecseesseesssssnssnsssasssssssssssssssssssssassssssssssassssssaesssssssssssssssssassasssassas 12
3.2  Zakladni charakteristika mIEKa .........coovevvuenurnnneennsnnnnennicneinneeesnecnnncnnns 13
32.1  CPM, PSB, RIL ... 13
322  Rezim jakosti Q CZ pro mIEKO ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiii 14
3.2.3  Hlavni slozky mléka ... 16
3231 SACKATIAY ... 16
3232 TUKY .o 17
3233 BIIKOVINY ... 18
324  Fyzikalné-chemické vlastnosti mléka...................c.oooi 20
324.1 Kyselost MIEKA ..........cooiiiiiii i 20
3242 Hustota, m&rna hmotnoSt. ...........cocoooiiiiiie e 20
3243 BOd MIZIULE ...t 20
3.2.5  Hodnoceni minoritnich slozek mléka ......................occoiiiiiiiii 21
3251 IMOCOVINA . ...ttt ettt e s 21
3252 Volné mastné KySCINY ..........ccocooviiiiiiiiiii e 21
3253 Citronova KySEIINa...........cooiiiiii it 21
3.2.6  Jakost syrového mléka pro vyrobu jogurtli............ccccooeoiiiiiiiciiiiin 22
3.3 Zakladni charakteristika fermentovanych mléénych vyrobkii.................. 22
3.3.1 Bakterie mléEného kvaseni ...............cc.coooiiiiiiii 24
33.1.1 Jogurtova a bifidogenni kultura................ccoooiii 24
33.1.2 Homofermentativni rozklad 1aktOzy ............ccoooiiiiiiiiiiiiiccccce 25

3.4  Zikladni charakteristika jOgUItUl .....cccecveerenrenrernnsennesnnsnsnesaesssensessessesessenens 26
3.4.1  Rozdily mezi kravskymi a kozimi jogurty ... 27
3.4.2  Technologie Vyroby JOGUIT ........c.oovoiiiiiiiiiiie it 28
3.5  Vyznam FIMV Ve VYZIVE .....cucvvreeruereerenessensaissessesssssessessesssssssssssssssssssasssssns 32
3.5.1  Probiotick€ UCINKY .........oooiiiiii i 33
3.6 Nuklearni magneticka reZonance ...........eieeecrneeeseeneecseccsescsssessssssansssssses 34
3.6.1  Princip NMR ... 34
3.6.1.1 ChemicCky POSUIN .......ouiiiii i 36
3.6.2  Vyhody a nevyhody NMR analyzy ...........cccccooooiiiiiiiiiiiiin, 37

3.6.3  Vyuziti NMR v mlékaiském sektoru ... 39



B IVICLOWIKA .ceeeeeeneeeeereeoeeresssssssesssseesesssssssssssssessssssssssssssessesssssssssssssssessasasssssssssssssssansesese 41

4.1  Analyzované vzorky ml€Ka......eeeiueniinenninneininteneeneieseenseesaessaesnsesssn 41
4.2 CREMIKALIC «..ueeueereereerresennnnsenssesssssessessessasssssssssessessassasssssassssssssssssassassssssssassasses 42
4.3  PFiStroje a VYDAVENI cccceceivcsecsuinninenennnsnnsnesnessessessesesssssssssssessesssssssssssssnes 42
4id SOFEWATE cceeereeeirninsniiiseississssiesssissstesassssnsssssssssssssssssnssssssssssssasssssssssssssssssassnns 44
4.5 PFIPrava JOZUITU..cccericecseescescsnsessessessesnssessessssessessessssesssssssssssssssssssssasasssses 44
4.6  Priprava vzorku pro analyzu NMRu......ueievenenerenenennnenesnssenessessesenes 45
4.7  Parametry méreni "H NMR SPEKLEr ....ccccerirurereserrerueeseesisussesessesenssesnsnssanns 45
4.8  StatistiCK€ ZPracOoVANI ......cccvuicveisseecsncssensnnssnnnsnessaeessssssssessaesssasessssssssssassnns 45
5 VYSIEAKY ceueerecernecnnsessssnnsssssssississssessessesessessesssssssessessssssssssssssssssssssssesssssssssssssnsssenssnans 46
6 DISKUZE ...ueeeeeeeieienesnensnnsssensssnssssnsssessssessssssssnsssnssssnssssssssssssassssassssssssasssssssssesssssassnes 52
T ZLAVEL caueeueeveereereeseesnessesassssssssssssssssssssssssssssssstsstossssssssssssssesssssessssssssassssssesssssessassssssssaas 56
8 LItEIraAtUIA...ueccceiesererennsancsssnssssisssnessanssncsssnsssasssssssssssssssssnssssnssssssssssssassssssssasessassnassses 57



1 Uvod

Fermentované mlécné vyrobky jsou ¢im dal vice oblibené mezi spotiebiteli, maji
pozitivni vliv na lidské zdravi a taktéz maji zajimavé, senzoricky vyznamné vlastnosti.
Literatura uvadi vice nez 400 nazvu fermentovanych mléénych vyrobkd, se kterymi se miizeme
ve svéte setkat. Jednim z nejznaméjSich a nejkonzumovangjsich z téchto produkti je prave
jogurt (Kopacek 2018). Ten si prvenstvi ziskal predevs§im diky slozeni, které ma pozitivni vliv
na lidské zdravi. Toto slozeni je dano pfedev§im vysokym obsahem bilkovin zahrnujici
esencialni aminokyseliny, vysokym obsahem vapniku, fosforu a dalSich mineralnich latek,
snizenym obsahem mlécného cukru, ktery jde ruku v ruce s vys$§im obsahem mlécné kyseliny,
a taktéz pritomnosti prospéSnych zivych kultur. Na prvenstvi tohoto fermentovaného mlécného
produktu se rovnéz podili skutecnost, ze v trzni siti je portfolio jogurtd skute¢né velmi Siroké.
I pfestoze jogurty zkravského mléka dominuji, v poslednich letech se stale Casteji nabizeji
1 jogurty z koziho mléka. Vétsi zajem o tyto produkty ziejmé plyne z odliSnosti kravského
a koziho mléka, ktera se lisi nejen v zastoupeni kaseinovych frakei, ale 1 ve struktufe tuku.
Nuklearni magneticka rezonance je jednou z Siroce vyuzivanych analytickych metod ke studiu
nizkomolekularnich latek napfi¢ celym potravinaiskym pramyslem, mlékarensky sektor
nevyjimaje. Prostfednictvim této metody Ize klasifikovat i kvantifikovat rizné biomarkery
v mléku i mléénych vyrobcich. Tyto biomarkery mohou byt ukazatelem napt. metabolického
onemocnéni zvifete, stupné zrani syru, stadia laktace, druhu krmiva nebo mohou poskytnout
informaci o falSovani.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézou diplomové prace je, ze nuklearni magneticka rezonance je vhodna analyticka
metoda k identifikaci nizkomolekularnich latek koziho a kravského jogurtu. Cilem prace je
analyza 24 kozich jogurti a 24 kravskych jogurti pomoci protonové nuklearni magnetické
rezonance a nasledna identifikace nizkomolekularnich latek. Ziskana databaze spekter bude
poté podrobena statistickym metodam (PCA a OPLS-DA) s cilem nalézt biomarkery
zodpovedné za klasifikaci téchto dvou skupin.
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3 Literarni reSersSe

3.1 Miéko

Mléko je zcela nepostradatelnou potravinou pro nds uz od narozeni a stejné tak i pro
vétSinu zivoCichl je zakladem vyzivy mlad’at. Spotieba mléka a mléCnych vyrobka ve svété
neustale roste. Nejvétsi svétove zastoupeni ma mléko kravské ptiblizné s 81 %, hned na druhém
misté je mléko buvoli s 15 %, dale kozi s 2 %, ov¢i s 1 % a zbylé procento patii druhtim
ostatnich zvifat produkujicich mléko (FAO 2021).

Celosvétova mlécna produkce za poslednich tiicet let vzrostla o pfiblizné 64 %. V roce
1989 byla produkce okolo 538 milionl tun a v roce 2019 narostla na hodnotu 883 milion tun.
V asijskych statech narostla produkce mléka o téméf 255 %. Ciseln& se v roce 1989 jednalo
o hodnotu 104 miliond tun a po tficeti letech vzrostla produkce na hodnotu 369 milionQ tun
(FAO 2021). Od roku 1998 do roku 2017 vzrostla v EU jeho produkce o 10 %, tedy ze
151 milion® tun na 165 miliond tun mléka. V roce 1984 byl zavedeny systém kvot, ktery vznikl
s cilem dostat nadprodukci mléka pod kontrolu. Mezi lety 2002-2005 byly patrné velké poklesy
vyroby a v roce 2009 zacala produkce opét rust. V souvislosti s tim byly kvoty v roce 2015
zruSeny, a to mélo za nasledek jesté rychlejsi narust evropské produkce mléka. Velka poptavka
po dovozu z EU je predevsim diky pfisné legislativé, ktera zajistuje produkci bezpecnych
vyrobkt od zdravych zvirat (Borawski et al. 2020). Charakteristickymi jakostnimi ukazateli
syrového kravského mléka jsou celkovy pocet mikroorganismi (CPM), pocet somatickych
bunék (PSB), a rezidua inhibi¢nich latek (RIL), jez jsou v kravském mléce legislativné
limitovany a dané hodnoty se musi dodrzovat a pravideln€ kontrolovat (Bérawski et al. 2020).

Praméma spotieba mléka a mlé&nych vyrobki (bez masla) se v Ceské republice v roce
2019 pohybovala okolo 249 kg na osobu a rok. Z toho ¢inilo pouze 0,1 kg mléko a mlécné
vyrobky kozi, zbylych 2489 kg zahrnovalo puvod kravsky. Spotieba konzumniho mléka
kravského od roku 2013 stale klesa. V roce 2019 byla hodnota okolo 58,8 kg na osobu a rok,
tedy piiblizné o 3,4 kg nizsi nez v roce 2013 (CSU 2019; Strakova 2020).

Ceska republika se podili na produkci mléka v Evropské unii pfiblizng 2 %. Ve svéts se
na vyrobé mléka podili necelymi 0,4 %. Podle studie Kvapilik 2019 o vyvoji a perspektiveé
vyroby mléka ve svété se pres velky narast svétové populace da ocekavat v nasledujicich
dvaceti letech zvySena produkce mléka o 20 az 35 %.

Dopad pandemie COVID-19 na mlékarensky sektor byl relativné mirny, ackoliv
pocatecni obavy byly obrovské vzhledem k tomu, ze Cerstvé mléko a Cerstvé mlécné vyrobky
snadno podléhaji zkaze a mohly tak byt jednim z hlavnich divodi naruseni dodavatelského
fetézce. Mlékarensky sektor se vSak ukazal jako mimotadné odolny a z globalniho hlediska
nebyl nijak vyrazné ovlivnén. Nasledky pandemie se regionalné liSily a negativni dopady byly
znatelné od nedostatku prepravnich kontejnert az po likvidaci prebytecnych produktt
(OECD & FAO. 2021). Nejvétsi vliv méla pandemie na svétové ceny masla, které byly
pfizpusobeny nizsi poptavce po mlécném tuku ze strany gastronomie a pohostinstvi, jez byly
dlouhou dobu zaviené kvuli covidovym opatienim. Indie, jakozto nejvétsi svétovy producent
mléka (pokud se hodnoti produkce na urovni statil), dokazala zvysit svou produkci o 2,1 %
na 195 miliond tun mléka a mlécnych vyrobku. Jejich produkce byla pandemii téméf nedotCena
a veskeré prebytecné mléko bylo zpracovano na mléko susené¢ (OECD & FAO 2021).
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Indie zahrnovala v roce 2019 kolem 21 % celkové mlécné produkce na svété. Odhaduje se, ze
spoleéné s Pakistanem budou do roku 2030 tvofit vice nez 30 % svétové produkce
(FAO 2021; OECD & FAO 2021).

3.2 Zakladni charakteristika mléka

Syrové mléko je mléko, které nebylo zahfato na vice nez 40 °C a nebylo technologicky
zpracovano. Oznacenim , mléko™ se v lidské spotfebé mysli mléko kravské, kazdé jiné mléko
musi mit uvedeny druh zvifete, z né&jz mléko pochazi (Evropsky parlament & Rada Evropské
unie 2004).

Jakost syrového mléka je dilezitym faktorem kvality nasledné vyrobenych mlécnych
produkti. Pro svij vysoky obsah vody a zivin je mléko idealnim prostiedim pro rozvoj
mikroorganismd, a tudiZ je materialem, ktery je vysoce ohrozen kazenim (VUM 2016). Jakost
je dana nekolika ukazateli, které je pro spravnou hygienickou a mikrobialni jakost a nasledné
technologické zpracovani nutné dodrzovat. Mezi tyto ukazatele fadime naptiklad CPM, PSB,
RIL, bod mrznuti (BM), déale také mnozstvi bilkovin, tuku, tukuprosté susiny (TPS) aj.
(Janstova et al. 2012).

3.2.1 CPM, PSB, RIL

CPM je hodnota charakterizujici celkovou hygienickou uroven kvality syrového mléka
(VUM 2016). Zdrojem CPM v mléce miize byt napiiklad infikovana mléena Zlaza, popiipadé
kontaminované usti strukového kanalku, ale pfedevsim veSkeré pracovni povrchy, které behem
dojeni pfijdou s mlékem do styku. CPM nam tedy poskytuje informace o zdravotnim stavu
mlécné zlazy a soucCasné i informace o dodrzovani hygienickych postupti a zasad pii jeho
ziskavani (VUM 2016; Bursova 2019). Podle nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES)
¢. 853/2004 ze dne 29. dubna 2004, kterym se stanovi zvlastni hygienicka pravidla pro
potraviny zivocisného puvodu, byla stanovena kritéria pro syrové mléko, kde pro kravské
syrové mléko plati, ze obsah mikroorganismti (CPM) pii 30 °C musi byt < 100 000 KTJ
na 1 ml. U syrového mléka koziho a jinych druhi se hodnoty pohybuji u obsahu
mikroorganismt (CPM) pti 30 °C < 1 500 000 KTJ na 1 ml. Pokud je vSak syrové mléko kozi
ureno pro vyrobu produkti ze syrového mléka, které neprojde tepelnou upravou, musi
provozovatelé potravinaiskych podnika zajistit, aby pouzité syrové mléko spliiovalo obsah
mikroorganismu pti 30 °C < 500 000 KTJ na 1 ml (Evropsky parlament & Rada Evropské unie
2004).

PSB je taktéz znakem kvality mléka. Hlavni pfic¢inou zvySeni PSB v mléce je zanétlivé
onemocnéni mlécny Zzlazy. Somatické bunky pochédzeji zkrve a epitelu mlécné zlazy
(Agropress 2018). Mezi buiiky pochazejici z krve patii predevsim leukocyty, a to zejména
makrofagy, polymorfonuklearni leukocyty a lymfocyty. Tyto typy leukocytti maji za cil nicit
cizorodé latky a obnovovat postizené tkan€. Jejich zvyseny pocet tedy znaci, ze je mlécna zlaza
postizena zanétem. To vSak neplati pro mléko kozi. Poméry polymorfonuklearnich leukocyta
se lisi podle zivocisného druhu. Kozi mléko obsahuje pfirozené vys§i mnozstvi
polymorfonuklearnich leukocyti ve srovnani s mlékem kravskym nebo ov¢im, ktera obsahuji
prevazné makrofagy. Polymorfonuklearni leukocyty jsou tak hlavnim typem leukocyti v mléce
zdravych koz, proto mastitida zvySuje obsah téchto bunék v mléce kravském a ovCim, nikoli
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v kozim. Pfirozené vys$§i mnozstvi v kozim mléce je i epitelovych bunék a jejich fragmentt
vznikajicich deskvamaci epitelu a fyziologickou regeneraci mlécnych kanalkd. Z tohoto
divodu ma syrové kozi mléko obvykle vyssi hodnoty PSB ve srovnani s mlékem kravskym
(Podhorecka et al. 2021). Neni vSak v poradku, aby tyto hodnoty zistaly bez limiti. Dle
legislativy je stanoven pouze CPM u jinych zZivocisnych druht nez krav, avSak limit PSB chybi
a neni pro to legislativni znéni. Tento fakt by mél byt podroben budoucimu zkoumani, aby se
zamezilo pfebirani mlék s prili§ vysokymi hodnotami PSB, kde je jasné riziko onemocnéni
mastitidou. Stejné jako CPM reflektuje PSB zdravotni stav mlécné zlazy krav a koz
(Podhorecka et al. 2021). Podle natfizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004
ze dne 29. dubna 2004, kterym se stanovi zvlastni hygienicka pravidla pro potraviny
zivocisného pavodu, byla stanovena kritéria pro syrové mléko, kde pro kravské syrové mléko
plati, ze obsah  somatickych  bunék (PSB) < 400000 na 1 ml
(Evropsky parlament & Rada Evropské unie 2004).

RIL v mléce souvisi s rozSifenym pouzivanim veterinarnich 1é¢iv, s nedodrzovanim
ochrannych 1htt ¢i se zménou metabolismu nemocného zvifete. Inhibi¢ni latky znesnadiuji
nebo zcela znemoziuji zpracovani mléka na mlécné vyrobky za pomoci svych baktericidnich
ptipadné bateriostatickych ucinki. Obecné mizeme fici, Ze se jedna o latky, které maji tlumivy
vliv na rozvoj a aktivitu mlékarskych kultur a zakysa (Navratilova 2002).

3.2.2 Rezim jakosti Q CZ pro mléko

Pro zlepSeni trznich pfilezitosti a dosazeni piidané hodnoty u mléka a mlécnych vyrobku
byl vytvoren dotacni program jakosti Q CZ mléka. Vyrobky kvalitni suroviny z welfare
chovanych dojnic maji vyssi Sanci proniknout na stavajici i novy trh, ¢imz pomizou firmam
zapojenym do programu Q CZ v prosazovani produkce vysoké kvality. Certifikace produkti je
rozdélena na M1 (syrové kravské mléko) a M2 (mlékarenské produkty). Certifikované
zemédélské produkty maji spotiebitelim poskytnout zaruku kvality a dosazeni sledovanych
parametrd sveédci o zajiSténi welfare zvifat a Setrnosti k zivotnimu prostiedi. Vyroba vysoce
kvalitnich mlécnych vyrobka vyzaduje dodrzovani nadstandardnich postupti od sbéru a prevzeti
suroviny, pies zpracovani suroviny do finalniho vyrobku, az po vychlazeni finalniho produktu
(ZSCR 2020).

V ramci tohoto dotaéniho programu byly stanoveny ukazatele: CPM, PSB, obsah
bilkovin, RIL, bod mrznuti a TPS. Jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Nejvétsi
prekazku pro vstup do programu predstavoval a stale pfedstavuje u vétSiny farem predev§im
PSB. V tabulce €. 1 je mozné vidét, ze PSB musi byt dle pravidel mensi nebo roven 220 000
na 1 ml. Aby této hodnoty bylo dosazeno, je nutné provést zmény v hygiené dojeni, kvalité
krmné davky nebo hygienické kvalité podestylky (Rysova 2016).
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Tabulka ¢. 1: Podminky pro produkt M1 (syrové kravské mléko)

Ukazatel Hodnota Stanoveni

CPM <35000v 1 ml Neyméné 2x mesicné, vyjadiuje se jako
klouzavy geometricky prumér za posledni
2 mésice
Celkovy prumér: za 12 mésicu se vyjadiuje jako
aritmeticky ~ prumér  zjisténych  hodnot
klouzavym geometrickym primérem

PSB <220000v 1 ml Neyméné 2x mesicné, vyjadiuje se jako
klouzavy geometricky prumér za posledni
3 mésice
Celkovy prumér: za 12 mésicu se vyjadiuje jako
aritmeticky ~ prumér  zjisténych  hodnot
klouzavym geometrickym primérem

Obsah bilkovin > 3,22 % hm. Neyméné 2x mesicné, vyjadiuje se jako
aritmeticky ~ prumér  mési¢nich  hodnot
s presnosti na dvé desetinnd mista vcetné
nejistoty meéteni
Celkovy prumér: za 12 mésicu se vyjadiuje jako
aritmeticky pramér zjisténych hodnot

RIL negativni Nejméné 2x mesi€n€é soubézné se stanovenim
CPM

Bod mrznuti <-0,515°C Nejméné 1x mesicné
Celkovy prumér: za 12 mésicu se vyjadiuje jako
aritmeticky pramér zjisténych hodnot

TPS > 8,50 % hm. Stejné jako obsah bilkovin se stanovuje nejméné

2x mési¢né a vyjadfuje se jako aritmeticky
prumér meésicnich hodnot s pfesnosti na dveé
desetinna mista v¢etné nejistoty meéteni
Celkovy primér za 12 mésicu se vyjadiuje jako
aritmeticky prumeér zjisténych hodnot

(zdroj: Véstnik MZe 2016, upraveno autorem)

V piipadé€ parametri pro mlékarensky vyrobek v rezimu jakosti Q CZ (produkt M2) je
dulezité, aby mlékarensky vyrobek, ktery byl zpracovan zpracovatelem, jenz nakoupil
a nasledné zpracoval minimalné 60 % syrového kravského mléka v rezimu jakosti Q CZ
z celkového mnozstvi nakoupeného a nasledné zpracovaného syrového kravského mléka ve
sledovaném obdobi. Podminkou ucasti zpracovatele je nutnost poskytnuti provoznich, ucetnich
doklada a privodni dokumentace dokladajici nakup a uziti produktu M1 a celkovy nakup
syrového kravského mléka nasledné zpracovaného vcetné zpétné dohledatelnosti
certifikaCnimu organu. Laboratorni analyzy sledovanych parametri musi byt provadény
v akreditovanych laboratofich (Ministerstvo zemédélstvi 2016).
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V Ceské republice je vyrabéno a zpracovavano jakostnd vysoce kvalitni mléko. Jeho
parametry fadi Ceskou republiku mezi zem& s nejlepsi kvalitou mléka v Evropé. Do nejvyssich
tfid jakosti, tj. Q a L. jakostni tfidy, je u néas zatazeno 97 % vyrabéného mléka, pfi¢emz v nové
nastaveném rezimu jakosti Q CZ mléka je z Ceské vyroby dnes piiblizné 80 % produkovaného
mléka u nas (Svoboda 2019).

3.2.3 Hlavni slozky mléka

Majoritni komponentou mléka je voda, ktera ¢ini praimémé 87,3 % a zbytek tvoii susina
okolo 12,7 %. Susina mléka se 1i§i u riznych druhd zvifat v mnozstvi tuku, bilkovin, laktdzy,
mineralnich latek a vitamina (viz tabulka ¢. 2 a ¢. 3). Dale se v mléku vyskytuji organické
kyseliny, enzymy, hormony, fosfolipidy, plyny a somatické buiky (Park 2010). Slozeni mléka
ovliviiuje mnoho faktorti jako napt. plemeno, veék zvifete, zdravotni stav zvifete, stadium
laktace, zmény v krmné davce a zpusob krmeni, podminky prostiedi, ro¢ni obdobi
nebo tfeba umisténi farmy (Lad et al. 2017).

3.2.3.1 Sacharidy

Laktoza (jinak také mlécény cukr) je hlavnim sacharidem mléka. Jedna se o disacharid
(a-D-glukdza a o-D-galaktoza), ktery se tvoii v sekrecnich burikdch mléénych zlaz, tudiz se
jinde nez v mléce a mlécnych vyrobcich nevyskytuje. Kravské mléko obsahuje bézné kolem
3-5 % laktozy, kozi mléko okolo 4,0-4,6 %, zpravidla ma kozi mléko o 0,2-0,5 % mén¢ laktozy
nez mléko kravské (Park 2017; Rysova 2018). Laktoéza je nejjednodus$im substratem,
a predev§im hlavnim zdrojem energie pro mikroorganismy, které ji procesem
homofermentativniho nebo heterofermentativniho kvaSeni rozkladaji na jednodussi latky
(Snirc & Golian et al. 2016). Podrobngji je proces mléného kvaseni rozepsan v pozdgjsi
kapitole s ndzvem ,,Princip kysani mléka®“. V travicim traktu laktozu §tépi na jednodussi cukry
enzym [3-galaktosidaza. Tento enzym je syntetizovan v mikroklcich tenkého stieva. V pripadé,
Ze je enzymu syntetizovano malo, popfipadé neni syntetizovan vubec, jedna se
o tzv. laktozovou intoleranci (Costa et al. 2019). Vzhledem k Caste¢né nebo Uplné absenci
enzymu neni laktdza po poziti a prechodu travicim traktem Sté€pena na glukézu a galaktodzu,
zustava v puvodnim stavu a putuje traktem dal. Voda se zkrevniho fecCisté presouva
do stfevniho traktu, aby se vyrovnala osmoticka rovnovaha, a zpisobuje tak prijmy, nadymani,
bolesti zaludku a dalsi travici potize. Lécbou byva snizeni nebo tplné vylouceni mlécnych
vyrobku ze stravy, avSak zalezi na individualni toleranci laktozy konkrétniho jedince. Snizeny
pfijem laktozy nebo jeji vylouceni, tedy kuptikladu konzumace bezlaktézovych vyrobkl, mize
CasteCné fteSit problematiku laktdézové intolerance, avSak ta je Casto spojena s dal§imi
onemocnénimi, jako je napf. syndrom drazdivého tracniku, kde je nutno snizit nejen piijem
laktozy, ale i tzv. fermentovatelnych oligosacharidd, disacharidi, monosacharidi a polyolt
(FODMAPs) pro zlepSeni gastrointestinalnich potizi (Deng et al. 2015; Costa et al. 2019).

Obsah laktozy je kravském a kozim mléce podobny. Laktoza dodava mléku nasladlou
chut’, prispiva k fyzikalnim vlastnostem, jako je napfiklad osmoticky tlak, bod varu nebo
mrznuti, dale pozitivné ovliviiuje nutriéni hodnotu mléka a mlécnych vyrobku a je nezbytnou
soucasti vyroby fermentovanych mlécnych vyrobkt. (Navratilova et al. 2012)

16



3.2.3.2 Tuky

Lipidova frakce mléka je slozena pievazné z triacylglyceroll, s mensSim podilem
diacylglycerolt, volnych mastnych kyselin, fosfolipidii a sterolii. Pfitomna jsou taktéz stopova
mnozstvi vitamint rozpustnych v tucich, B-karotenu a aromatickych latek rozpustnych v tucich
(MacGibbon 2020). V mléce existuji lipidy ve formé tukovych kuli¢ek (kapének) jejichz
velikost se pohybuje okolo 0,1-15 um a jsou obklopeny specialni membranou, ktera je sloZzena
z dvojvrstvy fosfolipidi a proteini. Membrana je odborné oznaCovana v anglictiné Milk Fat
Globule Membrane (MFGM), volné pielozeno jako membrana tukovych castic mléka
(Fox et al. 2015; Stolcova 2020). Nasycené mastné kyseliny piedstavuji 70 % vsech mastnych
kyselin v kravském mléce. Co se kvantity tyCe nejvyznamnéj§i nasycenou mastnou kyselinou,
ktera zahrnuje 30 % vSech mastnych kyselin v mléce, je palmitova kyselina (C16:0), hned
po ni nasleduje stearova (C18:0) s 11 % a myristova kyselina (C14:0) také s cca 11 %
(Stolcova 2020). Mezi dalsi vyznamné mastné kyseliny patii maselna (C4:0), kapronova
(C6:0), kaprylova (C8:0) a kaprinova kyselina (C10:0). Obsah kapronové, kaprylové
a kaprinové kyseliny je pfirozené vyssi u kozich a ov€ich mlék, coz zpiisobuje charakteristické
aroma téchto druht mlék (Ceballos et al. 2009; Siefarth & Buettner 2014;
Djordjevic et al. 2019).

Pti porovnani tukové slozky koziho mléka a mléka kravského, kozi alternativa obsahuje
mensi tukové kulicky a vy§Si mnozstvi mastnych kyselin s kratkym fetézcem
(Almaas et al. 2006). Pramér tukovych globuli byva v kozim mléce okolo 1,5-2 um ve srovnani
s mlékem kravskym, kde pramér byva 2,5-3.5 um. Celkové je tedy praimérna velikost kuliek
v kozim mléce mnohem mensi, kolem 65 % tukovych kulicek ma velikost mens$i nez 3 um
ve srovnani s mlékem kravskym (Lad et al. 2017). Mens$i tukové kuli¢ky vytvareji lepsi disperzi
a homogenitu smeési tuku v kozim mléce. Malé velikost kapének usnadfiuje pfistup lipazam,
enzymum §tepici tuky, které zlepsuji nasledné traveni a tim je z hlediska lidského zdravi dana
lepsi vstiebatelnost koziho mléka oproti kravskému (Almaas et al. 2006; Slacanac et al. 2010,
Park 2017). Snadnéjsi traveni koziho mléka je rovnéz dano vysokym mnozstvim nasycenych
mastnych kyselin, které jsou v nasi stravé Casto povazovany za spiSe Skodlivé, jelikoz nékteré
z nich zvySuji tvorbu cholesterolu v krvi a tim tak 1 riziko vzniku aterosklerdzy, hypertenze,
obezity aj., avSak v naSem organismu se mohou jednotlivé nasycené¢ mastné kyseliny chovat
rizne (Markiewicz-Keszycka et al. 2013). Kyseliny s nizkym poctem uhlikd v molekule (4-10)
se vyborn€ vstiebavaji stievni sténou, ale netvoii se z nich tuky jako z vysSich nasycenych
kyselin. Namisto toho prechazi dal do jater, kde se preménuji na CO2 a vodu za tvorby znacné
energie, dvojnasobné, nez ze stejného mnozstvi cukru (Pokorny 2015). Dalsim velice dulezitym
faktorem lepsi stravitelnosti je absence aglutininu, bilkoviny, kterd je zodpovédna
za shlukovani kapének tuku v mléce. Diky tomu je kozi mléko pfirozené homogenizované, tedy
tuk je rovnomérné rozptylen v mléce a kapénky se neshlukuji. Stravitelnost koziho mléka
a oSetfen¢ho kravského mléka je vSak podobna. Homogenizace je obvykle zafazenym krokem
v technologickém postupu zpracovani mléka (Getaneh et al. 2016; Pal et al. 2017).
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3.2.3.3 Bilkoviny

Hlavni bilkovinnou slozkou mléka je kasein, ktery u kravského mléka tvoii 80 % celkové
mlécné bilkoviny, zbytek tvoii syrovatkové bilkoviny s piibliznym obsahem 20 % celkové
mlécné bilkoviny (Dalgleish & Corredig 2012). Kozi mléko obsahuje kasein v zastoupeni 75
% a syrovatkové bilkoviny tvofici 25 % celkové mlécné bilkoviny (St-Gelais et al. 2000).
RozliSujeme 4 hlavni typy kaseinovych frakci: asi-kasein, asz2-kasein, B-kasein, k-kasein. Mezi
hlavni syrovatkové bilkoviny fadime o-laktalbumin, [-laktoglobulin, sérovy albumin
a imunoglobuliny (Dalgleish & Corredig 2012; Navratilova et al. 2012).

Kaseiny se chemicky fadi mezi fosfoproteiny. Jsou schopné vazat vapnik, jehoz obsah
zavisi na mnozstvi fosfoserinovych zbytkd v molekule. Na zakladé toho vytvaii kaseiny
agregaty znamé jako kaseinové micely. Kaseinové micely jsou schopny vazat vysoké mnozstvi
vody témér 3 kg vody na 1 kg bilkovin (Dalgleish & Corredig 2012). Jiz od 60. let 20. stoleti
je struktura kaseinovych micel podrobena dikladnému zkoumani. Bylo navrzeno nékolik
variant struktury, znichz nejznadméjSim modelem je tzv. submicelarni model, ktery je také
jednim z nejCastéji popisovanym. Teorie je zaloZzena na faktu, ze mikrostruktura kaseinové
micely je slozena z tzv. submicel. Submicely se vzajemné spojuji za pomoci vySe zminénych
fosfoserinovych zbytkli a vapenatych iontd. Nepolarni ¢asti molekul se soustiedi uvnitf
submicely, kde probihaji hydrofobni reakce. Polarni ¢asti jsou naopak na povrchu, kde probihaji
hydrofilni reakce. Submicely, které neobsahuji k-kasein, se hromadi uvnitf micely, naopak
submicely, které k-kasein obsahuji, byvaji na povrchu. A pravé k-kasein na povrchu zajistuje
stabilitu micely, neni totiz citlivy na ptitomnost vapenatych ionti (Dalgleish & Corredig 2012,
De Kruif et al. 2012; Navratilova et al. 2012).

U mléka kravského ma nejvyssi procentudlni zastoupeni asi-kasein. Kozi mléko ma
hlavni kaseinovou frakci B-kasein. Obsahuje tedy nizs§i mnozstvi asi-kaseinu a vy§s$i mnozstvi
B-kaseinu oproti mléku kravskému. Nizky obsah asi-kaseinu udava horsi technologické
vlastnosti mléka a tim tak i hors$i zpracovatelnost. To mé za néasledek méné pevnou syfeninu
a konkrétné pti vyrobé syra je nizkym obsahem ovlivnéna i jeho vysledna vytéznost. aisi-kasein
byva silnym alergenem pro jedince trpici alergii na mlé¢nou bilkovinu, proto diky jeho nizkému
obsahu v kozim mléce maze byt vhodnou alternativou (Konecna et al. 2014; Lad et al. 2017,
Park 2017). Zalezi vSak na stupni alergie, protoze ji mohou zpusobovat i jiné frakce bilkovin.
Neznamena tedy v kazdém ptipad€, ze kdyz kozi mléko nebude obsahovat asi-kasein, tak je
automaticky vhodné pro alergiky na mléénou bilkovinu (Lisson et al. 2014,
Clark & Garcia 2017). U nas v Ceské republice jsou nejastdji chovana dvé plemena koz:
bila kratkosrstd a hnéda kratkosrsta. Obé tato plemena produkuji mléko s asi-kaseinem
(Stanék 2009; Matlova & Sztankoova 2010).
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Tabulka ¢. 2: Procentualni zastoupeni latek v riaznych druzich mléka

Komponenty (%) Kravské mléko Kozi mléko
Susina 12,3 13,2
Tuky 3,4 4.0
Celkovy protein 32 3,6
Kasein 2.5 2,9
Syrovatkovy protein 0,65 0,61
Laktoza 4,6 4,1
Mineralni latky 0,7 0,8
Komponenty (mg/100 g) Kravské mléko Kozi mléko
Ca 134 122

P 121 119
Mg 16 12

K 181 152

Na 41 58

Cl 150 100

S 28 32

Fe 0,07 0,08

Cu 0,05 0,06
Mn 0,03 0,02

Zn 0,56 0,53

(zdroj: Lad et al. 2017, upraveno autorem)

Tabulka €. 3: Obsah vitaminu kravskeého a koziho mléka na 100 g

Rozpustné v tucich (mg) Kravské mléko Kozi mléko
Retinol 0,04 0,04
Beta-karoten 0,02 0,00
D (ug) 0,08 0,06
Tokoferol 0,11 0,04
Rozpustné ve vodé (mg) Kravské mléko Kozi mléko
B1 Thiamin 0,04 0,05
B2 Riboflavin 0,17 0,14
B3 Niacin PP 0,09 0,20
B5 Pantothenova kyselina 0,34 0,31
B6 Pyridoxin 0,04 0,05
B8 Biotin (ug) 2,00 2,00
B9 Listova kyselina (ug) 5,30 1,00
B12 Kobalamin (ug) 0,35 0,06
C Askorbova kyselina 1,00 1,30

(zdroj: Lima et al. 2018, upraveno autorem)
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3.2.4 Fyzikilné-chemické vlastnosti mléka

Miéko je komplexni koloidni disperze, jejiz fyzikalné-chemické vlastnosti zavisi
na vnitinich faktorech (slozeni, struktura sloZek a jejich vzajemné pasobeni) a na vnéjSich
faktorech (teplota, osetfeni po nadojeni) (McCarthy & Singh 2009). Mezi nekteré fyzikalné-
chemické vlastnosti fadime: kyselost mléka, hustotu, mérnou hmotnost, bod mrznuti a dalsi
(Fox et al. 2015).

3.2.4.1 Kyselost mléka

Stanoveni pH se vyuziva v mlékarenském primyslu predev§im pii vyrobé syru
a fermentovanych mléénych vyrobkl. Rozlisujeme dva typy kyselosti: aktivni a titracni
kyselost. U ¢erstvého mléka ma technologicky vyznam méfeni titraéni kyselosti spis nez méfeni
pH jako ukazatel jakosti. Mléko ma tzv. pufracni systém, pomoci kterého dokaze do jisté miry
vyrovnavat zmény pH. Soucasti tohoto systému jsou napft. fosfaty, citraty, uhli¢itany, kalcium-
fosfat, proteiny a dalsi (McCarthy & Singh 2009). Aktivni kyselost je dana hodnotou pH, ktera
se pfi 25 °C pohybuje v rozmezi 6,5-6,7, s primérnou hodnotou 6,6. Titra¢ni kyselost se udava
ve °SH a hodnota se pohybuje mezi 6,2-7,8 °SH. Titracni kyselost je indikatorem kvality
Cerstvého mléka a je také vhodnou kontrolou technologického postupu pii vyrobé
fermentovanych mlécnych vyrobki (McCarthy & Singh 2009; Fox et al. 2015).

3.2.4.2 Hustota, mérna hmotnost

Hustota je definovana jako hmotnost na jednotku objemu. Udava se v jednotkach kg.m
nebo v g.cm™. Mérna hmotnost je nasledné definovana jako hmotnost objemové jednotky
mléka délend hmotnosti objemové jednotky vody, jednoduse hustota mléka délena hustotou
vody. Hodnota hustoty se pohybuje nejcastéji v rozmezi 1,027-1,033 g.cm™, mérna hmotnost
¢ini 0,930-0,933 g.ml! pii teploté 20 °C (McCarthy & Singh 2009). Hustota mléka je dana
hustotou tii hlavnich slozek a tj. vody, tukuprosté susiny a tuku. S jakoukoliv zménou jedné ze
tii slozek se hustota mléka meni. Nejveétsi vliv na hustotu ma obsah tuku a podil tuku
v kapalném stavu, kdy je hustota nizsi, a v tuhém stavu, kdy je hustota vyssi. Pomér kapalného
vuéi tuhému tuku zavisi na teploté. S rostouci teplotou hustota mléka klesa
(Snaselova et al. 2009).

3.2.4.3 Bod mrznuti

Bod mrznuti mléka je dulezitym ukazatelem kvality mléka. Pomaha pii prokazani
falSovani mléka vodou a ke stanoveni mnozstvi vody v ném (Zagorska & Ciprovica 2013). Bod
mrznuti je nizs§i oproti bodu mrznuti vody. Jeho hodnota je stanovena v rozmezi -0,512
az -0,550 °C (McCarthy & Singh 2009). Bod mrznuti je umérny koncentraci ve vodé
rozpustnych slozek mléka, tudiz jeho chemické slozeni a vlastnosti, tepelné zpracovani
¢i ptitomnost jakékoliv latky mohou ovlivnit bod mrznuti produktu (McCarthy & Singh 2009;
Zagorska & Ciprovica 2013; Fox et al. 2015).
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3.2.5 Hodnoceni minoritnich slozek mléka
3.2.5.1 Mocovina

Mocovina je konecnym metabolitem bilkovin v organismu a jeji hodnota je jednim
z dtlezitych ukazateld vyrovnanosti sestavené krmné davky (Hanus et al. 2011). Radi se mezi
nebilkovinné dusikaté latky, které v mléku zahrnuji pfiblizné 5-7 % celkového dusiku
(Navratilova et al. 2012). Koncentrace mocoviny je uvadéna v mg na 100 g mléka (Munyaneza
et al. 2017). Fyziologické mnozstvi moc€oviny je uvadéno od 18 do 35 mg na 100 ml mléka
(Hanu$ et al. 2011). Nadbytek dusikatych latek v krmné davce zpusobuji vys§i tvorbu
amoniaku, ktery nestaci bachorova mikrobiota zpracovat. Pfebyte¢ny amoniak prechazi sténou
bachoru do krve a v jatrech je detoxikovan na mocovinu (Munyaneza et al. 2017). Mocovina je
kromé jater zpracovavana také v ledvinach, kam je transportovana a nasledné vylucovana moci.
Mocovina je transportovana z krve také do mléka. (Hanus et al. 2011).

3.2.5.2 Volné mastné kyseliny

Dulezitym ukazatelem kvality pii zpenézovani mléka je koncentrace volnych mastnych
kyselin v mlééném tuku. Zvysena koncentrace zpusobuje horsi technologické vlastnosti mléka
a jeho vlastnosti senzorické (chut’ a aroma; Hanu§ 2014). Obsah volnych mastnych kyselin je
podminén lipolyzou mlééného tuku kontaminujicimi lipazami nebo nativné vyskytujicimi se
lipazami v mléce. Faktorem urychlujici rozklad tuku je jeho struktura, pfedev§im kvalita
tukovych kapének. Defektni kapénky vznikaji mechanickym zatizenim mléka, nevhodnym
skladovanim mléka nebo jeho §patnym transportem (Hanus 2014; Kautska et al. 2018). Mezi
biologické faktory ovliviiyjici lipolyzu mlééného tuku je fazena napt. produkéni zaté€z dojnic,
ktery zpusobuje energeticky deficit zvifete a tim tak odbouravani t€lesného tuku, dale Cetnéjsi
dojeni a zanéty mlécné zlazy (Kautska et al. 2018).

Hodnoty obsahu volnych mastnych kyselin v mléce se pohybuji okolo 0,1-0,4 %
mlécného tuku. Vyjadieni hodnoty obsahu volnych mastnych kyselin je v mmol na 100 g
mlécného tuku (Kautska et al. 2018).

Kozi mléko, jak jiz bylo v kapitole ,, Tuky* zminéno, se vyznaCuje mensim primeérem
tukovych kulicek, nez je tomu u mléka kravského. Tuk koziho mléka se sice rychleji a snadné;ji
travi, ale je také mnohem nachylnéjsi k lipolyze. Nejen velikost, ale 1 struktura tuku koziho
mléka ovliviiuje vyslednou rychlost a troven lipolyzy, ktera je vzhledem k vysokému mnozstvi
mastnych kyselin s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem vyrazné€jsi nez u kyselin s fetézcem
dlouhym (Strzatkowska et al. 2010).

3.2.5.3 Citronova kyselina

Obecné je slozeni mléka citlivé na mnozstvi a kvalitu krmné davky a na zdravotni stav
dojnic. V mléce jsou stanovovany parametry k hodnoceni metabolismu dojnic, a pravé jednim
znich je hodnota kyseliny citronové. Jeji fyziologickd hodnota se pohybuje v rozmezi
koncentraci 8,0-10,0 mmol.I"! pfi fotometrickém stanoveni. Citronova kyselina je soudasti
pufracniho systému, ktery byl jiz zminovan v podkapitole ,Kyselost mléka
(Navratilova et al. 2012), a souvisi s efektivitou citratového cyklu (Hanu§ et al. 2011).
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Niz$i hodnoty, nez je fyziologické rozmezi, indikuji energeticky nadbytek metabolismu krav
a vy$Si naopak prebytek. Hodnoty citronové kyseliny mizou slouzit v poradenském servisu
ke zlepSeni vyzivy dojnic, jejich reprodukce ¢i zpracovani mléka. Proto mlécné laboratore
zavadéji urceni citronové kyseliny (Hanus et al. 2011). Nekteré druhy streptokokd mlécného
kvaSeni a Leuconostoc cremoris mohou fermentovat citronovou kyselinu za vzniku fady
aromatickych latek, mezi které patfi napfiklad acetaldehyd, diacetyl, octova nebo mlécna
kyselina a CO2. Pro vyrobu jogurti je charakteristickou senzorickou latkou acetaldehyd
v rozmezi koncentraci 13-16 ug.kg™!. Ve fermentovanych mléénych vyrobcich ovliviiuje obsah
citronové kyseliny obsah diacetylu. Pro senzorickou jakost fermentovanych mlécnych vyrobka
je dulezité dodrzovat pomér diacetyl/acetaldehyd, ktery by se mél pohybovat okolo 4. Hodnota
3 a méné souvisi se senzorickymi vadami. (Jan§tova et al. 2012).

3.2.6 Jakost syrového mléka pro vyrobu jogurta

Pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobkti musi mléko vytvofit vhodné podminky
pro rust bakterii mlécného kvaseni. Musi byt splnény pozadavky na jakost syrového mléka
podle platné legislativy. Vysoka hodnota CPM a vysoky pocet psychrotrofnich organismu
pusobi negativné na kysaci schopnost mléka. Psychrotrofni organismy zpusobuji vady
u finalnich vyrobkt za pomoci termorezistentnich enzymi (lipaz, proteaz) a taktéz produkuji
metabolity (mastné kyseliny), jez inhibuji rist bakterii mlé¢ného kvaseni. Rovnéz produkuji
enzym diacetylreduktazu, ktera snizuje hladinu diacetylu ve fermentovanych mlécnych
vyrobcich. Pozornost je tfeba mit nejen na hodnotu CPM, ale i RIL, ktera puasobi
bakteriostaticky nebo baktericidné na rust bakterii mlécného kvaseni a tim vyrazn€ zabrartiuji
vyrobé fermentovanych mléénych vyrobki. Nezadouci je samoziejmé také vysoka hodnota
PSB. Z dalsich vyznamnych slozek mléka je laktoza, ktera je zakladnim substratem pro bakterie
mlééného kvaSeni, a citronova kyselina, ktera koriguje obsah diacetylu ve fermentovanych
mléénych vyrobcich (Navratilova 2002; JanStova et al. 2012; Navratilova et al. 2012;
Bursova 2019).

3.3 Zakladni charakteristika fermentovanych mlécnych vyrobki

Fermentované potraviny konzumuji lidé jiz tisice let. Jesté pfed mnoha staletimi, kdy
témer neexistovala véda o vyzivé, byly fermentované potraviny vyrabény piedevsim jako
stabilni zdroj vitamint, mineralnich latek a dalSich nepostradatelnych zivin. Zajimavosti je, Ze
objev procesu fermentace a jeho vlivu na konzervaci potravin, zlepSeni kvality a funkcnosti
potravin se odehral nezavisle na kazdém kontinenté témer soucasné v historii lidstva.
Na Blizkém vychodé, v Asii a na Dalném vychodé byly nalezeny dikazy o vyrobé vina
v obdobi neolitu, pozdéji bylo vinafstvi rozsifeno do sttedomotskych oblasti Evropy. Podobny
ptvod byl zjistén u piva, chlebu a fermentované zeleniny (Tamang et al. 2020).

Zakladni biotechnologickou upravou pro vznik fermentovanych vyrobki je proces
fermentace. Tento druh Gpravy se nevyuziva pouze u mlécnych vyrobki - jogurtl, tvaroht, pfi
zrani syru, ale lze ji pouzit i pro vyrobu fermentované zeleniny, octa, alkoholickych napojt,
drozdi, dale fermentovanych uzenin, organickych kyselin a dalSich.

Pokud je fermentace zadoucim procesem, cilem byva ziskani urCitych senzorickych
vlastnosti vysledné potraviny (aromatické a chutové zmény, zmény konzistence, tvorba plyna
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pii kynuti apod.), dale zvySeni nutri¢ni hodnoty potravin (tvorba vitamini nebo zvySeni
stravitelnosti) a v neposledni fadé se muze jednat i o zamér prodlouzeni trvanlivosti daného
produktu, kdy se snizi pH a vznikaji latky, které nasledné pasobi jako konzervacni prostiedky.
Fermentace muze byt vSak i nezadoucim procesem, kdy dochazi k tzv. mikrobialnimu kazeni,
které zpusobuje napt. fermentaci vina na ocet. Dal§im nezadoucim jevem muze byt maselné
kvaSeni je spojené s vyznamnymi druhy Clostridium butyricum a Clostridium tyrobutyricum,
jez zpusobuji vznik maselné kyseliny, octové kyseliny a plyni CO2 a Ha, které zptisobuji dufeni
syri a tim tak méni senzorické vlastnosti, tedy hlavné chut a wvini vyrobku
(Navratilova et al. 2012; Widyastuti & Febrisiantosa 2014; Gemechu 2015).

Kravské, kozi a ovci mléko jsou celosvétoveé nejrozsirenéj§i surovinou pouzivanou
k vyrobé ekonomicky hodnotnych fermentovanych mlécnych vyrobkd (FMV,
Widyastuti & Febrisiantosa 2014).

Dle vyhlasky ¢. 274/2019 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 397/2016 Sb., o pozadavcich
na mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy, tuky a oleje, se kysanym nebo zakysanym
mléénym vyrobkem rozumi mléény vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, podmasli,
syrovatky nebo jejich smési za pouziti mikroorganisma uvedenych v pfiloze ¢. 1 k vyhlasce
¢. 397/2016 Sb, tepelné neosetfeny po kysacim procesu. V priloze €. 1 je uvedena tabulka
popisyjici mikrobiologické pozadavky na jednotlivé mlécné vyrobky a na druhy zivych
mikroorganismti mlécného kysani v kysanych mléénych vyrobcich. V tabulce €. 4 jsou shrnuty
mikrobiologické pozadavky na né€kolik vybranych vyrobkda.

Tabulka ¢. 4: Mikrobiologické pozadavky na mlécné vyrobky a druhy Zzivych
mikroorganismu v kysanych mléénych vyrobcich

Vyrobek Mikroorganismy Pocet mikroorganismu
na 1 g vyrobku

Kysané ¢i zakysané mlééné Monokultury nebo smésné 108
vyrobky a déale neuvedené kultury bakterii mlécného

kysané mléko, smetanovy kysani

zakys, zakysané podmasli,

zakysand smetana, kysané

mlécéné napoje

Jogurty vcetné jogurtového Symbiotickd smes 107
mléka Streptococcus  thermophilus

a Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus

Kysany mlé¢ny vyrobek Bifidobacterium sp. 10° bifidobakterie
s bifidokulturou v kombinaci s mezofilnimi

a termofilnimi bakteriemi

mlécného kysani

(zdroj: Ministerstvo zemédélstvi 2016, Ministerstvo zemeédélstvi 2019; upraveno autorem)
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3.3.1 Bakterie mlééného kvaseni

Pfi procesu kysani (srazeni) dochazi k pfeméné struktury mléka ze stavu roztoku
do podoby gelu, jinak feCené srazeniny (Navratilova et al. 2012). Hlavni funkci mlécného
kvaSeni prebiraji tzv. bakterie mlécného kvaseni (BMK). BMK jsou v piirodé Siroce rozsifené
a pro Clovéka maji nepostradatelnou funkci v travicim traktu (Ibrahim et al. 2021). Podle
vzniklych produktil se rozlisuji BMK na homofermentativni druhy, které zpsobuji fermentaci
sacharidii nejméné z 90 % na mlécnou kyselinu a dale na druhy heterofermentativni, které pfi
fermentaci méni laktosu na mlé¢nou kyselinu minimaln€ z 50 % a dalsi latky jako jsou napft.
octova kyselina, COz, ethanol, acetaldehyd aj. Nékteré druhy BMK jsou vyuzivany jako
vyznamné startovaci kultury pro vyrobu fermentovanych mlécnych vyrobku
(JanStova et al. 2012; Navratilova et al. 2012).

Mezi BMK homofermentativniho kvaSeni patii rody Lactococcus, Pediococcus,
Streptococcus a nékteré druhy rodu Lactobacillus. Mezi heterofermentativni  druhy
mikroorganismti patii napt. Carnobacterium, FEnterococcus, Leuconostoc, QOenococcus,
Weissela a nékteré druhy rodu Lactobacillus (Snirc et al. 2016). Velice ddlezité jsou v mlé&ném
prumyslu i bifidobakterie, které se vSak mezi BMK nefadi. VySe zminéné druhy BMK
se charakterizuji jako skupina fakultativné anaerobnich, grampozitivnich, nepohyblivych,
nesporulyjicich koka nebo tycinek, které pii fermentaci laktosy produkuji mlécnou kyselinu
jako hlavni konecny produkt spolu s dalsimi produkty (Gemechu 2015).

3.3.1.1 Jogurtova a bifidogenni kultura

Pti vyrobé FMV jsou vyuzivany mezofilni a termofilni bakterialni kultury. Pro vyrobu
jogurtl je vyuzivana jogurtova kultura, ktera se fadi do skupiny termofilnich, mezi které dale
patii kultury acidofilni, bifidogenni a pediokokova. Tyto druhy maji optimalni teplotu pro rtst
a rozmnozovani v rozpéti 35-45 °C (Snirc et al. 2016).

Jogurtovd kultura je tvofena bakterialnimi druhy Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Pomér mezi streptokoky
a laktobacily byva 1:1. Streptokoky rozkladaji laktézu homofermentativné za vzniku
L (+) mlécné kyseliny (jeji produkce byva okolo 0,6-0,8 %). Spolecné s ni vznika ve stopovém
mnozstvi mravenci kyselina, CO2, acetaldehyd, aceton, acetoin, diacetyl. Laktobacily
rozkladaji laktozu taktéz homofermentativné, avSak za vzniku D (-) mlééné kyseliny, jejiz
produkce byva okolo 1,7-1,8 %. Mimo to se vytvaii spolu s mléénou kyselinou jesté dalsi
karbonylové slouceniny jako naptiklad acetaldehyd, aceton, diacetyl, acetoin. Za typické
jogurtové aroma je zodpovédny predevsim acetaldehyd. Pro kultivaci jogurtové kultury je
nejvhodnéjsi teplota okolo 42-45 °C, inokulum 1-2 % obj. a doba kultivace 3-3,5 hodin.

Po fermentaci by se méla vytvorit husta homogenni srazenina, ktera ma titracni hodnotu
50-60 °SH (Mahdalova & Janstova 2016; Snirc et al. 2016). Laktobacily a streptokoky Ziji
ve spolecné symbidze. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus uvoliiuje z mléénych
bilkovin aminokyseliny (valin, glycin, histidin aj), které stimuluji rast Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus. Tento druh okyseluje dané prostredi, produkuje amoniak a CO:, ¢imz
vytvaii podminky pro rast laktobacili. K tomu vS§emu produkuje i mravenci kyselinu, ktera rast
laktobacili stimuluje. Vysledkem symbidzy je vyrobek se specifickymi senzorickymi
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vlastnostmi, které se odliSuji od ostatni FMV (Walstra et al. 2005; JansStova 2012;
Snirc et al 2016).

Bifidogenni bakterie jsou Castym fortifika¢nim ptfidavkem FMV. Svoji metabolickou
aktivitou zajistuji dieteticko-lécebné a probiotické ucinky. Maji pozitivni vliv na stfevni
bakterialni populaci naristem prospéSnych bakterii a zarovefi potencialnim sniZzenim
patogennich bakterii, jakymi mizou byt napfiklad enterokoky. Probiotika hraji hlavni roli pfi
udrzovani rovnovahy a stability stfevni mikrobioty, ktera obecné napomaha ke spravnému
fungovani gastrointestinalniho traktu (Ashraf & Shah 2011; Savard et al. 2011). Svij pozitivni
vliv umoctiuji 1 tim, ze jsou bifidobakterie samy izolovany =z traviciho traktu
(Ashraf & Shah 2011). Mezi dalsi pozitivni u¢inky fadime zmirnéni poruch zazivani, inaktivace
bakterialnich toxint, lepsi traveni laktozy a resorpce vapniku, snizeni rizika rakoviny stiev
a ma taktéz pozitivni vliv na hladinu cholesterolu v krvi (Mahdalova & Janstova 2016).
Nejcasteji pouzivanymi druhy jsou Bifidobacterium bifidum, déale Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium breve a Bifidobacterium infantum. Bifidobakterie jsou velice narocné
na rustové podminky. Pro svij rist potfebuji napt. volné aminokyseliny a peptidy, proto je pro
n¢ nejlepsi prostredi spolecné s proteolytickymi bakteriemi mlééného kvaseni (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus casei). Zaroven je
vhodné pridat prebiotika jako rastovy faktor, kde se nejvice vyhovujicimi ukazaly
fruktooligosacharidy. Doporucuje se snizovat obsah kysliku ve fermentovaném mléku za
pomoci deaerace, jelikoz se jedna o anaerobni bakterie. Koagulat po fermentaci by mél
dosahovat titraéni kyselosti v rozmezi 35-55 °SH podle pouzité bifidogenni kultury
(Mahdalova & Janstova 2016; Snirc et al. 2016). Probiotické uinky na zdravi ¢lovéka jsou
podrobnéji popsany v kapitole , Probiotické ucinky*.

3.3.1.2 Homofermentativni rozklad laktozy

Hlavnim zdrojem energie v mléku je pro mikroorganismy laktéza. NejcastejSim
katabolickym rozkladem laktézy je homofermentativni mléné kvaseni, které probiha
po hydrolyze laktozy na glukézu a galaktézu. Podrobny popis je vidét na obrazku €. 1. Glukdza
je fermentovana pfimo na mléénou kyselinu. Galaktoza se méni az po své enzymatické piemeéné
na glukézu. Nasledné pak v zavislosti na u¢inku dehydrogenaz a racemaz vznikaji rizné optické
izomery mlé&né kyseliny (Snirc et al. 2016)

Diky produkci mlécné kyseliny dochazi k zadoucimu snizovani pH. Tato kyselina
zpusobuje srazeni kaseinu pii jeho izoelektrickém bodé pH 4,6. 1zoelektricky bod je hodnota
pH roztoku, pfi kterém je vyrovnan pocet kladnych a zapornych naboji, amfoterni latka ma
nulovy celkovy naboj — tedy nulovou pohyblivost v elektrickém poli (Snirc et al. 2016;
Troch et al. 2017). Z koloidniho komplexu kaseinatu vapenatého vznika srazeny kasein.
Z komplexu se nasledn€ uvoliiuje mlé¢nan a fosforeCnan vapenaty. Pfi homofermentativnim
kvaseni vznika celistva srazenina kaseinu. Mimo vysrazeni mize byt kasein v nekterych
fermentovanych mlé¢nych vyrobcich i CasteCné hydrolyzovany. Slaba proteolyticka aktivita je
zajiStovana ve vyrobcich, ve kterych jsou aktivni bakterie rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium. Typickym piikladem je pravé proteolytické puisobeni jogurtovych kultur
(Fox et al. 2017; Troch et al. 2017, Snirc et al. 2016).
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Syrovatkové bilkoviny jsou obecné pro vyrobu jogurt velice dilezité. ZvySenim teploty
na 85-90 °C 3-5 minut se syrovatkové bilkoviny zdenaturuji (z 80-85 %) a nasledné se ochotné
navazi pres disulfidické mustky na x-kasein, se kterym spole¢né vytvari jemnou, mékkou,
gelovitou konzistenci. Vysoka pasterace je tak nezbytnym krokem k vytvoreni pevného
koagulatu jogurtu. (Fox et al. 2017; Troch et al. 2017).

o

Glukéza-6-P (—M(— Galaktéza-1-P

|
Pyroh § £ ¥ 4 :
h————)—) Mlécna kyselina

Obrazek ¢. 1: Homofermentativni rozklad laktézy
(zdroj: Snirc et al. 2016, upraveno autorem)

3.4 Zakladni charakteristika jogurtiu

Jogurt je dle vyhlasky ¢. 274/2019 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 397/2016 Sb., o
pozadavcich na mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy, tuky a oleje, definovan jako kysany
mléény vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, podmasli nebo jejich smési pomoci
mikroorganismti uvedenych v upravené tabulce ¢. 4, u kterého lze zvysit obsah susiny pouze
pfidanim mlécné bilkoviny, suseného nebo zahusténého mléka nebo odebranim syrovatky,
tepelné neoSetieny po kysacim procesu. Oznaceni ,,bily jogurt® mize mit pouze produkt, ktery
neobsahuje zadnou piidanou ochucujici slozku.
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Jogurt, jako kysany mlécny vyrobek, vznikl jiz v obdobi 10 000 pf. n. 1. a po tisice let si
udrzel dostateCnou popularitu na to, abychom ho i1 dnes konzumovali jako b&znou soucast
nasich jidelnickt. Jogurt je jednou z nejuniverzalnéjsich potravin, ktera se da pouzit nejen jako
ptisada do jidel, ale i jako samostatné jidlo. V obdobi neolitu byl jogurt jednou
z transformacnich potravin. [ pfestoze slozity proces fermentace nebyl v tehdejsi dobé
dostatecné probadan, zjistilo se, ze se po konzumaci jogurtu citi lidé 1épe a plni sil. Proto je
jogurt zminovan a uctivan ve starovékych spisech téméf vSech svétovych nabozenstvich
(Hersh 2021). Nejvétsi rozvoj FMV byl v lokalitach, kde prevladalo pastevectvi a chov zvifat
a byla tak casta dostupnost mléka od krav, koz, ovci a dalSich zvitat. Mléko, syry a FMV se tak
vyvinuly na celém Blizkém vychodé€, v Evropé€ a Indii (Tamang et al. 2020).

Jogurty jsou celosvétove nejoblibenéjsim FMV. Tradi¢né€ se vyrabi jogurty z kravského
mléka. V prubéhu let se vSak zaCalo vyuzivat mléko i jinych zdroju, obzvlast kozi mléko je
diky svému chemickému slozeni nejen doslova vhodné pro vyrobu jogurtl, ale zaroveni
poskytuje fadu pozitivnich zdravotnich uc¢inkt. Kozi jogurty maji diky vyrazné poptavce ¢im
dal vétsi silu na trhu (Jia et al. 2016; De Santis et al. 2019). Kromé kravského a koziho mléka
se mizou vyuzivat jako zdroje Cerstvého mléka ovce nebo velbloud (Ibrahim et al. 2021).
Pramérma spotieba jogurtd v CR &inila v roce 2019 okolo 10,2 kg na osobu a rok a k tomu 5 kg
ostatnich zakysanych vyrobka (Akademie kvality 2020).

3.4.1 Rozdily mezi kravskymi a kozimi jogurty

Jednou z vybornych alternativ, ktera nabyva stale vétsi oblibenosti mezi konzumenty, je
kozi mléko a vyrobky z n¢j at uz FMV nebo syry (Lad et al. 2017). Ve srovnani s mlékem
kravskym je technologicka vyroba kozich jogurta s optimalni konzistenci, viini a chuti obtizna.
Hlavnim divodem méné pevné struktury koagulatu kozich jogurti je niz$i procento nebo
celkova absence asi-kaseinu, ktery je u kravského mléka dilezitym faktorem pevnosti a tuhosti
gelu. Pridavky probiotickych mikroorganismt za ucelem prospéchu na lidské zdravi by taktéz
mohly mit mirny pozitivni vliv na konzistenci vysledného produktu (Costa et al. 2015).
V literatufe nejsou jejich ucinky na texturu pfili§ popsany, je potfeba vice podrobnéjSich
vyzkumu zameéfené na tuto tematiku. Nekteré kmeny jako naptiklad Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus tuto schopnost maji (Shihata & Shah 2002; Costa et al. 2015).

Kozi mléko co do slozeni obsahuje kaseinové micely, které vykazuji vys§si mnozstvi
vapniku a anorganického fosforu, jsou méné solvatované, méné tepelné stabilni a ztraceji
B-kasein snadnéji nez micely kravského mléka (Park et al. 2007). Ve studii Costa et al. 2015
zjistovali technologické parametry kozich jogurtl a zaroven se jejich senzoriku snazili zlepsit
za pomoci pridavku kakovniku velkokveétého (tzv. cupuassu). Viskozita vSech kozich jogurta
zustala po dobu 7 dnl konstantni, nasledné se snizila. Toto sniZzeni mohlo byt zpiisobeno
postupnou separaci syrovatky s prodluzujici se dobou skladovani. Ptirozené kolisani obsahu
kaseinu v mléce mize mit vyrazny ucinek na vyslednou pevnost jogurtu. Odparenim, pfidanim
suSen¢ho odstfedéného mléka nebo CasteCnou ultrafiltraci je mozno zvysSit pevnost koagulatu.
Tepelnou upravou mléka Ize vyrazné zvysit pevnost gelu (Walstra et al. 2005).

Texturu kozich jogurtt se snazili podrobné popsat a vylepsit ve studii Wang et al. 2012.
Jednim z pridavka byl stabilizator pektin. Pektin se Casto pridava do jogurtl pro zlepSeni
konzistence, zvySeni viskozity a snizeni synereze. I pfesto, Ze fada stabilizatort dokaze zlepsit
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vyslednou viskozitu, textura se ¢asto vubec nezlepsi. Texturni vady v jogurtu zahrnuji slabé
télo, separaci syrovatky a gumovitost. Kombinaci polymerizovaného syrovatkového proteinu
(0,4 %) a pektinu (0,3 %) bylo dosazeno optimalni viskozity 1 vhodné textury, koagulat byl
pevny a synereze byla minimalni.

Ve studii Machado et al. 2017 byl analyzovan vliv pfidavku medu na technologické,
fyzikalné-chemické a senzorické vlastnosti kozich jogurti obsahujici probiotické
mikroorganismy rodu Lactobacillus acidophilus. Vysledky prokazaly pozitivni vliv na barvu,
synerezi, viskozitu a senzorické vlastnosti jogurti. Pfidavek medu dokonce zvysil mnozstvi
bakterii Lactobacillus acidophilus a jogurtovych startovacich bakterii.

Studie Ranadheera et al. 2012 zahrnovala vyzkum zabyvajici se zivotaschopnosti
bakterialnich kultur Lactobacillus acidophilus (LA-5), Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(BB-12) a Propionibacterium jensenii (702) a moznym zlepSenim senzorické pfijatelnosti
charakteristiky aromatickych kozich jogurtd za pomoci ptfidavku ovocné slozky. Vyzkum
prokazal, ze ackoliv se zdal ptidavek ovocné slozky pozitivni na rast bakterii Lactobacillus
acidophilus, vysledky vysly neuspokojivé pro v§echny zkoumané jogurty. Vzhledem k tomu,
ze jako startovaci kultury byly pouzity Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, jez produkuji peroxid vodiku, mohly mit vyrazné negativni vliv na pfidanou
probiotickou kulturu. Synereze jogurti byla zjiS§téna vyrazné nizsi v Cistych neochucenych
jogurtech, na rozdil od jogurtt s pfidavkem ochucujici slozky. Za narusSeni struktury koagulatu
mohlo byt zodpovédné 1 michani s ochucujici slozkou. Senzoricky (chut, aroma) byly vSechny
jogurty s ovocnou slozkou hodnoceny 1épe nez jogurty Cisté.

3.4.2 Technologie vyroby jogurtu

Vyroba jogurtu zacina spravnym vybérem surovin a presnym slozenim, aby se dosahlo
pozadované a konzistentni kvality koagulatu, ktery bude odpovidat konkrétnimu druhu
vyrabéného jogurtu. VSechny mlécné suroviny by mély byt zvoleny tak, aby mély spravnou
mikrobiologickou kvalitu pro zaji§téni nejlep§iho chutového potencialu vysledného vyrobku
(Chandan 2017).

Vibec zakladnim a prvnim krokem pro vyrobu jogurti je vybér mléka, které je
do mlékarny ptivezeno. Pfi prejimce mléka se kontroluje jeho teplota a je odebiran cisternovy
vzorek mléka, ktery musi vykazovat zaporné hodnoty pii kontrole RIL a je podroben dal§im
laboratornim krok(im pro samotné piijeti mléka. Po prijeti musi byt mléko rychle zchlazeno
na teplotu max 6 °C (Janstova et al. 2012).

Nasledné je pro vhodné zpracovani mléka nutné jeho zakladni oSetieni. To se sklada
z odstfedéni a tepelného osetieni s naslednym zchlazenim. Ve probiha v tzv. pasteracni stanici,
kde podle dalsiho cile zpracovani mléka probih4 napf. standardizace obsahu tuku v mléce,
deaerace, homogenizace mlécného tuku a dalsi (Varnam & Sutherland 2001).

Odstfed'ovani mléka probiha na odstfedivkach, kde na bazi rozdilu mérné hmotnosti
rozdelujeme za pomoci odstfedivé sily smetanu (tuk) a odstfedéné mléko. Spolecné s témito
castmi odchazi i necistoty, mikroorganismy a bunécéné Castice, jez jsou hnaci silou vytlaceny
ke sténé bubnu, kde odchézeji ve formé kalu (Dhungana et al. 2017). Odstfedéné mléko (tézsi
slozka) se pti otaceni soustied’uje blizko stény bubnu a naopak smetana (lehci slozka) je
vytlacovana do stfedu bubnu k ose otaCeni. Vhodna teplota pro tento proces je 40-50 °C
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(Janstova et al. 2012). U FMV mohou byt pouZzivany i rizné druhy stabilizator. Mezi né fadime
napf. rostlinné stabilizatory (pektiny, arabska guma, agar, alginaty, karagenany, Skrob, atd),
biosyntetické stabilizatory (xantanova guma) a modifikované stabilizatory (modifikované
Skroby, maltodextriny, modifikovana celul6za). Stabilizatory zabrariuji uvoliiovani syrovatky
v pribéhu skladovani vyrobka a zaroveii vytvaieji a stabilizuji texturu finalniho vyrobku (Snirc
et al. 2016). Na obrazku €. 2 je shrnuty postup technologie vyroby jogurtu od vybéru mléka
po pridavek kultur a zchlazeni na teplotu vhodnou pro pouzité¢ druhy mikroorganismu.

Homogenizace mléka pro vyrobu FMV zaji§tuje rovnomérné rozdéleni tukové slozky
a tim zlepSuje pevnost koagulatu, zvySuje viskozitu, zlepSuje chut a stravitelnost tuku.
Homogenizace muze byt zafazena bud pred, a nebo po tepelném oSetfeni. Umisténi pred
eliminuje riziko kontaminace, na druhou stranu mize vést ke slouceni tukovych kulicek
do celkd (Varnam & Sutherland 2001; Massoud et al. 2016).

Tepelné osetieni (pasterace) je definovana jako proces aplikovany pii vyrobé mléka
s cilem minimalizovat mozna zdravotni rizika zpusobené patogennimi mikroorganismy
s minimalnimi ~ chemickymi, fyzikalnimi a organoleptickymi  zménami  mléka
(Varnam & Sutherland 2001; Motarjemi et al. 2014). Pasterace patii mezi technologické kroky,
které u vyroby jogurti vyznamné ovliviuji snizovani synereze (vylouceni kapaliny z gelu).
Teplota vhodna pro osetfeni jogurtll zalezi na mnozstvi suiny, na stupni denaturace
syrovatkovych bilkovin (B-laktoglobulin, o-laktalbumin) a na obsahu tuku. Cast
denaturovanych syrovatkovych bilkovin se vaze na kasein a vytvoreny komplex eliminuje vyse
zminénou synerezi. Pro vyrobky se susinou do 12 % se doporucuje zahtev na 95 °C po dobu
5 minut, kde denaturace syrovatkovych bilkovin dosahne 80-85 %. Pro vyrobky se suSinou vice
nez 14 % je vhodny zéhiev na 90 °C po dobu 1-3 minut, kde se denaturuje ptiblizné 70-75 %
syrovatkovych bilkovin. Tepelné oSetfeni vysokou pasteraci (85 °C, 3-4 s) se nedoporucuje
vzhledem k nizkému stupni denaturace. Tuk zde hraje roli takovou, Ze sjeho rostoucim
obsahem, stejné tak se zvySujici se suSinou mléka, je potieba umérné zvysovat intenzitu
tepelného zahfevu (Varnam & Sutherland 2001; Martin et al. 2012; Snirc et al. 2016).

Na obrazku ¢. 2 je shrnuty postup technologie vyroby jogurtu od vybéru mléka
po pridavek kultur a zchlazeni na teplotu vhodnou pro pouzité¢ druhy mikroorganismu.
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Obrazek ¢&. 2: Uvodni kroky zpracovani mléka pro vyrobu FMV
(zdroj: Snirc et al. 2016, upraveno autorem)

Po tepelném zahtevu nasleduje zchlazeni na fermentacni teplotu 42-45 °C vhodnou pro
termofilni jogurtovou kulturu po dobu kultivace 3-3,5 hodin. Teplota se mize lisit i podle
pouziti riznych metod fermentace mléka tzv. termostatovou metodou nebo tankovou metodou.
U termostatové metody se pouziva teplota 42-45 °C nejméné 4 hodiny. U metody tankové byva
teplota nizsi okolo 35-37 °C po dobu 7-8 hodin. Do mléka se pfidava Cista mlékarenska kultura,
kterou je potfeba dobfe rozptylit v celém objemu mléka, jinak hrozi nepravidelné srazeni
a vznik hrudkovité konzistence vyrobku (Snirc et al. 2016). Na obréazcich &. 3 a &. 4 pokraduje
technologicky proces termostatové a tankové metody vyroby jogurtd.
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V pfipadé termostatové metody se mléko s naockovanou kulturou davkuje
do spotiebitelského obalu, ve kterém nasledné fermentuje a vzniké tim jogurt s pevnou, tuhou
konzistenci (SET TYPE). Koagulat je nerozmichany a jeho pevnost miizeme otestovat formou
stojici 1zicky v koagulatu (Robinson et al. 2006; Glibowski & Rybak 2016; Wang et al. 2020).
V piipadé ochucenych vyrobki se nejdiive davkuje ochucujici slozka, ktera je zalita
naoCkovanou smeési mléka. Po uzavieni obalu se nechava smés fermentovat ve specialnich
zracich tunelech nebo mistnostech, kde jsou optimalni podminky pro pouzitou kulturu.
Pti dosazeni kyselosti pH 5,3-5,4 se brzdi metabolicka aktivita zchlazenim pod teplotu 10 °C.
Vyrobky jsou ptesunuty do chladicich komor (Robinson et al. 2006; Glibowski & Rybak 2016;
Snirc et al. 2016; Wang et al. 2020).

Tankova metoda je vyuzivana pii vyrobé jogurtl s krémovou konzistenci (STIRRED
TYPE) nebo jogurtového mléka (DRINK TYPE). Tento typ vyuziva pro fermentacni proces
koagulacni tanky. Pfi dosazeni pH 4,5-4,7 se koagulat zchladi cirkulujici vodou kolem tanku
(Snirc et al. 2016). V pribéhu chlazeni je smés promichavana. Nasledn& je smés pieterpana do
vyrovnavaciho tanku, kde se uchovava do doby, nez se vyrobek zabali, poptipadé jesté predtim
smicha s ochucujici slozkou. Vyrobek je perfektné rozmichany a jeho konzistence je velice
jemna a krémovita. V piipadé DRINK TYPE se vyuziva Setrnd homogenizace, ktera je zarazena
az po fermentaci v tanku. Vysledny vyrobek je Casto fedény ovocnym koncentratem, ma nizkou
viskozitu a je urCen k piti (Robinson et al. 2006; Glibowski & Rybak 2016; Wang et al. 2020).

Tyto typy muzeme doplnit jest€ dvéma dalSimi technologickymi postupy a tj. takzvany
,FROZEN TYPE", ktery je svou vyrobou podobny jogurtim krémovitym. Li§i se po fazi
fermentace, kdy jsou koagulaty zpracovany jako zmrzliny a nasledné uchovavany a skladovany
v hlubokozmrazeném stavu. Poslednim typem je , CONCENTRATE TYPE®, jenz
je charakteristicky svym zahusténim na vyS$si obsah suSiny. Jinak se tomuto typu fika , strained
yoghurt®, tedy jogurt, ktery byl zbaven vétSiny syrovatky (Janstova et al. 2012).

3.5 Vyznam FMV ve vyzivé

Pozitivni vyznam FMV v lidské vyziveé se prebira jiz po mnoho generacich. Obecny
vyznam mléka a mlécnych vyrobkt ve vyzivé loveéka zahrnuje jejich nutriéni vyvazenost, jsou
vybornym zdrojem vapniku, maji detoxikacni vliv pfi otravach, jsou dobfe stravitelnou
potravinou a dobrym substratem pro kulturni mikroorganismy (Navratilova et al. 2012).

Fyziologicka a nutri¢ni hodnota bilkovin je dana obsahem esencialnich aminokyselin.
Mlécné bilkoviny maji vyhodu své plnohodnotnosti, obsahuji pro ¢loveéka vSechny esencialni
aminokyseliny. Ve FMV jsou zastoupeny predevsim kaseiny a syrovatkové bilkoviny.

FMV obsahuji kromeé mlééného cukru také jiné sacharidy napt. sacharidy z ovocné
slozky, stabilizatory (agar, karagenany) a dalS§i. Laktéza ma v gastrointestinalnim traktu
stimulacni funkci ave FMV je hlavni latkou, jejimz rozkladem umoziiuje vznik mlécné a octové
kyseliny pfi procesu fermentace. Diky CasteCné fermentaci laktozy je umoznéna konzumace
FMV lidem trpici intoleranci na laktozu. Vyznamnou slozkou jsou oligosacharidy, které jsou
pfitomny ve vyrazné vyssich mnozstvich v kozim mléce. Diky pfitomnym oligosacharidim
vykazuje kozi mléko probioticky potencial, ktery se uplatiiuje zejména
pii stimulaci rastu bifidobakterii v tlustém stfevé (Navratilova et al. 2012; Snirc et al. 2016;
van Leeuwen et al. 2020).
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Mlécna kyselina je hlavnim finalnim produktem fermentace laktozy. Jeji obsah ve FMV
byva okolo 0,7-1,5 %. Nutri¢ni vyznam této kyseliny spociva v jeji schopnosti stimulace
sekrece zaludecnich stav, je prekursorem tvorby télni glukézy a glykogenu, dale zvysSuje
vyuziti vapniku, fosforu a Zzeleza a pusobi pfiznivé na aktivitu pepsinu. Ve FMV ma
1 technologicky vyznam, protoze pozitivné ovliviiuje texturu mlécnych bilkovin, snizuje pH
a inhibuje tak rast nezadoucich organismu ve vyrobku. Diky mlécné kyseliné se prodluzuje
trvanlivost finalniho produktu (Walstra et al. 2005; Jan§tova et al. 2012).

BMK mohou tvofit antibiotické slouCeniny, které poskozuji mozné vyskytujici se
patogeny a tim tak uplatiiuji svoje antimikrobialni U€inky. Podrobnéjsi vyznam je vSak stale
studovan (Walstra et al. 2005).

Dle vyhlasky ¢. 274/2019 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 397/2016 Sb., o pozadavcich
na mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy, tuky a oleje, je stanoven obsah tuku v susiné
v jogurtu bilém od 0 do 10 % a vjogurtu bilém smetanovém minimalné¢ 10 %
(Ministerstvo zemédélstvi 2019). Na tuk ma veliky vyznam technologickd operace
homogenizace, ktera zptusobi zmenSeni tukovych kulicek a tim tak zvétSeni jejich povrchu
anasledné lepsi pristupnost lipazam a travicim enzymim. Dulezitym faktorem je pozitivni vliv
cholinu na rovnovahu koncentrace cholesterolu (Janstova et al. 2012).

Konzumace FMV zptisobuje pouze mirnéjsi zvySeni pH obsahu Zaludku a tim je snizeno
riziko prachodu patogennich organismu. To je zvlasté dilezité pro jedince trpici sniZzenou
sekreci zaludeCnich §t'av napt. seniofi nebo kojenci (Walstra et al. 2005).

Mezi dilezité dieteticko-1éCebné vlastnosti FMV patii napfiklad tvorba a vstiebavani
nékterych vitamini B-komplexu ve stfevé, zejména vitaminu Bz a jejich vyuziti lidskym
organismem. Ve stejné mife to plati i pro vétS§inu mineralnich latek predevsim vapnik, fosfor
spolu s zelezem, zinkem a médi, které jsou vyznamné pii imunologickych reakci organismu
(Snirc et al. 2016).

3.5.1 Probiotické ucinky

Probiotické kultury jsou celosvétoveé vyzadovanymi doplilujicimi mikroorganismy, které
se do FMV pfidavaji za ucelem pozitivniho vlivu na lidsky organismus. Jde o aktivni
potravinovy doplnék, ktery zlepsuje slozeni a zajistuje rovnovahu stievni mikrobioty ¢loveka.
Misto, kde organismy nejvice pusobi, je stievo, ve kterém maji pozadovany prospé€sny ucinek
jen v piipadé, Ze je jich v konzumovaném vyrobku 10°® KTJ na 1 ml (Walstra et al. 2005;
Janstova et al. 2012; Snirc et al 2016; Meybodi et al. 2020).

Mezi probiotické mikroorganismy fadime napfiklad skupinu bifidobakterii
(Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum) a dale bakterie mlécného kvaSeni
(Lactobacillus  acidophillus, Lactobacillus  casei, Lactobacillus  plantarum, aj.)
(Walstra et al. 2005; Snirc et al. 2016; Meybodi et al. 2020). Abychom mohli mluvit
o mikroorganismech probiotickych, musi splfiovat rizna kritéria. Je dilezité, aby probiotické
bakterie byly schopny piezivat v podminkach gastrointestinalniho traktu, aby tolerovaly
zaludecni kyseliny a zlucové soli. Dale je nutné, aby byly schopné prezit technologicky
a skladovaci proces, aby dokazaly ptiznivé ovliviiovat zdravi ¢lovéka a podporovaly funkci
pfirozené stfevni mikrobioty.
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Probiotické bakterie nesmgji byt pfenaseci genu zodpovédného za prenos antibiotické
rezistence, nesmé&ji byt zaroven patogenni a nemély by produkovat biogenni aminy
(Walstra et al. 2005; Snirc et al. 2016; Ranadheera et al. 2019; Meybodi et al. 2020).

Vybrané bifidobakterie a laktobacily potlacuji rast mikroorganisma redukujicich
dusi¢nany na dusitany, ¢imz se predchazi vzniku karcinogennich nitrosamini. FMV maji
schopnost redukovat zvySené hladiny cholesterolu a triacylglycerold, ¢ehoz se vyuziva pii 1é¢be
kardiovaskularnich onemocnéni. Taktéz upravuji narusenou stfevni mikrobiotu po uzivani
antibiotik, chemoterapeutik a jinych I[é¢iv. Napomahaji ke snadnéSimu a lepSimu
vyprazdinovani, ¢imz se zabrafiuje vzniku nezadoucich metabolitd, které by mohly stfevni
sliznici nepfizniveé drazdit. Podpora imunity je stejné tak dilezitym uc¢inkem konzumace FMV
(Snirc et al. 2016).

Probiotika spolu s jinymi aditivy, které se do jogurt pfidavaji, mohou mit vyrazny vliv
na vyslednou senzoriku ¢i fyzikalné chemické vlastnosti jogurta (Farag et al. 2021).

Podle studie Chatelaine et al. 2021 bylo potvrzeno, ze konzumace probiotickych jogurta
je spojena se zdravi prospé€Snou modulaci stfevniho mikrobiomu. Vyzkum byl zalozen na
kombinaci metod NMR (nuklearni magneticka rezonance) a UHPLC-HRMS (ultra u¢inna
kapalinova chromatografie s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii), které jasné
vymezily a detekovaly vS§echny metabolity. Po tfech tydnech konzumace probiotickych jogurta
se vyznamné€ zménil metabolom tlustého stieva oproti kontrolnim vzorkiim. Do budoucna je
zapotiebi dalSich studii zaméfujici se na tematiku, jak konzumace probiotickych jogurtd muze
ovlivnit gastrointestinalni trakt a celkové zdravi déti.

3.6 Nukleirni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance (angl. Nuclear Magnetic Resonance) je metoda, ktera je
roz$ifen€ pouzivana k detekci pivodu potravin a objevu novych biomarkert. Vyrazné pokroky
v technologii digitalnich spektrometrii zajistily NMR spektroskopii lepsi kvantifikace
a identifikace sloucenin spolu s moznosti rutinnich analyz. Zpracovani signalu byl jeden
ze zaznamenanych pokrokd, pii kterém jsou odstranény protony vody, které by mohly piehlusit
spektra molekul zastoupenych v men$im mnozstvi. Déle byly pokroky zaznamenany
pii zpracovani vysledného spektra, kde je vyuzivano technik vicerozmérné analyzy dat
(Kuballa et al. 2018).

3.6.1 Princip NMR

Jedna se o vykonnou analytickou spektroskopickou techniku, ktera je schopna poskytnout
kvantitativni informace o chemickém slozeni kapalnych, ale i pevnych rozpustnych smési
organickych  sloucenin. Provedenim komplexnégjsich  jednodimenzionalnich  (1D)
a dvoudimenzionalnich (2D) experimenti NMR analyzy je mozné detekovat a identifikovat
1 slouCeniny doposud neznamé (Ralli et al. 2018). Moderni spektrometry dnes vyuzivaji
vyhradné pulzni metodu, jejiz princip je popsan nize.

Principem jsou zakladni stavebni Castice atomu, tedy protony, neutrony a elektrony
rotujici kolem své vlastni osy, tzn. maji svilj moment hybnosti (magneticky moment), ktery je
oznacovan jako spin (znaCeni: I; Budésinsky & Pelnar 2000). Pokud je v jadrech izotopt sudy
pocet protonil a neutronl, jsou sparovany spiny castic. Hovofime tedy o tzv. spinovém

34



kvantovém ¢&islu 0 (I=0). Jedna se napiiklad o izotopy 2C, 9O, tedy jadra, ktera nemaji
magneticky moment, ¢imz neposkytuji signaly NMR. Jadra obsahujici lichy pocet protont
a neutronu ¢i obou typu ¢astic, nemaji sparovany spiny a jejich spinové kvantové Cislo je I=1/2.
Jedna se napfiklad o izotopy 'H, 1C, 3P (Budésinsky & Pelnaf 2000). Vodik 'H je nejbéznéjsi
formou a ma vyjimecné postaveni v NMR spektroskopii organickych sloucenin predevs§im diky
vhodnym vlastnostem, tedy vysokému pfirozenému zastoupeni Cinicim pres 99 %, vysokou
citlivosti a rozsdhlym vyskytem (Popa & Novotna 2012).

Zakladni stav je tehdy, kdyz spiny nejsou usporadany a nenajdeme mezi nimi energeticky
rozdil. Ve chvili, kdy jsou jadra vlozena do magnetického pole Bo, jsou vychylena z rovnovazné
polohy, dojde k uspotfadani magnetickych momenti ve sméru a proti sméru magnetického pole,
a tim zaCina NMR experiment (Gunther 2013; Dracinsky 2021). Tento stav je zndzornén
na obrazku ¢. 5. Pii ziskdvani NMR spekter pak nedetekujeme magnetické momenty
jednotlivych jader, ale jejich vektorovy soucet, ktery nazyvame jako magnetizace M. Mimo
rotani pohyb kolem své osy vytvareji jadra jesté pohyb precesni tzv. Larmorovu precesi.
Frekvence tohoto pohybu je pak vyjadfena tzv. Larmorovou frekvenci, ktera je dana
gyromagnetickym pomérem jadra atomu a intenzitou magnetického pole Bo. Precesni pohyb je
znazornén na obrazku ¢. 6 (Brus 2007). Pfi pulzni metod¢ je pak na vSechna jadra jednoho
izotopu aplikovan kratky radiofrekvencni pulz, ktery je vychyli z jejich rovnovazného stavu do
stavu excitovaného. Tato pulzni frekvence musi byt shodna s precesi magnetického momentu
méfeného jadra. Diky tomu dojde ke vzniku tzv. rezonance, ktera zapficini vychyleni a precesi
magnetizace M. Pfi ukonCeni pulzu dochazi k navrati jadra do rovnovazné polohy, tzv.
relaxaci, tento navrat indukuje v civce proud, ktery se oznacuje jako volné doznivani indukce
(Free induction decay; FID). FID signal tedy predstavuje zavislost elektrického proudu
indukovaného ve snimaci civce na Case. Dulezitym krokem je matematicka konverze FID
signalu za pomoci Fourierovy transformace (FT), ktera je spektrum schopna znazornit
v zavislosti intenzity signalu na frekvenci a ziskat tak z ¢asového zaznamu (FID) pozadované
spektrum (Dracinsky 2021).

Vyhodou FT-NMR analyzy je moznost rychlého opakovani po sobé stejnych méfeni
avysledné FID signaly sCitat. Zvysi se tim citlivost méfeni a je diky tomu mozné méfiti zfedéné
vzorky, jadra s malym gyromagnetickym pomeérem nebo s nizkym izotopovym zastoupenim
(Dracinsky 2021).
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Obrazek €. 6: Rotujici jadra s externim magnetickym polem Bo (z)
(zdroj: Brus 2007, upraveno autorem)

U jader s I=1/2 jsou mozné pouze dvé orientace (+z, -z). Orientace +z
mirné prevazuje nad -z, proto vykazuje nizsi energii. V magnetickém poli
tedy vznikaji dva spinové stavy: I = +1/2al =-1/2.

3.6.1.1 Chemicky posun

Chemicky posun je jev, ktery nam pomaha odliSit jednotlivé latky a jejich struktury
na zakladé odlisného okoli a jejich reakce s nim spojené. Jinymi slovy rezonancni frekvence
jednotlivych jader je ovlivnéna elektrony v chemickych vazbach molekuly. Kdyby neexistoval
chemicky posun, jadra by rezonovala pii stejné frekvenci a nebylo by mozné jednotlivé latky
v ramci NMR analyzy rozlisit.

Principem tzv. magnetického stinéni jadra (angl. shielding) je zména Bo vlivem okolnich
elektronti. Po vystaveni molekuly nebo smési molekul magnetickému poli Bovznika cirkulujici
pohyb elektronti v elektronovém obalu, které obklopuje jadro. Na zakladé tohoto pohybu
vznika slabsi lokalni pole Bioca, které sméfuje proti vnéjSimu magnetickému poli Bo. Tento jev
je znazornén na obrazku ¢. 7 (Akitt & Mann 2017).
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Diky odlisnosti magnetickych poli jednotlivych latek dochézi k rozdilnym chemickym
posuntim a rozdilnému stinéni a na zakladé toho jsme schopni rozliSit i rizné frekvence,
ve kterych latky rezonuji (Wishart et al. 1995; Guinther 2013).

Obrazek €. 7: Pohyb elektronového oblaku E okolo jadra N
(zdroj: Akitt & Mann 2017, upraveno autorem)

Absolutni hodnoty frekvenci rezonanci jsou v MHz, ale vySe zminény posun (rozdil
rezonancnich frekvenci) zpusobeny stinénim je v Hz, proto se pouzivaji bezrozmérné jednotky
ppm (angl. parts per million; Popa & Novotna 2012). Pro snaz§i znadzornéni zacatku stupnice
vyuzivajici jednotky ppm se pouzivaji standardy, nejcastéji tetramethylsilan (TMS) nebo
3-trimethylsilylpropionan sodny (TSP). Tyto standardy davaji ostry a silny signal, ktery je vzdy
zaznamenavan spolu se spektrem zkoumaného vzorku. Jedna se o latky v podstaté inertni
a po =zaznamu spektra se daji snadno ze vzorku odstranit (Hoffman 2006;
Popa & Novotna 2012; Giinther 2013).

3.6.2 Vyhody a nevyhody NMR analyzy

NMR spektroskopie je robustni metoda, ktera je schopna rychle analyzovat smeési
na molekularni urovni bez nutnosti separace ¢i purifikace vzorku. Diky tomu je idealni metodou
pfi detekci latek v potravinafstvi. Navzdory rostouci popularité je NMR v oblasti potravinarstvi
stale nedostatecné vyuzivanou metodou a to predevsim kvili své vysoké cené€ a naroCnosti
odbornych znalosti pro jeji pouzivani (Hatzakis 2019). VétSina analytickych metod, které byly
vyuzivany v historii a daji se pouzivat i dnes, jsou Casové narocné. Proto kontrolni organy
hledaji rychlé a pokud mozno snadno pouzitelné analytické techniky, které tyto identifikace
zajistuji, pficemz NMR se jevi jako vhodna metoda (Roussel et al. 2003). U¢innost a vyuZiti
analytickych technologii se odviji od druhu, pivodu a povahy vzorku, a pfedevsim na cilech
dané studie. Vybér metody by mél probihat na zakladé téchto faktord, i presto se vSak
povétsinou urci dle nakladi, dostupnosti pfistroji a technologie a odborné znalosti zminénych
technik (Emwas et al. 2019). Obecné existuji ti1 zakladni analytické techniky, které dominuji
metodologiim metabolomiky 'H NMR spektroskopie, kapalinova (LC) a plynova (GC)
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (MS) (Sundekilde et al. 2013). Hmotnostni
spektrometrie kapalinové (LC-MS) 1 plynové (GC-MS) jsou pfirozené citlivéjs§i nez analyza
NMR (Emwas et al. 2019). NMR data jsou vysoce reprodukovatelna a kvantitativni v Sirokém

37



rozsahu a jsou bezkonkuren¢ni metodou pro analyzu a stanoveni neznamych sloucenin. Obé
metody NMR a MS jsou k sobé komplementarni a synergicky fungujici (Markley et al. 2017).
Vzhledem k jednotlivym zaméfenim danych analytickych platforem je nejlepsi
a nejucinngj§i variantou spole¢né vyuziti metabolomickych studii pro uplné identifikovani
a kvantifikaci v§ech metabolitd typickych pro biologicky vzorek (Emwas et al. 2019).
V tabulce €. 5 jsou shrnuty vlastnosti metod NMR a MS pro jejich vzajemné porovnani.

Tabulka €. 5: Porovnani metod NMR a MS

Vlastnost NMR MS
Reprodukovatelnost Vysoka Mala (v porovnani s NMR)
Vnitin€ nizka, da se zlepsit
SEm oéten’l skenl pggi Vysoka (snadna detekce
Citlivost Vy p ) ’Yy velice nizkych
intenzitou magnetického ;
koncentracich)
pole
Selektivni analyza,
.. Zpravidla neselektivni v kombinace

Selektivita

Meéfeni vzorku

Pocet detekovatelnych
metabolitl

Priprava vzorkt

Zotaveni vzorku

Kvantitativni analyza

analyza

Rychlé méfeni pomoci 'H
NMR, vSechny metabolity
v jednom méfeni

V jednom méfeni lze
detekovat a identifikovat
méné nez 200 metabolita

Minimalni pfiprava, lze
automatizovat (zpravidla
ptrenos vzorku do zkumavky
a pridani deuterovaného
rozpoustédla)

Nedestruktivni metoda, na
jednom vzorku lze provést
nékolik analyz, mozné
izolovani vzorku, jeho
dlouhodobé ulozeni

Kvantitativni (intenzita
signalu pfimo umérna
koncentraci metabolita)

s chromatografii = cilena
analyza
Nutna spoluprace s jinymi
metodami k maximalizaci
poctu detekovanych
metabolitt (ionizacni
metody)

Pomoci riznych technik MS
1ze detekovat tisice riznych
metabolith a identifikovat
nékolik stovek

Narocnéjsi ptiprava,
vyzadovana deprivatizace
pro GC-MS

Destruktivni metoda, vzorek
nelze ziskat zpét

Intenzita ¢asto nekoreluje
s koncentracemi metabolita
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Vlastnost NMR MS

Ne tak ¢asté vyuziti, ale 1ze
Cilena analyza pouzit v cilené 1 necilené

GC-MS i LC-MS jsou

) vhodné pro cilené analy
analyze P yey
Vyuzivana, nejcastéji

In vivo studie o
s vyuzitim jader 'H a 3'P

Nevyuziva se

(zdroj: Emwas et al. 2019, upraveno autorem)

3.6.3 Vyuziti NMR v mlékaiském sektoru

Nutricni kvalita a technologické zpracovani mléka uzce souvisi s jeho slozenim. Velice
vhodnou metodou pro podrobnéjsi vyzkum nizkomolekularnich latek je pravé NMR, ktera
se zamétuje nejen na profil latek, ale i jejich spojeni s riiznymi fyzikalnimi vlastnostmi mléka
a mléénych produkti (Sundekilde et al. 2013). Vyuziti NMR spektroskopie k analyze mléka se
datuje jiz od 50. let 20. stoleti, kdy byly identifikovany tfi odli$né ,slozky*“ v 'H NMR
rezonancnim signalu v matefském mléku. Tyto slozky byly oznaceny jako W, T a F. Slozky
W a T byly pfifazeny mlécné plazmé, piicemz slozka W byla identifikovana jako rezonance
vody, zatimco slozka T byla pfisuzovana latkdm z laktozy ve vzorku. Slozka F pochazela
z mlé¢ného tuku (Maher & Rochfort 2014). V roce 1972 byla publikovana studie, ktera se
zabyvala vyuzitim 'H NMR spektroskopie ke zkoumani struktury membrany tukové kuliky
(MFGM). Métenim v riznych rozpousteédlech byli autofi schopni identifikovat charakteristické
rezonance lipidd v porovnani srezonancemi aminokyselin z denaturovanych proteina
za pomoci pfifazeni protonu v jednotlivych fetézcich mastnych kyselin. Bylo zjisténo, ze je
MFGM strukturalné a funkéné odlisnd od plazmatické membrany (Chandan et al. 1972).
S pouzitim komeréné dostupnych standarda byly ve studii Andreotti et al. 2006 identifikovany
a porovnany triacylglyceroly (TAG) v buvolim a kravském mléku. Hlavni rozdil byl v obsahu
kaprinové kyseliny (C10:0), pficemz buvoli mléka méla téméf dvojnasobny obsah kaprinovych
acyla ve srovnani s kravskymi mléky.

Studie Trimigno et al. 2020 zahmovala pouziti 'H NMR pro sledovani zmén v mléce
béhem fermentace probihajici 24 hodin. Pro vyzkum byly pouzity 3 startovaci kultury:
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus a jejich kombinace.
Na mléko byla aplikovana dvé rizna tepelna osetteni (99 °C, 105 °C). Vysledky prokazaly
jasny rozklad bilkovin a laktézy beéhem fermentace za soucasného zvySeni obsahu acetatu,
laktatu a citratu. Bakterie rodu Streptococcus byly schopny produkovat z pyruvatu formiat,
ktery potfebuji laktobacily ke svému rastu a byl tak podpofen jejich symbioticky vztah.
Laktobacily dokazi hydrolyzovat bilkoviny na jednotlivé aminokyseliny, ¢imz obohacuji
kvalitu vysledného produktu. Touto studii byl ziskan lepsi pohled do symbiotického vztahu
jednotlivych kmeni BMK a NMR analyza byla potvrzena jako kliCova pro vyrobce startovacich
kultur.

Pouziti NMR se prokazalo jako tc¢inné ve studii Lu et al. 2018, ve které se autoti zabyvali
chemickymi zmé&nami ve tfech druzich FMV (bulharsky jogurt, jogurt z oblasti Kaspického
more, kefir). Zmény byly sledovany u deviti sloucenin: laktozy (o;B), galaktdzy (ou;p), mlécné
kyseliny, citratu, ethanolu, lecitinu a karnitinu. Vysledky prokézaly, ze ethanol byl pozorovan
pouze v kefiru, galaktdza se nachéazela v kefiru a bulharském jogurtu, kdezto u jogurtu z oblasti
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Kaspického mote nebyla pozorovana viibec. Zmeény v koncentracich lecitinu a karnitinu nebyly
pozorovany u zadnych ze zkoumanych vyrobkt. V pozorovaném obdobi nebyly u bulharskych
jogurtl pozorovany zadné signaly glukozy, coz naznaCovalo, ze byla glukéza hned
spotiebovana v glykolytickych rozkladech. Nacez koncentrace o- 1 [-galaktozy se béhem
fermentace znacné zvySovaly. ZvySené mnozstvi galaktézy navic neodpovidalo
spotiebovanému mnozstvi laktozy, tudiz zde existovala moznost vzniku galaktozy z rozkladu
napt. galaktooligosacharidiu. U kefird byl jasny rast koncentrace mlééné kyseliny béhem
fermentace. Koncentrace citronové kyseliny béhem fermenace prudce klesla az k nule. S delsi
dobou fermentaci vyrazné vzrostl obsah ethanolu. U jogurtli z oblasti Kaspického mote nebyly
pozorovany zadné signaly galaktdzy, coz mohlo byt zptsobeno tim, ze se béhem fermentace
vytvarely expopolysacharidy, na jejichz stavbu se galaktoza spotifebovava.

Metabolity, které se v mléku nachézi, mohou pochazet z riznych typa télnich bunék
organismu. Zanétlivé stavy (mastitidy), bfezost, involuce maji vyrazny vliv na metabolicky
profil mléka (Sundekilde et al. 2013). Ve studii Klein et al. 2012 se autofi zabyvali ketozou,
Castym metabolickym onemocnénim u dojnic. Vysledky prokazaly, ze vysoké hladiny
glycerofosfocholinu a vysoké poméry glycerofosfocholinu k fosfocholinu (GPC/PC) umoziiuji
spolehlivou selekci zdravych krav pro chovné ucely. V prubéhu laktace byly vysoké hodnoty
glycerofosfocholinu spojeny s nizkym vyskytem ketozy.

Neékolik studii se zaméfilo na vyuziti 'H NMR spektroskopie pfi zkoumani syrd. NMR
spektra byla ziskana postupné v procesu zrani a prokazala systematické zmény v prubéhu Casu,
pricemz laktéza do 60. dne byla téméf Uplné pfeménéna na mlécnou kyselinu a ketolatky.
Taktéz bylo za pomoci OPLS-DA analyzy (Cesky ortogonalni diskriminaéni analyzy
nejmensich Ctverct) zjisténo, ze vliv mél i pridavek bakterii (konkrétné Bifidobacterium lactis
a Lactobacillus casei), které stejnétak ovliviwuji finalni metabolicky profil téchto produkti
(Rodrigues et al. 2011). Studie Mazzei & Piccolo 2012 prokazala, ze urcité techniky NMR lze
pouzit k rozliSeni oblasti pivodu buvoliho syra zvaného mozzarella. Kombinaci GC-MS
a 'H NMR metod dokazaly spoleéné identifikovat latky cyklopropyl a cyklohexyl mastné
kyseliny, které byly pouze ve vzorcich mléka krav krmenych kukuti¢nou silazi. Tyto lipidy lze
detekovat 1 v syru vyrobeného z mléka od krav stejn€ krmenych. Je to jedno z vyznamnych
zjisténi proto, Ze pii vyrob€ syru Parmigiano-Reggiano nesmi byt pouzito mléko od krav
krmenych kukufi¢nou silazi. Tato studie demonstruje uzite¢nost metabolomickych piistupt pro
sledovani ucinkt vyzivy zvifat na metabolomicky profil vysledného produktu, stejné jako
urceni provencience (Brescia et al. 2005; Consonni & Cagliani 2008; Maher & Rochfort 2014).
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4 Metodika

Vzorky kozich a kravskych jogurtd byly analyzovany pomoci 'H NMR, konkrétng
pomoci jednodimenzonalniho experimentu s pouzitim pulzni sekvence ,,noesyprid*. Ziskana
data byla nasledné statisticky zpracovana pomoci multivariacnich analyz zahrnujici analyzu
hlavnich komponent (PCA) a ortogonalni diskriminac¢ni analyzu nejmensich Ctverct
(OPLS-DA). Nasledovala identifikace nizkomolekularnich latek v obou matricich.

4.1 Analyzované vzorky mléka

K vyrobé jogurtli bylo odebrano 24 kozich a 24 kravskych vzorkt mléka. Vzorky koziho
a kravského mléka byly odebirany v prubéhu celé laktace koz zfarem v Olomouckém,
Moravskoslezském a Zlinském kraji v Ceské republice. Celkové byly testovany vzorky mléka
od péti plemen, konkrétné:
e plemena koz
o koza bila kratkosrsta
o koza hnéda kratkosrsta
o koza anglonubijska
e plemena krav
o skot holstynsky
o skot Cesky strakaty

Bazénové vzorky syrového mléka byly odebrany =z chladicich tankii na farmach
pii teploté 8 °C a dale byly do 24 hodin transportovany do laboratore Vyzkumného ustavu
mlékarenského, instituce sidlici v Sumperku. Transport probéhl v termoboxech s chladicimi
vlozkami. U vSech vzorkl syrového mléka byl stanoven celkovy pocet mikroorganismi, pocet
somatickych bunék, obsah tuku, bilkovin, mlééného cukru, suSiny a pH. Tyto mikrobialni,
hygienické a slozkové ukazatele jsou uvedeny v tabulce €. 6 a €. 7.

Nasledné bylo 250 ml kazdého vzorku mléka oSetfeno vysokou pasteraci (85 °C
po dobu 15 s), vzorky byly ulozeny pfi teploté 5 °C a transportovany v chladicich boxech do
laboratore Ceské zemé&délské univerzity v Praze.

Tabulka €. 6: Mikrobidlni, hygienické a slozkové ukazatele syrového kravského mléka
pouzitého k vyrobé jogurtu (n = 24)

Celkovy pocet Pocet Tuk Bilkoviny Laktéoza  Celkova pH
mikroorganismia  somatickych (%) (%) (%) suSina (%)
(KTJ* v 1 ml) bunék
(pocet v 1 ml)
9292 195 429 3,34 5,05 13,18 6,7

2 2 2 2

*KTJ = kolonie tvorici jednotky
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Tabulka ¢. 7: Mikrobialni, hygienické a slozkové ukazatele syrového koziho mléka

pouzitého k vyrobé jogurtu (n = 24)

Celkovy pocet Pocet Tuk Bilkoviny Laktéza  Celkova pH
mikroorganismi  somatickych (%) (%) (%) suSina (%)
(KTJ* v 1 ml) bunék
(pocet v 1 ml)
646,583 1062 3,35 2,96 4,54 11,65 6,57

2

2 2

*KTJ = kolonie tvorici jednotky

4.2 Chemikalie

- CHCI; (stabilizovany 1% ethanolem) (Penta s.r.0.; Ceska republika)
- pufr—pH 7,4; 0,2 % NaNs, 1,5 M fosfatovy pufr, SmM 3-(trimethylsilyl)propionova

kyselina (TSP) (Sigma Aldrich; USA)

4.3 Pristroje a vybaveni

- IKA® VORTEX 3; IKA® (Werke GmbH & Co. KG; Némecko)

- Centrifuga Rotanta 460 R (Andreas Hettich GmbH & Co. KG; Némecko)

- NMR spektrometr: Bruker Avance III HD 500 MHz NMR Spectrometer vybaveny
Sirokopasmovou sondou (5 mm BBFO SmarProbe); Bruker BioSpin; Némecko)

(viz. obrazek ¢. 8)

- Pipety 100-1000 pl a 500-5000 pl (VWR International s.r.o.; Ceska republika)
- Centrifugacni zkumavky (konicka, PP, 15 ml, plastové Sroubovaci vicko) (VWR

International s.r.o.; Ceska republika)

- Mikrozkumavky EASY-LOCK®MICROTUBE (kénicka, PP, 1,5 ml) (FL Medical

s.r.l.; Italie)

- NMR kyvety (5 mm, Norell ST500) (Norell Inc.; NC, USA)

Na obrazku ¢. 8 je vidét NMR spektrometr, ktery byl vyuzit k analyze vzorkt kozich
a kravskych jogurti. NMR spektrometr je vybaven autosamplerem kyvet, ktery je znazornén

na obrazku ¢. 9.
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Obrazek ¢. 8: NMR spektrometr (Bruker BioSpin, Némecko)
(zdroj: autor)

-
Obrazek €. 9: Autosampler NMR kyvet (Norell Inc.; NC, USA)

(zdroj: autor)
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4.4 Software

- Topspin (3.57; Bruker BioSpin; Némecko)

- MestReNova 14.0.1 Software (Mesterlab Research; Spané&lsko)

- Online statisticky software MetaboAnalyst 5.0 (metaboanalyst.ca; CA)
- Chenomx NMR suite 9.0 (Chenomx Inc.; CA) (Chong et al. 2019)

Na obrazku €. 10 je znazornéna ukazka zpracovani spekter ve vySe zminéném programu
MestReNova 14.0.1.
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Obrazek ¢. 10: Ukazka zpracovani spekter v programu MestReNova 14.0.1
(zdroj: autor)

4.5 Priprava jogurti

Pozadovany obsah koziho a kravského mléka byl zaockovan jogurtovou kulturou dle
pokyni vyrobce (YC-180, 50U, Chr. Hansen, Dansko), ktera obsahovala uslechtilé
mikroorganismy: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Nasledné byly vzorky inkubovany pfi teploté
43 °C po dobu 4 hodin. Po uplynuti této doby probehla kontrola konzistence. Po ukonceni
inkubace byly vSechny vzorky jogurti zchlazeny na teplotu 6 °C a skladovany minimalné
24 hodin.
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4.6 Priprava vzorki pro analyzu NMR

Jednotlivé vzorky jogurtd byly michany v centrifugacnich zkumavkach v poméru
1:1 s CHCI3, ktery se pridal za uCelem oddéleni tukové frakce. Obsah zkumavek se radné
zvortexoval minimalné po dobu 1 minuty, nasledné zcentrifugoval v laboratorni odstredivce po
dobu 15 minut, pfi 11 500 otackach za minutu pfti teploté 4 °C. Po ukonceni centrifugace bylo
odebrano 720 pl mlééné plazmy do mikrozkumavky, do niz se nasledné ptidalo 80 pl pufru.
Mikrozkumavky se opét fadné zvortexovaly a nasledné se odstred’ovaly po dobu 15 minut,
pfi 14 500 otagkach za minutu pii teploté 4 °C. Cisty supernatan byl z mikrozkumavky
odpipetovan v objemu 600 pl do NMR kyvety. Timto zpusobem byl vzorek pfipraven
k analyze.

4.7 Parametry méieni 'H NMR spekter

Analyza vzorkli probéhla formou zakladniho 1D experimentu s pouzitim ,, noesyprld”
pulsni sekvence se supresi vody na spektrometru Bruker AVANCE III HD NMR pracujici
pii 500,23 MHz pii teploté 298 K. Snimani spekter bylo realizovano s nasledujicimi parametry:
pocet skent 128, 32k datovych bodu , Sitka spektra 16 ppm, relaxacni prodleva 1 s, sméSovaci
¢as 100 ms a akvizi¢ni Cas 4,00 s. Ladéni, zamykani, kalibrace 90° pulzu a shimming byly
automaticky optimalizovany dle nastaveni spektrometru. VSechna spektra kozich a kravskych
jogurtt byla zpracovana pomoci softwaru Topspin. Dalsi manualni uprava a zpracovani spekter
(napf. uprava zakladni linie) bylo provedeno v software MestReNova. Identifikace
nizkomolekularnich latek ptitomnych vkozich 1 kravskych jogurtech probehla v softwaru
Chenomx NMR suite.

4.8 Statistické zpracovani

Metoda NMR poskytuje velké datové soubory, které jsou tvofeny velkym mnozstvim
nejen vzorkd, ale i proménnych. Z tohoto divodu se k vyhodnoceni dat pouzivaji zejména
pokrocilé statistické analyzy. Pro ucely této prace byly k vyhodnoceni pouzity biny o velikosti
0,04 ppm. Celkoveé bylo ziskano 250 bini zjednoho spektra. Tyto biny byly ziskany
tzv. binningem ze spekter zpracovanych v softwaru MestReNova, diky ¢emuz byl vyrazné
zredukovan pocet proménnych. Nasledné byly biny v softwaru MetaboAnalyst normalizovany
na vybrané referencni spektrum, logaritmicky transformovana a automaticky skalovana. Prvné
byla provedena analyza PCA, ktera byla vyuzita pro zkoumani celkového usporadani dvou
testovanych skupin kravskych a kozich jogurtt, jak spolu vzorky souviseji nebo naopak jak se
od sebe odliSuji. Poté byla pouzita OPLS-DA pro identifikaci statisticky vyznamnych
proménnych, odlisnosti mezi dvéma skupinami vzorku (Sundekilde et al. 2013). Data byla opét
normalizovana na vybrané referencni spektrum, logaritmicky transformovana a automaticky
Skalovana. Validace tohoto modelu byla provedena pii 1000 permutacich. V ramci OPLS-DA
analyzy bylo ziskano také tzv. VIP skore (variable importance in projection), které nam
poskytlo informace o binech, jez jsou mezi testovanymi skupinami nejvice diskriminujici.
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S Vysledky

Vysledky nesupervizované PCA analyzy dat vzorku kravskych a kozich jogurti jsou
vyobrazeny na obrazku €. 11. Tato statisticka analyza byla schopna Uspésné a jasné oddélit
jogurty razného druhu mléka a vytvorila tak na zakladé ziskanych dat dveé zietelné skupiny.
Hlavni komponenta PC 1 interpretovala 23,9 % variace, komponenta PC 2 se na variabilité tiid
podilela z9,2 %.
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Obrazek ¢. 11: PCA analyza spekter kozich (zelena barva, n = 24) a kravskych
(Cervena barva, n = 24) jogurtu

Na obrazku ¢. 12 je znazornén dendrogram, ve kterém bylo rozdé€leno 48 vzorki
kravskych a kozich jogurti do dvou hlavnich skupin. Dendrogram je druh diagramu, ktery
se pouziva ve spojeni se shlukovou analyzou a poméha znazornit jeji jednotlivé kroky.
Abstraktni vertikalni osy v bodech spojeni znazornuji jeden prvek samostatn€, horizontalni osy
vyjadiuji vzdalenost mezi jednotlivymi shluky. Zakladem pro shlukovou analyzu jsou
odhadované podobnosti mezi odpovidajicimi vzorky (Kim et al. 2007; Calinski 2014).
Na dendrogramu jsou zieteln€ znazornény vzorky vzajemné si podobné a stejné tak je viditelné
odliSeni obou skupin kravskych (Cervené znazornénych) i kozich (zelené¢ znazornénych)
jogurtu.
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Obrazek ¢. 12: Dendrogram rozdélujici 24 kravskych a 24 kozich jogurta
do dvou skupin

Vysledky OPLS-DA jsou znazornény na obrazku ¢. 13. OPLS-DA potvrzuje vysledky
ziskané z PCA analyzy, dokonce vykazala lepsi separaci kozich a kravskych jogurta oproti PCA
analyze, klastry testovanych skupin jsou lépe oddéleny. Lze také pozorovat 1épe semknuty
klastr kravskych jogurtl, coz naznaCuje mensi variace univnif testované skupiny, naopak
u kozich jogurtu je variace vetsi.

Modely OPLS-DA byl charakterizovan hodnotami R? a Q2. Hodnota R? kvantifikuje,
kolik pavodnich dat bylo v modelu popsano. Hodnota Q? pfedstavuje miru spravnosti modelu
vypoctenou kiizovou validaci (Kew et al. 2019). Na§ model vykazal R?Y = 98,7 % (p < 0,001)
a Q=97 % (p < 0,001). Pomoci permutacnich testd pii 1000 permutacich byl model
vyhodnocen jako validni.
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Obrazek €. 13: OPLS-DA analyza spekter kozich (zelena barva, n = 24) a kravskych
(Cervena barva, n = 24) jogurtu, Q>= 0,97 (p < 0,001) a R2Y = 0,987 (p < 0,001)

Na obrazku €. 14 je vyobrazeno VIP skore indentifikujici biny, které ptispivaji k rozdilim
mezi skupinami zafazené do modelu OPLS-DA, tudiz kozi a kravské jogurty. Barva Ctverca
uvedenych podél grafu znazoriuje, zdali je konkrétni bin vétsi v kozim ¢i kravském jogurtu.
Cim vy$8i VIP skore u daného binu je, tim ma v&tsi vliv na diskriminaci skupin.
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Obrazek ¢. 14: Seznam vyznamnych diskriminujicich binu dle VIP skoére
nachazejici se o ruzné velikosti v kozim ¢i kravském mléku, jak je uvedeno vpravo
podle grafu

Za nejvyznamnéjsi biny podilejici se na diskriminaci dvou testovanych skupin byly dle
VIP skore oznaCeny tyto: 7,94; 5,98, 5,58; 6,18; 8,26; 7,9; 5,94; 4,34; 2,06 a 5,34 ppm. Biny
nachazejici se na pozici 7,94; 5,98; 5,58; 8,26; 7,9; 5,94 a 4,34 ppm vykazuji vétsi intenzitu
v kozim jogurtu, naopak biny nachézejici se na pozici 6,18; 2,06 a 5,34 ppm vykazuji vétsi
intenzitu v kravském jogurtu. Pro tcely této diplomoveé prace vsak nebyly dostatecné informace
o diskriminuyjicich binech, ale bylo zapotiebi urcit 1 o jaké nizkomolekularni metabolity se
jedna, a proto byla provedena identifikace metaboliti ve spektrech vSech kozich i kravkych
jogurt v softwaru Chenomx NMR suite. Seznamy identifikovanych metabolitd v kozich
a kravskych jogurtech jsou uvedeny v tabulce €. 8 a €. 9. Celkové bylo identifikovano 61 latek
v kozich jogurtech a 55 latek v kravkych jogurtech. Tyto seznamy byly nasledné vyuzity pro
identifikaci latek, které se nachazejici na pozici deseti vyznamnych bind, jak je uvedeno
na obrazku ¢. 14.

V oblastech spektra kozich jogurt 4,34 ppm; 5,58 ppm; 5,98 ppm; 7,90 ppm a 7,94 ppm
se nachdzeji UDP cukry zahrnujici UDP-glukézu, UDP-galaktozu, UDP-glukuronat
a UDP-N-acetylglukosamin, které patii mezi nejvice signifikantni latky s velmi vysokym VIP
skore a jsou schopny uspésné odlisit tyto dvé skupiny jogurtd. Vyznamnou latkou, ktera je
charakteristickym biomarkerem kravskych jogurti je orotat, jenz je v oblasti spektra
na 6,18 ppm. Orotat je latka se ctvrtym nejvyssim VIP skore. Dalsi dilezitou latkou, ktera je
schopna charakterizovat kravsky jogurt je ziejmé néktery z aminocukru s acetylovou skupinou
nachazejici se na 2,06 ppm.
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V oblastech 5,94 ppm a 8,26 ppm v kozich jogurtech a 5,34 ppm v kravskych jogurtech
se nachazely latky, které nebyly prostfednictvim software identifikovany.

Tabulka €. 8: Souhrn latek obsazenych v kozich jogurtech

Nazev slouceniny Vzorec Nézev slouceniny Vzorec
Acetat C,H40, Laktat Cs;HeO3
Aceton CsHqO Laktoza Ci2H2,01
Adenin CsH;sN; Laktuloza C1H2011
Alanin C;H7NO, Leucin CeHisNO;
Arginin CsH14N4O, Malat C4HsOs5
Aspartat CsH;NO, Malonat C;H404
Betain CsH;INO; Maltoza Ci2H2,01
Butyrat CsHszO, Methionin CsHiiNO»S
Kaprat C10H20; N-acetylkarbohydraty CsHisNOg
Kaprylat CsHi602 C1sHasNO1;
Kamitin C7/HisNO; O-fosfocholin CsHisNO4P
Cholin CsHiuNO Orotat CsHiN,O4
Citrat CsHsO~ Fenylalanin CoH1iINO>
Kreatin C4HoN30, Prolin CsHoNO,
Kreatin-fosfat C4HioN50s5P Propionat C;H602
Kreatinin CsH-N50 Pyruvat C;H403
Dimethylsulfon C,H60,S Serin C;H/NO3
Ethanolamin C,H/,NO Sukcinat CsHeO04
Formiat CH:x0: Sacharoza Ci2H2,01
Galaktoza CeH1206 Taurin C,H/NOsS
Glukonat CeH1207 Threonin CsHoNO;
Glukéza CesH1206 Tyrosin CoH11NO3
Glukéza-1-fosfat CsH1300P UDP-N-acetylglukosamin C;7H»7N3017P;
Glukdza-6-fosfat CsH1300P UDP-galaktoza Ci5sH24N,0,17P,
Glutamat CsHoNO, UDP-glukoza Ci5sH24N,0,17P,
Glutamin CsHioN2O5 UDP-glukuronat C1sH22N20 3P,
Glycin C,HsNO; Uracil CsHiN,O,
Hippurat CoHoNO3 Uridin CoH12N» 06
Isobutyrat C4H;50, Valin CsH;iINO;
Isocitrat CsHsO~ sn-Glycero-3-fosfocholin - CsHi1NOgP
Isoleucin CsHisNO, 4-aminobutyrat CsHoNO,

* Cervené zvyraznéné jsou identifikované biomarkery v kozich jogurtech
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Tabulka €. 9: Souhrn latek obsazenych v kravskych jogurtech

Nazev slouceniny Vzorec Nazev slouceniny Vzorec
Acetat C,H40, Isocitrat CsHsO~
Aceton CsHsO Isoleucin CsH13NO;
Alanin C;H/NO: Laktat C3HsO3
Arginin CeHI14NLO; Laktoza Ci2H2011
Aspartat CsH/NO4 Laktuloza Ci2H2011
Betain CsH11NO; Leucin CsH1:N O,
Butyrat C4Hs0, Malat C4HsOs
Kaprat Ci0H2002 Malonat C3H404
Kaprylat CsHi602 Maltoza C12H20n
Karnitin C-HsNOs Methionin CsH;INO,S
Cholin CsHINO N-acetylkarbohydraty CsHisNOs
Citrat CesHs05 CusHsNO1
Kreatin C4HoN;0, O-fosfocholin CsH sNO4P
Kreatin-fosfat CsHioN;05P Orotat CsHsN> O,
Kreatinin CsH7N;0 Prolin CsHoNO,
Dimethylsulfon C,Hs0,S Propionat C;HOs
Ethanolamin C,H/,NO Pyruvat C;H403
Fumarat CsH404 Serin C;H7NO;
Formiat CH,0, Sukcinat CsHeO4
Galaktoza CsH1206 Sachar6za Ci2H»Omn
Glukonat CsH1207 Taurin CH7NOsS
Glukoza CsH1206 Threonin CsHoNO;
Glukoza-1-fosfat CsH1309P Tyrosin CoH11NO3
Glukoza-6-fosfat CsH1:09P Uracil CsH4N,O,
Glutamat CsHoNOg4 Uridin CoH12N206
Glutamin CsH10N, 03 Valin CsH11NO;
Glycin C,HsNO, sn-Glycero-3-fosfocholin  CgH2i1NOgP
Isobutyrat C4Hg0»

* Cervené zvyraznéné jsou identifikované biomarkery v kravskych jogurtech
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo zjiténi a potvrzeni G¢innosti 'H NMR metody, jakozto
spolehlivé analyzy pro charakteristiku nizkomolekularnich latek, které mohou byt zaroven
typickymi biomarkery kravskych a kozich jogurti. Provedenim NMR analyzy byla ziskana
NMR spektra jednotlivych druha jogurti. Tato data byla mezi sebou nasledné€ porovnavana
prostfednictvim vicerozmérnych statistickych analyz PCA a OPLS-DA. Finalnim statistickym
vysledkem byly vyznamné metabolity, které byly zodpovédné za druhovou variabilitu, diky
cemuz lze za pomoci jejich pfitomnosti ¢i nepritomnosti dokazat moznou adulteraci. Statisticky
vyznamné latky byly na zakladé chemickych posunt charakterizovany a identifikovany
za pomoci dostupné odborné literatury. Za druhovou specifitu kravskych jogurti byly
zodpovédné N-acetylkarbohydraty, orotdit a neznama latka v oblasti 5,34 ppm. Latky
charakteristické pro kozi jogurty byly UDP-sacharidy (UDP-glukéza, UDP-galaktoza,
UDP-glukuronat, UDP-N-acetlyglukosamin) a neznamé latky v oblastech spektra 5,94
a 8,26 ppm. Z vysledku je taktéz viditelné, Ze maji oba druhy jogurtd mnoho latek spolecnych,
tyto latky se vSak mohou li§it jejich koncentracemi. Prikladem lze uvést orotat, ktery byl
identifikovan v kozim 1 kravském mléku a zaroven byl oznacen jako specificky biomarker
kravského jogurtu. Identifikovano bylo dohromady 61 latek u kozich jogurtd a 55 latek
u jogurtt kravskych, ztoho deset latek bylo diskriminujicich dle vysokého VIP skore. Tri
dulezité biomarkery nebyly prostfednictvim software identifikovany, ¢imz se vytvafi prostor
pro navazujici vyzkum.

Ve studii Indy & Woollar 2004 je popsano stanoveni orotové kyseliny, mocové kyseliny
a kreatininu v mléce za pomoci kapalinové chromatografie sreverzni fazi a UV detekci
fotodiodovym polem. Vysledky jasné prokazaly, ze mocova kyselina a kreatinin byly pfitomny
ve vSech analyzovanych mlékach, pfi¢emz orotova kyselina v podstaté chybéla v mlékach
neptezvykavcl. Naprosto dominujici byla orotova kyselina u skotu. V kozim a ov¢im mléce
se objevovaly cetné (nukleosidové, nukleotidové) derivaty, znichz orotat byl relativné
minoritni slozkou. Studie potvrzuje, ze se koncentrace orotové kyseliny, mocové kyseliny
i kreatininu liily podle zivoci§ného druhu a vykazovaly vyznamnou zavislost na laktaci zvifete.
V nasem vyzkumu kravskych a kozich jogurtti vySel signifikantni taktéz orotat, ktery se sice
nachazi u obou druha zvifat, ale vyznamnéjsi koncentrace jsou u kravskych jogurti. Vice se
orotovou kyselinou zabyvali ve studii Zaalberg et al. 2020, kde se ji snazili podrobné
prozkoumat za pomoci infracervené spektralni analyzy s Fourierovou transformaci. Vysledna
koncentrace orotové kyseliny byla stanovena NMR analyzou. Rozdily v hladinach orotové
kyseliny u krav a jinych Zivoc¢i§nych druha lze CasteCné vysvétlit genetikou, rozdily mezi
plemeny, fazi laktace nebo paritou (poctem poroda). Geneticka pfi¢ina zvySenych hladin
orotové kyseliny v mléce je metabolickd porucha deficitu uridinmonofosfatsyntetazy. U krav
heterozygotnich je snizena metabolicka pfeména orotové kyseliny na pyrimidinové nukleotidy
a tim je dana jeji vyssi hladina v kravském mléce. Pozitivni funkci orotové kyseliny mize byt
napfiklad ustaleni mikrobiomu v zaludku telete tim, ze mize fungovat jako rastovy faktor pro
laktobacily. Teoreticky by tato funkce mohla mit stejn€ pozitivni vliv 1 na lidské zdravi pfi
konzumaci kravskych mlécnych vyrobka z hlediska stalosti mikrobiomu gastrointestinalniho
traktu.
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Fermentace laktozy a produkce organickych kyselin za pfitomnosti startovacich kultur
a probiotickych bakterii jsou béznymi procesy pii vyrob€ jogurtd. Ve studii da Costa et al. 2016
byla wvalidovana jednoducha, citliva a reprodukovatelnd vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) pfi analyze sacharidi a organickych kyselin v jogurtech z koziho
mléka. Mezi zkoumané sacharidy patfily laktdza, glukoza, galaktoza a mezi organické kyseliny
byly zarazeny mlécn4, citronova a mravenci kyselina. V porovnani s nasi studii, ve které byly
kromé& mravenci kyseliny identifikovany v kozich i1 kravskych jogurtech stejné latky (sacharidy
laktoza, glukdza a galaktoza spolecné s derivaty mlécné a citronové kyseliny), byla ve studii
Costa et al. 2016 zvolena odlisna metoda detekce (HPLC), ktera vSak byla schopna jednotlivé
metabolity v kozich jogurtech uspéSné identifikovat stejné jako v této studii NMR
spektroskopie. Obé metody NMR 1 HPLC se tedy jevi jako pfesné, robustni, vhodné a u¢inné
pfi analyze jogurtl. Ve studii Costa et al. 2016 byla metoda HPLC rovnéz aspésné aplikovana
ke sledovani doby fermentace u riznych kozich jogurtl, pficemz byla mlécna kyselina
prokazana jako hlavni organicka kyselina produkovana v pribéhu fermentace. V nasi studii byl
taktéz charakterizovan derivat mlécné kyseliny (laktat), jehoz koncentrace byly prokazatelné
jak u kravskych, tak u kozich jogurti. Nejednalo se tedy o charakteristicky biomarker ani
jednoho druhu jogurti. Stejnétak sacharidy laktdza, glukdza i galaktoza byly v této studii
charakterizovany u obou zivociSnych druhii jogurti a nejednalo se tak o signifikantni
diskriminanty.

Pti kvaseni mléka produkuji BMK pres 400 tékavych sloucenin, které vychazeji
z chemického slozeni riznych druhtt mlék, mohou byt ovlivnény typem a pomérem pouZzité
startovaci kultury, inkubacni dobou nebo podminkami zpracovani (Farag et al. 2021). V této
studii byla pouzita analyza NMR pro detekci nizkomolekularnich latek, ktera je schopna
detekovat velké mnozstvi metabolitii v jednom méfeni. Pro analyzu napft. t€kavych sloucenin
v jogurtu se jevi taktéz vhodna GC, poptipadé jiz vySe zminéna HPLC (Cheng 2010). V této
studii byly charakterizovany latky patfici do skupiny derivati netékavych karboxylovych
kyselin (napf. laktat, pyruvat, sukcinat), derivata tékavych karboxylovych kyselin (napf. acetat,
butyrat, propionat) a derivati hlavnich tékavych karbonylovych kyselin (napf. aceton), které
prispivaji k chuti typického jogurtu. Dal§imi slozkami byly rdzné slouceniny napf.
aminokyseliny a slouceniny vzniklé tepelnou degradaci. Aceton, ktery byl identifikovan v obou
skupinach kravskych i kozich jogurtl, je znam pro své sladké, ovocné aroma, které ovliviuje
celkové chutové vlastnosti jogurtli. Mala mnozstvi acetonu pochazeji obvykle z mléka, ale
ur¢itda mnozstvi jsou produkovana jogurtovymi kulturami. Podle studie Cheng 2010 je
charakteristicka chut slouCeniny 2-butanonu v jogurtu vyrazné¢ podobna chuti acetonu.
Sloucenina 2-butanon vSak nebyla zahrnuta mezi identifikovanymi latkami v této studii.

Ve studii Lu et al. 2016 byla v jogurtech kompletné charakterizovana rada latek analyzou
2D NMR. Mezi tyto slouceniny patiily napiiklad laktat (1,23 ppm; 4,08 ppm), acetat
(1,93 ppm), alanin (1,35 ppm; 3,65 ppm), citrat (2,53 ppm; 2,69 ppm) a kreatin (3,81 ppm).
Vsechny tyto latky byly taktéz identifikovany v této studii u kravskych i kozich jogurtd. Ve
studii Lu et al. 2016 charakterizovali autofi dale latky lecitin (3,55 ppm; 3,74 ppm; 3,80 ppm;
4,19 ppm) a cefalin (3,74 ppm; 3,97 ppm), hlavni fosfolipidy v mléce. Tyto slouceniny nebyly
v této studii identifikovany. Dalsi latkou, ktera byla ve studii Lu et al. 2016 charakterizovana
a podrobné popsana byl N-acetyl-d-glukosamin-1-fosfat (3,83 ppm; 5,30 ppm). Tato latka je
syntetizovana z d-glukosamin-1-fosfatu, ktery je produktem BMK a je potfebny pro syntézu
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UDP-a-N-acetyl-d-glukosamin-1-fosfatu, jenz je nezbytny pro syntézu UDP-N-acetyl-d-
glukosaminu. V této studii byla vSak sloucenina UDP-N-acetylglukosamin identifikovana jako
charakteristicky biomarker kozich jogurti. V kravskych jogurtech nebyl naopak identifikovany
vubec.

Ve studii Silanikove et al. 2010 byla identifikovana sloucenina taurin, jejiz koncentrace
v kozim mléce byla 20-40x vyS§si nez v mléce kravském. V této studii byl taurin identifikovany
v obou kravskych i1 kozich jogurtech. Nevykazoval v§ak zadné diskriminacéni vlastnosti v ramci
charakterizace specifickych biomarkert. Taurin pomaha regulovat krevni tlak a mize mit
pozitivni vliv na kardiovaskularni onemocnéni (Silanikove et al. 2010). Taurin se také Casto
pouziva v kombinaci s dopliiky zvysSujici vykon (kreatin, anabolické steroidy). Podle studie
Silanikove et al. 2010 by kozi mléko mohlo byt cennym zdrojem taurinu z hlediska stimulace
lidského organismu pfi cviceni.

Rizné druhy mlék maji vliv na fyzikalni vlastnosti jogurtu a jeho senzorické prijeti
konzumenty. V poslednich letech se zduvodu zvySené prevalence alergii na kravskou
bilkovinu zvysil zadjem o vyrobky z mlék jinych zivocCiSnych druht. Kozi jogurty maji
prokazanou vyssi nutricni hodnotu oproti kravskym jogurtim, diky ¢emuz mohou pfispét
ke zvyseni nabidky téchto mlécnych vyrobku. Spotiebitelska akceptace té€chto produkti je vSak
nizka kvuli charakteristickému kozimu aroma a chuti, jeZ jsou zpusobeny vysokym obsahem
kapronovych, kaprylovych a kaprinovych mastnych kyselin (De Santis et al. 2019). Cilem
studie Ceballos et al. 2009 byla identifikace mezidruhovych rozdilii tukd a mineralnich latek
v kozim a kravském mléce. Autofi potvrdili z hlediska slozeni tuku dobrou diferenciaci
zejména v obsahu mastnych kyselin se stfedné¢ dlouhym fetézcem (C6-C14), které byly
potvrzeny vys§i v kozim mléce. V této studii byly charakterizovany derivaty kaprylové
a kaprinové kyseliny u obou skupin kravskych i kozich jogurti. Tyto latky nebyly povazovany
za charakteristické biomarkery kozich jogurti na rozdil od orotatu, ktery byl taktéz
identifikovany v obou skupinach jogurtt, avsak jeho hodnoty vysly signifikantni ve prospéch
kravskych jogurti. Domnivame se, ze na koncentraci kaprylové a kaprinové kyseliny v kozich
jogurtech mohly mit vliv faktory zahrnujici plemeno a genetika zvitete, zdravotni stav, stadium
laktace a vyznamnym faktorem mohla byt taktéz vyziva koz.

Senzorika kozich jogurth je stale podrobovana fadé vyzkumu, které se snazi najit
vhodnou piisadu zmirfiujici kozi chut’ a aroma, jez jsou pro nékteré konzumenty zajimavé, pro
nékteré naopak. Ve studii Farag et al. 2021 se jako mozné pridavky uvadéla probiotika, rizné
druhy ochucujicich slozek (tropické ovoce, plody kakaovniku) ¢i med. Nékteré dalsi studie
potvrdily vyznamné zlepSeni barvy, viskozity a senzorickych vlastnosti jogurtd po piidavku
bakterii Leuconostoc lactis, déle po ptidavku medu nebo hroznového vina spolecné
s probiotickou kulturou Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis.
Pridavek probiotickych kultur mél pozitivni vliv na aromatické tony a pfijatelnéj§i, méne
kyselou chut pro spotiebitele. V této studii byly pouzity pii vyrobé jogurtd kultury
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus spolu s probiotickou
kulturou Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. Dalsi alternativou, jak zlepsit fyzikalni-
chemické a senzorické vlastnosti kozich jogurtt, je fermentovany produkt ze smési koziho
a kravského mléka. Diky michani téchto dvou druhtt mlék by mohlo dojit ke zvySeni spotieby
kozich jogurtd. Pro mnohé spotiebitele to mize byt zajimava moznost, jak konzumovat tyto
jogurty bez toho, aniz by se bali typického koziho aroma a chuti.

54



Ve studii Costa et al. 2016 vySly nejlépe pomeéry 50:50 (kozi:kravské), pricemz
u pridavku 75 % koziho mléka a Cistého koziho mléka vychazely vyrazné nizs§i praimérna skore
ve srovnani s ostatnimi pomeéry. Pfidavkem minimalné 50 % kravského mléka se zfejmé
potlacily mastné kyseliny (kapronova, kaprylova, kaprinova) zodpovédné za kozi aroma a chut’.
Co se tykalo kyselosti jogurti, nezalezelo tolik na zivocisném puvodu mléka, jako spi§ na
termofilnich mikroorganismech, které produkovaly jiz vySe zminéné tekavé slouceniny
zodpovédné za vnimanou kyselost. Nebyly tedy pozorovany rozdily v kyselosti mezi poméry
kravskych a kozich jogurtd ve studii Costa et al. 2016.

V této studii byla identifikovana pomérné rozsahla paleta latek v kravskych a kozich
jogurtech, tyto poznatky mohou byt nasledné vyuzity jako podklad pro dalsi vyzkum, ktery by
se mohl hloubgji zaméfit na identifikaci riznych biomarkert, jako ptiklad 1ze uvést detekci
biomarkera falSovani ¢i senzorickych vlastnosti. Neni doposud znamo mnoho studii zabyvajici
se zkoumanim rozdila kravskych a kozich jogurti za pomoci analytické metody NMR.
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7 Zavér

V teoretické Casti diplomové prace byly popsany principy vyroby FMV, taktéz byla
charakterizovana hygienicka a mikrobialni jakost mléka pro vyrobu FMV, byly popséany rozdily
mezi kravskymi a kozimi jogurty a jejich vyuziti v lidské vyzivé a v neposledni fadé¢ byl shrnut
princip NMR spektroskopie, jeji vyhody a nevyhody pouziti a nasledné vyuziti v mlékarském
sektoru.

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na hledani a identifikaci charakteristickych
latek tzv. biomarkerd, které diskriminuji jednotlivé druhy zkoumanych kravskych a kozich
jogurtu.

Za pomoci PCA analyzy se podafilo uspésné oddélit dvé testované skupiny jogurtl
razného zivociSného puvodu. Statisticka analyza OPLS-DA byla schopna potvrdit vysledky
ziskané z PCA analyzy, a dokonce vyrazné 1épe oddé¢lila vzorky kravskych a kozich jogurti,
kde jednotlivé klastry byly 1épe oddaleny od sebe. Za pomoci shlukové analyzy (dendrogramu)
bylo na zakladé podobnosti a odliSnosti mezi vzorky uUspéS$né rozdéleno 24 kravskych
a 24 kozich jogurtd. Poslednim vyznamnym vysledkem bylo VIP skore, které poskytlo
informace o binech, jez se nejvice podilely na diskriminaci jednotlivych druhi jogurtd.
Na zaklad¢ téchto bint byly identifikovany konkrétni biomarkery. Nejvyznamné&jsimi latkami
kravskych jogurti vysly N-acetylkarbohydraty, orotat a neznama latka. Pro kozi jogurty byly
nejvyznamngj$i UDP-sacharidy spole¢né se dvéma biomarkery, které nebylo mozné pomoci
dostupného softwaru identifikovat.

NMR spektroskopickd analyza se jevi jako vhodnd metoda pro detekcei
nizkomolekularich latek, které jsou zodpové€dné za charakterizaci a diskriminaci rtznych
druhti mlék a mlécnych vyrobkt. Tato studie dava zaklady pro navazujici vyzkum, ktery by
se mohl zameéfovat na identifikaci dal§ich charakteristickych latek pro snazsi diskriminaci
jednotlivych jogurtt.
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