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Analyza fortifikovanych ¢erstvych syri pomoci HPLC
Souhrn

Mlécné vyrobky jsou zékladni potravinou pro miliardy lidi na celém svété. Syry jsou
kvalitnim zdrojem bilkovin, tukd a minerélnich latek a jejich ro¢ni spotieba je pies 20 miliont
tun. Globalni poptavka po syrech navic stale roste. Mezi oblibené kategorie syru fadime Cerstvé
syry, které se vyznacuji jemnou chuti, mékkou konzistenci, niz§im obsahem suSiny a zaroven
vy$§im obsahem mlééného cukru — lakt6zy. Spolu s rostouci poptavkou po mléénych vyrobeich
ptibyva lidi, ktefi vyhledavaji bezlaktdzové varianty téchto vyrobki. Divodem je piedevsim
nestravitelnost laktdzy oznacovand jako laktazova intolerance, kterd je v neevropské dospélé
populaci velmi rozsifena. Vyskyt lidi s lakt6zovou intoleranci se v riznych ¢astech svéta lisi,
globalni primér je ale vice nez 70 %.

Dulezitou slozkou syrt je mléény tuk, ktery je tvofen pievazné z nasycenych mastnych
kyselin (MK). Ty ovSem pfispivaji ke zvySenému riziku vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni. Trendem poslednich let je proto snaha zlepsit nutri¢ni hodnotu téchto oblibenych
potravin a piedchazet tak rozvoji civiliza¢nich onemocnéni.

Fortifikace je definovana jako fizené zvySovani obsahu Zivin Vv potravindch které
zlepSuje jejich vyzivovou hodnotu. u syrt se fortifikace zaméfuje piedevsim na nahrazeni
mlécného tuku oleji s vhodné&jsim slozenim mastnych kyselin. Mezi nejvhodné&jsi rostlinné
oleje z nutri¢niho i senzorického pohledu fadime arasidovy, fepkovy a sezamovy.

V Cerstvych syrech je prirozené vyssi obsah laktozy nez v syrech zrajicich, kde dochazi
K jejimu $tépeni bakteriemi mlééného kvaSeni béhem procesu zrani. Pro rozstépeni laktozy
na glukozu a galaktézu v bezlakt6zovych vyrobcich je pti vyrobé ptidavan enzym laktaza.

Teoreticka c¢ast této diplomové prace se zabyva charakteristikou mléka, syru,
technologii vyroby ¢erstvych syru @ metodami analyzy cukru a organickych kyselin.

Cilem préce bylo analyzovat cukry a organické kyseliny v ¢erstvych fortifikovanych
syrech v laktozové a bezlaktdzové verzi pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) asledovani zmén koncentrace laktozy po pfidani enzymu laktazy. Pro samotnou
analyzu byla vyuzita metoda HPLC s refraktometrickym detektorem pro analyzu cukri
a detektor diodového pole pro analyzu organickych kyselin.

V praktické ¢asti bylo vyrobeno aanalyzovano 13 syra v laktézové a 16 syrt
v bezlaktdzové verzi, které byly piipraveny piidanim 1 g enzymu laktazy na 1 litr mléka. Cast
téchto syra byla pii vyrobé fortifikovana ptidavkem rostlinnych olejii 0 vhodném poméru MK,
ptipadné piidavkem mandlové moucky a proteinu. Pro vyhodnoceni byly mezi sebou
porovndvany syry v lakt6zové a bezlaktozové verzi. Kromé koncentrace cukri byly
analyzovany i obsahy organickych kyselin, a to kyseliny mlé¢né a octove.

Z vysledki vyplyva, ze pfidani enzymu laktazy v daném mnozstvi efektivné vede ke
snizeni obsahu laktozy. Narust glukdzy a galaktdzy odpovidal trendem poklesu koncentrace
laktozy. v piipadée organickych kyselin byla nejvyssi koncentrace kyseliny mlééné, ktera vznika
pii mlééném kvasSeni. v pfipadé organickych kyselin nebyla pozorovana statisticky vyznamna
zavislost na fortifikaci. Vysledky byly porovnany s dostupnou literaturou.

Klic¢ova slova: fortifikované syry, Cerstvé syry, HPLC, mlécny cukr, organické kyseliny



HPLC analysis of fortified fresh cheeses

Summary
Dairy products are a staple food for billions of people around the world. Cheese is a high

quality source of protein, fat and minerals, and over 20 million tonnes are consumed annually.
Moreover, global demand for cheese continues to grow. One of the most popular categories of
cheese is fresh cheese, which is characterised by its mild taste, soft texture, lower dry matter
content and higher lactose content. Along with the growing demand for dairy products, more
and more people are seeking lactose-free variants of these products, mainly due to the
indigestibility of lactose, known as lactase intolerance, which is widespread in the non-
European adult population. The prevalence of people with lactose intolerance varies in different
parts of the world, but the global average is more than 70%.

An important component of cheese is milk fat, which is mainly made up of saturated
fatty acids (FAs). However, these contribute to an increased risk of cardiovascular disease. The
trend in recent years has therefore been to improve the nutritional value of these popular foods
in order to prevent the development of civilisation diseases.

Fortification is defined as the controlled increase in the nutrient content of foods that
improves their nutritional value. For cheese, fortification focuses primarily on replacing milk
fat with oils with a more appropriate fatty acid composition. The most suitable vegetable oils
from a nutritional and sensory point of view are peanut, rapeseed and sesame.

Fresh cheeses naturally contain a higher lactose content than ripened cheeses, which are
broken down by lactic acid bacteria during the ripening process. The lactase enzyme is added
during production to break down lactose into glucose and galactose in lactose-free products.

The theoretical part of this thesis deals with the characteristics of milk, cheese,
technology of fresh cheese production and methods of analysis of sugars and organic acids.

The aim of the thesis was to analyse sugars and organic acids in fresh fortified cheeses
in lactose and lactose-free versions using high performance liquid chromatography (HPLC) and
to monitor changes in lactose concentration after the addition of lactase enzyme. For the
analysis itself, an HPLC method with a refractometric detector was used for the analysis of
sugars and a diode array detector for the analysis of organic acids.

In the practical part, 14 lactose and 15 lactose-free cheeses were produced and analyzed
by adding 1 g of lactase enzyme per 1 liter of milk. Some of these cheeses were fortified during
production by the addition of vegetable oils at the appropriate MK ratio, or by the addition of
almond meal and protein. Lactose and lactose-free versions of the cheese were compared with
each other for evaluation. In addition to the concentration of sugars, the organic acid contents,
namely lactic and acetic acid, were analysed.

The results show that the addition of lactase enzyme in a given amount effectively leads
to a reduction in lactose content. The increase in glucose and galactose corresponded to the
trend of decrease in lactose concentration. In the case of organic acids, the highest concentration
was lactic acid, which is formed during lactic acid fermentation. In the case of organic acids,
no statistically significant dependence on fortification was observed. The results were
compared with the available literature.

Keywords: fortified cheeses, fresh cheeses, HPLC, milk sugars, organic acids
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1 Uvod

MIéko a syry z n&j vyrabéné jsou velkou skupinou potravin, ktera hraje nezastupitelnou
roli v jidelnicku lidi po celém svété. Jen v Evropské unii se ro¢né zkonzumuje pies 9 milionu
tun syru (OECD et Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2023).

Tato prace je zaméfena na Cerstvé syry vyrobené z kravského mléka, které jsou velmi
oblibené pro svou jemnou chut’ a texturu. u ¢erstvych syra chybi faze zrani, diky ¢emuz maji
odli$ny chutovy a nutri¢ni profil ve srovnani se zrajicimi syry. Analyza slozeni téchto syra je
dalezité pti vyvoji novych druht téchto syru.

Vyznamnou slozkou syru, ktera je po bilkovinach nejzastoupenéjsi, jsou tuky. Mlé¢ny tuk
je az ze 70 % slozen znasycenych mastnych kyselin. Ty jsou z nutricniho hlediska
problematické a mohou pfispivat ke vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. Moznym feSenim
nevhodného poméru nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin v mléce je fortifikace
rostlinnymi oleji bohatymi na nenasycené mastné kyseliny, ¢imz se zleps$i nutri¢ni profil
vyrobku (Picciotti et al., 2022).

Hlavnim sacharidem v mléce je laktoza. Zatimco u zrajicich syri je jeji obsah vlivem
fermentace nizky, u ¢erstvych syri je diky absenci procesu zrani vysoky. Laktoza ovliviiuje syr
hlavné po nutri¢ni a senzorickeé strance. u ¢lovéka je stravitelnost laktozy zavisla na pfitomnosti
enzymu laktazy v tenkém stievé. S rostoucim vékem se ale mnozstvi tohoto enzymu snizuje,
coz vede k laktézové intoleranci. To je stav, kdy ¢loveék neni schopen laktdzu efektivné travit
a jeji pritomnost vV potravinach mu ptisobi zazivaci obtiZe, jako je napiiklad nadymani. Z tohoto
duvodu roste poptavka po bezlaktdzovych alternativach mléénych vyrobki (Costa et al., 2019)

Dalsi slozkou syru jsou organické kyseliny. Ty vznikaji primarné béhem fermentace
a procesu zrani a maji velky vliv na chut’ a trvanlivost syra. Nejvice je v syrech zastoupena
mlécna kyselina, ktera vznika pii $té€peni laktozy a glukézy bakteriemi mlééného kvaseni
(Mullin et Emmons, 1997).

Experimentalni ¢ast této prace je zaméfena na stanoveni obsahu laktézy, glukdzy,
galaktozy a vybranych organickych kyselin v lakt6zovych a bezlaktézovych verzich ¢erstvych
fortifikovanych syrti pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je stanoveni koncentrace mlé¢nych cukra a organickych kyselin
v Cerstvych syrech fortifikovanych rostlinnymi oleji pomoci kapalinové chromatografie.

Hypotéza: Ptidani laktazy pii vyrobé bezlaktozovych syrii vede ke sniZzeni obsahu
lakt6zy v porovnani s Cerstvymi syry obsahujicimi laktozu



3 Literarni reSerse

3.1 MiIéko

Mléko je velmi komplexni produkt slozeny ze ¢tyf hlavnich komponent
(makroslozek) — vody, tuku, bilkovin a laktézy — mlé¢ného cukru. Kromé toho ale obsahuje
také dalsi slouCeniny, at’ uz se jedna o vitaminy, anorganické a organické ionty nebo enzymy
(Kanwar et al., 2009). Pfestoze fada méné zastoupenych slozek mléka je z vyzivového
I senzorického hlediska velmi dulezita, technologické vlastnosti mléka jsou urcovany
pfedevsim jeho makroslozkami a n€kterymi nizkomolekularnimi latkami, zejména vapnikem,
fosfore¢nany, citraty a hodnotou pH.

Na kvalitu jakéhokoli syra ma zasadni vliv pravé kvalita mléka, ze kterého je vyroben,
a to z mikrobiologickych, biochemickych, senzorickych a dalsich hledisek. Béhem vyroby syra
je mléko odstfedéno a nasledné upraveno tak, aby se docililo definovaného slozeni pro vyrobu
syru.

Tabulka 1 — Priimérné slozeni kravského mléka (Lindmark Mansson, 2008)

Voda Laktoza Bilkoviny Tuky Mineralni latky
87 % 4,7 % 3,4 % 4,2 % 0,8 %

Piesné slozeni mléka mezi plemeny skotu se 1i8i, stejn¢ jako se méni jeho jednotlivé
slozky podle obdobi laktace nebo slozeni krmiva. Tato skute¢nost ma vyznamny vliv na slozeni
vyrabénych syrt. Vytéznost syrt pak zavisi primarné na mnozstvi bilkoviny kaseinu a tucich.
Béhem vyroby syrt je ¢ast vody oddélena pry¢ jako syrovatka, kterd sebou odnasi ve vodé
rozpustné slozky, jako jsou mineralni latky, ¢ast proteint a vétSinu laktozy (Patrick F. Fox et
al., 2017).

V nasledujici ¢asti jsou podrobné rozebrany jednotlivé slozky mléka a jejich vliv
na vyrobu a vlastnosti syra.

3.1.1 Cukry

Hlavnim sacharidem v kravském mléce je laktoza, ktera tvoti prumérné 4,7 % jeho
hmotnosti (Costa et al., 2019). Zatimco matefské mléko obsahuje velké mnozstvi
oligosacharidi, kravské mléko je obsahuje pouze ve stopovych mnozstvich (Urashima et al.,
2013). Tyto oligosacharidy nejsou stravitelné a chovaji se jako rozpustna vlaknina. v lidském
organismu slouzi jako prebiotika a maji pozitivni vliv na stievni mikrofléru (Chauhan et al.,
2023).
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Obrazek 1 — Vzorec laktozy, vievo galaktoza, vpravo glukoza (Zluté o, modre [5)
s 1-4glykosidickou vazbou (upraveno z Alzoubi et al., 2021)

Chemicky je laktéoza disacharid slozeny ze dvou ruznych jednotek — glukozy
a galaktoézy. Tyto dvé cukerné podjednotky jsou spojeny glykosidickou vazbou. Zatimco
galaktoza se vzdy vyskytuje ve své B-formé, glukdza muize byt jak a (37 %), tak i B (63 %).
Procenta v zavorkéach udavaji stav rovnovahy, kdy se konformace glukdzy se mtize voln¢ meénit
(Schaafsma, 2008). Laktdza je dobie rozpustna ve vodé a jeji rozpustnost roste s teplotou.
Je duilezité poznamenat, ze uvedené hodnoty Vv tabulce jsou pro idealni pomér a:f izomertim.
B lakt6za je mnohem rozpustnéjsi (50 g/100 ml) nez jeji a konformace (7 g/100 ml).

Tabulka 2 — Rozpustnost laktozy ve vodé (Choscz et al., 2019)

Teplota [°C] 20 30 40 50

Rozpustnost [g/g] 0,16 0,2 0,25 0,31

Béhem fermentace mléénych vyrobkti dochazi k rozkladu laktozy bakteriemi mlééného
kvaseni na glukézu a galaktozu, které jsou zCasti dale bakteriemi pfeménény na kyselinu
mlé¢nou. Pravé diky fermentaci je obsah laktozy ve fermentovanych mléénych vyrobcich
pfirozené nizky. u lidi je laktoza Stépena Vv tenkém stfeveé enzymaticky po dobu kojeni. u ¢asti
svétové populace (v piipadé evropské u vétsiny) se nejspiSe diky mutaci genu schopnost
tenkého stieva produkovat laktazu udrzela i v dospélosti (Deng et al., 2015).

Lakt6za ma mirné sladkou chut” a nizky glykemicky index 46—65. Jeji traveni probiha
pomalu a nezptsobuje vyrazné kolisani krevniho cukru. Duvodem takto nizké hodnoty
je omezena vstiebatelnost laktdozy ve stieve. Jeji nestravena Cast se chova jako rozpustna
vléknina a pomaha vsttebavani vapniku a hot¢iku ve strevé (Schaafsma, 2008).

3.1.2 Bilkoviny

Kravské mléko obsahuje asi 3,2 —3,5 % bilkovin, které miZzeme rozd¢lit na dvé hlavni
skupiny, kaseinové a syrovatkové bilkoviny. Hlavni rozdil mezi nimi je jejich rozpustnost. Pfi
pH 4,6 a 20 °C jsou kaseinove molekuly nerozpustné a vysrazi se z vodného roztoku, zatimco
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syrovatkové proteiny ziistanou rozpusténé a odchazi z velké ¢asti pfi vyrobé syra pry¢ (Pereira,
2014).

Kaseiny tvoii asi 80 % obsahu bilkovin a v mléce se setkame s jejich ¢tyfmi druhy (a,
B,y ax). Jedna se o fosfoproteiny a v organismu slouZi jako zdroj fosforu a vapniku. Kaseinové
micely maji praimér az pal mikrometru a kazda micela se sklada z jednotek znamych jako
submicely, které jsou spojovany koloidnim fosforecnanem vapenatym.
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Obrézek 2 — Kasein (a - molekuly kaseinu, b - model submicel, ¢ - kaseinova micela)

(upraveno z Bylund, 2015)

Syrovatkové bilkoviny tvoii asi 20 % obsahu bilkovin ajsou souborem nékolika
proteind, jako B-laktoglobulinu, a-laktalbuminu, sérového albuminu, imunoglobulint a dalSich.
Jsou velmi dobie stravitelné a rychle se absorbuji v travicim systému, na rozdil od kaseinovych
molekul ale nejsou tepelné stabilni (Sadiq et al., 2021).

Kromé kaseint a syrovatkovych proteini obsahuje kravské mléko minoritni proteiny,
rizné rustové faktory a peptidy s biologickou aktivitou. Ty maji rtizné fyziologické role jako
imunostimula¢ni, antihypertenzni, antibakterialni nebo antivirové G¢inky a napomahaji také
vstiebavani vapniku v tenkém stievé (Davoodi et al., 2016; Patrick F. Fox et al., 2017).

3.1.3 Tuky

Tuky jsou po vodé druhou nejvice zastoupenou slozkou mléka a jeho nedilnou soucasti
pfi vyrobé syri. Mlécny tuk dava syrim jejich chut’, texturu a podle typu syra tvoii velkou ¢ast
susiny.

Obsah tuku se velmi 1is$i podle plemena krav. Mléko jerseyského skotu se vyznacuje
nejvyssim obsahem tuku (6-7 %) a mléko holstynského skotu nejniz§im (3,4-4,2). V Ceské
republice tvorilo v roce 2022 vétsinu krav (60 %) pravé Holstynské plemeno, které dopliuje
Ceské strakaté plemeno (30 %). To ma tuénost mléka podobnou holstynskému (Syricek et al.,
2023).
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Tabulka 3 — Zastoupeni mastnych kyselin v kravském mléce (Marth et Steele, 2001)

NASYCENE MK 65-70 % NENASYCENE MK 30-35%
kys. myristova  kys. palmitova  kys. stearova kys. olejova kys. linoleova
9,1-11,9 % 236-314%  10,4-14,6 % 14,9-22,0 % 1,2-1,7%

Mlécny tuk je slozen pievazné z triglyceridd, ale najdeme v ném také mono— a di—
glyceridy, fosfolipidy a steroly (cholesterol, lanosterol). Kromé toho obsahuje Vv tucich
rozpustné vitaminy a slouceniny ovlivitujicich chut’. Kazdy triacylglycerol miZze byt sloZzen
z ruiznych navazanych mastnych kyselin, nasycenych i nenasycenych. Podle studii bylo
Vv kravském mléce identifikovano ptes 400 druhii mastnych kyselin ve stopovém mnozstvi
(Lindmark Mansson, 2008). Cast slou¢enin, jako napiiklad rostlinné steroly (sitosterol nebo
brassicasterol) se do mléka dostava piimo z potravy (Martini et al., 2023).
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Obrazek 3 — Schematické znazornéni triacylglycerolii (vytvoreno podle Bylund, 2015)

Tuk v mléce tvoii emulzi tukovych kulicek, které jsou ohrani¢eny membranou. Zatimco
objem kuli¢ky tvoii triacylglyceroly, membrana je slozena z fosfolipidi a mnoha
membranovych proteini. Diivod tohoto uspotadani je dvoji. Tukovy (lipofilni) stfed umozZiuje
rozpoustét vitaminy rozpustné Vv tucich a mastné kyseliny, zatimco fosfolipidova membrana
(hydrofilni) je zorientovana tak, aby zabranila shlukovani tukovych kuli¢ek a umoznila jejich
rozpustnost v jinak vodném prostiedi. ProtoZze maji tukové kulicky mensi hustotu nez voda,
dochazi k jejich usazovani na hladiné mléka (Pereira, 2014).

Nasycené mastné kyseliny predstavuji 70 % vSech mastnych kyselin v kravském mléce.
Kvantitativné nejdulezitéjsi jsou kyselina palmitova C16:0 (32 %), kyselina myristova C14:0
(11 %), kyselina stearova C18:0 (10 %) a dalsi. Z nenasycenych mastnych kyselin (asi 30 %)
jsou nejvice zastoupeny kyselina olejova C18:1 c11 (16 %) a kyselina vakcenova C18:1 t11
(4 %). Za zminku stoji také mastné kyseliny s kratkym fetézcem. Ty maji po jejich uvolnéni
z triacylglyceroli pisobenim lipaz velmi vyrazné chuté a viing, které jsou v mléce nebo méasle
nezadouci. Naproti tomu jsou charakteristické pro nekteré typy zrajicich syra (Schwendel et al.,
2015).

3.1.4 Soli, vitaminy a pH

Vyznamnou slozkou mléka jsou mineralni latky ve formé soli. Ty se v kravském mléce
vyskytuji jako fosfore¢nany, chloridy, citraty a dalsi. Kationty téchto soli jsou nejcastéji sodik,
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draslik, vapnik a hoi¢ik. Jejich mnozstvi miizeme stanovit pomoci obsahu susiny, ve které tvori
0,7-0,8 % hmotnosti (P. McSweeney, 2017).

Mnozstvi ionti se V pritbéhu laktace méni. Kolostrum (prvni mléko) obsahuje vysokou
koncentraci soli, coz mu dava nahotklou chut’ a neni vyuzivano pro lidskou spotiebu. Piikladem
je mnozstvi chloridu sodného, které je velmi vysoké v prvnich dnech laktace, ale nasledné strmé
klesa (P. F. Fox et al., 2015).

Tabulka 4 — Obsah vybranych soli a iontii v kravském mléce (P. F. Fox et al., 2015)

Koncentrace Vépnik Hoft¢ik Sodik Draslik Fosforeénany  Chloridy Citraty
[ma/l] 1000-1250 100-150 450-600 1400-1600 1700-1850 1000-1200 1800-2000
Koncentrace Zelezo Zinek Méd Kiemik Mangan Jod
[pg1] 300-600 2000-6000 100-600  750-7000 20-50 260

Mineralni slozeni mléka ovliviiuje jeho fyzikalné-chemické vlastnosti. Mineralni latky
maji vliv na uspofadani mlé¢nych bilkovin, stabilitu mléénych lipida a aktivitu enzymu. Pravé
posledni bod, aktivita enzymd, ovliviiuje stravitelnost mléka, jeho trvanlivost a vhodnost pro
dalsi zpracovani na mlééné vyrobky. na vétsSinu makroprvki nema slozeni krmné davky velky
vliv. Pfesto i malé zmény poméru obsahu vapniku, fosforu a kyseliny citronové zptisobené
slozenim krmné davky hraji vyznamnou roli béhem vyroby syra (Cashman, 2011).

Mléko obsahuje mnozstvi vitamini rozpustnych V tucich, pfedevSim a (450 pg/l)
a E (£1500 pg/1) (Plozza et al., 2012). Z vitamint rozpustnych ve vodé stoji za zminku vitamin
B2 (1800 pg/l). Mléko obsahuje i dalsi vitaminy jako C a D, ale jejich koncentrace nejsou
vyzivove vyznamné (Kanno et al., 1991).

Dalsi dtlezitou vlastnosti pii vyrobé syra je pH mléka, které se obvykle pohybuje mezi
6,5-7,2 a zavisi na obdobi laktace kravy. Jeho vySe ovliviiuje rozpustnost a stabilitu mléénych
bilkovin, zejména kaseint, které jsou citlivé na zmény pH a srazi se z mléka pii pH < 4,6.
Béhem vyroby syrt pH kles4d diky bakteriim mlééného kvaseni, které produkuji kyselinu
mlécnou rozkladem laktézy, diky pfidani syfidla, nebo kombinaci obojiho. Nizsi pH vede ke
zvySenému vylucovani syrovatky, a tim vy$§imu obsahu susiny v syru. Vysledkem je, ze syry
s niz§im pH mivaji sussi a drobivéjsi strukturu. Mléko obsahuje také fadu dalSich prvkd, které
jsou pro lidsky organismus nezbytné a piispivaji tak k vyzivové hodnoté mléka (P. McSweeney,
2017).
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Nizka rozpustnost
precipitace

Obrazek 4 — Vliv pH pri vyrobé syrii (upraveno z Bylund, 2015)

3.2 Syry ajejich déleni

Syry jsou velmi Siroka skupina produktt. Poc¢atky jejich vyroby se odhaduji v oblasti
stfedni a vychodni Evropy az 5000 let pfed nasim letopoctem. Syry vznikly jako ideédlni zpisob
uchovani mléka, které se rychle kazi, v dob¢ pted nastupem chlazeni. Dnes existuje pies 1800
druhii syri od mekkych termizovanych cerstvych syri az po zrajici nebo plisiové syry.
Jednotlivé syry mizeme délit podle mnoha kritérii naptiklad druh mléka, struktura, pouzité
sytidlo, obsah susiny, doba zrani a mnoho dalSich. Protoze vycet jednotlivych typa syra je nad
ramec této prace, zaméfime se v déle v textu na Cerstvé syry z kravského mléka — jejich slozky,
vyrobu, moznosti fortifikace a analyzy (Patrick F. Fox et al., 2017; P. McSweeney, 2017).
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Obrézek 5 — Prehled druhii syrii (upraveno z P. L. H. McSweeney et al., 2017)

3.2.1 Cerstvé syry

Cerstvé syry jsou jednou z mnoha kategorii syri. Po fazi vyroby nezraji a jsou uréeny
k okamzité spotfeb¢. Vyznacuji se jemnou chuti a aromatem, protoze tyto vlastnosti se vyviji
ve fazi zréni, ktera zde chybi. Jejich slozeni je charakteristické velkym mnozstvim vody, které
obsahuji az 60 —70 %, a také ptitomnosti laktdzy (Patrick F. Fox et al., 2017).

3.2.2 Bezlaktdzové syry a laktdzova intolerance

Zatimco u zrajicich syrt je diky procesu zrani obsah laktozy pfirozené nizky, v piipadé
cerstvych syrt je z ditvodu absence této fdze vyroby vysoky. Tento mlé¢ny cukr neni pfimo
stravitelny a nejprve dochazi k jeho $tépeni enzymem laktazou (B-galaktosidazou) v tenkém
stievé na jednoducheé sacharidy D-glukozu a D-galaktozu, které jsou piimo stravitelné (Costa
et al., 2019). Nejvyssi produkce tohoto enzymu je V kojeneckém véku, ale u vétSiny lidi
a ostatnich savcu aktivita laktazy po odstaveni klesa. u nékterych dospélych jedinci aktivita
laktazy ptetrvava a umoziuje jim travit laktézu po cely zivot, coz je vlastnost znama jako
perzistence laktdzy. Nedostatecna produkce laktazy miize byt zplisobena ptirozenym ubytkem
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jeji produkce s pribyvajicim vékem, ale také jako nasledek gastroenterologickych problému
nebo vrozena (Schaafsma, 2008).

Nedostatek laktdzy se u lidi projevuje jako lakt6zova intolerance. Jeji vyskyt v riznych
populacich svéta se pohybuje od méné nez5 % do témét 100 %. Nerozstépena laktoza je
Vv tlustém stfevé spotiebovana bakteriemi, které ji pfeménuji na kyselinu mlé¢nou, vodik, oxid
uhlicity a metan. Kyselina mlécna drazdi sténu stfeva, vodik je vydechovan plicemi, methan
a oxid uhlic¢ity zptisobuji nadymani. Vhodnym opatienim k potlaceni nepiijemnych klinickych
projevu této metabolické poruchy je omezeni laktdzy ve straveé. (Deng et al., 2015).

Z téchto dtivodi je roste i poptavka a po Cerstvych syrech se snizenym obsahem laktozy
a zcela bez obsahu laktdzy. Toho miiZzeme pfi vyrobé docilit pfidanim enzymu laktazy, ktera
roz§tépi laktozu na jednoduché cukry. (Dekker et al., 2019)

Princip funkce laktazy

Z chemického hlediska $tépi laktdza glykosidickou vazbu obsazenou v laktoze B(1—4).
Laktéza se nejprve vaze naaktivni misto laktdzy a vytvaii komplex laktaza-laktoza. (P.
McSweeney, 2017)

Vznik tohoto enzym-substratového komplexu je doprovazen Stépenim glykosidické
vazby prostiednictvim adice protonu na glykosidicky kyslik. To vede k odstépeni glukozy
a tvorb¢ meziproduktu L-galaktosylu. Néasleduje hydrolyza vazby mezi laktazou a galaktazou
a volnéni galaktozy a ptiivodniho enzymu (P. F. Fox et al., 2015).

D-glukdza
OH
OH
OH o H
OH s OH OH _c\)..H
o OH
o (™ Ho OH Ho ) OH
HO o OH i
—_— o,
OH o OH o—) Ho OH
OH o /
HO \c OH
D-laktoza / .
HC D-galaktéza
oy ﬁ H,C
R-—CZ—CZ—C—O' L R’ _
Enzym Lactase-Glu 1749 meziprodukt o-galactosyl

Obrézek 6 — Princip stépeni laktézy enzymem laktazou (prelozeno z P. L. H. McSweeney et
al., 2017)

Substratova specifita laktazy je velmi vysokd aje dana jeji strukturou, ktera
je uzptsobena selektivnimu rozpoznavani a katalyze laktézy. Maximum jeji enzymaticke
aktivity je v mirné€ kyselém prostredi (pH +6) a pii teploté kolem 37 °C (Matthews et al., 2005).

3.2.3 Fortifikace syru
Fortifikace syrt je proces, pii kterém zdmérné ptfidavame Ziviny nebo jiné slozky do

syra za Ucelem zlepSeni jeho vyZivovych hodnot. v pfipadé syrti se nejCastéji zaméfujeme
na zménu poméru mastnych kyselin (MK), zvySeni obsahu mineralni latek, proteinti ¢i zafazeni

16



probiotik pro lepsi traveni. ve Spojenych statech je velmi Castd fortifikace mléénych vyrobkl
vitaminem D. v neposledni fadé mizeme fortifikaci vyuzit pro zlepSeni senzorickych vlastnosti
syra (Picciotti et al., 2022; Villamil et al., 2021).

Jak jiz bylo zminéno, kravské mléko je bohaté na nasycené mastné kyseliny (70 %).
Nasycené tuky jsou spojovany se zvysSenou hladinou LDL (lipoproteinu s nizkou hustotou)
cholesterolu, ¢asto oznacovaného jako ,,Spatny“ cholesterol. Nadmérna konzumace nasycenych
MK je spojovéna se zvySenym rizikem kardiovaskularnich onemocnéni. Z vyzivového hlediska
je pomér nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin v mléce neZzadouci. Pro zlepSeni
poméru MK jsou do syrii pfi vyrobé ptridavany nékteré rostlinné oleje, které maji pomér
nasycenych a nenasycenych MK vhodné&jsi. Rostlinné oleje jsou bohatymi zdroji nenasycenych
mastnych kyselin, v€etné mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin. Mezi n¢
patii omega-3 aomega-6 mastné kyseliny, které jsou zndmé svymi pfiznivymi ucinky
na zdravi. Dalsim divodem pro fortifikaci byva zvyseni obsahu bilkovin v syru (Villamil et al.,
2021).

Tabulka 5 — Prehled rostlinnych olejii (upraveno z U.S. DEPARTMENT OF AGRICULTURE)

NAZEV PODIL NENASYCENYCH MK VLASTNOSTI
. , 60-65 % MUFA lehké chut
0,
Repkovy 92 % 28-35 % PUFA slabé zabarveni
Slunenicovy 88 % 63 % MUFA neutralni chut’
u vy 21 % PUFA slabé zabarveni
. 27 % MUFA neutralni chut’
10Ny 0,
Kukufiény 87% 55 06 PUFA Fluté syté zabarveni
50-60 % ALA ofiskova chut
S 0,
Lnény 91 % 12-18 % PUFA sluté zbarveni
L, 55-83 % MUFA vyrazna chut
0,
Olivovy 87 % 4-20 % PUFA *barva dle odriidy
46-48 % MUFA lehk4 chut
it o
Arasidovy 81 % 32-34 % PUFA nazloutly
, 40 % MUFA oriskova chut’
0,
Sezamovy 82% 42 % PUFA svétle hnedy
. 80 % MUFA zemita chut
> 0,
Sacha Inchi az93 % rizné PUFA jantarova barva

Kakaové maslo

Mléény tuk

32%

33-35 % MUFA

25 % MUFA
2,5 % PUFA

¢okoladova chut’
svétle zluty

ALA—a-linolenova kyselina, MUFA—mononenasycené mastné kyseliny,
PUFA — polynenasycené mastné kyseliny
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3.3 Technologie vyroby Cerstvych syri
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Obrazek 7 — Obecny diagram vyroby cerstvych syrii (vytvoreno autorem)

Technologie vyroby Cerstvych syrti zahrnuje dva zakladni pfistupy: vyrobu pomoci
sladkého srazeni a vyrobu zalozenou na kyselém srazeni. Tyto metody se lisi zpisobem, jakym
dochézi ke koagulaci kaseinovych micel. Az 75 % syru je vyrabéno pomoci sladkého srazeni
za pouziti syfidla (Chambers et al., 2010).

Vyroba sladkym srazenim vyuziva syfidlo, které zpisobuje koagulaci kaseinovych
micel. Syfidlo ptsobi na bilkoviny v mléce tak, ze dochazi k jejich shlukovani a vzniku pevné
sraZzeniny, ze které se nasledn¢ formuje syr. Tato metoda umozZiiuje vyrobu syrt s riiznymi
texturami v zavislosti na mnozstvi pouzitého syfidla, tepelném oSetfeni a délce doby srazeni.
(Kadlec et al., 2012)

Pii vyrobé kyselym srazenim se mléko okyseli az na hodnotu jeho izoelektrickeho bodu
(pH ~ 4,6). Snizeni pH se dosahuje piidanim kyseliny (napfiklad citronové) nebo fermentaci
pomoci bakterii mlééného kvaseni, které produkuji kyselinu mlécnou. Okyseleni vede
k agregaci kaseinovych micel a vzniku tvarohové hmoty, ze které se poté formuji syry. Tato
metoda je ¢asto pouzivana pro vyrobu mékkych a vlacnych cerstvych syri, jako je naptiklad
cottage cheese (P. McSweeney, 2017).
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3.3.1 Uprava mléka

Pted zahajenim vlastni vyroby syra je mléko podrobeno fad¢ ptipravnych krokt. Rtizné
druhy syrt se vyznacuji charakteristickym obsahem tuku v susiné. v zavislosti na pozadovaném
mnozstvi tuku a kaseinu se slozeni mléka upravuje procesem standardizace. Ta zahrnuje jeho
upravu piidanim nebo odebranim mlécného tuku, pfidanim kaseinu nebo suseného mléka.
Tento proces je klicovy pro dosazeni pozadovanych charakteristik a kvality syra (Patrick F.
Fox etal., 2017).

Pasterace

V Ceské republice musi mléko uréené k piimé spotiebé nebo dal§imu zpracovani projit
tepelnou upravou, aby byla zajisténa jeho bezpecnost, prodlouzila se trvanlivost a vytvorily
se vhodné podminky pro vyrobu mléénych vyrobku. v ostatnich statech Evropy se vyroba syrii
Z nepasterovaného mléka zachovala. Syry z nepasterizované¢ho mléka jsou naptiklad Roquefort,
Parmigiano Reggiano nebo Emental. Vyroba syru z nepasterizovaného mléka dodava témto
syram jedine¢nou chut’ (Michlova et al., 2012).

Pro vyrobu syrt se pouzivé ptevazné pasterace pii teploté 72 °C po dobu miniméln¢ 15
sekund (vysoka teplota, kratka doba), ptipadné dlouhodoba pasterace, pifi kterd se mléko
zahtiva na 63 °C po dobu 30 minut. Tento typ Upravy syrového mléka se nazyva Setrna
pasterace (Patrick F. Fox et al., 2017).

Pasterace ucinné eliminuje patogenni mikroorganismy a zabiji vybrané sporotvorné
mikroorganismy, véetné bakterie Listeria monocytogenes, ktera ptedstavuje vyznamné
biologické riziko pii vyrobé syri. Po pasteraci a standardizaci mléka nasleduje zchlazeni
na teplotu piedkysani. (Melo et al., 2015)

3.3.2 Inokulace startovacimi kulturami

Startovaci kultury jsou rizné druhy uSlechtilych bakterii mlécného kvaSeni. Jejich
pridavek je nezbytny pro spravny pribéh celého technologického procesu vyroby
fermentovanych vyrobkt. Odstartuji proces fermentace vedouci k poZzadovanym zménam
produktu, jako je zména struktury mléka, chuti a aroma. Hlavni funkci bakterii mlé¢ného
kvaseni je fermentace lakt6zy na kyselinu mléénou (Beresford et al., 2001).

Pro vyrobu cerstvych syrii jsou vyuzivany predev§im mezofilni kultury, které maji
optimum rlistu mezi 20-35°C. Mezi zastupce mezofilnich bakteridlnich kultur patii
Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris (Marth et Steele, 2001).

3.3.3 Syreni

V piipadé sladkého srazeni jsou k inokulovanému mléku piidany proteolytické enzymy,
oznacované jako syfidla. Po ptidavku syfidla precipituji mlé¢né bilkoviny na sraZzeninu, ktera
se dale zpracovava. Pro lepsi srazeni a zvySeni vytéznosti syrii je nezbytny ptidavek chloridu
vapenatého (Kadlec et al., 2012).

Proces syfeni probiha pii teplotach, mezi 30-32 °C, kdy je aktivita enzymi nejvyssi
Pfidani syfidla spolu s chloridem vapenatym a startovaci kulturou obvykle vede ke snizeni
pH mléka, coz je klicové pro vytvoreni kvalitni srazeniny (Kadlec et al., 2012).
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Samotné syfeni ma tfi faze. vprvni fazi doch&zi k naruSeni ochranného obalu
kaseinovych micel. v sekundarni fazi dochazi ke koagulaci micel diky pfitomnosti vapenatych
iontli. To vede k vytvorfeni srazeniny. Béhem tieti faze se Stépi bilkoviny na kratsi peptidy
(Tunick, 2014).

V piipadé kyselého srazeni sek syfeni nevyuziva syfidlo asrazeni probihd
snizenim pH, naptiklad pfidanim kyseliny citronové. Proces srazeni ma zasadni vliv na texturu
finalniho syra (Kadlec et al., 2012; Tunick, 2014).

3.3.4 Zpracovani syfeniny

Zpracovani syfeniny a jeji oddéleni od syrovatky zacinid krajenim syrového zrna.
Technika krajeni a velikost nakrdjeného zrna ma vliv na kone¢ny obsah syrovatky, atim
konzistenci, vlhkost a texturu syra. Cilem tohoto kroku je rovnomérné odstranéni syrovatky,
ptipadné dalsi operace predchazejici formovani. Mezi ty fadime prani syrového zrna, pfi kterém
klesa obsah laktdzy, dohfivani pro zvySeni obsahu suSiny a podobné. Tyto dal$i operace jsou
specifické pro dany typ syra (Patrick F. Fox et al., 2017; Kadlec et al., 2012).

3.3.5 Formovani

Finalnim krokem vyroby je formovani, ke kterému se pfistupuje po dosazeni vhodné
velikosti syrového zrna. To se umisti do perforovanych forem, které umoziuji vytékani
piebytecné syrovatky. Cerstvé syry se nechavaji formovat vlastni vahou apo ¢ase dochazi
k jejich otoceni, aby se docililo homogenni struktury (Kadlec et al., 2012).

V ptipad¢ slanych syri mtize probehnout nasoleni formovaného syra, a to jak ptimo,
tak ponofenim do solné lazné (Patrick F. Fox et al., 2017; Kadlec et al., 2012).

3.4 Metody analyzy cukri a organickych kyselin

Z pohledu analyzy je mléko, stejné jako vyrobky z né€j, velmi komplexni smés latek.
Jeho analyza proto zahrnuje fadu metod pro urceni jeho kvalitativniho sloZeni (jaké latky
obsahuje) i kvantitativniho slozeni (v jakém mnozstvi jsou latky zastoupeny) (Nollet et Toldra,
2010).

Stanoveni laktozy v mléce bylo historicky provadéno pomoci gravimetrickych,
polarimetrickych a kolorimetrickych metod. Tyto tradi¢ni metody jsou ale ¢asové naro¢né
a neumoznuji presné rozlisit jednotlivé sacharidy. v dnesni dobé je pro rychlou analyzu mléka
nejcastéji vyuzivana metoda infraervené spektrometrie, ktera umoznuje okamzitou soub&éznou
detekci cukri, tuki, bilkovin a fady organickych sloucenin. Krom¢ analyzy zakladnich cukrd,
jako je laktdza, glukdéza a galaktéza, mtizeme v mléce sledovat také ostatni cukry jako je
fruktoza, ktera se mize vyskytovat vlivem fortifikace (Nollet et Toldra, 2010).

V ptipadé stanoveni cukra a organickych kyselin v syrech je vyuzivana fada metod od
jednoduchych kolorimetrickych titracnich metod pro celkovou aciditu, az po slozité
instrumentalni metody schopné méfit vice latek ve vzorku najednou s vysokou ptesnosti. Pro
analyzu syri se dnes vyuzivaji rizné instrumentalni techniky, jako naptiklad plynova
chromatografie (GC) nebo vysokot¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC) v kombinaci
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s vhodnym detektorem, kapilarni elektroforéza (CE) nebo infraervend spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR). Pro detekci stopovych latek a specifickych kontaminantt
existuji specialni techniky, jako je nukledrni magnetickd rezonance. Jedna se ovSem
o0 nakladnou metodu s vysokymi naroky na ptipravu vzorku. Z tohoto dtivodu neni pro bézné
analyzy vyuzivana (Nollet et Toldra, 2010).

3.4.1 Infraervena spektrometrie

Tato metoda analyzy v konfiguraci s Fourierovou transformaci (FTIR) poskytuje
podrobné informace 0 molekularni struktute a sloZeni vzorki. Vyhodou je moznost soub&zné
kvantitativni analyzy tuki, bilkovin, cukri a dalsich IC aktivnich latek v mléce s vysokou
ptesnosti (Colthup et al., 1990).

Princip FTIR spo¢iva Vv interakci infra¢erveného (IC) zafeni s molekulami ve vzorku,
coz vede k jejich vibraénim a rotacnim ptechodiim. Kazd4 chemickd vazba a funkéni skupina
v molekule méa specifické vibrac¢ni frekvence. Kazda z téchto vibraci se vyskytuje na jiné
frekvenci, kterd je jedineénd pro chemickou vazbu asloudeninu. Kdyz IC zafeni prochazi
vzorkem, nékteré vinové délky jsou absorbovany molekulami, zatimco jiné prochazeji vzorkem
beze zmény. Absorpce IR zafeni zavisi na molekularni struktute a je charakteristicka pro rizné
chemické skupiny. Takto pros§lé zafeni je detekovano na interferometru spolu s ptivodnim
zafenim a jejich rozdil je vyhodnocen jako signal. Vznikly interferograf je nasledné¢ pomoci
Fourierovy transformace pteveden na spektrum, ve kterém muzeme vyhodnotit méfené latky,
jak je znazornéno na obrazku ¢. 8 (Nollet et Toldra, 2010).

Obrazek 8 — Schéma metody FT IR a pristroj Milkoscan FT1 (upraveno z Bruker®, FOSS®)

1 — vstupni infracervené zdreni, 2 — analyzovany vzorek, 3 — transmisni spektrum zdreni, 4 — vystupni
signal z detektoru, 5 — Fourierova transformace signalu

Diky schopnosti FTIR analyzovat vzorky bez potfeby rozsahlé piedupravy je tato
technika idealni pro primyslové aplikace. Mezi jeji dalsi vyhody patii relativné nizké ceny
instrumentace a vysoké rychlosti méfeni. Piikladem jsou pfiistroje Milkoscan FT3 (FOSS,
Dansko), MPA II Dairy (Bruker, Némecko), Lactoscope (PerkinElmer, Velka Britanie).
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3.4.2 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie v uspofadani vysokoucinné kapalinové chromatografie
HPLC je Casto vyuzivanou metodou pro separaci latek. Protoze je HPLC stejné jako ostatni
chromatografické metody pouze separacni metodou, kterd rozdé€li jednotlivé slozky Vv Case
podle jejich retence nakoloné, je nutné pro jejich vyhodnoceni pouzit vhodny detektor.
narozdil od jinych chromatografickych metod jako GC nevyzaduje ptfedipravu vzorku
derivatizaci, coz je vV pramyslu velka vyhoda. Separace latek probiha diky rozdilnym fyzikalné
chemickym vlastnostem separovanych latek, mobilni faze a materialu kolony (Mullin et
Emmons, 1997; Novéakova et Dousa, 2013; Zeppa et al., 2001).

Schéma systému HPLC

Chromatograficky systém se zjednodusSené skladéd ze zasobnikli mobilni faze, systému
odplynéni, gradientniho ventilu, vysokotlaké pumpy, davkovace vzorku, kolony, detektorii
anadoby naodpad. Zatimco nadoby na mobilni faze a odpad jsou mimo pfistroj, ostatni
komponenty jsou uzavieny a davkovani vzorka probiha v modernich piistrojich automaticky
pomoci autosampleru. Kolona je pro vy$si ucinnost uzaviena Vtemperované komote a je
béhem separace zahifivana. Béhem separace dochazi nejdiive k nasati mobilni faze ze zasobnich
lahvi a promyti kolony. Pumpy tla¢i mobilni fazi kolonou pii definovaném pratoku a je
zkouman tzv. mrtvy ¢as kolony. Nasledné dochazi k davkovani vzorku ajeho zachytu
na kolong, kde jsou jednotlivé slozky vzorku separovany (Nollet et Toldra, 2010).

o [ o

Obréazek 9 — Schéma metody HPLC a pristroj Agilent 1260 Infinity 2 (upraveno z Agilent®)

1 — z&sobniky mobilni faze, 2 — systém odplynovace, smésovaciho ventilu a vysokotlaké pumpy,
3 — davkovac vzorku, 4 — chromatograficka kolona, 5 — detektor, 6 — vyhodnoceni zaznamu, 7 — nadoba
na odpad
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Detektory

Vybér detektoru zavisi naanalyzované skupiné¢ latek, pozadované citlivosti
a specificnosti. Pro cukry Vv syrech jsou bézné pouzivany detektory RID a ELSD pro jejich
schopnost detekovat laktézu a dalsi sacharidy, které neabsorbuji UV zafeni. UV a DAD
detektor je vhodny pro analyzu sloucenin S vysokou absorpci v UV oblasti, jako jsou napiiklad
jednoduché organické kyseliny. Pokud je to pro analyzu nutné, je mozné umistit sériové vice
detektora (Nollet et Toldra, 2010).

Refraktometricky detektor (RID) je citlivy na zmény indexu lomu latek vystupujicich z
kolony. Laktéza mé oproti vod¢é velky index lomu, aproto je Casto analyzovédna timto
detektorem. ve srovnéni s jinymi detektory ma refraktometricky detektor nizkou citlivost.

Ultrafialovy detektor (UV) je vhodny pro detekci latek, které absorbuji UV svétlo.
Cukry obecné UV svétlo vyrazné neabsorbuji, je proto vhodny pro detekci jinych slozek, jako
jsou nékteré organické kyseliny, aminokyseliny, vitaminy a dalsi. Jeho uspofadani umoziuje
méfit 1 barevné latky, v takovém piipad¢ jej oznacujeme jako UV/VIS (Novékova et Dousa,
2013).

Detektor s odparovacim rozptylem svétla (ELSD) je univerzalni a muze detekovat
jakoukoli slou¢eninu, ktera je méné t€kava nez mobilni faze. ELSD je proto vhodny pro detekci
netékavych sloucenin, které neabsorbuji UV zafeni, jako jsou cukry a lipidy v syrech. Béhem
analyzy se eluent vychazejici z kolony rozprasuje, nasledné se odpaii mobilni faze a méii se
rozptyl svétla zpisobeny pouze netékavymi slou¢eninami. Diky tomu je jeho citlivost vy$si nez
u klasického refraktometrického detektoru (Novakova et Dousa, 2013).

Detektor sdiodovym polem (DAD) ma Siroké vyuziti pro analyzu latek
s charakteristickou absorbci v oblasti VIS a UV. Umoziiuje provadét kvalifikaci i kvantifikaci
dat zaroven. Diodové pole umoziuje soubézny zdznam dat ze Sirokého rozpéti vinovych dalek
a jejich odpovidajicich intenzit. Tento detektor ma vysokou selektivitu a velmi dobrou
senzitivitu. Z téchto divodi je dnes hojné pouzivan pro rutinni analyzy smési latek ve velmi
kratkém Case (Novakova et Dousa, 2013).

Z ostatnich detektort stoji za zminku fluorescenéni detektor, ktery ma velmi vysokou
citlivost a pouziva se pro slouceniny a jejich derivaty schopné fluorescence. Pii analyze syru
muze byt fluorescencéni detekce pouzita pro nékteré vitaminy aaromatické slouceniny.
v primyslovych aplikacich je také casto vyuzivan detektor diodového pole, ktery je obdobou
UV/VIS detektoru (Nollet et Toldra, 2013; Novakova et Dousa, 2013).

Uspoiadani fazi a sloZeni kolon

Volba stacionérni a mobilni faze hraje dtlezitou roli pro efektivni separaci smési latek.
Pevna faze v koloné se nazyva stacionarni a rozpoustédlo, které nese vzorek kolonou, se nazyva
mobilni faze. Dva zakladni zpusoby usporadani, normdlni faze areverzni faze, zavisi
na polarité jednotlivych fazi (Nollet et Toldra, 2013).

Pfi normalni fazi (NP) je stacionarni faze v kolon¢ polarni. Obvykle se kolona sklada z
oxidu kfemicitého nebo oxidu hlinitého. Mobilni faze je nepolérni, napiiklad hexan nebo
chloroform. Béhem separace polarnéjsi slouceniny ve vzorku ulpivaji na polarni stacionarni
fazi, a proto se z kolony vylucuji pomaleji nez méné polarni slou¢eniny (Nollet et Toldra,
2013).
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Reverzni faze (RP) funguje naopa¢ném principu. Stacionarni faze je nepolarni,
nejcastéji tvofend Casticemi oxidu kiemicitého S povrchové navdzanymi nepolarnimi
skupinami, jako je alkylova skupina s pifimym fetézcem (C8; C18). Mobilni faze je relativné
polarni, nej¢astéji pouze voda nebo smés vody a organickych rozpoustédel, jako je methanol
nebo acetonitril. Béhem separace maji méné polarni slouceniny vyssi afinitu k nepolarni
stacionarni fazi, aproto se vyluCuji pomaleji nez slou¢eniny polarngjsi. Diky moznosti
kombinovat polarni vodu s méné polarnimi rozpoustédly je dnes RP vyuzivana Castéji nez
normalni faze (Nollet et Toldra, 2013).

Izokraticky a gradientni rezim

Slozeni mobilni faze se mlze béhem separace ménit S cilem zlepSit rozliSeni
jednotlivych separovanych slozek. Pokud se slozeni mobilni faze béhem separace neméni,
hovoiime 0 izokratickém reZimu. Ten je vhodny pro svou jednoduchost a reprodukovatelnost.
Navic je jeho pouziti nutné v ptipadé refraktometrického detektoru (Fanali et al., 2013).

Gradientni rezim, kdy se Vv pribéhu separace méni slozeni mobilni faze, vynika svoji
rychlosti a vyssi citlivosti u slozitych smési. Diky postupné zméné polarity umoziiuje separovat
latky, které by se jinak uvoliiovaly z kolony ve stejném reten¢nim Case (Fanali et al., 2013,;
Nollet et Toldra, 2013).
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4 Metodika

Praktickd c¢ast této prace byla zaméiena na vyrobu fortifikovanych cerstvych syri
v laktézové a bezlaktozové verzi. Cilem analyzy bylo stanovit obsah laktézy, glukdzy
a galaktozy v klasické a bezlakt6zové verzi syru. U obou typa syru byl také studovan obsah
jednoduchych organickych kyselin, a to kyseliny mlé¢né, octové a citronoveé. Pro analyzu byla
vyuzita vysokoucinna kapalinova chromatografie s DAD detektorem pro stanoveni
organickych kyselin a RID detektorem pro stanoveni cukri. Ziskana data byla statisticky
zpracovana metodou korela¢ni analyzy v programu Statistica 14 a graficky zobrazena pomoci
programu OriginPro10.

4.1 Vyroba Cerstvych syri

Pro vyrobu ¢erstvych syru bylo pouzito mléko z farmy Struhy, ktera se nachazi nedaleko
Pisku v Jiho¢eském kraji. Farma chové skot plemene Brown Swiss (Svycarsky hnédy skot)
Vv ekologickém rezimu (BIO). Vyroba syrt probéhla sedmkrat od zati do prosince roku 2023.
Vv prvnich Sesti vyrobach byly vyrobeny tii druhy syru v laktézové verzi a tfi druhy ve verzi
bezlakt6zové. v sedmé vyrobé byly vyrobeny ¢étyii druhy syru v laktdzové verzi a ¢tyfi druhy
ve verzi bezlakt6zové. u fortifikovanych syri byla pro zlepSeni nutri¢nich hodnot ¢&ast
mlécného tuku (20 %) nahrazena rtiznymi rostlinnymi oleji S vhodnym pomérem nasycenych
mastnych kyselin. Do vyrob ¢islo 5 a 6 byla navic pfidana i mandlova moucka (5 %) a do
posledni vyroby (¢. 7) byl pfiddn mandlovy protein (5 %) pro zvySeni mnozstvi bilkovin
a apravu chutového profilu syru. Je vhodné poznamenat, ze mandlova moucka je vyrobci
nespravné oznacovana jako mouka, prestoze mouka je dle platné legislativy (vyhlaska
¢. 18/2020 Sh.) pouze mlynsky obilny vyrobek ziskany mletim obilného zrna, pseudoobilovin
nebo ryZze.

Pro porovnani byl pii kazdé ze sedmi vyrob vyroben také jeden laktozovy a jeden
bezlakt6zovy syr bez pouziti fortifikace olejem ¢i proteinem.

4.1.1 Pouzity material a chemikalie

e Mikrobialni syfidlo 220TL BF (Formase, Ceska republika)

e Chlorid vapenaty potravinaisky 35 % (Ceska republika)

e Lyofilizovand mezofilni kultura CHN-11 (CHR Hansen, Dansko)
e Enzym laktdza Maxilact LGi 5000 (DSM, Nizozemi)

e AraSidovy olej (Rinnovare, Indie)

e Sezamovy olej (Vital Country, Ceska republika)

e Olej sacha inchi (Oro Verde, Ceska republika)

e BIO Kakaové maslo (Grizly, Ceska republika)

e Mandlova moucka (Grizly, Ceska republika)

e Mandlovy protein (Grizly, Ceska republika)
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Tabulka 6 - Prehled vyrdabénych syri

DBNLACS 3 22

fortifikovany bezlakt6zovy syr

Cislo vyroby Kod syru Typ syru Fortifikace
DLACS 16 laktdzovy syr bez fortifikace
DNLACS 16 bezlaktozovy syr bez fortifikace i
DILACS_20_16 fortifikovany laktézovy syr NP
DINLAC_S_2_0_16 fortifikovang bezlakté;/o%'/ syr araSidovy olej 20 %
DLACS 17 laktdzovy syr bez fortifikace
DNLACS 17 bezlakt6zovy syr bez fortifikace i
DILACS_20_17 fortifikovany lakt6zovy syr sezamovy olej 20 %
DINLACS 20 17 fortifikovany bezlakt6zovy syr
DLACS 18 laktdzovy syr bez fortifikace
DNLACS 18 bezlakt6zovy syr bez fortifikace i
DILACS_20 18 fortifikovany laktézovy syr N
DINLACS 20 18 fortifikovani'; bezlaktézoyy syr sacha inchi 20 %
DLACS 19 laktdzovy syr bez fortifikace
DNLACS 19 bezlakt6zovy syr bez fortifikace i
DILACS_20_19 fortifikovany laktézovy syr L
DINLACS 20 19 fortifikovan% bezlakté;/oyy syr kakaove maslo 20 %
DLACS 20 lakt6zovy syr bez fortifikace
DNLACS 20 bezlaktozovy syr bez fortifikace i
DBLACS 5_20 fortifikovany lakt6zovy syr mandlova moucka 5 %
DBNLACS 5 20 fortifikovany bezlakt6zovy syr
DLACS 21 lakt6zovy syr bez fortifikace
DNLACS 21 bezlaktozovy syr bez fortifikace i
DBLACS 5 21 fortifikovany lakt6zovy syr mandlova moucka 5 %
DBNLACS 5 21 fortifikovany bezlakt6zovy syr
DLACS 22 lakt6zovy syr bez fortifikace -
DBLACS 3 22 fortifikovany laktézovy syr

mandlovy protein 3 %

DBILACS 20 3 22
DBINLACS 20 3 22

fortifikovany lakt6zovy syr
fortifikovany bezlaktdzovy syr

arasidovy olej 20 %
mandlovy protein 3 %
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4.1.2 PouZzité pristroje

* Komorovy termostat (Memmert, Némecko)
« Milkoscan FT 120 (FOSS, Dansko)
» Elektricka talifova odstiedivka na mléko MS-100-18 (Motor Sich, Ukrajina)

4.1.3 Postup vyroby

Pii v8ech sedmi vyrobach bylo pro vyrobu pouZito Cerstvé syrové kravské mléko
(D_SM). Obsah tuku a dal$ich zakladnich slozek ve vychozim mléce byl stanoven pomoci
MilkoScanu FT 120. Pramérny obsah tuku v mléce byl 4,1 +0,2 % aobsah laktdzy
4,73 +0,05 %.

Objem mléka pro vyrobu byl ptiblizné 1 litr na jeden syr. v piipadé fortifikovanych syra
byl potfebny objem mléka vétsi, ato diky ztratam b&hem procesu centrifugace a nasledné
standardizace. v prvnich Sesti vyrobach bylo pro pouzito celkem 7 litri syrového mléka, ze
kterych bylo ptipraveno 6 litri standardizovaného mléka obohaceného olejem pro vyrobu Sesti
syri. vV sedmé vyrob¢ bylo vyrobeno 8 syra z 9 litri syrového mléka.

MIéko pro vyrobu obou typt syru (fortifikovanych i nefortifikovanych) bylo nejprve
tepelné oSetieno Setrnou pasteraci pii 72 °C po dobu 15 sekund, nasledné ve studené lazni
ochlazeno na 37 °C. Takto pfipravené mléko bylo rozdéleno pti kazdé vyrobé na dvé ¢asti.

Pro vyrobu &erstvého syra bez fortifikace olejem ¢i proteinem v laktézové (D_LACS)
a bezlaktozové (D _NLACS) verzi byly pfi vSech vyrobach pouzity 2 litry vychoziho
pasterovaného mléka. Toto mnozstvi bylo nésledné€ rozdéleno po 1 litru a umisténo do nadob
pro vyrobu syru. Do mléka uréeného K vyrobé bezlaktozovych verzi syri byl pomoci
automatické pipety pfidan 1 ml enzymu laktazy. Pro kvantitativni reakci bylo mléko vlozeno
do termostatu vytemperovaného na 35 °C po dobu 90 minut.

Ze zbyvajiciho mnozstvi vychoziho pasterovaného mléka byla pro vyrobu
fortifikovanych syrii nejprve pii kazdé vyrobé na elektrické odstiedivce odseparovana smetana.
Po odstiedéni se zbytkovy tuk v odstfedéném mléce pohyboval v rozmezi 0,08 +0,05 %.

Nasledné bylo pomoci hmotnostni bilance vypocitano piesné mnozstvi smetany
a odstfedéného mléka pro vyrobu fortifikovanych vzorki. Z celkového definovaného mnozstvi
mlééného tuku (4 %) bylo nahrazeno 20 % rostlinnym olejem s vhodnéj$im pomérem
nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin. Mnozstvi pfidaného oleje bylo piepocitano
na celkovém mnozstvi tukti ve 100 g oleje. Z dtivodu homogenizace byla smés smetany a oleje
zahtata na 35 °C. Po spojeni obou tukovych slozek bylo pfimichano vypoctené mnozstvi
odsttedéného mléka. Vznikly tak 4 litry, v sedmé vyrobé 6 litrt, olejem fortifikovaného mléka
s celkovou tucnosti 4 %, z niz bylo 20 % nahrazeno olejem. Ovéteni vysledné tucnosti mléka
(D_ILACM) bylo provedeno pomoci MilkoScanu FT 120.

Standardizované mléko pro vyrobu fortifikovanych vzorkl bylo néasledné rozdéleno po
1 litru do nadob ur¢enych pro vyrobu syru. Do mléka uréeného k vyrobé bezlaktézovych verzi
syrt byl pomoci automatické pipety ptidan 1 ml enzymu laktazy. Pro kvantitativni reakci bylo
mléko vlozeno do termostatu vytemperovaného na 35 °C po dobu 90 minut.
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Nésledujici postup vyroby byl u vSech syru v podstaté stejny. Pii vyrobé 5, 6 a 7 byla
navic ptidana mandlova moucka (5,6) nebo mandlovy protein (7). Nejprve byly vzorky mléka
vV nadobach ur¢enych pro vyrobu syru zaockovany 0,3 g lyofilizované mezofilni kultury
CHN 11, ktera byla dikladné rozmichana. ZaoCkované mléko bylo temperovano v termostatu
na 35 °C po dobu 30 minut.

Nasledn¢ bylo pro vysrazeni mléka pouzito mikrobidlni syfidlo (sladké srazeni) a pro
zvyseni vytéznosti ptfidan chlorid vapenaty. Ke vzorkiim bylo automatickou pipetou ptidano
0,5 ml mikrobidlniho syfidla 220TL BF a 0,5 ml chloridu vapenatého (CaClz). Mléko bylo
dukladné promichano a temperovano na 35°C po 60 minut. Po 60 minutach byla u vzniklé
syfeniny pozorovana lomiva struktura syrového zrna.

Nésledovalo krajeni syfeniny na kostky o velikosti cca 2 cm a opétovné temperovani
pii 35 °C po dobu 15 minut. Poté bylo provedeno druhé krajeni syrového zrna na drobnéjsi
kosti¢ky 0 velikosti cca 0,5 cm pro lepsi uvolnéni syrovatky a posledni temperace (35 °C) po
dobu 10 minut.

V dal§im kroku byla syfenina nalita do forem na syry, ze kterych vykapala ptebytecna
syrovatka. Po 20 minutach byl syr otocen. Syry byly ponechany Vv lednici pii 4 °C do druhého
dne pro lepsi odlouceni zbytkové syrovatky.

Druhy den byly ze vsech syrti nozem odebrany reprezentativni vzorky pro nésledné
analyzy (cca 40 g) pomoci ndhodného statického vzorkovani. Tyto vzorky byly
homogenizovany aulozeny do mrazni¢ky Vv laboratofi FAPPZ pfi teploté -18 °C do doby
dal§iho zpracovani.

4.2 Analyza organickych kyselin a cukru

Piiprava a analyza vzorkt probihala v lednu az bieznu roku 2024. Analyzovéany byly
vzdy dva syry zkazdé vyroby, ato v laktdzové a bezlaktdézové verzi. Kazdy vzorek byl
ptipraven a analyzovan ve dvou opakovanich. Celkem bylo analyzovéno 7 vyrob.

Pro stanoveni obsahu laktézy byl do vybranych syra (D_NLACS, D_NILACS) pfidan
enzym laktaza anasledné¢ pomoci HPLC stanoven pokles obsahu lakt6zy a nartist obsahu
glukdzy a galaktozy.

4.2.1 Pouzité chemikalie

e Demineralizovana voda

e Carrez I: trihydrat hexakyanoZelezitanu(Il) draselného (ferrokyanid draselny)
(Ks[Fe(CN)s]-3 H20), koncentrace: 15 g/100 ml (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Carrez II: heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSO4-7 H20), koncentrace: 30 g/100 ml
(Sigma-Aldrich, Némecko)

e 98% kyselina sirova (H2SO4) (Honeywell, USA)

4.2.2 Pouzité pristroje

e HPLC 1260 Infinity 11 LC System (Agilent, USA)
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¢ Kolona AminexR HPX-87H, 300 x 7,8 mm (Bio-Rad, USA)
e Stolni centrifuga Universal 320 (Hettich, Némecko)
e Analytické vahy Kern EW 620 (Kern, VB)

4.2.3 Priprava vzorkua pro HPLC

Vzorky syrii pro analyzu byly pozvolna rozmrazeny ve vodni lazni. Nasledné bylo do
15 ml kénickych zkumavek na analytickych vahach odvazeno 1 g £0,01 g syru. K navazenému
vzorku bylo automatickou pipetou postupné napipetovano 0,3 ml Carrezova roztoku I, 0,3 ml
Carrezova roztoku Il a doplnéno do 10 ml demineralizovanou vodou. Vzorek byl dikladné
promichan za vzniku gelu/srazeniny, ktera znacila vysrazeni tukd a bilkovin. Takto piipraveny
vzorek byl odstfedén na centrifuze Universal 320 pii 13000 ot/min. po dobu 12 minut. 1 ml
oddéleného supernatantu byl pomoci injekéni stiikacky) prefiltrovan pies injekéni filtr
(0,45 um PTFE, J.T.Baker, VWR) do 2 ml vialky. Takto pifipravené vzorky byly nasledné
analyzovany pomoci HPLC.

4.2.4 Stanoveni obsahu organickych kyselin a cukri

Piipravené vzorky byly analyzovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
na piistroji Agilent 1260 Infinity Il sreverzni fazi a dvéma sériové zapojenymi detektory.
Refraktometricky detektor (RI) byl pouzit pro stanoveni cukri, UV detektor pro stanoveni
organickych kyselin. Pro analyzu vzorkd byla pouzita kolona AminexR HPX-87H,
300 x 7,8 mm (Bio-Rad) a metoda s izokratickou eluci. Mobilni fazi byla demineralizovana
voda s kyselinou sirovou o koncentraci 0,005 M pro Upravu pH.

Tabulka 7 - Parametry pristroje Agilent a pouzité metody

Parametr Nastavené hodnoty

Objem nasttiku 20 ul

Prutok mobilni faze 0,6 ml/min

SloZeni mobilni faze H20, (0,005 M H2S0.)

Typ kolony AminexR HPX-87H, 300 x 7,8 mm
Teplota kolony 65 °C

Detektor RID, DAD

VInova délka 210 nm
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5 Vysledky

Vyrobené syry byly analyzovany pomoci HPLC se zamé&fenim na koncentraci laktdzy,
glukozy, galaktozy, kyseliny mlécné, kyseliny octové a kyseliny citronové. Syrové mléko bylo
pfed zahajenim vyroby promichano aanalyzovano na piistroji Milkoscan FT 120. Pro
jednotlivé vyroby syru bylo pouzito mléko se sloZzenim uvedenym V tabulce nize.

Tabulka 8 — Slozeni vstupniho mléka pro jednotlivé vyroby syri z pristroje Milkoscan FT 120

Cislo Kad Tuk Bilkoviny Kasein Laktdza Susina TPS
vgroby  mléka  [%] [9%6] [%6] [%6] [%6] [%6]
1 DSM_16 4,54 3,43 2,64 4,67 13,34 8,96

2 DSM_17 3,97 3,49 2,70 4,75 12,88 9,06

3 DSM 18 4,35 3,57 2,82 4,77 13,43 9,10

4 DSM 19 3,95 3,42 2,68 4,74 12,77 8,88

5 DSM 20 3,87 3,61 2,84 4,84 13,14 9,32

6 DSM 21 3,91 3,57 2,79 4,70 12,87 9,07

7 DSM 22 4,23 3,49 2,74 4,69 13,07 8,90

Pro vyhodnoceni naméfenych dat pomoci HPLC byl pouzit program Agilent OpenLAB
Data Analysis, pomoci kterého byly zjistény retencni ¢asy, plochy a vysky piki analytt. Obsah
glukdzy a galaktozy byl stanoven pomoci kalibra¢ni ptimky ziskané analyzou standardu.

Kalibra¢ni kfivka galaktdzy t;=9,084 min Kalibraéni kfivka glukdzy t.= 8,513 min
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Obréazek 10 — Kalibracni kiivky pro stanoveni glukozy, galaktdzy, laktozy a kyseliny mlécné

Pro vyhodnoceni aktivity enzymu laktazy a urceni doby potfebné pro rozstépeni laktozy
pod hodnotu 0,5 % byla vytvotena kiivka zavislosti koncentrace laktozy a galaktdzy na ¢ase od
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pridani enzymu laktazy. Galaktdza byla zvolena jako vhodnéjsi ukazatel, protoze jeji hodnoty
vykazovaly mensi odchylky. na zaklad¢ vysledného grafu bylo urceno, ze Cas dostatecny pro
roz§tépeni laktdzy je 90 minut.

3 p i
—e— Galaktoza

25 | —o—Laktéza

15

Koncentrace [%]

05

0 30 60

Cas [min]

Obrézek 11 — K#ivka ucinnosti Stépenti laktozy laktdazou

90 120

Kazdy vzorek syru byl méfen ve dvou opakovanich soubézné pomoci DAD a RID
detektoru. Ziskany signél je znazornén na obrazku ¢islo 12. Pro kvantitativni analyzu byly
jednotlivé piky zintegrovany a s pomoci kalibra¢ni kiivky vypocitany procentualni zastoupeni
jednotlivych analytt. v tabulce 9 je vzdy uvedena primérna hodnota provedenych méteni.
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Obrézek 12 — Zaznam chromatogramu pro lakt6zovy a bezlakt6zovy syr s DAD a RID

detektorem
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Tabulka 9 — Vysledky kapalinové chromatografie vzorkii vyrobenych syrii

Typ syru Kod syru Laktéza Glukoéza Galakt6za Kyselina octova Kyselina mlééna
[%0] [%0] [%0] [%0] [%0]
DLACS_16 1,695 - - - 1,130
DLACS_17 1,755 - 0,050 0,080 1,155
DLACS_18 2,640 - - 0,070 0,440
syry laktézové nefortifikované DLACS_19 1,685 i 0,050 0,075 1,185
DLACS_20 1,715 - 0,050 0,080 0,940
DLACS_21 1,370 - 0,040 - 0,770
DLACS 22 1,285 - 0,035 0,050 0,825
pramér 1,810 - 0,048 0,076 0,921
DILACS_20_16 1,250 - 0,055 0,05 0,730
DILACS_20_17 1,430 - 0,030 - 0,670
DILACS_20_18 1,470 - - - 0,600
DILACS_20_19 1,295 - 0,060 - 0,905
syry laktozové fortifikované DBLACS 5 20 0,670 0,020 0,325 0,165 1,270
DBLACS 5 21 1,590 - 0,125 0,085 0,885
DBLACS 3 22 1,765 - 0,095 0,075 1,005
DBILACS 20 3 22 1,960 - 0,095 0,070 1,065
prumér 1,458 - 0,140 0,099 0,955
DNLACS 16 0,045 0,440 1,520 0,075 1,150
DNLACS 17 0,060 0,570 1,420 - 1,080
DNLACS 18 0,035 0,770 1,780 0,070 0,985
syry bezlakt6zové nefortifikované DNLACS 19 0,090 0,280 1,140 0,070 0,895
DNLACS_20 0,085 0,220 1,225 0,130 1,055
DNLACS 21 0,050 0,670 1,335 0,040 0,630
prumér 0,061 0,492 1,403 0,077 0,966
DINLACS_20 16 0,055 0,680 1,470 - 0,815
DINLACS_20 17 0,075 0,690 1,550 - 0,860
DINLACS_20 18 0,050 0,970 1,425 - 0,450
DINLACS_20 19 0,075 0,50 1,320 0,055 0,830
syry bezlaktozové fortifikované DBNLACS 5 20 0,085 - 1,195 0,150 1,345
DBNLACS 5 21 0,110 0,655 1,605 0,140 0,940
DBNLACS 3 22 0,120 0,345 1,580 0,080 1,205
DBINLACS 20 3 22 0,130 0,710 1,660 0,080 0,945
pramér 0,095 0,636 1,464 0,101 0,953
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Laktoza

Pro ovéfeni hypotézy této prace, a to Zze koncentrace laktozy v bezlakt6zovych syrech
je mensi nez koncentrace V laktézovych syrech, byla statisticky vyhodnocovana jeji
koncentrace a koncentrace jejich strukturnich slozek mezi laktézovymi a bezlaktézovymi syry.
Pied samotnym T-testem byla provedena zéakladni popisna statistika jednotlivych skupin
a ovéfena normalita dat a jejich rozdilu v ramci paru.

Tabulka 10 — Koncentrace laktozy a ucinnost laktazy

Koncentrace laktozy U¢innost
Koéd syrt Laktézovy syr  Bezlaktézovy syr  Stépeni laktozy
[%] [%0] [%0]
w D(N)LACS_16 1,695 0,045 97,3
E D(N)LACS_17 1,755 0,060 96,6
2 D(N)LACS_18 2,640 0,035 98,7
EL D(N)LACS_19 1,685 0,090 94,7
o D(N)LACS_20 1,715 0,085 95,0
Z D(N)LACS_21 1,370 0,050 96,4
D(N)ILACS_20_16 1,250 0,055 95,6
D(N)ILACS_20_17 1,430 0,075 94,8
2 D(N)ILACS_20_18 1,470 0,050 96,6
é D(N)ILACS_20 19 1,295 0,075 94,2
I D(N)BLACS_5 20 0,670 0,085 87,3
% D(N)BLACS_5_21 1,590 0,110 93,1
~  D(N)BLACS. 3 22 1,765 0,120 93,2
D(N)BILACS_20_3 22 1,960 0,130 93,4
*primér+SD 1,592+0.436 0,07620.029

*a) vysledek vybocuje z priimérné hodnoty, ostatni syry ze stejné vyroby ale tuto anomdalii
nevykazuji

Pro ovéfeni normality dat byly vyneseny histogramy na obrazku 11 se znazornénim
normalniho (Gaussova) rozdéleni a z divodu malého mnozstvi dat také P — graf zndzornujici
normalizovana data a jejich ocekavané rozdéleni pomoci Z-testu. Z téchto grafl je vidét, ze
data maji normalni rozdéleni, a je tedy mozné provést parovy T-test. Prestoze podminkou
T - testu je normalita rozdilu dat, koncentrace laktozy u bezlaktézovych syra je natolik mala,
ze jako kritérium je ekvivalentni rozdéleni koncentrace laktozy u laktozovych syra.
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Laktozoveé syry

Normalni rozdéleni P - graf
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Obrézek 13 — Histogramy a Z-testy normality dat — koncentrace laktozy

Pii pohledu na rozloZeni dat jsou patrné dvé odlehlé hodnoty koncentrace lakt6zy, a to
u syru DLACS_18 (2,64 %) a u syru DBLACS_5_20 (0,67). v prvnim piipadé je koncentrace
laktozy velmi vysok& v porovnani nejen sostatnimi laktézovymi syry, ale hlavné
s fortifikovanou verzi lakt6zového syra ze stejné vyroby. Z tohoto dtivodu lze ocekavat, ze se
jedna o chybny udaj. usyru DBLACS_5 20 byla naopak koncentrace laktdzy velmi nizka
a také neodpovida nefortifikovanému syru ze stejné vyroby. v tomto piipadé muze byt chyba
zpusobena nedopatienim a kontaminaci mléka laktazou.

Ptestoze jsou tyto hodnoty velmi vzdalené od primémé hodnoty, nejsme schopni
S jistotou Fict, zda jsou chybné, nebo ne. Proto byly take zahrnuty do statistického vyhodnoceni
pomoci paroveho T-testu. Je vhodné poznamenat, Ze jejich pfipadné nezahrnuti by nemélo
na vysledek T-testu vliv.

V tabulkach 9 a 10 je jasné viditelna pifeména laktoézy v bezlaktdzovych syrech
na monosacharidy glukozu a galaktdzu. Pti porovnani u¢innosti této premény byly v tabulce 10
parove porovnavany laktézové a bezlaktézové verze syrii. Primérnd ti¢innost piemény laktdzy
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byla ptes 95 %, coz je velmi uspokojiva hodnota. Narust monosacharidi zpisobil také vétsi
sladkost bezlaktozovych syrt.

Pro vyhodnoceni obsahu cukri U jednotlivych vyrob byl pouzit parovy T test
koncentrace lakt6zy. Nejprve byl proveden mezi vSemi laktozovymi a bezlaktézovymi syry,
nasledné i samostatné pro fortifikované a nefortifikované varianty. Jeho vysledky jsou
zobrazeny na obrazku 13.

Hladina vyznamnosti a byla stanovena jako 0,01. Jedna se 0 pravdépodobnost zamitnuti
nulové hypotézy v ptipadg, Ze je pravdiva. Hodnota o = 0,01 znamena, ze mizeme S jistotou
na 99 % vyvratit nebo potvrdit zkoumanou hypotézu.

CERSTVE SYRY
BEZLAKTOZOVE SYRY  AX=1516
S %=0,076 ASD = 0,439
SD = 0,029 p = 8,50x10°°
NEFORTIFIKOVANE NEFORTIFIKOVANE AR = 1749
LAKTOZOVE ¢ 5 BEZLAKTOZOVE ASD = 0,440
x= 1,810 % = 0,061 _ 4
SD = 0,430 SD = 0,022 p=1,94x10
FORTIFIKOVANE FORTIFIKOVANE AX = 1,341
LAKTOZOVE ¢ > BEZLAKTOZOVE ASD = 0,371
% =1,429 % = 0,088 _ 5
SD = 0,387 SD = 0,030 p=1,86x10

Obrazek 14 — Vyhodnoceni T-testu pro koncentraci laktozy

Nulova hypotéza (HO): Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v praimérnych
koncentracich laktozy mezi syry s lakt6zou a bez laktdzy.

Alternativni hypotéza (H1): Existuje statisticky vyznamny rozdil v prumérnych
koncentracich laktézy mezi laktézovymi a bezlaktézovymi syry.

Ziskana hodnota statistické signifikance p < 0,01, a proto zamitame nulovou hypotézu.
na hladiné vyznamnosti 99 % je statisticky vyznamny rozdil v koncentraci laktozy mezi
lakt6zovou a bezlakt6zovou verzi syra u vSech porovnavanych skupin.

Samostatné vyhodnoceni koncentrace jednotlivych monosacharidii neni vhodné
z dtvodu jejich dalsi pfemény nakyselinu mlécnou, atim jejich niz8i nez ocekavané
koncentrace. Jeji rust ale trendem odpovida poklesu laktdozy pii porovnani laktézovych
a bezlaktdzovych variant syra.

35



Organické kyseliny

Namétené hodnoty koncentrace kyseliny octové a mlééné byly vyneseny do grafii
v zavislosti napotadi vyroby syra ataké jejich typu (fortifikované/nefortifikované
a laktozové/bezlaktozove).
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Obrazek 15 — Deskriptivni statistika koncentrace kyseliny octové

Koncentrace kyseliny octové byla primérné 0,085 £0,034 %. u deviti vyrob byla jeji
koncentrace pod mezi stanovitelnosti, coZ je znazornéno Srafovanim v krabicovém grafu. Jak
je z grafu patrné, vSechny kategorie byly vzajemné porovnatelné a zadna nevykazovala vyrazné
odchylky od priméru.
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Obrazek 16 — Deskriptivni statistika koncentrace kyseliny mlécné
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Koncentrace kyseliny mlécné byla zmétena u vSech vzorkl a jeji primérnéd hodnota
byla 0,923 +0,230 %. Ani zde nebyly pozorovany vyznamné odchylky od priméru pro
jednotlivé skupiny syra. v porovnani s vyzralymi syry je jeji koncentrace niz$i, protoze vznika
béhem fermentacniho procesu, a ten je u Cerstvych syru kratky. Pro srovnani, napiiklad u syru
¢edar je koncentrace kyseliny mlécné az 5 %.

Koncentrace kyseliny citronové se nepodafila U vétSiny vzorki syrii namétit a mizeme
tedy predpokladat, Ze byla pod mezi stanovitelnosti. Z naméfenych dat mizeme tedy pouze
vyhodnotit, Ze jeji koncentrace je U syrit mensi nez 0,03 %.
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6 Diskuze

Cerstvé syry jsou velmi oblibenym mléénym vyrobkem, ktery je konzumovan na celém
svété. Obsahuji ale pfirozené vysoké mnozstvi laktdzy, ktera je pro velkou Cast populace
nestravitelna (Dekker et al., 2019). Ptestoze ve stiedni Evropé je schopnost travit laktozu bézna
i v dospélém veéku, Vv jinych Castech svéta je laktézova intolerance velmi Castd. Typickym
ptikladem muze byt jihovychodni Asie, kde az 90 % dospélych vykazuje intoleranci na laktozu
(Goh et al., 2018; Nguyen Bao et al., 2018). Naproti tomu v severni Evropé dokaze vétSina
populace laktozu travit. v Ceské republice trpi laktozovou intoleranci pouze mezi 6-12 %
populace (Hubé&cek et al., 2017).

V kontextu globalni konzumace syrt trpi uritou formou laktézové intolerance az 70%
populace, atak se do poptedi dostavaji bezlaktézové varianty syrd, které jsou piijatelné pro
Sirokou populaci. Nizké koncentrace laktdzy 1ze u syri dosdhnout ptirozené béhem procesu
zrani (6 mésicl +) nebo pfidanim enzymu laktdzy b&hem vyroby. Celosvétova konzumace
bezlaktdozovych syrt se kazdoro¢né zvysSuje primérné 0 8,5 %, coz je vice nez celkovy rlst trhu
se syry (Shahbandeh, 2024). Syry vyrabéné v této praci jsou soucasti projektu Vyvoj zdravotné
prosp&nych vyrobkil na bazi &erstvych syrti adaptovanych pro trh ve Vietnamu a v Ceské
republice. Z toho diivodu byly syry vyrabény jak v klasicke laktozové, tak i v bezlakt6zové
verzi pfidanim enzymu laktazy. Motivaci pro tuto praci byla prevalence lakt6zoveé intolerance
ve vietnamské populaci, ktera ma v Ceské republice silné zastoupeni.

Hlavnim cilem prace bylo potvrzeni ucinnosti enzymu laktazy ptidavaného do mléka
pii vyrobé bezlaktozového syru, a to v koncentraci 1g laktazy na 1 L mléka s inkuba¢ni dobou
90 minut. Toto mnozstvi odpovida studii Pulinas et al. 2017 (1,1 g/L). na zacatku prace byla
stanovena hypotéza, ze syry S pfidavkem laktazy (bezlaktdozové) obsahuji men$i mnoZzstvi
laktozy nez Cerstvé syry piipravené klasickou metodou vyroby bez piidani enzymu laktazy do
mléka.

Pro statistické vyhodnoceni rozdilu koncentrace sacharidi Vv lakt6zovych
a bezlakt6zovych syrech byl vyuzit parovy T test s hodnotou vyznamnosti a = 0,01 a normalita
rozdéleni dat byla ovéfena pomoci histogramu a z-testu. Pomoci této statistické metody s velmi
striktné nastavenou hodnotou statistické signifikance miZzeme nasi hypotézu potvrdit nebo
vyvrétit s jistotou na 99 %. Vypocitana p — hodnota (signifikace) byla pfi porovnavani vsech
vyrobenych lakt6zovych a bezlaktozovych syrii velmi nizk4, presné 8x1078. Diky tomu miizeme
fici, Ze mezi laktozovymi a bezlaktozovymi syry je statisticky vyznamny rozdil. Primérna
hodnota obsahu laktézy v laktézovych syrech byla 1,6 %, v bezlaktézovych syrech 0,08 %.
Tato zji$téni byla v souladu s literaturou (Ahmed et al., 2023). Zavér statistického vyhodnoceni
potvrzuje, ze piidani laktazy vede prokazatelné ke sniZeni obsahu laktozy v bezlakt6zovych
syrech, které jsou diky velmi nizké koncentraci laktdzy vhodne i pro konzumenty s lakt6zovou
intoleranci.

Z pohledu cukri je také vhodné zminit rozdil mezi koncentraci glukdzy a galaktozy
u bezlaktézovych syri. Piestoze béhem $té€peni laktozy vznika glukdza a galaktdéza v poméru
1:1, glukdza je bakteriemi mlécného kvaSeni preferovana, a pokud se nachazi v mléce, je
Stépena prednostné na kyselinu mlécnou. Pokud Stépime laktéozu pomoci enzymu laktazy
a nasledné ptfiddme bakterie mlé¢ného kvaseni, dojde rovnou k pfednostnimu spottebovavani
glukozy a zméné poméru mezi glukozou a galaktézou. Pii vyhodnocovani efektivity enzymu
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laktazy je proto vhodnéjsi sledovat koncentraci galaktozy jako je zobrazeno na obrazku ¢. 11
(Alm, 1982). Celkovy Ubytek lakt6zy v analyzovanych syrech dle analyzy odpovidal trendem
rustu koncentrace monosacharidii s ptihlédnutim k jejich spotiebovavani Vv ostatnich vyse
popsanych procesech.

V piipadé bezlaktdozovych syrt je také vhodné zminit senzorické zmény Vv disledku
Sté€peni laktozy na jeji strukturni podjednotky. Nejpozorovanéjsi zménou udavanou V literatuie
je zména sladkosti. Stépeni laktézy o relativni sladivosti 16-20 na glukozu a galaktozu
o relativni sladivosti 80 a 70 vede ke znatelné sladsi chuti syru (Cincotta et al., 2021). Tyto
zavéry jsou potvrzeny V dalSi praci zpracovavané Vramci tohoto projektu zameétrené
na senzorické vlastnosti vyrobenych syrt.

Syry vyrabéné z mléka maji nevhodny pomér nasycenych a nenasycenych mastnych
kyselin, proto je konzumace téchto tuénych typi syri ve vyvazeném jidelni¢ku doporuc¢ovana
pouze Vomezeném mnozstvi (Lindmark Mansson, 2008). Jednou z moZnosti zlepSeni
nutriénich vlastnosti cerstvych syri je nahrazeni casti mlééného tuku rostlinnymi oleji
0 vhodnéjsim poméru mastnych kyselin. Tento proces oznacujeme jako fortifikaci. Mezi
vhodné oleje pro fortifikaci fadime napiiklad fepkovy, arasidovy nebo sezamovy (Picciotti et
al., 2022). Nékteré prace se dokonce zaméfovaly na piidavani rybiho oleje (Ye et al., 2009).
Stejné tak mizeme zvysit mnozstvi protein naptiklad pfiddnim mandlového proteinu nebo
mandlové moucky (Gamlath et al., 2023). Upravy nutri¢nich hodnot syri piidavkem
sekundarnich ingredienci ale mohou mit i negativni dopad na senzorické a technologické
vlastnosti syra. Takova zména je spotiebitelem Spatné pfijimana, k ¢emuz doslo napiiklad pti
ptidavku rybiho oleje, jako je uvedeno ve vySe zminéné studii. Je proto nutné zvolit jak
vhodnou ingredienci, tak jeji mnozstvi, aby zmény senzorickych a technologickych vlastnosti
syra byly pro spotiebitele pfijatelné. V idedlnim piipadé mize fortifikace vést dokonce ke
zlepSeni téchto parametri.

Dalsimi sledovanymi parametry v této praci bylo sledovani koncentrace organickych
kyselin, a to kyseliny citronové, kyseliny mlécné a kyseliny octové. Pfitomnost a koncentrace
organickych kyselin hraje zasadni roli v senzorickych vlastnostech a je dulezita i z pohledu
konzervace syru. Podle provedené analyzy byla koncentrace kyseliny citronové v nami
vyrobenych syrech pod detekénim limitem <0,03 %. To by mohlo nazna¢ovat minimalni roli
kyseliny citronové v chutovém profilu ¢erstvych syri ve srovnani s tradi¢néjsimi druhy syri,
kde se je kyselina citronova pouzivana jako regulator pH nebo zvyraziiova¢ chuti. Jeji
koncentrace v nami vyrobenych syrech je tak dana vychozim slozenim mléka, které dle
literatury obsahuje pramérné 0,133 +£0,02 % kyseliny mlé¢né (Yusa et al., 1969).

V piipad¢ kyseliny octové bylo celkem 9 syrii pod mezi stanovitelnosti, a proto u nich
neni jeji koncentrace uvedena. Pfi statistickém vyhodnoceni zméfenych syrt bez zapocitani
nulovych hodnot ziskdme primérnou koncentraci kyseliny octové 0,085 %, coz odpovida praci
Mullin a Emmons (0,0825 %). Kyselina octova vyznamné pfispiva k chutovému profilu
Cerstvych syrt. Jeji koncentrace vsyrech spolu s tékavymi mastnymi kyselinami
produkovanymi béhem fermentace ma velky vliv na chut’ ¢erstvych syra (Urbach, 1995).
Kyselina octova vznika v mléce jako produkt mikrobidlniho metabolismu a jeji proménliva
pfitomnost by mohla souviset s pocatecnim mikrobidlnim zatizenim mléka.

Kyselina mlé¢nd vykazovala dle pfedpokladu nejvyssi koncentraci mezi méfenymi
organickymi kyselinami, a to v praméru 0,92 +0,23 %. Tato koncentrace odpovida hodnotam
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uvedenym v literatute, 1,18 £0,12 % (Mullin et Emmons, 1997) nebo 1,29 +0,10 % (Guneser,
2022) a odrazi rozsah fermentace. Vzhledem k vyznamu kyseliny mlééné na texturu a chut’
Cerstvych syri je jeji stabilni hodnota vhodnym ukazatelem tspé$nosti fermentace, atim i
konzistence vyrobku.

Pii analytickém vyhodnoceni nebyla zjiSténa zaddna zavislost mezi koncentraci
organickych kyselin a fortifikaci syri ani mezi koncentraci organickych kyselin a pfidavkem
enzymu laktazy. To naznaCuje, ze hlavni faktory ovliviiujici koncentraci kyselin jsou
pravdépodobné dany pouze vychozim slozenim mléka a procesem vyroby syrt, nikoliv
procesem fortifikace. V piipadé organickych kyselin se nepodafilo prokazat zavislost mezi
jejich koncentraci a fortifikaci syru. Z tohoto dtivodu jsou v této praci uvedeny pouze jejich
zakladni popisné statistické udaje.

Pfitomnost a koncentrace organickych kyselin jako jsou kyselina citronova, octova
a mlécna, hraje zasadni roli v senzorickych vlastnostech a je dulezita i pro konzervaci syri. Pro
dalsi studie je dulezitym zavérem, ze jejich obsah neni vyrazné ovlivnén provedenymi procesy
fortifikace. Konzument tak nebude vnimat vyrazny rozdil v chuti ovlivnény témito kyselinami.
Dalsi zkoumani interakci mezi fortifikatnimi slozkami a mikrobialnimi a enzymatickymi
procesy by mohlo pomoci pifi navrhovani vhodnych slozek pro fortifikaci syru, které by byly
nutri¢n¢ vhodné a také senzoricky piijatelné pro spotiebitele. Dilezity je ale také technologicky
aspekt vyroby, kdy fortifikace musi byt slucitelna s primyslovou vyrobou.
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[ Zavér

Tato diplomova prace se vénovala analyze fortifikovanych ¢erstvych syru z kravského
mléka v laktozové a bezlakt6zové verzi se zaméfenim na obsah sacharidi a organickych
kyselin. V teoretické casti jsou podrobné popsany jednotlivé slozky mléka, proces vyroby
Cerstvého syra a zéklady instrumentalnich metod vhodnych pro analyzu téchto mléénych
vyrobki.

V experimentalni ¢asti byly analyzovany syry ptipravené v ramci projektu Vyvoj
zdravotné prospésSnych vyrobkt na bazi ¢erstvych syri adaptovanych pro trh ve Vietnamu a
v Ceské republice. Pro vyrobu bylo vyuZito syrové mléko z farmy Struhy. Obsah jednotlivych
slozek mléka byl stanoven pomoci Milkoscanu FT 120. Celkem bylo béhem 7 vyrob ptipraveno
29 syru, z ¢ehoz 13 bylo nefortifikovanych a 16 bylo fortifikovanych rostlinnymi oleji nebo
proteiny. VSechny syry byly pfipravovany v paru jako lakt6zova a bezlaktdézové verze.

Tyto syry byly analyzovany pomoci metody HPLC, obsah sacharidu byl detekovan
za vyuziti refraktometrického detektoru aobsah organickych kyselin byl detekovan
detektorem diodového pole. Naméfena data byla vyhodnocena pomoci programti OpenLab
a Statistica 14. Pro analyzu obsahu laktozy byl pouzit parovy T-test s hladinou vyznamnosti
0,01. V ptipadé organickych kyselin byla provedena pouze deskriptivni statistika.

Z provedenych analyz bylo potvrzeno, ze obsah laktozy u bezlaktdézovych syrd,
ke kterym byl béhem vyroby ptidan enzym laktaza, byl statisticky vyznamné niz$i nez u syrt
lakt6zovych. Primérny obsah laktézy u laktézovych syra byl 1,592 +0,436 % a
u bezlaktézovych 0,076 +0,029 %. Mezi fortifikovanymi a nefortifikovanymi syry nebyl
pozorovan rozdil. Koncentrace laktozy u vétsiny bezlaktozovych syru byla nizka, a jsou proto
vhodné ke konzumaci i pro lidi s lakt6zovou intoleranci. Narust koncentrace monosacharid
glukozy a galaktdzy u bezlaktézovych syrt odpovidal mnozstvi rozstépené laktozy.

Zjisténé koncentrace organickych kyselin octové a mlééné nebyly zavislé na fortifikaci
ani pfidavku enzymu laktazy aodpovidaly udajum vV literatufe. Kyselina octova byla
zastoupena prumérné z 0,085 £0,034 % a kyselina mlécnd 0,923 £0,230 %. Koncentrace
kyseliny citronové byla u vétsiny syri pod mezi stanovitelnosti, a to <0,03 %.

Vysledky téchto analyz ukazuji, Ze pfidané mnozstvi enzymu laktazy v pfipravenych
bezlaktozovych syrech bylo dostateéné a efektivné vedlo ke snizeni obsahu laktozy. Takto
pfipravené syry jsou vhodné i pro konzumenty s laktézovou intoleranci. Dalsi vyzkum
vyrobenych syri se Vramci zminéného projektu zaméfuje na stanoveni obsahu mastnych
kyselin v kontextu vlivu fortifikace a pfidani laktazy na senzorické vlastnosti syru. Vysledky
téchto studii budou zahrnuty v dalsich pracich souvisejicich s timto projektem.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ALA
CE
DAD
ELSD
FAPPZ
FTIR
GC
HPLC
IC
LDL
MF
MK
MUFA
PUFA
RID
SD

SF
TPS
UV-VIS

a-linolenova kyselina

kapilarni elektroforéza

detektor diodového pole

odparovaci detektor rozptylu svétla

fakulta agrobiologie potravinovych a ptirodnich zdroju
infraervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
plynova chromatografie

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

infraervené zareni

lipoprotein s nizkou hustotou

mobilni faze

mastné kyseliny

mononenasycené mastné kyseliny

polynenasycené mastné kyseliny

refraktometricky detektor

smérodatna odchylka

stacionarni faze

tukuprosta susina

ultra fialové a viditelné spektrum
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