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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyrobou a charakterizaci jogurtu. Celkem byly
vyrobeny tfi typy jogurtli: ,,klasicky* bily jogurt, bulharsky jogurt vyrobeny z komercni kultury
a tradi¢ni bulharsky jogurt ziskany pfeockovanim jogurtu pfivezené¢ho z Bulharska. Vyrobky
byly charakterizovany z hlediska senzorické kvality, profilu t€kavych latek (HS-SPME-GC-
MS) a mikrobialniho profilu (qPCR). Cilem bylo zjistit, zda a jak se uvedené vzorky lisi z
hlediska uvedenych parametrti.

V teoretické ¢asti je charakterizovan bulharsky jogurt a jeho zptisob technologie vyroby.
Dale je zminéna senzorickd kvalita, moZnosti senzorického hodnoceni jogurtl, stanoveni
pfitomnosti t€kavych latek a zptsob jejich stanoveni. V posledni kapitole teoretické Casti je
charakterizovan mikrobialni profil, moznosti identifikace mikrobidlnich kultur, a nakonec je
popsan nutri¢ni vyznam jogurtd.

V experimentalni ¢asti byl nejprve optimalizovan proces vyroby vzorka bulharskych
jogurtt, tyto byly nasledné porovnany s ,.klasickym* bilym jogurtem.

Pro senzorické hodnoceni byly pouzity grafické stupnice pro hodnoceni vzhledu, barvy,
konzistence, viin¢ a chuti, dale profilovy test (sladka, kyseld, hotkd, kvasinkova a pfip. jina
chut)) a potadovy test. Z vysledkl vyplyva, ze bulharské jogurty byly hodnoceny senzoricky
hife nez klasicky jogurt, predev§im kvili kyselejsi chuti.

Vzorky bulharskych jogurtt také vykazovaly kvasinkovou chut’, pfitomnost kvasinek
byla potvrzena pomoci metody qPCR.

Pomoci metody HS-SPME-GC-MS byl stanoven profil t¢kavych (aromatickych) latek
ve vzorcich. Ve vSech vzorcich jogurtt bylo identifikovano celkem 24 tékavych latek, z toho 6
alkohold, 2 estery, 6 kyselin, 7 karbonylovych sloucenin a 3 sirné slouceniny. Profil a obsah
sloucenin se v bulharskych jogurtech a jogurtu klasickém liSily; nejvyssi obsah tékavych latek

Cvwr

typické vysoké zastoupeni esterd.

KLiCOVA SLOVA
jogurt, aromatické latky, senzorickd analyza, SPME, GC-MS, PCR



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the production and characterization of yogurt. In total,
three types of yogurt were produced: "classic" white yogurt, Bulgarian yogurt made from
commercial culture, and traditional Bulgarian yogurt obtained by inoculation of yogurt brought
from Bulgaria. The products were characterized in terms of sensory quality, volatile profile
(HS-SPME-GC-MS), and microbial profile (QPCR). The aim was to find out whether and how
the mentioned samples differ in terms of the mentioned parameters.

In the theoretical part, Bulgarian yogurt and its method of production technology are
characterized. Sensory quality, the possibilities of sensory evaluation of yogurts, the
determination of the presence of volatile substances, and the method of their determination are
also mentioned. In the last chapter of the theoretical part, the microbial profile is characterized,
the possibilities of identifying microbial cultures, and finally the nutritional value of yogurts is
described.

In the experimental part, the production process of Bulgarian yogurt samples was first
optimized, and these were subsequently compared with "classic" white yogurt.

For sensory evaluation, graphic scales were used to evaluate appearance, color, consistency,
aroma, and taste, as well as a profile test (sweet, sour, bitter, yeasty, and possibly other tastes)
and an ordinal test. The results show that the Bulgarian yogurts were assessed sensorially worse
than the classic yogurt, mainly because of the sour taste.

Samples of Bulgarian yogurts also showed a yeasty taste, the presence of yeast was confirmed
using the qPCR method.

The profile of volatile (aromatic) substances in the samples was determined using the
HS-SPME-GC-MS method. A total of 24 volatile substances were identified in all yogurt
samples, of which 6 alcohols, 2 esters, 6 acids, 7 carbonyl compounds, 3 and sulfur compounds.

KEYWORDS
yogurt, aroma compounds, sensory analysis, SPME, GC-MS, PCR
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UVOoD

Jogurty jsou nejoblibenéjsi a nejrozsitencjsi fermentované mlécné vyrobky na svéte.
Obecné lze fici, Ze jsou pro Clovéka vyzivnymi potravinami, protoze obsahuji nckolik
zakladnich Zzivin, vCetné energie. Jejich konzumaci se do téla dostavaji latky, které pozitivné
ovliviluji sloZeni sttevni mikrofloru a zlepsuji tak traveni. Tento jev je velmi dulezity naptiklad
pfi naruseni rovnovahy traviciho systému (napf. antibiotika). Dnes se trh s mlékem orientuje
podle ptani zdkazniki a snazi se uspokojit jejich potieby. To je jeden z hlavnich diivodd, pro¢
je na trhu Siroka Skala jogurtl, od bilych ochucenych pies jogurty bez tuku, bez laktézy az po
jogurty pro nové skupiny spottebiteld, jako jsou jogurty ,,specialné pro muze* nebo pro seniory.
VSechny inovativni trendy v jogurtech musi spliiovat pozadavky zdkaznikli z hlediska
konzistence, textury, chuti, viskozity, kyselosti, popft. sladkost atd.

Oproti klasickému jogurtu ma bulharsky jogurt vyraznou a kyselejsi chut’, diky
pfitomnosti zivych bakterii, pfedev§im bakterie Lactobacillus Bulgaricus, ktera byla objevena
v Bulharsku jiz na za¢atku 20. stoleti.

Tato diplomova prace se zabyva vyrobou bulharského jogurtu a jeho porovnavanim s
klasickym jogurtem v oblasti kvality z pohledu chemické, mikrobialni a senzorické. Cilem bylo
zjistit, zda a pfip. jak se tyto v zasad€ stejné produkty od sebe lisi.



1 TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast se zabyva zédkladnimi pojmy souvisejicimi s feSenou problematikou —
jogurt, technologie jeho vyroby, chemické slozeni a senzorické vlastnosti.

1.1 Jogurt

Podle Vyhlasky Ministerstva zeméd¢lstvi €. 274/2019 Sb. je jogurt ... ,kysany mlécny
vyrobek ziskany kysdnim mléka, smetany, podmasli, nebo jejich smési pomoci MO, které tvori
protosymbiotickou smés Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus.*

Jogurt je tradi¢ni fermentovany mlécny produkt pochazejici z balkanské oblasti. Jiz v
roce 1905 bulharsky Iékat Stamen Grigorov zjistil, ze mikroorganismus Lactobacillus
bulgaricus je pricinou premény mléka na jogurt. Pozdéji se zjistilo, Ze na této zméné se podili
1 Streptococcus thermophilus [1, 2].

Jogurtova kultura se skldda z priméarnich mikroorganismti (Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophillus) a ptip. ze sekundarnich mikroorganismu
(Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium longum, bifidum, infantis), ale musi byt zachovan
pomér primarnich tyc¢inek a kokt 1:1 az 1:2, vyznamna pfevaha jednoho z nich by zménila
vlastnosti vyrobku. Fermentace probiha standardné pfti teploté 43—45 °C, po dobu 2,5-12 h.
Zasadni funkci téchto kultur je okyseleni, chut a textura [3].

Zakladni d€leni jogurti:

e pfirodni (bez ptisad, neochucené)

e ochucené (s ptfisadami) — s pfidavkem ovoce, zeleniny, kotfeni, ceredlii, kakaa, kavy,
cokolady aj. Pro ochucené jogurty jsou povolena aditiva jako potravinarskéd barviva,
sladidla, aromata, stabilizatory, zahustovadla (Skrob a zelatina).

Trvanlivost vyrobkil se pohybuje vétSinou od 4 do 5 tydni za ptedpokladu dodrzeni
chladirenského fetézce [4].

1.1.1 Vyroba jogurtu

Princip vyroby jogurtu je jednoduchy — mléko je zaockovano jogurtovou kulturou, ktera

pfeméni Cast laktozy na kyselinu mléénou. Dalsi metabolity vznikajici v prib¢hu fermentace
dodavaji vyrobkiim specifickou chut’ a vini.
Zpusob fermentace jogurtu zistava stejny jako pred stovkami let. Pfi vyrobé tradi¢niho jogurtu
se syrové mléko pievaii, dokud nedosdhne téméi poloviny svého objemu. Prevarené mléko se
ochladi na teplotu 45-50 °C, zaockuje pfidavkem jogurtu a necha se fermentovat, dokud
nedosdhne pozadovan¢ho pH (4,5). Hotovy vychladly jogurt se nalije do cCistych lahvi
a uchovava se v lednici [2, 5].

V dnes$ni dobé se pouzivaji dva technologické postupy vyroby jogurtii. Oba typy musi
spliiovat kritérium pro oznaceni jogurt a to nejméné 10° zivych bunék bakterii mlé¢ného
kvaseni v 1 g [2]. Jedna se o:

e Set typ jogurt (nerozmichany koagulat) se vyrabi plnénim zaockovaného mléka do
spotiebitelskych obali pied fermentaci a vyznacuje se pevnou, porcelanovitou az
lomivou konzistenci. Fermentace je obvykle 3-4 hod pti 42-45 °C.

e Stirred typ (rozmichany koagulat) se necha fermentovat v nadrzi a finalni koagulat se
vychladi a pted plnénim rozbije michdnim. Struktura byvad méné pevnad (krémovita
konzistence). Fermentace je obvykle po dobu 16-18 hod pti 30 °C [4].



Piehled postupu vyroby obou typt jogurtu je uveden na obrazku €. 1. Mohou se vyrabét bud’
s pfidanim nebo bez piidani n€kterych dalsich ptirodnich derivatt mléka, jako jsou syrovatkové
koncentraty, suSené odsttedéné mléko, kaseinaty nebo smetana, [2, 6].

Jogurt se vyrabi v riznych formach, a to podle textury (tekuty, ztuhly a michany jogurt), obsahu
tuku (tucny, polotucny, nizkotucny) a ptichuti (pfirodni, ovocny, cerealni, cokoladovy) [6].

Standardizace mléka
l
Homogenizace (5565 °C, 15-25 MPa)
l
Pasterizace mléka (80—85 °C, 30 min; 90-95 °C, 5 min)
l
Chlazeni na teplotu inkubacni (43—45 °C)
l
Ptidavek startovaci kultury

— .

Set typ Stirred typ
l l
Baleni Fermentace/ inkubace
l l
Fermentace/ inkubace(42-45 °C, pH 4,6) chlazeni (20-25 °C)
l l
Chlazeni (<4 °C) Chlazeni, plnéni a baleni
l
Chlazeni (<4 °C)

Obrazek ¢. 1: Moderni technologicky proces vyroby jogurtu [6, 7]
1.1.2 Chemicky a fyzikalni rozbor jogurtii

e Stanoveni suSiny jogurtu se provadi pomoci vazkové rozhod¢i metody a vyjadiuje
susSinu jogurtu jako podil zbyvajici po vysuSeni (teplota 10212 °C). Je vyjadiena
v gramech na 100 g vyrobku. Dal$i metodou stanoveni susiny je pomoci analytickych
vah s infracervenou susi¢kou. Navazka vzorku jogurtu je vysuSena pfi teploté 110 °C
po dobu 5 minut [8].

e Stanoveni tuku v jogurtu se provadi acidobutyrometrickou metodou.
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Tabulka ¢. 1: Fyzikalné—chemické pozadavky riiznych typui jogurtii [1].

druh jogurtu obsah tuku v hm. % obsah susiny v hm. %
bily nejméné 3,0 nemén¢ 8,2
smetanovy nejméné 10 nejméné 7,0
nizkotu¢ny/odtu¢nény <0,5 nemén¢ 8,2
se snizenym obsahem tuku <3,0 neméné 8,2

Stanoveni aktivni kyselosti se provadi pH metrem. Stanoveni titra¢ni kyselosti se provadi
Soxhlet Henkelovou metodou (viz kapitola 3.2.1). Stanoveni biacetylu (aromatickych/
tékavych latek) kreatinovou zkouskou. Kreatin dava v alkoholickém prostiedi s diacetylem
ruzové zbarveni [8].

1.2 Nutri¢ni vyznam jogurti

StéZzejnim procesem pii fermentaci je rozklad laktdézy za vzniku kyseliny mlééné. V
disledku sniZeni pH je kasein vysrazeny ve formé jemnych vlo¢ek 1épe piistupny enzymim v
travicim traktu a 1épe stravitelny, nez je tomu u mléka. Vznikla kyselina mlé¢na vSak vykazuje
fadu dalSich pozitivnich uc€inkd, proto je konzumace tradi¢nich jogurti po staleti spojovana
s pozitivnim vlivem na lidské zdravi [9].

Jednim z pozitivnich vlivl je ochrana proti gastrointestinadlnim infekcim (Lactobacillus
bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Lactococcus acidophilus a Bifdobacterium bifidum),
které zpiisobuji bioaktivni peptidy, jako jsou bakteriociny a ty jsou spojeny s antimikrobialni
aktivitou proti gastrointestindlnim patogentim, jako jsou klostridie, Enterobacteriaceae,
pseudomonady a Helicobacter pylori. Jiné peptidy produkované Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus mohou vyrovnat krevni tlak inhibici enzymu konvertujiciho angiotenzin
(ACE) [9-11].

Bakterie mlééného kvaSeni mohou chranit pied prijmem vyvolanym antibiotiky
u pacientli uzivajicich antibiotika schopna zni€it pfirozené antagonisty choroboplodnych
organismil. Maji schopnost snizovat pH stfev, coz podporuje riist bakterii mlécného kvaseni,
a jejich schopnost produkovat kyseliny, jako kyselina mlé¢n4, octovd, mravenci a propionova,
které vytvareji neptiznivé prostredi pro mnoZeni patogennich bakterii. Pfindsi naptiklad ulevu
od zacpy (ptiznivé ucinky, predevsim u starsich jedincti) [11].

Pravidelna konzumace jogurtovych bakterii mlécného kvaseni (BMK) a jejich metabolitti
ma také protirakovinné, antioxidacni a imunomodula¢ni G¢inky a snizuje hladinu cholesterolu
v krvi. Jogurt dokdze regulovat mikrobiom, ktery podporuje stievni bariéru a zlepSuje imunitni
odpoved [9].

11



BIFIDOBACTERIUM

BULGARICUS PROPIONIBACTERIUM LACTOCOCCUS

Obrazek ¢ 2. : Mikroorganismy zvané jako ,,probiotika“[12]

Jogurt pfirozené obsahuje laktdzu, dale tuky, bilkoviny, mineralni latky a vitaminy.
Oproti mléku obsahuje jogurt vyssi obsah bilkovin a vitaminu B2, B6, B12, dale vapniku,
hot¢iku, drasliku a zinku. Nutri¢ni hodnota jogurtu zdvisi na typu mléka (ovci, kravské atd.)
a na obsahu tuku mléka (nizkotuc¢né, polotucné a plnotuc¢né). Nutricni kompozice riznych
druhti jogurtl jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2:Nutricni slozeni riznych druhii jogurtii, hodnoty se udavaji ve 100 g vyrobku [13]

komponenta plnotucny jogurt nizkotu¢ny jogurt odtucnény jogurt fecky jogurt
energie (kcal) 79 57 54 133
protein (g) 5,7 4,8 5.4 5,7
sacharidy (g) 7,8 7,8 8,2 4,8
z toho cukry (g) 7,8 7,5 7,9 4.5
tuk (g) 3 1 0,2 10,2
thiamin (mg) 0,06 0,12 0,12 0,12
riboflavin (mg) 0,27 0,22 0,22 0,13
niacin (mg) 0,2 0,1 0,1 0,1
vitamin B12 (ug) 0,2 0,3 0,3 0
folat (ug) 18 18 18 6
sodik (mg) 80 63 71 66
draslik (mg) 280 228 247 184
vapnik (mg) 200 162 160 126
hot¢ik (mg) 19 16 16 13
fosfor (mg) 170 143 151 138
zelezo (mg) 0,7 0,08 0,13 0,11
chlorid (mg) 170 235 252 159
jodid (ug) 63 34 53 39
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1.3 Bulharsky jogurt

Bulharsky jogurt, znamy také jako jogurt balkanského typu, je povazovan za nejzdravejsi
ze vSech jogurtl. Jeho historie saha az k Thrakim, ddvnym obyvatelim bulharskych zemi, kdy
si chovatel¢ ukladali ov¢éi mléko do sackl z jehnéci kiize kolem pasu a fermentovali jogurt
pomoci vlastniho télesného tepla. Slovo ,,jogurt je odvozeno ze slov pro ,,husty* a ,,mléko*
ve staroveké thracting [14].

Bulharsky jogurt se obvykle pfipravuje z kravského mléka, ale mize byt vyrabén také
z buvoliho, koziho nebo ovéiho mléka. Obsahovat by mél alespon 107 Zivotaschopnych bunék
tvoticich kolonie (CFU) na 1 gram vyrobku [1].

Pti vyrobe¢ tradi¢niho jogurtu se syrové mléko prevari, dokud nedosahne témét poloviny
svého objemu. Pievarené mléko se ochladi na teplotu 45-50 °C. Poté se syrové mléko naockuje
startovaci kulturou (0,5 az 2 %) skladajici se z L. bulgaricus a S. thermophilus v poméru 1:2
az 1:5 [2,5].

Naockované teplé mléko se rozléva do sterilnich nddob nebo obalti, obvykle od 150 g do
1 kg a ihned po naplnéni se uzaviraji a inkubuji na teplém mist¢ nebo v tepelné komote pii 42—
45 -C po dobu 2,5-4,0 hodiny. BMK se rychle mnozi a dosahuji 10’108 CFU/g (L. bulgaricus)
a 108-10° CFU/g (S. thermophilus). BMK fermentuji laktozu na kyselinu mlé¢nou, kterd vaze
ionty vapniku (Ca?") z kaseinu v mléce, ¢imz dochazi k jeho koagulaci. Pro vyrobu kvalitniho
jogurtu by méla byt teplota pii kvasSeni stabilni. Kone¢ny produkt se chladi na 612 -C a mtze
byt skladovan az 21 dni [1, 2, 5]. Fyzikalné-chemické vlastnosti bulharského jogurtu jsou
uvedeny v tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3: Fyzikalné—chemickeé viastnosti bulharského jogurtu [1].

vlastnosti druh micka
kravské ‘ ovel ‘ buvoli ‘ kozi
obsah susiny (%)
plnotucny 11,8 16,5 16,0 11,0
nizkotucny 10,3 - - -
proteinovy 32 5.2 4,2 3,0
obsah tuku (%)
plnotucny 3,6 6,5 7,0 3,0
nizkotucny 2,0 - - -
celkova kyselost (°T) 90,0-150,0
skladovaci teplota (°C) 2,0-6,0

Bulharsky jogurt ma bilou, nékdy lehce nazloutlou barvu. Konzistence vyrobku je husta
a hladka. Pfi pouziti syrového buvoliho nebo ov¢iho mléka mize byt konzistence bud
homogenni a krémova, nebo granulovand. Chut’ a viiné je specificka, ptijemné nakysla a zavisi
na druhu mléka [1].
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1.4 Senzorické hodnoceni jogurtu

Senzorickd analyza patii mezi nejstarSi zptisob hodnoceni potravin a mize poskytnout
obraz o kvalit¢ potraviny. Vysledky vSak miiZze ovlivnit fada faktord, které je nutné pfi
hodnoceni eliminovat nebo minimalizovat. Patfi mezi n€ objektivni faktory, jako jsou optimalni
podminky pifi hodnoceni (mistnost, osvétleni, pokojova teplota, ptiprava vzorku, cistota
vzduchu atd.) a volba spravnych metod ptipravy. Méné diilezité jsou subjektivni faktory, jako
je stav hodnotitele, ktery se projevuje tnavou, nedostatecnou schopnosti koncentrace pfi
hodnoceni a neschopnosti spravné hodnotit z diivodu nemoci. Obecné plati, Ze ve smyslovych
studiich se nejprve hodnoti piijemnost (hédonické hodnoceni) a teprve poté intenzita
(hodnoceni intenzity). Hodnotitel nejprve hodnoti vjem jako celek a teprve poté si v§ima
detaill, tzn. posuzuje povahu vnimani [15].

V dne$ni dobé spotiebitelé neustdle pozaduji vysoce kvalitni vyrobky se zdravymi
a senzorickymi vlastnostmi. Mezi pozadované senzorické vlastnosti patii vzhled, barva, textura,
chut’ a viin€ vyrobku. Tyto vlastnosti si navic musi zachovat stabilitu po dobu skladovatelnosti
produktu [16].

1.4.1 Senzoricka analyza

Potadova zkouska (CSN ISO 8587)

Poradovy test se provadi, pokud existuji rozdily mezi 2 a vice druhti vzorkli. Hodnotitel
obdrzi fadu vzorkd v ndhodném potadi a jeho ukolem je setadit je podle intenzity uréeného
znaku. Hodnotitel by mél ochutnavat vzorky odleva doprava, nejcastéji od nejméné
intenzivniho vzorku. Pokud hodnotitel si neni jisty, miiZze ochutnavat i nékolikrat. Vyhodnoceni
vysledkl probiha tak, ze pro kazdy jednotlivy vzorek si hodnotitel zapiSe potadi a vypocte se
soucet poradi pro vSechna hodnoceni [17].

Profilovy test

Tato metoda slouzi ke stanoveni rozdilu charakteru vjemu vzorku, ¢asto chuté a ving.
Hodnotitel posuzuje celkovy vjem chuti nebo ving a rozdéli na dil¢i vjemy a jejich intenzity se
vyjadiuji s pouzitim bud’ bodové nebo grafické stupnice [17].

Grafické stupnice

Hodnoceni pomoci grafickych stupnic patii v souc¢asnosti mezi nejpouzivanéjsi. Slouzi
ke stanoveni velikosti rozdilu. Stupnice mizeme rozdélit na strukturované a nestrukturované.
Strukturované byvaji rozdéleny na fadu usekl a jsou vhodné pro méné zkusené hodnotitele.
Oproti tomu nejsou nestrukturované stupnice n¢jak délené. To mlze zplsobit vEétsi rozptyl pii
hodnoceni. Vysledky jsou zaznamendny na stupnicich nejcastéji piicnou ¢arou nebo kiizkem.
Vyhodnoceni se provadi tak, Ze se zméti vzdalenost od jednoho konce stupnice po vyznaceny
bod pomoci pravitka. Vzdalenost byva v mm. Grafické stupnice lze pouzivat také pii hodnoceni
magnitudovych nebo pomérovych metod [18, 19]

1.4.2 Senzorické vlastnosti jogurti

Jogurt je vyrobek se specifickymi senzorickymi vlastnostmi, které jsou odlisné od jinych
kysanych vyrobkli. Je popisovan jako stfedné¢ kysely vyrobek s hladkym, viskéznim
koagulatem a s delikétni ofiSkovou chuti.

Plsobenim vzniklé¢ kyseliny mlé¢né postupné dochézi ke snizeni pH az do izoelektrického bodu
kaseinu (4,6 - 4,9 pH), coz vede ke koagulaci kaseinu a vzniku charakteristické jemné gelovité
konzistence.
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Neochucené jogurty i celkové kysané mlécné vyrobky musi pii senzorickém hodnoceni
spliovat tyto pozadavky:
e obal — Cisty, nepoSkozeny, spravn€ oznaceny
e Dbarva—bila
e konzistence — husté (zalezi na typu jogurtu), stejnoroda
e chut’ a vlin¢ — mlé¢né nakysl4, bez cizich pachti a ptichuti, chut’ je charakteristické podle
pouziti druhu mlécéné kultury [8]

1.4.3 Vady jogurtu a jejich pric¢iny

Pfi¢iny vad jsou velmi rtiznorod¢, jsou zplisobeny nevhodnym mlékem, neaktivni kulturou,
nespravnou technologii i nevhodnymi ptisadami (ovoce, barviva), ¢i nespravnym skladovanim
findlnich vyrobkd.

1. Pfili$ kysely nebo nizka kyselost
Uchovavani pfi vysSich teplotach anebo pomalé zchlazeni, nebo naopak pfilis kratkd doba zrani
nebo pfilis nizka zraci teplota.

2. Hotka chut
Kontaminace proteolytickymi bakteriemi, nedostatek prokysani, uchovavani pii vysSich
teplotach.

3. Ptitomnost bublinek
Kontaminace cizimi mikroorganismy.

4. Uvoliovani syrovatky
Niz8i obsah tuku nebo suSiny prekysani, rozruSeni koagulatu béhem zrani a chlazeni.

5. Povlak na povrchu
Plisnova nebo kvasinkova kontaminace [3].

1.5 Tékavé aromatické latky a jejich stanoveni v jogurtech

Senzorické vlastnosti mlécnych vyrobkl zavisi do zna¢né miry na relativni rovnovaze
chuti odvozenych z mlé¢ného tuku, bilkovin nebo sacharidi. K charakteristické chuti jogurtu
pfispiva kyselina mlééna a komplexni smés aromatickych latek, které vznikaji kvasenim mléka.

Béhem skladovani se mohou tékavé slozky jogurtu ménit v zavislosti na kultufe, sloZeni
smési a podminkéch skladovani.

Rizné mikrobidlni, enzymatické nebo chemické reakce probihajici v jogurtu béhem
skladovani mohou zménit jeho fyzikalni, chemickou a mikrobiologickou strukturu, coz mlize
vést ke zkazeni nebo znehodnoceni. Tvorba tékavych vedlejSich produkti zplisobuje pachut’
a ¢ini produkt neuspokojivym pro chut’ spotiebitelti. Tvorba tékavych sloucenin mize Casto
urcovat trvanlivost jogurtu [20].

1.5.1 Biochemické procesy v jogurtech

Jogurty vykazuji typické a vyrazné aromatické, senzorické, texturni vlastnosti v disledku
procesu mikrobialni fermentace, kde dochézi k produkci metaboliti. Drédha zacina glykolyzou.
(obrazek ¢. 3) [21, 22].
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Glucose

Glucose-6-P
NAD* -------» NADH
\4
Fructose-6-P 6-Phospogluconate
ATP ——> ADP NAD -1 NADH
=% CO,
\4

Fructose-1,6-bisP Xylulose-5-P

1 1

Glyceraldehyde-3-P <«— Dihydroxyacetone-P  Glyceraldehyde-3-P «— Acetyl-P

2NAD* ——» 2NADH NAD* ---+--» NADH i
4ADP —— 4ATP 2ADP ------» 2ATP NADH --i--» NAD*
> 2H,0 ~» H,0 :

v
2 Pyruvate 2 Pyruvate 2 Pyruvate
2NADH ——» 2NAD* NADH -—+-» NAD* NADH ----» NAD*
E1 E1 E2 !
\ 4
2 Lactate Lactate Ethanol

Obrazek ¢.3: Metabolické draha homofermentativni (plna cara) a heterofermentativni (teckovana

Cara) fermentace bakteriemi mlécného kvaseni [23]

Hlavnim ukolem pii vyrobé jogurtu za pouziti homofermentativnich bakterii
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus je okyseleni mléka, a to produkci
velkého mnozstvi kyseliny mlééné z laktéozy. Kyselina mlé¢na snizuje pH mléka a vede
k postupnému  rozpousténi micelarniho fosforeCnanu véapenatého, kterd zpusobuje
demineralizaci a destabilizaci kaseinovych micel, coz vede k vysrazeni kaseinu v rozmezi pH
4,6-4. Kyselina mlé¢né navic dava jogurtu typickou piijjemné kyselou chut’ [24].

Jednim z hlavnich procesti pro produkci aromatickych latek v jogurtu je lipolyza
a nasledna oxidace mastnych kyselin v mlééném tuku. Nenasycené mastné kyseliny jsou
oxidovany v pfitomnosti volnych radikall za vzniku hydroxidi, které rychle degraduji na
hexanal nebo nenasycené aldehydy. Dalsi diileZitou cestou je mikrobiologicka pfeména laktozy
a citratu produkovanych bakteriemi (laktokoky a laktobacily) za vzniku aromatickych
sloucenin, jako je kyselina mlé¢na. acetaldehyd, diacetyl, acetoin a ethanol. Alkoholy v jogurtu
pak mohou reagovat s volnymi kyselinami za vzniku esterd, jako je ethylacetat a butylacetat.
Piehled tékavych (aromatickych) latek identifikovanych v jogurtu je uveden v tabulce €. 4.
Piehled t€kavych latek a jejich chut'ové deskriptory je uveden v tabulce €. 5 [20].
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Tabulka ¢. 4: Ukdzka tékavych latek identifikovanych v jogurtech [20]

Alkoholy
ethanol
1-heptanol
1-pentanol
1-okten-3-ol
oktan-2-ol
okt-1-en-3-ol
guaiakol
methanol
1-propanol
2-propanol
1-butanol
2-butanol
2-methyl-1-
propanol
cyklobutanol
3-pentanol
1-penten-3-ol
3-methyl-2-
butenol
3-methylbutanol
pentan-2-on-4-ol
3-methyl
3-cyclohexenol
2-ethylhexanol

kyseliny

kyselina benzoova
kyselina maselna
kyselina dekanova
kyselina heptanova
kyselina hexanova
kyselina isobutyrova
kyselina isovalerova
kyselina 2-methylpropanova
kyselina nonanova
kyselina octova
kyselina oktanova

kyselina pentanova
kyselina propionova
dusikaté slouceniny

laktamid
N-ethyl-benzenamin

N,N-dimethylformamid

uhlovodiky
heptan
methylcyklohexan
nonan

undekan

karbonylové slouceniny
accton

acetoin
acetaldehyd
benzaldehyd
butanal

pentanal
3-penten-2-on
propanal
2-propanon
2-butanon

diacetyl
3-methyl-2-butenal

2-pentanon

2-methylbutanal
3-methylbutanal
2,3-pentandion

hexanal

2-hexanon

3-hexanon

2-heptanon
3-heptanon
2-hydroxy-3-pentanon

terpeny

L-limonen

aromatické slouceniny
benzen

ethylenbenzen
propylbenzen
trimethylbenzen
1,2-dimethylbenzen
1,3-dimethylbenzen
1,4-dimethylbenzen
1-methylethenylbenzen
1-ethyl-4-methylbenzen
toulen
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Tabulka ¢.4: Ukdzka tékavych latek identifikovanych v jogurtech—-pokracovani [21]

Alkoholy
2-butyloktanol
estery
butylacetat
ethylacetat
ethylbutanoat
ethylhexanoat
ethyloktanoat
methyl acetat
methyl format
sirné slouceniny
dimethylsulfid
dimethyldisulfid
dimethyltrisulfid
methional

S-methylthioacetat

Heterocyklické slou¢eniny
benzothiazol

furan

2-furanmethanol

furfural

furfuralkohol

methylpyrazin

2-pentylfuran

2-methylfuran

pyrazin

pyrrol

I-methylpyrrol
2-methyltetrahydrofuran-3-on
2-methylthiofen
2-methyltetrahydrothiofen-3-on
methyl 2-piperidin

1,2-dihydro-2,2,4-trimethylquinolin
2,3-dihidro-1,3,3-trimethyl 1H-Indol

Karbonylové slou¢eniny
heptanal

nonanal

2-nonanon
2-pentanon
heptanon

oktanal

3-oktanon
1-okten-3-on
2-nonanon
2-undekanon
v-dodekalakton
d-dodekalakton
2-fenylacetaldehyd
I-nonen-3-on
(E)-2-nonenal
dekanal

undekanal
2-dodekanon

2-pentadekanon

Tabulka ¢. 5: Ukazka tékavych latek a jejich deskriptory [20]

sloucenina deskriptor
alkoholy
ethanol jemny, étericky
1-pentanol alkoholovy, podobny jodoformu
2-heptanol zemity, mastny
1-okten-3-ol houbovy
oktan-2-ol zeleny
okt-1-en-3-ol houbovy
guaiakol slaninovy, fenolovy, uzeny, pikantni
estery

ethylacetat rozpoustédlovy, ovocny, ananasovy
ethylbutanoat ovocny, sladky, bandnovy
ethylhexanoat ovocny, jablecny, bananovy
ethyloktanoat ovocny, bananovy, jablkovy
butylacetat ananasovy
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Tabulka ¢. 5: Ukazka tekavych latek a jejich deskriptory—pokracovani [20]

karbonylové slouceniny

acetaldehyd étericky, svezi, zeleny, Stiplavy
aceton sladky, ovocny

2-propanon sladké, ovocny

2-butanon lakovy, sladky, ovocny
diacetyl maslovy, krémovy, vanilkovy
acetoin maslovy

3-methyl-2-butenal kovovy, aldehydovy, bylinny
2-pentanon ovocny, acetonovy

3-methylbutanal

zeleny, sladovy, nezraly, kakaovy, sladovy

2,3-pentanedion

maslovy, vanilkovy, jemny

hexanal

zeleny, posecena trava

2-hexanon kvétinovy, ovocny

heptanal zeleny, sladky

nonanal sladky, kvétinovy, citrusovy, podobné trave
2-nonanon ovocny, zatuchly

2-pentanon sladky, ovocny, syrovy

heptanon ovocny, kofenény, skoficovy

3-oktanon houbovy, ovocny

1-okten-3-on houbovy, zemity, ovocny

nonanon travné-bylinny, zeleno-ovocny, kvétinovy

2-undekanon

kvétinovy, riZzovy, bylinny

g-dodekalakton

cerstvé ovoce, broskvovy, Svestkovy, kokosovy,
maslovy

d-dodekalakton

broskvovy, kokosovy, maslovy, pizmovy

2-fenylacetaldehyd

kvétinovy

Kyseliny

kyselina octova

octovy, Stiplavy, kysely

kyselina propionova

octovy, Stiplavy, kyselé¢ mléko

kyselina maselna

ostry, syrovy, zlukly, zpoceny, kysely, hnilobny

kyselina isomaselna

sladky, jemny, shnilé jablko

Kyselina isovalerova

shnilé ovoce, mirmy, zpoceny, zlukly, fekalni,
hnilobny

sirné slouc¢eniny
dimethylsulfid intenzivni, laktonovy, sirnaty, zeli
dimethyldisulfid vatené zeli, kvétakovy, cesnekovy
dimethyltrisulfid sirnaty, fekalni
methional vatené zeli, vafeny brambor, simy

S-methylthioacetat

vateny kvetak

1.5.2 MoZné metody stanoveni tékavych latek

Relativné vysoka koncentrace lipidd, proteini a sacharidi v mlé¢nych vyrobcich ztézuje
separaci tékavych (aromatickych) latek na zakladé obecnych charakteristik, jako je polarita
nebo jejich t€kavost. Bylo navrzeno a v praxi je pouzivano nékolik instrumentalnich metod (viz
dale) [25].
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1.5.2.1 Plynova chromatografie ve spojeni s headspace (Headspace GC)

Plynova chromatografie (GC) je béZzné pouzivand metoda v analytické chemii pro
separaci a analyzu sloucenin, které jsou plynné nebo mohou byt vypafovany bez rozkladu. Pro
svou jednoduchost, citlivost a u¢innost pfi separaci slozek smési je plynova chromatografie
dilezitym nastrojem v chemii. Je Siroce pouZzivana pro kvalitativni a kvantitativni analyzu
smési, pro €isténi sloucenin a pro stanoveni termochemickych konstant (teplo, rozpousténi,
odpafovani a tlak par). Slouceniny se odd¢luji kviili rozdilim v jejich rozdélovacim koeficientu
mezi stacionarni a mobilni fazi v koloné.

Plynova chromatografie ve spojeni s headspace (Headspace GC) se pouziva k méfeni
tékavych slou€enin, které jsou v pare nad pevnym nebo kapalnym vzorkem v uzaviené vialce.

U komplexnich vzorkd, které se 1i8i molekulovou hmotnosti, polaritou a tékavosti je to
nejrychlej$i a nejcistsi metoda pro analyzu tékavych organickych sloucenin. Vzorek se
normalné piipravuje v lahvicce obsahujici vzorek, fedici rozpoustédlo, modifikdtor matrice
a headspace. T¢kavé slozky z komplexnich smési vzorki mohou byt extrahovany z neté¢kavych
slozek vzorku a izolovany v horni ¢asti nebo v parni ¢asti lahvicky se vzorkem. Alikvotni ¢ast
pary v hornim prostoru je dodavana do GC systému pro separaci vSech t€kavych slozek.

Plynna faze je oznaCovédna jako headspace a lezi nad kondenzovanou fazi vzorku.
Vzorkova faze obsahuje slouceninu, kterd je obvykle ve form¢ kapaliny nebo pevné latky
v kombinaci s fedicim rozpoustédlem nebo modifikdtorem matrice. Jakmile je vzorkova faze
zavedena do lahvicky a lahvicka je utésnéna, t€kavé slozky difunduji do plynné faze, dokud
horni prostor nedosédhne stavu rovnovahy. Vzorek se pak odebere z headspace [26].

1.5.2.2 Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickym detektorem (GC-MS)
a mikroextrakce na tuhou fazi (SPME)

Mikroextrakce na pevné fazi (SPME) je technika pfipravy vzorku, kterd vyuziva malé
mnozstvi extrakéni faze k extrakci analyti ze studované matrice vzorku. SPME ma vyhodu
v tom, Ze nevyuzivd rozpoustédlo, ovladani je jednoduché, viceucelovy, nizkd cena atd.
Uspé&sné se pouziva v riiznych oblastech jako parfémy, potraviny apod. [27].

Metoda SPME spojena s GC-MS poskytuje vysokou citlivost s malym potfebnym
objemem vzorku; proto mize byt pouzita k analyze chutového profilu mnoha riznych latek. V
posledni dob¢é byla tato technika pouzita ke studiu tékavych profild naptiklad
u fermentované¢ho mléka, hrozni a vina a za sucha fermentované klobasy [28].

1.5.2.3 Parni destilace

Parni destilace se pouzivd k oddéleni tékavych ve vodé nerozpustnych latek od
netékavych materiald. Je uzitecnd predevSim v piipadech, kdy je k dispozici relativné malé
mnozstvi net¢kavého materidlu. Princip parni destilace plati pouze v pfipadé, Ze organicka latka
je nerozpustna ve vodé a ma bod varu vyssi nez 100°C. Vhodna je pro extrakci latek, které se
mohou rozkladat, pokud jsou destilovany pfi mnohem vyssi teploté. Ma mnoho vyhod jako je
jednoduchost vybaveni, nizka cena a pouziti bezpeéného rozpoustédla [29, 30].
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1.6 Mikrobiologicky rozbor jogurti

Jak uz bylo nékolikrat zminéno, jogurt obsahuje standardné dva druhy termofilnich
bakterii, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. Tyto BMK jsou v symbiotickém vztahu-laktobacily uvoliiuji proteolyzou
aminokyseliny, které stimuluji rist streptokoki, streptokoky naopak produkuji vétsi mnozstvi
kyseliny mlécné, kterd okyseluje prostiedi a vytvaii vhodné podminky pro rist laktobacild,
navic uvolnuji dalsi metabolity, napf. kyselinu mravenci, kterd stimuluje rtst laktobacila [39].

Pokud je zachovéan optimélni pomér zakladnich kment jogurtové kultury, mohou byt
pouzity také dalsi BMK, napf. probiotické kmeny bifidobakterii a laktobacila [39].

Fermentované mlécné vyrobky jsou potraviny, které jsou zvlasté citlivé na dobu
a podminky skladovani. Pro zachovani vysoce kvalitniho produktu bez fyzikalné-chemickych,
mikrobiologickych nebo senzorickych zmén by mély byt jogurty spravné skladovany, protoze
variabilita bakterii BMK je v kontextu funk¢nich vlastnosti produktu extrémné dilezita. Aby
bylo mozné urcit mikrobidlni variabilitu v jogurtech s ohledem na dobu a teplotu skladovani,
byly provedeny studie, které prokazaly, ze ¢im delsi je doba skladovani a ¢im vyssi je teplota
skladovani, tim vétsi je mira zmén pozorovanych u jogurtii. Bylo pozorovano pocate¢ni zvysSeni
poctu probiotickych bakterii a ndsledné pokles po¢tu BMK v prubéhu casu [31].

V jogurtech obsahujicich rtizné druhy aditiv, jako je ovoce, zelenina, lusténiny, omega-3
kyseliny, kofeni, bylinky, obiloviny, extrakty, ofechy a oleje, se nakonec mnozstvi BMK
vyrazngji méni. Tyto zméeny jsou zpravidla neptiznivé, vedouci ke snizeni poctu zivych bakterii
pod pozadovanou normu [31].

Mezi techniky vhodné pro stanovené mikroflory potravin patfi mikrobiologické
(stanoveni celkového poctu mikroorganismil) a molekuldarné diagnostické metody
(polymerazové fetézova reakce v redlném case, 16S rRNA-targeted DNA sequencing)

1.6.1 Stanoveni celkového po¢tu mikroorganismi

Principem kultivacnich metod je pfeneseni mikroorganismii do vhodného Zivného
média, kde se mohou namnozit. Na rozdil od mikroskopického vySetteni lze urcit pocet zivych
buné¢k konkrétniho druhu nebo i skupiny mikroorganismi. Neni v§ak mozné urcit vSechny typy
mikroorganismi ve vzorku, protoze kazdy typ ma jiné riistové pozadavky (podminky) [32].
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1.6.2 Polymerazova retézova reakce v realném case

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je enzymaticka metoda pouzivana k syntéze
definovaného segmentu DNA in vitro, pro kterou jsou k dispozici oligonukleotidové primery
komplementarni k 3" a 5" hlavickovym sekvencim amplifikovaného segmentu. Tato metoda,
umoznuje vybrané ¢asti se zmnozit az 106krat za 1-3 hodiny. Jednotlivé kroky duplikace jsou
nasledujici:

1) denaturace DNA

2) ptipojeni primert (annealing)

3) syntéza novych fetézci DNA prostfednictvim DNA polymerazy.

Opakovéani téchto krokli vede k syntéze segmentu s konecnymi definovanymi primery
zaclenénymi do vznikajicich molekul.

Kvantitativni PCR (qPCR) je metoda zalozena na sledovani pribéhu PCR béhem reakce
(tzv. "v redlném case") pomoci fluorescencnich sond nebo barviv, které detekuji mnozstvi
produktu PCR béhem reakce zvysenim jeho fluorescencni aktivity. Jeji vyhodou oproti
konvenéni PCR je schopnost pfesné urCit poc¢atecni pocet kopii sekvence cilového templéatu
DNA, tj. schopnost kvantifikovat. Fluorescence se méti béhem kazdého cyklu PCR a jeji
intenzita je pfimo nebo nepiimo imérnad mnozstvi amplifikace v reakéni smési [30].

Typicka amplifikaéni kiivka ma tvar acetatové kiivky a lze ji rozdélit do tii ¢asti: 1.
faze ,pozadi“, kdy je zesileni tak malé, Ze jeji fluorescence jesté nedosahuje méfitelnych
hodnot; 2. exponencidlni faze, kdy se mnozstvi produktu zvysuje exponencialné a 3. faze, kdy
se mnozstvi amplifikovaného produktu jiz neméni, protoZe je systém saturovan a fluorescencni
signal zlistava konstantni. Plati, Ze ¢im rychleji amplifikacni kiivka dosahne exponenciélni faze
nebo piekro¢i urCity prah fluorescence nastaveny pro tuto fazi, tim vice vychozich
templatovych molekul bylo pfitomno ve vzorku na zacatku reakce. Pouzité matematické
modely pracuji s hodnotou Ct ("prahovy cyklus"), ktera se rovna cyklu, kdy amplifikacni kiivka
ptekro¢i prah fluorescence nastaveny v exponencidlni fazi uvedené reakce. Absolutni
kvantifikace pouzivana kupt. pii identifikaci konkrétnich mikroorganismt piimo urcuje
pocatecni pocet kopii cilovych molekul. To je zaloZeno na pozorovani, ze existuje linedrni vztah
mezi logaritmem pocateéniho poctu kopii vzorku a Ct odpovidajici kiivky zesileni. Kdyz je
tedy vzorek nezndmé koncentrace obohacen sérii fedéni standardi o zndmé koncentraci, ziska
se kalibra¢ni kiivka ("standardni kfivka"), od které lze odecist pocatecni koncentraci
neznamého vzorku [30].

DNA taje nejrychleji pii urcité teploté, ktera se blizi tzv. teploté tani Tm. Tani DNA Ize
monitorovat po dokonceni reakce PCR v redlném case ochlazenim roztoku dsDNA na teplotu
pod ocekavanou Tm produktd, postupnym zahiivanim na teplotu nad ocekadvanou Tm
a métenim fluorescence. Je pravda, ze fluorescencni aktivita oligonukleotidové sondy nebo
interkalovaného barviva je ptimo imérna mnozstvi dsDNA v reak¢ni smési. Pokud se naméfena
intenzita fluorescence znazorni jako funkce odpovidajici teploty, je mozné dostat tzv. kiivku
tani, kterd nahle prudce klesa kolem Tm. Teplota v inflexnim bod¢ kfivky se rovna bodu tani
a lze ji snadno zjistit pomoci derivace kiivky tani, kde je v grafu ,,vrchol“. Identifikace
nespecifickych produkti s interkalovanymi barvivy je zaloZena na predpokladu, Ze nespecifické
produkty maji jinou (obvykle niz§i) Tm nez specifické produkty [33].
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1.6.3 16S rRNA-targeted DNA sequencing

Sekvenovani 16S rRNA se jiz dlouho pouziva k analyze bakterialni mikroflory v riznych
typech vzorki. Je dlouhd asi 1 550 bp a je sloZena z variabilnich i konzervovanych oblasti. Tato
sekvence je stanovena pro velky pocet kmenti [34, 35].

Gen 16S rRNA je v bakteriich univerzalni, takze vztahy lze métit mezi vSemi bakteriemi.
Obecné plati, Ze srovnani sekvenci genu 16S rRNA umoziuje diferenciaci mezi organismy na
urovni rodu napfi¢ vS§emi hlavnimi kmeny bakterii, kromé klasifikace kmenti na vice tirovnich,
vcetné toho, co nyni nazyvame troven druhu a poddruhu.

Prvnim krokem pro sekvenovani DNA jsou produkty PCR purifikovany, aby se odstranily
pfebytecné primery a nukleotidy [32].

Dalsim krokem je proces zvany sekvenovani cykli. Je podobny PCR v tom, ze jako
templat se pouzivda DNA (purifikované produkty prvniho cyklu PCR). Dopfedna i reverzni
sekvence se pouzivaji jako templat v samostatnych reakcich, ve kterych se pouziva pouze
doptfedny nebo reverzni primer. Sekvenovani cykla se od PCR 1isi také tim, Ze se nevytvorii
zadny novy templat a produktem je smé€s DNA ruznych délek. Toho je dosazeno pfidanim
specialné znacenych bazi nazyvanych terminatorova barviva (spolu s neznacenymi bazemi),
které, kdyZ jsou nahodné zaclenény v tomto druhém cyklu, ukonéi sekvenci [32].

Takto jsou generovany fragmenty vSech velikosti. Protoze kazda ze Ctyf piidanych
zna¢enych terminatorovych bazi ma jiné fluorescen¢ni barvivo, z nichz kazda absorbuje pfi jiné
vlnové délce, 1ze termindlni bazi kazdého fragmentu urcit fluorometrem. Produkty se Cisti, aby
se odstranily nezaclenéné terminatorovova barviva, a délka kazdého z nich se stanovi pomoci
kapilarni elektroforézy nebo gelové elektroforézy. Pak lze znat délku a koncovou bazi kazdého
fragmentu a také Ize urcit sekvenci bazi. Dva feté¢zce DNA jsou sekvenovany oddé¢lené, ¢imz
vznikaji jak pfimé, tak i reverzni (komplementarni) sekvence. Zaznam detekce separovanych
fragmenttli se nazyva elektroforegram. [35].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni ¢asti byly vyrobeny vzorky tii typl jogurtl a nasledné charakterizovany
z hlediska tékavych (aromatickych) latek, mikrobidlniho sloZeni a senzorické kvality.

2.1 Analyzované vzorky

V ramci této prace byly vyrobeny a analyzovany vzorky bulharského a klasického jogurtu
(viz obrazek ¢. 4).
Celkem byly vyrobeny tfi typy jogurtl: ,klasicky* bily jogurt, bulharsky jogurt vyrobeny
z komerc¢ni kultury a tradi¢ni bulharsky jogurt ziskany pieockovanim jogurtu pfivezeného
z Bulharska.

Vzorky byly vyrobeny v laboratornich podminkiach na FCH VUT v Brn¢; vyroba
vychézela ze standardniho technologického postupu, podminky vyroby byly optimalizovany
(viz kap. 4.1). Oznaceni jednotlivych vzorkl jogurtl je uvedeno v tabulce €. 6.

Tabulka ¢ 6: Oznaceni jednotlivych vzorkii jogurtit

Oznaceni jogurt
vzorku
B-TR bulharsky tradi¢ni
B-K bulharsky koupeny
J-KL klasicky

2.1.1 Priprava jogurtovych kultur

Komer¢ni polotuéné mléko (1 litr, obsah tuku 1,5 %) se pasteruje pii 95 °C po dobu 2-3
minut, vychladi na teplotu 40-45 °C, zaockuje se balenim suSené jogurtové kultury Laktoflora
a dobfe se promicha. Fermentace probihd v uzaviené naddobé pii 42-45 °C po dobu 4-6 h.
Hotové kultura se uchovava v chladnicce pfi teploté 4 + 2 °C.

V ptipad¢ bulharské kultury se ockuje balenim suSené bulharské kultury Laktoflora, fermentace
probihé v uzaviené nadobé¢ pii 45 °C po dobu 8-10 h. Ostatni podminky a postupy jsou totozné.

2.1.2 Postup vyroby klasického jogurtu

Komer¢ni polotuéné mléko (1 litr, obsah tuku 1,5 %) se pasteruje pii 95 °C po dobu 2-3
minut, vychladi na teplotu 40-45 °C, zaockuje se 3 % pfipravené jogurtové kultury a dobte se
promiché. Fermentace probihd v uzaviené nddobé pti 42-45 °C po dobu 4-6 h. Hotovy jogurt
se uchovava v chladnicce pfi teploté 4 2 °C.

2.1.3 Postup vyroby bulharského jogurtu

Podminky a postup vyroby jsou totozné jako u klasického jogurtu, pouze k ockovani se
pouzije 2 % ptipravené bulharské kultury.
2.1.4 Postup vyroby ,tradi¢niho*“ bulharského jogurtu

Tento jogurt byl vyroben pieoCkovanim tradicniho bulharského jogurtu ziskaného
komer¢né piimo od vyrobce. Podminky vyroby nebyly pfesné specifikovany a mikrobidlni
sloZeni je pfedmétem zkoumani v rdmci této prace.
Podminky a postup vyroby zkoumaného vzorku jsou totozné jako u klasického jogurtu,
k ockovani se pouzije 1 % tradi¢niho bulharského jogurtu.
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Pouzité kultury:

. kultura pro pfipravu original bulharského jogurtu: sloZeni — Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus, Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, MILCOM a.s., CR

. jogurtovd kultura susSend; slozeni Lactobacillus delbrueckii ssp, bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, MILCOM a.s., CR

v oorec

Obrazek ¢. 4: Vyrobené modelové jogurty. Zleva:,,tradic¢ni“ bulharsky jogurt ,,koupeny bulharsky
Jjogurt a klasicky jogurt

2.2 Stanoveni titracni kyselosti

Titracni kyselost udava pocet ml roztoku hydroxidu sodného (NaOH) o koncentraci 0,25
mol.I'' potiebného k neutralizaci kysele reagujicich latek ve 100 ml (100 g) vzorku na
indikator fenolftalein. Udava se v Soxhlet-Henkelovych stupnich (°SH) a plati:

I ml NaOH = 1°SH = 0,0225 % kyseliny mlé¢né ve 100 g vyrobku
Postup stanoveni:
Do titra¢ni baniky bylo navézeno 25 g vzorku jogurtu (s piesnosti 0,01 g), k tomu bylo pfidano
25 ml vody a 1 ml fenolftaleinu. Smés byla promichéna a titrovana do slabé rizového zbarveni.
V ptipad¢ tekutych vzorki (mléko), tedy na zac¢atku fermentace bylo titrovano 50 ml mléka za
stejnych podminek. Vysledek byl vyjadien na 100 g (100 ml) vzorku.
Kyselost jogurtu na 100 g vzorku bylo vyjadfeno pomoci této rovnice:

_100-a-f

T om

, kde a vyjadfuje primérnou spotiebu roztoku NaOH (v ml) o koncentraci 0,25 mol.I'! a fje
faktor titrace. Titra¢ni kyselost u jogurtu byva v rozsahu 42—-50 °SH [8].

X

25



2.3

Stanoveni tékavych liatek

Pomoci SPME byly extrahovany tékavé latky ze vzorkill jogurtl a stanoveny byly déle

pomoci GC-MS.

2.3.1

233

Laboratorni vybaveni, pracovni pomiicky a pristroje

NaOH 0,25 mol.dm-3

fenolftalein 0,2%

bézné laboratorni sklo a vybaveni

vialky se Sroubovacim uzaveérem (10 ml)

nadobi pottebné pro vyrobu jogurt

nadobi a pomiicky pro senzorickou analyzu

SPME vlékno DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA
Plynovy chromatograf Trace 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Hmotnostni detektor ISQ LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, verze 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)

pH metr (Hanna Instruments, CR)

Pouzité plyny

dusik 5.0, v tlakové lahvi s redukénim ventilem a kovovou (SIAD, Ceské republika)
hélium 4.8, v tlakové 1ahvi s redukénim ventilem (SIAD, CR)

vodik 5.5, v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska republika) Vzduch 5.0,
v lahvi s redukénim ventilem pro kyslik (SIAD, Ceska republika)

Piiprava vzorki

2 g vzorku jogurtu byly pfevedeny do vialky. Vialka se vzorkem byla umisténa do

autosampleru plynové chromatografie. Vyhodnoceni vysledkli bylo zalozeno na porovnéni

hmotnostnich spekter slouc¢enin s knihovnou spekter, obsah sloucenin je vyjadiena

semikvantitativné na zaklade¢ ploch pikii.

234
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Podminky HS-SPME-GC-MS analyzy

doba extrakce: 20 minut

teplota agitatoru (teplota extrakce a inkubace): 40 °C
agitator zapnuty: 5s

agitator vypnuty: 60 s

hloubka ponofeni vlakna do vialky: 20 mm
hmotnost vzorku: 2 g

Identifikace a vypocet obsah tékavych (aromatickych) latek

Tekavé latky byly identifikovany na zéklad€ srovnani retencnich ¢asii jednotlivych latek,

relativni obsah (%) byl vypocitan na zakladé ploch pikli na chromatogramu.
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2.4

Polymerazova retézova reakce

Pomoci qPCR metody, ktera poskytuje rychlou a vysoce u¢innou detekci a kvantifikaci

cilovych sekvenci DNA v riiznych matricich. V této ¢asti jsou u vzorkl jogurtl stanoveny

pfitomnosti bakterie a kvasinky.

24.1

2.4.2

243

Laboratorni vybaveni, pracovni pomiicky a pristroje

e Automaticky izolator QuickGene-Mini80 (FUJIFILM Corporation, Japonsko)
e Cenrifuga 5430R (Eppendorf, Némecko)

e Minicentrifuga HERMLE Z100 (Hermle LaborTechnik GmbH, Némecko)

e Spektrofotometr NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific, USA)

e Ttepacka temperovana TS-100C a termoblok SC-18/02C (Biosan, LotySsko)
e Vortex-Genie 2 (Mo Bio Laboratories, Inc., QIAGEN, Némecko)

e Real-time thermal cycler LightCycler® Nano (Roche, Svycarsko)

Komponenty PCR

PCR voda (PCR Ultra H20) (Top-Bio, Praha, CR)
qPCR 2x SYTO-9 Master Mix (2x koncentrovany: 150mM Tris-HCI; pH 8,8; 40mM
(NH4)2S504; 5mM MgCl2; 400uM dATP; 400uM dCTP; 400uM dGTP; 400uM dTTP;
Taq DNA polymerdza (50 U/ml); monoklondlni protilatka anti-Taq; SYTO-9;
stabilizatory a aditiva) (Top-Bio, Praha, CR)
primery

o specifické pro doménu Bacteria - F_eub, R_eub

o specifické pro celkové kvasinky - Oli-F, Oli-R
pozitivni kontroly — DNA izolovana z kultury Bifidobacterium breve CCM 7825,
kvasinky Candida glabrata CCM 8270. Sbirkové kmeny byly ziskéany z Ceské sbirky
mikroorganismt (CCM).

Piiprava hrubého lyzatu

Pii piipravé hrubého lyzatu se pouzivaly vzorky jogurtu bulharského tradi¢niho,

koupeného a klasického jogurtu.

Kazdy vzorek jogurtu byl odebran 3 x 2 ml do sterilni 2 ml eppendorfky, které byly nasledné
centrifugovany 5 minut pii 14 000 ot. /min. Ziskany sediment byl po sliti supernatantu promyt
v roztoku A (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA). Po centrifugaci 14 000 ot. /5 min byl
supernatant slit. Sediment byl resuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku (10 mM Tris HCI (pH
7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), lyzozym 3 mg/ml). Po piil hodinové inkubaci pfi laboratorni teploté
bylo ke vzorku pfidano 50 ul 20 % SDS a 5 ul proteinazy K (1 mg/ml). Vzorky byly inkubovany
v termostatu pfi teploté 55 © C inkubovany do 3 dnti [36].
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2.4.4 1Izolace DNA ze vzorkii (fenolova extrakce)

Ptipravené lyzaty (z ptedchozi kapitoly) byly pipetovany 500 ul do novych eppendorfek,
a byl pfidan stejny objem fenolu (pfedestilovaného, pH upraveno na 7,8). Smés byla
promichana kyvavym pohybem po dobu 4 min, poté byly Centrifugovany pii 15 000 ot./ 3 min.
Po centrifugaci byla odebrana vodni faze DNA do nové eppendortky pomoci Spicky a byla
ptidano 700 pl CIZ smési (chloroform: isoamylalkohol 24:1) a opét byla smés promichana
kyvavym pohybem promichavana po dobu 4 min. Nasledovala centrifugace pii 10 000 ot./ 3
min a poté byla odebrana vodni faze do Cisté eppendorfky. Zplsoby ptipravy sady vzorki lyzata
k izolaci DNA jsou zobrazeny na obrazku ¢. 5 [36].

o
P

-
oy
Q"?

Obrazek ¢. 5: Priprava vzorkii lyzatii k izolaci DNA
2.4.4.1  Presrdieni DNA ethanolem

Do ptipravené vzorki DNA (9 sady) bylo ptidano 1/20 objemu 3M octanu sodného
anasledné byly promichany. Poté bylo ptidano 800 ul 96 % ethanolu p.a., obsah byl promichan.
DNA byla uchovéavana v mrazicim boxu k vysrazeni pii -20 © C po dobu 15 min. Po uplynuti
15 minut byly smési centrifugovany pti 10 000 ot./ 15 min. Opatrné byl slit supernatant. Ziskany
sediment DNA (obrazek €. 6) byl ususen v exikatoru po dobu 15 minut (k odstranéni zbytku
ethanolu). A na konci DNA byl rozpustén ve 50 ul TE pufru. Smés byla rozpusténa ptes noc,
kdy druhy den byla méfena v PCR zatizeni [36].
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Obrazek ¢. 6: Izolovana DNA po ethanolové presrazent.
2.4.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo stanoveno pomoci
NanoPhotometru™ od Implenu.

2.4.6 qPCR méreni

Pro samotné detekce piitomnosti bakterii a kvasinek byla pouzita DNA (viz kapitola
2.4.4.1), které¢ byla nafedéna na findlni koncentraci 10 ng/ul. K méteni byly pouZity i pozitivni
kontroly (DNA o koncentraci 10 ng/ul) a negativni kontroly (PCR smés bez DNA matrice).
Ptiprava PCR smési jsou uvedeny v tabulce €. 7, pro doménu Bacteria a pro piipravu smeési pro
kvasinky, ty jsou uvedeny v tabulce €. 8.

Tabulka ¢. 7: Priprava 25 ul PCR smési pro doménu Bacteria

komponenty objem (ul)

PCR voda 9,5
SYTO PCR 2x Master Mix 12,5
primer F_eub (10ng/ul) 1,0
primer R_eub (10ng/ul) 1,0
DNA matrice (10ng/pl) 1,0
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Tabulka ¢. 8: Priprava 25 ul PCR smési pro kvasinky

komponenty objem (ul)

PCR voda 9,5
SYTO PCR 2x Master Mix 12,5
primer Oli-F (10ng/ul) 1,0
primer Oli-R (10ng/ul) 1,0
DNA matrice (10ng/ul) 1,0

Pro ptesnéjs$i méteni bylo pfipraveno ze 3 vzorkd jogurti 9 vzorkl (3x B-TR, 3x B—K,
3x J-KL). Vzorky byly fedény na koncentraci 10 ng/ul. Po spektrofotometrickém stanoveni
koncentrace a Cistoty jsou vysledné koncentrace jednotlivych vzorkli uvedeny v tabulce €. 9.

Tabulka ¢. 9: koncentrace jednotlivych komponent pro PCR mérent

vzorek c (ng/pl) Lid
1A 55,2 5

B-TR 1B 440,0 50
1C 14,6 5

2A 3055,0 50
B-TR 2B 9,0 5

2C 3248,0 50

3A 3703,0 50

J-KL 3B 4235,0 50

3C 679,0 10

Samotné méfeni probéhlo pomoci PCR pfistroje LightCycler® Nano (Roche,
Svycarsko). Programovani cycleru pro doménu Bacteria je uvedeno v tabulce &. 10 a pro
kvasinky v tabulce €. 11.

Tabulka ¢. 10: amplifikacni profil PCR pro doménu Bacteria

T (°C) cas (s)
iniciaéni denaturace 95 300
denaturace 95
pfipojeni primerQ 55 30 cykla
syntéza DNA 72 600
melt analyza 50—>90 -

Tabulka ¢. 11: amplifikacni profil PCR pro kvasinky

T (°C) cas (s)

iniciaéni denaturace 94 300

denaturace 94

pfipojeni primerQ 51 30 cykla
syntéza DNA 72 300

melt analyza 50—>99 -
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2.5 Senzoricka analyza jogurtu

Senzorické analyza probihala v laboratofi senzorické analyzy Fakulty chemické VUT
v Brné (obrazek €. 7). Pro senzorické hodnoceni byly vzorky hodnotitelim piedkladany v
plastovych kelimcich (cca 50 ml) oznacenych ¢iselnymi kdody. Jako neutralizator chuti méli
hodnotitel¢é k dispozici pitnou vodu. Hodnotitelé byli pfedevsim studenti z FCH VUT. Celkem
se zucastnilo 11 hodnotiteld, z toho 4 muzZi a 7 zen ve vékovém rozmezi 18-28 let.

Senzorickd analyza se skladdala z hodnoceni pomoci grafickych stupnic, profilového
a potadového testu. Byly hodnoceny vzhled, barva, konzistence (textura), vin¢ (intenzita;
pfijemnost), chut’ (intenzita; piijemnost). U profilového testu byly hodnoceny vybrané chuté
(sladka, kysela, hotka, kvasinkova a jind) a celkova pfijatelnost vzorki byla hodnocena pomoci
potadového testu (nejlepsi = nejhorsi). Pouzity formulaf je uveden v ptiloze 1.

Obrazek ¢. 7: Laborator senzorické analyzy na Fakulté chemickeé Brno

Konzumenti méli k dispozici tii vzorky jogurtl, pitnou vodu, 1zi¢ku, dotaznik a tuzku
na psani (obrazek €. 8).
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Obrazek ¢. 8: Pripravené vzorky jogurtu k senzorické analyze

2.6 Statistické zpracovani vysledki

Vysledky vsech analyz jsou zpracovavany v excelu (Microsoft 365).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace se zabyvd porovnavanim bulharského a klasického jogurtu, jejich
organoleptickych vlastnosti, chemickym a mikrobidlnim sloZenim.

Nejprve byla provedena optimalizace vyroby vSech typll jogurtl, po optimalizaci
nasledovala senzoricka analyza. Postup optimalizace klasického jogurtu (J-KL) je soucasti
bakalatské prace Jakuba Kirchdorfera [37].

3.1 Optimalizace vyroby bulharského jogurtu

Pro vyrobu vzorktli byl pouzit standardni technologicky postup pro vyrobu jogurtu. Ten
je v zasad¢ jednoduchy: pasterované mléko se pievaii na 30 minut, poté se pfi teploté 42-45 °C
zaockuje ptislusnou kulturou a necha se fermentovat. Tento postup bylo nutno nejprve ovefit v
laboratornich podminkach a optimalizovat nékteré faktory, piedevSim potiebnou dobu
fermentace a potfebné mnozstvi pfidané kultury, tak aby byl dosazen jogurt co nejlepSich
senzorickych vlastnosti. Podle literatury se ptidavek kultury pohybuje v rozmezi 2-5 %, v rdmci
této prace byl testovan ptidavek 1 %, 2 % a 3 % ptislusné kultury [14, 38].

Standardni doba kultivace se uvadi 3-6 hod, nicméné doba se miize liSit v zavislosti na
kvalité pouzitého mléka, typu a aktivité pouzité kultury. Rozhodujici pro ukonceni fermentace
je dosazeni pozadované kyselosti, tj. pH méné nez 4,4 (resp. titra¢ni kyselost vyssi nez 40 °SH)
[38].

V nasledujicich tabulkach (tabulka ¢.12-14) a grafech (graf ¢. 1-3) jsou uvedeny ukazky
prabéhu prokysavani jogurtl v ramei jednotlivych experimentt. Je vidét, Ze pribéh prokysavani
u jednotlivych typt jogurta se lisil, potfebné kyselosti (méné nez 4,4 pH [38]) bylo zpravidla
dosazeno po vice nez 5 hodinach fermentace.

Tabulka ¢. 12: Meérené hodnoty titracni kyselosti a pH tradicniho jogurtu (pridavek 1 %)

Bulharsky jogurt (B-TR) 1 %

cas (h) pH () SH (°)
0 6,8 6,4
0,5 6,6 6,6
1,0 6,6 7,6
1,5 6,4 8,0
2,0 6,3 8,8
2,5 59 13,2
3,0 53 22,4
3,5 4,8 26,0
4,0 4.4 26,5
4,5 43 34,1
5,0 4,1 38,6
5,5 4,0 43,8
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Graf ¢. 1: Zavislost pH na case u tradicniho bulharského jogurtu (pridavek 1 %)

V pfipadé¢ tradi¢niho jogurtu byl optimalni pfidavek kultury 1 %.
hodnoceni uspokojivé. Tato koncentrace byla tedy vyuzita k senzorické analyze.

Tabulka ¢. 13: Mérené hodnoty titracni kyselosti a pH pri vyrobé bulharského jogurtu (koupeny)

0

30 60

cas (min)

90 120 150 180 210 240 270 300 330

Bulharsky jogurt (B-K)

cas (h) pH () SH (°)
0 6,8 6,2
0,5 6,7 6,6
1,0 6,6 6,8
1,5 6,6 7,1
2,0 6,6 7.6
2,5 6,5 8,0
3,0 6.2 10,0
3,5 5,9 12,0
4,0 5,9 13,6
4,5 5,7 15,2
5,0 5,5 16,8
5,5 5.4 21,2
6,0 5,3 20,4

Senzoricky bylo
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Graf ¢. 2: Zavislost pH na case u koupeného bulharského jogurtu (B—K)

Pti vyrobé bulharského jogurtu koupeného (B-K) byla titra¢ni kyselost mnohem nizsi
oproti tradiénimu jogurtu, b&hem fermentace klesala pomaleji (viz graf &. 2). Zadouci kyselosti
bylo dosazeno po vice nez 6 hod fermentace.

Tabulka ¢. 14: Méreni pH pri preockovavani jogurtu koupeného B-K (pridavek 2 %)

cas (h) pH ()
0 6,69
0,5 6,53
1,0 6,41
1,5 6,3
2,0 6,22
2,5 6,11
3,0 5,65
3,5 5.27
4,0 4,87
4,5 4,67
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Graf ¢.3: Mérené hodnoty pH preockovaného bulharského jogurtu koupeného B-K (pridavek 2 %)

Nasledné byla ovétena trvanlivost piipravenych jogurtl pomoci méfeni titracni kyselosti
po dobu 7 dni pfi uchovavani v chladnicce pii teploté pfiblizn¢ 7° C. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce €. 15 a grafech €. 4-5. Z grafi je patrné, Ze pomalé prokysavani pokracovalo i béhem
uchovavani, jogurty byly po této dobé velmi kyselé, pfilis hoiké a nevhodné ke konzumaci. Je
tedy nezbytné jogurty uchovavat pfi co nejnizsi teploté (4 + 2 °C).

Tabulka ¢. 15: Titracni kyselosti tradicniho bulharského jogurtu (B—=TR) (pridavek 2 a 3 %)

bulharsky jogurt 2 % bulharsky jogurt 3 %
Cas (den) SH Cas (den) SH
1 57,2 1 47,4
2 57,8 2 48,5
3 58,2 3 51,7
4 60,0 4 53,6
5 62,0 5 56,3
6 63,5 6 59,3
7 66,7 7 62,4
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Graf ¢.4: Zavislost titracni kyselosti (SH) tradicniho bulharského jogurtu (pridavek 2 %)
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Graf ¢.5: Zavislost titracni kyselosti (SH) tradicniho bulharského jogurtu (pridavek 3 %)
3.2 Tékavé (aromatické) latky ve vzorcich jogurti

Ve vSech vzorcich jogurtii bylo identifikovdno celkem 24 tékavych (aromatickych
latek). Z toho 6 alkoholi, 2 estery, 6 kyselin, 7 karbonylovych sloucenin a 3 sirné slouceniny.
V tabulce ¢. 17 jsou uvedeny vSechny detekované t€kavé latky. Piitomnost latky ve vzorku jsou
oznaceny zelené s procentudlnim zastoupenim jednotlivych latek.

Porovnéni poctu a obsahu detekovanych tékavych latek jsou uvedeny v grafu ¢. 6 a 7.
Chromatogramy vsech tfi vzorkl jsou uvedeny v pfiloze 2, 3 a 4.
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Tabulka ¢. 16: Barevné oznaceni sloucenin pro tabulku ¢. 6

slouCeniny

alkoholy estery

‘ karbonylové slouceniny

sirné slouceniny

kyseliny

Tabulka ¢. 17: Detekované tékavé latky ve vzorcich jogurtii

zastoupeni sloucenin v %
sloucenina RT [min]

B-TR B-K J-KL
2,3-butandion 5,73 14,1
methylbutanoat 5,83 39,3 29,2
2,3-pentandion 8,14 1,8 4.1 8,8
dimethylsulfid 8,47 1,0
2-heptanon 12,52 0,8 9,2
1-butanol, 2-methyl 13,99 1,8 1,2
Ethylhexanoat 14,57 0,8 1,0
Acetoin 17,34 11,7 12,2 19,0
2-heptanol 18,56 1,0 1,2
3-pentanol 19,66 1,2
2-hydroxy-3-pentanon 20,36 0,7
dimethyltrisulfid 20,97 0,5
2-nonanon 21,34 1,3 1,8 33
kyselina octova 24,55 5,1 8.8 20,7
Ethylhexanol 25,7 0,6
2-nonanol 27,01 0,6 1,2
kyselina butanova 34,32 3,5 4,8 6,7
kyselina benzoova 35,99 1,1
Cyklohexanon 36,87 0,2
kyselina hexanova 47,45 9,5 11,1 10,5
dimethylsulfon 49,69 0,6 0,3
fenylethylalkohol 50,03 2,7 2,2 0,6
kyselina kaprylové/oktanova 55,95 14,8 14,5 33
kyselina dekanova 62,92 5,1 4,5
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Graf ¢.6: Porovnavani poctu tekavych latek u jednotlivych vzorkii

Z tabulky ¢. 17 a grafu €. 6 je patrné, ze sloZeni t€kavych latek v jednotlivych typech
jogurtl se lisi. Nejvice sloucenin bylo nalezeno v bulharském jogurtu koupeném (17), v obou
zbylych 15 slou€enin. V bulharskych jogurtech byly nejvice zastoupeny alkoholy, kyseliny
a karbonylové slouceniny, v jogurtu klasickém to byly kyseliny a karbonylové slouceniny.
Vyraznéji jsou patrné rozdily mezi vzorky z hlediska obsahu identifikovanych sloucenin
(graf €. 7). Profil t€kavych latek obou bulharskych jogurtii byl podobny, pfevazovaly estery
a kyseliny, zatimco v klasickém jogurtu to byly kyseliny a karbonylové slouceniny.

- - ﬁ .
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Graf ¢. 7: Porovnavani obsahu tekavych latek u jednotlivych vzorki (v %)
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3.3 Vysledky senzorického hodnoceni jogurtii
3.3.1 Vysledky hodnoceni senzorickych vlastnosti pomoci grafickych stupnic

Vyrobené vzorky bulharskych jogurti (tradi¢ni oznacovany jako vzorek B-TR
a koupeny jako vzorek B-K) byly srovnavany s klasickym jogurtem (vyrobené jogurtovou
kulturou), ktery byl oznacovan jako vzorek J-KL.

Jednotlivé atributy jako vzhled, barva, chut, viné, konzistence (textura) byly
porovnavany na zaklad¢ hodnoceni hodnotiteli dle grafické stupnice (10 cm). (viz formulaf
v piiloze 1). Vysledky jsou vyjadieny v mm od levého okraje stupnice (priimér hodnoceni v§ech
hodnotiteli)

V grafech jako chybové tsecky také minimalni a maximalni dosazené hodnoceni.
Hodnoceni znakt pro jednotlivé vzorky jsou uvedena v tabulkéch €. 18, 19 a 20.

Hodnotitelé méli za tkol rovnéZ napsat pfipominky k jednotlivym vzorkiim.

Tabulka ¢. 18: Hodnoceni vsech atributii pro vzorek B-TR

konzumenti

atribut 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | primér

vzhled a barva 85 | 55 | 35 | 80 80 55 1 90 | 10 | 65 40 45 58,2

konzistence 80 | 40 | 40 | 80 70 80 | 60 | 30 | 25 20 45 52,8

viiné 80 | 60 | 60 | 70 90 20 | 30 | 10 | &0 80 80 60,0
pifijemnost vin€¢ | 70 | 30 | 30 | 60 60 55 1 70 | 80 | 70 20 40 53,2
chut 100 | 30 | 85 | 60 70 75 | 60 | 50 | 90 70 90 70,9

pfijemnost chuti | 35 | 20 | 20 | 40 70 50 | 40 | 50 | 20 20 20 35,0

Tradi¢ni bulharsky jogurt B-TR (tabulka ¢. 18) — jeho vzhled, barva, konzistence a viiné
byly hodnoceny cca jako dobré (stfedné ptijemné). Chut’ byla intenzivni, ale méné piijemna,
intenzitu viing lze oznacit jako silngjsi.
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Graf'¢. 8: Vysledky senzorického hodnoceni tradicniho bulharského jogurtu (I-neprijatelnd >10—

vyborna)
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Tabulka ¢. 19: Hodnoceni vsech atributii pro B—K

konzumenti

atribut 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | primér

vzhled a barva | 80 | 55 30 80 70 55 | 45 | 65 | 75 | 55 | 45 59,5

konzistence 75 | 40 20 80 70 90 | 40 | 85 | 55 | 50 | 60 60,5

viiné 60 | 20 40 75 85 15 1 60 | 10 | 70 | 30 | 75 49,1
ptijemnost viiné¢ | 85 | 30 50 85 80 60 | 80 | 80 | 75 | 40 | 70 66,8
chut 90 | 35 60 75 70 80 | 40 | 80 | 80 | 65 | &0 68,6

ptijemnost chuti | 40 | 30 60 50 65 70 | 70 | 50 | 40 | 60 | &0 55,9

70 -
65 A
g
3
S 60 -
3
3
=
2
5 55 A
]
3
8 L
50 ~
45 I
vzhled a konzistence  viné piijemnost chut’ prijemnost
barva ving chuti

Graf & 9: Vysledky senzorického hodnoceni bulharského jogurtu koupeného (I-neprijatelna = 10—
vyborna)

Bulharsky jogurt koupeny B—K (tabulka ¢. 19) - byl hodnocen cca jako stiedné piijemny
(dobry) ve vSech vlastnostech, i intenzitu chuti a viin€ Ize oznacit jako stiedné silnou.

Tabulka ¢. 20: Hodnoceni viech atributii pro vzorek J-KL

konzumenti

atribut 1 2 3 141 5 6 7 8 9 10 11 prumér

vzhled a barva 10 | 60 | 50 [80| 75 | 60 | 8 | 90 | 90 | 75 | 100 78,6

konzistence 90 | 40 | 60 [90] 85 | 85 | 90 | 95 | 89 | 60 | 100 79,5

viiné 80 | 20 | 30 |60] 30 | 70 | 80 | 50 | 55 | 40 55 51,8
pfijemnost vin€¢ | 100 | 60 | 80 |50] 55 | 95 | 100 | 80 | 80 | 75 | 100 79,5
chut 80 | 50 | 40 |20 40 | 90 | 50 | 80 | 50 | 70 50 56,4
ptijemnostchuti | 80 | 45 | 70 |20] 50 | 80 | 80 | 100 | 80 | 70 80 68,6
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Graf'¢. 10: Vysledky senzorického hodnoceni klasického jogurtu (1-neprijatelna = 10—vyborna)

Nejlépe hodnoceny byl jogurt klasicky J-KL (tabulka ¢. 20, graf ¢. 10). Jeho vzhled,
barvu, konzistenci, chut’ i viini lze oznacit jako velmi piijemné, intenzita chuti i viin¢ byla
stiedné silna.

3.3.2 Vysledky profilového testu vybranych chuti

V ramci profilového testu hodnotitelé posuzovali intenzitu vybranych deskriptord chuti.
Vysledky jsou uvedeny v tabulkéach ¢. 21-23 a grafech ¢. 11-14.

U vSech jogurtli jednoznacné pievazovala chut' kyseld, nejvice kysely byl podle
o¢ekavani tradi¢ni bulharsky jogurt, coz odpovidalo i zjisténé vysoké titracni kyselosti.
Sladkost byla pomérné malo intenzivni u v§ech vzorkd, i kdyz jemné nasladla chut’ je pro jogurt
zadouci. Nejméné sladky byl tradi¢ni bulharsky jogurt, ziejmé vyrazna kyselost potlacovala
chut’ sladkou. Kupodivu hodnotitelé ve vzorcich vnimali mirnou hotkou a kvasinkovou chut’.
,,Jina* chut’ byla neznatelna.

Tabulka ¢. 21: Hodnoceni jednotlivych chuti pro vzorek B-TR

konzumenti

prameér
chut 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

sladka 40 20 20 0 30 35 20 50 10 10 0 214

kysela 60 70 90 70 80 70 70 75 85 90 90 77,3

hotkéa 0 40 25 0 65 0 10 0 90 10 0 21,8

kvasinkova | 10 45 90 50 65 0 0 50 75 60 30 43,2

jind 0 0 10 0 50 0 0 0 0 90 0 13,6
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Graf'¢. 11: Vysledky profilového hodnoceni jednotlivych chuti pro vzorek B-TR (I-neznatelnd >10—

velmi silna)

Tabulka ¢. 22: Hodnoceni jednotlivych chuti pro vzorek B—-K

konzumenti A
prameér
chut’ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
sladka 20 55 15 | 20 | 40 75 15 50 | 30 30 0 31,8
kyselad 80 50 70 | 50 | 90 45 70 75 | 60 75 80 67,7
hotka 0 25 50 0 75 0 20 0 70 10 0 22,7
kvasinkova | 55 40 90 | 40 | 80 0 0 50 | 70 30 20 43,2
jind 0 0 65 0 50 0 0 0 0 35 0 13,6
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Graf'¢. 12: Vysledky profilového hodnoceni jednotlivych chuti pro vzorek B-K (1-neznatelna 10—

velmi silna)
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Tabulka ¢. 23: Hodnoceni jednotlivych chuti pro vzorek J-KL

konzumenti o
prameér
chut’ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
sladka 30 60 60 0 0 85 20 0 35 20 0 28.2
kysela 100 | 50 40 0 50 35 45 75 60 75 60 53,6
horka 0 25 35 10 40 0 10 0 50 15 0 16,8
kvasinkova| 70 20 60 0 20 0 0 50 30 40 20 28.2
jina 0 0 2 0 30 0 0 0 0 40 0 1,0
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§ 41,0 1
= 36,0 -
£
5 L0 1
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§ 21,0 -
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sladka kysela horka kvasinkova jina

Graf'¢. 13: Vysledky profilového hodnoceni jednotlivych chuti pro vzorek J-KL (1-neznatelna ->10—

velmi silna)
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Graf'¢. 14: Porovnavani vysledkii profilového hodnoceni jednotlivych chuti (1-neznatelna 10—

velmi silna)
3.3.3 Porovnani senzorickych vlastnosti jednotlivych typi jogurti

Srovnani vSech znakll na zéklad¢ senzorického hodnoceni je uvedeno v grafu 15. U
vSech vzorka se atributy vyrazné lisily. Jako nejlepsi ze vSech vzorkt byl hodnocen vzorek J—
KL, tedy klasicky jogurt. Konzumenti hodnotili u tohoto produktu v§echny znaky jako nejlepsi.
U vzorku B-K byla (kupovany bulharsky jogurt) viné, vzhled a barva, konzistence
a ptijemnosti chuti o trochu horsi. A jako nejhorsi byl hodnocen nami pfipraveny vzorek B-TR
(tradi¢ni bulharsky jogurt). Ne pfili§ pfijemna chut’ byla dana tim, Ze vzorek byl az pfilis kysely,
coz mohlo souviset s pfitomnosti kvasinek jako kontaminant ve vzorku.
Chut a viné vzorkd byla hodnocena nejen z hlediska piijemnosti, ale i intenzity, podle
o¢ekavani bulharské jogurty, zvlastn€ jogurt tradicni, mély vyssi intenzitu chuti 1 viin€ oproti
jogurtu klasickému.
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Graf ¢. 15: Porovnavani vysledkii senzorického hodnoceni vzhledu a barvy, konzistence, viiné,
pFijemnosti viiné, chuti, viiné a prijatelnosti chuti (senzorické hodnoceni 1-neprijatelna 2> 10—
vyborna)

3.3.4 Vysledky poradového testu

Konzumenti méli za kol sefadit vzorky jogurtl podle celkové ptijatelnosti, tedy od
nejlepsiho po nejhorsi. V tabulce €. 24 jsou uvedeny kody vzorki a soucet poradi (nejlepsi =
nejhorsi).

Tabulka ¢. 24: Poradovy test celkove prijatelnosti jednotlivych vzorkii jogurtii

hodnotitel ¢. vzorek
B-TR B-K J-KL
1 2 3 1
2 3 2 1
3 3 2 1
4 2 1 3
5 2 1 3
6 3 2 1
7 3 2 1
8 3 2 1
9 3 2 1
10 3 2 1
11 3 2 1
soucet poradi 30 21 15
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Vysledky potradového testu byly vyjadreny jako soucet potadi vSech hodnoceni pro kazdy
vzorek. Tyto soucty jednotlivych sekvenci vzorki byly vyneseny do sloupcového grafu a byly
jim pfifazeny specifické hodnoty. Zde plati, Ze ¢im nizsi je soucet potfadi, tim lépe je dany
vzorek hodnocen.

30
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25
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(=)

soucet potadi
—
W

—_
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B-TR B-K

Graf ¢. 16: Vysledky poradového testu u vSech vzorku

Podle grafu ¢. 16 byl tedy jako nejlepsi (nejvice pftijatelny) hodnocen vzorek J-KL
jakozto srovnavaci vzorek (klasicky jogurt).

Nejhtie byl hodnocen vzorek B-TR (tradi¢ni bulharsky), pravdépodobné proto, Ze tento jogurt
ma velice vyraznou chut’ a viini, ktera je pro konzumenty nezvykla.
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3.4 Vysledky polymerazové retézové reakce v realném case

Na zavér byly vzorky jogurtlh podrobeny molekuldrné diagnostickému rozboru pomoci
metod polymerazové tetézové reakce v redlném case (qQPCR). Pomoci qPCR metody byly
vzorky testovany na pfitomnost bakterii a vzhledem k detekované kvasinkové chuti, také
kvasinek.

Vzorky DNA izolované z pfipravenych vzorki jogurtu byly nafedény na koncentraci 10
ng/pl. Na méfeni bylo pouzivano 9 vzorkt jogurtti: B-TR (1A, 1B, 1C), B-K (2A, 2B, 2C), J—-
KL (3A,3B,3C), negativni kontrola (smés PCR bez DNA matrici, NK) a jako pozitivni kontrola
(PK) byla pouzita DNA izolovana z bakterialni kultury Bifidobacterium breve CCM 7825
respektive kultury kvasinek Candida glabrata CCM 8270 o koncentraci 10 ng/ul. Dohromady
bylo pfipraveno a naméteno 12 vzork.

Vysledky méteni jsou uvedeny v tabulce €. 25 pro doménu Bacteria a v tabulce €. 26 pro
kvasinky. Hodnoceny byly pomoci Ct (prahova hodnota). Pomoci této hodnoty je mozné
porovnavat mnozstvi DNA v jednotlivych vzorcich. Plati, Zze ¢im niz$i hodnota Ct, tim se
predpoklada vyssi koncentrace vstupni matrice ve vzorku.

Tabulka ¢. 25: Namérena prahova hodnota Ct pro doménu Bacteria pro vzorky B-TR (14-1C), B-K
(24-2C) a J-KL (34-3C)

Vzorek typ Ct

1A U 13,099

1B U 25,754

1C U 19,271

2A U 26,748

2B U 26,976

2C U 27,283

3A U 26,948

3B U 26,811

3C U 26,605

Bifidobacterium 1 PK 27,03

Bifidobacterium 2 PK 27,236
matrice bez DNA NK -

Nejvyssi mnozstvi bakterii (doména Bacteria) obsahuje vzorek 1A (B-TR) s hodnotou
Ct 13,099 a jako druhy s nejvySsim obsahem bakterii je vzorek 1C s prahovou hodnotou 19,271.
Tato porovnavani lze také pozorovat pomoci amplifika¢ni kiivky (viz obrazek €. 9), kde pii 11
cyklech zacina se amplifikovat vzorek 1C, potom 1A, 1B a 2B. Plati také, Ze ¢im rychleji
amplifika¢ni kiivka dosahne exponencialni fize nebo ptekroci uréity prah fluorescence
nastaveny pro tuto fazi, tim vice vychozich templatovych molekul bylo pfitomno ve vzorku na
zacatku reakce (tedy vyssi koncentrace vzorku). Ostatni vzorky se zaCaly amplifikovat po 25
cyklech, tedy od vzork 2A—-3C, pozitivni kontroly (jejich koncentrace je nizsi). OvSem podle
vysledkd vSechny vzorky obsahovaly podle ocekavani bakterie.
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Melt kiivka (obrazek ¢. 10) ukazuje teplotu, pii které dochazi k denaturaci
dvousroubovice DNA amplifikované specifického produktu PCR. Vzorek 2B (B-K) se zacal
denaturovat pfti teploté cca 83°C a vzorek 1C (B-TR) se zacal denaturovat pfi teploté 85° C.
Ostatni vzorky se zacaly denaturovat od 70°C. Pokud meéfeni obsahuje jeden druh DNA,
v tomto piipad¢ doménu Bacteria (primer), tak vysledkem méteni byva jeden pik (1 amplikon).
Ovsem, pokud vysledkem hodnoceni byvaji 2 piky (tedy 2 amplikony), tak to znamena, Ze
v téchto vzorcich indikuje ptfitomnost kontaminujicich nebo mimocilovych amplifika¢nich
produktti.

Jelikoz pii senzorickém hodnoceni vzorkii pfedev§im u bulharskych jogurtd (B—TR
a B-K) byla citit kvasinkova chut’, byla ovéfovana pifitomnost kvasinek u vSech vzorki jogurti
pomoci qPCR méfeni. Na toto stanoveni byly pouzity primery specifické pro celkové kvasinky
(kapitola 2.4.2). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovand z kultury kvasinek
Candida glabrata CCM 8270. Analyza probihala po 30 cyklech podle pfedem nastaveného
programu (tabulka ¢. 10). Namétfené hodnoty jsou zobrazeny v tabulce €. 26.

Tabulka ¢. 26: Namérena prahova hodnota Ct pro celkové kvasinky pro vzorky B-TR (14-1C), B-K
(24-2C) a J-KL (34-3C)

Vzorek typ Ct

1A U 27,404

1B U 27,355

1C U 26,894

2A U 26,929

2B U 27,233

2C U 27,061

3A U 27,493

3B U 27,746

3C U 27,829

Candida 1 (C1) P 24,971

Candida 2 (C2) P 26,504
matrice bez DNA N -
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Intensity (RFU)

Obrazek ¢. 11: Amplifikacni krivka pro kvasinky

Nejnizsi prahovou hodnotu mél pozitivni vzorek C1 (Candida 1), ktery m¢l hodnotu
24,971, coz znamend, Ze koncentrace cilové DNA, tj. DNA celkovych kvasinek zde byla
nejvyssi. Jiz z grafu (obrdzek €. 11) je mozné potvrdit, ze opravdu tento vzorek se zacal
amplifikovat pted 25. cyklem. Jako druhy nejkoncentrovanéjsi vzorek byl vzorek C2 (Candida
2) s prahovou hodnotou 26,504. Na obrazku €. 12 je mozné posoudit, zda nase vyrabéné vzorky
jogurtli obsahuji kvasinky.
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Obrazek ¢. 12: Melt krivka pro kvasinky

U primeru C1 (1. pozitivni kontroly) neobsahoval zddny ndmi vyrobeny vzorek jogurta.
Naopak u primeru C2 (2. pozitivni kontrola) obsahoval vzorek 2B (B—K) a patrné i vzorek 1C.
Jelikoz na obrazku €. 10 u doménu Bacteria se vyskytly 2 amplikony, tedy mozného vyskytu
kontaminujiciho ¢i jiného amplifika¢niho produktu, je mozné potvrdit, Ze jiz vzorek 1C a 2B
obsahovaly kvasinky, protoZe denatura¢ni teplota tani se také pohybuje od 85° C pro analyzu
vyskytu kvasinek pro obrazek ¢. 12.
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4 ZAVER

Tato prace se zabyvala optimalizaci vyroby jogurtil a jejich charakterizaci z hlediska
senzorické kvality, profilu t€kavych (aromatickych) latek a mikrobialniho profilu.

Hlavni pozornost byla vénovana bulharskym jogurtim (balkédnského typu), z nichz jeden
byl vyroben pfeockovanim tradi¢niho jogurtu piimo pfevezeného z Bulharska a druhy byl
,bulharsky jogurt® b&zné dostupny v CR. Oba byly porovnany s ,klasickym* jogurtem
,ceskym®.

Prvni ¢ast prace se zabyvala optimalizaci vyroby vzorkd, kterd se ukézala jako pomérné
komplikovana. Je nezbytné kontrolovat priabéh prokysavani vzorkli az do dosazeni optimalni
kyselosti (< 4,4 pH) a hotové jogurty pak skladovat pii nizké teploté (< 5 °C) co nejkratsi dobu.

Z vysledkl senzorického hodnoceni vyplyva, ze hodnotitelim nejvice chutnal, a byl pro
né nejvice piijatelny i z hlediska celkové senzorické kvality, jogurt klasicky. Je to
pravdépodobné zplisobeno pomérné vyraznou (kyselou) chuti a vini bulharského jogurtu
(zvlaste tradi¢niho), coz bylo pro konzervativni ¢eské konzumenty nezvyklé.

Jogurty maji rtizné organoleptické vlastnosti a kazdy jogurt ma svoji vyjimecnou chut’
a vuni, a to souvisi s obsahem tékavych slozek, které jsou obsazeny v jogurtech i obecné ve
fermentovanych mléénych vyrobcich. V této praci byly stanoveny tékavé (aromatické) latky
pomoci metody HS-SPME-GC-MS, celkem bylo ve vzorcich identifikovano 24 sloucenin,
z toho 6 alkoholt, 2 estery, 6 kyselin, 7 karbonylovych sloucenin, 3 sirné slouceniny.

Nejvice tekavych latek obsahoval bulharsky koupeny jogurt, u kterého bylo detekovano 17
téchto latek. To souviselo i s tim, Ze u tohoto vzorku pfipominalo konzumentim chut’ velmi
hotkou, kvasinkovou, sladkou a jinou. Nejméné t€kavych latek obsahoval vzorek J-KL (15 t&k.
latek), ktery nepiipominal kyselou chut’ jogurtu a obecné nebyl vyraznéjsi nez u bulharskych
jogurtti. Také u vzorku B-TR bylo stanoveno 15 t¢kavych latek.

Vzorky se lisily pfedevs$im z hlediska obsahu identifikovanych sloucenin; podle celkové
plochy pikti nejvyssi obsah t€kavych latek byl podle ocekavani v bulharském tradi¢nim jogurtu,
jogurtu to byly kyseliny a karbonylové slouceniny.

Jelikoz u bulharskych jogurtl byla citit silné kvasinkova chut’, 1ze ptedpokladat, Ze by se
v nich mohly nachézet kvasinky. Pomoci metody PCR bylo potvrzeno, Ze krom¢ standardnich
bakterii jogurtové kultury, bulharské jogurty kvasinky skutecné obsahovaly, pravdépodobné
jako kontaminanty.
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5 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

B-TR bulharsky jogurt ,, tradi¢ni*

B-K bulharsky jogurt vyrabény z bulharské kultury

bp komplementarni par bazi

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Gas
chromatography - Mass spectrometry)

J-KL jogurt klasicky

PCR polymerazova fetézova reakce

qPCR kvantitativni polymerdzova fetézova reakce (quantitative polymerase
chain reaction)

SPME mikroextrakce pevnou fazi

M molarni koncentrace (mol. 1-%)

°SH stupnice Soxhlet Henkel

°T stupnice Thornerova

PK pozitivni kontrola

NK negativni kontrola
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7 PRILOHY

Priloha €. 1: Dotaznik pro senzorické hodnoceni fermentovanych mléénych
vyrobkiu

Vazeni hodnotitelé,
Zhodnot'te prosim nasledujici vzorky fermentovanych mléénych vyrobka

Hodnotitel: Kufak — nekuiak
Datum: Muz — Zena
Cas:

Zhodnot'te predlozené vzorky v nasledujicich znacich, postupujte dle instrukci, vysledky
zapiste do uvedenych tabulek/stupnic, ptipadné vlastni ptipominky popiste slovné.

1 HODNOCENI POMOCI GRAFICKYCH STUPNIC

Vzhled a barva
Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot’te piijemnost vzhledu a barvy vzorki (do stupnice

zapiste kody vzorku).

Nepftijatelna Vyborna

Popis krajnich bodii:

Vyborna — barva smetanova, leskla, stejnoroda, bez cizich odstind. Vzhled ¢isty, hladky, leskly,
homogenni

Nepfijatelna — barva netypicka (nazloutld, nazelenald aj.), vyvstavajici syrovatka, nehomogenni
vzhled, ptitomnost bublinek a jiné vady

Pripominky

Konzistence (textura)
Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot'te texturu (hustotu, viskozitu) vzorkt (do stupnice
zapiste kody vzorki)
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Nepftijatelna Vyborna

Popis krajnich bodii:

Vyborné — jemna, krémovitd, hladka, viskosni, homogenni, stejnoroda

Nepfiijatelnd — nestejnoroda, nehomogenni, pfili§ fidkd az vodnata, mazlava, hrudkovita,
krupickovitd aj. vady

Prilis fidka Optimalni P1ili§ husta

Pripominky

Viiné
Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot’te viini vzorki (do stupnice zapiste kody vzorkt).

a. Intenzita viuné

Neznatelna Velmi

silna
b. Prijemnost viiné
Popis krajnich bodii:

Velmi pfijemna — ¢istd, mlécnd, mirn¢ nakysla
Nepftijemnd — necistd, nepiijemna, ostie kyseld, ptipadné jiné vady

Nepfijemna Velmi

pfijemna

Pripominky

Chut
Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot’te chut’ vzorki (do stupnice zapiste kody vzorkt).
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a. Intenzita chuti

Neznatelna Velmi

silna

b. Prijemnost chuti
Popis krajnich bodii:
Velmi piijemna — Cistd, smetanova, jemné mlécné nakysla, jogurtova
Nepftijemnd — mélo nebo naopak pfili§ kysela, nepifijemnd, nahotkla, cizi pachuti a jiné vady

Nepfijemna

Pripominky

C.PROFILOVY TEST VYBRANYCH CHUTI

Velmi
pfijemna

Sladka
| |
| |
Neznatelna Velmi silna
Kysela : :
| |
Neznatelna Velmi silna
Horka
| |
| |
Neznatelna Velmi silna
Kvasinkova
| |
| |
Neznatelna Velmi silna
Jina
| |
| |
Neznatelna Velmi silna
D.PORADOVY TEST

V nasledujici tabulce sefad’te vzorky podle celkové prijatelnosti
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Potadi vzorku

1. (nejlepsi)

3. (nejhorsi)

Kod vzorku
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Priloha ¢. 2

RT: 0.00 - 65.43
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Obrazek ¢. 12: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku B—TR (identifikace sloucenin viz tabulka ¢. 17)



Ptiloha ¢. 3

RT: 0.00 - 65.45
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Obrazek ¢. 13: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku B—K (identifikace sloucenin viz tabulka ¢. 17)
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Priloha €. 4

Relative Abundance
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Obrazek ¢. 14: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku J-KL (identifikace sloucenin viz tabulka ¢. 17)



