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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva porovnanim klasického a bulharského jogurtu z hlediska
obsahu tékavych latek, senzorické kvality a mikrobialniho profilu.

Tekavé latky byly identifikovany a semikvantifikovany pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni detekci ve spojeni s mikroextrakci pevnou fazi, pro stanoveni mikrobialniho
profilu byla pouzita klasickd kultivace a nasledné polymerazova fetézova reakce (PCR)
v realném Case. Senzorickd analyza se skladala z hodnoceni pomoci grafickych stupnic,
profilového a potfadového testu.

V experimentalni ¢asti byly vyrobeny 3 vzorky, , klasicky“ bily a bulharsky jogurt vyrobené
z komer¢nich jogurtovych kultur, a tradi¢ni bulharsky jogurt dovezeny ptimo z Bulharska.

Na zakladé provedené PCR analyzy byla u vSech jogurti potvrzena bakterialni DNA, pouze
u jogurtu bulharského tradi¢niho se vyskytovala také DNA kvasinek. Bulharsky tradi¢ni jogurt
se tak odlisSoval detekovatelnou kvasinkovou chuti, ale pifedev§im kvalitativnim
i kvantitativnim slozenim tékavych latek. Z celkem identifikovanych 29 sloucenin se jich
v tomto jogurtu nachazelo 20; hlavni skupinu tvofily estery, zatimco u ostatnich jogurtd
prevazovaly ketony.

Ze senzorického hlediska byl nejlépe hodnocen jogurt bulharsky vyrobeny z komer¢ni kultury,
ktery mél pfijemny vzhled, vini a pfijemné kyselou chut a celkové vybornou senzorickou
kvalitu.

KLICOVA SLOVA
jogurt, aromatické latky, senzoricka analyza, mikrobialni profil, SPME, GC-MS, PCR



ABSTRACT

This thesis compares classic and Bulgarian yoghurt in terms of volatile content, sensory quality,
and microbial profile.

The volatiles were identified and semi-quantified by gas chromatography with mass detection
in conjunction with solid phase microextraction, whereas classical culture followed by real-
time polymerase chain reaction (PCR) was used to determine the microbial profile. Sensory
analysis consisted of evaluation by graphic scales, profile and ordinal tests.

In the experimental part, 3 samples were produced, a "classic" white and Bulgarian yoghurt
made from commercial yoghurt cultures, and a traditional Bulgarian yoghurt imported directly
from Bulgaria.

Based on the PCR analysis performed, bacterial DNA was confirmed in all yogurts, only the
traditional Bulgarian yogurt also contained yeast DNA. The Bulgarian traditional yoghurt thus
differed in its detectable yeast taste, but above all in the qualitative and quantitative composition
of the volatile substances. Of the 29 compounds identified, 20 were present in this yoghurt;
esters were the main group, while ketones predominated in the other yoghurts.

From a sensory point of view, the Bulgarian yoghurt made from commercial culture was the
best evaluated, with a pleasant appearance, a pleasant smell and a pleasantly sour taste and an
overall excellent sensory quality.

KEY WORDS

yogurt, aroma compounds, sensory analysis, microbial profile, SPME, GC-MS, PCR
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1 UVOD

Jogurt je jednim z nejoblibené€jSich mléénych vyrobkt po celém svéteé a ma dlouhou historii
v ruznych kulturach. Jeho konzumace je spojovana s mnoha zdravotnimi vyhodami diky obsahu
probiotik, bilkovin, vitamint a minerald. Tato kombinace pfispiva ke zdravi traviciho systému,
podporuje imunitni systém a poskytuje té€lu potfebné ziviny pro spravné fungovani. Jogurt je
vyrabén fermentaci za pomoci bakterii mlécného kvaseni, které preménuji mléko na jogurt
s charakteristickou konzistenci, chuti a viini. Dnes je jogurt dostupny v rliznych variantach,
které se lisi nejen ptichutémi, ale také slozenim a vyzivovymi hodnotami. Klasicky jogurt je
Casto oznaCovan jako "pfirodni" a obsahuje minimalni mnozstvi pfidanych latek, zatimco
ovocné varianty jsou obohaceny o pfichuté a kousky ovoce, které dodavaji jogurtu sladkou chut’
a vani. Jogurt je také velmi vSestranny v kuchyni, mize byt konzumovan samostatné jako
chutna a zdrava svacina nebo pridan do riznych receptu.

Bulharsky jogurt je jednim z nejznaméjsich typua jogurtu a je znamy svou bohatou a krémovou
konzistenci a pifijemné kyselou chuti. Jeho vyroba je spojovana s Bulharskem, zemi s dlouhou
tradici vyroby kvalitnich mlé¢nych vyrobka.

V poslednich letech se vSak jogurt stal vice nez jen potravinou — stal se symbolem zdravého
zivotniho stylu a cilem rozsahlého vyzkumu v oblasti vyzivy a potravinafstvi. Jeho vyhody jsou
zkoumany védci i1 spotiebiteli, ktefi hledaji zptusoby, jak zacClenit tento vyzivny vyrobek do
svého stravovaciho rezimu. Cilem této prace bylo porovnat kvalitu klasického a bulharského
jogurtu z hlediska obsahu aromatickych latek, mikrobiologického slozeni a senzorické kvality,
aby bylo mozné 1épe porozumét jejich rozdilam.



2 TEORETICKA CAST

Tato prace se zabyva porovnanim tii druht jogurtd vyrobenych s pouzitim raznych druha
jogurtovych kultur. Toto porovnani se tyka obsahu tékavych aromatickych latek a stim
souvisejici senzorickou kvalitou spole¢né s mikrobialnim profilem.

2.1 Jogurt

Celosvétove je jogurt povazovan za fermentovany mlécny vyrobek, ktery obsahuje specifické
bakterialni kmeny, obvykle Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus.

Dle ceské legislativy (vyhlaska €. 397/2016 Sb.) je jogurt definovan jako ,, kysany mlécny
vyrobek ziskany kysdnim mléka, smetany, podmdsli nebo jejich smési pomoci mikroorganismii
(viz Tabulka 1) u kterého Ize zvysit obsah susiny pouze pridanim mlécné bilkoviny, suSeného
nebo zahusténého miléka, nebo odebrdanim syrovdtky, tepelné neosetieny po kysacim procesu”

[1].

Tabulka 1 Pozadavky na mikroorganismy dle Ceské legislativy [1]

Vyrobek Pouzité mikroorganismy Miécna mikroflorav 1 g

L Symbioticka smés Streptococcus
Jogurty vCetné

. ) ) thermophilus a Lactobacillus 107
jogurtového mléka

delbrueckii ssp. bulgaricus

Jogurt jako takovy je prastara potravina, ktera v diivejsi dob€ nasla své uplatnéni zejména jako
zpusob konzervace mléka. V dnesni dob€ existuje nespocet raznych druht jogurtq, lisicich se
jak pouzitym mlékem, tak obsahem mikroorganismt. Druhy jogurtt, které jsou v dnesni dobé
konzumovany jsou ovlivnény mistnimi tradicemi, ¢asto je také spolecné s jogurtem vyrabén
kefir [2].

Jogurt ziskava své fyzikalni vlastnosti diky bakteriim mlécného kvaSeni, kdy vylucovana
kyselina mlécna zpusobuje zelatinaci mlécnych bilkovin a vysledkem je sit’ téchto bilkovin,
spojenych vodikovymi vazbami a disulfidickymi mustky. Tyto vazby jsou kiehké
a mechanickym pohybem se rozrusuji [3].

2.1.1 Slozeni jogurtu

Vyzivova hodnota jogurt se lisi v zavislosti zejména na pouzitych slozkach. Z mléka vétsiny
domacich savct lze vyrobit jogurt. Nejbéznéji se jedna o mléko kravské, ovSem v dnesni dobé
nabyvaji na popularitd i jogurty z jinych druhi mléka. Casto se tak miizeme setkat napiiklad
s jogurtem z koziho, ov¢iho, buvoliho, nebo dokonce velbloudiho mléka. Piestoze se mléka
zpracovavaji podobnym zptisobem, lisi se obsahem tuku, proteint, kaseint a dalSich nutri¢né
vyznamnych slozek (viz Tabulka 2). [4].

Podobné¢ jako mléko je jogurt dobrym zdrojem bilkovin a vapniku a mize byt také dobrym
zdrojem jodu, drasliku a vitamint skupiny B. Ne¢které jogurty mohou byt obohaceny
vitaminem D [5].



Tabulka 2 Obsah hlavnich slozek jogurtu na 100 g produktu [4]

Klasicky jogurt Niz.kotuény Jogurt s ?ecky
jogurt ovocem jogurt
Voda (g) 81,9 84,9 77,0 77,0
Energeticka
hodnota (kJ) 330,5 2344 376,6 481,2
Proteiny (g) 5,7 5,1 4,1 6,4
Tuky (g) 3,0 0,8 0,7 9,1
Cukry (g) 7,8 7,5 17,9 N
Vapnik (mg) 200 190 150 150
Fosfor (mg) 170 160 120 130
Sodik (mg) 80 83 64 N
Draslik (mg) 280 250 210 N
Zinek (mg) 0,7 0,6 0,5 0,5

N — Neuvedeno

Wang a kol. [6] zkoumali nutricni a fyzikalni vlastnosti jogurti z kravského, koziho
a velbloudiho suSeného mléka. Dle jejich vyzkumu byl jogurt z koziho mléka nejbohatsi
v obsahu tuku a tékavych aromatickych latek, ale mél nejvyssi obsah kyselin. Jogurt
z velbloudiho mléka mél nejvyssi obsah bilkovin a nejnizsi obsah laktosy a jogurt z kravského
mléka mél nejlepsi strukturalni stabilitu.

Tabulka 3 Analyza nutri¢nich komponenti jogurti z riznych mlék na 100 g /6]

Proteiny (g) Tuky (g) Laktosa (g)
Kravsky 3,34 3,83 4,63
Kozi 3,51 4,15 4,57
Velbloudi 3,57 4,11 4,37

Terzioglu a kol. [7] porovnavali jogurty z kravského, koziho, ov¢iho a buvoliho mléka
z hlediska textury, biochemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti. Z vyzkumu vyplyva, ze
jogurt z ov€iho mléka obsahoval nejvice celkové susiny, tuku a bilkovin a také obsahoval
mnoho polynenasycenych mastnych kyselin a cholesterolu. Ve vSech vzorcich jogurti byla
nejvice dominantni esencialni aminokyselina leucin a neesencialni kyselina glutamova. Jogurt
z kravského mléka obsahoval nejméné proteint a tuka.

2.2 Typy jogurti

Jogurty miizeme klasifikovat z nékolika pohledi. Podle slozeni délime jogurty na plnotucné
(obsah tuku nad 3,5 %), se snizenym obsahem tukd (obsah tuku 0,5 az 2 %) a nizkotuc¢né
(do 0,5 % obsahu tukll). Z hlediska vyrobniho postupu mizeme jogurt délit na jogurt
s rozmichanym koagulatem (Sttired type) a s nerozmichanym koagulatem (Set type). U jogurtu
s rozmichanym koagulatem dochéazi k fermentaci v tanku a struktura gelu je pfed balenim
narusena, tim vznika krémov¢jsi konzistence. Jogurt s nerozmichanym koagulatem fermentuje
az v maloobchodnim baleni [8]. Jogurty mizeme délit také podle pfichuté, kde mezi zakladni
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typy patii jogurty bilé a ovocné. AvSak prichuti, které se mohou do jogurtd pridavat je velké
mnozstvi [9].

2.2.1 Bulharsky jogurt

Hlavnim zdmérem této prace bylo porovnani klasického , Ceského™ jogurtu vs. jogurtu
bulharského. Balkansky region je historii a tradici vyznamny pro vyrobu fermentovanych
mléénych vyrobkt. Bulharsky jogurt v Bulharsku znamy jako  kiselo mlyako“, je
charakteristicky znak zemé¢ a je to tradicni mlécny vyrobek. Mikrofloru bulharského jogurtu
poprvé studoval Stamen Grigoroff a dokazal vyskyt tyCinkovité bakterie, ktera byla pozdéji
pojmenovana jako Lactobacillus bulgaricus. Bulharsky jogurt by mél byt bily, nebo mirné
nazloutly s hustou, ale hladkou konzistenci a vyraznou kyselou chuti a vini. Tento jogurt mtze
byt vyroben z kravského, ov¢iho, koziho a buvoliho mléka, ovSem nejcastéji jejich kombinaci
v poméru 1:1. Je také znamo, ze v nekterych oblastech Bulharska se vyskytuje endemicka
jogurtova mikroflora [10; 11; 12]. Pravé mikrobialni rozmanitost téchto oblasti zkoumali
Velikova akol. [13]. Celkem 77 vzorku jogurtt z riznych druhti mléka shromazdili po navstéve
vesnic, farem i klasterd. Pomoci sekvenovani 16S rDNA izolovali celkem 76 kmenu, z toho
53 % patfilo k Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, 14 % k jinym laktobacilim a 32 % ke
koktim mlééného kvaseni jako napiiklad Streptococcus thermophilus, Pediococcus acidilactici
atd. Mimo to také uvybranych kmena zjistovali, zda produkuji extracelularni
exopolysacharidy a galaktooligosacharidy. 18 kmeni bylo oznaCeno jako producenti
exopolysacharidi, a to zejména Lb. bulgaricus, Lb. fermentum a Lb. mesenteroides. Jako
producenti probiotickych galaktooligosacharidi bylo ozna¢eno 10 kment, které produkovaly
zejména tri— a tetrasacharidy. Celkové se ukazalo, ze domaci bulharské jogurty jsou bohatym
zdrojem bakterii mlécného kvaseni se zdravi prospé€snymi ucinky.

2.3 Technologie vyroby jogurtu

Nejdalezit€jsim parametrem celé vyroby je teplota, a to vzhledem k jejimu vlivu na kvalitu
mléka, obsah a rist mikroorganismt. Prvnim krokem vyroby jogurti je vybér mléka a jeho
uprava. Z chutovych, konzistencnich i legislativnich divodi se upravuje obsah susiny v mléce
napftiklad pfidanim suSeného mléka a ptipadné se mize upravit obsah tukt. K mléku se mohou
pridavat stabilizatory, sladidla nebo dalsi latky k dosazeni pozadovanych charakteristik. Po
piidani vSech potiebnych latek je smés dikladné homogenizovana. Homogenizace napomaha
zmenSovat kulicky mlécného tuku a rovhomérnému rozptyleni vSech pridanych slozek. Tento
proces obvykle probiha pfti tlaku 15 az 20 MPa a pii teploté 60 az 70 °C. Abychom zabranili
kontaminaci, je nutné mléko tepelné oSetiit. V primyslu se teplotni rozsah i doba trvani procesu
11§, nejCastéji se pouziva termizace, nizka a vysoka pasterace, sterilace a ultra tepelné oSetteni.
Po tepelném oSetteni je mléko zchlazeno na teplotu 40 az 45 °C, coz je optimalni teplota pro
fermentaci. Pro fermentaci je vyuzita definovana smés mlécnych bakterii. Diivodem pouziti
kombinace bakterii je obvykle dosazeni pozadovanych chut'ovych vlastnosti vyrobku, zejména
laktatu a aromatickych latek. RozliSujeme dva vySe zminéné zptusoby fermentace. Pokud je
smeés ponechana ve fermentacnich tancich, ziskame jogurt s rozmichanym koagulatem (Stirred
type), pokud je smés ponechana fermentovat v maloobchodnich balenich ziskdvame jogurt
s nerozmichanym koagulatem (Set type). Fermentace probiha pii konstantni teploté (obvykle
45 °C) nékolik hodin, dokud neni dosazeno pozadovaného pH (cca 4,4 — 4,6) a chuti. Jakmile
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je fermentace dokoncena, je potfeba jogurt co nejrychleji zchladit, aby se predeslo dal§imu rustu
jogurtové kultury. Rychlost chlazeni by meéla byt rovnomérna, jinak by mohlo dojit
k oddé€lovani syrovatky v hotovém jogurtu. K hotovému jogurtu mize byt nasledné ptidano
ovoce, ochucovaci nebo barvici latky. Nakonec je jogurt zabalen a skladovan pii nizkych
teplotach do 6 °C, konzumovan by meél byt co nejCerstvéjsi. Trvanlivost jogurtu byva
v chlazenych podminkach obvykle 3 az 4 tydny, v zavislosti na hygienickych podminkach pfi
vyrobé¢ a kvalité obalového materidlu [4; 8; 14; 15; 16].

Standardizace mléka

< Ptidavek stabilizator, sladidel,...
v

Homogenizace

v

Pasterizace

v

Chlazeni

v

Pridani startovaci kultury

i l

Fermentace v tanku Fermentace v
maloobchodnim obalu

: i

Chlazeni

Chlazeni

v

Baleni, chlazeni

Obrazek 1 Technologie vyroby jogurtu [14]

Nové postupy pii vyrobé jogurtu zkousSeli De Prisco a kol. [17]. Studovali ucinky chitosan-
alginatovych tobolek na metabolické aktivity Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
delbrueckii. Sledovali zivotaschopnost bakterii a produkci tékavych metaboliti béhem
skladovani pii 4 °C po dobu 28 dni. I kdyz nekolik t€kavych latek mélo oproti obycejnému
jogurtu odlisné koncentrace, tak koncentrace hlavnich aromaticky latek jako je acetaldehyd
nebyla ovlivnéna. Béhem fermentace doSlo také ke koexistenci volnych a zapouzdienych
bakterii, a tedy celkova zivotaschopnost bakterii béhem skladovani byla zvysena.
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2.4 Zdravotni benefity jogurtu

Nejen, ze konzumace mléénych vyrobki zvysSuje piijem vapniku a zlepsuje funkci kosti a svald,
ale alespon 3 porce denné nizkotu¢nych nebo netuc¢nych mléénych vyrobki, jako je mléko,
jogurt nebo syr, pomahaji zlepsit celkovy pfijem zivin, coz muze prispét ke snizeni rizika
vzniku riznych onemocnéni.

Jogurt je 1épe stravitelnou alternativou mléka, protoze v priméru obsahuje mén¢ laktozy kvuli
pfitomnosti bakterii produkujicich laktazu. Proto se doporucuje konzumovat osobam
s laktozovou intoleranci, jako nahrada za mléko. Studie také ukazuji, ze pfi zvySeni denni
konzumace mlécnych vyrobki se snizuje riziko vzniku diabetu II. typu. Napiiklad Choi a kol.
[18] tuto skute¢nost studovali 12 let u muza stfedniho a star§iho véku. Dalsi studie Liu a kol.
[19] ukazala, ze u zen starSich 45 let je riziko vzniku diabetu 2. typu snizeno o 18 % pfi
konzumaci vice nez dvou porci jogurtu tydné ve srovnani s méné nez jednou porci za mésic.

Pro lidské zdravi je dulezita stfevni mikroflora, ktera hraje dilezitou roli vi¢i nemocem
a podporuje stfevni funkci. Pfi nedostatku prospéSnych stfevnich bakterii muze dochazet
k zanétlivym onemocnénim stiev, nebo i ke vzniku rakoviny stiev. Proto je dilezité podporovat
sttevni mikrofloru, naptiklad konzumaci probiotik, které obsahuje 1 jogurt [20]. Meyer a kol.
[21] hodnotili ucinek jogurtu obohaceného o probiotickou kulturu a jogurtu neobohaceného na
tvorbu protizanétlivych cytokinti. Po dobu dvou tydnl konzumovaly zeny 100 g a poté 200 g
jogurtu. Bylo zjisténo, ze oba typy zkoumanych jogurtd zvysily produkci cytokint. Beniwal
a kol. [22] testovali uCinek konzumace jogurtu pii prevenci prijmu souvisejiciho s antibiotiky.
Pacientim, ktefi uzivali peroralné nebo intravendzné antibiotika bylo podavano 230 g jogurtu.
Dospéli k zavéru, ze u téchto pacienti se celkové méné vyskytovaly prijmy. Také nedavna
studie Le Roy a kol. [23] hlési, ze konzumace jogurtu je spojena se snizenim hmotnosti
visceralniho tuku a zménami ve stfevnim mikrobiomu.

Nekolik studii se také vénovalo ucinku jogurtu a mlécnych vyrobki na kontrolu télesné vahy.
Studie na zvifatech ukazaly, ze intracelularni hladiny vapniku hraji klicovou roli v metabolismu
tuk. Tématem obesity a zvySenym piijmem vapniku se zabyvali Parikh a kol. [24]. Dle jejich
vyzkumu muze vazba mastnych kyselin ve stfevé pomoci vapniku z potravy dostatecné snizit
absorpci tuku. Ovsem pokud byl vapnik ziskavan z mlécnych vyrobkd, ubytek hmotnosti byl
v mnohem vétSim rozsahu, a tak presny mechanismus nebyl zji§tén. Dalsi studie Wang a kol.
[25] shrnuje dvacetilety vyzkum, zda je konzumace jogurtu spojena s lepsi kvalitou stravy
a metabolickym profilem u dospélych americkych obCana. Prokazali, Zze Casta konzumace
jogurtt jako soucast zdravého zpiisobu stravovani byla spojena s mensim pfirastkem hmotnosti
v prubéhu Casu.

Vzhledem k neustalému rastu v odvétvi jogurtt roste také poptavka spotiebitelt, ktefi dbaji
na své zdravi. Je proto dulezité zdravotni vyroky dukladné podlozit védeckym vyzkumem.

2.5 Tékavé latky v jogurtu

Tradicni jogurtové aroma je kombinaci vonnych a chutovych latek, které jsou typicky
produkovany béhem mlécné fermentace jogurtovymi kulturami. Behem fermentace tyto kultury
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premeénuji laktozu a dalSi ziviny v mléce na jiné latky, které vedou k produkci raznych
chutovych a aromatickych sloucenin. Bylo popsano vice nez 100 riznych tékavych sloucenin,

které byly produkovany riznymi jogurtovymi kulturami. Kromé kyseliny mlé¢né se na typické

vuni a chuti jogurtu nejvice podileji acetaldehyd, diacetyl, acetoin, aceton a 2-butanon. Pfi
delsim skladovani jogurtu mohou vznikat nepfijemné chuti a viin€, coz se pfipisuje zejména

vzniku nezadoucich aldehyda a mastnych kyselin pfi oxidaci lipida [26].

Acetaldehyd je nepostradatelnou aromatickou slou¢eninou jogurtu. Dobra chut’ jogurtu vznika,

pokud je vyprodukovano spravné mnozstvi (23—40 mg - kg! a nejméné 8-10 mg - kg?)
acetaldehydu. Diacetyl udajné prispiva k jemné, plné chuti a viini jogurtu a je dilezity zejména

pro vyrobky, které obsahuji nizké koncentrace acetaldehydu. Produkce kyselin by méla byt

behem fermentace kontrolovana, nebot delsi okyselovani ma za nasledek vznik nezadoucich
chuti. Na vyskyt aromatickych latek v jogurtu ma vliv nékolik faktori. Jednim z nich mize byt

vliv mikrobialnich kultur, nebo také druh pouzitého mléka a v neposledni fadé€ zpusob

zpracovani [27].

Tabulka 4 Vybrané aromatické latky jogurtu [26]

Slouéenina Aroma Sloucenina Aroma
Kyselina octova Octové Pentan-2-on-4-ol Okurka, salat
Kyselina propanova Syrové Ethanol Alkoholové
Methional Varena zelenina 2.3-butandiol Krémoveé
Methylester ky,sehny Vanilkové Oct-1-en-3-on Houbové
benzoové
Benzaldehyd Mandlové Pentan-2-on Vino
Kyselina pelargonova Zemité Aceton Ovocné
Ethyl-nitrat Sladké Kyselina pentanova Nechutné
Kyselina hexanova Pot Hexanal Trava
Acetaldehyd Cerstve, zelen Ethyl-acetat Mimé
jablko
Butanal Kakaové Dekanal Kvétinové
Kyselina oktanova Syrové ) Kyselina , Maslové
isobutyrova
Hexanol Mastné Non-1-en-3-ol Houbové
Kyselina dekanova Hnilobné Diethyl disulfid Jako vafena cibule
2-furanmethanol Jako toustovy chléb Acetofenon Sladké mandlové
Kyselina heptanova Kyselé Ethyl 2- , Hruskové
methylbutyrat
2,3-pentandion Sladké Kyselina myristova Kokosové
2-fenylacetaldehyd Kvétinové Pentanal Kvasinkové
3-methylbuten-2-al Tiesnove Isopropyl alkohol Zatuchlé
Dimethylsulfid Sladké Nonanal Ruzové
2,3-butandion Maslové, vanilkové | 2-methyl-1-propanol Vino

Butyl-akrylat

Tropické ovoce
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Az 117 aromatickych latek nalezli v jogurtu Liu a kol. [28] za pouziti ¢tyt extrakénich metod
a plynové chromatografie. Nejvétsi zastoupeni mély alkoholy a estery a jako nejucinnéjsi se
jevila extrakéni metoda dynamického headspace vzorkovani, pii které bylo
nalezeno 88 sloucenin. Karami [29] porovnaval jogurt z ovCiho a kravského mléka. Z hlediska
tékavych latek zkoumal acetaldehyd, diacetyl, aceton a ethanol v prubéhu skladovani.
V zadném vzorku se nevyskytovalo detekovatelné mnozstvi acetonu, mnozstvi acetaldehydu
dle predpokladui s pfibyvajicim Casem klesalo, ovSem bez velkého spadu. Stejné tak se mnozstvi
diacetylu postupné snizovalo. Oproti jogurtu z kravského mléka, jogurt z ovciho mléka
obsahoval az dvakrat tolik acetaldehydu i diacetylu, coz mize byt zpusobeno degradaci
aminokyselin. Obsah ethanolu se v obou typech jogurtu s ¢asem zvySoval, zfejme diky rozkladu
acetaldehydu. Podobné zkoumali jogurty ze Ctyf druhi mléka Erakaya a kol. [30] metodou
plynové chromatografie s mikroextrakci na pevné fazi (SPME-GC-MS). Celkem identifikovali
34 aromatickych latek, ve vSech vzorcich jogurtti zaznamenali vyskyt acetaldehydu, diacetylu,
acetoinu a hexanalu. Mezi dal§i identifikované latky patfily 2,3-pentandion, 2-heptanon,
2-nonanon, 2-undekanon, ethyl acetat, ethyl oktanoat, diethyl ftalat, heptan, kyselina octova,
kyselina maselna, kyselina kapronova a dalsi. Nejvétsi obsah tékavych latek vykazoval jogurt
z koziho mléka.

Papaioannou a kol. [31] stanovovali profil tékavych latek a chut u jogurti pfipravenych
z kravského a koziho mléka za pouziti tii riznych, komeréné€ dostupnych startovacich kultur
(klasicka, kysela, jemna), v pfitomnosti nebo nepfitomnosti probiotickych bakterii. Pro analyzu
tékavych latek pouzili plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. U vzorku kravského
jogurtu bez piidavku probiotik byl ze skupiny aldehyda detekovan pouze acetaldehyd, oproti
jogurtu s ptfidavkem bifidobakterii, ktery dale obsahoval pentanal, hexanal a nonanal.
U skupiny ketont bylo pozorovan az tiikrat mensi obsah u jogurtu z jemné kultury bez obsahu
probiotik a mezi vzorky byl také rozdil v obsahu tékavych kyselin, zejména kyseliny octové
a hexanové. Velky rozdile mezi jogurty z kravského mléka a jogurty z koziho mléka byl
v obsahu terpent, kdy v kravském jogurtu byly terpeny stanoveny jen v malych mnozstvich
(<10 mg - kg™h).

Tabulka 5 Obsah t€kavych latek v kravském jogurtu bez ptidani probiotik [31]

Sloucenina Jemna kultura | Klasicka kultura | Kysela kultura
Acetaldehyd - v -
Acetone - v -
Diacetyl v v v
2 - pentanon - v -
2,3-pentandion - - v
Acetoin v v v
2 — heptanon v v v
Dihydro-2-methyl- - - v
3(2H)-thiofenon

2 - nonanon v - v
Hexanova kyselina v v
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Tabulka 6 Obsah t€kavych latek v kravském jogurtu bez piidani probiotik [31] - pokracovani

Sloucenina Jemna kultura | Klasicka kultura | Kysela kultura
Toluen - - v
2.4 - dimethyl-1-heptan v - -
1 - decen - - v
Dekan v v v
Dodekan - - v
Limonen - v v
Karyofyllen - v -

Startovaci kultury pro vyrobu bulharského jogurtu charakterizovali Krastanov a kol. [32].
Nejdiive zkoumali symbidzu mezi kmeny Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
a Streptococcus salivarius ssp. Thermophilus vyizolovanych z bulharskych mléénych vyrobka.
Symbioza byla potvrzena pouze, kdyz byl pomér laktobacilt a streptokoku piiblizné 1:3, 1:9
nebo 1:5. Aromatické latky téchto symbiotickych kultur méfili pomoci SPME-GC-MS, kdy
tyto kultury byly kultivovany v rekonstituovaném suSeném mléce. Celkem identifikovali
47 aromatickych  latek.  Acetaldehyd, furaldehyd, 3-hydroxybutanal, benzaldehyd,
benzacetaldehyd, ethylbenzaldehyd a 2-oktanal byly detekovany ve vSech startovacich
kulturach. Z téchto aldehydu byl nejvice zastoupen benzaldehyd a acetaldehyd. Ze skupiny
ketonti mely nejvétsi koncentraci acetoin, 2-pentanon, 2,3-butandion a 2-nonanon. 2-acylfuran,
2-heptanon, 2-undekanon a 3-methyl-2-butanon byly ve vyrazné nizSich koncentracich. Mezi
kyselinami byly v nejvétsi mife zastoupeny kyseliny hexanova a octova a mezi alkoholy byl
dominantni 2-furanmethanol. Mezi dal§i latky patfil ethenyl propanoat, tetradekan,
2,4, 4-trimethylpent-2-en a 2-methylundekan. Tyto aromatické profily by bylo mozné pouzit
k prokazani a posouzeni pravosti tradi¢nich bulharskych mléénych vyrobkd.

2.5.1 Moznosti stanoveni tékavych latek

K extrakci t€kavych latek z mlécnych vyrobkii muze byt pouzita Siroka Skala extrakénich
technik, jako je dynamicka headspace extrakce, odpafovani aroma za pomoci rozpoustédla,
tepelna desorpce, simultanni destilace — extrakce a zcela nejCasteji mikroextrakce v pevné fazi
(SPME). Vétsina téchto technik se pouziva v tandemu s plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci (GC-MS), ale mohou byt vyuzivany 1 moznosti jako plynova chromatografie
s plamenové-ionizacnim detektorem (GC-FID), hmotnostni spektrometrie se zvolenym
prutokem iontt (SIFT-MS) nebo hmotnostni spektrometrie s pfenosem protont (PTR-MS) [33].

2.5.1.1 Mikroextrakce pevnou fazi

Zatizeni SPME se skladd ze stojanu s integrovanym extrakénim vlaknem uvniti jehly
a montazniho drzéku. Vlakno je kiemenné potazené na povrchu tenkym filmem extrakéni faze.
Pii méfeni je vlakno bud ponotfeno do kapalného vzorku nebo je ponechano v prostiedi
nasyceném tékavymi analyty. Po sorpci analytd na vlakno je provedena desorpce, nejcastéji
v injektoru plynového chromatografu. Diky nizkym detekénim limitim, nizkym nakladim
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a jednoduchosti manipulace je to oblibena metoda pfii analyze tékavych latek v potravinach
[34].

2.5.1.2 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Plynova chromatografie (GC) je separacni metoda, zaloZzena na pohybu vzorku ve dvou riznych
fazich. Mobilni fazi je vzorek unasen nad nebo pres stacionarni fazi, kde se slozky déli podle
schopnosti poutat se na tuto fazi. Zakladem plynové chromatografie je plynna mobilni faze,
nejcastéji dusik, helium nebo také vodik. GC se zamétuje na latky plynné, ptripadné kapalné,
které se daji odpafit. Mezi hlavni vyhody této metody patii jednoduché a spolehliva analyza
s pouzitim pouze malého mnozstvi vzorku, u€inna separace, vysoka citlivost a Siroké pouziti
s vyuzitim riznych detek¢nich metod [35].

Sdruzena technika GC-MS je dnes nejpouzivanéjsi tandemovou technikou v instrumentalni
analytické chemii a je vhodna jak pro kvantitativni, tak 1 pro kvalitativni analyzu. Kombinuje
separaci slozek s vysokym rozliSenim se selektivni a citlivou hmotnostni detekci, ¢ehoz se
vyuziva zejména u komplexnich vzorkli. Hlavni schopnosti tohoto tandemu je schopnost
identifikace neznamych slouc¢enin pomoci zavedenych a rozsahlych chemickych, elektron
ionizaCnich knihoven. Toto spojeni je také vyhodné, protoze slouCeniny, které lze analyzovat
pomoci GC, jsou také kompatibilni s pozadavky MS. Jedinym rozdilem jsou razné pracovni
tlaky. Podstata MS spociva na procesu ionizace, kde nejpouzivanéjsi technikou je elektronova
ionizace. Chemicka ionizace se Casto pouziva ke stanoveni molekulovych hmotnosti sloucenin,
které vykazuji maly nebo dokonce zadny molekularni ion v disledku intenzivni fragmentace.
Vzniklé ionty jsou poté hmotnostné rozliSeny pomoci hmotnostniho analyzatoru. Mezi zakladni
typy patii magneticky sektorovy analyzator, analyzator doby letu, iontova past a kvadrupolové
analyzatory, které jsou u tandemu GC-MS nejCastéji pouzivany. Skladaji se z 4 pevnych,
v prafezu kruhovych nebo hyperbolickych ty¢i zarovnanych ve stejné vzdalenosti a rovnobézné
s iontovou drahou. Kvadrupdl pouziva elektricka pole k oddéleni ionti podle jejich podilu
hmotnosti a naboje (m/z). Tyto oddélené ionty jsou nakonec detekovany naptiklad pomoci
elektronasobi¢e [36; 37]. Vzhledem k uvedenym vyhodam byly tyto techniky pouzity
v experimentalni ¢asti prace.

2.6 Mikrobialni profil jogurtu

Jogurt je vyrabén procesem kysani mléka a tento proces je zavisly na rustu a aktivité bakterii
mlécného kvaSeni (BMK), které fermentuji laktézu na kyselinu mléénou. BMK jsou
raznorodou skupinou mikroorganisma, jedna se o grampozitivni koky a palicky s fakultativné
anaerobnim metabolismem. Svym metabolismem vytvareji metabolity, které jsou pro
nezadouci bakterie toxické stejné jako nizké pH, ¢ehoz se vyuziva pii konzervaci potravin
zivoci$ného i rostlinného pivodu. Dle koncovych produkti metabolismu délime BMK na
homofermentativni, které pfeménuji sacharid vyluéné na kyselinu mlécnou, a na
heterofermentativni, u kterych vznika kyselina mlécna z vice jak 50 % sacharidu a dale vznika
kyselina octova, CO: a piipadné ethanol. Kromé kyseliny mlééné mohou BMK také produkovat
dalsi latky, jako jsou aromatické slouceniny, které pfispivaji k charakteristické chuti a vuni
mlécnych vyrobkd. Mezi nejznaméjsi bakterie mlécného kvaseni patii Lactobacillus,
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Streptococcus, Lactococcus a Bifidobacterium. Zakladnimi bakteriemi pro pfipravu jogurtd
a od nich odvozenych vyrobku jsou kmeny druhi Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Tyto mikroorganismy maji symbioticky vztah, kde
Streptococcus produkuje kyselinu mlé¢nou, ktera snizuje pH mléka a vytvaii kyselé prostiedi,
které je vhodné pro rast Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Naopak, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus produkuje enzymy, které pomahaji rozkladat cukry v mléce na
jednodussi slouceniny [38; 39]. Mimo BMK se v mlécnych vyrobcich mohou vyskytovat
i kvasinky fermentujici laktozu Candida kefyr a Kluyveromyces marxianus var. Marxianus
nebo nefermentujici laktozu Saccharomyces cerevisiae a Debaryomyces hansenii.

Velikova a kol. [13] studovali bulharsky jogurt z hlediska mikrobidlniho slozeni. Z celkem
77 jogurti  ziskanych zriznych casti Bulharska vyizolovali 76 kmenid BMK pomoci
selektivnich médii. Celkem vyizolovali 52 kmeni s ty¢inkovymi buiikami a 24 kment kok.
Tyto kmeny byli podrobeny izolaci DNA, nasledovala PCR analyza a analyza pomoci
sekvenovani, kterd byla zalozena na sekvenovani genu 16S ribozomalni RNA. Bylo
identifikovano 6 druht laktobacila, kromé Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (40 kmenu),
zkoumané bulharské jogurty obsahovaly Lb. delbrueckii ssp. lactis, Lb. helveticus, Lb.
paracasei, Lb. rhamnosus a Lb. fermentum. 13 kmenu patfilo mezi koky rodu Pediococcus
acidilactici, 5 kment Str. thermophilus, 4 z Enterococcus faecium a 2 z rodu Leuconostoc.
Jogurty s nejvétsi biodiverzitou BMK pochazely z pohofi Rodopy, kde vétsina vzorka
obsahovala dva nebo tfi kmeny BMK riizné morfologie. Podobné charakterizovali BMK
u bulharskych mlécnych vyrobka Koleva a kol. [40], z bilych syrd, jogurtt a tradi¢niho vyrobku
katak bylo vyizolovano 25 kultur BMK. Osm kmenu z jogurtu bylo fenotypové podobnych
Lactobacillus delbrueckii. Tumbarski a kol. [41] se ve své studii zabyvali izolaci a srovnanim
kment Lactobacillus ze ctrnacti domacich bulharskych a italskych jogurti. Kmeny
Lactobacillus byly pomoci sekvenovani genu 16S rRNA identifikovany jako Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus. Vysledky antimikrobialniho testu ukézaly, ze bulharské kmeny Lb.
bulgaricus mely vyssi antimikrobialni aktivitu ve srovnani s italskymi kmeny. Stejny vysledek
m¢l test citlivosti na antibiotika, kdy bulharské kmeny byly rezistentni az sttedné citlivé, oproti
italskym kmentim, které byly citlivé. Vysledky testu rezistence na nisin ukazaly, ze pouze jeden
z izolat byl odolny viici nisinu.

Mlécné vyrobky a jejich obsah BMK zkoumali v severozapadni Etiopii Taye a kol. [42] z 16
zkoumanych mlécnych vyrobku tvofilo 5 vyrobka jogurty. Kultivace probihaly na selektivnich
médiich pfi 30°C a 37°C za aerobnich a anaerobnich podminek po dobu 48-72h, celkem
vyizolovali 41 bakterialnich kment, které identifkovali a seskupili do 6 rodt viz Tabulka 7.
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Tabulka 7 Podil bakterii mlécného kvaseni izolovanych z mléka a mléénych vyrobki [42]

Vzorek Mléko
Lactobacillus spp. 5

Jogurt
3

Lactococcus spp.

Streptococcus spp.

Leuconostoc spp.

Pediococcus spp.

'—‘Ol\)l\)wl\)%

W{w ||
— o |||

Bifidobacteria spp.

Farimany a kol. [43] podrobili pét jogurtd zIranu mikrobiologické charakterizaci.
Z kultivovanych kmenl byla vyizolovana DNA podrobena PCR amplifikaci a naslednému
sekvenovani 16S rRNA. Ze 102 izolatd byly majoritné zastoupeny termofilni BMK
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii (s podobnym poctem ssp. bulgaricus
a lactis). Sladky a probioticky jogurt porovnavali Paul a kol. [44] s rostlinnymi fermentovanymi
potravinami. Z 13 izolovanych bakterii bylo 6 rychle rostoucich kmeni podrobeno testu
s 50 biochemickymi reakcemi. Timto testem byly jako hlavni rod identifikovany laktobacily,
nasledované leuconotostoky. Konkrétné byly identifikovany druhy Lactobacillus curvatus ze
slazeného jogurtu, Leuconostoc mesenteroides ze slazeného 1 probiotického jogurtu;
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis z probiotického jogurtu; Lactobacillus plantarum z napoje
kanji a Lactobacillus delbrueckii z ryze kanji.

2.6.1.1 Rod Streptococcus

Tento rod zahrnuje lidské a zvifeci patogeny, oralni komenzaly, stfevni komenzaly a jediny
druh, Streptococcus thermophilus, ktery se pouziva pii vyrobé fermentovanych potravin.
S. thermophilus se piili§ nelis§i od mezofilnich mlé¢nych laktokoki, ovSem cesta, kterou je
laktoza metabolizovana, je zcela odliSna. Jedna se o mezofilni mikroorganismus a jejich
optimalni teplota je kolem 40 az 42 °C, ovSem dobfe rostouci kultury snaseji 1 teplotu pres
60 °C. Mléko zacina srazet pii 30 az 45 °C. Tvoti kulovité az vejcovité buriky v parech az
fetizcich s primérem 0,7 az 0,9 um [45; 46]

2.6.1.2 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus se sklada z péti odlisnych druht: Lactococcus lactis, Lactococcus garviae,
Lactococcus piscium, Lactococcus plantarum a Lactococcus raffinolactis. Jejich optimalni
teplota je 30 °C, jsou nepohyblivé, obvyklé v parech koku nebo fetizcich. L. lactis je
nejdulezitéjSim zastupcem, protoze se pouziva jako startovaci kultura pro vétsinu tvrdych syra
a jinych mlécnych vyrobka. V mléce tvori 0,8 az 0,9 % kyseliny mlécné. Existuji tii poddruhy:
L. lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris a Lactococcus lactis ssp. horinae (ten
nema zadny vyznam ve fermentovanych potravinach). Zarazujeme sem také Lactococcus lactis
spp. diacetilactis, ktery je velmi podobny L. lactis ssp. lactis, ovSem dokaze Stépit kyselinu
citronovou za tvorby acetionu [47].
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2.6.1.3 Rod Lactobacillus

Kromé velmi extrémnich prostfedi existuje jen malo lokalit, kde se laktobacily nenachazeji,
a Casto jsou popisovany jako vSudypfitomné v piirodé. Schopnost laktobacila rast a pretrvavat
v tolika rdznych prostfedich a podminkach odrazi jejich rozmanité fyziologické vlastnosti.
Jedna se o grampozitivni palicky, jejich teplotni optima se velmi li§i, od 30 °C do 45 °C.
Tolerance vici kyselinam je spolecnym znakem laktobacili (mnoho kmenl ve skutecnosti
preferuje kyselé prostredi).

Z hlediska fermentace je 1ze rozd¢lit do tii skupin. 1. skupina jsou obligatné homofermentativni
druhy, které fermentuji pouze hexodzy, napiiklad Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus acidophilus a dal§i. Druhy II. skupiny jsou fakultativné
heterofermentativni, které pii nedostatku glukézy produkuji kyselinu octovou, ethanol
a kyselinu mravenc¢i a jsou schopny fermentovat pentdzy. Do této skupiny patii napft.
Lactobacillus casei. 1I1. skupina jsou obligatné heterofermentativni laktobacily. Tato skupina
obsahuje také plynotvorné betabakterie mezi které jsou fazeny mimo jiné Lactobacillus brevis
nebo fermentum.

Jako startovaci kultury pro mlééné vyrobky se pouzivaji dva hlavni druhy (hlavné pro syry
a jogurty), Lactobacillus helveticus a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus je vybaven rozsdhlym proteolytickym a aminokyselinovym
transportnim systémem, ktery zvysuje jeho metabolickou funkci, zejména v prostfedi mléka
bohatého na bilkoviny. Uzka spoluprace mezi L. bulgaricus a S. thermophilus umoziiuje
zvySenou acidifikaci pfi fermentaci mléka [48; 49; 39].

2.6.2 Moznosti identifikace mikrobialnich kultur

Mikrobiologické metody identifikace mikroorganismtii se vyvijely od 18. stoleti az do
soucasnosti, kdy se stale vice upfednostiiuji molekularné genetické techniky. Tradi¢ni metody,
jako je mikroskopie a kultivace, postupné ustupuji a nahrazuji je moderni pfistupy, které
vyuzivaji znalost genetickych sekvenci. V 80. a 90. letech 20. stoleti nastal zasadni pokrok v
oblasti molekularné genetickych metod, predevsim diky vynalezu PCR (polymerazova fetézova
reakce). Tato metoda umoznuje rychlé a citlivé zvySeni poctu kopii specifickych usektt DNA,
coz je klicové pro identifikaci mikroorganismi na zakladé jejich genetického kodu. PCR se
stala zakladni technikou pro mnoho dalSich molekularn€é genetickych metod. Diky témto
pokrokiim v molekularni genetice je nyni mozné identifikovat mikroorganismy rychleji,
citlivéji a presnéji nez kdykoli predtim. Tato technologicka revoluce ma Siroké uplatnéni
v oblasti biomediciny, primyslu, zemédé€lstvi a ochrany Zivotniho prostiedi [50].

2.6.2.1 Mikrobiologické metody

Mikrobiologické metody identifikace mikroorganismu jsou zakladni techniky, které umoziuji
urcit identitu mikroorganismu. Nejstarsi metodou identifikace mikroorganismu je mikroskopie.
Mikroskopem zkoumame morfologické rysy, jako tvar a velikost bunék mikroorganismu.
V mikroskopii je mozné vyuziti barveni, nejvice vyuzivané je Gramovo barveni. To umoziiuje
rozliSeni G+ a G- bakterii, na zakladn¢€ stavby bunétné stény. Dal§im casto pouzivanym
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barvenim je za pouziti fluorescencnich barviv. Mikroorganismy je mozné identifikovat za
pomoci zkoumani ristovych podminek, barvy a tvaru kolonii. Toho se vyuziva pfi kultivaci na
zivnych mediich, coz je také nejjednodussi zpusob, jak kvantifikovat zivé mikroorganismy [51;
52].

2.6.2.2 Molekularné biologické metody

Molekularné biologické metody se pfi identifikaci mikroorganismt zaméfuji na analyzu jejich
genetického materialu. Zakladni principy téchto metod jsou zalozeny na detekci a analyze
urcitych DNA nebo RNA sekvenci, které jsou charakteristické pro dany druh nebo skupinu.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je vykonna metoda, ktera se rychle stala jednou z nejpouzivanéjSich technik molekularni
biologie. Zéakladni princip této metody je velmi jednoduchy. Malé mnozstvi DNA je v kazdém
cyklu PCR reakce zdvojnasobovano diky enzymu DNA polymeraza, ktera katalyzuje syntézu
novych fetézcit DNA ze stavebnich blokii DNA — nukleotidt. Je nutné, aby polymeraza byla
termostabilni a vydrzela vysoké teploty, nejCastéji je izolovana z Thermus aquaticus, bakterie
jejimz puvodni rezervoarem jsou horké prameny. Dalsi piredpokladem uspé€sné syntézy je
pfitomnost tzv. primert. Jedna se o kratky retézec DNA, ktery slouzi jako pocate¢ni misto
replikace. Specifické primery jsou navrzeny tak, aby selektivné amplifikovaly pouze urcity
usek DNA, ktery je charakteristicky pro detekovany mikroorganismus. Tato technika se sklada
se tii opakujicich se kroki:

e Denaturace — Zahrati na 90-97°C, které zplsobi denaturaci DNA, tedy rozdéleni
dvousroubovice DNA na jednovlaknové fetézce.

e Annealing — Ochlazeni na 50-60 °C, pfi kterém dochazi k hybridizaci primert se
sekvencemi DNA.

e Elongace — Probiha pii teploté¢ kolem 72 °C a DNA polymerdza vaze piislusné
nukleotidy na primery, vznikaji dvé vlakna DNA.

Tyto kroky se opakuji asi v 30 cyklech, kdy mnozstvi DNA roste exponencialné€ a je mozné jej
detekovat a analyzovat. Detekce produkti PCR muze byt provedena pomoci gelové
elektroforézy na agar6zovém gelu, kdy se DNA vizualizuje barvenim napf. ethidium bromidem
a je okamzité viditelné pod UV zarenim [53; 54].

V ptipadé pouziti polymerazové fetézové reakce v realném case (real-time PCR, RT-PCR) je
mozné provadét kvalitativni analyzu a soucasné kvantifikaci produkti PCR v pribéhu reakce.
Toho je dosazeno pouzitim fluorescencnich barviv, ktera reaguji s amplifikovanym produktem
a mohou byt méfena pristrojem. Po kazdém cyklu je zaznamenana sila fluorescencniho signalu,
ktera roste s koncentraci DNA. Kromé toho lze produkt charakterizovat pomoci teplot tani, kdy
je produkt vystaven zvysujici se teploté. Tento bod tani je jedineCnou vlastnosti zavislou na
délce produktu a slozeni nukleotida [55].

Sekvenovani 16S rRNA

Tato metoda vyuziva specifické sekvence 16S rRNA genu, ktera je soucasti ribozomalni RNA
bakterii. Cely tento gen ma délku 1500 bp. 16S rRNA ma nékolik konzervovanych tseku, které
jsou spolecné pro vSechny bakterie, a variabilni useky, které jsou specifické pro rizné druhy
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nebo skupiny bakterii. Princip sekvenovani 16S rRNA spociva v izolaci DNA bakterii,
amplifikaci specifického useku 16S rRNA pomoci PCR a nasledné sekvenovani této DNA
sekvence. Amplifikovana DNA sekvence se sekvenuje pomoci Sangerova sekvenovani nebo
metody sekvenovani nové generace (NGS).

Princip Sangerova sekvenovani spociva v tom, ze se DNA polymerazou syntetizuje novy
fetézec DNA, ktery je oznaceny zvlaStnimi nukleotidy, tzv. dideoxyribonukleotidy (ddNTP).
Tyto specialni nukleotidy maji odliSnou strukturu od béznych nukleotidd, které se pouzivaji pii
syntéze DNA. Kdyz se ddNTP pfipoji k nové syntetizovanému fetézci, zpisobi zastaveni
syntézy, protoze nemaji 3' hydroxyl, ktery je potfebny pro dalsi pfipojeni dalSiho nukleotidu.
Diky tomu se vytvorii fetézec DNA ruznych délek, ktery obsahuje vS§echny mozné kombinace
ddNTP a béznych nukleotidi. Po syntéze téchto fetézcu se provede elektroforéza, ktera oddeli
nukleotidy podle jejich velikosti.

Oproti tomu NGS umoziiyje sekvenovani velkych mnozstvi DNA nebo RNA soucasné, coz
umoziiuje analyzu celych genomi rychle a efektivné. Jeho princip NGS spociva v tom, Ze se
DNA nebo RNA vzorek rozdéli na malé fragmenty, které se poté amplifikuji a sekvenuji
soucasné. Ziskana sekvence se porovna s databazemi znamych sekvenci 16S rRNA, coz
umoziuje identifikaci a klasifikaci bakterii na zakladé jejich fylogenetickych vztaha [56; 57,
58].

2.7 Senzoricka kvalita jogurtu

Senzorické posuzovani ma v dnesni dobé velky vyznam, nebot’ kvalita vnimana pomoci smyslu
predstavuje nedilnou soucast celkové kvality potravin. Tato senzorickd kvalita je zaroven
jedinym aspektem kvality, ktery spotiebitel miize samostatné hodnotit pii vybéru potravin. Pod
pojmem senzoricka analyza rozumime posuzovani potravin piimo pomoci lidskych smyslt
a nasledné zpracovani vysledka centralnim nervovym systémem. Tato analyza se provadi za
podminek, které zajisti objektivni, presné a opakovatelné méfeni [59].

Prijatelnost jogurtu, jako u jinych potravinaiskych vyrobkd, zavisi na mnoha faktorech, ale
nejdulezitéjsi je senzoricka kvalita. Posuzovani vzhledu zahrnuje posouzeni povrchu vyrobku,
jeho barvy, zfetelné Cistoty, pfitomnosti cizich latek, prosakovani syrovatky a oddélovani fazi.
Hodnoceni probiha zkouskou v otevieném obalu, pfipadné vylitim obsahu z obalu, pokud je to
nutné. Hodnoceni konzistence zahrnuje parametry jako hustota, lepivost a hrubost. Provadi se
michanim vzorku v nadobé (Cernou) 1zickou pred posouzenim v ustech. Posouzeni chuti se
realizuje prostfednictvim vnimani pacht a chuti obsahu vyrobku [59].

Zda ma na senzorickou kvalitu jogurti vliv doba minimalni trvanlivosti zkoumali Kalhotka
a kol. [60]. Vybrané bilé jogurty Cerstvé a po uplynuti doby expirace hodnotilo 10 §kolenych
hodnotitell z hlediska textury, vinég, chuti, kyselosti a celkového pocitu vyrobku. Velmi
prekvapivé byly vysledky u hodnoceni celkového dojmu a vin€, protoze u vSech jogurti na
pocatku i po uplynuti doby min. trvanlivosti bylo hodnoceni velmi podobné. Nejvétsi rozdil byl
zaznamenan u deskriptoru chut. U nékterych jogurti doslo ke zlepSeni hodnoceni, naopak
u vétsiny doslo ke zhorSeni, ovS§em nebyly zaznamenany zadné zavazné senzorické zmeény.
Sulcerova a kol. [61] se zabyvali stejnou problematikou. Dosli k zavéru, ze k nejvétsimu

22



zhorseni doslo u jogurt, které byly vyrobeny s ptidavkem suSené syrovatky, ziejmé diky
uvolfiovani syrovatky s dobou skladovani.

Jaworska a kol. [62] provadéli prizkum vlivu texturnich vlastnosti jogurtli na jejich celkovou
kvalitu a pfijatelnost. Vysledky senzorického hodnoceni byly zpracovany pomoci analyzy
hlavnich komponent (PCA). Zjistili, ze hladkost a hustota s pfijatelnosti jogurtt pro spotiebitele
nijak vyrazné nesouvisela.

Do jogurti mohou byt pfidavany stabilizatory, a pravé vliv ptridavku pektinu a Zelatiny na
senzorické vlastnosti jogurti zkoumali Soomro a kol. [63]. Piidavek stabilizatort ¢inil 0,2 %
a byly pouzity 2 typy mléka pro pfipravu jogurti: buvoli a kravské. Byly hodnoceny 4 znaky:
vzhled, chut, textura a celkova pfijatelnost. Dle vysledki mél piidavek stabilizatorti pozitivni
vliv na texturu i chut jogurtd. Nejlépe hodnoceny byl jogurt z buvoliho mléka s piidavkem
zelatiny jako stabilizatoru, ale statisticky byly vSechny vzorky hodné podobné.

2.7.1 Moznosti senzorického hodnoceni

Vybér metody senzorického hodnoceni je zavisly na typu vzorku, na jejich mnozstvi, a také na
zaSkolenosti hodnotiteld. Mezi obvykle pouzivané metody patii rozliSovaci zkousky,
preferencni zkousky, srovnani se standardem, profilovy test a posuzovani pomoci stupnic.

Nejcastéji se v praxi mizeme setkat s posuzovanim potravin pomoci stupnic. Tato metoda nam
muze pomoci lépe kvantitativn€ rozlisit rozdily mezi vzorky. Rozeznavame stupnice intenzitni,
kterymi posuzujeme intenzitu vlastnosti a stupnice hedonické, kterymi posuzujeme piijemnost
(pfipadné pfijatelnost). Podoba stupnic se mize v riznych hodnocenich liit, mizeme se setkat
se stupnicemi kategorovymi (nominalnimi), slovnimi, bodovymi, ovSem zna¢né se rozsifilo
pouzivani grafickych stupnic. Grafické stupnice poskytuji citlivejsi déleni mezi vzorky, ovSem
k pfesnému vyjadieni je potieba zkuSenosti [64].

Pokud je potieba urcit, zda je mezi vzorky rozdil, pouzivaji se rozliSovaci zkousky. Pokud je
tieba zjistit rozdilnost u vice vzorkl, pouziva se poradova zkouska, pii které hodnotitel sefadi
vzorky podle intenzity urc¢itého znaku [65].

Preferencni zkousky se pouzivaji, kdyz chceme zjistit, kterému vzorku by dal hodnotitel
prednost z hlediska kvality, pfijemnosti nebo pfijatelnosti. Velmi citlivou metodou je pak
profilovy test, kdy je zapotfebi hodnotitel se specialnim zaskolenim. V tomto piipadé je
hodnoceno nékolik hlavnich znaka s pouzitim grafickych stupnic [64].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni ¢asti byly vyrobeny vzorky tii typt jogurtd a nasledné charakterizovany
z hlediska tekavych (aromatickych) latek, mikrobialniho slozeni a senzorické kvality.

3.1 Pouzité chemikalie a vybaveni

Chemikalie, pomucky, pfistroje a ingredience spolu s jejich charakteristikami, které byly
pouzity pii vyrob€ jogurtd a pii analyze v experimentalni ¢asti studie.

3.1.1 Pristroje a pomucky

Plynovy chromatograf TraceTM 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA), Hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um,
Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA), Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0
(Gaithersburg, Maryland, USA), Pocita¢ (Intel Pentium Procesor), Pfedvazky EK-600i (A&D
Instruments LTD., Japonsko), pH metr (Hanna Instruments, CR), skfifiova su§arna ULM 400
(Memmert GmbH & Co. KG, Némecko), centrifuga MINI Spin Plus 14 500 min—1, 14 000x
g (Eppendorf, Némecko), NanoDrop 2 000, UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific,
USA), termostat — Mini incubator (Labnet, USA), Eco™ Real-Time PCR System (Illumina,
California, USA), vakuovy exikator, mikropipety BIOHIT (1000, 200, 100, 20, 10 ul), vialky
s kaucCuk-teflonovymi septy a Sroubovacimi uzavéry, bézné laboratorni sklo, chladnicka
s mraznickou, kuchynské pomucky a nadobi.

3.1.2 Suroviny pro vyrobu jogurtu
Mléko (1,5 % tuku, pasterovano), suSené mléko odtu¢néné (Nutrihouse).
3.1.3 Zivna média pro kultivaci

Masopeptonovy agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Maharashtra, Indie), Sladinovy agar
(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Maharashtra, Indie), de Mann, Rogosa, Sharpe (OXOID CZ
S..0.).

3.1.4 Chemikalie

e Pro pfipravu hrubého lyzatu a extrakci DNA

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA), fenol (Sigma, St. Louis, USA),
izoamylalkohol (Lachema, Brno, CR) chloroform (Lachema, Brno, CR), kyselina
etyléndiamintetraoctova (EDTA) (Sigma, St. Louis, USA), tris-HCI (Penta, Chrudim, CR),
lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko), proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA), octan sodny
(Lachema, Brno, CR), ethanol, 96 % (Penta, Chrudim, CR).

e Komponenty PCR

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR), SYTO PCR SYBR Master mix (Top Bio, Praha, CR), Primer
F_eub (10 pmol/ul), Primer R_eub (10 pmol/ul), Primer Oli-F (10 pmol/pul), Primer Oli-R
(10 pmol/ul).
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Tabulka 8 Pouzité¢ PCR primery

Primery Sekvence primeru (5'- 3") Velikost produktd | Zdroj
PCR
Doména Bacteria
F_eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466 bp [66]
R_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTGTT
Celkové kvasinky
Oli-F CGT CAT AG A GGG TGA GA A TCC 152 bp [67]
Oli-R A CT TGT TCG CTA TCG GTC TC

3.2 Analyzované vzorky

V experimentalni Casti prace byly analyzovany vzorky jogurti vyrobenych v laboratornich
podminkach na FCH VUT v Bré. Vyroba jogurtii vychazela ze standardniho technologického
postupu viz kapitola 3.3.2. Celkem byly analyzovany 3 vzorky jogurtt, a to , klasicky“ bily
jogurt a dva jogurty bulharské. Klasicky jogurt byl vyroben zjogurtové kultury vyrobce
Milcom, jogurt bulharsky kupovany byl vyroben zkoupené bulharské kultury a jogurt
bulharsky tradi¢ni byl vyroben zjogurtu dovezeného z Bulharska pfeoCkovanim. Vyrobené
jogurty byly uchovavany ve vyrobnich lahvich v lednici pfi teploté 4 °C. Pred senzorickou
analyzou nebyly jogurty nijak upravovany, pred analyzou tékavych latek byly pouze
vytemperovany na laboratorni teplotu.

Tabulka 9 Oznac¢eni vzorku

Oznaceni
Klasicky jogurt KL
Bulharsky jogurt — kupovany BK
Bulharsky jogurt — tradi¢ni BT

3.2.1 Pouzité kultury

e jogurtova kultura suSend; slozeni Lactobacillus delbrueckii ssp, bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, MILCOM a.s., CR

e lyofilizovana kultura pro pfipravu bulharského jogurtu: slozeni — Lactobacillus
bulgaricus, Streptococcus thermophilus, LB Bulgaricum, BG

e tradicni bulharsky jogurt (nedefinovaného slozeni)
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Obrazek 2 Analyzované jogurty
3.3 Pouzité metody a pracovni postupy

3.3.1 Postup vyroby jogurtové kultury

Polotu¢né mléko (1 litr) bylo v hrnci zahtato na 90 az 95 °C, pii této teploté bylo ponechano
2 az 3 minuty. Nasledné bylo zchlazeno na 40 az 45 °C a do mléka byla pfidana ptislusna
suSend/lyofilizovana jogurtova kultura. Po dobrém promichani byla pfipravena smes rozlita do
lahvi, které byly ponechany pii 45 °C fermentovat 3 az 6 hodin, dokud nebylo dosazeno
pozadovaného pH 4,5 az 4,7. Po fermentaci byly lahve s pfipravenou kulturou ponechany
v lednici (4 °C) max. po dobu 14 dni, poté byly pfeoCkovany do Cerstvého mléka.

Obrazek 3 Jogurtova kultura pro vyrobu klasického jogurtu
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Obrazek 4 Jogurtova kultura pro vyrobu bulharského koupeného jogurtu

3.3.2 Postup vyroby jogurtu

Do polotu¢ného mléka (1 litr) bylo pfidano 5 az 6 % suSeného odtucnéného mléka, pro zvyseni
susiny a zlepSeni konzistence jogurtu. Smeés byla poté zahtata na 90 az 95 °C, pii této teploté
byla ponechana 2 az 3 minuty. Nasledné byla smés zchlazena na 40 az 45 °C a bylo ptidano 20
az 30 gramu pfipravené jogurtové kultury nebo hotového jogurtu (viz Tabulka /0). Po dobrém
promichani byla pfipravena smés rozlita do lahvi, fermentace probihala stejné jako u pfipravy
jogurtové kultury (viz kapitola 3.3.1).

Tabulka 10 Receptura pro vyrobu jogurti

Pridavek suSeného mléka | Pridavek jogurtové kultury
na 1 litr mléka (g) na 1 litr mléka (g)
Klasicky jogurt 60 30
Bulharsky jogurt — kupovany 50 20
Bulharsky jogurt — tradi¢ni 50 20

3.3.3 Senzoricka analyza

Senzorické hodnoceni probihalo v laboratofi senzorické analyzy po dobu dvou dnti. Celkem se
zacastnilo 25 (n = 25) hodnotiteld. Hodnotitelé obdrzeli cca 20 g od kazdého jogurtu,
oznaCenych tfimistnym kodem. Pro neutralizaci chuti méli hodnotitelé k dispozici vodu.
Senzoricka analyza se skladala z hodnoceni pomoci grafickych stupnic, profilového testu chuti
a poradového testu. Pouzity dotaznik je piilozen v pfiloze 1.

Pfi hodnoceni byly pouzity grafické stupnice o délce 10 cm, viiné a chut byly hodnoceny
z hlediska intenzity a pfijemnosti, barva a vzhled pouze z hlediska pfijemnosti a konzistence
byla hodnocena z hlediska piijemnosti a z hlediska hustoty. V profilovém testu byla hodnocena
intenzita kyselé, sladké, hotké, jogurtové a kvasinkové chuti. Hodnotitelé méli moznost pridat
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vlastni charakteristiku chuti, pokud néjakou pocitili. Nakonec hodnotitelé setadili vzorky podle
ptijatelnosti od nejvice po nejméné pfijatelny.

gt 8 6, GO Bl 4 233
Romamay.

Konzistence testural
Plmact graficee scapnice obodnccte textzu ikt

Nep?fateing — aestelrorns, nohomagera, pilE ks al vadnatd, madavd, hrsdhonits,
Krupika 3, vady

Obrazek 5 Ukazka vzorku piipravenych k senzorické analyze

3.3.4 Stanoveni tékavych latek

Tekavé latky byly stanoveny pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci ve spojent
s mikroextrakci tuhou fazi (HS-SPME-GC-MS). Pred analyzou byly vzorky temperovany a
navazeny do vialek po 3 gramech. Kazdy jogurt byl zméfen tfikrat (n = 3)

3.3.4.1 Podminky SPME extrakce

Doba inkubace (temperovani) 10 min, doba extrakce 20 min, teplota agitatoru (teplota extrakce
a inkubace) 40 °C, agitator zapnuty 5 s, agitator vypnuty 60 s, mnozstvi vzorku 3 g, hloubka
ponofeni vlakna do vialky 20 mm.

3.3.4.2 Podminky GC-MS analyzy

Kapilarni kolona ZB—Wax (parametry kolony: 30 m x 0,25 mm x 0,5 pl), teplota injektoru
(teplota desorpce) 240 °C, doba desorpce 20 mind, davkovani: splitless (ventil uzavien 10 min),
hloubka ponofeni vlakna do injektoru 40 mm, nosny plyn helium, pritok nosného plynu
1 ml - min'!, teplotni program: 40 °C s vydrzi 2 min (vzestupny gradient 3 °C/min do 110 °C s
vydrzi 10 min, vzestupny gradient 3 °C/min do 200 °C s vydrzi 0 min, celkova doba analyzy
65 min), hmotnostni detektor v modu EI (energie ionizacnich elektroni 70 eV, teplota
iontového zdroje 200 °C, skenovaci rozsah m/z 30-370 amu, rychlost skenovani 0,2 s)
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3.3.4.3 Vyhodnoceni vysledkii

Pro analyzu vysledkt byl vyuzit software Xcalibur a referencni knihovny spekter. K identifikaci
sloucenin byla porovnana nameétena hmotnostni spektra se spektry v knihovné a reten¢ni indexy
(Van den Dool a Kratz) byly porovnany s publikovanymi hodnotami. Obsah sloucenin byl
nasledné vyhodnocen pomoci ploch pikd na chromatogramu, coz poskytlo semikvantitativni
udaje (vysledky jsou vyjadreny jako relativni %).

3.3.5 Stanoveni mikrobialniho profilu

3.3.5.1 Priprava kultivaCnich médii a kultivace

Pro kultivaci byly pouzity 3 druhy pevnych médii: masopeptonovy agar (MPA), sladinovy agar
(SA) a agar de Man, Rogosa, Sharpe (MRS).

Kultivacni média byla pfipravena podle uvedeného navodu na obalu. Po smichani
v Erlenmeyerovych bainkach uvedeného mnozstvi praskového média a destilované vody byla
média vysterilovana v autoklavu a poté byla rozlita do Petriho misek (cca 20 ml).

Z kazdého vzorku jogurtu byly fedénim sterilni vodou pfipraveny vzorky o fedéni 10 a 107,
Na agarové plotny s médii bylo hokejkou rozetfeno 100 pl zfedéného vzorku.

3.3.5.2 Priprava hrubého lyzdtu

Pro izolaci DNA bylo nejprve potieba pfipravit hruby lyzat jogurtd. Do sterilni eppendorfky
(1,5 ml) byl odebran 1 ml vzorku jogurtu, pro kazdy typ jogurtu byly pfipraveny 3 opakovani.
Vzorek byl centrifugovan po dobu 5 minut pii 14 000 ot - min™. Supernatant byl slit a ziskany
sediment byl promyt v 1 ml roztoku A ((10nM Tris-HCI (pH 7,8);5 nM EDTA). Poté byla opét
provedena centrifugace za stejnych podminek, supernatant byl slit a sediment byl
resuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku B (10nM Tris-HCI (pH 7,8);5 nM EDTA; lyzozym
3mg/ml). Nasledovala palhodinova inkubace pfi laboratorni teploté a nasledné bylo ptidano 50
ul 20 % SDS a 5 ul proteinazy K. Takto byly vzorky inkubovany pii 55°C do druhého dne.

3.3.5.3 Izolace DNA fenolovou extrakci

K 500 pl pripraveného hrubého lyzatu byl pfidan stejny objem fenolu (destilovany fenol
nasyceny v TE pufru, pH 7,8) a tato smés byla kyvavym pohybem promichavana po dobu
4 minut. Nasledovala centrifugace po dobu 3 minut p#i 15 000 ot. - min!. Po oddéleni fzi byla
vodni faze odebrana do cisté eppendorfky a k ni bylo pfidano 700 ul CIZ smeési (smés
chloroformu a izoamylalkoholu v poméru 24:1). Smés byla opét po dobu 4 minut kyvavym
pohybem promichavana a poté zcentrifugovana po dobu 3 minut pii 10 000 ot. - min™'. Vodni
faze s DNA byla odebrana do cisté eppendorfky. Takto byla DNA pfipravena k pfesrazeni
ethanolem, kdy k vodni fazi byla pfidana 1/20 objemu octanu sodného a 800 pl ethanolu. Obsah
byl dikladné promichan a ponechan po dobu 15 minut pii -20°C. Poté byla provedena
centrifugace pfi 10 000 ot. - min™' po dobu 15 minut. Supernatant byl slit a sediment DNA byl
ususen ve vakuovém exikatoru. Nakonec k ususené DNA bylo pfidano 50 ul TE purfu (pH 7.,8;
pfipraven sterilnim smichanim 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98
ml sterilni destilované vody) a DNA byla ponechana rozpoustét pres noc v lednici.
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Obrazek 6 Oddeélené faze po centrifugaci s fenolem pfi izolaci DNA

3.3.5.4 Izolace DNA komercnim kitem

Pro izolaci DNA zjogurtu byl také pouzit kit pro extrakci DNA z potravin od znacky
NucleoSPin od firmy MACHEREY-NAGEL(Némecko). Pro lepsi vysledky byl pouzit hruby
lyzat bunék jogurtu vyroben dle kap. 3.3.5.2. Nasledné bylo postupovano dle dodaného navodu.

3.3.5.5 Priprava jedné kolonie pro PCR

Vybrana bakterialni a kvasinkova kolonie ziskana po kultivaci na agarovych plotnach byla
rozsuspendovana v 50 ul PCR vody. Suspenze byla poté povarena pii 99 °C 10 minut.

3.3.5.6 Stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Koncentrace a Cistota vyizolované DNA byla métena spektrofotometricky na spektrofotometru
NanoDrop 2000.

3.3.5.7 PCR v realném case

Pro méfeni RT-PCR byla vyizolovand DNA nejdiive nafedéna na koncentraci 10 ng/pl.
Komponenty pro PCR byly nejdiive promichany a kratce zcentrifugovany. Pro kazdy vzorek
bylo pfipraveno 25 pl PCR smési dle Tabulky 11. Navic byly pfipraveny negativni kontroly,
které neobsahovaly DNA, ale pouze vodu a pozitivni kontroly, které obsahovaly
DNA z vybranych typovych kmena.

Tabulka 11 Slozeni PCR smési

Komponent Objem (ul)
Voda pro PCR 9,5
SYTO PCR SYBR Master mix 12,5
Primer F 1,0
Primer R 1,0
DNA matrice 1,0
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Ptipravené vzorky pro PCR analyzu byly promichéany, kratce zcentrifugovany a vlozeny do
PCR cycleru. Program cycleru byl nastaven dle Tabulky 12 a 13.

Tabulka 12 Nastaveni programu pro PCR doménu Bacteria

Teplota (°C) Délka (s)
Denaturace iniciacni 95 300
Denaturace 95 30
Pripojeni primera 55 30 30 cykla
Syntéza DNA 72 30
Posledni syntéza
DNA 72 300
Melt analyza 50 az 90

Tabulka 13 Nastaveni programu pro PCR kvasinek

Teplota (°C) Délka (s)
Denaturace iniciacni 94 300
Denaturace 94 60
Pripojeni primera 51 30 30 cykla
Syntéza DNA 72 60
Poslecli)nliI iznteza 7 300
Melt analyza 50 az 90

3.4 Statistické zpracovani vysledku

Ziskana data byla vyhodnocena v aplikaci Microsoft Excel Office 19 a Statistica 14.1. Pro lepsi
prehled jsou vysledky znazornény graficky ve formeé sloupcovych a boxovych grafi. Ze
statistickych metod byla pouzita korelacni analyza, k urCeni vztahu mezi proménnymi
senzorické analyzy. Také analyza rozptylu jejimz cilem je zjistit, zda existuje statisticky
vyznamny rozdil mezi vzorky, a analyza hlavnich komponent pro vizualizaci dat do faktorové
roviny hlavnich komponent 1 a 2.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Jak jiz bylo zminéno, hlavnim zamérem této prace bylo porovnat , klasicky* cesky vs. bulharsky
jogurt. Celkem byly vyrobeny a analyzovany 3 vzorky, , klasicky*“ bily a bulharsky jogurt
vyrobené z Cistych (standardnich komercné ptipravenych) jogurtovych kultur, a tradicni
bulharsky jogurt dovezeny ptimo z Bulharska.

Vzhledem k tomu, ze slozeni tradi¢niho bulharského jogurtu neni presné znamo, jeho chut
a vuné byva popisovana jako vyraznéjsi, kyselejsi nez jogurtu klasického, nasim cilem bylo
pokusit se stanovit mikrobialni profil vzork a diskutovat souvislosti s jejich senzorickou
kvalitou a obsahem tékavych (aromatickych) latek.

4.1 Vysledky stanoveni tékavych latek

Jednim z cilti této prace byla identifikace a porovnani tékavych latek vyrobenych jogurta. Pro
charakterizaci byla pouzita metoda HS-SPME-GC-MS (kap. 2.5).

Tekavé latky ve vzorcich jogurti byly identifikovany na zakladé hmotnostnich spekter, které
byly porovnany s existujicimi knihovnami. Soucasné byly vypocteny retencni indexy (RI)
a porovnany s publikovanymi hodnotami (Rlef), pokud byly k dispozici. Piehled vSech
identifikovanych latek je uveden v Tabulce 14. Uvedené slouCeniny se vyskytovali alespori ve
2 ze 3 paralelnich vzorkt a hodnota Tr je prumérem jejich reten¢nich Casu. Pro jednotlivé
vzorky je uveden relativni obsah jednotlivych sloucenin v procentech. Tyto slouceniny byly
zafazeny do chemickych skupin a dle literatury bylo dohledano jejich aroma. Ukazka
chromatogramu je v Priloze 2.

Celkem bylo ve vSech vzorcich identifikovano 29 aromaticky latek, z toho 8 alkoholt, 7 ketond,
6 esterd, 5 kyselin, 2 terpeny a 1 aldehyd.
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Tabulka 14 T¢kavé aromatické latky identifikované ve vzorcich jogurti

Slougenina Skupina Popis Tr Bulharsky Bulharsky Klasicky RI Rlret
aroma [68] | (min) kupovany (rel. %) | tradi¢ni (rel. %) (rel. %) [69; 70]
Ethylacetat Ester Ananas 3,88 - 60,4 - 954 893
Ethanol Alkohol Sladké 5,2 - 3,2 - 984 932
Propylacetat Ester Ovocné 5,79 - 0,9 - 997 976
Diacetyl Keton Maslové 5,83 14,7 - 9,9 998 986
Isobutylacetat Ester Ovocné 6,8 - 0,6 - 1027 1018
Pentan-2,3-dion Keton Maslové 8,3 4,6 - 5,2 1074 1071
Isoamylacetat Ester Banan 10,44 - 10,2 - 1133 1168
Heptan-2-on Keton Mydlové 12,96 10,3 1,5 13,1 1198 1185
3—methy1—3—b,uten— -ol Ester Ovocné 13,55 - 0,3 - 1211 -
acetat
3-methyl-2-butenal Aldehyd Ovocné 13,74 - - 1,1 1216 1236
3-methylbutanol Alkohol | Alkoholové 14,5 - 12,5 - 1234 1215
Acetoin Keton Maslové 17,61 38,2 1,3 24,2 1303 1289
Pentan-3-ol Alkohol - 20,02 - - 4,2 1363 1112
2-hydroxy-3- pentanon Keton Zemita 20,75 2,2 - - 1380 1396
Isopropanol Alkohol | Kvétinové | 20,74 - 0,2 - 1380 -
Nonan-2-on Keton | 'Aem | o) gs 3,5 0.9 55 1406 | 1394
mléko
2-ethylhexanol Alkohol Ruze 26,43 1,0 - - 1512 1518
Octova kyselina Kyselina Kyselé 26,52 2,2 1,0 - 1514 1446
Nonan-2-ol Alkohol | Okurkové 27,87 - 0,2 - 1540 1528
Linalool Terpen | Kvétinové 29,27 - 0,5 - 1566 1543
Maselna kyselina Kyselina Zluklé 37,65 3,2 0,6 3,3 1687 1623
Isovalerova kyselina Kyselina Sladké 39,74 9.2 1,1 19,6 1719 1666
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Tabulka 15 T¢kavé aromatické latky identifikované ve vzorcich jogurti — pokracovani

Slougenina Skupina ;(:)I:; Tr Bulharsky Bulharsky Klasicky RI Rlret

[68] (min) kupovany (rel. %) | tradicni (rel. %) (rel. %) [69; 70]
2-tridekanon Keton Syrové 43,68 - - 1,0 1786 1808
2-fenylethylester kyseliny | . i 43,94 i 1.9 i 1790 | 1812

octové

Geraniol Terpen Ruze 45,28 0,6 - 1,6 1816 1839
Hexanova kyselina Kyselina Tucéné 46,37 6,7 1,5 6,9 1840 1843
2-fenylethanol Alkohol Ruze 47,03 - 0,5 - 1853 1856
2-methoxy-4-methylfenol | Alkohol - 48,12 - - 0,8 1877 1933
Oktanova kyselina Kyselina | Syr, pot 51,79 3.8 0,7 3,7 1964 2057

Tr —retencni cas, RI — retencni index, Rl.;— retencni index podie literatury
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4.1.1 Porovnani poctu identifikovanych latek v jogurtech

Pocet identifikovanych latek dle chemickych skupin je porovnan v Grafu 1 a v Grafu 2 je
porovnano jejich procentualni zastoupeni.

Jak je patrné, v bulharském tradi¢nim (BT) jogurtu bylo identifikovano nejvice aromatickych
slouCenin a to 20, v klasickém jogurtu (KL) bylo identifikovano pouze 14 latek a v jogurtu
bulharském z koupené kultury (BK) pouze 13. Ve vSech vzorcich se vyskytovalo 7 ze v§ech
identifikovanych sloucenin, heptan-2-on, acetoin, nonan-2-on, kyselina maselna, isovalerova,
hexanova a oktanova. Obecné muzeme fici, ze jogurt BK a TR jsou si poctem a slozenim
aromatickych latek podobné, zatimco jogurt BT se vyrazné lisi. To je hlavné zpusobeno
obsahem estert, které byly identifikované pouze v jogurtu BT. OvSem kyselinové slozZeni bylo
velmi podobné mezi v§emi jogurty, u jogurtu TR a BK se navic oproti jogurtu BT vyskytovala
pouze kyselina octova. Stejné tak se vzorky podobaly obsahem terpent, kdy kazdy vzorek
obsahoval 1 terpen (konkrétné linalool). Jedinym detekovanym aldehydem byl 3-methyl-2-
butenal, a to pouze u jogurtu TR. Pro jogurtovou chut typicky acetaldehyd (viz kap. 2.5) nebyl
detekovan v zadném vzorku. Vybrané parametry pouzité metody byly sice optimalizovany,
nicméné dalsi experimenty budou zaméfeny na upravu a prip. zlepSeni citlivosti pouzité
metody, tak aby bylo mozné detekovat 1 dalsi latky, pfitomné v nizsich koncentracich.

V porovnani se studii Papaioannou a kol. [31], ktefi také identifikovali v jogurtech pouze jeden
aldehyd, kterym ovSem byl pro jogurty typicky acetaldehyd. Naopak identifikovali pouze
3 kyseliny, a to hexanovou, octovou a maselnou. Ve studii Liu a kol. [28] navic identifikovali
5 slouCenin siry, které se u nami analyzovanych vzorkl jogurtd nevyskytovaly. Tékavé
slouCeniny siry maji obecné nizky prah detekce a mohou hrat dilezitou roli v aroma mlécnych
vyrobku, kde vznikaji ze sirnych aminokyselin; napf. dimethylsulfid byl popsan jako klicova
slouCenina aroma jogurtu.
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Graf 1 Porovnani poctu t€kavych latek v jogurtech

V Grafu 2 pozorujeme, ze jogurt BT se zastoupenim estertt velmi 1i$i od ostatnich jogurtu.
Estery tvotily 30 % identifikovanych latek, a alkoholy az 25 %. Naopak jogurty BK a TR
obsahovaly mnohem vice ketont nez BT, u BK tvorily pres 40 % identifikovanych latek a u
jogurtu TR pies 30 %.
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Graf 2 Procentudlni zastoupeni poctu t€kavych latek v jogurtech
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Vysledky stanoveni poctu identifikovanych tékavych latek byly zpracovany pomoci analyzy
hlavnich komponent, mimo skupinu terpend, ktera byla pro vSechny vzorky stejna. V Grafu 3
muzeme pozorovat, ze vzorky jogurt se od sebe z hlediska slozeni té€kavych latek vyrazné lisi,
kazdy je umistén v odlisné ¢asti grafu. Jogurt KL a BK koreluji negativné s komponentou 1,
kdezto jogurt BT s ni koreluje pozitivné. Podobné je jogurt KL a BT vykreslen v oblasti
pozitivni komponenty 2 a jogurt BK v negativni oblasti komponenty 2. Pokud porovname
Grafy 3 a 4, jogurt BT obsahuje nejvice alkoholll a esterd a neni pfili§ bohaty na ketony.
Opakem toho je jogurt BK. Jogurt KL je bohaty na aldehydy a neobsahuje pfili§ mnoho kyselin.

1,5
KL 1.0
0,5 BT
°
8 0,0
n 2,0 1,5 1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
S
(q\]
8 -0,5
151
<
[a s
1,0
BK
o
-1,5

Factor 1 (72,7 %)

Graf 3 Projekce ptipadu (vzorky jogurti) do faktorové roviny 1 a2
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Graf 4 Projekce proménnych (skupiny t¢kavych latek) do faktorové roviny 1 a 2
4.1.2 Porovnani obsahu identifikovanych latek v jogurtech

Obsah tekavych latek je vyjadien porovnanim ploch pika jednotlivych latek. Graf 5 zobrazuje
porovnani obsahu t€kavych latek v jednotlivych vzorcich jogurti a Graf 6 vyjadiuje ,.relativni
obsah®, tj. % z celkové plochy vSech pikti na chromatogramu.

Z Grafu 5 je patrné, ze jogurt BT obsahoval nékolikandsobné vétsi mnozstvi tékavych latek.
Z celkového obsahu tvorily vice nez 70 % estery, a to zejména ethylacetat, ktery sam o sobé
tvoril pres 60 %. Zajimavé je, ze v ostatnich jogurtech tato sloucenina viibec nebyla detekovana.

Z ostatnich sloucenin pouze isoamylacetat a 3-methylbutanol mély relativni obsah vétsi nez
10 %, zbytek latek se pohyboval pod 4 %. Jak jiz bylo zminéno, jogurty BK a KL byly svym
slozenim podobné, nejvice obsahovaly ketony (vice nez 50 %) a kyseliny, kdy u obou jogurtt
m¢él nejvetsi obsah acetoin. U jogurtu BK mél poté nejvétsi obsah diacetyl a heptan-2-on, u
jogurtu TR to byly kyselina isovalerova, heptan-2-on a diacetyl. Papaioannou a kol. [31]
zaznamenali ve své studii taktéz zvySeny obsah acetoinu. Acetoin, diacetyl a heptan-2-on
identifikovali ve své studii také Liu a kol. [28] stejné jako pentan-2,3-dion a nonan-2-on. Mimo
tyto ketony identifikovali navic aceton a pentan-2-on. Erkaya a kol. [30] identifikovali ve své
studii diacetyl 1 acetoin, mimo to ve vSech vzorcich také identifikovali hexanal. Ethylacetat,
ktery se ve velkém mnozstvi vyskytoval ve vzorku jogurtu BT, identifikovali ve vSech vzorcich,
ovSem v maximalnim mnozstvi 3 %. Jako klicové aromatické latky pro jogurt jsou nejcasteji
popisovany acetaldehyd a diacetyl, ovsem k chuti jogurtu dale pfispiva také 2,3-butandion,
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2, 3-pentandion, dimethylsulfid a benzaldehyd. Zakladnimi aromatickymi latkami, které se
podili na typické chuti bulharského jogurtu jsou acetaldehyd, aceton, 2-butanon, diacetyl,
etylacetat a etanol [27; 71]. Zuvedenych vyznamnych slouCenin byly v této praci
identifikovany diacetyl, ethylacetat a ethanol.
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Graf 5 Porovnani obsahu t¢kavych latek v jogurtech
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Graf 6 Procentudlni obsah identifikovanych t¢kavych latek v jogurtech

4.2 Vysledky senzorického hodnoceni

Vyrobené jogurty byly zaroven podrobeny senzorické analyze. Hlavnim cilem bylo porovnat
chutovy profil jogurtt a jejich celkovou pfijatelnost. Hodnoceni se zac¢astnilo 25 hodnotiteld,
ktefi byli v dotazniku nejprve dotazovani na pohlavi, zda koufi cigarety, jaky maji vztah
k jogurtim a jak Casto je konzumuji. Celkem se hodnoceni zucastnilo 52 % muzt a 48 % zen,
z toho pouze 3 hodnotitelé byli kufaci. Co se tyCe vztahu k jogurtim, pouze 2 hodnotitelé
uvedli, ze jogurty nemaji pfili§ radi, ostatni hodnotitelé jogurty konzumuji velmi radi. Mezi
hodnotiteli 56 % konzumuje jogurty Casto a 44 % je konzumuje obcas.

Vysledky senzorické analyzy jsou uvedeny ve formé boxovych graft, kde osa y vyjadiuje
grafickou stupnici (10 cm).

4.2.1 Hodnoceni vzhledu a barvy

Vzhled a barva byly hodnoceny pouze z hlediska pfijatelnosti od nepfijatelné po vybornou.
Kvalitni jogurt by mél mit pfijemné smetanovou barvu a hladky, leskly, homogenni vzhled bez
bublinek, krupicek apod. Dle vysledkt uvedenych v Grafu 7 byly vSechny jogurty hodnoceny
podobné jako velmi dobré. Nekolik hodnotiteld v poznamkach uvedlo, Zze nenalezli mezi
vzorky ve vzhledu a barvé zadny rozdil. Dle medianu mél nejlep§i vzhled a barvu jogurt
bulharsky tradi¢ni. Protoze data neméla normalni rozlozeni, byla ke statistickému zpracovani
pouzita neparametrickd verze metody ANOVA (Kruskal-Wallis ANOVA). Na zakladé téchto
vysledki neni mezi jogurty statisticky rozdil, co se tyCe vzhledu a barvy.
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Vzhled a barva (Nepfijatelna — Vyborna)
n

Graf 7 Vysledky hodnoceni vzhledu a barvy jogurtu
4.2.2 Hodnoceni konzistence

Konzistence byla opét hodnocena z hlediska piijatelnosti, a protoze u jogurtd je vyraznym
parametrem kvality husta konzistence, byla navic samostatné¢ hodnocena hustota vzorku,
zvlasté bulharsky jogurt by se mél vyznacovat hustou, viskozni konzistenci. Z Grafu 8 je patrné,
ze bulharské jogurty byly hodnoceny velmi podobné a jako nejlepsi se jevil jogurt klasicky.
Vysledky hodnoceni hustoty jogurtu jsou uvedeny v Grafu 9. Cca optimalni hustotu me¢l jogurt
klasicky, bulharské jogurty byly fidsi, oproti ocekavani bulharsky tradi¢ni jogurt mel nejidsi
konzistenci. Z pomérné€ velkého rozptylu hodnot 1ze usuzovat, ze preference hodnotitelti jsou
velmi individualni. Data nebyla ani v jednom ptipad€ homogenni, a proto byla pouzita Kruskal-
Wallis ANOVA. Prijatelnost se mezi vzorky statisticky neliSila, kdezto u hodnoceni hustoty
byly statisticky vyznamné rozdily mezi klasickym jogurtem a jogurtem bulharskym tradi¢nim.
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Graf 8 Vysledky hodnoceni konzistence jogurti

[ Bulharsky - kupovany [l Bulharsky - tradicni [l Klasicky

Graf 9 Vysledky hodnoceni hustoty jogurtu
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4.2.3 Hodnoceni vuné

Viné jogurtd byla hodnocena opét z hlediska ptijemnost, ale také intenzity (neznatelna =2 velmi
silna). Jogurt klasicky mél dle hodnoceni nejintenzivnéj$i vuni, jogurt bulharsky tradi¢ni mél
vuni prekvapiveé nejméné intenzivni. Nepiijemnéjsi vini mél pak jogurt bulharsky kupovany,
a nejméne prijemnou jogurt klasicky. Z té€chto vysledki mizeme usoudit, ze ¢im vyrazngjsi
byla viné, tim byla méné pfijemna. Ze statistického hlediska ovSem nejsou mezi vzorky
vyznamné rozdily.

B Bulharsky - kupovany [ Bulharsky - tradiéni [l Klasicky

10

o

Viné (Neznatelna — Velmi silna)

Graf 10 Vysledky hodnoceni intenzity ving jogurtu
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Vuné (Nepiijemna — Velmi piijemna)

Graf 11 Vysledky hodnoceni pfijemnosti vaun¢é jogurti
4.2.4 Hodnoceni chuti

Chut’ byla hodnocena stejn€ jako vuné z hlediska intenzity a pfijemnosti. Klasicky jogurt mél
dle hodnotiteld nejvyraznéjsi chut, a naopak nejméné piijemnou. Stejného jevu si mizeme
v§imnout u jogurtu bulharského koupeného, kde intenzita chuti byla mezi vzorky nejnizsi
a prijemnost nejvyssi. Odlisnost chuti jogurtu bulharského kupovaného potvrzuje i analyza
rozptylu, kde byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v chuti mezi vzorkem BK a mezi
ostatnimi vzorky.
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Graf 12 Vysledky hodnoceni intenzity chuti jogurti

o

o0

wn [=) -~

B~

Chut’ (Neznatelnd — Velmi silnd)

B Bulharsky - kupovany [l Bulharsky - tradi¢ni [l Klasicky

10
; _
8
7
6
5
4
3 1
2
1

Graf 13 Vysledky hodnoceni ptijemnosti chuti jogurtu

Chut’ (Nepfiijemna — Velmi piijemna)

4.2.5 Profilovy test vybranych chuti

Pro komplexni vyhodnoceni chuti jogurti byl pouzit profilovy test, kde byly hodnoceny
vybrané deskriptory (sladkost, hotkost, kyselost, jogurtova a kvasinkova chut’). Jedna se
o chuté, které ovliviiuji senzorickou kvalitu jogurtu (sladkost, hotkost, kyselost) a o chuté
predpokladané. Pro vSechny deskriptory byla pouzita nestrukturovana graficka stupnice od
neznatelné po velmi silnou intenzitu dané chuti. Vysledky jsou uvedeny v Grafu 14.
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Z celkového pohledu byly vzorky KL a BT hodnoceny velmi podobné ve vSech parametrech.
Jogurt BK se vyrazné odliSoval, byl mnohem sladsi a méné kysely a vykazoval nejvyrazngjsi
jogurtovou chut. Diky tomu byl tento jogurt hodnocen jako celkové nejlepsi z hlediska chuti
(viz predchozi kapitola). Kvasinkovou chut stfedni intenzity hodnotitelé identifikovali
v jogurtu BT a KL, stejn€ tomu tak bylo u horkosti, kterd mohla s kvasinkovou chuti souviset.
Jak ve své studii udava Nikolova a kol. [72] bulharsky jogurt mé hladky a leskly povrch, husté
koagulum, homogenni konzistenci a pifijemné mléén€ nakyslou chut, kterda se b&hem
skladovani zvysuje. O kvasinkové chuti se studie zabyvajici se bulharskym jogurtem nezmiriuji.

Kyselost
10

Kvasinkova

chut Sladkost

e Bulharsky - kupovany

e Bulharsky - tradi¢ni

e K |asiCkY

Jogurtova

, Horkost
chut

Graf 14 Vysledky profilového testu
4.2.6 Poradovy test

Celkovou prijatelnost vzorkt jogurti méli hodnotitelé moznost porovnat v ramci poradového
testu. Nejlépe byl mezi vzorky hodnocen jogurt bulharsky kupovany, poté nasledoval jogurt
tradiéni a jogurt bulharsky tradi¢ni byl hodnocen nejhtufe. Tyto vysledky odpovidaji
predpokladiim, které vyplyvaji z hodnoceni chuti a z profilového testu. Obecné hodnotitelé
uptednostiiovali jogurty sladsi, ne tak kyselé.
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Graf 15 Vysledky potadového testu

4.2.7 Analyza hlavnich komponent

Také vysledky senzorického hodnoceni byly na zavér zpracovany pomoci metody PCA. Z grafa
je patrné, ze vzorek jogurtu BK tvofi shluk v negativni oblasti komponenty 1. Z porovnani obou
grafi vyplyva, ze tento jogurt mél piijemnou chut i vini a byl mnohem sladsi nez ostatni
jogurty. Zaroven tento shluk lezi jak v pozitivni, tak v negativni oblasti komponenty 2. Vzorky
BT a KL byly oba podobné projektovany z velké ¢asti do pozitivni oblasti komponenty 1, s tim
souvisi 1 detekovana kvasinkova chut a s ni hotkost. Tyto jogurty mély také intenzivnéjsi
celkovy dojem chuti a kyselost.
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Factor 2 (13,25 %)
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Graf 16 Projekce ptipadu (vzorky jogurti) do faktorové roviny 1 a2
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Graf 17 Projekce proménnych (senzorické vlastnosti) do faktorové roviny 1 a 2
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4.2.8 Korelac¢ni analyza

Byla provedena korela¢ni analyza senzoricky hodnocenych vlastnosti jogurti. Hofkost
a kvasinkova chut’ maji korelacni koeficient 0,68, coz zna¢ni silnou korelaci — ¢im vétsi je
kvasinkova chut, tim vice je jogurt hotky. Horkost dale negativné korelovala s piijemnosti
chuté jogurtu (korelacni koeficient je -0,51). Se zvySovanim hotké chuti bude tedy jogurt méné
chutové prijemny. Stim souvisi také korelace intenzita vs. pfijemnost chuté, zvySovani
intenzity negativné ovliviiuje piijemnost chuté jogurtu (korelacni koeficient -0,54). Kyselost
pak silné pozitivné ovliviiovala intenzitu chuti a negativné slabé ovliviiovala jeji pfijemnost,
s korela¢nim koeficientem -0,37.

4.3 Vysledky stanoveni mikrobialniho profilu

Hlavnim cilem prace bylo pokusit se stanovit zakladni mikrobialni profil vzorkd, tj. prokazat
pritomnost bakterii a kvasinek. Zatimco jogurty vyrobené z Cistych mlékarskych kultur (KL
a BK) by mély obsahovat pouze bakterie Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
bulgaricus, u tradicniho bulharského jogurtu (BT) lze predpokladat mnohem pestiejsi
zastoupeni mikroorganismi, mozna i pfitomnost kvasinek. Od toho se potom mohou odvijet
vyse zjisténé odlisnosti v senzorické kvalité€ a profilu tékavych latek jednotlivych vzorku.

4.3.1 Kultivace na tuhych médiich

Bakterie a kvasinky byly kultivovany na agarovych médiich MPA, MRS a SA. Petriho misky
s MPA a MRS médiem byly kultivovany pii 37 °C a s SA médiem pii 25 °C po dobu dvou dnii.
U jogurtu BT doslo k naréistu bunék pii fedéni 107! a 107 na viech typech médii; médium SA
je specifické pro kvasinky, potvrzeni kvasinkové DNA bylo provedeno pomoci PCR v realném
gase. U jogurtu BK doslo k narfistu mensiho mnozstvi bunék pfi fedéni 107! a 10 na médiu
MPA. Stejné tak u jogurtu KL doslo k malému narastu bunék na médiu MPA, ovSem pouze pfi
fedéni 107!, u fedéni 107 doslo na jedné plotné k nahodnému nariistu velké kolonie, a tak byla
povazovana za kontaminaci, ovSem i tak byla pouzita pro PCR analyzu.

Obrazek 7 Rist kolonii bunék jogurtu BT pfi fedéni 10-!(vlevo) a 1073 (vpravo) na MPA mediu
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Obrazek 9 Riist kolonii bungk jogurtu BT pfi fedéni 10-'(vlevo) a 10 (vpravo) na mediu SA
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Obrazek 11 Ruast kolonii bunék jogurtu KL pfi fedéni 10! (vlevo) a 10~ (vpravo) na mediu MPA

4.3.2 1Izolace DNA

Z jogurtl byly nejprve pripraveny lyzaty dle kap. 3.3.5.2. ve dvou opakovanich. Nasledné byla
DNA izolovana fenolovou extrakci dle kap. 3.3.5.3 a pfesrazena ethanolem. Koncentrace DNA
byla zméfena spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop 2000. Takto izolovana DNA méla
koncentraci 1000 az 5000 ng/ul a pomeér Aaeonso indikoval mirné znecisténi proteiny nebo
jinymi latkami. Oproti tomu DNA izolovand pomoci komercniho kitu meéla koncentraci
v rozsahu 2 az 10 ng/ul. Je mozné, ze pro zisk vétsi koncentrace by bylo zapotiebi pouzit vétsi
mnozstvi jogurtu. Také, je mozné, ze tento kit i pfesto ze je vyrobci doporucovan k izolaci DNA
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z potravin, neni pro jogurty vhodny, protoze v pozitivné testovanych vzorcich tohoto kitu se
nevyskytuje zadny mléény vyrobek.

4.3.3 Prukaz pritomnosti DNA domény Bacteria metodou PCR v reilném case

Pro prokazani pfitomnosti bakterialni DNA byla nejprve pouzita DNA vyizolovana pfimo
z jogurtd pomoci fenolové extrakce dle kap. 3.3.5.3, ktera byla nafedéna na 10 ng/ul. Byly
ptipraveny smési pro PCR a byla provedena RT-PCR dle postupu 3.3.5.7. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA kmene Lactobacillus casei CCM 4798 a Lactobacillus helveticus
CCDM 456/02. Vysledky jsou vyjadieny ve formé amplifikacni kiivky a kiivky tani. Jak je na
Obrazek 12 patrné, DNA Lb. helveticus CCDM 456/02 se zac¢ala amplifikovat po 7 cyklu a Lb.
casei CCM 4798 po 15 cyklu. Vzorek jogurtu BT (svétle modra barva) se zac¢al amplifikovat
po 22 cyklu. Z analyzy ktivek tani (Obrazek 13) je patrné, ze vysledky pro vzorky jogurtu KL
a BK jsou negativni, tedy Ze neobsahuji bakterialni DNA, u jogurtu BT muzeme pozorovat
kiivku s bodem tani kolem 83 °C, takze tyto vzorky patrné obsahovaly bakterialni DNA.
Celkove tyto vysledky nebyly prikazné pro potvrzeni vyskytu bakterialni DNA ve vzorcich
jogurtu, je mozné ze reakce byla inhibovana nékterymi slouceninami pouzitymi pii izolaci
DNA, jako je ethanol nebo fenol.

2.5

Lb. helveticus

. \

BT — bulharsky tradi¢ni

Intensity (RFU)

0.5+

Lb. casei \
7
/

T T T T T 1
] 10 15 20 25 a0
Cycle

Obrazek 12 Amplifikacni kiivky pro doménu Bacteria s pouzitim DNA izolované fenolovou extrakci
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Obrazek 13 Ktivky tani pro doménu Bacteria s pouzitim DNA izolované fenolovou extrakci

Poizolaci DNA pomoci kitu byly vybrany nékteré izolaty DNA, které mély dostatecné€ vysokou
koncentraci pro pouziti PCR metody. Na Obrazku 14 miizeme pozorovat, ze vzorek jogurtu BT
se zacal amplifikovat po 16 cyklu. Z analyzy kfivek tani (Obrazek 15) je patrné, ze vzorek BT
tvoti pik s bodem tani kolem 84 °C, podobné jako u PCR s pouzitim DNA izolované pomoci
fenolové extrakce. Muzeme si také povSimnout malého piku (rizova barva) v oblasti
pozitivnich kontrol s bodem tani kolem 87 °C, ktery patti vzorku jogurtu KL. To nam naznacuje
pozitivni vysledek z hlediska obsahu bakterialni DNA, ovSem jedna se o dvojpik, coz znaci
tvorbu nespecifického produktu.
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Obrazek 14 Amplifika¢ni kiivky pro doménu Bacteria s pouzitim DNA izolované kitem
Lb. helveticus

BT - bulharsky tradi¢ni
KL - klasicky

Lb. casei

Temperature (°C)

Obrazek 15 Kiivky tani pro doménu Bacteria s pouzitim DNA izolované kitem
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Protoze ani jeden zvysledkii za pouziti DNA izolované vySe uvedenymi zpusoby nebyl
prukazny, byly pro PCR pouzity pfimo kolonie bunék ziskané kultivaci (kap. 4.3.1), které byly
lyzovany zvySenou teplotou (99 °C/10 minut). Na nékterych médiich se vyskytovaly kolonie
bilé a zluté barvy, vzorky se zlutou kolonii jsou oznaCeny pismenem z. Na Obrazku 16 mizeme
pozorovat ze zluté kolonie ziskané z jogurtu KL a BK se zacaly amplifikovat po 11 cyklu, bila
kolonie jogurtu BT a KL se zacala amplifikovat po 15 cyklu. Obrazek 17 zobrazuje ktivky tani,
kde mizeme pozorovat, ze vSechny vzorky zlutych kolonii tvofi pik s bodem tani kolem 89 °C.
Vzorky s bilou kolonii tvofi pik s bodem tani kolem 87 °C.

Za pouziti lyzatu bunék ziskaného ptimo z vypichnuté kolonie narostlé na vhodné kultivacnim
médiu byla potvrzena pfitomnost bakterii ve vSech vzorcich jogurtt.

BT — bulharsky tradi¢ni
KL — klasicky

. BK — bulharsky kupovany
7 — 7luta barva kolonie

Lb. lactis

Intensity (RFU)

0.5

BT

Lb. casei

0.25

5 10 15 20 25 30
Cycle

Obrazek 16 Amplifikacni kiivky pro doménu Bacteria pti pouziti kolonii bunck
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BT — bulharsky tradi¢ni Lb. lactis
KL —klasicky
7 BK —bulharsky kupovany

7 — zluta barva kolonie

dFidT
<
—

Temperature (°C)

Obrazek 17 Ktivky tani pro doménu Bacteria pii pouziti kolonii bun€k

Z vyse uvedeného vyplyva, ze pro dalsi praci, tedy blizsi urCeni jednotlivych bakterialnich
rodd, respektive druht je zapotiebi najit vhodnéjsi zpusob izolace DNA piimo z jogurtt, nebo
jiz ze zacatku vychézet z kultivaci.

4.3.4 Prukaz pritomnosti DNA kvasinek metodou PCR v realném case

Pro prokéazani ptfitomnosti kvasinkové DNA byla pouzita stejna DNA jako v kap. 4.3.3. Byly
pfipraveny smési pro PCR a byla provedena qPCR dle postupu 3.3.5.7. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita DNA kmene Saccharomyces pastorianus CCY 21-6-3, Kluyveromyces lactis
CCDM 260, Candida vini CCY 29-39-3 a Pichia farinosa CCY 39-4-3. Vysledky jsou
vyjadieny ve forme amplifikacni kfivky a kiivky tani na Obrazku 18, respektive 19.

Stejné jako v pripade detekce pritomnosti bakteriadlni DNA, DNA izolovana pomoci fenolové
extrakce pifimo z jogurtu nebyla amplifikovana (Obrazek 18). U DNA izolované kitem byly
amplifikovany stejné 2 vzorky jako v pfipade bakterialni DNA, a tedy vzorek DNA jogurtu BT
a KL. K amplifikaci do§lo po 23 cyklu. Bod tani pro pik jogurtu BT je kolem 84 °C a jogurtu
KL kolem 83 °C.
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Obrazek 18 Amplifikacni kiivka pro kvasinky pti pouziti DNA izolované fenolovou extrakci a pomoci kitu
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Obrazek 19 Kitivky tani pro kvasinky pti pouziti DNA izolované fenolovou extrakci a pomoci kitu
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Pfi pouziti hrubého lyzatu bunék ziskaného piimo z kolonii narostlych na kultivaénim médiu
pro dikaz kvasinek byly viechny vzorky jogurtu BT (tmavé modré) amplifikovany po 11 cyklu.
Stejné tak vSechny piky maji bod tani kolem 83 °C.
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Obrazek 20 Amplifika¢ni ktivky pro kvasinky pfi pouziti kolonii bun€¢k
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Obrazek 21 Kitivky tani pro kvasinky pii pouziti kolonii bun€k

Provedené stanoveni potvrdilo pivodni pfedpoklad, ze na rozdil od klasického jogurtu (KL) a
bulharského jogurtu — kupovaného (BK) byla v bulharském jogurtu — tradi¢ni (BT) prokazana
pritomnost kvasinek. Jogurt BK a KL tedy kvasinky neobsahoval, potvrzen zde byla pouze
pritomnost bakterialni DNA, coz odpovida pfitomnost jogurtovych kultur pouzivanych k jeho
vyrobé. Shrnuti vysledku je uvedeno v Tabulce 16.

Tabulka 16 Vysledky stanoveni mikrobidlniho profilu jogurti

Typ jogurtu Oznaceni Bakteridlni DNA
DNA kvasinek
Klasicky jogurt KL + -
Bulharsky jogurt — kupovany BK + -
Bulharsky jogurt — tradi¢ni BT + +

+ ... Pomoct RT-PCR prokdzana pritomnost bakterialni/kvasinkové DNA
- ... Pomoci RT-PCR nebyla prokdzdna pritomnost bakteridlni/kvasinkové DNA
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5 ZAVER
Cilem této prace bylo porovnat bulharsky a klasicky jogurt z hlediska mikrobialniho profilu,

senzorické kvality a obsahu t€kavych latek. K analyze byly vyrobeny 3 druhy jogurtd, dva ze
suSené kultury a jeden pomoci jogurtu dovezeného piimo z Bulharska.

Pro stanoveni mikrobialniho profilu jogurtd byla vyuzita kvantitativni polymerazova fetézova
reakce. Vzhledem k tomu, ze po jednoduché izolaci pfimo z jogurtu pomoci fenolové extrakce
a komerc¢niho kitu se nepodarilo prokéazat bakterialni ani kvasinkovou DNA, byly jogurty
kultivovany na pevnych médiich a narostlé kolonie byly pouzity jako DNA matrice pro PCR
reakci. Takto se podafilo prokazat ve vSech jogurtech bakterialni DNA, kvasinkovou DNA,
podle oCekavani, pouze v jogurtu bulharském tradi¢nim.

S tim souvisi 1 vysledky senzorického hodnoceni, kdy u tradi¢niho bulharského jogurtu
hodnotitelé detekovali kvasinkovou chut’. Jinak ale prekvapivé byl tento jogurt hodnocen velmi
podobné, jako jogurt klasicky, ktery mél vyrazné kyselou chut'. Ze senzorického hlediska byl
nejlépe hodnocen jogurt bulharsky vyrobeny ze susené kultury, ktery mél ptijemny vzhled, vini
a prijemné kyselou chut a celkové vybornou senzorickou kvalitu.

Odli$nost bulharského tradi¢niho jogurtu se dobfe ukazala na profilu tékavych latek, ktery byl
nejbohatsi, co se tyCe obsahu 1 poctu sloucenin. Mél tedy vyrazng€jsi aroma nez ostatni jogurty,
coz bylo potvrzeno senzorickym hodnocenim.

Obsah teékavych latek v jogurtech byl stanoven pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci ve spojeni s mikroextrakci s pevnou fazi. Celkem bylo ve vSech vzorcich identifikovano
29 aromaticky latek, z toho 8 alkoholl, 7 ketonu, 6 esterd, 5 kyselin, 2 terpeny a 1 aldehyd.
Aromaticky charakter téchto latek byl ovéren v literature. U vSech vzorka byl identifikovan
heptan-2-on, acetoin, nonan-2-on, kyselina maselna, isovalerova, hexanova a oktanova.

Jogurt bulharsky tradicni se tedy celkové lisil slozenim aromatickych latek od ostatnich dvou
vzorkt. Jeho aromaticky profil byl az ze 70 % tvoren estery, kdezto v ostatnich jogurtech
prevladaly zejména ketony. Dle literatury pro jogurty typicky acetaldehyd nebyl nalezen
v zadném jogurtu. Z vyznamnych sloucenin typickych pro aroma jogurtu byly nalezeny
diacetyl, ethylacetat a ethanol.

Na zaklade zjisténych poznatka lze fict, Ze jogurty vyrobené v Bulharsku se lisi od klasickych
jogurtt jak v senzorické kvalit€, obsahu t€kavych latek tak i v mikrobialnim profilu. To muze
byt zptsobeno zejména endemickou jogurtovou mikroflorou, ktera se vyskytuje v nékterych
oblastech Bulharska.

V navazujici praci bude vhodné optimalizovat (zlepsit citlivost) metody stanoveni teékavych
latek v jogurtu, z hlediska molekularné — diagnostického pak optimalizovat metodu izolace
mikrobialni DNA zjogurtu a zaméfit se na stanoveni konkrétnich rodd, pfipadné druht
mikroorganismu vyskytujicich se v jogurtech.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

GC
SPME
GC-MS
GC-FID
SIFT-MS
PTR-MS
BMK
PCR
RT-PCR
PCA
MPA
SA

MRS

Plynova chromatografie

Mikroextrakce pevnou fazi

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Plynova chromatografie s plamenové-ionizacni detekci
Hmotnostni spektrometrie se zvolenym prutokem iontu
Hmotnostni spektrometrie s pfenosem protonu
Bakterie mlécného kvaSeni

Polymerazova fetézova reakce

Polymerazova fetézova reakce v realném Case
Analyza hlavnich komponent

Masopeptonovy agar

Sladinovy agar

Agar de Man, Rogosa, Sharpe
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9 PRILOHY

Ptiloha 1 Dotaznik pro senzorickou analyzu jogurti

Dotaznik pro senzoricke hodnoceni jogurtu

Datum: kuialknekuiak
Cas: Zena'muz

Vazeni hodnotitelé, zhodnot'te prosim piedlozené vzorky jogurti.

Jakeé je Vade stanovisko pied hodnocenim? Jak fasto jogurty konzumuyete?
* Jogurty mam velmi rad/a ¢ Jogurty konzumuy: ¢asto
* Jogurty nemam piilis rad/a * Jogurty konzumuji obéas
* Jogurty nemam rad/a ¢ Jogurty nekonzumunyi

Vzorky hodnot'te v nasledujicich znacich podle uvedenyvch mnstrukei, pouzijte uvedene
stupnice a tabulky.

1. Hodnoceni pomoci graficlkych stupnic

Vzhled a barva

Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnotte piijemnost vzhledu a barvy vzork [do stupnice
zapiste kody vzorku).

|
I |
Meprijatelna Wyborna

Popis krajnich bodd:

Vyborna —barva smetanova, leskl3, stejnorodd, bez cizich odstind. Vzhled €isty, hladky, leskly,
homogenni

Nepfijatelna — barva netypicka (nazloutla, nazelenala aj.), vyvstavajici syrovatka,
nehomogenni vzhled, pfitomnost bublinek a jiné vady

Poznamky:

Konzistence (textura)

Pomoci grafické stupnice ohodnot’te texturu vzorkd.

Mepfijatelna Vyborna

Fopis krajnich bod:
Vyborna — jemna, krémovita, hladka, viskosni, homogenni, stejnoroda

Nepfijatelna — nestejnoroda, nehomogenni, prilis fidka az vodnata, mazlava, hrudkovita,
krupitkovita aj. vady
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Prilis fidka Optimalni PFiliS husta

Poznamky:

Vuné

Pomoci grafické stupnice ohodnot'te intenzitu viné vzorki.

Neznatelna Velmi silna

Pomoci grafické stupnice ohodnot'te pfijemnost viin€ vzorka.

Nepfijemna Velmi

Popis krajnich bodu:
Velmi pfijemna - Cista, mlé€na, mirné nakysla
Nepfijemna — necista, nepfijemna, ostre kysela, pfipadné jiné vady

Poznamky:

Chut’

Pomoci grafické stupnice ohodnot'te intenzitu chuti vzork.

Neznatelna Velmi silna

Pomoci grafické stupnice ohodnot'te pfijemnost chuti vzorki.

Nepfijemna Velmi

Popis krajnich bodu:

Velmi pfijemna - Cista, smetanova, jemné mlécné nakysla, jogurtova

Nepfijemna — malo nebo naopak prili§ kysela, nepfijemna, nahorkla, cizi pachuti a jiné

vady
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Poznamky:

2. Profilovy test vvbranvch chuti

Posud’te dil¢i chuté u kazdého vzorku. Pouzijte grafické stupnice.

Velmi silna

Velmi silna

Kyselost
I
I
Neznatelna
Sladkost
I
I
Neznatelna
Horkost
I
I
Neznatelna

Jogurtova chut’

Velmi silna

Neznatelna

Kvasinkova chut’

Velmi silna

Neznatelna

Jina (pripadné jaka)

Velmi silna

Neznatelna

3. Poradova zkouska - celkova prijatelnost

Setad’te vzorky dle celkové ptijatelnosti

Velmi silna

Nejvice piijatelny

Nejméné piijatelny

Kéd vzorku

Deékuji za Gcast a za vyplnéni dotazniku. Pfipadné piipominky ke vzorkiim nebo k hodnoceni

piste prosim zde:

73



Ptiloha 2 Ukdzka chromatogramu t€kavych latek v bulharském tradi¢nim jogurtu; identifikace slou¢enin viz Tabulka 14
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