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Autorsky referat

Laktéza se v prirodé vyskytuje pouze v mléce savcil a jeji obsah zavisi na Zivo¢iSném
druhu. Z nutri¢cniho hlediska je, stejné jako vétSina ostatnich sacharidd, predevsim zdrojem
energie pro zakladni metabolické pochody organismli a déale stimuluje intestinalni absorpci

vapniku.

V experimentalni casti bakalaiské prace byl sledovan primérny obsah laktozy

a kyselost ve fermentovaném mléce pomoci riznych analytickych metod.

Analyzy se provadély na plnotuéném trvanlivém mléce znacky Madeta, které bylo
nejdiive fermentovano susenou jogurtovou kulturou Laktoflora® (Milcom a.s.) podle navodu
uvedenym vyrobcem. Nasledné bylo fermentované mléko kultivovéno 0, 1, 2 a 3 hodiny

v termostatu pfi teploté 42 °C.

Stanoveni byla provadéna 5 analytickymi metodami. M¢tily se aktivni kyselost pH
metrem, titraéni kyselost podle Soxhlet-Henkela, mlécny cukr titraéni metodou podle Luff—
Schoorla, stanoveni laktdozy pomoci infraervené spektroskopie na pfistroji MilkoScan
a metodou HPLC. Nejvyssi aktivni kyselost byla naméfena pii fermentaci mlé¢ka 0 h, naopak
titracni kyselost podle Soxhlet—Henkela byla nejvyssi pfi fermentaci mléka 3 h. Podle Luff—
Schoorla se obsah bezvodé laktdozy a mohonydratu laktdzy snizoval se zvySujicim se poctem
hodin fermentace. Pomoci infracervené spektroskopie na pfistroji MilkoScan a kapalinové
chromatografie bylo zjisténo, ze se zvySujicim se poctem hodin fermentace obsah laktozy
ve fermentovaném mléce klesa, ale naopak se zvySuje obsah glukozy a galaktdzy ve vzorku

mléka.

Klicova slova: mléko, laktdza, kyselost, fermentace



Authors report

In nature, lactose can be found only in the milk of mammals and its content depends
on the species. From a nutritional point of view lactose is, as well as most other
carbohydrates, the main source of energy for basic metabolic processes of organisms

and it also stimulates the intestinal absorption of calcium.

In the experimental part of the bachelor thesis, an average laktose content and acidity

of fermented milk, using different analytical methods, was monitored.

The analyses were performed on full-cream durable milk of brand name Madeta,
which was first fermented by dried yoghurt culture Laktoflora® (Milcom a.s.), according
to the instructions given by the producer. Subsequently, the fermented milk was cultivated

0, 1, 2 and 3 hours in the thermostat at 42° C.

The determinations were done using 5 analytical methods. The aktive acidity was
measured by pH meter, the titratable acidity according to Soxhlet-Henkel, the milk sugar
by Luff-Schoorl titration method, the determination of lactose by using infrared spectroscopy
instrument MilkoScan and by HPLC method. The highest active acidity was measured
in the fermentation of milk for 0 h, while titratable acidity according to Soxhlet-Henkel was
the highest in the fermentation of milk for 3 h. According to Luff-Schoorl, the content
of anhydrous lactose and lactose monohydrate was decreasing with increasing numer of hours
of fermentation. Using infrared spectroscopy instrument MilkoScan and liquid
chromatography, it was found that the laktose content in the fermented milk is decreasing
with increasing number of hours of fermentation, whereas the content of glucose

and galactose in a sample of milk is increasing.

Keywords: milk, lactose, acidity, fermentation
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1 Uvod

Mléko je bezesporu jednou z hlavnich potravin clovéka 20. stoleti, je bohatym
zdrojem vSech zakladnich slozek potravy (bilkoviny, tuky, cukry), minerdlnich latek
a nepostradatelnych vitamind. MIéko obsahuje jednotlivé slozky pomérné vyrovnané,

ve vhodnych pomérech a v dobfe stravitelnych formach (Janal, 1974).

MIéko je tekutina, ve které jsou rozpustény nebo emulgovany mnohé latky (suSina)
a plyny. Obsah vody je primémé 87,3 %, obsah suSiny 12,7 %. SuSinu tvoii bilkoviny,
mlécny tuk, laktdza, mineralni latky, vitaminy a dalsi latky (Grieger, 1990).

Laktéza je jednou z hlavnich slozek mléka (www - 1) a tvoii jeho diilezitou soucast
(www - 2). Z hlediska nutri¢niho je vyznamnym zdrojem energie, z hlediska technologického
je zakladem pro vyrobu tekutych zakysanych mléénych vyrobkt, syrii a masla (www - 2).

Kravské, kozi 1 ov¢i mléko obsahuje ve 100 g primérné 4,5 az 5,0 g laktozy, matetské
disacharidu umoziiuje ve srovnani s monosacharidy pfi stejném osmotickém tlaku ulozit
dvojndsobné mnozstvi energie. Vyhodou je, ze laktéza se v travicim traktu pomalu

hydrolyzuje, energie se tak rovnomérné uvoliiuje v obdobi mezi kojenim (www - 1).



2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je v teoretické Casti zpracovani literarni reserSe tykajici se
problematiky obsahu laktézy v mléce, jeji fermentace, laktdézové intolerance a stanoveni
laktozy v mléce a mlécnych vyrobceich. V praktické ¢asti se nejdiive vzorek mléka fermentuje
suSenou jogurtovou kulturou Laktoflora® (Milcom a.s.) a nasledné se sleduje rtiznymi

analytickymi metodami ménici se obsah laktozy v mléce a kyselost mléka.



3 Literarni reserse

3.1 Slozeni mléka

MIléko je velmi slozity polydisperzni systém, v némz se jednotlivé slozky rtzné
uplatiiuji a ovliviiyji jeho fyzikalni vlastnosti a nutriéni hodnotu (Teply a kol., 1979).

Latky obsazené v mléce jsou v rtizném stupni disperze. Mléény cukr a mineralni soli
jsou rozpustény v plazmé mléka, bilkoviny jsou ve stavu koloidnim a tuk v podobé malych
tukovych kulicek, rozptylenych v plazmé mléka (Kratochvil a kol., 1988).

Podle Kadlece (2002) se mléko sklada z ptiivodnich a cizorodych latek. Mezi cizorodé
latky fadime exogenni a endogenni slozky. Pivodni latky se dale déli na hlavni a vedlejsi
slozky. Mezi hlavni slozky patfi voda, laktdza, mlécny tuk a bilkoviny. Do vedlejsich slozek
fadime mineralni latky, kyselinu citronovou, fosfolipidy, steroly, enzymy, vitaminy, plyny,
somatické buiiky, atd..

Slozeni mléka u riznych druhl savcl je nepatrné rozdilné. V kravském mléce je
40 az 50 g laktozy (Teply a kol, 1979). Dle Kratochvila a spol. (1988) se obsah laktozy
v kravském mléce pohybuje v rozmezi 4,66 — 4,82 g. K témto tvrzenim se ptiklani 1 Gajdusek
(2003), podle kterého se pohybuje kolem 4,8 %. Obsahy laktdzy v mléce riznych druhtli savct
podle Zadrazila (2002) jsou uvedeny v tabulce €. 1.

3.1.1 Hlavni slozky

3.1.1.1 Voda

Voda je ptirozend, nejvice zastoupend slozka mléka (max. 87,25 %). Vyskytuje se
ve dvou formach:
a) volna — nejvyssi podil. Lze ji z mléka odpaftit nebo vymrazit.
b) vazana — 1) koloidni: vdzand na bilkoviny, tvofi ochranny hydratacni povrch oball
koloidnich ¢astic a zajist'uje tak stabilitu bilkovin v mléce.

2) substitucni: obsazena ptimo v molekulach laktézy a soli (www - 3).
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3.1.1.2 Laktoza

Laktoza je disacharid slozeny ze dvou hexo6z (glukdzy a galaktdzy). Protoze se nikde
v pfirozené¢ form¢ galaktéza nevyskytuje, existuje hypotéza o biosyntéze galaktozy
v alveolach mlécné zldzy za ucasti krevni glukézy a pravdépodobné kyseliny citrénové
andslednou kondenzaci dvou hex6éz vznikd disacharid - laktéza (4-beta—D—
galaktopyranozido—beta—D—glukopyranoza) (Zadrazil, 2002).

Téméet vSechna laktéza je v roztoku v poloacetdlové formé, tj. s kyslikovymi mustky
mezi prvnim a patym uhlikem. Asymetricky charakter prvého uhliku na glukézovém zbytku
vytvaii dvé modifikace laktézy — alfa a beta. Laktdza otdc¢i rovinu polarizovaného svétla

a tudiz existuje ve dvou formach: pravotocivé + a levotocivé — (Zadrazil 2002).

3.1.1.3 Mlé¢ny tuk

V syrovém mléce je mlécny tuk obsazen ve form¢ tukovych kapének — mluvime
o disperzi mlé¢né¢ho tuku v mlééné plazmé nebo o emulzi mlééného tuku v odstfedéném
mléce.

Tukové kapénky maji velikost 0,1 — 12 um, pfi¢emz kapénky o velikosti kolem
2 az 6 um tvoii 90 % celkového poctu. V 1 ml mléka jsou asi 3 miliardy tukovych kapének.

Tukové kapénky jsou chranény dvojvrstvou obsahujici velké mnozstvi fosfolipidd,
které zabranuji vzajemnému splynuti tukovych kapének:
a) lipofilni (nepolarni) vrstva — orientovana dovnitt tukové kapénky. Obsahuje
triacylglyceroly, cholesterol, karoteny a lipofilni vitaminy
b) hydrofilni (polarni) vrstva — orientovand k vodni fazi mléka, nese bilkovinné slozky

(www - 3).

3.1.1.4 Bilkoviny

Bilkoviny mléka jsou z nutri¢niho hlediska nejvyznamnéjsi slozkou mléka, jsou to
vysokohodnotné bilkoviny (obsahuji nenahraditelné esencidlni aminokyseliny) dodévajici
mléku vyznamnou biologickou hodnotu. Bilkoviny mléka podmiiiuji rovnéz hlavni

technologické vlastnosti mléka (kvasnost a syfitelnost mléka) (Zadrazil 2002).
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Celkové bilkoviny (hrubé bilkoviny) mléka jsou tvofeny bilkovinami kaseinovymi
(2,50 — 2,65 %), bilkovinami syrovatkovymi (0,75 — 0,85 %) a frakcemi dusikatymi
nebilkovinného plvodu (volné aminokyseliny, kyselina mocova, amoniak, vitaminy
skupiny B, kreatin, nukleotidy, sulfokyanid, kyselina orotovd apod.) v mnoZstvich
0,13 az 0,25 % celkovych (hrubych) bilkovin mléka (Zadrazil 2002).

Podle Kratochvila a kol. (1988) se bilkoviny rozdéluji podle jejich rozpustnosti pii
pH 4,6. Kaseinové bilkoviny jsou pii uvedeném pH nerozpustné, ovsem syrovatkové jsou pii

pH 4,6 rozpustné.

3.1.2 VedlejsSi slozky

3.1.2.1 Mineralni latky

Mineralni a stopové prvky jsou pro lidsky organismus velmi dalezité. Ackoliv jich
potfebujeme denné jen velice malo (fadové miligramy ¢i mikrogramy), jsou nepostradatelné,
protoze ovliviiuji dilezité biochemické pochody v nasem téle (www - 4).

Jako mineralni latky povaZujeme prvky obsazené v popelu po spaleni nebo Zihani
organickych latek mléka. Jejich mnoZzstvi se pohybuje u mléka v rozmezi 0,8 — 1,1 %.

Mineralni latky jsou pfenaSeny do mléka z krve, nejednd se vSak o pouhy pienos,
nebot’ obsahy jednotlivych prvku se lisi (v krevni plazmé je nejvice sodiku, zatimco v mléce
prevladaji vapnik, draslik a kyselina fosforecna).

Podle obsahu v mléce délime mineralni latky na 3 skupiny:

a) Majoritni prvky = makroelementy - vyskytuji se ve stovkach az tisicich mg/kg. Radime
mezi n¢ vapnik, fosfor, draslik, sodik, chlor, hot¢ik a siru.

b) Minoritni prvky - pfechodnd skupina mezi makroelementy a mikroelementy. Patii sem
zelezo a zinek.

c) Stopové prvky = mikroelementy - jejich koncentrace jsou velmi nizké — v desitkach
mg . kg, popf. v jednotkach pg . kg, napt. bor, kobalt, kiemik, méd’, mangan, molybden,

brom, hlinik a jod (www - 3).
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3.1.2.2 Vitaminy

Vitaminy jsou exogenni esencialni biokatalyzatory. Li§i se chemickou strukturou
1 konkrétni funkci v zivém organismu. Nékteré z nich maji vyznamnou tlohu jako prekursory
riznych enzymua (hlavné vitaminy skupiny B), jiné se uplatiiuji v oxidacné redukcnich
systémech apod.

Vitaminy rozpustné¢ v tucich (A, D, E, Ka F) jsou obsazeny v mlééném tuku
(po odstfedéni jsou ve smetang). Jejich obsah v mléce je variabilni a je ovlivnén tadou
intravitalnich Cinitelt (vyZziva, zpisob chovu apod.).

Vitaminy rozpustné ve vodé (B, B,, kyselina askorbova, kyselina listova, vitamin Bg
a dals$i) se nachdzeji v odstfedéném mléce. Jejich obsah je pomérné stabilni, vliv intravitalnich
Cinitelll je maly. V pfevazném mnoZstvi jsou vitaminy skupiny B syntetizovany bachorovou

mikroflorou (Zadrazil, 2002).

3.1.2.3 Enzymy

Enzymy mléka rozdélujeme na nativni a mikrobialni (www -5) MIéko obsahuje
nativni enzymy jednak z leukocytli a jednak z bunék mlécné zlazy. Déle obsahuje mikrobialni
enzymy z mikroorganismii v ném ptfitomnych. Zahfevem mléka dochazi k denaturaci
a inaktivaci enzymu (Zadrazil, 2002).

Podle Zadrazila (2002) d€lime enzymy na:

a) Oxidoreduktazy — patii sem laktoperoxidaza, xanthinoxidaza a kataldza.

b) Hydrolazy — kam zahrnujeme lipazy, fosfatazy, protedzy, amylazy a lysozymy.

3.2 Laktoza

Laktéza (vzorec ¢. 1) je disacharid skladajici se z D—glukézy a D-galaktozy
spojenymi B—glykosidovou vazbou (Kadlec, 2002).
Laktéza je redukujici oligosacharid, protoze ve své molekule obsahuje volny

poloacetalovy hydroxyl, ktery vykazuje redukujici ucinky.
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Specificky se vyskytuje jen v mléce, proto je také nazyvdna mléény cukr, a nebyla
nalezena v zddnych dalSich télnich tekutinach ani orgdnech zivociSného organismu (pouze
ve vysokém stupni gravidity byla zjiSténa ve stopach v krvi, ptip. i moci) (Gajdasek, 2003).

Obsah laktoézy v mléce je velice konstantni (Kratochvil a kol., 1988). Je hlavni slozkou

obsahu pevnych latek v syrovatce (asi 70 %) (www - 6).

Vzorec €. 1: vzorec laktozy (www — 7)

CH2OH CH,OH
O o)
HO

OH OH

CH OH

3.2.1 Viastnosti

Laktéza  O-B-D-galaktopyranosyl—-(1—4)-D—glukopyranosa  je  redukujicim
disacharidem (Gajdasek, 2003). Jeji empiricky vzorec je C.H»,O . H,O a molekularni
hmotnost 342,3 g/mol (www - 8).

Nejstabiln€j$i formou je monohydrat a—laktdozy (o—monomeru). V této formé se
lakt6za krystalizuje z vodnych roztoki pii teploté do 93,5 °C. Pti suSeni ve vakuu pfii teploté
nad 100 °C vznika hygroskopicky o—anhydrid. Krystalizaci z vodnych roztokt pii teploté nad
93,5 °C vznika bezvoda B-laktéza (B—anhydrid). Pfi rychlém suSeni roztoki laktdzy, napf.
také pfi suSeni mléka, vznik4 amorfni hygroskopicka smés o— a B—laktozy.

Laktéza je tvoiena v mlécné zlaze z krevni glukozy, galaktoza je tvofena az v mlécné
zlaze biochemickymi procesy také z glukdzy. Ve smésném mléce od zdravych a dobie
krmenych krav se jeji obsah pohybuje kolem 4,8 % (g/100 g). Je rozpusténa v pritomné vodeé,
dodavd mléku nasladlou chut’ a s ostatnimi rozpustnymi sloZzkami plsobi osmoticky tlak

v mléce.
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Je vyuzivana v téle jako zdroj energie, jeji piijem (také galaktozy) vede k vyraznému
zvySeni hladiny glukoézy v krvi. M4 pomérné malé kariogenni a laxativni G¢inky. I v tenkém
sttevé je laktoza absorbovana velmi malo, rychlost je mensi nez pro glukoézu a galaktézu.
Proto je hydrolyzovadna (pfednostné je hydrolyzovana B-laktéza) laktdzou na glukézu
a galaktdzu.

Sladkost laktozy je proti sachardze pouze 27 — 39 % (Gajdisek, 2003). Vyznacuje se
dobrou stravitelnosti (az 99 %) a stejné jako ostatni sacharidy je zdrojem energie (Grieger,
1990).

Hlavni vyznam laktézy z hlediska fyziologie vyzivy je v tom, Ze kyselina mlécna,
ktera vznika v intestinadlnim Ustroji mikrobidlni ¢innosti, zvySuje resorpci vapniku.

Laktéza je 1 idedlni zdroj uhliku pro bakterie mlécného kvaSeni a prakticky

fundamentéalnim substratem k vyrobé kysanych mléénych vyrobkl (Grieger, 1990).

3.3.2 Glukoéza

vvvvvv

D—glukoéza (cukr hroznovy). Vyskytuje se ve dvou modifikacich alfa a beta. Alfa—D-glukoza
je obyCejnym hroznovym cukrem sladkého ovoce a nepatrné¢ volné rovnéz v krvi — u lidi
0,06 % az 0,1 %. Beta—D—gluk6za je vzacnéjsi a je pro tuto formu charakteristické, ze
vSechny atomy vodiku jsou v poloze trans (Zadrazil, 2002).

D—(+)—glukéza je v pfirodé nejrozsifenéjSi monosacharid, v rostlindch se vyskytuje
jednak volna, jednak vazana ve formé oligosacharidii nebo polysacharidii a heteroglykosidii

(Lachman a kol., 2003).

3.3.3 Galaktoza

D(+)galaktoza se nikde jinde nez v mléce nevyskytuje. Od glukozy se 1isi sterickym
usporadanim na ctvrtém atomu uhliku, ¢imz dochazi ke vzniku cis konfigurace vodikovych
atomd. Existuje enzym, ktery je schopen pieménovat galaktozu na glukozu —
galaktowaldendza (koenzym je uridindifosfat). Dalsi ze znamych premén galaktozy je jeji
oxidace koncentrovanou kyselinou dusi¢nou a tak vznikd kyselina tetrahydroxyadipova.

Vedle D—galaktozy byla izolovéana z agaru rovnéz L—galaktéza (Zadrazil, 2002).
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3.3.4 Laktulosa

Laktulosa (O—B-D-galaktopyranosyl(1, 4)-D—fruktofuranosa) je disacharid slozeny
z galaktozy a fruktdzy spojenych B—glykosidickou vazbou (www - 9).

Je vyznamnd ve vyzivé kojencl, neexistuje sice v nezahfatém kravském ani
matefském mléce, ale po zahfevu mléka, resp. mlécnych vyrobkli pro détskou vyzivu,
a del$im skladovani je lakt6za ¢aste¢né konvertovana na laktulosu. Laktulosa mé také vyssi
sladivost nez laktéza (48 — 62 % sacharosy), je vice rozpustnd nez laktéza a stimuluje rist
bifidogenni mikroflory.

Laktulosa neni hydrolyzovéana laktdzou. Je proto siln¢ absorbovéana az dosdhne dolni
¢asti intestindlniho traktu kde je St€pena bakteriemi Lactobacillus bifidus a Lactobacillus
acidophilus, pro které je ristovym faktorem.

Laktulosa se ziskava zlaktdézy isomeraci v alkalickém prostiedi, pro vyrobu

laktosacharosy, galaktooligosacharidi, laktitolu, galaktozy apod. (Gajdisek, 2003).

3.3.5 Laktaza

Laktaza je enzym piitomny v epitelidlnich bunikdch mukosnich membran (Gajdisek,
2003). Enzym laktaza (beta galaktosidaza) je produktem bakterii mlé¢ného kvaseni. Nékteré
tyCinkovité mikroorganizmy mlééného kysani tento enzym nemaji a potom museji vyuzivat
produkty hydrolyzy laktézy prostfednictvim jinych bakterii, které tuto schopnost maji (napf.
Betabacterium caucasicum v kefirovych zrnech) (Zadrazil, 2002).

U kojenci je produktivita laktazy nizka, protoze i prvni kolostrum méa méné laktozy.
Zvyseni obsahu laktozy pak indukuje zvySovani aktivity laktdzy. U mladych savcii pak opét
klesa aktivita laktazy po jejich odstaveni (adaptace na nepfitomnost laktdzy). V dospélosti
pak u velké casti lidské populace tento enzym zcela chybi a konzumace mléka je potom
problematicka.

Laktazu produku;ji také bakterie mlé¢ného kysani, které Stépi laktozu az na mlécnou

kyselinu (L— nebo D-mlé¢nou kyselinu nebo racemat) (Gajdisek, 2003).
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3.3.6 Laktitol

Laktitol (4-O—B-D-galaktopyranosyl-D—sorbitol) (www - 10) je sladidlo vyrabéné
z mléka. Je tfikrat méné sladky nez cukr. Ma vybornou chut’ a je méné kaloricky neZ cukr.
V Ceské republice se miize pouzivat jako stolni sladidlo a k vyrob& potravin s vyjimkou

détské vyzivy. Radi se mezi emulgatory jako E 966 (www - 11).

3.3.7 Technologie ziskavani laktézy

Vzhledem k tomu, Ze se doposud nepodatilo objasnit zakonitosti biosyntézy laktozy,
zistava laktéza jednim zmala cukri, které organickd chemie nedokaZe synteticky
(laboratorné) a tudiz ani priimyslové pfipravit.

Zejména farmaceuticky a potravinaisky primysl jsou odkdzdny na pouhou izolaci
laktozy ze sladké syrovatky. Sladka syrovatka se zbavi syrovatkovych bilkovin a pti pH 6,2 se
odpafovanim vody zahuStuje pii teploté 90 — 95 °C. Zahustény koncentrat se zaockuje
krystalky rafinované laktozy a tak se vyvola spontanni krystalizace. Surova laktoza se Cisti —
rafinuje (tj. nutné sniZzeni necukrovych sloZek a zvySeni koncentrace laktdzy na 95 — 99,7 %).

Obchodni druh laktoézy je vlastné a—monohydrat (Casto oznacovan jako alfahydrat),
kdy se vykrystalizuje z koncentrovanych roztoku laktozy pii teplote¢ o 95 °C v podobé
drobnych bezbarvych romboidi. Sladivost a—laktézy dosahuje pouze necelych 16 %
sladivosti klasické sachardzy. Jestlize neni uhliddna teplota krystalizace a ptrekroci 95 °C,
vykrystalizuje bezvoda forma laktézy zvand B—forma (nebo téz beta—anhydrid). Tato forma
vykazuje vysSi sladivost (asi 32 % sladivosti sacharozy). V porovnani s alfa—hydratem je

snaze rozpustna ve vodé¢ (Zadrazil, 2002).

3.3.8 Vlivy pusobici na obsah laktézy v mléce

Z faktorti, pasobicich na hladinu laktézy v mléce ma vyznam piedevSim druh savce
(tabulka ¢. 1). Nejvice laktozy zmlék vSech savcli — az 7 % je v matefském mléce.
V kolostru, vylu¢ovaném u vSech savcti prvni den po porodu je koncentrace laktozy nizsi,

s postupujici laktaci se zvysuje.
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Ackoliv laktdza spole¢né s mineralnimi latkami udrzuje konstantni osmoticky tlak, jeji
koncentrace v mléce neni vysoka. Obsah laktézy kolisd ptredev§im se stadiem a poradim
laktace, dojivosti a zdravotnim stavem mlécéné Zlazy krav. Obsah laktdzy niz8i nez 4,55 %
resp. 4,60 % souvisi pfedevs§im s mastitidnim onemocnénim. SniZend tvorba laktézy z diivodu
onemocnéni, je pro vyrovnani osmotického tlaku v mlé¢né zldze nahrazovana zvySenym
piechodem chloridu sodného z krve do mléka (zvySeni chlorcukrového ¢isla). Existuje proto
negativni korelace mezi pocty somatickych bunék (PSB) a obsahem laktézy, ktera
u individudlnich vzorkt mléka dosahuje hodnoty az —0,60. K interpretaci vztahu mezi
obsahem lakt6zy v mléce a PSB mize slouzit nize uvedena tabulka ¢. 2. Podstatné méné¢ je
obsah laktézy v mléce ovliviiovan vyZivou a klesé az pfi siln€ restriktivni energetické vyzivé
krav, kdy soucasné¢ kleséa 1 dojivost. Bézné vSak klesa s postupem laktace (pokles dojivosti)
a s pofadim laktace (pravdépodobnost prodélani vice mastitidnich onemocnéni) (Gajdasek,

2003).

Tabulka €. 1: SloZeni riznych druh mlék v %

Miéko Voda Susina Laktoza Tuk Bilkoviny Popeloviny
84,80 — 11,20 — 3,80 —
Kozi 4,20 - 4,60 3,60 — 3,80 0,75 -0,95
88,80 15,20 4,20
77,80 — 18,20 — 7,20 —
Ov¢i 3,50 -4,50 5,40 -7,10 0,75 -0,95
81,80 22,20 10,60
Velbloud | 85,40 — 11,60 — 4,30 —
4,90 - 5,10 3,30 - 3,60 0,70 - 0,90
i 88,40 14,60 4,50
83,80 — 10,20 — 3,80 —
Materské 4,60 — 8,60 1,10-2,10 0,15-0,25
89,80 16,20 5,80
85,50 — 10,50 — 2,50 -
Kravské 3,60 — 5,50 2,90 - 5,00 0,60 — 0,90
89,50 14,50 6,00
79,50 — 17,10 — 3,90 -
Prasnice 3,10 - 6,00 5,30-7,30 0,65 — 0,95
82,90 20,50 9,50
87,30 — 8,60 — 1,20 —
Kobyli 6,60 — 8,60 1,50 - 1,90 0,35 -0,55
91,30 12,60 1,60

Zdroj: Zadrazil, 2002
Tabulka ¢. 2: Interpretacni tabulka k obsahu laktozy a poctu somatickych bun€k ve vzorcich

bazénového (resp. individualniho) mléka
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% laktozy > 4,60 PSB tis./ml % laktozy < 4,60
Pomérné zdravé stado 300 Vliv energetického deficitu
<
(zdrava dojnice) krmné davky
Podeziely stav, pottebné Podeziely stav, nutné overit
ovétit dalSimi testy, vzrist dal$imi testy, vzrast
subklinickych mastitid subklinickych mastitid
ve stadé, silnd pfimées ve stadé nebo hromadné
mleziva (subklinicka ukoncovani laktace
. . 301 - 500 S, o
mastitida nebo mlezivo), (subklinicka mastitida nebo
nebo dietetické resp. konec laktace), poruchy
metabolické poruchy, vyZivy resp. metabolismu,
popfipadé poptipadé
Silny vyskyt mastitid,
MozZny vliv hromadného _ o
> 500 zejména subklinickych, ale
stresu (stres) S o
i klinickych (mastitida)

Zdroj: Gajdusek, 2003

3.3.9 Fermentace mléka

Velmi znamé zmény laktéozy nastavaji pii kysani mléka (fermentace laktézy na
kyselinu mlécnou) bakteriemi mlééného kysdni — nejprve dochdzi k hydrolyze laktozy
na glukozu a galaktézu. Potom nésleduje desmolyticky proces, kterym se méni glukéza na
L(+)kyselinu mlénou nebo-li alfa—hydroxypropionovou. Z 1 molekuly laktézy vznikaji
4 molekuly kyseliny mlééné. Kone¢né fermentace laktézy na alkohol jsou schopné pouze
nékteré druhy kvasinek (Zadrazil, 2002).

Bakterie mlé¢ného kvaseni fermentuji laktozu dvéma metabolickymi cestami. Pti prvé
z nich, uplatitujici se predevSim u rodu Lactococcus, je laktdéza transportovana do bunck
fosfoenolpyruvat dependentnim fosfotransferasovym systémem a hromadéna zde jako
laktoza—6—fosfat, ktery je hydrolyzovan 6—fosfor—3—D—galaktosidazou za vzniku glukozy
a galaktéza—6—fosfatu. Tyto jsou nasledné metabolizovany na kyselinu mlé¢nou. Pii druhé
cesté, uplatiujici se predevSim u rodu Lactobacillus, je laktdoza akumulovana specifickou

permeasou a pak intracelularné hydrolyzovana B—galaktosiddzou na glukézu a galaktozu.
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Glukoza je metabolizovana na kyselinu mlé¢nou, zatimco galaktoza je uvoliiovana do média

(www - 9).

3.3.9.1 Bakterie mlééného kvaSeni

Bakterie mlééného kvaseni jsou specificka skupina Grampozitivnich eubakterii, které
maji vysokou odolnost v kyselém prostiedi (do pH = 3), jsou nepatogenni, ovliviiuji chut
mlécnych produktli a zvySuji jejich trvanlivost (www - 12).

Jsou schopny enzymatické piemény sacharidii na kyselinu mlé¢nou (a soucasn¢ dalsi
produkty jako kyselina méselna, propionova, octova, aceton, ethanol, oxid uhli¢ity aj.).

Mlécné kvaseni je jeden z nejvyznamngjSich fermentaCnich procesti v potravinarské
biotechnologii. Probihéd-li za vzniku pouze kyseliny mlécné, oznaCuje se jako
homofermentativni, vznikaji-li vedle kyseliny mlééné 1 vedlejsi produkty, nazyva se

heterofermentativni (www - 13).

3.3.9.1.1 Rod Bifidobacterium

Kmeny bifidobakterii se v mlékarenské vyrobé pouzivaji v kombinaci s dalSimi
bakteriemi ostatnich kmenil pfi vyrobé stale se rozsifujiciho sortimentu kysanych mléénych
vyrobkd.

Prevazna vétsSina kmenti tohoto rodu je anaerobniho charakteru, avSak pfitomnosti
oxidu uhli¢itého kratkou dobu toleruji kyslik. Bifidobakterie neprodukuji CO,, propionovou
ani maselnou kyselinu. Teplotni optimum se pohybuje mezi 37 — 43 °C (nékteré kmeny rostou
i pti 28 °C nebo az pii 45 °C). Optimalni pH Zivnych médii je 6,5 — 7,0.

Hlavnimi produkty kyséani jsou kyselina octova a mlécna. Kyselina mlé¢na prevazné
v L(+)form¢ a je tudizZ snadno détskym organizmem metabolizovana (Zadrazil, 2002).

V mlékatstvi se vyuziva hlavné druh Bifidobacterium bifidum (Plockova a Bfezina,
1988).

Kmeny Bifidobacterium bifidum spolecné s dalSimi kmeny Bifidobacterium infantis
a Bifidobacterium longum jsou nezbytnou soucasti zakysovych kultur pii vyrobé mlécénych

kysanych néapoja.
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Kmen Brevibacterium linens tvoti souc¢ast mazovych kultur, pouzivanych pro vyrobu
mekkych syra zrajicich pod mazem. Vykazuji ur€itou mikrobidlni aktivitu, a tak brani
rozmnozovani nezadoucich mikroorganismii na povrchu syrt.

Kmeny Enterococcus faecalis a faecium jsou vyuzivany v syrafstvi jako doplikové
kultury zejména pii vyrobé syrt ¢edarovitého typu, kterym dodévaji vyraznou chut’. Jsou
soucasti mikroflory vyuZzivané pro vyrobu ov€ich syri a kysanych mléénych népojii z ovéiho
mléka.

Kmeny Lactobacillus acidophilus se pouzivaji k vyrobé acidofilniho mléka, podmasli
a smetany. Jsou soucasti zakysii pro vyrobu kysanych vyrobku typu Biokys.

Kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis nebo Lactococcus lactis subsp. cremoris jsou
soucasti mikroflory zakladnich smetanovych kultur.

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum tvoti aromatickou soucast mikroflory zakladnich smetanovych kultur. (Zadrazil,

2002).

3.3.9.1.2 Rod Micrococcus

Mikrokoky jsou aerobni mikroorganismy snasejici teplotu 25 — 30 °C. Vyskytuji se
v syrovém mléce, ¢asté jsou i v mléénych vyrobcich (Plockova a Biezina, 1988).

Mikrokoky tvofici pigmenty jsou vedle zakladni kultury Brevibacterium linens
a kvasinek soucasti mazové syrarské kultury. Podileji se ¢astecné na rozkladu bilkovin, a tim
vzniku typické chuti, konzistence a povrchového zabarveni syrii zrajicich pod mazem.

Monokultury kment Pediococcus acidilactici tvoti soucast mikroflory kultur
pouzivanych pii vyrobé mléénych zakysanych vyrobka typu Biokysu. Pfedpoklada se, ze
kmeny Pediococcus puisobi na udrzeni optimalniho poméru mezi jednotlivymi kulturami

(Zadrazil, 2002).

3.3.9.1.3 Rod Propionibacterium
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Podle Plockové a Bieziny (1988) rostou Propionibacterie anaerobné pfi teplotach
25 az 45 °C.

Vyznacuji se tim, ze vytvaii z mlééného cukru pisobenim enzymt kyselinu mlé¢nou,
mlécnany, kyselinu propionovou, kyselinu octovou, oxid uhli¢ity a vodu (Kratochvil, 1988).
Oxid uhli¢ity vznika pfi propionovém kysani a vytvaii pii ur€itém tlaku oka v tésté (Zadrazil,

2002).

3.3.10 Problém s travenim laktozy

NesnasSenlivost laktozy je obCas zaménéna s alergii na mléko. Jsou to ovSem Uplné jina
onemocnéni. Pokud viibec mize byt nesnaSenlivost laktézy (v soucasnosti se vyskytuje
u dvou tetin svétové populace) povazovana za onemocnéni. Nesnasenlivost laktozy se tyka
predevsim dospé€lé ¢asti populace a je zplisobena mléénym cukrem, alergie na mléko se tyka
témef vyhradné déti a je zplisobena mléénymi bilkovinami. Ptiznaky se také 1iSi (Shortt

and O‘Brien, 2004).

3.3.10.1 Laktozova intolerance

Intolerance na mlécny cukr — laktézu zacind jiz s narozenim. Nejedna o "klasickou"
potravinovou alergii, ale pfesnéjsi je oznaceni - metabolické porucha $t€peni mlécného cukru.

Pficinou tohoto onemocnéni je maly nebo zaddny obsah enzymu laktazy ve stieve.
Ukolem laktazy je $tépit laktozu na dal§i jednodussi cukry, které télo dale vyuziva. Pokud
laktéza neni takto zpracovédna, zlstavd ve stievé prebyteCna a dochédzi k jejimu kvaSeni
a prijmim (www - 14).

Osoby s laktézovou intoleranci mohou pfijimat mléko jen v malém mnozstvi a pokud
mozno spolecné s jinou potravinou. Mnozstvi mléka, jaké kdo snese, je individudlni, ale
pokud se pfislusny limit piekroc¢i, dostavi se okamzité symptomy jako jsou bolesti zaludku,
nadymani a prijem. Pii poruchdch traveni laktozy je lépe stravena a tolerovana laktéza
v jogurtu nez ekvivalentni mnozstvi laktozy v mléce (Shortt and O’Brien, 2004).

Analyzou DNA u osob s laktézovou intoleranci ve Finsku, Némecku, Francii, USA

a Koreji byla zjiSténa pfitomnost variantniho genu regulujiciho tvorbu laktazy. Tato
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skutecnost dokazuje, ze tento ,,variantni gen* zjiStény u pacientl je vlastn¢ ptivodni formou
tohoto genu, zatimco u laktdzo-tolerantnich osob se vyskytuje genova mutace (www - 15).

V obyCejném mléce se vétSinou garantuje méné nez 20 % laktdézy. To znamend, Ze
ve 100 g koncového vyrobku je obsah laktozy mensi nez 1 g. Takto nizkou koncentraci snese
bez jakychkoliv problému vétSina lidi postizenych nesnédsenlivosti laktézy (Shortt
and O‘Brien, 2004). Pii tézkych intolerancich je potfeba dodrzovat dietu s Uplnym
vylouCenim laktézy. V téchto ptipadech se dobfe osvédCuje delaktézované mléko
a delaktozované mlécné vyrobky, ze kterych se laktéza odstraiiuje specidlnimi

technologickymi postupy (Grieger, 1990).

3.3.10.2 Alergie na mléko

Alergie na kravské mléko ma pestré klinické projevy s postizenim systému kozniho,
traviciho, dychaciho a ob&hového. Uvedené ptiznaky alergického onemocnéni se mohou
objevovat Casn¢ (do 2 hodin) po poziti, pokud je reakce zprostiedkovana IgE protilatkami
nebo jde o pozdni reakce za 24 aZ 48 hodin po poziti.

U malych déti se alergie na kravské mléko projevuje nejcastéji atopickym ekzémem
nebo chronickymi alergickymi zanéty traviciho traktu. U dospé€lych nejsou klinické projevy
alergie tak vyhranéné jako u déti.

Ptredpoklada se, ze alergie na kravské mléko je jako pfic¢ina potizi podcenovana,
protoZze se u fady ptipadl nedaii prokazat IgE protilatky a neexistuje jiny diagnosticky test,
ktery by jednoznaéné€ dolozil imunitni mechanismus.

Alergie se mize projevovat chronickym zanétem traviciho traktu, ktery vede k tbytku
télesné vahy a k porucham vyzivy. Muze dochazet k postizeni dychaciho systému, infekcim
dychacich cest, chronickym koznim projeviim a vyjimecné az ke smrti v disledku kiece

pradusek (www - 16).

3.4 Metody stanoveni laktozy
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3.4.1 Stanoveni laktézy titraéné s pouzitim chloraminu T pro mléko

Jedna se o referencni metodu. Podstatou je titrani stanoveni halogenu, uvolnéného pii
reakci cukri s chloraminem T a jodidem draselnym. Metoda neni vhodna pro ochucené

a zakysané vyrobky ¢i syrovatku (Cvak a kol., 1992).

3.4.2 Stanoveni laktézy a dalSich cukri vedle sebe v ochucenych

slazenych tekutych mléénych vyrobcich

3.4.2.1 Metoda podle Luff-Schoorla

Bilkoviny a tuk se ze vzorku odstrani vycefenim Carezovym c¢inidlem. Ve filtratu se
pak stanovi redukujici cukry (lakt6za) na zéklad¢ schopnosti redukovat za varu méd’naté soli
z Luffova roztoku na oxid médny. Nezreagovany piebytek médnaté soli se stanovi
jodometricky a prepocte se na obsah laktdzy, ktery se vyjadii v g na 100 g mléka (Koufimska,

2007).

3.4.2.2 Biochemicka metoda stanoveni laktézy po enzymovém Stépeni

Podle Cvaka a kol. (1992) se na extrakt vzorku se pulsobi nasledujicimi enzymy
a reagenciemi, pridavanymi soucasné, ale ptisobicimi postupné: B—galaktosidaza — S$tépi
laktézu na glukézu a galaktdozu, hexokindza a adenosintrifosfat (ATP) — fosforyluji glukézu
na gluk6ézo—6—fosfat (G6P), glukdézo—6—fosfat—dehydrogendza (G6P-DH) za ptitomnosti
nikotinamid—adenin—dinukleotidfosfatu (NADP") — katalyzuje oxidaci G6P na 6—
fosfoglukonat za pievedeni NADP™ na redukovanou formu (NADPH). NADPH se stanovi
spektrometricky pii vinové délce 340 nm. Obsah laktozy je imérny NADPH, provede-li se

podle slepé zkousky korekce na ptivodné€ ve vzorku pritomnou glukozu.

3.4.3 Polarometrické stanoveni laktézy v mléce
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Ve filtratu po vycefeni roztoku vzorku mléka se provede polarimetrické méfeni

optické otacivosti, kterd je umérna koncentraci laktdzy v roztoku (Cvak a kol., 1992).

3.4.4 Moderni instrumentalni metody

Podle principu stanoveni je mozno instrumentalni metody stanoveni obsahu laktozy
rozdélit do dvou skupin:
a) metody infracervené spektroskopie (MIR, NIR)
b) metody chromatografické (GLC, HPLC) (Cvak a kol., 1992).

3.4.4.1 Metoda infracervené spektroskopie

Analyza vzorku je zaloZzena na méfeni absorpce infraerveného zareni pfi specifickych
vlnovych délkach pro kazdou stanovovanou komponentu (pro laktézu 9610 nm). Protoze je
absorpce ovlivilovana i ostatnimi komponentami ve vzorku, musi se namétené udaje uvést do

souladu s referen¢nimi hodnotami pomoci kalibrace (Koutimska, 2007).

3.4.4.2 Metody chromatografické

HPLC:

Pro stanoveni sacharidli byvaji jako naplné¢ pouZivany nejCastéji mikrokapilarni
silikagely s chemicky vazanymi —NH, skupinami a mobilni fdze acetonitril — voda s detekci
obvykle refraktometrickou. Oproti metodé plynové chromatografie odpada dialyza, ¢imz se

zvySuje presnost stanoveni a zkracuje se doba analyzy (Cvak a kol., 1992).
Pro stanoveni laktozy kapalinovou chromatografii existuje norma: CSN ISO 22662
Mléko a mléné vyrobky — Stanoveni obsahu laktézy vysokolUcinnou kapalinovou

chromatografii.

Podstata zkousky:
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K navazenému objemu mléka a standardu laktézy se pfida vnitini standard [D(+)-
melezitoza]. Pfida se chemické Ccinidlo (Biggs-Szijarto roztok) k vysrazeni tukovych
a bilkovinnych podili mléka. Pfed nastfikem se vzorek dvakrat filtruje, nejprve pies papirovy
filtr a pak ptes nylonovy filtr s velikosti port 0,45 um. Laktoza a vnitini standard se oddéli
na kationtové vyménné koloné na bdzi olova a stanovi se pomoci diferencialniho
refraktometrického detektoru nebo jiného vhodného detektoru. Jako mobilni faze se pouziva

voda odpovidajiciho stupné pro HPLC.

Podminky:
Mobilni faze: odplynénd voda
Kolona: pryskyticova, délka 300 mm, vnitini primér 7,8 mm
Vnitini detekéni teplota: 35 °C
Teplota ptedklony: teplota mistnosti
Teplota kolony: 85 °C
Pratok: 0,6 ml/min

Nastfikovany objem: 20 pl

GLC:

Pii pouziti této metody stanoveni je nutna piredbézna dialyza vzorku — sacharidy se
pfevedou na te€kavé trimethylacyléthery a ty se rozdéli plynovou chromatografii za pouziti
plamenové 1onizacniho nebo tepelné vodivostniho detektoru. Ve srovnani s klasickymi
postupy je plynova chromatografie rychlejsi, ptesnéjsi, citlivéjsi a vhodna pro sériova

stanoveni (Cvak a kol., 1992).
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4 Metody

4.1 Material

K experimentalni ¢asti bylo pouzito trvanlivé plnotucné mléko znacky Madeta (1 1),
do kterého se ptidala susenda jogurtova kultura Laktoflora® (Milcom a.s.). Sledoval se obsah

laktozy a kyselost mléka riznymi metodami.

4.2 Fermentace mléka

Trvanlivé plnotu¢né mléko (1 1) se ptelilo do hrnce, ohfdlo se na 43 °C, zaockovalo se
3 g susené kultury Laktoflora® jogurtova a dobie promichalo.

Kultivace probihala v termostatu pii 42 °C po dobu 0, 1, 2 a 3 hodiny (prvni vzorek
mléka, tzn. 0 hodin se nekultivoval v termostatu). Po kultivaci se vzorek zahtival ve vodni
lazni na 85 °C, hned poté zchladil pod proudem tekouci vody na 20 °C a dale se provadély
samotné analyzy.

Vsechno laboratorni sklo a pomticky byly sterilni, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku

mléka a k naslednym nepfesnym vysledkim.

4.3 Pristroje

Analytické vahy Explorer Pro EP 214 C, max. 210 g, d = 0,1 mg

Susarna Memmert, 170 - 175°C, 1 h

Termostat Biological BT 120, 43 °C £ 2 °C

pH metr Snail Instruments 114, pH metr s automatickou teplotni kompenzaci
MilkoScan FT 120 (Foss, Dansko)

Kapalinovy chromatograf Varian, (pumpa Varian 9010, detektor Varian RI-4)
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4.4 Chemikalie

Vsechny uvedené chemikélie byly vyrobené spolecnosti Lach-Ner s.r.0.

4.4.1 Stanoveni aktivni kyselosti pH metrem

Pufry: napt. ftaldtovy pufr o pH 4 a fosfatovy pufr o pH 7

4.4.2 Stanoveni titracni kyselosti podle Soxhlet—-Henkela

Fenolftalein, 2% etanolovy roztok
Hydroxid sodny (NaOH) o koncentraci 0,25 mol/l, faktor 1,118
Siran kobaltnaty, roztok (5 g CoSO, . 7 H,O ve 100 ml vody)

4.4.3 Stanoveni redukujicich cukra titraéni metodou podle Luff—

Schoorla

Ferrokyanid draselny — CAREZ II (ptiprava: 15 g K4Fe(CN)s. 3 H.O se rozpusti
ve 100 ml odmérné baiice v destilované vodé a po uplném rozpusténi doplni po rysku)

Siran zine¢naty — CAREZ 1 (pfiprava: 30 g ZnSO, .7 H,O se rozpusti ve 100 ml
odmérné bance v destilované vode¢ a po Gplném rozpusténi doplni po rysku)

Thiosiran sodny p. a. (0,1 M roztok: 24,818 g Na,S,0; . 5 H,O se rozpusti ve 1000 ml
odmérné barce v destilované vodé a po tplné rozpusténi doplni po rysku), f= 1,0044

Kyselina sirova (25% roztok)

Jodid draselny p. a.

Skrobovy indikator (2% roztok rozpustného $krobu, roztok se musi alespoit 3 minuty
varit)

Luffiv roztok (pfiprava: 25 g krystalického siranu méd’natého p. a. (CuSO, . 5 H,O) se
rozpusti ve 100 ml destilované vody. 50 g krystalické kyseliny citronové se rozpusti v 50 ml

destilované vody. 142 g bezvodého cCistého (nebo p. a.) uhli¢itanu draselné¢ho (K,CO;) se
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rozpusti v 600 — 650 ml destilované vody. Po ochlazeni se roztok K,COj; nalije do 1000 ml
odmérné banky, pomalu se pfida roztok kyseliny citronové, potom roztok siranu méd’natého

a po promichani se doplni po znacku.

4.5 Metody

Vzorky fermentovaného mléka byly méfeny péti riznymi analytickymi metodami.

4.5.1 Stanoveni aktivni kyselosti pH metrem

pH metr byl kalibrovan v rozsahu 4 — 7 pH na roztoky o zndmé hodnoté€ pH (pufry) pfi
teploté¢ doporucené vyrobcem (obvykle 20 °C). Pti vlastnim méfeni bylo nutné postupovat
podle pokynil vyrobce v ndvodu pH metru.

Elektroda se ponotila pfimo do mléka o teplot¢ 20 °C a zm¢étila se odpovidajici
hodnota pH. Po kazdém méfeném vzorku se vzdy elektroda oplachla destilovanou H,O

a osusila naptiklad bunicitou vatou (Koutimska, 2007).

4.5.2 Stanoveni titraéni kyselosti podle Soxhlet-Henkela

25 ml mléka se odpipetovalo do titracni banky, pfidal se 1 ml roztoku fenolftaleinu
a titrovalo se roztokem NaOH o koncentraci 0,25 mol/l za stalého michani do slabé rizového

zbarveni, které mél srovnavaci roztok. Zabarveni muselo vydrzet 30 s.

Srovnavaci roztok mléka: k50 ml mléka se pfidal 1 ml siranu kobaltnatého

(Koutimska, 2007).
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4.5.3 Stanoveni redukujicich cukra titraéni metodou podle Luff—

Schoorla

Ze zkoumaného vzorku mléka se odvazilo 10 g s ptesnosti na 0,0002 g do 100 ml
odmérné banky, zfedilo se cca 30 ml destilované vody, piidali se 3 ml roztoku ferrokyanidu
draselného (CAREZ II) a po promichani 3 ml siranu zine¢natého (CAREZ I). Po dalsim
promichani se barnka doplnila destilovanou vodou po rysku. Po 5 minutach se roztok filtroval
a prvé podily se oddélili (cca 25 ml) a vylili. Ziskany filtrat, ktery musel byt ¢iry, se pipetoval
k redukeci.

Do zabrousené baiiky na 250 nebo 500 ml se napipetovalo 25 ml Luffova roztoku,
10 ml Cirého filtratu a 15 ml destilované vody. Roztok v baiice se pfivedl béhem 2 minut
k varu. Od této chvile se vafil mirnym varem pod zpétnym chladi¢em pifesné 10 minut. Potom
se rychle ochladil za stalého michani pod proudici vodou a po 5 minutach se piidali asi 3 g
jodidu draselného a 25 ml 25% kyseliny sirové. Kyselinu bylo tfeba pfidavat opatrné, aby
roztok nevzkypél.

Vylouceny jod se ihned titroval roztokem 0,1 M thiosiranu sodného. Ke konci titrace

se pridalo 5 ml skrobového indikatoru. Titrovalo se do smetanového zbarveni.

Stejnym zpuisobem se provedl slepy pokus (25 ml Luffova roztoku + 25 ml
destilované vody) (Koufimska, 2007).

4.5.4 Stanoveni laktézy pomoci infraéervené spektroskopie na

pristroji MilkoScan

Kysany mlécny vyrobek byl temperovan ve vodni 14zni na 40 °C. Mezitim se pfistroj
MilkoScan ¢istil a nuloval. Poté byl vybran modul ,,Improved Milk“. Vytemperovany vzorek

mléka se peclivé promichal a dal métit. Analyza probihala pro kazdy vzorek dvakrat.
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4.5.5 Stanoveni laktézy metodou HPLC

Ciry filtrat ziskany analytickou metodou podle Luff-Schoorla byl nésledné
analyzovan na kapalinovém chromatografu a ziskané hodnoty ptfepocitany rovnicemi linearni
regrese na konec¢né koncentrace laktdzy, glukdzy a galaktéozy ve vzorcich fermentovaného

mléka.

HPLC chromatograf Varian:

Pumpa: Varian 9010

Detektor: Varian RI-4

Smycka: Rheodyne

Analyticka kolona: Column, Animex ® HPX-87N, 300 x 7,8 nm
Mobilni faze: 0,01 M Na,HPO,.12H,0O

Pratok: 0,6 ml/min

Teplota kolony: 55 °C

Objem nastiiku: 20 pl

Detekce: RI — teplota detektoru 35 °C
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni aktivni kyselosti pH metrem

Hodnota pH byla méfena postupné po 0, 1, 2 a 3 hodindch fermentace v termostatu pti

teploté 20 °C a byly zjistény vysledky uvedené v tabulce €. 3.

Tabulka €. 3: Hodnoty aktivni kyselosti mléka béhem fermentace

Cas (h) Aktivni kyselost (pH)
0 6,59
1 6,45
2 6,28
3 6,04

Z uvedené tabulky je vidét, Ze ¢im delSi dobu byl fermentovany vyrobek kultivovan,

tim vice klesala hodnota pH.

5.2 Stanoveni titra¢ni kyselosti podle Soxhlet—-Henkela

Do titranich ban€k bylo pipetovano 25 ml fermentovaného mléka, které bylo
titrovano 0,25 M roztokem NaOH do slab¢ rizového zbarveni. Spotfeba NaOH pfi titraci je

uvedena v tabulce ¢. 4. Vysledna kyselost podle Soxhlet—-Henkela je uvedena v tabulce €. 5.

Kyselost (x) ve stupnich Soxhlet-Henkela (SH) na 100 ml mléka byla vypoctena podle

vzorce:
x=4Lalf v ptipadé, Ze na titraci bylo pouzito 25 ml vzorku
a - mnozstvi roztoku NaOH o pfiblizné koncentraci 0,25 mol/l spotfebovaného pii titraci

vzorku mléka

f - faktor titrace (f=1,118)
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Vysledek se zaokrouhlil na 0,05 SH.

Tabulka ¢. 4: Spotieba NaOH pifi titraci

Cas (h) 1. méreni (ml) 2. méreni (ml) Priamér (ml)
0 1,9 1,8 1,85
1 1,8 1,8 1,8
2 2 1,9 1,95
3 2,6 2,7 2,65
Tabulka €. 5: Kyselost vzorki mléka podle Soxhlet-Henkela
Cas (h) X; (SH) X, (SH) Primér (SH)
0 8,05 8,05 8,05
1 8,05 8,50 8,30
2 8,95 8,50 8,75
3 11,85 12,05 11,95

Graf ¢&. 1: Titracni kyselost podle Soxhlet-Henkela
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Z uvedené tabulky €. 5 a nasledné grafu €. 1 je vidét, Ze kyselost narlista se zvySujicim

se ¢asem kultivace fermentovaného mléka.

5.3 Stanoveni redukujicich cukru titracni metodou podle Luff-

Schoorla

MIléko bylo pipetovano 10 ml pipetou na analytickych vahach do 100 ml odmérné
banky a nasledné byl proveden piepocet na odpipetovany podil (a) podle vzorce €. 2. Hodnoty

jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Vzorky fermentovaného mléka byly titrovany 0,1 M thiosiranem sodnym
do smetanového zbarveni. Spotieby jsou uvedené v tabulce €. 7.

Obsah redukujicich cukri vyjadifeny obsahem laktozy byl nasledné vypocitan jako
obsah bezvodé laktdzy a monohydratu laktdzy. Vysledné hodnoty jsou v tabulce €. 8.
Vzorec ¢. 2: Piepocet na odpipetovany podil - a

a = (napipetovany podil mléka v gramech : 100) . 10

100 — objem odmérné banky v ml
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10 — objem mléka, potifebny k rozboru v g

Tabulka €. 6: Pfepocet napipetované¢ho podilu mlé¢ka na odpipetovany podil

Navazka mléka
. Napipetovany podil mléka
Cas (h) v odpipetovaném podilu
v gramech
v gramech

0 10,1965 1,0197

1 10,1996 1,0199

2 10,2269 1,0227

3 10,1936 1,0194

Tabulka €. 7: Spotfeba Na,S,0; . 5 H,O pfi titraci

Cas (h) N2a,S,0; . 5 H,O (ml)
0 14,9
1 14,8
2 14,9
3 14,4

Tabulka €. 8: Obsah redukujicich sacharidi stanovenych podle Luff-Schoorla

. Obsah monohydratu
Cas (h) Obsah bezvodé laktozy (%)
laktézy (%)
0 5,4055 5,6887
1 5,3675 5,6498
2 5,3896 5,6731
3 5,2223 5,4970

Titratni metodou podle Luff—Schoorla bylo zjisténo, ze obsah bezvodé laktozy
s dobou kultivace nepatrné klesd a to samé plati pro monohydrat laktéozy. Pro lepsi

prehlednost jsou hodnoty uvedené v tabulce €. 8 zaneseny do grafu €. 2.

Graf ¢. 2: Obsah redukujicich sacharidi stanoveny titracni metodou podle Luff—Schoorla
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5.4 Stanoveni laktézy pomoci infraéervené spektroskopie na

pristroji MilkoScan

Zkoumané vzorky fermentovaného mléka byly po temperaci na teplotu 40 °C méieny
na pristroji MilkoScan. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 9 a pro grafické
znazornéni zaneseny do grafu €. 3.

V manualu pro pfistroj MilkoScan vyrobce uvadi, ze smérodatna odchylka pii méteni

se rovna 0,0077 % hmotnostnich.

Tabulka €. 9: Obsah laktézy stanoveny piistrojem MilkoScan (% hmotnostni)

Cas (h) 1. méieni 2. méreni prumér
0 4,85 4,86 4,855
1 4,87 4,88 4,875
2 4,86 4,86 4,860
3 4,84 4,84 4,840

36




Graf €. 3: Obsah laktozy stanoveny pfistrojem MilkoScan
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Pomoci infracervené spektroskopie bylo zjisténo, Ze nejvyS$i obsah laktozy
ve fermentovaném mléce je pii kultivaci 1 h. Se zvySujicim se poctem hodin kultivace, klesa

obsah laktozy ve vzorku.

5.5 Stanoveni laktézy metodou HPLC

K analyze na kapalinovém chromatografu byly pouzity c¢iré filtraty ziskané pfi
stanoveni redukujicich cukrt podle Luff—Schoorla.

Pomoci kapalinové chromatografie byly zjistény plochy piki, ze kterych se nasledné
pomoci rovnice linedrni regrese, ktera je uvedena v grafu ¢. 4, vypocitaly konecné
koncentrace laktozy uvedené v tabulce ¢. 10.

Pti kapalinové chromatografii se po piku laktézy objevily dalsi dva piky. Pomoci
standardi bylo zjisténo, ze se jedna o glukozu a galaktozu. Vysledné plochy pikt byly rovnici
linearni regrese pro glukoézu (graf ¢. 5) prepoCteny na konecné koncentrace, které jsou pro

glukézu uvedeny v tabulce €. 11 a pro galaktoézu v tabulce €. 12.
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Pro vypocet obsahu galaktozy ve vzorcich fermentovaného mléka byla pouzita
kalibra¢ni kiivka pro glukozu.
Konecné koncentrace laktozy jsou graficky znazornéné v grafu ¢. 6. Koncentrace

glukozy byly zaneseny do grafu ¢. 7 a galaktdzy do grafu €. 8.

Graf ¢. 4: Kalibra¢ni kiivka pro vypocet obsahu laktézy ve vzorcich mléka
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Graf ¢&. 5: Kalibraéni kiivka pro vypocet obsahu glukézy ve vzorcich mléka
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Kalibrac¢ni kfrivka - gluk6za
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Tabulka €. 10: Stanovené koncentrace laktozy (%)
Cas (h) 1. méreni 2. méreni 3. méreni prumér
0 5,38 5,94 5,86 5,73
1 5,47 5,48 5,41 5,45
2 5,59 5,93 5,94 5,82
3 5,49 5,19 5,32 5,33
Tabulka €. 11: Stanovené koncentrace glukézy (%)
Cas (h) 1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni pramér
0 0,150 0,192 0,165 0,169
1 <0,100 0,156 0,159 0,158
2 0,156 0,172 0,157 0,162
3 0,174 0,184 0,153 0,170
Tabulka €. 12: Stanovené koncentrace galaktozy (%)
Cas (h) 1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni primér
0 0,193 0,183 <0,100 0,188
1 <0,100 0,189 0,183 0,186
2 0,166 0,207 0,209 0,194
3 0,205 0,271 0,313 0,263
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Graf ¢. 6: Koncentrace laktozy stanovena HPLC
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Graf ¢. 7: Koncentrace glukézy stanovend HPLC
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Koncetrace glukézy pomoci HPLC
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Graf ¢. 8: Koncentrace galaktozy stanovend HPLC
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Metodou HPLC bylo zjisténo, Ze obsah laktézy kolisal v rozmezi 5,33 — 5,82 %,
pficemz ve 3 hodin¢ fermentace se projevil pokles. O celkovém obsahu glukozy a galaktozy

ve vzorku fermentovaného mléka by se dalo fict, Ze s vy$Sim poctem hodin fermentace se
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zvySuje 1 jejich obsah. Vyssi obsahy glukozy a galaktézy byly pravdépodobné zplisobeny

postupnym rozkladem disacharidu laktdzy na monosacharidy glukézu a galaktézu.
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6 Diskuze

Po fermentaci mléka suSenou jogurtovou kulturou Laktoflora® a nasledné temperaci
bylo méfeno pH vzorku a zjistila se aktivni kyselost vzorku mléka. Podle kone¢nych hodnot
zjisténych pH metrem bylo vidét, Ze s rostouci dobou fermentace klesalo pH vzorku. Pii
0 hodinach fermentace bylo pH 6,59 a postupné klesalo na kone¢nych 6,04 pH pfi 3 hodinové

fermentaci mléka.

Titraéni kyselost byla zjiStovana metodou podle Soxhlet-Henkela a vysledna
primérnd kyselost byla zcela opa¢néd nez u méteni aktivni kyselosti pH metrem. Metodou dle
Soxhlet-Henkela kyselost nartstala z ptivodnich 8,05 SH na kone¢nych 11,95 SH. Takto
vysoka kyselost byla zptsobena pfidanim jogurtové kultury. Pomoci této metody bylo vidét,
7e ze vzorku plnotuéného trvanlivého mléka se fermentaci a kultivaci v termostatu postupné
stavda kysany mlécny vyrobek. V porovnani s fermentovanymi vyrobky nebyla konecna

kyselost jest¢ pokrocila.

Dle titra¢ni metody podle Luff-Schoorla byl primérmy obsah bezvodé laktdozy mezi
5,2 — 5,4 % a monohydratu laktézy v rozmezi 5,4 — 5,7 %. Namétené koncentrace laktozy
touto metodou byly velice vysoké. Jelikoz jde o subjektivni hodnoceni bodu ekvivalence je

tézké odhadnout barevny pfechod a mohlo dojit k chybé v titraci.

Metodou infracervené spektroskopie se primérné obsahy laktéozy ve fermentovaném
plnotu¢ném kravském mléce znacky Madeta pohybovaly v rozpéti 4,84 — 4,88 %. Na piistroji
ve fermentovaném kravském mléce. Vysledné obsahy laktozy zjisténé touto metodou se
nejvice priblizuji tvrzeni Gajduska (2003), podle kterého je v kravském mléce obsah laktdzy
kolem 4,8 %.

Kapalinou chromatografii byly naméfeny mnohem vysSi koncentrace laktdézy nez
infraCervenou spektroskopii na piistroji MilkoScan. Metodou HPLC dosahuji koncentrace
laktézy hodnot 5,3 — 5,8 %. Stejné jako u titraéni metody podle Luff-Schoorla byly tyto

hodnoty velmi vysoké.
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Pomoci HPLC nebyla zméfena jenom koncentrace laktdzy, ale také koncentrace
glukozy a galaktozy. Jejich koncentrace byly velmi nizké. U glukdzy se pohybovaly mezi
0,15 - 0,18 %, u galaktozy byly o néco vyssi 0,18 — 0,26 %. Koncentrace glukozy a galaktozy
s rostouci dobou fermentace vzorku mléka stoupaly, naopak koncentrace laktozy klesaly
z 5,73 na 5,32 %. Koncentrace glukdzy byly nizké, protoze v korelaci s titraéni kyselosti byl
vzorek jest¢ malo prokysany. Koncentrace laktozy byly velmi vysoké. Divodem mize byt, ze
standardni roztoky pouzit¢ pro kalibracni kiivku nebyly pfipraveny podle postupu pro
stanoveni redukujicich cukrii podle Luff-Schoorla jako reélné vzorky. Proto jsou tyto hodnoty
vys$i a bylo by potieba sestavit kalibracni kiivku, kterd bude pfipravena ze stejnych roztokt

jako realné vzorky.

Vysledné koncentrace laktdozy ve vzorcich fermentovaného mléka byly velmi
variabilni podle pouzitych metod. Metoda podle Luff-Schoorla se zdala byt jako nejméné
pfesnd, z diivodu subjektivniho hodnoceni bodu ekvivalence. Koncentrace laktozy zjisténé
metodou infracervené spektroskopie byly nejblize literatute, ale MilkoScan nepodchyti proces
fermentace. Modul Improved Milk neni schopen odlisit laktozu, glukézu a galaktozu. Tato
metoda je vhodna pro syrové mléko, ale ne pro fermentované. Kapalinovd chromatografie
byla schopna zachytit proces fermentace, ale konecné vysledky byly velmi vysoké, takze by

bylo potieba provést preméteni kalibracni kiivky pro stanoveni laktdzy.
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7 Zaver

Ke stanoveni kyselosti, obsahu laktozy, glukozy a galaktéozy ve vzorku mléka bylo
pouzito plnotu¢né trvanlivé mléko znacky Madeta, které¢ bylo pied samotnymi analyzami

fermentovano susenou jogurtovou kulturou Laktoflora® (Milcom a.s.).

Z namétenych hodnot bylo zjisténo, ze s postupujici dobou fermentace vzorku mléka

klesa aktivni kyselost, ale naopak stoupa titraéni kyselost.

Podle Luff-Schoorla byl primérny obsah bezvodé laktézy 5,34 % a monohydratu
MilkoScan 4,86 %, nejvyssi 5,58 % metodou HPLC.
Pomoci kapalinové chromatografie byla ve vzorku mléka zjisténa ptitomnost glukozy

a galaktozy. Primérna koncentrace glukozy byla 0,165 %, u galaktozy 0,208 %.

Stanoveni byla provadéna n€kolika analytickymi metodami. Aktivni kyselost byla
méfena pH metrem a titracni kyselost metodou podle Soxhlet-Henkela. Koncentrace laktdzy
byla métena titraéni metodou podle Luff-Schoorla, infracervenou spektroskopii na pfistroji
MilkoScan a metodou HPLC. Pozornost byla soustiedéna nejen na konecné koncentrace
laktézy ve vzorcich mléka zjisténé riznymi metodami, ale také na postupny rozklad laktozy

na glukozu a galaktdzu a kyselost vzorku fermentovaného mléka.
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