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Souhrn

Disacharid laktosa se vyskytuje jako přirozená součást lidské potravy v mléce a mléčných výrobcích. Obsah laktosy v mléce a mléčných výrobcích je ovlivněn přípravou těchto produktů. 

V průběhu diplomové práce byl sledován průměrný obsah laktosy během fermentace v mléce plemene skotu Holštýn (ze stáje ČZU) a v některých vzorcích jogurtů z obchodní sítě. Pro fermentaci mléka bylo použito sušených jogurtových kultur (Laktoflora-Milcom a.s.), které jsou tvořeny mikrobiálními kmeny: Lbc. delbruckii subsp. bulgaricus, Str. thermophilus a smetanových kultur (Laktoflora-Milcom a.s.), které jsou tvořeny mikrobiálními kmeny: Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. diacetilactis.

.


Stanovení bylo prováděno titrační metodou podle Luff-Schoorla, pomocí HPLC a infračervené spektroskopie na přístroji Milko-Scan, stanovením změn aktivní kyselosti pH metrem a monitorováním titrační kyselosti. Pozornost byla věnována především procentuálním rozdílům laktosy ve vybraných vzorcích, porovnání obsahu laktosy mezi vzorky kultivovanými smetanovou a jogurtovou kulturou, dále pak mezi vzorky mléka a vybranými jogurty s přihlédnutím na použité metody. 

Největší pokles obsahu laktosy byl během fermentace stanoven pomocí metody HPLC u vzorků s jogurtovou kulturou. Jednalo se o snížení o cca 25 % rel.. Rozdílné výsledky byly u obou kultur dosaženy pomocí přístroje Milco-Scan, kdy došlo k zvýšení absorpce OH skupin v oblasti vyhodnocené jako laktosa.  Jako nejspolehlivější metoda se během měření prokázala metoda HPLC.

Klíčová slova: 
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Summary

Disaccharide lactose occurs as natural ingredient of human nutrient in milk and milk products. Lactose content in milk and in milk products is affected by the preparation of those products.

In the course of the thesis, average content of lactose was monitored during the fermentation of milk from Holstein cattle breed (from the stable of CULS) and in some samples of yogurt available in standard outlets. Dried thermophilic culture (Laktoflora-Milcom a.s.), which consists of microbial strains: Lbc. delbruckii subsp. bulgaricus, Str. thermophilus and mesophilic culture (Laktoflora-Milcom a.s.), which consists of microbial strains: Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. diacetilactis, were used for milk fermentation.

Determination was processed by the titration method according to Luff-Schoorl, by means of HPLC and infrared spectroscopy by Milko-Scan device, by determination of present acidity using pH meter and monitoring of titratable acidity. The attention was paid to the differences in the percentage of lactose in selected samples, to the comparison of the lactose content between samples cultivated with mesophilic and thermophilic cultures, then among the selected samples of milk and yogurt with regard to the used methods.
The largest decrease of lactose content during fermentation was determinated by using HPLC method in samples with yogurt culture. This was a decrease by approximately 25 % rel.. Different results were obtained in both cultures using the apparatus Milco-Scan, when the increase of absorption of OH groups in the area evaluated as lactose was observed. HPLC was evaluated as the most reliable method.  
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 1 Úvod

Laktosa je jednou z hlavních složek mléka. Jedná se o disacharid složený z galaktosy a glukosy vázané β-glykosidickou vazbou (Čurda, 2006). 
Disacharid laktosa je přítomen pouze v mléce a v mléčných produktech. V zažívacím traktu je laktosa hydrolyzována pomocí enzymu β-galaktosidasy (laktasy) na glukosu a galaktosu, které jsou dále absorbovány (Sieber et al., 1997). Kromě hydrolytického procesu může být laktosa oxidována na laktobionát a následně enzymově degradována na glukonát a galaktosu. Glukosa je fermentována na kyselinu mléčnou přímo, galaktosa po enzymové přeměně na glukosu. V závislosti na aktivitě dehydrogenas a racemas použitých mikroorganismů vzniká směs různých optických isomerů kyseliny mléčné (Forman et al., 1996).
Mléčný disacharid laktosa je z hlediska fyziologie výživy důležitý jako přirozený pomocník v procesu trávení a znovu vytváření střevní mikroflóry po střevních infekcích, terapii antibiotiky a po plísňových chorobách střeva. (www4). Z hlediska nutričního je významným zdrojem energie, z hlediska technologického je základem pro výrobu tekutých zakysaných mléčných výrobků, sýrů a másla. Někteří lidé trpí laktosovou intolerancí. Její příčinou je nedostatek nebo úplná absence enzymu laktasy, která štěpí laktosu na monosacharidy a umožňuje tak její nutriční využití ve střevech (Hejtmánková et al., 2002). Významné zlepšení tolerance laktosy je pozorováno při konzumaci fermentovaných výrobků. To souhlasí jednak se sníženým obsahem laktosy díky fermantaci, ale hlavní roli má přítomnost bakterií mléčného kvašení. Třetím důvodem, který ovlivňuje projevy intolerance laktosy, je konzistence fermentovaných výrobků a jejich pomalejší průchod trávicím traktem (Čurda, 2006).
1.1 Normy pro stanovení laktosy

Metody pro stanovení laktosy a jejich degradačních produktů jsou uvedeny v následujících normách: 

ČSN 46 7092–23 se zabývá metodami zkoušení krmiv. Norma ČSN 57 0105–6–1, zde se jedná o metody zkoušení mléčných výrobků sušených a zahuštěných. ČSN 57 0111–6, tato norma stanovuje obsah laktosy a zároveň jsou zde i metody pro zkoušení kaseinu. ČSN ISO 5765–1 a ČSN ISO 5765–2, tyto dvě normy se používají pro sušené mléko, sušené zmrzlinové směsi a tavené sýry. ČSN 57 0530 metody pro zkoušení mléka a tekutých mléčných výrobků. ČSN 57 0107 metody zkoušení sýrů, tvarohů, krémů a pomazánek. ČSN 57 0536 stanovení složení mléka infračerveným absorpčním analyzátorem. ČSN ISO 22662 stanovení obsahu laktosy vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií.
2 Cíl práce

Cílem diplomové práce bylo v teoretické části zpracování literární rešerše týkající se problematiky analytického stanovení laktosy a jejích změn během fermentace. 
V praktické části byl sledován obsah laktosy ve vzorcích mléka fermentovaných jogurtovou a smetanovou kulturou a monitorován její úbytek během fermentace. Dále byl sledován obsah laktosy u 12 jogurtů z obchodní sítě. Během stanovení byly používány metody, které byly mezi sebou porovnávány a to metoda infračervené spektroskopie, HPLC, titrační metoda podle Luff-Schoorla, stanovení aktivní a titrační kyselosti.
3 Laktosa

Laktosa (Saccharum lactis) neboli tzv. mléčný cukr viz vzorec č. 1, je disacharid složený z galaktosy a glukosy (www1). Je zdrojem energie důležité pro práci srdce, ledvin a jater, je součástí buněk, koenzymů, vitamínů, účastní se syntézy bílkovin a tuků, má důležitý význam při vnitrobuněčné výměně. Ve střevech se rozkládá na kyselinu mléčnou, je růstovým faktorem řady mikroorganismů a inhibuje rozvoj hnilobných procesů. Stupeň využití laktosy v lidském organismu představuje 98 % (Březina, Jelínek, 1990). V zažívacím traktu je laktosa hydrolizována pomocí enzymu β-galaktosidasy (laktasy) na glukosu a galaktosu, které jsou dále absorbovány (Sieber et al., 1997). Laktosa přispívá rovněž k lepšímu využití vápníku (Březina, Jelínek, 1990).
Vzorec č. 1: Laktosa (www3)
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3.1 Deriváty laktosy a její využití
 
Laktosa z mléka přechází do řady mlékárenských výrobků. Laktosa však nemusí být obsažena jen v mlékárenských výrobcích, ale používá se i při výrobě cukrovinek, pekárenských a masných výrobků. Využívá se přitom její nízké sladivosti tam, kde by sacharosa vedla k příliš sladké chuti, protože laktosa má ve srovnání se sacharosou asi třetinovou sladivost (Čurda, 2006). Má zejména pomocný farmaceutický význam, takže se používá jako prostředek pro výrobu práškovitých lékových forem, tablet a podobně. Dále také může sloužit jako dětská výživa. Působí mírně projímavě a může sloužit též jako prostředek pro normalizaci střevní flory (www1). Některé mikroorganismy zkvašují laktosu na ethanol a kyselinu mléčnou. Toho se využívá při výrobě kefíru z kravského mléka (www3).  
V zažívacím traktu zdravých lidí je nejprve v horní části tenkého střeva (jejunum) štěpena β‑galaktosidasou na glukosu a galaktosu, které jsou následně absorbovány v dolní části tenkého střeva (ileum). Laktosa přítomná v mléce, resp. syrovátce, je též fermentována bakteriemi mléčného kvašení za vzniku kyseliny mléčné, popř. octové, čehož se využívá při výrobě sýrů a fermentovaných mléčných výrobků (Bohačenko et al., 2007).
3.1.1 Laktulosa


Laktulosa (4-O-β-D-galaktopyranosyl-D-fruktosa) viz vzorec č. 2 vzniká izomerací glukosylu v laktose působením záhřevu na mléko a je v malém množství přirozenou složkou tepelně ošetřeného mléka a mléčných výrobků. Laktulosa je nestravitelným disacharidem, je poněkud sladší (asi 60 % sladivosti sacharosy) a má jako laktosa slabě laxativní účinky (Velíšek, 2002). Signifikantní vliv na střevní mikroflóru má až ve větších koncentracích, je proto komerčně produkována zahříváním laktosy za katalýzy např. hydroxidu sodného (Rudolfová a Čurda, 2005). Průběh fermentace laktulosy je v naprosté většině případů uváděn v kontextu se studiem problematiky prebiotik, tj. využívání tohoto nestravitelného disacharidu komplexem bakterií osídlujících tlusté střevo, především laktobacilů a bifidobakterií. Údaje o možných metabolických cestách využívání laktulosy při její fermentaci bakteriemi mléčného kvašení jsou naopak velmi sporadické (Bohačenko et al. 2007).
Vzorec č. 2: Laktulosa (www9)
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3.1.2 Galaktooligosacharidy

Galaktooligosacharidy (GOS) (viz vzorec č. 3) jsou živočišného původu (kravské mléko) a průmyslově se vyrábějí z laktosy transgalaktosylací účinkem β-galaktosidasy (Rudolfová a Čurda, 2005). Předností GOS z hlediska jejich využití jako prebiotik je selektivní fermentace. Jsou specificky přeměňovány bifidobakteriemi. Ve studii se řízeným stravováním se ověřilo, že zvýšený příjem oligosacharidů zvyšuje počet bifidobakterií v zažívacím traktu a jejich převahu ve stolici. Bifidogenní účinek byl prokázán také při studii, při níž byly GOS aplikovány do kojenecké výživy (www4). 
Galaktooligosacharidy se vyskytují ve fermentovaných mléčných výrobcích díky β‑galaktosidase zákysové kultury, i když dochází pouze k mírné konverzi laktosy (okolo 20 %). V komerčním jogurtu byly detekovány allolaktosa a galaktobiosa v množství 0,03 a 0,09 %. Obsah galaktooligosacharidů v jogurtu roste s dobou fermentace a během skladování (Čurda et al., 2004).

Vzorec č. 3: Galaktooligosacharid (www9)
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3.1.3 Laktitol 

Laktitol (4-O-β-Dgalaktopyranosyl-D-glucitol) viz vzorec č. 4 vzniká elektrolytickou redukcí, redukcí tetrahydridoboritanem sodným nebo hydrogenací na niklu (Rudolfová a Čurda, 2005). Sladivost je 30 – 40 % sladivosti laktosy. Je nekariogenní, nemá vliv na hladinu krevního cukru a sekreci inzulinu (laktitol je nestravitelným cukrem). Vykazuje slabé laxativní účinky (Velíšek, 2002). V ČR se může laktitol používat jako stolní sladidlo a k výrobě potravin s výjimkou dětské výživy. V USA není používání této látky povoleno (www5).
Vzorec č. 4: Laktitol (www9)
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3.1.4 Glukosa

Nejdůležitějším a ve formě derivátů i polymerů nejrozšířenějším cukrem z hexóz je D‑glukosa (cukr hroznový). Vyskytuje se ve dvou modifikacích alfa a beta. Alfa-D-glukosa je známým cukrem sladkého ovoce a nepatrně volně se vyskytuje rovněž v krvi – u lidí 0,06 % až 0,1 % (Beta-D-glukosa je vzácnější a je pro tuto formu charakteristické, že všechny atomy vodíku jsou v poloze trans) (Zadražil, 2002). Průmyslově se glukosa (viz vzorec č. 5) získává kyselou hydrolýzou škrobu, má velké použití v potravinářství a v lékařství, kde se jí používá ve formě infuzí (Janovský et al.,  2002)

Vzorec č. 5: Glukosy A) Hemiacetálová forma (standardní strukturní vzorec), B) Aldehydická forma (ve Fischerově projekci) (www6)


A)




B)
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Z fosforečných esterů glukosy je biochemicky důležitý glukoso-1-fosfát (tzv. Coriho ester). Tento Coriho ester je v rovnováze s glykogenem. Další významný fosforečný ester glukosy je glukoso-6-fosfát (Robinsonův ester), vzniká enzymově z glukosy a ATP tzv. hexokinázovou reakcí. Glukoso-1-fosfát může přecházet v glukoso-6-fosfát a katalyzátorem je koenzym glukoso-1,6-difosfát (Zadražil, 2002).

3.1.5 Galaktosa

Další hexózou mléčného cukru je D(+)galaktosa. Nikde jinde než v mléce se nevyskytuje. Od glukosy se liší sterickým uspořádáním na čtvrtém atomu uhlíku, čímž dochází ke vzniku cis konfigurace vodíkových atomů (Zadražil, 2002). 
Laktosa (nebo bílkovin zbavená syrovátka) se hydrolyzuje kyselinami nebo enzymy (laktasou) na ekvimolární směs glukosy a galaktosy, která je zhruba dvakrát sladší než laktosa, neboť galaktosa má asi 40 – 60 % sladivosti sacharosy. Hydrolyzát se připravuje jako sirup, případně se z něj po fermentaci glukosy získá galaktosa (Velíšek, 2002). Další ze známých přeměn galaktosy je její oxidace koncentrovanou kyselinou dusičnou a tak vzniká kyselina slizová (kyselina tetrahydroxyadipová). Vedle D-galaktosy byla izolována z agaru rovněž L-galaktosa viz vzorec č. 6 (Zadražil, 2002).

Vzorec č. 6: Forma D-galaktosy a L-galaktosy (www7)



3.2 Význam laktosy
Laktosa se v přírodě vyskytuje pouze v mléce savců a její obsah závisí na živočišném druhu. Největší obsah laktosy je v lidském mléce 5,5 až 7,0 %, v kravském činí 4,5 % (Bohačenko et al., 2007).

Laktosa je hlavním zdrojem energie pro mikrobialní metabolismus (Forman, 1996). Forma disacharidu umožnuje ve srovnání s monosacharidy při stejném osmotickém tlaku uložit dvojnásobné množství energie. Výhodou je, že se laktosa v trávicím traktu pomalu hydrolyzuje, energie se tak rovnoměrně uvolňuje v období mezi kojením (Čurda, 2006).
Mléčný disacharid laktosa je z hlediska fyziologie výživy důležitý jako přirozený pomocník v procesu trávení a znovu vytváření střevní mikroflóry po střevních infekcích, terapii antibiotiky a po plísňových chorobách střeva (www4). Z hlediska nutričního je významným zdrojem energie, z hlediska technologického je základem pro výrobu tekutých zakysaných mléčných výrobků, sýrů a másla (Hejtmánková et al., 2002). 
3.3 Intolerance laktosy

Někteří lidé trpí laktosovou intolerancí. Její příčínou je nedostatek nebo úplná absence enzymu laktasy, která štěpí laktosu na monosacharidy a umožňuje tak její nutriční využití ve střevech (Hejtmánková et al., 2002).
β-Galaktosidasa, triviálně nazývaná laktasa, katalyzuje hydrolýzu laktosy na monosacharidy D-glukosu a D-galaktosu. Tato reakce je nutným krokem pro správné trávení laktosy a v případě, že laktasa není v zažívacím traktu přítomna nebo nemá dostatečnou aktivitu, projeví se tzv. laktosová intolerance (většinou trávicí potíže, nevolnosti a bolesti hlavy) (Rudolfová a Čurda, 2005).
Přirozený geneticky programovaný pokles množství laktasy o 90 a více procent, který začíná od druhého až pátého roku života, se označuje jako primární deficience laktasy. Sekundární (získaná) deficience laktasy vzniká v důsledku poškození epitelu tenkého střeva po užití některých léků, při tropické a celiakální sprue, Crohnově nemoci, při parazitárních onemocněních, po chirurgickém zákroku na zažívacím traktu, infekci apod. Sekundární definicience je obvykle přechodná (Čurda, 2006). Aktivita syntézy ß-galaktosidasy se totiž natolik sníží, že po příjmu laktosy není produkce enzymu dostatečná k jejímu metabolismu. Po pravidelném přijímání menšího množství mléka se schopnost těla produkovat
ß-galaktosidasu obnoví a laktosová intolerance zmizí (Pánek, 2002).
Poměrně vzácná je vrozená deficience, kdy laktasa chybí nebo má nízkou aktivitu po narození dítěte (Čurda, 2006).
 U převážné většiny osob dochází po 2. roce života ke snižování aktivity laktasy. Počínaje tímto věkem může docházet v důsledku přechodu laktosy do tlustého střeva k trávicím obtížím, k tzv. laktosové intoleranci (Stránský et al., 1997). Lidé s laktosovou intolerancí však většinou dobře snášejí zakysané mléčné výrobky. Protože mléko a mléčné výrobky jsou důležitým zdrojem vápníku, jsou zakysané mléčné výrobky, z nichž převládají jogurty, ve výživě takto postižených lidí obtížně nahraditelné. Jedním z důvodů proč jsou jogurty pro lidi s laktosovou intolerancí lehce stravitelné, je předpokládaný nízký obsah laktosy v těchto výrobcích, neboť většina tohoto disacharidu je během kysání přeměněna na kyselinu mléčnou (Hejtmánková et al., 2002). Snížení obsahu laktosy fermentací mléka se pohybuje v rozmezí 20 až 30 %. V případě jogurtů, u kterých je sušina zvyšována přídavkem sušeného nebo zahuštěného odstředěného mléka s vysokým obsahem laktosy, může být obsah laktosy snížen jen velmi málo (Čurda, 2006). Ve srovnání s mlékem je obsah laktosy obsažené v jogurtech obvykle o 1/3 nížší. Studie prováděné během posledních 10ti let prokázaly, že i přes přítomnost laktosy jsou jogurty velmi dobře přijímány lidmi s laktosovou intolerancí.  Tato výhoda je připisována přítomnosti živých bakterií mléčného kvašení ve fermentovaných mléčných produktech, které přežívají průchod trávicím traktem a dále pak laktasa, která je součástí těchto produktů (Sieber et al., 1997). Studie dále prokázaly pozitivní efekt jogurtů na stravitelnost laktosy, zatímco u pasterizovaných jogurtů nebylo dosaženo stejného výsledku (Varela-Moreiras et al., 1992).
Suková (2008) uvádí, že v Brazílii byla testována vhodnost různých fermentovaných mléčných produktů pro osoby s intolerancí laktosy. Byly zjišťovány fyzikálně-chemické vlastnosti konkrétních produktů (především pH, titrační kyselost, laktosa). Do testování bylo zařazeno 110 jogurtů a 80 fermentovaných mlék. U jogurtů bylo zjištěno snížení obsahu laktosy o 1,2 až 39,8 % v porovnání s původním mlékem, u fermentovaných mlék snížení o 19,8 – 23,0 %. Tento velký rozptyl byl prokázán přesto, že kyselost produktů byla v přiměřeném rozmezí stanoveném legislativou. Důsledkem je, že osobám s laktosovou intolerancí nelze plošně doporučovat fermentované produkty, protože v některých je obsah laktosy snížen velmi málo.

3.3 Fermentace

Fermentace (kvašení) je biochemický proces, při němž se organické látky postupně přeměňují za účasti mikrobiálních enzymů (fermentů) na jednodušší látky (www8). Je to anaerobní kvasný pochod, při němž bakterie vyrábějí z jednoduchých sacharidů (hlavně mono-, di- a oligosacharidů) kyselinu mléčnou. Podle použitého kmene mikroorganismu vznikají vedle kyseliny mléčné a oxidu uhličitého (homofermentativní kvašení) ještě i jiné metabolity, například těkavé kyseliny nebo ethanol (heterofermentativní kvašení). Tato fermentace je náročná na podmínky prostředí, původci často vyžadují vitamíny a dusíkaté organické látky. Využívá se například ke konzervaci okurek, zelené píce (siláže), při výrobě tvarohů, sýrů (www2). 
Dle Hejtmánkové et al. (2002) hladiny laktosy v modelově připravených jogurtech v průběhu zrání potvrdily předpoklad, že během fermentace dochází ke snižování obsahu laktosy. Vlivem působení jednotlivých rozdílných čistých mlékařských kultur při výrobě modelových jogurtů byly nalezeny statisticky významné rozdíly v obsahu laktosy nejen ve finálním výrobku, ale i v průběhu zrání. V průměru došlo při fermentačních procesech ke snížení obsahu laktosy o 16 %, přičemž v průměru k největšímu poklesu (8,2 %) docházelo mezi 2. hodinou a koncem zrání (3,5 hodiny). K nejnižšímu poklesu (3,1 %) docházelo mezi 1. a 2. hodinou.
 Po ukončení procesu fermentace dochází k navýšení aktivity β-galaktosidasy, dále pak dochází ke štěpení laktosy a produkci glukosy, galaktosy a oligosacharidů (Yadav et al., 2007).
a)  Homofermentativní mléčné kvašení 

Při tomto kvašení vzniká jako vedlejší produkt pouze kyselina mléčná (Rosypal et al., 1981). Mezi homofermentativní bakterie mléčného kvašení (BMK) patří Lactococcus lactis subsp. lactis, Pediococcus sp., z tyčinek jsou to hlavně zástupci rodu Lactobacillus: Lb. lactis, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. casei a Lb. helveticus (Vlková et al., 2009). 
b) Heterofermentativní mléčné kvašení

Je charakterizováno tím, že vedle kyseliny mléčné vznikají ještě další konečné produkty. Nejčastěji to bývá kyselina octová, etanol, vodík a CO2 (Rosypal et al., 1981). Hlavními zástupci heterofermentativních BMK vyskytujících se v mléce jsou Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, L. mesenteroides subsp. cremoris, Lactobacillus fermentum, Lb. brevis a Lb. buchneri (Vlková et al., 2009). 
3.3.1 Bakterie mléčného kvašení (BMK)
Na rozkladu laktosy se podílejí zejména BMK (Vlková et al., 2009). Bakterie mléčného kvašení fermentují laktosu dvěma metabolickými cestami. Při prvé z nich, uplatňující se především u rodu Lactococcus, je laktosa transportována do buněk fosfoenolpyruvát dependentním fosfotransferasovým systémem a hromaděna zde jako laktosa-6-fosfát, který je hydrolyzován 6-fosfo-β-D-galaktosidasou za vzniku glukosy a galaktosa-6-fosfátu. Tyto jsou následně metabolizovány na kyselinu mléčnou. Při druhé cestě, uplatňující se především u rodu Lactobacillus, je laktosa akumulována specifickou permeasou a pak intracelulárně hydrolyzována β-galaktosidasou na glukosu a galaktosu. Glukosa je metabolizována na kyselinu mléčnou, zatímco galaktosa je uvolňována do média (Bohačenko et al. 2007).
3.3.2 Mezofilní bakteriální kultury (Lactococcus a Leuconostoc)
Fermentované mléčné výrobky s využitím mezofilních bakterií mléčného kvašení se obvykle dělí na kysaná mléka, kysané smetany a kysané podmáslí (Kadlec et al., 2002).
3.3.2.1 Rod Leuconostoc


Rod Leuconostoc dle Plockové a Březiny (1988) zkvašuje sacharidy heterofermentativně. Glukosu rozkládá za vzniku D(-) kyseliny mléčné, ethanolu, těkavých mastných kyselin a oxidu uhličitého. Nachází se v mléce a v rostlinných produktech. Do tohoto rodu patří například Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc dextranicum, Leuconostoc cremoris a Leuconostoc lactis .
3.3.2.2 Rod Lactococcus


 Nejdůležitější je Lactococcus lactis (z lat. Lac = mléko), kam jsou zařazované i kmeny označované dříve jako Streptococcus cremoris. L. lactis je součástí mlékařské kultury používané k zakysání smetany (Šilhanová, 2008).
3.3.3 Termofilní bakteriální kultury (Lactobacillus, Sreptococcus a Bifidobacterium)
Celosvětově patří k nejrozšířenějším fermentovým výrobkům s termofilními bakteriemi mléčného kvašení jogurty (Kadlec et al., 2002).
3.3.3.1 Rod Bifidobacterium

Kmeny bifidobakterií se v mlékárenské výrobě používají v kombinaci s dalšími bakteriemi ostatních kmenů při výrobě stále se rozšiřujícího sortimentu kysaných mléčných výrobků. Převážná většina kmenů tohoto rodu Bifidobacterium jsou anaerobního charakteru, avšak přítomností oxidu uhličitého krátkou dobu tolerují kyslík. Bifidobakterie neprodukují oxid uhličitý, propionovou ani máselnou kyselinu. Bifidobakterie produkují zejména thiamin a laktoflavin, jakož i některé další vitamíny ze skupiny B a K. Hlavními produkty kysání jsou kyselina mléčná a octová (Zadražil, 2002). 
3.3.3.2 Rod Lactobacillus 

Rod Lactobacillus je anaerobní či fakultativně anaerobní, energii získává kvasnými pochody. Charakteristickým znakem je homofermentativní nebo heterofermentativní rozklad glukosy za vzniku kyseliny mléčné. Laktobacily vyžadují ke svému růstu různé růstové faktory (aminokyseliny, peptidy, minerální látky, vitamíny, sacharidy, mastné kyseliny, deriváty nukleových kyselin). Tento rod se dělí na 3 skupiny, do kterých náleží dané druhy, viz tabulka č. 1 (Plocková a Březina, 1988).
Tabulka č. 1: Širší dělení rodu Lactobacillus
	Skupina
	Druh
	Typ fermentace sacharidů

	Thermobacterium
	Lactobacillus lactis
	Homofermantativní

	
	Lactobacillus bulgaricus
	

	
	Lactobacillus helveticus
	

	
	Lactobacillus acidophilus
	

	
	Lactobacillus delbruckii
	

	Streptobacterium
	Lactobacillus casei
	Homofermentativní

	
	Lactobacillus plantarum
	

	
	Lactobacillus leichmanii
	

	Betabacterium
	Lactobacillus fermentum
	Heterofermentativní

	
	Lactobacillus brevis
	


Zdroj: Plocková a Březina, 1988
3.3.3.3 Rod Streptococcus


Značně rozsáhlý rod vyznačující se nepřítomností katalasy. Je fakultativně anaerobní, pro růst vyžaduje prostředí s aminokyselinami a sacharidy, které jsou homofermentativně zkvašovány na L(+) kyselinu mléčnou. Rod obsahuje i druhy patogenní pro člověka i druhy tvořící kulturní mikrofloru využívanou v mlékárenském průmyslu. Tento rod se dělí na 4 skupiny, do kterých náleží dané druhy, viz tabulka č. 2 (Plocková a Březina, 1988).
Tabulka č. 2: Širší dělení rodu Streptococcus
	Skupina
	Druh

	Pyogenní streptokoky
	Streptococcus pyogenes

	
	Streptococcus agalactiae

	
	Streptococcus pneumoniae

	Viridující streptokoky
	Streptococcus salivarium

	
	Streptococcus bovis

	
	Streptococcus thermophilus

	Enterokoky
	Streptococcus faecalis

	
	Streptococcus faecium

	Mléčné streptokoky
	Streptococcus lactis

	
	Streptococcus lactic subsp. diacetylactis

	
	Streptococcus cremoris


Zdroj: Plocková a Březina, 1988

3.4 Změna laktosy během fermentace
Laktosa je v mléce hlavním zdrojem energie pro mikrobiální metabolismus. Nejběžnějším způsobem jejího katabolického rozkladu je homofermentativní mléčné kvašení, které se uskutečňuje po enzymové hydrolýze laktosy na glukosu a galaktosu (Forman et al., 1996). Dle Puriho et al. (2009) je hydrolýza laktosy závislá na aktivní kyselosti a teplotě. Maximální hydrolýzy bylo při enzymatické analýze dosaženo při pH 7 a teplotě 40 °C. 

Kromě hydrolytického procesu může být laktosa oxidována na laktobionát a následně enzymově degradována na glukonát a galaktosu. Glukosa je fermentována na kyselinu mléčnou přímo, galaktosa po enzymové přeměně na glukosu. V závislosti na aktivitě dehydrogenas a racemas použitých mikroorganismů vzniká směs různých optických isomerů kyseliny mléčné (Forman et al., 1996).
3.5 Stanovení laktosy

Klasická metoda pro stanovení sacharidů je chemická analýza, enzymatická metoda a spektrofotometrie. Hlavní nevýhodou těchto tří metod je přetrvávání obtížnosti souběžného vyhodnocení různých sacharidů. Běžně používanou metodou pro analýzu sacharidů je plynová chromatografie, která je používána pří studiu mléka, smetany a pasterizovaného mléka. V poslední době je pro stanovení sacharidů  nejvíce používána vysoce účinná chromatografická metoda HPLC (Wang Xinmin et al., 2007). Tato metoda je dle Eubera a Brunnera (1979) velmi přesná, není limitována na stanovení laktosy, ale může být použitá i pro stanovení rozpustných sacharidů obsažených v jídle. Dle Alma (1982) byl pomocí enzymatické metody ve fermentovaných mléčných produktech sledován obsah laktosy, glukosy a galaktosy.  Pomocí této metody byl po 11 dnech měření zaznamenán pokles obsahu laktosy a navýšení obsahu galaktosy. 
3.5.1 Stanovení laktosy titračně s použitím chloraminu T pro mléko

Podstatou metody je titrační stanovení halogenu, uvolněného při reakci cukrů s chloraminem T a jodidem draselným. Metoda není vhodná pro ochucené a zakysané výrobky či syrovátku (Cvak et al., 1992).

3.5.2 Stanovení laktosy a dalších cukrů vedle sebe 
a) Metoda dle Luff Schoorla – bílkoviny a tuk se ze vzorku odstraní vyčeřením Carezovým činidlem. Ve filtrátu se pak stanoví redukující cukry (laktosa) na základě schopnosti redukovat za varu měďnaté soli z Luffova roztoku na oxid měďný. Nezreagovaný přebytek měďnaté soli se stanoví jodometricky a přepočte se na obsah laktosy, který se vyjádří v g na 100 g mléka (Doležalem et al., 1980).


b) Biochemická metoda stanovení laktosy po enzymovém štěpení (na bázi glukosy) – Na extrakt vzorku se působí následujícími enzymy a reagenciemi, přidávanými současně, avšak působícími postupně: ß-galaktosidasa štěpí laktosu na glukosu a galaktosu, hexokináza a adenosintrifosfát fosforylují glukosu na glukoso-6-fosfát. Glukoso-6-fosfát-dehydrogenasa za přítomnosti nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfátu (NADP) katalyzuje oxidaci glukoso-6-fosfátu na 6-fosfoglukonát za převedení NADP na redukovanou formu NADPH. NADPH se stanoví spektrometricky při 340 nm. Obsah laktosy je úměrný NADPH, provede-li se podle slepé zkoušky korekce na původně ve vzorku přítomnou glukosu. Tato metoda je vhodná pro stanovení laktosy v přítomnosti jiných redukujících látek (Cvak et al., 1992).
3.5.3 Moderní instrumentální metody


Dle Cvaka et al. (1992) jsou instrumentální metody stanovení obsahu laktosy rozděleny na metody infračervené spektroskopie ve střední oblasti spektra (MIR), metody infračervené spektroskopie v blízké oblasti spektra (NIR) a metody chromatografické (GLC, HPLC), dle literatury uvádí tabulka č. 3.
Složky mléka se stanoví infračerveným absorpčním analyzátorem, který měří množství absorbovaného světla, a to pro stanovení laktosy hydroxylovými skupinami laktosy při vlnové délce přibližně 9,61.10-6 m. Pro stanovení laktosy se používá jako standard monohydrát laktosy s nejvyšší koncentrací 50 g.l-1. Rozsah měření přístroje je od 0 do 10 % laktosy (ČSN 57 0536, 1999).

Tabulka č. 3: Možnosti stanovení různých analytů na přístroji HPLC (kolona AMINEX HPX-87H, pouze v druhém případě se jedná o kolonu AMINEX HPX-87C)
	Analyzováný materiál
	Analyt
	Mobilní fáze
	Průtok
	Teplota kolony
	Detekce
	Autor

	Syrovátka
	 Laktosa, ethanol, glycerol
	5 mM H2SO4
	0,7 ml . min-1
	60 °C
	RI
	Silveira et al., (2005)

	Odstředěné mléko
	 Laktosa, galaktosa, glukosa
	destilovaná voda
	0,7 ml . min-1
	85 °C
	RI
	Novalin, Neuhaus and Kulbe (2005)

	Syntetická laktosa
	Laktosa a organické kyseliny
	1 mM H2SO4
	0,8 ml . min-1
	35 °C
	RI
	Fu a Mathews (1999)

	Ovčí sýr – Halloumi
	 Laktosa a organické kyseliny
	5 mM H2SO4
	0,5 ml . min-1
	35 °C
	RI
	Kaminarides, Stamou, Massouras (2005)

	Mléko a mléčné produkty
	 Laktosa
	5 mM H2SO4
	0,5 ml . min-1
	35 °C
	RI
	Vasiljevic a Jelen (2001)

	Odstředěné mléko
	 Laktosa, glukosa, galaktosa
	5 mM H2SO4
	0,5 ml . min-1
	60 °C
	RI
	 Pool et al. (2006)

	Sýr – Čedar
	Mléčná, octová, citrónová, máselná, jantarová a propionová kyselina
	9 mM H2SO4
	0,6 ml . min-1
	65 °C
	RI
	Ong, Shah (2009)

	Syrovátka
	Laktosa, galaktosa, glukosa, kyseliny mléčná, octová a mravenčí
	5 mM H2SO4
	0,6 ml . min-1
	41 °C
	UV
	Pescuma et al. (2008)

	Mléčné produkty
	Laktosa a organické kyseliny
	3mM H2SO4
	0,7 ml . min-1
	65 °C
	RI (cukry) a 
UV (organické kyseliny)
	 Muñoz (2006)

	Fermentované mléko
	Laktosa a organické kyseliny
	3mM H2SO4
	0,7 ml . min-1
	65 °C
	DAD (stanovení organických kyselin), 

RI (laktosa)
	 Vinderola (2000)

	Jogurt
	Kyselina mléčná a octová
	1 mM H2SO4
	0,6 ml . min-1
	65 °C
	 Neuvedeno
	 Donkor et al (2006)


3. 6 Stanovení změn kyselosti vzorku 

Kyselost mléka narůstající s časem nad hodnotu nativní kyselosti je způsobena rozkladem laktosy na kyselinu mléčnou činností mikroorganismů. Kyselost mléka a mléčných výrobků se vyjadřuje jednak titrační kyselostí a jednak aktivní kyselostí, tj. koncentrací vodíkových iontů (Kouřimská, 2007). Mezi aktivní a titrační kyselostí mléka neexistuje přímý vztah. Při zvyšující se titrační kyselosti nedochází zpočátku v důsledku pufračního systému k velkým změnám v hodnotě pH mléka. Po vyčerpání kapacity pufračního systému se však pH mění v závislosti na titrační kyselosti. Tato skutečnost je využívána především při růstu řady mikroorganismů v mléce (Březina a Jelínek, 1990). 
a) Aktivní kyselost
Je definována jako záporný dekadický logaritmus vodíkových iontů a měří se pH metrem. Vyjadřuje se v hodnotách pH. Stanovení pH u čerstvě nadojeného mléka nemusí však být vždy nejlepším měřítkem hodnocení. Mléko má jako každá fyziologická tekutina tlumivou – pufrační schopnost a přidáme-li k němu malé množství kyseliny nebo zásady, nezmění se hodnota aktuální kyselosti. Tato schopnost se vysvětluje přítomností bílkovin, fosfátů a citrátů (Kouřimská, 2007).

b) Titrační kyselost
Titrační kyselost mléka se stanovuje Soxhlet-Henkelovou titrační metodou za použití 0,25 mol.l-1 NaOH a fenolftaleinu jako indikátoru (Březina a Jelínek, 1990). Historicky se tato kyselost uváděla v Soxhlet-Henkelových stupních (SH), podle soustavy SI by se měla uvádět v jednotkách mmol.l-1, pro zachování stejné velikosti hodnot se však u nás uvádí v SH, tj. v 2,5  mmol.l-1. Podle ČSN 57 0529 se u nás považuje za normální mléko o titrační kyselosti v rozmezí 6,2 až 7,8 SH (Kouřimská, 2007).

Legarová et al. (2010) uvádějí, že během fermentace syrovátky jogurtovou kulturou KAN IV dosahovaly hodnoty na počátku měření pH 6,26 a titrační kyselost 6,71 SH. Po čtyřech hodinách měření došlo k poklesu pH na 3,99 a titrační kyselost stoupla na 27,06 SH. 

Stanovení organických kyselin je možné i na přístroji HPLC viz tabulka č. 3.

4 Materiál

Experimentální práce spočívala v použití pěti metod pro stanovení laktosy a kyselosti mléka. Sledovalo se množství laktosy v kravském mléce a některých vzorcích jogurtů. Byly provedeny analýzy mléka plemene skotu Holštýn (ze stáje ČZU). Pro fermentaci mléka bylo použito sušených jogurtových a smetanových kultur.

4.1 Odběr vzorků

V prosinci roku 2009 a v lednu 2010 byly ve stáji ČZU odebrány individuální reprezentativní vzorky mléka mléčného plemene skotu Holštýn. Ihned po odběru bylo mléko filtrováno přes mléčný filtr a chlazeno co nejrychleji na teplotu 6 °C. Z promíchaného mléka byl oddělen reprezentativní vzorek (1,4 litru), který byl přelit do nerezové sterilní nádoby. 
Do předem označených (0, 0+ ,1, 2, 3, 4, 5) sterilní Erlenmayerových baněk (250 ml) bylo pomocí odměrného válce odměřeno 200 ml mléka. Baňky se směsí byly vloženy do vodní lázně a pasterizovány na teplotu 85 °C. Pak byly baňky vychlazeny na teplotu 43 °C (teplotu kultivace jogurtovou kulturou). Před kultivací bylo vždy ožehnuto hrdlo baňky nad kahanem. Sterilní lžičkou se dávkovalo do erlenmayerových baněk 1 % obj. (tzn. 3 g kultury na 1 l mléka). Kultivované byly pouze baňky označené jako 0+, 1, 2, 3, 4, 5. Baňka označená jako 0 byla bez přidané kultury a ihned po vychlazení analyzována. Baňka 0+ byla vyhodnocena ihned po přidání kultury. Ostatní baňky byly vloženy do termostatu o teplotě 43 °C a nechaly se fermentovat podle označené baňky 1 = 1 hodina, 2 = 2 hodiny atd. Po uplynutí doby fermentace byly baňky vyjmuty z termostatu a opět byla provedena pasterace na teplotu 85 °C na několik málo vteřin (cca 10 vteřin), aby se neinaktivovaly bakterie jogurtové kultury a nežádoucí mikroflóra. Poté bylo provedeno analytické měření. V případě kultivace smetanovou kulturou se postupovalo naprosto shodně, pouze termostat byl regulován na nižší teplotu a to na 22 až 23 °C a Erlenmayerovy baňky byly označeny jako 0, 0+, 2, 4, 6, 19, 20 hodin.
Vzorky jogurtů byly náhodně vybrány a zakoupeny v obchodním řetězci. Jednalo se o jogurty uvedené v tabulce č. 4. a obrázku č. 1.
Tabulka č. 4: Hodnocené jogurty
	číslo
	Jogurt
	hmotnost [g]
	složení
	průměrná výživová hodnota ve 100 g

	1
	Choceňský smetanový jogurt max
	380
	smetana, živé jogurtové kultury, 
tuk nejméně 10 %, vápník 110 mg/100 g 
	energie – 500 kJ, bílkoviny - 3,1 g, sacharidy - 3,9 g, 

	
	
	
	
	tuk - 10,3 g 

	2
	OLMA - Florián smetanové pokušení
	150
	smetanový jogurt, cukr (2 %), 
tuk nejméně 10 %
	energie – 530 kJ, bílkoviny - 3,2 g, sacharidy - 6 g, 

	
	
	
	
	tuk - 10 g 

	3
	AGRO-LA Jihočeský jogurt bílý
	 200
	plnotučné mléko, sušené 
odtučněné mléko, živá jogurtová kultura
	energie – 360 kJ, bílkoviny - 5,9 g, sacharidy - 5,1 g, 

	
	
	
	
	tuk - 3,5 g 

	4
	OLMA - KLASIK bílý jogurt
	400
	mléko, mléčná bílkovina, živé jogurtové 
kultury, tuk nejméně 2,4 %
	energie – 250 kJ, bílkoviny - 4,9 g, sacharidy - 4 g, 

	
	
	
	
	tuk - 2,7 g 

	5
	Yoplait bílý jourt
	330
	mléko, sušené mléko, mléčné bílkoviny, 
jedlá želatina, jogurtová kultura s přídavkem 
probiotické kultury, tuk nejméně 2,3 %, 
sušina nejméně 12% hmotnostních
	energie – 265 kJ, bílkoviny - 4,5 g, sacharidy - 5,5 g, 

	
	
	
	
	tuk - 2,5 g 

	6
	BOHE MILK - Bílý jogurt řeckého typu 
	1000
	smetana, sušené odstředěné mléko,
 jogurtová kultura
	 neuvedeno

	7
	MORAVIA - jogurt bílý
	1000
	mléko, jogurtová kultura, obsah 
tuku min. 3,5 %
	energie – 270 kJ, bílkoviny - min. 3,3 g, sacharidy - min.3,5 g, 

	
	
	
	
	tuk - min.3,5 g 

	8
	HOLANDIA- Jogurt Selský bílý z Krásného Údolí
	1000
	mléko, mléčná bílkovina, živá 
jogurtová kultura, probiotická 
kultura, obsah tuku nejméně 3,5 %
	 energie – 280 kJ, bílkoviny - 3,4 g, sacharidy - 3,5 g, 

	
	
	
	
	tuk – 4,0 g

	9
	TESCO – Natural Yogurt
	500
	mléko, sušené odtučněné mléko, 
mléčná bílkovina, jogurtová kultura
	energie - 260 kJ

	
	
	
	
	bílkoviny – 5,3 g, sacharidy – 6,5 g, 

	
	
	
	
	tuk - 1,5 g 

	10
	KLASA - Bílý jogurt z Valašska
	380
	Mléko, mléčná bílkovina, živá 
jogurtová kultura
	 energie - 280 kJ

	
	
	
	
	bílkoviny a sacharidy – neuvedeno, 

	
	
	
	
	tuk - 3 g

	11
	ZOTT - Jogurt BÍLÝ
	400
	 Mléko, sušené mléko, mléčné 
bílkoviny, jogurtová kultura
	 energie - 273 kJ

	
	
	
	
	bílkoviny – 4,7 g, sacharidy – 4,8 g, 

	
	
	
	
	tuk – 3,0 g

	12
	TESCO - Jogurt smetanový
	400
	 Smetana, jogurtové kultury
	 energie - 481 kJ

	
	
	
	
	bílkoviny – 3,0 g, sacharidy – 3,3 g, 

	
	
	
	
	tuk – 10,0 g


Obrázek č. 1.: Hodnocené jogurty v pořadí zprava doleva

[image: image9.jpg]SMETANOVY JOGURT ..

jogurt|
smetanovy

iy ¢

RODINNE BALENi




4.2 Metody

Pro stanovení laktosy a kyselosti v mléce bylo použito pěti standardních metod. Odběr, uskladnění a následné zpracování odebraných vzorků byly provedeny stanovenými laboratorními postupy. 
4.2.1 Stanovení aktivní kyselosti pH metrem
Aktivní kyselost je dána koncentrací vodíkových iontů ve vzorku mléka (čerstvě nadojeného mléka se pohybuje v intervalu hodnot pH 6,4 až 6,8). 

Postup:


pH metr byl nakalibrován  v rozsahu 4 až 7 pH na roztoky o předem známé hodnotě pH (pufry), při teplotě doporučené výrobcem okolo 20 °C. Při vlastním měření byla vždy elektroda ponořena do mléka o teplotě 20 °C a změřila se odpovídající hodnota pH. Po každém měření se elektroda opláchla destilovanou vodou a osušila buničinou.
4.2.2 Stanovení titrační kyselosti


Kyselost mléka je podle Soxhlet-Henkela dána počtem mililitrů roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,25 mol.l-1 spotřebovaných při titraci 100 ml mléka za přídavku fenolftaleinu jako indikátoru. 
Postup:


Do titrační baňky bylo odpipetováno 50 ml mléka, přidalo se 2 ml roztoku fenolftaleinu a vše se titrovalo roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 0,25 mol . l-1 za stálého míchání do vzniku slabě růžového zbarvení, které muselo vydržet minimálně 30 sekund. Přechod tohoto zbarvení je uveden na obrázku č. 2. 
Obrázek č. 2: Znázorněný přechod barvy při titraci hydroxidem sodným (na první titrační baňce je titrovaný roztok, druhá titrační baňka znázorňuje roztok před titrací).
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Titrační kyselost byla vypočítána dle vzorce (Kouřimská, 2007):


x = 2 * a * f 
[SH]

pro titraci použito 50 ml vzorku 
x = kyselost ve stupních Soxhlet-Henkela [SH] na 100 ml mléka

a = množství roztoku NaOH [mol.l-1] spotřebovaného při titraci vzorku mléka
f = faktor titrace

Množství kyseliny mléčné ve vzorku bylo vypočítáno dle vzorce:



m kyseliny mléčné = cNaOH * V NaOH * M kyseliny mléčné

m = hmotnost kyseliny mléčné [g]
c = koncentrace hydroxidu sodného [mol.l-1]

V = objem spotřebovaného roztoku hydroxidu sodného [l] 

M = molární hmotnost kyseliny mléčné [90,08 g/mol]
4.2.3 Stanovení redukujících cukrů titrační metodou podle Luff-Schoorla

Postup stanovení mléčného cukru byl prováděn dle metodiky ČSN 57 0530 stanovené pro přípravu základního roztoku zbaveného bílkovin. Z předem připravených vzorků bylo odváženo 10 g mléka s přesností  na 0,0002 g do 100 ml odměrné baňky a následně  zředěno s cca 30 ml destilované vody a přidáno 3 ml roztoku ferrokyanidu draselného (CAREZ II). Po následném promíchání byly přidány 3 ml síranu zinečnatého (CAREZ I). Po dalším promíchání byla baňka doplněna po rysku destilovanou vodou. Po 5 minutách byl roztok filtrován a prvé podíly odděleny (cca 25 ml) a vylity. Získaný filtrát, který musí být čirý, byl pipetován k redukci.

Do zabroušené baňky na 250 nebo 500 ml bylo napipetováno 25 ml Luffova roztoku, 10 ml čirého filtrátu a 15 ml destilované vody. Roztok byl v baňce přiveden během 2 minut k varu. Od této chvíle se vařil mírným varem pod zpětným chladičem přesně 10 minut. Poté byl za stálého míchání pod proudící vodou rychle ochlazen  a po pěti minutách byly přidány asi 3 g jodidu draselného a 25 ml 25% kyseliny sírové. Kyselinu bylo nutné přidávat opatrně, aby roztok nevzkypěl.


Vyloučený jód byl ihned titrován roztokem 0,1M thiosíranu sodného. Ke konci titrace bylo přidáno 5 ml škrobového indikátoru. Titrace byla prováděna do smetanového zbarvení. Stejným způsobem byl proveden slepý pokus (25 ml Luffova roztoku + 25 ml destilované vody). 

4.2.4 Stanovení laktosy pomocí  infračervené spektroskopie na přístroji Milko-Scan

Metoda spočívá na absorpci infračerveného záření hydroxylovými skupinami glycidů v místě vazby na uhlík. Tento způsob stanovení laktosy patří k nejvhodnějším pro rychlé a sériové měření (Cvak et al., 1992).
Postup:


Pro měření byl vybrán modul Improved Milk (,,pump units“ nastaveno na 20), pomocí něhož se měřilo, protože je výrobcem nakalibrován i pro měření laktosy v syrovém mléce (modul pro analýzu složek fermentovaných mlék némá laktosu výrobcem v základní sestavě nakalibrovanou). Vzorek mléka byl vytemperován ve vodní lázni na 40 °C a promíchán přeléváním. Dále byla provedena analýza, pro každý vzorek dvakrát. 

4.2.5 Stanovení laktosy metodou HPLC
Pro stanovení sacharidů bývají jako náplně používány nejčastěji mikrokapilární silikagely s chemicky vázanými –NH2 skupinami  a mobilní fáze acetonitril-voda s detekcí obvykle refraktometrickou. Oproti metodě plynové chromatografie odpadá dialýza, čímž se zvyšuje přesnost stanovení a zkracuje se doba analýzy (Cvak et al., 1992).

Postup:


Použitý filtrát pro Luff-Schoorla byl analyzován pomocí HPLC. Vzorky roztoků monohydrátu laktosy (2, 3, 4, 5, 6 % hm.), glukosy (0,01 0,05 0,1 0,15 0,20 %), galaktosy (0,01 0,05 0,1 0,2 0,5 0,7 1,0 1,2 % hm.) a kyseliny mléčné (0,01 0,05 0,1 0,3 0,5 0,7 1,0 1,6 % hm.) pro kalibrační křivku byly připraveny  dle postupu uvedeného pro ,,Stanovení mléčného cukru titrační metodou podle Luff-Schoorla“. Připravené čiré filtráty byly následně analyzovány.
Podmínky analýzy:
HPLC chromatograf Varian

· Analytická kolona: Column, AminexR HPX-87H, 300 x 7,8 mm

· Mobilní fáze: 0,005M H2SO4
· Průtok: 0,6 ml/min

· Teplota kolony: 65 °C
· Detekce: RI – teplota detektoru 35 °C
· Nástřik 20 μl

4.3 Přístroje
Pro analytické rozbory vzorků mléka byly použity tyto přístroje: 

· Analytické váhy, Explorer Pro EP 214 C, kapacita rozsahu je max. 210 g, d = 0,1 mg

· MilkoScan FT 120 (Foss, Dánsko)

· Kapalinový chromatograf Varian (pumpa Varian 9010, Autosampler 9095, detektor Varian RI-4)
· Termostat (22 a 43 °C) (Laboratorní přístroje PRAHA, Biological thermostat BT 120)
· Vodní lázeň (82 °C) (KAVALIER, EL-20D)
· Sterilizátor (Chirana, PS 20A)
4.4 Chemikálie
· Monohydrát laktosa p. a. (Lach-Ner, s. r. o.)
· Glukosa p.a. (Lach-Ner, s.r.o.)

· Galaktosa p.a. (Lach-Ner, s.r.o.)

· Kyselina mléčná (Lach-Ner, s. r. o.)
· ZnSO4 . 7H2O (CAREZ I) p.a. (Lach-Ner, s. r. o.)

· K4Fe (CN)6 . 3H2O (CAREZ II) p. a. (Lach-Ner, s. r. o.)

· Na2S2O3 . 5H2O p. a. (Lach-Ner, s. r. o.)

· Luffův roztok: CuSO4 . 5H2O p. a. (Lach-Ner, s. r. o.), K2CO3  p. a. (Lach-Ner, s. r. o.), kyselina citrónová p. a. (Lach-Ner, s. r. o.)

· Škrob (Lach-Ner, s. r. o.) (škrobový indikátor – 2% roztok rozpustného škrobu, roztok se alespoň 3 min. vaří)
· Iodid draselný (indikátor) (Lach-Ner, s. r. o.)

· Kyselina sírová p. a. (Lach-Ner, s. r. o.)
· Fenolftalein 2 % (etanolový roztok)

· Hydroxid sodný (Lach-Ner, s. r. o.)
4.5 Mlékařské kultury
· smetanová kultura (Laktoflora-Milcom a.s.) – mléko, sušené mléko, laktosa, mikrobiální kmeny: Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. diacetilactis

· jogurtová kultura (Laktoflora-Milcom a.s.) – mléko, sušené mléko, laktosa, mikrobiální kmeny: Lbc. delbruckii subsp. bulgaricus, Str. thermophilus   

4.6 Kalibrace

Pro sestrojení kalibračních přímek a určení retenčních časů byly použity roztoky čistých standardů jednotlivých analytů.
5 Výsledky 

Ke stanovení obsahu laktosy a kyselosti mléka byly použity vybrané chemické a fyzikálně chemické metody. Především byla věnována pozornost změnám obsahu laktosy během fermentace smetanovou a jogurtovou kulturou. Po přidání jednotlivých kultur do vzorků mléka byl nakonci měření u většiny použitých metod zaznamenán úbytek laktosy. Přidání těchto kultur je v tabulkách a grafech zaznamenáno jako 0+. Dále bylo sledováno množství laktosy obsažené ve vybraných vzorcích jogurtů.  
Nejvyšší obsah kyseliny mléčně, tj. největší pokles obsahu laktosy byl naměřen při snižujícím se pH a zvyšující se titrační kyselosti. Ke stejnému výsledku došlo jak po zaočkování smetanovou tak po zaočkování jogurtovou kulturou. V případě smetanové kultury došlo po 20 ti hodinovém měření o téměř čtyřnásobné navýšení obsahu kyseliny mléčně, v případě zaočkování jogurtovou kulturou se jednalo o téměř pětinásobné navýšení obsahu kyseliny mléčné. 
Nejvyšší pokles laktosy byl dle Luff-Schoorla naměřen u vzorku zaočkováném jogurtovou kulturou, kdy byl naměřen průměrný pokles laktosy o 0,72 % hm.  Pomocí této metody byl dále stanoven obsah laktosy ve 12 vzorcích jogurtů (viz tabulka č. 10). Největší obsah laktosy byl stanoven v jihočeském jogurtu bílém. Hodnoty koncentrace laktosy v tomto jogurtu dosahovaly 6,26 %. Nejnižší hodnoty byly pomocí této metody naměřeny v tesco jogurtu smetanovém. Obsah laktosy v tomto vzorku dosahoval 2,84 %.   

Pomocí infračervené spektroskopie na přístroji Milko-Scan byl po přidání smetanové kultury zaznamenán pozvolný nárůst obsahu laktosy. Po 6té hodině měření došlo k poklesu a následně k opětnému navýšení obsahu laktosy.  Ve vzorku zaočkovaném jogurtovou kulturou byl na konci druhého a třetího měření zjištěn pokles obsahu laktosy. Průměrné hodnoty získané z tří měření však prokazovaly mírný nárůst analytů, který přístroj vyhodnotil jako laktosu. 

Pomocí metody HPLC byl u vzorků kultivovaných smetanovou kulturou zjištěn obsah laktosy, galaktosy a kyseliny mléčné. U vzorků kultivovaných jogurtovou kulturou byl dále stanoven obsah glukosy. Úbytek laktosy stanovený pomocí metody HPLC, byl u smetanové kultury 12,2 %, zatímco u jogurtové kultury byl úbytek téměř dvojnásobný. Průměrný pokles obsahu laktosy byl u této kultury 25,84 %. U obou kultur bylo zjištěno, že v průběhu fermentace dochází k postupnému snižování obsahu laktosy a navyšování galaktosy a kyseliny mléčné. Obsah glukosy se u jogurtové kultury nejprve navyšoval, ale v poslední hodině měření došlo poklesu. Obsah laktosy, galaktosy, glukosy a kyseliny mléčné byl dále sledován ve vzorcích jogurtů. 
Průměry a směrodatné odchylky byly pomocí programu Microsoft Excel 2007 statisticky vyhodnoceny. 
5.1 Stanovení aktivní kyselosti pH metrem spolu s titrační kyselostí


Při stanovení aktivní kyselosti pH metrem spolu s titrační kyselostí byl při postupně se snižujícím pH a zvyšující se titrační kyselostí zaznamenán nárůst kyselosti. Za předpokladu homofermentativní přeměny 1 molekuly laktosy na 4 molekuly kyseliny mléčné. Byl vypočítán nárůst kyseliny mléčné viz tabulka č. 5.
5.1.1. Fermentace mléka smetanovou kulturou


Pomocí této metody byly zjištěny výsledky, uvedené v tabulce č. 5 a grafu č. 1. Nejvyšší nárůst obsahu kyseliny mléčné tj. největší úbytek laktosy byl během fermentace smetanovou kulturou naměřen při pH 4,92 a titrační kyselosti 24,53 SH. Vztah mezi průběžně se snižujícím pH, zvyšující titrační kyselostí a nárůstem obsahu kyseliny mléčné je zaznamenán v grafu č. 2.
Tabulka č. 5: Hodnoty nárůstu kyseliny mléčné [g] během fermentace smetanovou kulturou
	I. měření

	doba fermentace [hod]
	pH
	titrační kyselost [SH]
	směrodatná odchylka [SH]
	nárůst kyseliny mléčné [g]

	0
	6,57
	6,25
	0,09
	0,14

	0+
	6,57
	6,97
	0,09
	0,16

	2
	6,57
	7,10
	<0,01
	0,16

	4
	6,57
	7,10
	<0,01
	0,16

	6
	6,57
	7,23
	0,09
	0,16

	19
	5,21
	24,26
	<0,01
	0,55

	20
	4,92
	24,53
	0,09
	0,55

	II. měření

	doba fermentace [hod]
	pH
	titrační kyselost [SH]
	směrodatná odchylka [SH]
	nárůst kyseliny mléčné [g]

	0
	6,59
	6,25
	<0,01
	0,14

	0+
	6,57
	6,90
	0,09
	0,16

	2
	6,57
	8,22
	0,09
	0,16

	4
	6,57
	10,45
	<0,01
	0,16

	6
	6,56
	16,24
	<0,01
	0,16

	19
	4,96
	25,51
	0,09
	0,50

	20
	4,92
	28,14
	0,09
	0,55

	průměr měření

	doba fermentace [hod]
	pH
	titrační kyselost [SH]
	směrodatná odchylka [SH]
	nárůst kyseliny mléčné [g]

	0
	6,58
	6,25
	<0,01
	0,14

	0+
	6,57
	6,94
	0,04
	0,16

	2
	6,57
	7,66
	0,56
	0,16

	4
	6,57
	8,78
	1,68
	0,16

	6
	6,57
	11,74
	4,51
	0,16

	19
	5,09
	24,89
	0,63
	0,52

	20
	4,92
	26,34
	1,81
	0,55


Graf č. 1: Vztah mezi pH a titrační kyselostí během fermentace mléka smetanovou kulturou
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Graf č. 2: Nárůst kyseliny mléčné vypočtené ze změn SH během fermentace mléka smetanovou kulturou
[image: image12.emf]Nárůst kyseliny mléčné během fermentace 

smetanovou kulturou

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0 0+ 2 4 6 19 20

čas [hod]

hmotnost [g]

I. měření

II. měření


5.1.2 Fermentace mléka jogurtovou kulturou

Pomocí této metody byly zjištěny výsledky, uvedené v tabulce č. 6 a grafu č. 4. 
Tabulka č. 6: Hodnoty nárůstu kyseliny mléčné [g] během fermentace jogurtovou kultur
	doba fermentace [hod]
	I. měření

	
	pH
	titrační kyselost [SH]
	směrodatná odchylka [SH]
	nárůst kyseliny mléčné [g]

	0
	6,55
	7,23
	0,09
	0,16

	0+
	6,46
	7,96
	0,09
	0,18

	1
	6,44
	8,61
	0,09
	0,19

	2
	6,10
	11,38
	0,09
	0,26

	3
	5,19
	20,19
	0,09
	0,45

	4
	4,80
	28,73
	0,09
	0,65

	5
	4,43
	35,31
	<0,01
	0,80

	doba fermentace [hod]
	II. měření

	
	pH
	titrační kyselost [SH]
	směrodatná odchylka [SH]
	nárůst kyseliny mléčné [g]

	0
	6,47
	6,25
	0,09
	0,14

	0+
	6,41
	6,90
	<0,01
	0,16

	1
	6,31
	8,22
	0,09
	0,19

	2
	6,06
	10,45
	<0,01
	0,24

	3
	5,45
	16,24
	0,09
	0,37

	4
	4,78
	25,51
	0,09
	0,57

	5
	4,45
	28,14
	0,09
	0,63

	doba fermentace [hod]
	III. měření

	
	pH
	titrační kyselost [SH]
	směrodatná odchylka [SH]
	nárůst kyseliny mléčné [g]

	0
	6,44
	5,72
	<0,01
	0,13

	0+
	6,39
	6,31
	<0,01
	0,14

	1
	6,28
	6,97
	0,09
	0,16

	2
	5,90
	12,69
	0,09
	0,29

	3
	5,08
	14,93
	0,09
	0,33

	4
	4,75
	22,16
	0,09
	0,50

	5
	4,27
	29,79
	<0,01
	0,67

	doba fermentace [hod]
	průměr měření

	
	pH
	titrační kyselost [SH]
	směrodatná odchylka [SH]
	nárůst kyseliny mléčné [g]

	0
	6,49
	6,40
	0,63
	0,14

	0+
	6,42
	7,06
	0,68
	0,16

	1
	6,34
	7,93
	0,70
	0,18

	2
	6,02
	11,51
	0,92
	0,26

	3
	5,24
	17,12
	2,24
	0,39

	4
	4,78
	25,47
	2,68
	0,57

	5
	4,38
	31,08
	3,07
	0,70


Největší nárůst obsahu kyseliny mléčné tj. největší úbytek laktosy byl během fermentace jogurtovou kulturou naměřen při pH 4,43 a titrační kyselosti 35,31 SH. Vztah mezi průběžně se snižujícím pH a zvyšující titrační kyselostí je zaznamenán v grafu č. 3.

Graf č. 3: Kysací křivka mléka jogurtovou kulturou
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Graf č. 4: Obsah kyseliny mléčné během fermentace mléka jogurtovou kulturou
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5.2 Stanovení mléčného cukru titrační metodou podle Luff-Schoorla

Pomocí této metody byl sledován obsah redukujících sacharidů a vyjádřen jako laktosa ve vzorcích mléka po přidání smetanové a jogurtové kultury. Přidání těchto kultur je v tabulkách a grafech zaznamenáno jako 0+. Měření bylo dále prováděno ve vzorcích zakoupených jogurtů. Jednotlivé výsledky jsou zaneseny v grafech a v tabulkách uváděných v této kapitole. 
Obsah laktosy byl vypočítán dle vzorce:
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a = navážka mléka v odpipetovaném podílu v g

b = g laktosy vyjádřené podle tabulky č. 7
F = faktor pro objemovou korekci na sraženinu vzniklou vyčeřením mléka. Pro navážku přesně 10 g vzorku a průměrné složení mléka se za F dosadí přímo tato průměrná hodnota pro plnotučné mléko 0,991.
Tabulka č. 7: Stanovení cukrů podle Luff-Schoorla (Doležálek et al., 1980)
	ml 0,1 M
	mg glukosy
	mg laktosy
	mg maltosy

	Na2S2O3
	       fruktosy
	(bezvodé)
	

	1
	2,4
	3,6
	3,9

	2,0
	4,8
	7,3
	7,8

	3,0
	7,2
	11,0
	11,7

	4,0
	9,7
	14,7
	15,6

	5,0
	12,2
	18,4
	19,6

	6,0
	14,7
	22,1
	23,5

	7,0
	17,2
	25,8
	27,5

	8,0
	19,8
	29,5
	31,5

	9,0
	22,4
	33,2
	35,5

	10,0
	25,0
	37,0
	39,5

	11,0
	27,6
	40,8
	43,5

	12,0
	30,3
	44,6
	47,5

	13,0
	33,0
	48,4
	51,6

	14,0
	35,7
	52,2
	55,7

	15,0
	38,5
	56,0
	59,8

	16,0
	41,3
	59,9
	63,9

	17,0
	44,2
	63,8
	68,0

	18,0
	47,1
	67,7
	72,2

	19,0
	50,0
	71,7
	76,5

	20,0
	53,0
	75,7
	80,9

	21,0
	56,0
	79,8
	85,4

	22,0
	59,1
	83,9
	90,0

	23,0
	62,2
	88,0
	94,5


5.2.1 Fermentace mléka smetanovou kulturou podle Luff-Schoorla
Titrační metodou podle Luff-Schoorla byl bezprostředně po kultivaci smetanovou kulturou (0+) zaznamenán nárůst obsahu redukujících sacharidů (vyjádřených jako laktosa). Tento nárůst se v průběhu fermentace pozvolna snižoval. Nejnižší průměrný obsah laktosy činil 4,22 %. Pomocí této metody byl proveden výpočet pro obsah laktosy a uvedené výsledky jsou v tabulce č. 8 a grafu č. 5.
Tabulka č. 8: Obsah redukujících sacharidů během fermentace mléka smetanovou kulturou vyjádřených jako laktosa
	doba fermentace [hod]
	I. měření obsah laktosy [%]
	směrodatná odchylka
	II. měření

obsah laktosy [%]
	směrodatná odchylka
	průměr měření [%]
	směrodatná odchylka

	0
	4,75
	0,02
	4,84
	0,02
	4,79
	0,05

	0+
	5,07
	0,02
	5,15
	0,02
	5,11
	0,04

	2
	4,83
	0,02
	4,80
	0,02
	4,81
	0,02

	4
	4,75
	<0,01
	4,70
	<0,01
	4,73
	0,03

	6
	4,60
	0,02
	4,69
	<0,01
	4,65
	0,05

	19
	4,36
	0,02
	4,53
	0,02
	4,44
	0,09

	20
	4,19
	0,02
	4,25
	0,02
	4,22
	0,04


Graf č. 5: Obsah redukujících sacharidů během fermentace mléka smetanovou kulturou
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5.2.2 Fermentace mléka jogurtovou kulturou podle Luff-Schoorla

Pomocí titrační metody podle Luff-Schoorla byl během fermentace mléka jogurtovou kulturou zjištěn pokles obsahu redukujících sacharidů. Nejnižší průměrný obsah činil 4,30  %.  Pomocí této metody byl proveden výpočet a uvedené výsledky jsou v tabulce č. 9 a grafu č. 6.
Tabulka č. 9: Obsah redukujících sacharidů během fermentace mléka jogurtovou kulturou vyjádřených jako laktosa
	doba fermentace [hod]
	I. měření -
	II. měření -
	III. měření -
	průměr 
	směrodatná odchylka 

	
	obsah laktosy [%]
	obsah laktosy [%]
	obsah laktosy [%]
	obsahu laktosy [%]
	

	0
	5,01
	4,97
	5,06
	5,01
	0,04

	0+
	4,95
	4,88
	5,01
	4,95
	0,05

	1
	4,85
	4,73
	4,85
	4,81
	0,06

	2
	4,70
	4,71
	4,83
	4,75
	0,06

	3
	4,51
	4,66
	4,72
	4,63
	0,09

	4
	4,21
	4,54
	4,63
	4,46
	0,18

	5
	4,16
	4,35
	4,38
	4,30
	0,10


Graf č. 6: Obsah redukujících sacharidů během fermentace mléka jogurtovou kulturou
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5.2.3 Stanovení redukujících sacharidů dle Luff-Schoorla v jogurtech
Dle této metody byl stanoven obsah redukujících sacharidů (vyjádřených jako laktosa) ve 12 vzorcích náhodně zakoupených jogurtů. Naměřené výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 10 a grafu č. 7. Nejnižší obsah laktosy (2,84 %) byl stanoven ve vzorku č. 12. Nejvyšší obsah laktosy byl naměřen ve vzorku č. 3. Obsah laktosy zde činil 6,26 %.
Tabulka č. 10: Obsah redukujících sacharidů vyjádřených jako monohydrát laktosy v jogurtech dle Luff-Schoorla [%]
	vzorky jogurtů
	koncentrace [%]
	směrodatná odchylka

	1. Choceňský smetanový jogurt max
	3,03
	0,02

	2. OLMA - FLORIAN smetanové pokušení Bílý
	3,12
	0,03

	3. AGRO-LA jihočeský jogurt bílý
	6,26
	0,02

	4. OLMA - KLASIK bílý jogurt
	3,58
	0,02

	5. Yoplait bílý jogurt
	4,73
	0,02

	6. BOHE MILK -bílý jogurt řeckého typu
	3,06
	0,05

	7. Moravia jogurt bílý
	4,09
	0,06

	8. HOLANDIA - Jogurt Bílý Selský z Krásného Údolí
	2,97
	0,05

	9. Tesco natural jogurt
	4,73
	0,06

	10. KLASA - Bílý jogurt z valašska
	3,95
	0,09

	11. ZOTT - Jogurt Bílý
	3,38
	0,02

	12. Tesco jogurt smetanový
	2,84
	0,02


Graf č. 7: Obsah redukujících sacharidů v jogurtech dle Luff-Schoorla (%)
[image: image18.emf]Stanovení redukujících sacharidů vyjádřených jako laktosa v 

jogurtech

3,03

3,12

6,26

3,58

4,73

3,06

4,09

2,97

4,73

3,95

3,38

2,84

1. Choceňský smetanový jogurt max

2. OLMA - FLORIAN smetanové pokušení Bílý 3. AGRO-LA jihočeský jogurt bílý

4. OLMA - KLASIK bílý jogurt

5. Yoplait bílý jogurt

6. BOHE MILK -bílý jogurt řeckého typu

7. Moravia jogurt bílý

8. HOLANDIA - Jogurt Bílý Selský z Krásného...

9. Tesco natural jogurt 10. KLASA - Bílý jogurt z valašska 11. ZOTT - Jogurt Bílý 12. Tesco jogurt smetanový

koncentrace [%]


5.3 Stanovení laktosy pomocí infračervené spektroskopie na přístroji Milko-Scan

Pomocí této metody byl sledován obsah laktosy ve vzorcích mléka po přidání smetanové a jogurtové kultury. Přidání těchto kultur je v tabulkách a grafech zaznamenáno jako 0+. 
5.3.1 Stanovení laktosy pomocí IČ spektroskopie na přístroji Milko-Scan po přidání smetanové kultury. 

Pomocí IČ spektroskopie na přístroji Milko-Scan byl bezprostředně po přidání smetanové kultury zaznamenán nárůst obsahu laktosy. Průměrné hodnoty nárůstu obsahu laktosy po přidání smetanové kultury činily 0,17%.  Tento nárůst se do 19té hodiny měření pozvolna snižoval. V průběhu poslední hodiny měření však došlo k opětovnému nárůstu.  Průměrné navýšení obsahu laktosy na konci měření činilo 0,23 % hm. Zjištěné hodnoty jsou uvedeny v tabulce č. 11 a grafu č. 8.

Tabulka č. 11: Obsah laktosy v průběhu fermentace mléka smetanovou kulturou na přístroji Milko-Scan [% hm]
	doba fermentace [hod]
	I. měření
	II. měření
	průměr měření

	
	obsah laktosy [% hm.]
	obsah laktosy
[% hm.]
	obsah laktosy [% hm.]

	0
	5,03
	5,11
	5,07

	0+
	5,19
	5,28
	5,24

	2
	5,18
	5,27
	5,23

	4
	5,17
	5,27
	5,22

	6
	5,17
	5,25
	5,21

	19
	5,06
	5,15
	5,11

	20
	5,26
	5,34
	5,3


Graf č. 8: Obsah laktosy v průběhu fermentace mléka smetanovou kulturou na přístroji Milko-Scan [% hm]
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5.3.2 Stanovení laktosy pomocí IČ spektroskopie na přístroji Milko-Scan po přidání jogurtové kultury. 


Bezprostředně po přidání jogurtové kultury byl během všech měření pomocí IČ spektroskopie na přístroji Milko–Scan zjištěn dočasný nárůst obsahu laktosy. Během prvního měření došlo k celkovému navýšení obsahu laktosy, u druhého a třetího měření byl zaznamenán pokles. Zjištěné hodnoty jsou uvedeny v tabulce č. 12 a grafu č. 9.
Tabulka č. 12: Obsah laktosy [% hm] pomocí IČ na přístroji Milko-Scan po přidání jogurtové kultury
	doba fermentace [hod]
	I. měření obsah laktosy[% hm]
	II. měření obsah laktosy[% hm]
	III. měření obsah laktosy[% hm]
	průměr měření, obsah laktosy [% hm]
	směrodatná odchylka

	0
	4,88
	5,05
	5,06
	5,00
	0,08

	0+
	5,05
	5,10
	5,20
	5,12
	0,06

	1
	5,08
	5,20
	5,19
	5,16
	0,05

	2
	5,01
	5,16
	5,11
	5,09
	0,06

	3
	5,08
	5,10
	5,10
	5,09
	0,01

	4
	4,93
	5,13
	5,08
	5,05
	0,08

	5
	4,99
	5,00
	5,03
	5,01
	0,02


Graf č. 9: Obsah laktosy  pomocí IČ na přístroji Milko-Scan po přidání jogurtové kultury [% hm]
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5.4 Stanovení laktosy metodou HPLC

Pomocí této metody byl ve smetanové kultuře sledován obsah laktosy, galaktosy a kyseliny mléčné. Obsah glukosy ve smetanové kultuře byl pod mezí detekce. V jogurtové kultuře byl zjištěn obsah laktosy, glukosy, galaktosy i kyseliny mléčné. U obou kultur bylo zjištěno, že v průběhu fermentace dochází k postupnému snižování obsahu laktosy.
Obsah galaktosy byl zaznamenán již před přidáním jednotlivých kultur. Průměrný nárůst galaktosy byl u smetanové kultury na konci měření o 0,013% hm vyšší než na jeho počátku. U jogurtové kultury došlo k navýšení o 0,61% hm.

Kyselina mléčná byla u smetanové kultury naměřena již po zaočkování kulturou, zatímco u jogurtové kultury byla naměřena až po jedné hodině fermentace.  Průměrné navýšení obsahu kyseliny mléčné bylo u smetanové kultury 0,87 % hm. U jogurtové kultury byl naměřen nárůst o 0,93 % hm. 

Přidání kultur je v tabulkách a grafech zaznamenáno jako 0+. Měření bylo také prováděno ve vzorcích zakoupených jogurtů. 
5.4.1 Stanovení laktosy, galaktosy a kyseliny mléčné v mléce po přidání smetanové kultury 

Bezprostředně po zaočkování smetanovou kulturou bylo naměřeno navýšení obsahu laktosy. Po dvou hodinách měření byl zjištěn pokles obsahu laktosy, který trval až do konce měření. Průměrná koncentrace laktosy  na konci měření dosahovala 4,61 % hm. Průměrná hodnota úbytku laktosy dosahovala 12,2 % hm. Pomocí HPLC byly zjištěny výsledky, uvedené v tabulkách č. 13 a č. 14  a grafu č. 10.
Tabulka č. 13: Koncentrace laktosy během fermentace smetanovou kulturou pomocí metody HPLC [% hm]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [% hm]
	směrodatná odchylka
	II. měření [% hm]
	směrodatná odchylka
	Průměr měření [% hm]
	směrodatná odchylka

	0
	5,25
	0,01
	5,25
	<0,01
	5,25
	0,01

	0+
	5,40
	0,03
	5,56
	<0,01
	5,48
	0,08

	2
	5,24
	<0,01
	5,38
	0,01
	5,31
	0,07

	4
	5,18
	0,01
	5,35
	0,01
	5,26
	0,09

	6
	5,13
	0,01
	5,29
	0,01
	5,21
	0,09

	19
	4,60
	0,02
	4,70
	<0,01
	4,63
	0,05

	20
	4,54
	0,02
	4,67
	0,02
	4,60
	0,07


Tabulka č. 14: Úbytek laktosy během fermentace smetanovou kulturou pomocí metody 
HPLC  [%]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [%]
	II. měření [%]
	Průměr měření [%]

	0
	100,00
	100,00
	100,00

	0+
	102,98
	105,90
	104,44

	2
	99,99
	102,38
	101,18

	4
	98,68
	101,77
	100,22

	6
	97,72
	100,78
	99,25

	19
	87,60
	89,42
	88,51

	20
	86,64
	88,97
	87,80


Graf č. 10:  Koncentrace laktosy během fermentace pomocí metody HPLC [% hm]
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Pomocí HPLC metody byl bezprostředně po zaočkování vzorku smetanovou kulturou zjištěn narůst koncentrace galaktosy.  V průběhu měření docházelo k postupnému snižovaní a následnému navyšování obsahu galaktosy. Na konci měření byl zjištěn průměrný nárůst o 0,013 %hm. Zjištěné hodnoty jsou uvedené v tabulce č.15 a grafu č. 11. 
Tabulka č. 15: Obsah galaktosy během fermentace smetanovou kulturou pomocí metody
 HPLC [% hm]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [% hm]
	směrodatná odchylka
	II. měření [% hm]
	směrodatná odchylka
	průměr měření [% hm]
	směrodatná odchylka

	0
	0,03
	<0,01
	0,03
	<0,01
	0,03
	<0,01

	0+
	0,05
	<0,01
	0,03
	<0,01
	0,04
	0,01

	2
	0,04
	<0,01
	0,03
	<0,01
	0,04
	<0,01

	4
	0,03
	<0,01
	0,03
	<0,01
	0,03
	<0,01

	6
	0,03
	<0,01
	0,04
	<0,01
	0,03
	<0,01

	19
	0,04
	<0,01
	0,04
	<0,01
	0,04
	<0,01

	20
	0,04
	<0,01
	0,05
	<0,01
	0,04
	<0,01


Graf č. 11: Obsah galaktosy během fermentace smetanvou kulturou pomocí metody
HPLC [% hm]
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Pomocí HPLC metody byl zjištěn nárůst obsahu kyseliny mléčné.  Nejvyšší průměrná hodnota dosahovala 0,88 % hm. Tato hodnota byla stanovena po 20 hodinách měření Jednalo se o průměrné navýšení obsahu kyseliny  mléčné o 0,86 % hm od přidání smetanové kultury. Zjištěné hodnoty jsou uvedené v tabulkách č.16 a č. 17 a grafu č.12 
Tabulka č. 16: Obsah kyseliny mléčné během fermentace smetanovou kulturou pomocí metody HPLC [% hm]  

	doba fermentace [hod]
	I. měření [% hm]
	směrodatná odchylka
	II. měření [% hm]
	směrodatná odchylka
	průměr měření [% hm]
	směrodatná odchylka

	0
	<0,02
	 
	<0,02
	 
	 <0,02
	 

	0+
	0,02
	<0,01
	0,02
	<0,01
	0,02
	<0,01

	2
	0,02
	<0,01
	0,01
	<0,01
	0,02
	<0,01

	4
	0,01
	<0,01
	0,01
	<0,01
	0,01
	<0,01

	6
	0,02
	<0,01
	0,02
	<0,01
	0,02
	<0,01

	19
	0,64
	0,01
	0,75
	0,02
	0,67
	0,05

	20
	0,84
	0,01
	0,94
	<0,01
	0,88
	0,05


Tabulka č. 17: Nárůst kyseliny mléčné během fermentace smetanovou kulturou pomocí metody HPLC  [%]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [%]
	II. měření [%]
	Průměr měření [%]

	0
	<2,37
	<2,37
	<2,37

	0+
	2,63
	2,38
	2,51

	2
	2,01
	1,15
	1,58

	4
	1,59
	1,18
	1,38

	6
	2,07
	2,20
	2,14

	19
	75,55
	79,41
	77,48

	20
	100,00
	100,00
	100,00


Graf č. 12: Obsah kyseliny mléčné během fermentace smetanovou kulturou pomocí metody HPLC  [% hm.]
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5.4.2 Stanovení laktosy, glukosy, galaktosy a kyseliny mléčné v mléce po přidání jogurtové kultury


Po přidání jogurtové kultury byl zaznamenán nárůst koncentrace laktosy. V průběhu fermentace docházelo k postupnému poklesu. Nejnižší průměrná hodnota laktosy činila 3,72 % hm, průměrný úbytek laktosy dosahoval 25,84 % hm. Zjištěné hodnoty jsou uvedené v tabulkách č.18, 19 a grafu č. 13
Tabulka č. 18: Obsah laktosy během fermentace jogurtovou kulturou pomocí metody 
HPLC [% hm]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [% hm]
	s
	II. měření [% hm]
	s
	III. měření [% hm]
	s
	průměr měření [% hm]
	s

	0
	4,86
	<0,01
	5,10
	0,01
	5,07
	<0,01
	5,01
	0,11

	0+
	5,09
	0,01
	5,23
	<0,01
	5,38
	<0,01
	5,23
	0,12

	1
	5,03
	<0,01
	5,06
	<0,01
	5,21
	<0,01
	5,10
	0,08

	2
	4,86
	0,01
	4,91
	0,02
	5,13
	0,02
	4,97
	0,12

	3
	4,19
	<0,01
	4,51
	<0,01
	4,31
	0,02
	4,34
	0,13

	4
	3,87
	0,01
	4,08
	0,01
	4,08
	0,01
	4,01
	0,10

	5
	3,50
	<0,01
	3,83
	0,01
	3,81
	0,01
	3,72
	0,15


Poznámka: s = směrodatná odchylka
Tabulka č. 19: Obsah laktosy během fermentace jogurtovou kulturou pomocí metody 
HPLC  [%]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [%]
	II. měření [%]
	III. měření [%]
	průměr [%]

	0
	100,00
	100,00
	100,00
	100,00

	0+
	104,91
	102,48
	106,14
	104,51

	1
	103,68
	99,11
	102,82
	101,87

	2
	100,11
	96,32
	101,21
	99,21

	3
	86,30
	88,40
	85,00
	86,57

	4
	79,62
	80,03
	80,55
	80,07

	5
	72,19
	75,05
	75,25
	74,16


Graf č. 13: Obsah laktosy během fermentace jogurtovou kulturou pomocí metody 
HPLC [% hm]
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Dle tabulky č. 20 je patrné, že se obsah glukosy během fermentace jogurtovou kulturou v průběhu sledování zvyšoval. Na konci fermentace však došlo k jejímu poklesu. Nejvyšší průměrné hodnoty byly naměřeny po 4 hodinách, kdy při směrodatné odchylce 0,0029 bylo naměřeno 0,06 % hm. glukosy. V poslední hodině fermentace došlo k průměrnému poklesu na 0,05 % hm.  graficky znázorněné v tabulce č. 14.
Tabulka č. 20: Obsah glukosy během fermentace jogurtovou kulturou pomocí metody 
HPLC [% hm]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [% hm]
	s
	II. měření [% hm]
	s
	III. měření [% hm]
	s
	průměr měření [% hm]
	s

	0
	<0,01
	 
	<0,01
	 
	<0,01
	 
	 <0,01
	 

	0+
	0,02
	<0,01
	0,01
	<0,01
	0,01
	<0,01
	0,01
	<0,01

	1
	0,04
	<0,01
	0,03
	<0,01
	0,04
	<0,01
	0,03
	<0,01

	2
	0,05
	<0,01
	0,05
	<0,01
	0,06
	<0,01
	0,05
	<0,01

	3
	0,05
	<0,01
	0,06
	<0,01
	0,06
	<0,01
	0,06
	<0,01

	4
	0,07
	<0,01
	0,06
	<0,01
	0,06
	<0,01
	0,06
	<0,01

	5
	0,05
	<0,01
	0,05
	<0,01
	0,05
	<0,01
	0,05
	<0,01


Poznámka: s = směrodatná odchylka

Graf č. 14: Obsah glukosy během fermentace jogurtovou kulturou pomocí metody HPLC [% hm]
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V průběhu fermentace jogurtovou kulturou došlo k navýšení obsahu galaktosy a kyseliny mléčné. Největší průměrný obsah galaktosy činil 0,62 % hm. Tato hodnota byla získána při směrodatné odchylce 0,0541. Nevětší průměrný obsah kyseliny mléčné činil 0,92 % hm, při směrodatné odchylce 0,1097. Průběh měření je znázorněn v přiložených tabulkách č. 21, 22, 23,  a grafech. č. 15, 16
Tabulka č. 21: Obsah galaktosy během fermentace jogurtovou kulturou [% hm]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [% hm]
	s
	II. měření [% hm]
	s
	III. měření [% hm]
	s
	průměr měření

[% hm]
	s

	0
	0,03
	<0,01
	0,03
	<0,01
	0,04
	<0,01
	0,03
	<0,01

	0+
	0,06
	<0,01
	0,05
	<0,01
	0,06
	<0,01
	0,05
	<0,01

	1
	0,09
	<0,01
	0,08
	<0,01
	0,08
	<0,01
	0,08
	<0,01

	2
	0,17
	<0,01
	0,15
	<0,01
	0,18
	0,01
	0,16
	0,01

	3
	0,35
	<0,01
	0,29
	<0,01
	0,35
	<0,01
	0,33
	0,03

	4
	0,60
	<0,01
	0,51
	<0,01
	0,48
	<0,01
	0,51
	0,04

	5
	0,74
	<0,01
	0,57
	<0,01
	0,62
	<0,01
	0,62
	0,05


Poznámka: s = směrodatná odchylka

Graf č. 15: Obsah galaktosy během fermentace jogurtovou kulturou [% hm]
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Tabulka č. 22: Průměrný obsah kyseliny mléčné při fermentaci jogurtovou kulturou [% hm]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [% hm]
	s
	II. měření [% hm]
	s
	III. měření [% hm]
	s
	průměr měření [% hm]
	s

	0
	<0,02
	 
	<0,02
	 
	<0,02
	 
	<0,02
	 

	0+
	<0,02
	 
	<0,02
	 
	<0,02
	 
	<0,02
	 

	1
	0,05
	0,01
	0,02
	<0,01
	0,04
	<0,01
	0,03
	0,01

	2
	0,14
	0,01
	0,11
	<0,01
	0,15
	<0,01
	0,13
	0,02

	3
	0,54
	<0,01
	0,34
	0,01
	0,44
	<0,01
	0,41
	0,07

	4
	0,88
	0,01
	0,69
	0,01
	0,69
	0,02
	0,72
	0,07

	5
	1,11
	<0,01
	0,81
	0,01
	0,98
	0,01
	0,92
	0,11


Poznámka: s = směrodatná odchylka [% hm]
Tabulka č. 23: Obsah kyseliny mléčné během fermentace jogurtovou kulturou [%]
	doba fermentace [hod]
	I. měření [%]
	II. měření [%]
	III. měření [%]
	průměr [%]

	0
	<1,80
	<1,80
	<1,80
	<1,80

	0+
	<1,80
	<1,80
	<1,80
	<1,80

	1
	4,41
	3,06
	4,07
	3,85

	2
	12,65
	13,17
	15,22
	13,68

	3
	48,34
	41,52
	44,58
	44,81

	4
	79,08
	85,85
	70,46
	78,46

	5
	100,00
	100,00
	100,00
	100,00


Graf č. 16: Obsah kyseliny mléčné během fermentace jogurtovou kulturou [% hm.]
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5.4.3 Stanovení laktosy, glukosy, galaktosy a kyseliny mléčné v jogurtech
Hodnoty obsahu laktosy zjištěné ze všech použitých vzorcích jogurtů se během měření pohybovaly v rozmezí 2,30 % hm. až 5,54 % hm.

Nejvyšší hodnoty obsahu glukosy byly zaznamenány ve vzorku č. 3 (Jihočeský jogurt bílý) 0,20 % hm. se směrodatnou odchylkou 0,0148. Naopak u vzorků č. 1, 2, 4, 10 a 12 nebyl obsah glukosy vůbec zaznamenán, obsah glukosy se tedy pohyboval pod hodnotou 0,01 % hm.
Hodnoty obsahu galaktosy se pohybovaly v rozsahu od 0,50 % hm. až do 1,55 % hm. Ze všech 12 jogurtů obsahovalo 5 vzorků galaktosu v rozmezí od 0,77 % hm. až do 0,80 % hm.

Kyselina mléčná byla stanovena v rozsahu od 1,01 % hm. až do 2,30 % hm. 
Zjištěné hodnoty jsou uvedeny v tabulce č. 24 a grafu č. 17

Tabulka č. 24: Obsah laktosy, glukosy, galaktosy a kyseliny mléčné v jogurtech
	Vzorek jogurtu
	laktosa [% hm.]
	 s
	glukosa [% hm.]
	s
	galaktosa [% hm.]
	 s
	k. mléčná [% hm.]
	s

	1. Choceňský smetanový jogurt max
	2,64
	0,03
	<0,01
	 
	0,58
	0,01
	1,34
	0,05

	2. OLMA - Florián smetanové pokušení
	2,69
	0,02
	<0,01
	 
	0,50
	0,01
	1,22
	0,04

	3. AGRO-LA Jihočeský jogurt bílý
	5,54
	0,03
	0,20
	0,02
	1,55
	0,02
	2,30
	0,03

	4. OLMA - KLASIK bílý jogurt
	3,19
	0,03
	<0,01
	 
	1,05
	0,01
	1,78
	0,24

	5. Yoplait bílý jourt
	4,39
	0,01
	0,04
	<0,01
	0,91
	0,01
	1,59
	0,02

	6. BOHE MILK - Bílý jogurt řeckého typu
	2,33
	0,01
	0,04
	<0,01
	0,64
	0,01
	1,01
	0,01

	7. MORAVIA - jogurt bílý
	2,89
	<0,01
	0,01
	<0,01
	0,77
	0,01
	1,41
	0,05

	8. HOLANDIA- Jogurt Selský bílý z Krásného Údolí
	2,46
	0,01
	0,05
	<0,01
	0,78
	0,01
	1,34
	0,05

	9. Tesco natural jogurt
	4,32
	0,01
	0,01
	<0,01
	0,80
	0,01
	1,73
	0,01

	10. KLASA - Bílý jogurt z Valašska
	3,27
	0,01
	<0,01
	 
	0,77
	<0,01
	1,49
	0,02

	11. ZOTT - Jogurt BÍLÝ
	2,30
	0,03
	0,10
	<0,01
	0,77
	<0,01
	1,25
	<0,01

	12. TESCO - Jogurt smetanový
	2,31
	0,04
	<0,01
	 
	0,62
	<0,01
	1,19
	0,04


Poznámka: s = směrodatná odchylka [% hm.]
Graf č. 17: Obsah laktosy, glukosy, galaktosy a kyseliny mléčné v jogurtech pomocí metody HPLC [% hm]
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5.4.4 Kalibrační řady


Pro stanovení koncentrací laktosy, glukosy, galaktosy a kyseliny mléčné na přístroji HPLC byly připraveny kalibrační roztoky standardů těchto sloučenin tak, aby bylo pokryto koncentrační rozmezí kalibrační řady. Všechny připravované roztoky byly upraveny Carrézovými činidly. Kalibrační rovnice jsou uvedeny v grafech č. 18 až 22 spolu s korelačním koeficientem.

Pro porovnání metody HPLC a infračervené spektroskopie byl oběma metodami proměřen vzorek stejného mléka. Výsledky byly 5,0 % hm. stanovených pomocí přístroje FT 120 a 4,9 % hm. Stanovených pomocí HPLC.

Graf č. 18: Kalibrace HPLC pro laktosu 
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Graf č. 20 Kalibrace HPLC pro glukosu
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Graf č. 21 Kalibrace HPLC pro galaktosu
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Graf č. 22 Kalibrace HPLC pro kyselinu mléčnou
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6 Diskuze

V průběhu fermentace pasterizovaného mléka kultivovaného smetanovou či jogurtovou kulturou byl u všech sledovaných vzorků zaznamenán nárůst obsahu kyseliny mléčné, což potvrdilo předpoklad, že během fermentace dochází k rozkladu laktosy a tvorbě kyseliny mléčné. Největší navýšení kyseliny mléčné bylo naměřeno u vzorků mléka zaočkovaných jogurtovou kulturou. Tohoto výsledku bylo dosaženo při poklesu pH z 6,49 na 4,38 a při současném navýšení titrační kyselosti z 6,4 na 31,8 SH. Tento výsledek se dle Legarové et al. (2010) nejvíce podobá výsledkům získaných při fermentaci syrovátky jogurtovou kulturou KAN IV. 

Obsah laktosy byl stanoven pomocí metody dle Luff-Schoorla, pomocí infračervené spektroskopie na přístroji Milko-Scan a pomocí HPLC metody. Obsah laktosy v mléce se u použitých metod pohyboval okolo 5 %. Hodnoty zjištěné ve vzorcích jogurtů se u Luff‑Schoorlovi metody pohybovaly v rozmezí 2,84 % ‑ 6,26 %, u HPLC metody 2,30 % hm ‑ 5,54 % hm. Dle Siebera et al. (1997) je obsah laktosy obsažené v jogurtech obvykle o 1/3 nižší než ve vzorcích mléka. Toto tvrzení nebylo prokázáno u jihočeského jogurtu bílého (vz. č. 3), Yoplait (vz. č. 5) a Tesco natural jogurtu (vz. č. 9), kdy hodnoty obsahu laktosy výrazně převyšovaly 3,4 % (hodnota pro porovnání byla získána výpočtem z 1/3 z 5 % hmotnostních). Ve všech třech případech je výrobcem uveden přídavek sušeného mléka (tabulka č. 3). Tento výsledek souhlasí s výsledky uvedenými Čurdou (2006), dle kterého je obsah laktosy v jogurtech ovlivněn přídavkem sušeného nebo zahuštěného odstředěného mléka. 
Největší pokles obsahu laktosy byl stanoven pomocí metody HPLC u vzorků fermentovaného mléka s jogurtovou kulturou. Jednalo se o snížení o cca 25 %. Výsledné hodnoty naměřené pomocí této metody souhlasí s tvrzením Čurdy (2006), dle kterého fermentací mléka dochází k 20 až 30 procentnímu poklesu obsahu laktosy. Pokles laktosy byl dále zaznamenán u Luff-Schoorlovi metody, kdy u smetanové kultury došlo ke snížení obsahu laktosy o cca 12 % a u jogurtové kultury o cca 14 %, což může být vysvětleno teplotou kultivace, která v případě jogurtové kultury dosahovala 43°C a použitím rozdílných mikrobiálních kmenů. Tento výsledek souhlasí s měřeními uvedenými Purim et al. (2009), dle kterých bylo maximální hydrolýzy dosaženo při teplotě 40 °C. Rozdílné výsledky byly u obou kultur zjištěny pomocí přístroje Milco-Scan, kdy došlo k navýšení průměrného obsahu analytů, který byl přístrojem vyhodnocen jako laktosa.. V případě jogurtové kultury se jednalo o nepatrné navýšení o 0,01 % hm. Tento výsledek byl získán zprůměrováním tří měření. Celkové hodnoty jsou u této metody ovlivněny výsledky získanými při prvním měření. 
Laktosa byla dále stanovena u dvanácti náhodně zakoupených vzorků jogurtů. Obsah laktosy byl u těchto vzorků měřen dle Luff-Schoorla a pomocí HPLC metody (uvedeno v grafu č. 23). Výsledné hodnoty naměřené pomocí Luff-Schoorlovi metody jsou vždy nepatrně vyšší než hodnoty získané pomocí kapalinové chromatografie (HPLC). Tento rozdíl je odůvodněn tím, že Luff-Schoorlova  metoda zachycuje všechny redukující cukry v mléce a mléčných výrobcích. Tento výsledek souhlasí s tvrzením Xinmina et al. (2007), dle kterého je hlavní nevýhodou při chemickém stanovení sacharidů souběžné vyhodnocení různých sacharidů. Nejvyšší obsah sacharidů byl pomocí HPLC metody stanoven u jihočeského jogurtu bílého (graf č. 24). Tento výsledek byl získán součtem všech zjištěných sacharidů ve vzorku jogurtu. Naměřené hodnoty, zde převyšovaly hodnoty uvedené výrobcem. Celkový rozdíl činil 2,19 % hm.  Výrazný rozdíl mezi hodnotami stanovenými HPLC a obsahem sacharidů od výrobce naměřenými hodnotami je patrný u vzorku č. 2 (Florián – smetanové pokušení). Naměřené výsledky nedosahovaly hodnot uvedených výrobcem.
Jogurty obsahující nižší obsah laktosy by dle Siebera et al. (1997) měly být dobře přijímány lidmi s laktosovou intolerancí. Dle tohoto tvrzení by byl za nejvhodnější jogurt považován Zott jogurt bílý (2,3 % hm) a BOHE MILK bílý jogurt řeckého typu. U obou těchto jogurtů byl pomocí HPLC metody stanoven nejnižší obsah laktosy. 

HPLC metoda byla dále použita pro stanovení obsahu glukosy, galaktosy a kyseliny mléčné. Výsledné hodnoty na konci měření prokázaly, že v průběhu fermentace dochází k postupnému snižování obsahu laktosy, navyšování galaktosy a kyseliny mléčné. Ke stejnému závěru došel i Euber a Brunner (1979), kdy byl při použití enzymatické metody ve fermentovaných mléčných produktech zaznamenán pokles obsahu laktosy a navýšení obsahu galaktosy.

Graf č. 23: Porovnání výsledků u vzorků jogurtů mezi metodami  HPLC a Luff-Schoorlem
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Graf č. 24 Množství sacharidů v jogurtech dle výrobce a naměřených hodnot HPLC

[image: image34.emf]Množství sacharidů v jogurtech

4,23

5,34

3,01

3,29

4,04

6,00

6,50

4,80

3,30

7,29

3,22

3,18

3,67

5,13

3,17

2,93

3,90

5,10

4,00

5,50

3,50 3,50

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

7,0

8,0

2. OLMA - FLORIAN smetanové pokušení Bílý

4. OLMA - KLASIK bílý jogurt

5. Yoplait bílý jogurt

7. Moravia jogurt bílý

8. HOLANDIA - Jogurt Bílý Selský z Krásn...

9. Tesco natural jogurt

10. KLASA - Bílý jogurt z valašska

11. ZOTT - Jogurt Bílý

12. Tesco jogurt smetanový

Koncentrace [% hm.]

HPLC (laktosa +glukosa +

galaktosa)

sacharidy dle výrobce


7 Závěr


 Z literárních údajů vyplývá, že pro stanovení fermentovaných výrobků jsou převážně používané chromatografické metody.

Podle předpokladu byl u většiny vzorků mléka na konci fermentace zaznamenán pokles obsahu laktosy. Rozdílné výsledky byly zaznamenány pomocí přístroje 
Milco-Scan. Nejnižší obsah laktosy byl stanoven pomocí HPLC metody u vzorků mléka kultivovaných jogurtovou kulturou. Obsah laktosy na konci fermentace činil 3,72 % hm (což je o 1,29 % hm méně). U smetanové kultury klesl obsah laktosy pouze o 0,65 % hm, tedy na 4,6 % hm.
Nenižší obsah laktosy byl pomocí HPLC metody naměřen u jogurtu Zott bílý (2,30 % hm) a u jogurtu Tesco natural (2,31 % hm). Nejvyšší obsah laktosy byl pomocí HPLC metody stanoven u Jihočeského jogurtu bílého (5,54 % hm). Na základě naměřených výsledků vyplývá, že není možné jednoznačně doporučit jogurty pro lidi trpící laktosovou intolerancí, byť je fermentací obsah laktosy snížen. Lepší stravitelnost fermentovaných výrobků je možné odůvodnit přítomností živých bakterií mléčného kvašení, které přežívají průchod trávicím traktem, pomáhají přeměňovat laktosu na kyselinu mléčnou a zpomalují tak rozvoj nežádoucí mikroflóry.
Stanovení bylo prováděno pomocí metody podle Luff-Schoorla, metodou HPLC,  pomocí infračervené spektroskopie na přístroji Milko-Scan, stanovením změn aktivní kyselosti pH metrem a monitorováním titrační kyselosti. Pozornost byla věnována především procentuálním rozdílům laktosy ve vybraných vzorcích, porovnání obsahu laktosy mezi vzorky kultivovanými smetanovou a jogurtovou kulturou, dále pak mezi vzorky mléka a vybranými jogurty s přihlédnutím na použité metody. Jako nejméně vhodná se prokázala metoda infračervené spektroskopie na přístroji Milko-Scan. Program nebyl schopen odlišit absorpci infračerveného záření daných funkčních skupin laktosy od produktů první fáze fermentace a to glukosy a galaktosy. Luff–Schoorlova metoda stanovuje všechny redukující cukry v mléce a mléčných výrobcích. Z tohoto důvodu lze říci, že se nejedná o příliš vhodnou metodu pro vyhodnocení obsahu laktosy, protože se neprojeví při procesu fermentace prvotní rozklad laktosy na glukosu a galaktosu, především se ale projeví následná přeměna na kyselinu mléčnou. Toto zjištění je dále odůvodněno subjektivitou při stanovení zabarvení titrovaného roztoku. Jako nejvhodnější se ukázala metoda kapalinové chromatografie (HPLC), která stanovuje dané analyty jednotlivě, ale je z těchto metod nejnáročnější.
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