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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyvd vyrobou lyofilizovaného jogurtu, jeho optimalizaci,
charakterizaci z hlediska senzorické kvality, profilu aromatickych latek a mikrobiologického
profilu.

V experimentalni ¢asti byla nejprve optimalizovana vyroba jogurtu. Pro dosazeni spravné
konzistence byl zvySen obsah suSiny pfidavkem suSeného odtu¢néného mléka. Na zaklad¢
senzorického hodnoceni pomoci grafické stupnice a parové porovnavaci zkousky byl zvolen
pfidavek susené¢ho mléka 10 % hm., ktery jogurtu dodal piijemnou chut’ a Zzaddouci hustou
krémovitou konzistenci, ktera byla potvrzena i reologickym métenim.

Z optimalniho vzorku byl vyroben lyofilizovany jogurt, ktery byl ndsledné rekonstituovan.
Opét na zékladé senzorické a reologické analyzy byl jako optimalni vybran jogurt se 75 % hm.
puvodné odstranéné vody, ktery vykazoval podobné texturni vlastnosti jako jogurt Cerstvy.

Pro zjisténi vlivu lyofilizace byly vzorky Cerstvého a rekonstituovaného jogurtu podrobeny
mikrobiologické a molekuldrné biologické (PCR) analyze, kde bylo zjisténo, zZe lyofilizace ma
vliv na Zivotaschopnost bun¢k, respektive laktobacili.

Pti analyze aromatickych slouc¢enin pomoci HS-SPME-GC-MS byl prokazan mirné odlisSny
aromaticky profil jogurtu po rekonstituci. Celkem bylo identifikovano 44 sloucenin. Ve vSech
vzorcich prevladaly kyseliny, aldehydy a ketony. Z latek byly nejvice zastoupeny kyseliny
octova, oktanova a hexanova spolu s acetoinem.

A v neposledni fadé byly vzorky podrobeny senzorickému hodnoceni z hlediska vzhledu,
barvy, textury, viin€é a chuti. VétSina hodnotitelli preferovala Cerstvy jogurt kvili hladkeé
konzistenci a svézi chuti oproti kyselejSimu a jemné hrudkovitému rekonstituovanému jogurtu.

KLiCOVA SLOVA
Jogurt, lyofilizace, aromatické latky, senzoricka kvalita, SPME, GC-MS, PCR



ABSTRACT

This thesis deals with the production of freeze-dried yogurt, its optimization, characterization
in terms of sensory quality, flavour and microbiological profile.

In the experimental part, the production process of yogurt samples was optimised. To
achieve the right consistency, the dry matter content was increased by the addition of non-fat
milk powder. As a result of sensory evaluation, where a graphic scale and a paired comparison
test was used, the optimum addition of milk powder was 10 % w/w, which gave the sample a
pleasant taste and desired thick and creamy yogurt consistency, which was also confirmed by
rheological measurements.

Freeze-dried yogurt was produced from the optimum sample and then reconstituted. Based
on sensory and rheological analysis a yogurt with the addition of 75 % w/w water initially
removed was selected as the optimum yogurt, which had similar characteristics of the fresh
yogurt.

To investigate the effect of freeze-drying, fresh and reconstituted yogurt samples were
subjected to microbiological and molecular biological (PCR) analysis, where it was found that
freeze-drying had an effect cell viability specifically lactobacilli.

In the analysis of aromatic compounds by HS-SPME-GC-MS, a slightly different aromatic
profile of yoghurt after reconstitution was determined. In total, 44 compounds were identified.
Acids, aldehydes and ketones were predominant in all samples. The most abundant compounds
were acetic, octanoic and hexanoic acid together with acetoin.

Finally, the samples were subjected to sensory evaluation in terms of appearance, colour,
texture, aroma and taste. Most evaluators preferred fresh yogurt because of its smooth
consistency and fresh taste compared to more acidic and slightly lumpy reconstituted yogurt.

KEY WORDS
Yogurt, freeze-drying, aroma compounds, sensory quality, SPME, GC-MS, PCR
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1 UvVOoD
Jogurt predstavuje jeden z nejvyznamnéjSich a nejoblibenéjSich fermentovanych mlécnych
vyrobkil na trhu. Jeho konzumace je spojovana s fadou benefitli jako je zlepSeni zazivani ¢i
prevence proti rakoviné tlustého stfeva a kone¢niku. Bakterie mlééného kvaSeni, které se pro
vyrobu jogurtu pouzivaji, napomahaji k udrzeni zdravé sttevni mikroflory, s niZ jsou spojovany
benefity vyplyvajici z konzumace jogurti. Tyto bakterie zpusobuji okyseleni mléka, kde
pfeménuji laktdozu na kyselinu mlé€nou. Timto procesem vznika tradi¢ni gelovitd struktura
jogurtu. Vyroba jogurtu prosla velkym vyvojem, v davnych dobach jogurt vyrabéli spontanni
fermentaci, az po ptitomnost, kdy se jogurty vyrabi za peclivé vybranych podminek a vybérem
vhodnych startovacich kultur. Nutriéni hodnotu a chut’ jogurtu miize ovlivnit mnoho faktora
jako je ro¢ni obdobi, ptivod mléka ¢i vyziva zvifat.

Lyofilizace neboli suSeni mrazem je vyznamnym procesem vyuzZivanym nejen
v potravinaistvi, jelikoz umoziuje ziskani produktd s prodlouzenou dobou trvanlivosti.
To je zadouci 1 u jogurtu, nebot’ praskovy jogurt si po suseni zachovava fadu nutri¢nich
vlastnosti a zaroven se pii jeho spravném skladovéani prodlouzi doba trvanlivosti.

Tato prace se zabyva optimalizaci vyroby lyofilizovaného jogurtu a jeho chemickou,
mikrobiologickou a senzorickou charakterizaci. Cilem bylo posoudit vliv lyofilizace
na sledované parametry.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Jogurt

Fermentované mlécné vyrobky vcéetné jogurtu jsou konzumovany jiz od domestikace savci.
Jogurt patii k produktim, jejichz ptivod pochazi ze Stiedniho vychodu [1]. To z jogurtu déla
mléény vyrobek, vyrabény po celd staleti [2]. Prumyslové se zacal vyrabét az na konci
dvacatého stoleti, kdy se stal vynosnym zbozim pro obchodovéni. V poslednich dvaceti letech
se zajem o jeho vyrobu a vyzkum zvysil a vzniklo né€kolik moZnych variant, které jsou zdravi

Je povaZzovan za klasicky mléc¢ny vyrobek s pfijemnou hustou texturou, ktery je vhodny
ke snidani nebo jako dezert [3]. V poslednich letech se stal jednim z nejvice konzumovanych
fermentovanych mléénych vyrobkt na trhu. Z chemického hlediska je jogurt komplexni systém
skladajici se z proteint, polysacharidl a lipidd, které spolu vytvaii gelovitou strukturu [4].

Dle ceské legislativy (vyhlaska ¢. 397/2016 Sb.) je jogurt definovan jako ,,kysany mlécny
vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, podmasli nebo jejich smési pomoci mikroorganismil
uvedenych v ptiloze €. 1 (symbioticka smés Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus), u kterého lze zvySit obsah suSiny pouze ptfiddnim mlécné
bilkoviny, suSeného nebo zahusténého mléka, nebo odebranim syrovatky, tepelné neoSetieny
po kysacim procesu“. PoZzadovand mlé€nd mikrofléora v jogurtu by méla byt
107 v 1 g vyrobku [5].

Jedna se o mléény vyrobek s vyvazenym obsahem tuku (0-3,5 %), proteinu (5-6 %),
laktozy (4,6-5,2 %) a minerdlnich latek jako jsou vapnik, sodik, draslik, hoi¢ik, zelezo
¢i zinek [4]. Obsahuje vysoky podil vapniku a je bohaty na fosfor, draslik, vitaminy
skupiny B a vitamin A [2]. Pro svlij obsah aminokyselin a bioaktivnich slozek jako je kyselina
mlécna ¢i vitaminy rozpustné v tucich je doporucovan pii riznych dietach [6].

Tento fermentovany mlécny produkt je pfipravovan pomoci naockovani mléka startovaci
kulturou obsahujici bakterie mlééného kvaSeni [2]. Pfi vyrobé je mozné k jogurtové kultuie
ptidat dalsi prospéSné druhy bakterii mlééného kvaseni [6].

2.1.1 Technologie vyroby jogurtu

Pii vyrobé jogurtu je syrové mléko nejprve standardizovdno. Tuk je odstranén pomoci
centrifugace pro dosaZeni potfebného procenta tuku. Odtu¢néné jogurty by nemély mit vice
nez 0,01 % tuku, nizkotu¢né obsahuji 1-2 % tuku a plnotu¢né jogurty maji vice nez 3,2 % tuku.
pouzivanou metodou je vSak piidavek suSeného mléka. V této fazi piipravy jogurtu se do mléka
pied zaockovanim mohou ptidat sladila ¢i stabilizatory [7].

Po standardizaci je dale mléko oSetfeno pasteraci. Ta miize byt provedena dvéma zpisoby.
Prvnim zplisobem je zahtev na teplotu 90-95 °C po dobu 1 minuty az nékolika minut, druhym
zpusobem je zahfev na 85 °C po dobu 30 minut [8]. Teplotni oSetieni zajisti nezavadnost mléka
z hlediska kontaminace patogennimi mikroorganismy a dochdzi také k denaturaci
syrovatkovych bilkovin, diky cemuz ziska vysledny vyrobek hustsi konzistenci [7]. Po ohfevu
je mléko zchlazeno na teplotu 40—45 °C a poté mtize byt zaockovano ptislusnou kulturou [8].

Kultura pouzivand pro vyrobu jogurtu se skldda ze dvou bakterii mléného
kvaseni — Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (1:1) [9].
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a obecné¢ vSech fermentovanych mlécénych vyrobkll. Pokud by byl pouzit jen jeden
z mikroorganismu bézn¢ pouzivané jogurtové kultury, jogurt by nevznikl.

Cela fermentace probiha pii kontrolované teploté za obcasné¢ho kontrolovani pH [10].
Poté co je dosazeno ptislusného pH (4,7-4,3) je jogurt zchlazen na teplotu kolem 5 °C [11].
Zchlazeni zabrani dalSimu rtstu bakterii a s tim spojenému rustu kyselosti jogurtu. Miize byt
provedeno bud’ jednofazové chlazeni, kde se jogurt rychle zchladi na teplotu pod 10 °C, nebo
dvoufazové, kdy se jogurt zchladi na teplotu pod 20 °C a poté postupné chladi na teplotu 5 °C.
Tento zplisob se pouziva, kdyz je do jogurtu ptidavano ovoce [1]. Jednoduché schéma vyroby
jogurtu je uvedeno na Obr. 1.

PtedbéZné zpracovani mléka

l

Homogenizace
Tepelné osetieni

Propagace startovaci kultury Ochlazeni na inkubacni teplotu

| J
y

Pfidani pfichuté Ockovani startovaci kulturou

| .

,

Fermentace

Ochlazeni

Transport a baleni

Obrazek 1: Schéma technologie vyroby jogurtu [prevzato z: 12]

2.1.2 Zdravotni benefity
Jogurt si ziskal velkou pfizenl u spotiebitelt, diky svym vyzivovym hodnotdm a zdravotnim
benefitim, které jeho konzumace ptinasi [2].

Dle Marette a Picard-Deland [13] mé jogurt pozitivni vliv na zdravi déti, jak diky svému
mnozstvi makronutrientl, tak esencidlnich mikronutrientd. Mezi makronutrienty obsazené
v jogurtu patii proteiny, mastné kyseliny ¢i laktéza. Mikronutrienty jsou vapnik, draslik, zinek,
fosfor, hotc¢ik a vitaminy skupiny B, respektive vitamin B2, BS a B12. V jogurtu je obsazeno
1 mnozstvi vitaminu A.

Marette a Picard-Delane [13] tikaji, Zze diky snadno stravitelnym proteintim v jogurtu,
piispiva jeho konzumace nejen u déti k vy$§imu piijmu zdravi prospéSnych proteinii a tim
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napomaha k rtstu ¢i udrzeni svalové hmoty. Studie ukézaly, ze n¢které nutrienty v jogurtu maji
velky vliv na vyvoj a rist jedince.

Konzumace jogurtu zlepsuje celkové zdravi ¢lovéka z hlediska kosti ¢i zazivani [2].
Diky tomu, Ze jogurt vznikd za Ucasti bakterii je také skvélym zdrojem zdravi prospésnych
bakterii — probiotik, které hraji dilezitou roli pfi zazivani [14]. Kultura obecné prodluzuje
trvanlivost vyrobku. Studie ukazaly, ze konzumace jogurtu snizuje riziko vyskytu diabetu [2].
Obsah proteini ¢i peptidd, specifickych tukii, vitaminu D, vapniku a hot¢iku v jogurtu maji
pfiznivy vliv pii kardiovaskularnich onemocnéni [13].

Castellone a kol. [6] fikaji, Ze jogurt je také zdrojem konjugované kyseliny linolové, ktera
je znadma svoji protirakovinnou aktivitou a indukci apoptozy v rakovinovych buiikach. VSechny
zdravi prospésné latky ¢i prekurzory jsou pfitomné jiz v mléce. Proces fermentace je vSak
nezbytny k jejich maximalni vyuZitelnosti a uvolnéni do jogurtu.

Diky kyseliné mlécné, kterd vznika pii fermentaci a snizuje pH je zamezovano rozvoji
nezadoucich mikroorganismil. Bakterie pfitomné v jogurtu jsou schopny inhibovat rist a rozvoj
nékterych patogennich bakterii jako je E. coli a Salmonella enteritidis. Predpoklada se, ze
konzumace jogurtu brani infekci a zdnétim traviciho traktu a zivé bakterie také obecn¢ brani
kolonizaci traviciho systému patogennimi bakteriemi, které se do téla ¢lovéka mohou dostat
konzumaci kontaminovanych potravin [14].

2.1.3 Bakterie mlé¢ného kvaseni

Fermentace je jedna znejstarSich biotechnologickych technik pouZivanych v produkeci
potravin. V soucasnosti se jednd o jeden z hlavnich procesti pouzivanych v potravinaistvi.
Fermentované produkty jako je syr, sdjovd omacka, vino, pivo ¢i chléb jsou vyrabény
od poc¢atku civilizace. Fermentace rtiznych druh potravin za ucasti bakterii mléného
kvaseni (BMK) je jednim z nejstarSich zpiisobti uchovani potravin. Diive vSak byla fermentace
spiSe spontanni nez cilend [15].

Bakterie mlécného kvaSeni tvoti Sirokou skupinu mikroorganismi a jsou ¢asto spojovany
s produkci fermentovanych mléénych vyrobki jako je jogurt ¢i syr [16]. Fermentace pomoci
BMK dodavéa potravinam prodlouzenou dobu trvanlivosti, ale také zlepSuje senzorické
vlastnosti [15].

BMK jsou povazovany za zdravi prospésné a nékteré druhy jsou dokonce oznac¢ovany jako
probiotické [7]. Dle Ayivi a kol. [16] byl pozitivni vliv na lidské zdravi zaznamenan jiz pfi
jejich priméfeném podavani. BMK produkuji slouceniny, které pfispivaji k textufe, chuti
aaroma vyrobku, diky témto latkdm dostdvd vyrobek nezaménitelné a charakteristické
organoleptické vlastnosti.

BMK jsou pouzivany k okyseleni mléka a tim k vyrobé fermentovanych mlécnych vyrobk
jako je jogurt, syr, maslo ¢i zakysana smetana [15]. Mohou byt rozdéleny do dvou
kategorii — mezofilni a termofilni. Mezofilni druhy bakterii maji optimalni teplotu rtstu
v rozmezi 20-30 °C a termofilni 30—45 °C. Mohou byt také rozdéleny podle toho, jaky je jejich
kone¢ny produkt pfi fermentaci glukozy [17].

Bakterie, jejichz koneCnym produktem fermentace je kyselina mlénd jsou
homofermentativni a patiti mezi né rody Pediococcus, Streptococcus a Lactococcus.
Mezi heterofermentativni bakterie patii Weissella a Leuconostoc. Kone¢nym produktem téchto
bakterii pii fermentaci je laktat, oxid uhli¢ity a ethanol [17].
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Teshome [17] uvadi, ze jedinym divodem pro vyuzivani BMK neni pouze prodlouzeni
trvanlivosti mléka a vyrobkl znégj, ale také udrZeni nutricnich latek mléka. Pfitomnost
mlécnych bakterii miize byt také spontanni, jelikoz je mlé€ko jejich ptirozenym prostredim.

Nejenomze BMK napomahaji k delsi Cerstvosti potravin, ale také diky metabolitim, které
produkuji, inhibuji dal§i mikroorganismy, které by mohly kontaminovat potravinu, a tak
ji znehodnotit. Mezi tyto metabolity patfi kyselina mlécnd, kyselina octova a dalsi
nizkomolekularni latky jako je diacetyl a mastné kyseliny [15].

Dal8im pozitivnim G¢inkem pouzivani BMK pfi fermentaci je snizeni mnoZzstvi pouzivanych
chemickych konzervanti, které by se jinak musely pouZit pfi vyrobé potravin. Tyto bakterie
jsou v§eobecné povazovany za bezpecné (GRAS — Generally Recognized as Save), a proto jsou
Siroce vyuzivany v potravinafstvi. Maji také velky podil ve vytvareni lidské mikroflory
zazivaciho traktu [15].

2.14 Mikrobialni profil jogurtu

Jogurt je vyrabén koagulaci mléka ucinkem kyseliny mlééné pomoci BMK (Streptococcus
thermophilus a Lactobacillus bulgaricus). S. thermophilus a L. bulgaricus pii anaerobnich
podminkach za ucasti enzymi laktdzy rozkladaji cukerné slozky laktézy — glukdza
a galaktoza [18]. Jsou to termofilni bakterie mlé¢ného kvaseni a patif mezi gram pozitivni,
anaerobni a aerotolerantni [7]. V nékterych zemich nazyvaji ,,jogurtem* jen takové produkty,
které jsou vyrobeny za iCasti pouze téchto dvou bakterii [19].

Laktéza je hlavnim zdrojem energie a uhliku pro BMK a diky jejich schopnosti rozkladat
laktézu dostava jogurt svoji charakteristickou kyselou chut’ [20].

Pti vyrobé¢ jogurtu je dulezity spravny pomér téchto bakterii [21]. Tento parametr je dulezity,
jelikoZ rizny pomér L. delbrueckii subsp. bulgaricus a S. thermophilus v jogurtovych kulturach
ma vyznamny vliv na dobu fermentace ¢i viskozitu jogurtu [16]. Obecné je pomér téchto
bakterii 1:1 ¢ 1:2 (L. bulgaricus:S.thermophilus). Ob¢ tyto bakterie spolu dokézi ve smési
koexistovat. Pii fermentaci dochazi ke vzijemné vymeéné metabolitl, které jsou potieba
ke spravnému rastu [4].

Pti fermentaci bakterie jogurtové kultury vykondvaji nékolik biochemickych pochodl
soucasn¢ — glykolyza, kdy pfeménuji cukry na kyselinu mlécnou, proteolyza, kde dochazi
k hydrolyze kaseinu na peptidy a volné aminokyseliny a lipolyza, pfi niz bakterie §t€pi mlécny
tuk na volné mastné kyseliny [22].

Dle Fetouh a kol. [23] se mikrobiologicky profil jogurtu vyrazné odrazi na kvalité
a piijatelnosti vyrobku.

Jogurty jsou obecné povazovany za zdravotné nezavadné. Nezavadnost je jim piisuzovana
diky tepelné¢ upravenému mléku pii vyrobé, uchovani v chladni¢ce a pritomnosti
mikroorganismil, které snizuji pH produktu. Tyto faktory zamezuji riistu vétsiné nezddoucich
mikroorganismu [24].

Ke kontaminaci vSak muaze dojit pfi vSech krocich pfipravy jogurtu. Primarnim zdrojem
kontaminace muize byt samotné zvife, krmivo a prostiedi, ve kterém jsou zvirata chovana.
Z prosttedi mize  pochézet nckolik moznych  patogennich  mikroorganismu
jako je Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. ¢i Yersinia
enterocolitica. Tyto bakterie jsou bézn¢ spojovany s kontaminaci potravin. Ke kontaminaci
muze ale dojit 1pfipiepravé mléka, skladovani a pii zpracovani surovin [25].
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Vsechny tyto faktory by mohly mit negativni dopad na fyzické zdravi spotiebitelt [23].
Pti dodrzovani hygieny a Cistého prostiedi by nemél jogurt predstavovat zZadné riziko [24].
Avsak ani pfi pasteraci mléka nemusi zcela dojit ke znifeni spor kontaminujicich
mikroorganismi [26].

Hlavni kontaminanty, vyskytujici se v jogurtu mohou byt rGzné plisné¢ a jejich toxiny.
Patii mezi n¢ druhy plisni jako je Aspergillus niger ¢i Asperigillus gumigatus a dal$i druhy
vyrobku [24].

Wang a kol. [24] uvadi, Ze kvasinky jsou také jednim z moznych kontaminantl jogurti
a predstavuji riziko pro potravinafsky primysl kviili znehodnoceni a nasledné ztraté produkti.
Fetouh a kol. [23] zminuji dal$i moZné patogeny vyskytujici se v jogurtu, jako naptiklad E. coli,
E. faecalis nebo tieba B. cereus. Mohou se ve vyrobku vyskytnout kviili Spatné sanitaci
vyrobnich linek, kontaminovanym nastrojim ¢i Spatné hygien¢ samotnych pracovnikd.

Marette a Picar-Delane [13] uvadi, Ze jogurt miize byt bran jako regulator stfevni mikrobioty.
Stfevni mikroflora je v dneSni dobé povaZzovéana za dulezity faktor v ur€ovani zdravi jedince.
I kdyZ je aktivita stfevniho mikrobiomu stabilni, miize byt ovlivnéna faktory jako je vk
a strava. Bylo dokdzano, ze aktivita a slozeni stfevniho mikrobiomu souvisi i s obezitou
¢iinzulinovou rezistenci. Konzumace jogurtu zajiStuje zmény rovnovahy a metabolické
aktivity mikroorganismii obyvajicich stievni trakt.

2.1.5 Identifikace mikrobialnich kultur — aplikace na jogurt

Fermentované mlééné vyrobky (FMV) a zvlasté jogurt jsou povazovany za jedny
z nejzédangjSich potravin, kvili svym zdravotnim benefitim, které jejich slozeni piinasi.
Proto také patii k potravinam, které se Casto falSuji [27].

Pro identifikaci mylného oznaceni je pouzivana polymerdzova fetézova reakce (PCR).
Spravna identifikace je dualezitda z hlediska informovani zakaznika uz kvili alergiim
nebo pouhym preferencim [27]. Bigcer a kol. [27] zkoumali vyuzitelnost PCR pfi urCovani
pravosti mléka pouzitého v ov€im jogurtu. Zjistili, Ze tato metoda je vysoce citliva na detekci
falSovanych potravin a mohla by byt bézn¢ pouzivanou metodou pii ur€ovani pravosti.

Pro zjisténi a identifikaci mlééné mikrobidlni kultury je zédkladem standardni kultivacni,
pfip. mikroskopické vySetteni. Prvnim krokem je spravné fedéni vzorku. VéEtSinou se jedna
o nafedéni daného mnozstvi vzorku jogurtu ve sterilované vodé. Obvykle je pro tyto ucely
vybrano fedéni 104 &i 107 [28]. Poté je obvykle 0,1 ml vzorku daného fedéni rozetieno na zivné
médium, v pfipad¢ jogurtl je vyuZivan MRS agar, ktery se pouZiva jako Zivné médium
pro stanoveni BMK [29]. Doporu¢ené podminky kultivace — 37 °C po dobu 48—72 hodin [30].

Pfi identifikaci jak uz samotné jogurtové kultury, tak i patogennich mikroorganismu
je vyuzivana metoda PCR [23]. Miller a kol. [31] fikaji, Ze vyuziti plotnovych metod neni pfili$
piesné, vzhledem k tomu, ze kolonie bakterii jsou si fenotypové velmi podobné, a proto
by mohlo dojit k nepfesnému urceni kultury. Kvili tomu se vyuzivd metoda PCR, respektive
kvantitativni PCR, kterd pomahéd od sebe druhy rozli§it. Tato metoda poméha k lepSimu
a presnéjSimu rozliSeni mikroorganismti.

Pti analyze zabyvajici se pravosti pivodnich surovin ¢i kvality je u mléénych vyrobku
je vyuzivéano technik zaloZzenych na metabolomice, kde jednou z hojné pouzivanych metod
je nuklearni magnetickd rezonance (NMR). Tato metoda ma za kol rychle a spravné urcit
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metabolity vznikajici pfi fermentaci [32]. Tato skute¢nost miize pomoct pii identifikaci
jak substratu, tak samotné kultury pouZité pti vyrobé [3].

2.1.5.1 Polymerazova ietézovd reakce
Je bézné¢ pouzivana k vytvafeni mnoha kopii urcitétho segmentu DNA pomoci
oligonukleotidovych primert [33].

Pti PCR je vyuzivan princip syntézy nového vlakna, ktera spociva v hybridizaci specifickych
primerQ ,,in vitro“. Vysledkem jsou miliony kopii, které jsou témito primery oznaceny.
Pro ovéteni velikosti molekul je vyuzivdna gelova elektroforéza, ktera je nejjednodussi
a nejbéznéjsi metodou pro potvrzeni velikosti molekul [34].

Tato metoda nasla uplatnéni nejen v medicing, ale i zemédélstvi ¢i kriminalistice.
Diky zavedenym standardnim postuptiim je PCR povazovana za spolehlivou a relativné levnou
techniku [33]. V potravinaistvi je dualezitou metodou naptiklad v pifipadé geneticky
modifikovanych organismt nebo alergent a jejich kvantifikace, kterou vyzaduji legislativni
pozadavky [34].

K amplifikaci DNA je nutna reak¢ni smés pro PCR. Ta obsahuje primery, termostabilni
enzym DNA polymerdzu, chlorid hotfecnaty a také PCR vodu (Nuclease-free
Water — deionizovand voda bez DNazy, RNazy a nukledz). PCR smés zahrnuje i templatovou
DNA, kterd je urcena k replikaci [35]. PCR je popisovana tiemi fadzemi — denaturace, annealing
a elongace.

e Denaturaci dochédzi k rozdéleni dvousroubovice DNA pii teplotaich 94-96 °C.
DNA je rozd€lena na jednovldknovou, kviili rozbiti vodikovych vazeb, které fetézce
spojuji. Tato faze je vratna, a to diky snizeni teploty [35].

e Annealing je faze, ktera zacind ochlazenim reakéni smési coZ umoziuje nasedani
primert, které jsou komplementarni k replikované DNA. Tato faze probiha pfi nizsi
teploté (55-68 °C). Kazdy z primeri se navaze na opacné strany — jeden se navaze
na antisense vldkno (3'-5') a druhy na sense vlakno (5'—3'). Mezi primery
atemplatovou DNA se tvoii vodikové vazby coz trva nékolik vtefin
nebo az 1 minutu [35].

¢ FElongacni faze probiha pti vyssi teploté, tedy 72—80 °C. Enzym DNA polymeraza se
aktivuje a syntetizuje nové vlakno DNA. Tento proces probihd piidavanim
dusikatych bazi ve sméru 5'-3' za pomoci DNA polymerazy [35].

Khalil [35] uvadi, ze PCR mtze byt aplikovana jak na DNA, tak RNA, u které je v§ak nutné
vytvofeni komplementarni DNA (cDNA) pomoci reverzni transkriptdzy. PCR je tedy poté
podrobena samotna cDNA.

Pro lepsi kvantifikaci v potravinafstvi byly  vyvinuty dvé  kvantitativni
metody — kvantitativni kompetitivni PCR (QC-PCR) a PCR v realném ¢ase neboli kvantitativni
PCR (real-time PCR nebo qPCR) [34].

Kvantitativni PCR je metoda, ktera vyuziva detekci fluerescencniho signalu, ktery je
produkovany umérné amplifikaci PCR produktu. Emisi fluorescence méti termocyklér spojeny
s optickym ctecim systémem. Metoda spociva ve sledovani fluorescencniho signalu pomoci
fluorescencniho barviva (SYBR Green, SYTO-9, apod.) nebo za vyuziti fluorescen¢ni sondy,
kterd je na 5° konci oznacena fluorescencnim barvivem a na 3° konci zhaSedlem.
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Kritickym parametrem je, aby sonda m¢la teplotu hybridizace vys$si nez primery, aby se béhem
elongacni faze hybridizovala [36]. Moznost pouziti specifickych sond nebo znac¢enych primert
v real-time PCR umoziuje simultanni detekci a potvrzeni fragmentl, ¢imz se zvysSuje
spolehlivost této techniky a rozsifuje se jeji vyuziti v analyze potravin [34].

Dalsi metody potvrzeni ¢i analyzy fragmentl 1ze provést Stépenim fragmenti restrikénimi
endonukleazami (PCR-RFLP), sekvenc¢nimi technikami fragmentli, simultanni amplifikaci
dvou nebo vice fragmenti s riznymi pary primerd (multiplex PCR) [34].

Multiplex PCR umoziiuje amplifikaci vice cilii v jediném PCR experimentu. Je tedy mozné
amplifikovat vice neZ jednu cilovou sekvenci pomoci né€kolika pari iniciatort v reakéni smési.
Tato technika mé potencidl vyznamné uSetfit €as v laboratofi, aniZ by se sniZila jeji
spolehlivost [35].

Mezi dal$i metody k analyze fragmenti je analyza polymorfismli pomoci PCR-SSCP, ktera
uplatiiuje elektroforetickou mobilitu na zéklad¢ jejich konformace. Dalsi strategie pouzivané
k identifikaci druhd v potravindch zahrnuji analyzu ndhodn¢ amplifikované polymorfni
DNA (RAPD), kterd vyuziva kratké ndhodné primery a analyzu repetitivnich sekvenci (SSR),
znam¢ také jako mikro satelity [34].

2.1.6 Senzoricka analyza jogurtu

Senzorické vlastnosti jogurtu jsou ovlivnény nékolika faktory — mléko pouzité k vyrobé,
startovaci kultura, metoda vyroby, teplota fermentace anebo vysledné pH produktu [37].
Nicméné jsou tyto parametry, samotny pribéh a vyvoj senzoricky aktivnich latek ovlivnény
predevsim pouzitou startovaci kulturou [19]. Dan a kol. [4] zmiiiuji, Ze doba fermentace ma
vyznamny vliv na chut’ a pfijatelnost jogurtu. Ze vzorkl jogurtu s riznou dobou fermentace
(6,5-8 hodin), hodnotitelé jako nejlepsi vybrali vzorek s dobou fermentace 7,5 hodiny.

Pti konzumaci jogurtu je lidské vnimani ovlivnéno aromatem, chuti a texturou. Mimo tyto
kritéria z&visi 1 na preferencich hodnotitele [4]. Senzoricka analyza pii produkci jogurtu
a obecné fermentovanych mléénych vyrobki je dilezitou metodou, diky které je dosazeno
nejlepsi kvality produktu [38].

Pii hodnoceni jogurtu je kladen diraz na chut’, vzhled ¢i texturu vyrobku. Senzoricka
analyza slouzi ke studiu, hodnoceni a celkovému pozorovani reakci na urCité potraviny.
Pfi hodnoceni jsou zapojeny smysly hodnotiteld — &ich, zrak, chut, hmat a sluch [38].
Technicky vzato se mohou lidské smyslové organy povazovat za detektory, které pomahaji
ve vysilani informaci do mozku [39].

Cheng a kol. [38] uvadi, Ze senzorickd analyza slouZi k vysvétleni vztahu mezi vini
a smyslovym vnimanim produktl a stim spojené porozuméni klicovych senzorickych
vlastnosti produktu. I pfes to, ze napft. terpeny vykazuji pachovou aktivitu, musi byt pfitomny
ve vétSich koncentracich kvili svému vysokému prahu detekce, aby ovlivnily senzorické
vnimani. Nekteré alkoholy také ptispivaji k aromatu jogurtu, nizsi alkoholy ovliviiuji chut
jogurtu a pozitivné ptisobi na chut’ vyrobku.

Chut’ je senzoricky vjem pokrmu ¢i jiného produktu a je rozpoznan, kdyZ vzorek vloZeny
do st chemicky reaguje s chutovymi receptory. Tyto chutové vjemy mohou byt poté popsany
jako sladké, kysel¢, slané, hotké ¢i umami [22].

U hodnoceni jogurtu je hodnotitelim podavan neutralizator pro minimalizaci zbytkové
pachuti po predesSlém vzorku. Jako neutralizator je vétSinou pouzivana voda, suSenky
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¢i pecivo [40]. Pfi hodnoceni jogurtu jsou charakteristiky produktu a zaméteni hodnotitele
na né jednim z ukazatell pfijatelnosti produktu [39].

Pfi samotné analyze jsou vzorky jogurtu obvykle vyjmuty zchladnicky
o teploté 4 °C asi 30 minut pied zacatkem. Vzorky jsou podavany na bilém nadobi, aby bylo
mozné zhodnotit barvu jogurtu [41]. Mélo by byt pouZivano nadobi, které nebude interagovat
se vzorkem a nebude jogurtu dodavat jakoukoliv nezadouci pachut’, vini ¢i dokonce barvu.
Mnozstvi, které se hodnotitelim podava by mélo byt dostatecné, v pripade potieby druhého
ochutnéani [42]. Kody, pod kterymi jsou vzorky podavany jsou vétSinou tfimistné a ndhodné
vygenerované [41]. Dilezité je 1 svétlo, aby nezkreslovalo zabarveni vzorku, proto se vyuziva
denniho svétla anebo Castéji, vzhledem k rychlé zméné denniho svétla se pouziva osvétleni
simulujici denni svétlo [37].

2.1.6.1 Moznosti senzorického hodnoceni jogurtu
Senzoricka analyza je provadéna v senzorické laboratofi v oddélenych kojich, kde ma kazdy
hodnotitel své misto k hodnoceni [41].

Obvykle jsou na zacatku hodnoceni hodnotitelé dotazovani, jaky maji vztah ke konzumaci
jogurtu a jak Casto jej konzumuji. Poté jsou dotazovani, aby ohodnotili vzorky podle urcitych
atributd — vzhled, chut’, textura a celkovy vzhled [42].

Pti vétsim poctu vzorkl jogurtl jsou obvykle vzorky dodavany v blocich a pro kazdého
nahodné, aby mohly byt sledovany ucinky zkresleni pii rizném podavani [37].

Pti hodnoceni pfijatelnosti jogurtu obvykle neni vyzadovan u hodnotitele trénink a Casto
se vyuzivaji hedonické stupnice, které predpokladaji, ze hodnotitel vyjadiuje své preference
na Skale z hlediska vzhledu, viné, chuti ¢i textury [38]. Pro hodnoceni specifickych vlastnosti
jogurtu uz je zapotirebi mit zkuSenosti ¢i trénink pro senzorickou analyzu. Je dilezité popsani
vjemu ¢i spravné vyjadfovani. Vyhodou pii senzorické analyze je, aby hodnotitelé konzumovali
jogurt na denni bazi. Pokud hodnotitelé jogurt nekonzumuji, mohli by jejich odpovéedi zkreslit
vysledky celé analyzy [37].

Pti hodnoceni jogurtu je vétSinou zapotiebi vytvofit si seznam deskriptori, zpravidla pomoci
nekolikakrokového ochutnavani vzorkl. Po vypracovani seznamu deskriptorti, jsou vyskrtnuta
synonyma nebo shodné deskriptory [43].

Pti senzorické analyze mize byt kromé samotnych vzorkli hodnotitelim podan i referencni
vzorek, coZ vétSinou byva komeréné dostupny produkt, ktery uZz proSel testovanim
a je piijatelny pro zakazniky. Referencni vzorek neboli standard je podavan kvili tomu,
aby pomohl hodnotitelim pfiblizit vlastnosti hledané v ptedlozenych vzorcich nebo pokud
je tfeba jejich porovnani [37].

Moga [39] ve svém vyzkumu, kde se zaméfila na analyzu aditiv v jogurtu, respektive
pridavek tapiokového Skrobu a suseného mléka a jejich vlivu na senzorickou kvalitu vyrobku,
zjistila, ze pridavek zlepsil texturni vlastnosti jogurtu. Hodnotitelé u jogurtu se susenym
mlékem pocitovali zrnitou texturu, ktera pietrvavala 1 po polknuti.

2.1.7 Reologie

Reologie se zabyva studiem, jak se riizné materidly chovaji pfi plisobeni externich sil.
Zabyva se deformaci a tokem komplexnich kapalin ¢i mékkych materiald, jako jsou
napf. i potraviny. Sily, plisobici na materidl mohou byt pfirozené, jako je gravitace nebo
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interakce, které drzi strukturu pohromad¢. Mezi cilené sily, které plisobi na material, patii ty,
které jsou pouZzity béhem vyrobniho procesu potraviny [44].

Potraviny jsou z pohledu reologie velmi komplexni materidly Casto slozené z pevnych
i tekutych slozek. Chovani potravin pii mechanickém namahani (reologické chovani) souvisi
uzce s jejich texturou. Texturou se rozumi vlastnosti potravin vyvolavajici hmatovy (hapticky)
vjem registrovany hmatovymi receptory v ustni dutin€, pfip. rukou [45].

Pro méfeni textury jsou pouzivany texturometry neboli texturové analyzatory, které
se pouzivaji k méfeni parametrii textury — pevnost, lepivost, pruznost a zvykavost [46].
Reometry jsou vyuzivany pro charakterizaci tokovych a viskoelastickych vlastnosti [47].

Prajapati a kol. [45] uvadi, ze vzdy béhem michani nebo plnéni jogurtu dochazi ke zménam,
které ovliviiuji jeho tokové vlastnosti. U michanych jogurtd michdni zplsobuje snizovani
viskozity, kterd se po namahani obnovuje pouze castecné.

2.1.7.1 Reologické (texturni) vlastnosti jogurtu

Pro smyslové vnimani, a tedy pro senzorickou analyzu je dtlezité mit informace o reologickych
vlastnostech jogurtu. Tyto znalosti jsou diilezité ke spravnému pochopeni struktury a tokovych
vlastnosti pfi zpracovani jogurtu v Ustech [44]. Textura jogurtu je jednim z aspektti, které se lisi
jak na zdkladé¢ preference konzumenta, tak na zdklad¢ kultury a zemé, kde je jogurt
konzumovan. V Ciné jsou napf. preferovany jogurty ¥idi a napiiklad na Blizkém vychodé jsou
vyhledavang;si tuzsi jogurty [47].

Reologické procesy hraji vyznamnou roli z hlediska senzorické analyzy jogurtu [44]. Termin
reologické vlastnosti zahrnuje né€kolik atribut jako je celkovy vjem, textura, pocit v tGstech
a mikrostruktura. Celkovy vjem zahrnuje celkovou fyzickou strukturu jako je pevnost,
gelovitost a hrudkovitost. Textura odkazuje na mikrostrukturu jogurtu a jeho uspotradani
Castic [47].

Na reologii samotného jogurtu ma vliv pocateéni homogenizace mléka, ktera diky tomu, Ze
jsou rozbity tukové kulicky na mensi, piispiva k pevnosti a zadrzovani vody v jogurtu [48].
Sozeri a kol. [44] uvadi, Ze jogurty lze popsat jako latky, jejichz viskozita se s rostouci
smykovou rychlosti snizuje. To déla z jogurtl nenewtonské kapaliny.

Velky vliv ma fermentace, texturni vlastnosti jogurtu se mohou lisit podle pouzité kultury
a doby fermentace. Reologické vlastnosti produktu se méni na zaklad¢ doby skladovani [48].
Lussier a kol. [48] zjistili, Ze pevnost jogurtu se zvysila v rozmezi 1. a 21. dne skladovani.
Nejvetsi nartist v pevnosti byl zaznamenan mezi 7. a 21. dnem.

2.1.8 Aromatické latky jogurtu
Senzorické vlastnosti jogurtu zalezi na rovnovaze chutovych latek, pochdzejicich z tuku,
proteind a sacharidii nachazejicich se v mléce. U jogurtu jeho charakteristické chuti ptispiva
kyselina mlécnéd a komplexni smés chutovych latek, ty zahrnuji latky ptfitomné jiz v mléce
a také latky vznikajici pfi fermentaci [19].

Fermentované mlécné vyrobky a obzvlasté jogurt maji nakyslou a nékdy dokonce lehce
natrpklou chut’ [16]. Vin¢ a chut’ je charakteristickd diky mnoha metabolitiim bakterialnich
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dodavajici jogurtu jeho aroma, je kyselina mlé¢na. Bylo prokézano, ze latky, které maji
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na svédomi chut’ jogurtu jsou netékavé, tékavé a karbonylové slouceniny, kde karbonylové
slouceniny maji nejvyssi podil na charakteru viin€ a chuti produktu.

Dan a kol. [4] zjistili, ze karboxylové kyseliny jsou latky, které jogurtu dodéavaji jeho silné
dodava jogurtu jeho silnou, ostrou, nakyslou az lehce octovou chut. Dalsi kyselinou, kterd
jogurtu dodava jeho aroma je kyselina hexanova. Ptispiva svoji koncentraci k chuti podobné
syru. Kyselinou, ktera prispiva k ovocné az karamelové chuti, je kyselina oktanova.

Aldehydy, 1 ptes sviij nizky prah detekce, jsou dulezitymi slou¢eninami dodavajici jogurtu
charakteristické aroma a chut’ [4]. Typické aroma jogurtu dodava acetaldehyd vyznacujici
se prichuti zelen¢ho jablka ¢i ofechii a ptispiva tak ke sveézi chuti. Koncentrace acetaldehydu
se mize liSit na zékladé procesu vyroby jogurtu a kmene mikroorganismii [22]. Chen [22]
uvadi, ze i kdyz koncentrace acetaldehydu mtize byt v rozmezi od 2,0 do 41 mg-kg™1,
chutngjsi vzorky jogurtu mély vzdy koncentraci vy$si nez 8 mg - kg™ 1.

Krastanov a kol. [19] tikaji, ze kvalita jogurtu je siln¢ zavisld na vyvazeném mnozstvi
tékavych latek, coz zahrnuje skupinu uhlikatych sloucenin. Karbonylové slou¢eniny jsou jedny
z hlavnich latek dodavajici jogurtu jeho charakteristickou chut a vlastnosti.

Krastanov a kol. [19] identifikovali vice nez 38 karbonylovych sloucenin, mezi které patii
diacetyl a acetoin, které¢ doddvaji jogurtu jeho maslovou a krémovou pfichut’. Chen [22] uvadi,
7e diacetyl je prokazatelny jiz pti koncentraci 1 mg-kg~!. Redukovanou formou diacetylu
je acetoin, ktery i ptes svoji slabsi chut’ v porovnani s diacetylem hraje dilezitou roli. Dodava
jogurtu jeho krémovéjsi chut, a tim tlumi vyraznou maslovou chut’ diacetylu. Sloucenina
prispivajici ke krémové €1 maslové prichuti jogurtu je 2,3-butandiol, ktery je redukovanou
formou acetoinu.

Tabulka 1: Obvyklé uhlikaté slouceniny v jogurtu [prevzato z: 17]

Sloucenina O]?Vykl}" obsah

v jogurtu (mg/kg)
acetaldehyd 2340
diacetyl 0.2-3
acetoin 12-28.2
aceton 0,3-4.,0
2-butanon 0,1-7

2.1.9 Metody stanoveni tékavych latek jogurtu

2.1.9.1 SPME GC-MS

SPME metoda je v soucasnosti jedna z nejvice pouzivanych extrak¢nich metod na svéte.
Nejvétsi vyhodou je jeji jednoduchost. Metoda je snadno automatizovatelnd, jelikoz modul
SPME Ize jednoduse zahrnout do automatického vzorkovaciho podavace vsech typt plynovych
chromatografi. Odbér vzorkii pomoci SPME lze provadét manudlné i automaticky, jelikoz
se u manualni verze vysledky vyrazné neli§i od automatizované verze. Dalsi vyhodou této
metody je Siroka Skala druht vldken, coz zvySuje selektivitu vzorkovani [49].
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Dan a kol. [50] uvadi, ze analyza aromatickych latek v mléce a dal§ich mlé¢nych vyrobcich
je problematickd, vzhledem ke slozitosti matrice. Székelyhidi a kol. [49] zmifiuji, Ze analyza
terpenoidl v mléce pomoci HS-SPME dokaze urcit krmivo dojnic anebo dokonce zemépisnou
oblast, ze které zvitata pochdzeji. Terpenoidy, které byly nalezeny v mléce ovci a koz
jsou povazovany za biomarkery jejich stravy.

V jogurtu jsou aromatické latky obvykle pfitomny ve stopovém mnoZstvi, proto je tieba
pfi jejich izolaci vyuzit plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) [12].
Spolu s GC-MS je vyuzivana metoda mikroextrakce na pevné fazi (SPME), ktera se stala hlavni
metodou v analyze t€kavych latek [51]. SPME se stala hlavni metodou také protoZe umoziuje
rychlé odebrani vzorku bez potieby rozpoustédla ¢i Upravy vzorku pred analyzou. Mimo jiné
se vyznacuje dobrou opakovatelnosti a je povazovana za jednoduchou, vysoce citlivou
a selektivni metodu [38].

Vzorek jogurtu neni tfeba predem upravovat, jelikoz metoda SPME dokdze analyzovat
tekuté vzorky [38]. Cheng a kol. [38] uvadi, ze i kdyz delsi doba extrakce a vyssi teplota miize
pomoci k dosazeni rovnovahy, coz vede ke zvySeni odezvy méné t€kavych latek, je tieba dbat
na spravny teplotni program, aby nedoslo k vytvoreni ¢i zvyraznéni nékterych tékavych latek.

Tanello a kol. [51] pti analyze probiotického jogurtu zjistili, ze teplota extrakce ma velky
vliv na tékavé latky spolu s vysolenim pomoci chloridu vépenatého. V jejich ptipadé ziskali
nejlepsi vysledky pfi teploté extrakce 50 °C a vysoleni vzorku 5 g NaCl.

Metoda SPME GC-MS je Siroce vyuzivana pro dalsi potraviny jako je syr fermentované
mléko nebo dalsi fermentované produkty [50].

Tabulka 2: Nekteré z tekavych latek jogurtu [prevzato z: 19]

acetaldehyd, furfural, hydroxybutan-3-al, benzaldehyd, okten-2-al,
Aldehydy dekanal

pentan-2-on, butan-2,3-dion, 2-acetylfuran, 2-heptanon, nonan-2-on,
Ketony acetoin, 3-methyl-2-butanon, undekan-2-on,

mravenci, maselnd, octovi, hexanova, pentanova, oktanova

Kyseliny

Alkoholy 2-furanmethanol, undekan-2-ol, 3-methyl-2-butanol
Estery 5-methyl-2-furanon, vinyl propanoat

Uhlovodiky Undekan, tridekan, tetradekan, oktadekan

2.1.9.2 Elektronicky nos

Dalsi metodou, jak stanovit tékavé slouceniny v jogurtu, je elektronicky nos. Je to ideélni
nastroj pro identifikaci a kvantifikaci aromatickych sloucenin. Elektronicky nos neboli e-nos
je systém, ktery se sklada ze systémi privadeéni vzorku, detektoru a analyzatoru dat. Vzorek
muze byt poslan do pfistroje pomoci injektoru nebo mize byt privadén pomoci nosného plynu.
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Senzory uvniti e-nosu reaguji s t€kavymi latkami a senzory posilaji signdly do pocitace,
kde jsou porovnany pomoci knihoven a jsou vypocitdny koncentrace té€kavych latek.
Pole senzorti je vyrobené ze specifického materiald, jako jsou kovové oxidy, vodivé organické
polymery nebo kiemenné krystaly. Prvni dva senzory reaguji na zmény vodivosti, zatimco treti
je ovlivnén zménami rezonan¢ni frekvence. Nékdy se pouziva i externi detektor hmotnostni
spektrometrie (MS) [52].

Elektricky nos byl poprvé vyuzit na mlééné vyrobky jiz v roce 1990. Samotny pfistroj byl
vyvinut pro specifickou aplikaci a pro lepsi vysledky, které¢ nejsou detekovatelné lidskym
nosem [52]. Zeng a kol. [53] uvadi, Ze elektronicky nos je vhodna metoda, jak analyzovat t€kavé
latky a k ziskani obecného kvantitativniho pfehledu. Diky této metod¢ je rovnéz mozné ziskat
informace o pfijatelnosti jogurtu hodnotiteli.

2.1.9.3 Nukledarni magneticka rezonance

Pro analyzu aromatickych latek jogurtu byla pouzita i nuklearni magneticka rezonance (NMR),
respektive H-NMR. Tato technika se zdd byt velmi dobfe vyuzitelnd v analyze tekavych
latek [54]. Settachaimongkon a kol. [55] pomoci H-NMR identifikovali celkem 43 metabolitt,
veetn¢ aminokyselin, sacharidli, organickych kyselin, karbonylovych a sirnych sloucenin.
K vyuzitelnosti této metody ptispiva i to, ze je citlivd na velké spektrum metabolith
produkovanych mikroorganismy, latek vznikajicich pfi fermentaci nebo pfi zrani
a skladovani [54].

Na rozdil od MS, kterad je Siroce vyuzivana pii identifikaci t€kavych latek, je NMR
kvantitativni metodou a neni potieba vzorek pfed analyzou upravovat derivatizaci ¢i separaci.
I kdyz se citlivost metody vyrazné zvysila, jeji citlivost pro analyzu stopového mnozstvi analyta
se jeste stale nevyrovna MS [54].

2.2 Lyofilizace

SuSeni je ziejmé nejstar$i metoda pouzivand k uchovéavani potravin. Brani totiz mnoZzeni
bakterii, které by mohly zplsobit rozklad ¢i kazeni potravin. Zpomaluje enzymatické reakce
a také prodluzuje zivotnost potraviny [56]. Vzhledem ke svému zmenSenému objemu jsou
susené potraviny lépe uchovatelné, co se tyce baleni, piepravy ¢i skladovani [57]. Je to kvili
tomu, ze voda je material, ktery mize podporovat rozvoj nezddoucich mikroorganismu a s tim
spojené chemické, biochemické nebo mikrobiologické procesy [58].

Lyofilizace je metoda konzervace potravin, kde hlavnim principem je odstranéni
rozpoustédla [57]. Tato metoda je proces, kdy voda sublimuje diky pfimé zmeéné skupenstvi
z kapalného ptes tuhé na plynné. Metoda je vyuzivana k uchovani vysoce kvalitnich potravin,
biologického materidlu a 1é¢iv. Diky lyofilizaci jsou suSené produkty zachovany v nejvyssi
mozn¢é kvalité s pivodnim sloZzenim nutrienta [58].

V potravinafstvi ma lyofilizace véEtsi vyuziti nez prostd dehydratace, jako je naptiklad
klasické suSeni. Diky lyofilizaci je totiz zachovana pivodni barva, viné¢ a chut [59].
Lyofilizace je vyuzivana a preferovana hlavné u potravin, které¢ jsou citlivé na teplo nebo
na oxidaci [60]. Diky suSeni mrazem je zamezeno vétSimu zhorSeni nutriéni hodnoty potravin,
coz by bylo nezadouci [59].

U vsech lyofilizovanych potravin je dilezité po procesu lyofilizace zkontrolovat jeji kvalitu.
To zahrnuje kontrolu barvy, ktera se spiSe pouziva pii kontrole lyofilizovaného ovoce
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a zeleniny. Dal$Sim méfenym parametrem pii kontrole je celkova vlhkost. Rehydratace je také
testovana, protoze je dulezité, aby rekonstituované produkty byly co nejvice podobné
pivodnimu vyrobku. Cim vy$§i je rehydrataéni stupe, tim kvalitngjsi je lyofilizovana
potravina [59].

Lyofilizované potraviny jsou ideélni stravou na cesty pro turisty [59].

221 Proces lyofilizace
Nejcastéji se lyofilizace rozdéluje do tii fazi — mrazeni, primarni mrazici faze a sekundarni faze
suSeni [57]. Kombinaci téchto krokt se docili odstranéni az 99 % vody [60].

Tyto tfi faze zahrnuji pét stadii lyofilizace. Prvnim stddiem je zmrazeni produktu, kde
dochézi ke zmrazeni rozpoustédla, kterym je nejcastéji voda [57]. Diky tomu, Ze je voda
zmrazena je docileno n€kolika efektd. Jednim z nich je imobilizace sloZek v roztoku a prevence
pénéni pii vysokém tlaku v komote lyofilizatoru. Dochazi také k zamezeni chemickym,
biochemickym ¢i mikrobiologickym zméndm [61].

Po kompletnim zmraZeni produktu dochézi k sublimaci rozpoustédla za sniZzené¢ho tlaku.
Zmrazené rozpoustédlo je tedy zahiato a dochazi k sublimaci. Tato fize je nazyvana
jako primarni suSeni. Sublimace je nasledovdna sekundarnim suSenim, kvili odstranéni
rozmrzlého rozpoustédla. Poté dochédzi k sublimaci rozpoustédla, a nasledné¢ dochazi
k desorpci, vakuovému Cerpani a kondenzaci par [57].

2.2.2 Lyofilizator
Tento pfistroj se sklada ze ¢ty komponentii — susici komora, vakuova pumpa, tepelny zdroj
a kondenzator [56].

Sus$ici komora mulze, ale nemusi byt prostorem, kde se produkt zmrazi pfed lyofilizaci.
Komora je mistem, kde je ulozen zmrazeny produkt. Musi byt navrzena tak, aby byla dostate¢né
vakuovana, tésna a police musi byt udrzované v urcité teploté. Tato opatfeni a parametry jsou
nastavené kviili tomu, Ze v komote probihaji operace ohfevu a chlazeni [56].

Vakuova pumpa slouzi k odstranéni plynii, které nelze kondenzovat. Je navrzena tak,
aby vydrZela extrémni podminky a také musi byt dostate¢né¢ vykonnd, protoze je tieba
doséhnout podtlaku 0,61 kPa [56].

Pti lyofilizace jsou dva dulezit¢ faktory — skelny piechod a obsah vlhkosti v potraving.
Ovlivilyji teplotu ohfevu, kterou zajiStuje tepelny zdroj. Teplota v lyofilizatoru se muze
pohybovat od -30 °C do 150 °C [56].

Kondenzator je posledni ¢asti lyofilizatoru a zajiSt'uje sbirani par vody, kterd se uvoliuje
pti rozpousténi ledovych krystalkdi uvnitt potraviny. DileZitym parametrem kondenzétoru
jejeho dostatecnd plocha a chladici schopnost, aby doslo k uplné¢ kondenzaci par béhem
sublimace. V moment, kdy dojde ke kontaktu pary a povrchu kondenzétoru, zformuji
se krystalky, které uvolni energii pred evakuaci ze systému [56].

223 Lyofilizace fermentovanych mléénych vyrobkii

Fermentované mlécné vyrobky se staly popularnimi potravinami diky obsahu prospé$nych
mlécnych bakterii a jejich pozitivnimu vlivu na lidské zdravi. Nejbéznéjsi a také nejvice znamé
FMV jsou jogurt, bio-jogurt ¢i kefir. Vzhledem k tomu, Ze jejich doba trvanlivosti, 1 pfes
uchovani v chladnicce, je kratkd, vymysli se nové zptisoby uchovani. Jednou z téchto metod
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je lyofilizace, kterd je preferovana hlavné kviili zachovani mléénych bakterii, fyzikalnich
1 chemickych vlastnosti a také senzorické kvality produktu [62].

Pti lyofilizaci FMV prochdzi produkty dvéma fazemi. Prvni fazi je kompletni zmrazeni
produktu. V druhé fazi dochazi k odstranéni zmrzlé vody ve vakuu a dochézi k sublimaci
pfi tlaku niz8im, nez je trojny prechod vody. Poté se zbyla voda odstrani suSenim, kdy se zvysi
teplota na 36 °C [62].

Kromé jogurtu se na trhu objevuji i lyofilizované syry. Jejich lyofilizace napoméhé uchovat
jeho zakladni vlastnosti a vyZivové hodnoty, které maji potencial zajistit vyvaZenou stravu jako
v ptivodnim stavu. Kviili svému obsahu vody je syr rychle se kazici potravinou. Pro uchovéni
jeho nutri¢nich hodnot bylo vyzkouSeno suseni teplem, avSak to zménilo strukturu i obsah latek
v syru [63].

Konuk Takma a kol. [64] uvadi, ze na trhu nejsou obvyklé lyofilizované syry, a to kvili
vysoké cen¢ lyofilizace. Pti lyofilizaci nedochdzi ke ztratdm nutricnich hodnot syri.
Napiiklad u bilého syru, jehoz doba expirace se blizi ke konci, mize byt vyuzita k vytvoreni
produktu, ktery 1ze potom ptidavat do riznych pokrmil napt. peciva, bramborovych lupinkd,
susenek ¢i omacek. Zlepsuje tak funk¢nost a nutri¢ni hodnotu hotovych pokrmii ¢i polotvard.

Pti lyofilizaci syru se jako u ostatnich FMV prodluzuje jeho doba trvanlivosti. Jsou tedy
diky tomu zastaveny vSechny procesy, které jsou spojeny s pfitomnosti vody
v produktu — aktivita mikroorganismti ¢i zhorSeni senzorické kvality. Lyofilizaci dochazi
k minimalnim ztratdm aroma, chuti ¢i vitamind [63].

2.24 Lyofilizace jogurtu

Vzhledem k tomu, ze je jogurt velmi bohatym zdrojem Zivin a ma pozitivni vliv na zdravi
jediky své chuti a vini spotiebiteli vyhleddvanou potravinou, musi byt i pii piepravé
uchovavan v urcitych podminkach [65]. Ty zamezi jeho predCasné expiraci a kontaminaci
kvasinkami, plisnémi ¢i jinymi patogeny. To se vSak odraZzi na cené produktu [20].

Prodlouzeni doby trvanlivosti Ize dosdhnout snizenim obsahu vody v jogurtu. Toho se docili
naptiklad odkapavanim syrovatky, rozpraSovanim ¢i lyofilizaci jogurtu. Diky témto metodam
dojde k odstranéni vody a tim se prodlouzi doba trvanlivosti. Odstranénim vody se také zmensi
naklady na baleni a uchovavani jogurtt. Pti jeho dehydrataci a nasledné rekonstituci je dilezité,
aby si vysledny produkt zanechal své aroma a strukturu jako mél pred samotnou lyofilizaci
[20]. Lyofilizace je, vzhledem ke vSem parametriim, které se musi dodrzet, nejlepsi volbou
pfi suSeni jogurtu pro prodlouzeni jeho trvanlivosti [66].

Jogurt je pfi lyofilizaci obvykle vloZen na nerezovy plech a zmraZen [67]. Vzorek jogurtu
vSak miize byt zmraZzen 1 v 1dhvi nebo jiné nadobe¢, ktera vydrzi podminky zmrazeni. Teplota
zamrazeni se vétSinou pohybuje kolem -20 °C [66]. Vzorky vyrobeného jogurtu jsou v mrazaku
obvykle ponechany po dobu 24 hodin a poté jsou podrobeny lyofilizaci pfi nastavenych
podminkach [67]. Kumar a Mishra [20] uvadi, Ze pfed samotnou lyofilizaci by bylo uzite¢né
zakoncentrovat jogurt, napiiklad odstranénim syrovatky, a tim se zlepsi Gcinnost susiciho
procesu.

Tato metoda zajisti zachovani maximalniho mnozstvi nutri¢nich latek, mikrobiologické
a senzorické charakteristiky. Vysledny suchy produkt by mél byt lehce rehydrovatelny a mél
by byt skladovan pii nizké teplot¢ a v suchém prostiedi [66]. Semenov a kol. [62] uvadi,
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ze lyofilizovany jogurt nejenze je dobrou alternativou pii nedostatku chladiciho zafizeni,
ale je také dobrou a bohatou nutri¢ni ndhrazkou ¢i doplitkem stravy.

Pti rekonstituci jogurtu je dilezité, aby mél vysledny produkt co nejvice podobné vlastnosti,
co se chuti, viin¢ a konzistence tyce. Pti rehydrataci jogurtu je klicova jeho konzistence, jelikoz
se spotiebitelé nejvice zaméfuji na jeho vzhled a viskozitu, a je jednim z parametrq,
ktery je nejhiife dosazitelny [65].

Pii samotné lyofilizaci mize byt do jogurtu pfiddna ochranna latka, kterd zajisti preziti
jogurtové kultury ¢i dalSich kultur, které mohou byt do jogurtu piidané (probiotickad).
Jako tzv. kryoprotektant mlze byt pouzito odtu¢néné mléko ¢i koncentrat syrovatkového
proteinu. K ochrané kultury byly v minulosti pouZity 1 jiné latky jako gluk6za, maltodextrin,
guarova guma ¢i trehaldza. Ismail a kol. [66] uvadi, Ze po pfidani syrovatkového proteinu
se vytéznost nepatrné zvySila o necelé 3 %. Bylo zjisténo, ze pouZiti guarové gumy,
maltodextrinu a sachar6zy béhem lyofilizace zvysilo zivotaschopnost lyofilizované jogurtové
kultury.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni a chemikalie

3.1.1 Pristroje

Plynovy chromatograf TraceTM 1310 se split/splitless injektorem, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA, hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA, knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0,
Gaithersburg, Maryland, USA, pocitac PC, Intel Pentium procesor, pH metr HI 981032,
analytické digitalni vahy HELAGO, GR-202-EC, Italie, ptedvazky EK-6001, A&D Instruments
LTD., Japonsko, Skiiflova suSarna ULM 400, Memmert GmbH & Co. KG, Némecko,
chladni¢ka s mraznickou, centrifuga MINI Spin Plus 14 500 min~!, 14 000x g (Eppendorf,
Némecko), NanoDrop 2 000, lyofilizitor AMARU Lyotrade Freeze Dryers s.r.o, vakuova
balicka Henkelman NEO 42, mrazici pult Elcold model UNI 31 Pultovy mrazak 3001/-45C,
EcoTM Real-Time PCR System (Illumina, California, USA), Denzitometr McFarland typ
DEN-1, McFarland Standard Set SD2350, vakuovy exikator, Thermocykler ROTOR-GENE
RG-6000, reometr Anton Paar Rheometr RheoCompass 302¢

3.1.2 Pracovni pomiicky

SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 pum, Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA, bézné
laboratorni sklo, kuchynské pomticky a nadobi pro vyrobu vzorki, vialky s kaucuk-teflonovymi
septy a Sroubovacimi uzavéry, mikropipety

3.1.3 Chemikalie

Chlorid sodny P. A. Lach-Ner, Neratovice, moisky pisek vyzihany, heptan-2-ol Ri¢any-
Jazlovice, kyselina heptanova Merck KGaA, Praha, methyl-isobutyl keton Loba Feinchemie,
Fischamend, etanol Lach-Ner, Neratovice, Lactobacillus MRS bujon, CADERSKY-
ENVITEK, spol. s.r.0., Dodecylsulfat sodny (SDS), Sigma, St. Louis, USA, fenol, Sigma, St.
Louis, USA, izoamylalkohol Lachema, Brno, CR, chloroform, Lachema, Brno, CR,
etylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Sigma, St. Louis, USA, tris-HCI] Penta, Chrudim,
CR, lysozym Reanal, Budapest, Mad’arsko, proteindza K Sigma, St. Louis, USA, octan sodny
Lachema, Brno, CR, ethanol, 96 % Penta, Chrudim, CR, PCR voda Top-Bio, Praha, CR,SYTO
PCR SYBR Master mix, Top Bio, Praha, CR, primer R_eub (10 pmol/ul), primer F_eub (10
pmol/ul), primer Delbrueckii R (10 pmol/ul), primer Delbrueckii F (10 pmol/ul), primer R
Strept. sal (10 pmol/ ul), primer F Strept. sal (10 pmol/ pl)

3.14 Plyny

Dusik 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem a kovovou membranou, SIAD, Ceska
republika, vodik 5.5 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem, SIAD, Ceska republika,
vzduch 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem pro kyslik, SIAD, Ceské republika,
helium, &istota 4.8., v tlakové lahvi s redukénim ventilem, SIAD, Ceska republika

3.1.5 Suroviny pro vyrobu jogurtové kultury a jogurti
Cerstvé mléko polotuéné 1,5 %, jogurtovéa kultura su$ena, MILCOM a.s., Ceska republika,
susené odtuc¢néné mléko, NUTRIHOUSE
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3.2 Analyzované vzorky

V experimentalni ¢asti prace byly analyzovany vzorky cerstvych, lyofilizovanych a nasledné
rekonstituovanych jogurtii. Vzorky byly vyrobeny standardnim technologickym postupem
v laboratornich podminkach na FCH VUT v Brné.

3.21 Postup vyroby jogurtové kultury
Polotu¢né mléko (1 litr) bylo zahiato v hrnei na teplotu 85-90 °C. Byl udrzovan mirny
var po dobu dvou minut, kde se pfipadny povrchovy film vytvofeny zahiatim mléka odstranil
sterilovanou 1Zickou. Po uvareni bylo mléko schlazeno na teplotu 42—45 °C. Po ochlazeni mléka
byla ptfidana suSend jogurtova kultura piipadné 30 g z predchozi kultury pii preockovani.
Obsah byl dobte promichan a ptemistén do nadob, ve kterych se kultura fermentovala.
Fermentace probihala pii teplot¢ 4345 °C po dobu 3-6 hodin. Po dosazeni
pozadovaného pH (4,3—4,5), zjistovaného pomoci pH metru byl jogurt pfemistén do chladnicky
a skladovan pti 4-6 °C.

Obrazek 2: Jogurtova kultura

3.2.2 Postup vyroby jogurtu

Jogurt byl vyroben stejnym zplsobem jako jogurtova kultura s rozdilem, ze po dosazeni
pozadované teploty mléka pti vareni bylo pfidano pfislusné mnozstvi odtu¢néného susené¢ho
mléka (optimalizace ptidaného mnozstvi viz kap. 4.2) pro zlepseni konzistence. Znaceni vzorka
s riznym piidavkem suSené¢ho mléka viz Tabulka 3.

Tabulka 3: Znaceni vzorkii s pridavkem suseného mléka

Pridavek suseného mléka | Vzorek
6 % hm. SM6

8 % hm. SMS
10 % hm. SM10
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3.3 Vyroba lyofilizovaného jogurtu

Lyofilizace probihala na Univerzité obrany v Brng&. Pii vyrobé lyofilizovaného jogurtu bylo
odvazeno do kelimkl ptesné 50 g Cerstvého jogurtu. Kelimky se vSemi vzorky byly vlozeny
do pultového mrazéku a vzorky byly pfedmrazeny po dobu 24 hodin pii -40 °C. Zmrazené
vzorky byly poté vyjmuty z kelimku na plech lyofilizatoru. Samotné lyofilizace probihala
po dobu 40 hodin pii -20 °C za tlaku 31 Pa. Hotové vzorky (Obrazek 3) byly zavakuovany
a skladovany pfi laboratorni teploté (23 + 2 °C).

Obrazek 3: Ukdzka vzorku lyofilizovaného jogurtu
3.4 Pouzité metody a experimentalni postupy

34.1 Senzoricka analyza
Optimalizace vyroby jogurtu a rekonstituovaného jogurtu probihala piedev§im na zakladé
senzorického hodnoceni textury. K senzorickému hodnoceni textury bylo pfizvano
10 hodnotitelt (v ptipad¢ spotiebitelského dotazniku 5 hodnotiteltt) z fad Zen a muza v riznych
vékovych kategoriich.

Hodnotitelé¢ méli za kol na zaklad€ svych preferenci zhodnotit ptedlozené vzorky jogurti
z hlediska ptijemnosti/piijatelnosti textury. Hodnotili pomoci 10 cm grafické stupnice (od pfili§
fidka po ptili$ hustd). V ramci dotazniku byl i poradovy test, ve kterém hodnotitelé fadili vzorky
z hlediska piijemnosti/ptijatelnosti textury (nejlep$i — nejhorsi). Byl pouzit dotaznik uvedeny
v Ptiloze 1. Na Obr. 2 je ukdzka vzorkl pfipravenych pro hodnoceni.
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Obrazek 4: Ukdzka vzorkit pripravenych na senzorickou analyzu

Senzorickd analyza byla pouZita také pro hodnoceni lyofilizovaného jogurtu,
kde byl hodnotitelim ptedlozen jednoduchy spotiebitelsky dotaznik (viz Priloha 2).
Hodnotitelé¢ méli za ukol zhodnotit predlozeny vzorek z hlediska chutnosti a jeho mozného
VyuZiti.

Na zavér byly pomoci senzorické analyzy kompletné porovnany Cerstvy vs. rekonstituovany
jogurt z hlediska vzhledu, barvy, textury, chuti a viiné pomoci 10 cm grafickych stupnic,
pouzity dotaznik je uveden v Pfiloze 3. Jejich celkova pfijatelnost byla hodnocena pomoci
parové porovnavaci zkousky.

3.4.2 Stanoveni tékavych latek

Tekavé latky byly stanoveny pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci
s mikroextrakci tuhou fazi (HS-SPME-GC-MS). Pied analyzou byly vzorky temperovéany
anavazeny do vialek po 0,5 g. Ke vzorku bylo pfidano 1,0 ml nasyceného roztoku NaCl.
Metoda byla nejprve optimalizovana (viz kap. 4.5.1.1) pro dosaZeni max. rozliSeni a také max.
vytézku tékavych latek a tim co nejvyssi citlivosti, vysledné optimalni podminky analyzy jsou
uvedeny dale.

343 Podminky SPME extrakce

Doba inkubace (temperovani) 5 minut, doba extrakce 35 minut, teplota agititoru (teplota
extrakce a inkubace) 40 °C, agititor zapnuty 5 s, agitator vypnuty 40 s, mnoZstvi
vzorku 0,5, hloubka ponofeni vlakna do vialky 20 mm.

3.4.4 Podminky GC-MS analyzy

Kapilarni kolona ZB-WAX (parametry kolony: 30 m x 0,25 mm x 0,5 pl), teplota injektoru
(teplota desorpce) 240 °C, doba desorpce 5 minut, davkovani: splitless (ventil uzavien 5 min),
hloubka ponofeni vlakna do injektoru 40 mm, nosny plyn helium, pritok nosné¢ho plynu 1 ml -
min~1, teplotni program: 30 °C s vydrzi 5,50 min, vzestupny gradient 10 °C/min do 200 °C
s vydrzi 7,5 min, celkovd doba analyzy 70 min, hmotnostni detektor v moédu EI (energie
ionizacnich elektront 70 eV, teplota iontového zdroje 200 °C, skenovaci rozsah m/z 35—
250 amu, rychlost skenovani 0,1 s).
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3.4.4.1 Identifikace a kvantifikace tékavych latek
Tekavé latky byly identifikovany srovnanim hmotnostnich spekter s dostupnou knihovnou
spekter a semikvantifikovany pomoci vnitinich standardt: heptan-2-olu, kyseliny heptanové
a methylisobutylketonu. Pro tyto ucely byl pfipraven a optimalizovan jejich smésny standard.
Nejprve byly piipraveny zasobni roztoky kazdé z latek o koncentraci 1 g-171. Cilem bylo
najit co nejlepsi koncentraci, kterd by byla detekovana a zaroven neinterferovala s dalSimi
tekavymi latkami ve vzorku. Pro methylisobutylketon byl pfipraven roztok o koncentraci
10 mg - 171, ktery byl poté 12x nafedén a napipetovan do 10 ml bariky uréené pro smésny
standard. Vysledna koncentrace methylisobutylketon ve smésném standardu je 0,833 mg - 177,
Pro heptan-2-ol byla zvolena koncentrace 10 mg - 171, ktery byl 500x zfedén, kvili svému
vysokému piku na chromatogramu. Jeho vysledna koncentrace ve smésném standardu
je 0,020 mg - 171, Kyselina heptanova byla ze zasobniho roztoku nafedéna 50x a napipetovana
ke zbylym standardiim. Koncentrace kyseliny byla 20 mg - 171, Po smich4ni viech komponent
byla barnika doplnéna rozpoustédlem (ethanol:voda v poméru 1:9).
Ptipraveny smésny standard byl ptfidan do vzorku jogurtli v mnozstvi 15 pl.
Relativni koncentrace jednotlivych sloucenin se vypocita pomoci vzorce (1):

¢ =4 s (M

c ... relativni koncentrace analytu (ug-g~1); cis ... koncentrace vnitiniho standardu (mg -
171~ ug.g71) (methylisobutylketon — 0,025 pg- g~1; heptan-2-ol — 0,0006 ug - g~1; kyselina
heptanova — 0,6 ug - g~ 1); Ac... plocha piku analytu; Ajs ... plocha piku vnitiniho standardu.

3.5 Mikrobiologické vySetieni

Vzorky jogurtl (Cerstvy a rekonstituovany) byly podrobeny mikrobiologickému rozboru.
Vysetieni pouzitého suseného odtuénéného mléka bylo provedeno dle normy CSN 5696/01

,Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe — Ml¢ko a mlécné vyrobky* [68].

3.5.1 Piiprava kultiva¢nich médii
Pro kultivaci mlécnych bakterii bylo vybrano médium De Man—Rogosa—Sharpe bujon (MRS).
Do Erlenmeyerovy banky bylo odvazeno pfisluSné mnozstvi MRS média uvedené na obalu,
poté byla pfidana destilovana voda. Médium bylo napipetovano po 9 ml do zkumavek
a vysterilovano v autoklavu.

Ze vzorku jogurtl bylo pfipraveno fedéni 10! ptidanim 10 g vzorku do 90 ml sterilni vody.
Pot¢ bylo z tohoto fedéni odebran 1 ml a zaockovan do tekutého média. Ptipravené vzorky byly
kultivovany po dobu 48—72 hodin pii 37 °C.

3.5.2 Odhad poctu mikroorganismii pomoci McFarlandovy metody

Pro orientatni stanoveni pocCtu mikroorganismii v  jogurtech byly pouzity
McFarlandovy standardy turbidity. Vzorky pfipravené v kap. 3.5.1 byly zvortexovany
a promé&feny pii vinové délce 550 nm proti standardiim (viz Tabulka 4).
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Tabulka 4: Interpretace vysledkit méreni McFarlandovou metodou

McFarland standard Primérna bakteridlni koncentrace | Teoreticka opticka hustota
(bunky/ml) pii 550 nm

0,5 1,5-108 0,125

1,0 3,0-108 0,25

2,0 6,0 - 108 0,50

3,0 9,0-108 0,75

4,0 12,0108 1,00

5,0 15,0 - 108 1,25

6,0 18,0 - 108 1,50

3.5.3 Priprava hrubého lyzatu

Pro izolaci DNA bylo tieba piipravit hruby lyzat bunck. Do sterilni eppendorfky (1,5 ml) byl
odebran 1 ml promichané kultury viz kap. 3.5.1. Vzorek byl centrifugovan po dobu 5 minut pfi
14 000 ot - min~1. Supernatant byl slit a sediment byl promyt 1 ml roztoku A ((10 nM Tris-
HCI (pH 8,7); 5 nM EDTA). Po promyti byl vzorek opét centrifugovan za stejnych podminek,
supernatant byl slit a sediment resuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku B (10 nM Tris-HCl
(pH 7,8); 5 nM EDTA; lysozym 3 mg- ml™1). Vzorek byl inkubovan po dobu 30 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledné bylo ptidano 12,5 pul 20/SDS a 5 ul proteinazy K. Vzorek byl poté
inkubovén do druhého dne pti 55 °C.

3.54 Izolace DNA fenolovou extrakei

K 500 pl hrubého lyzatu byl pfidan stejny objem fenolu (destilovany fenol nasyceny v TE
pufru, pH 7,8). Smés byla kyvavym pohybem promichana po dobu 4 minut. Poté byla smés
centrifugovana po dobu 5 minut pti 14 500 ot - min~?!
faze do Cisté eppendorfky (Obrazek 5).

K vodni fazi bylo pfidano 700 pl smési chloroform-isoamylalkohol (24:1) a smés byla
kyvavym pohybem promichana po dobu 4 minut. Néasledovala centrifugace po dobu 5 minut
pii 14 500 ot - min~ 1. Do &isté eppendorfky byla odebrana vodni faze s DNA. Ke vzorku DNA
bylo ptfidéna 1/20 objemu 3 M octanu sodného a vzorek byl promichan. Nésledné byl pfidan
1 ml 96 % ethanolu a smés byla promichéana. DNA byla srdzena pfi -20 °C po dobu 30 minut.
Vzorek byl centrifugovan pti 14 500 ot - min~! po dobu 5 minut a poté byl supernatant slit.
Sediment byl promyt 70 % ethanolem a smés byla opét centrifugovana pti 14 500 ot - min~!
podobu 10 minut. Po sliti byl sediment vysuSen v exsikdtoru po dobu 30 minut.
DNA byla rozpusténa ve 100 pl TE pufru.

. po centrifugaci byla odebrana vodna
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Obrazek 5: Oddélené faze pri fenolové extrakci DNA

3.5.5 Stanoveni Cistoty DNA

Cistota a koncentrace izolované DNA byla zméfena spektrofotometricky na spektrofotometru
Nanofotometr Implen N60 oproti TE pufru. K méfeni bylo vzdy napipetovano 1-2 pl vzorku
DNA, kde po kazdém meéfeni byl podstavec omyt destilovanou vodou. Pozadovany pomér
absorbanci A260/A280 pro ¢istotu DNA byl ptiblizné 1,8.

3.5.6 PCR v realném case

Pro méfeni qPCR byla vyizolovandA DNA nejdiive nafedéna na 10 ng-ul~l. Viechny
komponenty pro PCR byly smichdny a kratce zcentrifugovany. Pro kazdy vzorek bylo
ptipraveno 25 pl PCR smési dle Tabulky 5. Byly také ptipraveny pozitivni kontroly obsahujici
DNA vybraného kmenu a negativni kontroly neobsahujici DNA, kde zbyly objem byl nahrazen
PCR vodou. PCR byla provedena pomoci primert jejichz charakterizace je uvedena
v Tabulce 6.

Tabulka 5: Slozeni PCR smési

Komponenty Objem (pul)
SYTO PCR SYBR Master mix 12,5
Primer R 1

Primer F 1

Voda pro PCR 9,5

DNA 1
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Tabulka 6: Pouzité PCR primery

Primery Sekvence 5°—3¢ Zdroj
Doména Bacter: F eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT [69]
”“ R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT
Delb kii F CAT GTG CAGACATGCTATCCTT
Lactobacillus delbrueckii R [70]

Delbrueckii R | CTC TGA AGT GCC ATGTCT CAGT

Strept. sal. F TTG CCA CAT CTT CAC TCG CTT
Strept. sal. R GTT TAG TAG CAACTTCTGGCTT

Streptococcus salivarius

[71]

Pro potvrzeni ptitomnosti domény Bacteria byly vzorky podrobeny PCR. Pro PCR analyzu
byly vzorky promichany, kratce zcentrifugovany a umistény do PCR cycleru. Teplotni profil
qPCR provedené pomoci primert specifickych pro doménu Bacteria je uveden v Tabulce 7.

Tabulka 7: PCR v redlném case pro doménu Bacteria

Proces Teplota (°C) Délka (s)

Inicia¢ni denaturace | 95 300

Denaturace 95 30

Ptipojeni primeri 55 30 30 cykla
Syntéza DNA 72 30

Druhd syntéza DNA | 72 300

Melt analyza 50-99

Pro pftiblizeni, co se déje s jogurtovou kulturou pifed a po lyofilizaci byla provedena PCR
vrealném case pro druh Lactobacillus delbrueckii a druh Streptococcus salivarius.
Pro laktobacily byla pfipravena qPCR smés viz Tabulka 8 s vyslednym objemem 25 pl.
Teplotni profil pouzity pro amplifikaci cilové sekvence DNA je uveden v Tabulce 9.

Tabulka 8: Slozeni gPCR smési pro identifikaci Lactobacillus delbrueckii

Komponenty Objem (pl)
Voda pro PCR 10,5
SYTO PCR SYBR Master mix 12,5
Primer Delbrueckii R (10 pmol/pl) 0,5

Primer Delbrueckii F (10 pmol/pl) 0,5

DNA matrice (10 ng/ pl) 1
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Tabulka 9: Teplotni profil gPCR pro Lactobacillus delbrueckii

Proces Teplota (°C) Délka (s)

Inicia¢ni denaturace | 95 300

Denaturace 95 30

Ptipojeni primerti 62 30 30 cykla
Syntéza DNA 72 60

Druhd syntéza DNA | 72 300

Melt analyza 72-95

Pro analyzu streptokokti byla pfipravena qPCR smés dle Tabulky 10 a amplifikace cilové
sekvence DNA prob¢hla za pouziti teplotniho profilu z Tabulky 11.

Tabulka 10: Slozeni gPCR smés pro identifikaci druh Streptococcus salivarius

Komponenty Objem (pl)
Voda pro PCR 10,5
SYTO PCR SYBR Master mix 12,5
Primer R Strept. sal (10 pmol/pl) 0,5

Primer F Strept. sal (10 pmol/pl) 0,5

DNA matrice (10 ng/pl) 1

Tabulka 11: Teplotni profil gPCR pro Streptococcus salivarius

Proces Teplota (°C) Délka (s)

Inicia¢ni denaturace | 95 300

Denaturace 95 30

Ptipojeni primert 55 30 30 cykla
Syntéza DNA 72 60

Druhd syntéza DNA | 72 600

Melt analyza 7295

3.6 Stanoveni suSiny
Do hlinikovych misek bylo navazeno 10-30 g motského pisku. Misky s piskem, vicky
a sklenénymi tyCinkami se daly suSit do suSarny o teplot¢ 10242 °C po dobu 1 hodiny.
Po vysuSeni byly misky premistény do exsikatoru do vychladnuti.

Poté byl do misek navazen vzorek jogurtu o hmotnosti 3—5 g s presnosti na 0,0001 g. Misky
se vzorkem byly vloZeny do suSarny a suSeny po dobu 3 hodin do dosaZeni konstantni
hmotnosti. Prvnich 30 minut byl obsah misek promichavan [72].
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Vypocet obsahu vody se vypocita pomoci vzorce (2):

w, = [%] 2

wvy — obsah vody [%]

mo — hmotnost misky s piskem a sklenénou ty¢inkou [g]

mi — hmotnost misky s piskem, ty¢inkou a navazkou vzorku pted susenim [g]
m2 — hmotnost misky s piskem, ty¢inkou a navazkou vzorku po suseni [g]

Vypocet obsahu susiny se vypocita pomoci vzorce (3):
Weus = 100 — w,, [%] (3)

Wsus — obsah suSiny [%]
wy — obsah vody [%]

3.7 Reologicka analyza

Pro doplnéni senzorického hodnoceni textury byly vzorky jogurtd podrobeny reologické
analyze. Pro méfeni byl pouzit rotacni reometr, principem je sledovani chovani vzorku pfi
smykovém namahani. Vzorek je podrobovan smyku mezi dvéma definovanymi plochami,
znichz jedna vykonava otaCivy pohyb riznou rychlosti, druha je stacionarni.
Vyhodnocuje se brzdny ucinek vzorku, ktery pfimo souvisi s jeho viskozitou.

Vzhledem k typu vzorku byla pouzita geometrie méteni deska-deska, kde spodni deska byla
pevna a horni rotujici. Vzorek jogurtu byl v pfiméfeném mnozstvi nanesen na spodni desku,
parametry méfeni jsou uvedeny v Tabulce 12. Vysledky jsou vyjadieny graficky jako tokové
a viskozitni ktivky.

Reologicka méfeni byla pouzita pfi optimalizaci vyroby jogurtu a pii optimalizaci
rekonstituce lyofilizovaného jogurtu.

Tabulka 12: Podminky reologické analyzy

Parametry Hodnoty
Mezera (mm) 1,00
Teplota (°C) 540,2
Sila (N) 0,11

Smykova rychlost (s71) | 1-100

Priimér desky (mm) 50
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3.8 Statistické zpracovani vysledki
Nameéfend  data  byla  vyhodnocena  pomoci  programu  Microsoft  Excel
Office 19 a Statistica 14.1. Pro pfehlednost jsou vysledky vyobrazeny v podobé sloupcovych
a boxovych grafli. Ze statistickych metod byla pouzita ANOVA a Pearsonova korelace.
Identifikace te¢kavych latek byla provedena za vyuziti softwaru Xcalibur 2.2 s referen¢nimi
knihovnami spekter. Kazdé méteni bylo provedeno dvakrat (n = 2). Obsah identifikovanych
sloucenin byl vyjadien semikvantitativné pomoci metody vnitintho standardu. Primérny
retencni ¢as (TR) byl vypocitan jako aritmeticky primér z jednotlivych méfeni.
Vysledky senzorického hodnoceni jsou vyjadieny jako primér hodnoceni vSech hodnotiteli
(n=10) a graficky znazornény, chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku métent.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace se zabyva problematikou lyofilizace jogurtu a probiha ve spolupraci s Univerzitou
obrany v Brn¢. Nejprve byla provedena optimalizace vyroby bilého jogurtu, vyrobené vzorky
jogurtu byly lyofilizovany a nésledné byl lyofilizovany jogurt rekonstituovan zpétnym
ptidavkem vody. Hlavnim zdmérem bylo dosdahnout stejnych vlastnosti jogurtu po rekonstituci
(chemickych, fyzikalnich, senzorickych i mikrobiologickych), jako u jogurtu Cerstvého.

4.1 Priprava jogurtové kultury

Jogurtova kultura byla ptipravena dle ndvodu na obalu komer¢ni jogurtové kultury. Jeden sacek
byl rozmichan v 1 litru mléka, které bylo pasterovano pii 85-90 °C po dobu 2 minut. Standardni
fermentace jogurtové kultury je 3—6 hodin pii 43—45 °C do dosazeni pH 4,3-4,5.

Prabéh prokysévani byl méfen pomoci pH metru vzdy v intervalu 1 hodiny (viz kysaci
kiivka na Obrazku 6). Jakmile pH kleslo pod hodnotu 5, bylo méfeni kultury provadéno
kazdych 10 minut do pozadované hodnoty 4,4. Poté byla fermentace ukoncena a kultura byla
uchovavana v chladnicce pfi teploté¢ 4—6 °C max. po dobu 14 dni.
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Obrdazek 6: Priubeh prokysavani jogurtové kultury pri fermentaci

4.2 Optimalizace vyroby jogurtu
Ptipravena jogurtova kultura byla pouZzita pro vyrobu jogurtu. Postup vyroby je vesmes stejny
jako vyroba jogurtové kultury, pro dosazeni zadouci textury je vSak nutné zvysit obsah susiny,
napft. pfidavkem susené¢ho mléka. Vzhledem k riziku mozné kontaminace bylo susené mléko
nejprve zkontrolovano z hlediska mikrobiologické kvality dle normy CSN 5696/01 [68],
zkouska potvrdila jeho nezavadnost (viz Obrazek 7).

V ramci optimalizace byly vyrobeny tfi jogurty s riznym pfidavkem suSeného mléka 6—
10 % hm. (viz Tabulka 3). Nejlepsi vzorek jogurtu byl vybran na zdklad¢ senzorické analyzy
a instrumentalniho méfeni reologickych (texturnich) vlastnosti.
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Obrazek 7:Mikrobiologickd zkouska suseného mléka

4.2.1 Senzorické hodnoceni textury

K dosazeni optimalni textury byl vytvofen dotaznik senzorického hodnoceni (viz Ptiloha 1).
Byly vyrobeny tfi druhy jogurti sjinym piidavkem % hm. suSeného mléka
(znaceni viz Tabulka 3). K vyrobenym vzorktim byl pfidan i vzorek komercéné dostupného
jogurtu jako standardu s kédem ST.

Vzorky byly nejprve hodnoceny jednoduse z hlediska hustoty (pfili§ fidky—pfili§ husty)
pomoci grafické stupnice. Vysledky jsou uvedeny v grafu na Obr. 8. Nasledn¢ byl pouzit
pofadovy  test, sestaveny také z  hlediska  textury  (nejlepSi—nejhorsi).
Vysledky jsou prezentovany jako soucet potadi (viz Tabulka 13).

Z grafu na Obr. 8 je dobie patrné, Ze vzorek s piidavkem 8 % hm. suSené¢ho mléka, tedy
SMS byl shledan jako nejvice fidky. Na pohled byl popsan jako hladky bez viditelnych hrudek.
I pfes svoji nizsi hustotu byl shledan jako adekvéatni.

Vzorek s oznaCenim ST byl podle hodnotiteld nejhust$i, coz bylo ale podle vysledkl
potadového testu nevyhovujici. I kdyz mél pfijatelnou strukturu s obcasnymi hrudkami,
byl ptili§ husty. V ustech byl pevny a nerozplyval se na jazyku v porovnani s ostatnimi vzorky.
Neékteti hodnotitelé popsali jeho strukturu jako lehce srazeny a jemné zrnity.

Vzorek SM6, tedy s ptidavkem 6 % hm. suSené¢ho mléka, hodnotitelé popsali jako jemny,
lehce tidSi s obcasnymi malymi hrudkami.

Vzorek SM10 byl hodnocen jako nejlepsi. M¢l podle hodnotiteli nejptijemnéjsi texturu,
hladkou a s minimem hrudek. Byl popsan jako pevny az gelovity a byl svoji konzistenci
pfirovnéan ke tvarohu.
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Obrazek 8: Vysledky senzorického hodnoceni textury jogurtu (pouzita stupnice prilis Fidky—prilis husty); ST-standard;

ST SM6 SM8

Kéd vzorku

znaceni vzorkii viz. Tabulka 3

SM10

Tabulka 13: Poradovy test z hlediska textury (nejlepSi=nejhorsi vzorek)

Hodnotitel Kod vzorku
ST SM6 | SM8 | SM10

1 4 2 3 1
2 4 3 1 2
3 2 4 1 3
4 4 1 3 2
5 2 3 4 1
6 4 1 2 3
7 4 2 3 1
8 4 2 1 3
9 4 2 3 1
10 1 3 4 2
Soucet poradi | 33 23 25 19

ST-standard; znaceni vzorkii viz Tabulka 3

Piekvapivé byl nejhiife hodnocen komeréné dostupny jogurt ST, ktery byl nékterymi
hodnotiteli hodnocen ,,srazeny* nebo nékterymi ,,pfili§ husty“. Nejlépe byl hodnocen vzorek

s kodem SM10, ktery byl nasledné pouzit pro lyofilizaci.
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4.2.2 Reologicka analyza Cerstvého jogurtu
Pro lepsi predstavu o vlivu pridavku suSené¢ho mléka na texturu byly tytéz vzorky Cerstvych

jogurtd podrobeny reologické analyze.
80
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N
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0 5000 10000 15000 20000 25000
Smykova deformace [-]

Obrazek 9: Reologicka analyza Cerstvych jogurtii

Z tokovych kiivek na Obrazku 9 je dobie patrné, ze u vSech vzorkl jogurtu pii rostouci
smykovém napéti dochazi k postupnému nartistu deformace.

V souladu se senzorickym hodnocenim a podle ocekédvani ma nejvétsi hodnotu vzorek
s ptfidavkem 10 % hm. suSené¢ho mléka. Muzeme fict, Ze je odolné;jsi vici deformaci, vzhledem
k jeho hustoté, tedy ma nejpevnéjsi strukturu. Na obrazku 9 lze pozorovat jeho mirny nartst
pfi zvySovani hodnoty smykové deformace coZ poukazuje na jeho viskoelasticky charakter.

U vzorku s ptidavkem 8 % hm. suSené¢ho mléka lze pozorovat mirné;jsi narast pii zvySovani
smykového napéti a také mensi thel pfi zvySovani smykové deformace. To znaci jeho nizsi
hustotu, tedy jeho mensi odolnost vii¢i deformaci pfi reologickém méteni.

U vzorku s ptidavkem 6 % hm. susené¢ho mléka lze pozorovat nejnizsi hodnotu smykového
napéti. To popisuje jeho malou odolnost vii¢i deformaci.
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Obrazek 10: Viskozitni kiivka cerstvych jogurtit

Na obrazku 10 miizeme pozorovat, Ze jogurt s piidavkem 10 % hm. suSeného mléka
ma na zaCatku métfeni vysokou hodnotu viskozity. Byl tedy dle ocekavani a senzorického
hodnoceni nejhustsi ze vSech analyzovanych vzorki. Jogurt s ptfidavkem 10 % hm. vykazuje
nejvetsi odolnost viici deformaci. Je patrné, Ze jeho vysoka viskozita brani poruseni struktury.

Pti méfeni vzorku s 8 % hm. suSeného mléka lze pozorovat nejvetsi pocatecni viskozitu,
ale rychlejsi pokles pii rostouci smykové rychlosti. Pocate¢ni hodnota viskozity mohla byt
zpusobena piitomnosti hrudek Spatné rozmichaného koaguldtu a jeho naneseni na desticku
reometru.

Pti méteni jogurtu s 6 % hm. susené¢ho mléka je pozorovana nejmensi viskozita na zac¢atku
méteni, coZ koreluje se senzorickou analyzou, kde hodnotitelé tento jogurt popsali jako ,,lehce
tekuty*.

Vsechny vzorky, dle reologické analyzy, vykazuji chovani nenewtonovské kapaliny, protoze
pfi vétsim namahani jejich viskozita klesé a stavaji se vice tekutymi [44].

4.2.3 Stanoveni susiny

Kvalita vyrobené¢ho - jogurtu byla ovéfena jeSté€ stanovenim obsahu suSiny, byla pouzita
standardni metoda suSeni do konstantni hmotnosti (kap. 3.6). Obsah tukuprosté suSiny
byl porovnan s legislativou, konkrétn¢ vyhlaskou 397/2016 Sb., kde je uveden obsah tukuprosté
suSiny nejméne¢ 8,2 % hm. v bilém jogurtu [5].

U jogurtu bez pfidavku suSeného mléka (jogurtové kultury) bylo zjisténo 10 % hm. suSiny.
Obsah tuku nebyl sledovan, ale pti pouziti mléka o tucnosti 1,5 % lze predpokladat obsah tuku
1-2 %, coz odpovida mnozstvi tukuprosté susiny 8—9 %. Tato hodnota je na hrané pozadované
legislativou a potvrzuje nutnost zvyseni obsahu suSiny, k ¢emuz byl pouzit (jak je uvedeno
vyse) pridavek suSené¢ho odstredéného mléka. Obsah suSiny vzorku s ptidavkem 10 % hm.
suSeného mléka (vybran jako optimalni) byl stanoven 19,5 % hm., odpovidajici obsah
tukuprosté suSiny je tedy 17,5-18,5 %. Tento vzorek vyhovuje pozadavkim
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legislativy a pfidavek mé&l 1 ocekdvany pfiznivy vliv na texturni vlastnosti
jogurtu (viz kap. 4.2.1 a kap. 4.2.2).

4.3 Lyofilizace jogurtu

Hlavnim zamérem této prace je vyroba a charakterizace lyofilizovaného jogurtu, vzorky jogurtu
vybrané v ptedchozi kapitole jako optimélni (pfidavek sus. mléka 10 % hm.) byly tedy nasledné
lyofilizovany. Lyofilizace probihala na Univerzité obrany v Brn¢, ktera disponuje potiebnym
kvalitnim vybavenim a ma jiz zavedenou metodu pro lyofilizaci riznych potravin. Podminky
nebylo nutné optimalizovat, byly pifevzaty z piedchozi prace Omelkové [73], a jsou
specifikovany v kap. 3.3. Jak je popsano v nasledujicich kapitolach, takto pfipraveny
lyofilizovany jogurt byl velmi kvalitni a veelku dobfte piijimal vodu pti zpétné rekonstituci.

4.3.1 Charakterizace lyofilizovaného jogurtu

Byla provedena senzoricka analyza lyofilizovaného jogurtu v praSkové podobé¢.
Jelikoz je lyofilizovany jogurt pomérné novy produkt, byl hodnotitelim byl ptedlozen
jednoduchy spotiebitelsky dotaznik. Cilem bylo zjistit celkové povédomi o lyofilizovanych
jogurtech a ptijatelnosti vyrobeného produktu. Pouzity formulat je uveden v Priloze 2.

Jako prvni byly hodnotitelé¢ dotdzani, zda znaji lyofilizované vyrobky. VSichni dotazovani
odpovédéli, Ze lyofilizované vyrobky znaji. VétSina z nich uvedla lyofilizované ovoce, néktefi
dokonce specifikovali, Ze znaji lyofilizované jahody, maliny ¢i bortvky.

Na druhou otdzku, zdali se hodnotitelé¢ setkali s lyofilizovanym jogurtem nebo jinymi
fermentovanymi mléénymi vyrobky odpoveédéli vSichni zGi€astnéni ,,ne®.

Déle byli pozddani o zhodnoceni lyofilizovaného jogurtu z hlediska chuti. Tti z péti
hodnotitelt chut vyrobku zhodnotili jako ,dobry“. Byl popsan jako pfili§ kysely,
ale konzumovatelny. Dalsi z hodnotitelti popsal produkt jako ne zcela vyhovujici a dalsi jej
zhodnotil jako ,nechutnd mi“ s pozndmkou o jeho velké lepivosti a chovéani v tustech,
kde se vytvorti lepkava hmota.

Dalsi otazkou polozenou hodnotitelim bylo, jestli by si vyrobek byli ochotni koupit.
Tii z péti by si vyrobek nekoupili, zbyli dva hodnotitelé by si vyrobek koupili.

V posledni otazce, tykajici se vyuziti jogurtového prasSku, vSichni hodnotitelé navrhli jeho
ucelu odpovédéli vyuziti k piipravé jogurtovych néapojt ¢i jako ptidavek do jinych potravin,
a tak obohaceni nutri¢ni hodnoty.

4.4 Rekonstituce lyofilizovaného jogurtu
Dalsim krokem byla zpétna rekonstituce lyofilizovaného jogurtu. Bylo tfeba nalézt vhodny
pfidavek vody pro dosaZeni optimdlni textury, co nejvice podobné vzorku jogurtu Cerstvé
piipraveného.

K rekonstituci byly na zaklad¢ literatury vybrany tfi varianty % hm. ptidavku vody [67]
s drobnymi Gpravami, vzhledem k jinym podminkam lyofilizace a textury Cerstvého jogurtu.
Ptidavek byl také uren na zdklad¢ zvazeni, kde z ptivodnich 50 g Cerstvého jogurtu bylo
ziskano 10 g lyofilizovaného jogurtu v praskové podobé.

K 10 g lyofilizovaného jogurtu bylo pfiddno 60, 75 a 90 % vody z ptivodniho mnozstvi
vlhkosti, zjisténé pomoci rozdilu hmotnosti ¢erstvého jogurtu a lyofilizovaného.
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Optimalni varianta byla opét vybrana na zékladé senzorického hodnoceni a instrumentalniho
méfeni texturnich vlastnosti.

4.4.1 Senzorické hodnoceni

K dosazeni optimalniho pfidavku vody k lyofilizovanému jogurtu a tim jeho nejlepsi
piijatelnost byly rehydratované vzorky podrobeny senzorické analyze. Byly vyrobeny
tii vzorky s riznym ptidavkem vody.
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Obrazek 11: Senzorické hodnoceni textury rekonstituovaného jogurtu (pouzita stupnice prilis Fidky—prilis husty);

ST — standard; R60-R90 — jogurt s 60-90 % hm. pridané vody

Tabulka 14: Senzorické hodnoceni textury rekonstituovanych jogurtii

Hodnotitel Kod vzorku
ST R60 R75 R90

1 1 3 2 4
2 2 3 1 4
3 2 3 1 4
4 4 2 1 3
5 1 4 2 3
6 3 1 2 4
7 1 3 2 4
8 1 3 2 4
9 2 3 1 4
10 1 4 2 3
Soucet pofadi | 18 29 16 37

ST-standard; R60-R90 — jogurt s 60-90 % hm. pridané vody

41



Hodnoceni probihalo dle formulafe v Ptiloze 1. Vzorky byly nejprve hodnoceny z hlediska
hustoty (ptili§ tfidky—pftili§ husty) pomoci jednoduché grafické stupnice. Vysledky jsou
uvedeny v grafu na Obr. 11. Poté byl pouzit potadovy test, postaveny také na textuie
(nejlepsi—nejhorsi). Vysledky jsou prezentovany jako soucet potadi (viz Tabulka 14).

Z hlediska textury byl nejlépe hodnocen vzorek se 75 % hm. vody. Byl popsan jako nejvice
podobny komeréné dostupnym jogurtim. K tém byl pfirovnan i jogurt s kodem ST, coz byl
cerstvy jogurt, pouzity jako standard. Vzorek s piidavkem 60 % hm. byl popsan jako velmi
husty a hutny, hodnotitelé také z hlediska textury popsali, Ze po pozieni jde citit jemny povlak
na jazyku. Nejhlfe byl dle ocekdvani hodnocen vzorek skdodem R90, kde bylo
piidano 90 % hm. z ptivodniho mnozstvi. Vzorek byl popsan jako ,.fidky* a ptipominajici spiSe
,Jogurtovy napoj*.

Z hlediska pftijatelnosti a celkového dojmu byly vSechny vzorky kromé standardu popsany
jako uchdzejici s obfasnymi hrudkami. To mulZze byt zplisobeno netplnou rekonstituci
lyofilizovaného prasku.

Vzorek s ptidavkem 75 % hm. vody byl dle z vysledki potadové zkousky vyhodnocen
jako nejvice podobny standardu, byl tedy pouzit pro dalsi analyzy.

4.4.2 Reologicka analyza
Tytéz vzorky rekonstituovanych jogurtti byly podrobeny i reologické analyze.
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Obrazek 12: Reologicka analyza rekonstituovaného jogurtu

Z tokovych kiivek na Obrazku 12 je dobfe patrné, ze vSechny vzorky jogurti maji podobny
narust, coz znaci, Ze na zaCatku méfeni se chovaji stejné a nedochéazi k poruSeni struktury.
S dal$im naméhanim je u vSech jogurtt vidét deformace struktury (zaobleni) a také zpomaleni
narustu.
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Jogurt s ptidavkem 60 % hm. vody byl nejhustsi, ma nejvyssi hodnoty smykového napéti.
Je pozorovatelné jeho nejvice zietelné zaobleni, protoze jeho pevna struktura se pomalu
narusSila, ale klade vétsi odpor kviili své hustoté.

Pti analyze jogurtu s piidavkem 75 % hm. je vidét mirnéjs$i zaobleni a také mensi nartst
pfi pocatecnim namahani.

Vzorek s ptidavkem 90 % hm. vody kladl nejmensi odpor, vzhledem k vysokému obsahu
vody. Proto mizeme pozorovat nejmensi nariist a nevyrazné zaobleni ptechodu, jelikoz nekladl
takovy odpor jako ostatni vzorky.
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Obrazek 13: Viskozitni kiivka rekonstituovaného jogurtu

Z viskozitnich kiivek na Obrazku 13 lze pozorovat pokles viskozity s rostouci smykovou
rychlosti. U vzorku s 60 % hm. vody je vidét prudky pokles, vzhledem k malému obsahu vody.
U dalSich dvou vzorki je pokles zanedbatelny v porovnani s nejhustS$im vzorkem. Nejhustsi
jogurt tedy kladl nejvétsi odpor ze vSech tii vzorkil pti smykovém namahdni. Pti kleséni
viskozity se gelovita struktura jogurtu naruSovala a ptechazela v tekutou. To potvrzuje tvrzeni,
ze jogurt je nenewtonovska kapalina [44].

4.4.3 Porovnani reologickych analyz — Cerstvy vs. rekonstituovany
Pro lepsi predstavu o textufe jogurtu Cerstvého a rekonstituovaného byla porovndna data
ziskana ze vSech reologickych méfenti.
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Obrazek 15: Porovnani viskozitnich kiivek cerstvého a rekonstituovaného jogurtu

Pti porovnani Cerstvych a rekonstituovanych vzorki (viz Obrazek 14 a 15) lze vidét, Ze jogurt
s ptidavkem 60 % hm. vody byl nejhustsi ze vSech analyzovanych vzorkl a vyrazné se lisi
od Cerstve pripravenych jogurtii. To vypovidalo o jeho pevnosti a vétsi odolnosti ptfi smykovém
namahani. Odpovida to i hodnoceni v senzorické analyze (viz kap. 4.4.1), kde byl popsan jako
pfili§ husty a hutny. Vzorky s ptidavkem 8 a 10 % hm. spolu s rekonstituovanym vzorkem
75 % hm. vody maji podobné pocatecni chovani pfi smykovém namahani, po delSim namahani
se vsak jejich chovani lisi. ,,Optimalni Cerstvy jogurt (ptidavek suseného mléka 10 % hm.)
a ,,optimalni* rekonstituovany jogurt (ptidavek vody 75 % hm.) maji priitbéh obou kiivek velmi
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podobny, lze tedy tvrdit, Ze se podatilo dosdhnout textury odpovidajici vzorku jogurtu cerstve
pfipravenému.

To ostatné potvrzuje i1 preference hodnotiteli (viz kap. 4.4.1), kde vzorek s piidavkem
75 % hm. vody prirovnali ke komeréné dostupnému jogurtu.

4.4.4 Stanoveni suSiny

Po provedeni senzorické analyzy rekonstituovanych jogurti byl vybran jako optimalni jogurt
s ptidavkem 75 % hm. plivodni vlhkosti. Obsah suSiny tohoto vzorku byl stanoven
na 22,6 % hm., odpovidajici obsah tukuprosté suSiny je tedy 20,6-21,6 %. Tento vzorek tedy
vyhovuje pozadavkiim legislativy, kde by mél jogurt obsahovat nejméné 8,2 % hm. tukuprosté
suSiny [5]. Pokud zjiSténou hodnotu srovndme s jogurtem Ccerstvé piipravenym (obsah
tukuprosté susiny 17,5-18,5 %; viz kap. 4.2.3), oc¢ekavany vyssi obsah suSiny mohl byt
vzorku. Tato skute¢nost mize byt zplsobena lyofilizaci, kde dle literatury [66] milize pfi
lyofilizaci dojit k naruSeni proteinti a tim Spatné rekonstituci produktu.

4.5 Charakterizace vyrobenych vzorki

Na zavér byly charakterizovany a porovnany vSechny tii typy jogurtu (Cerstvy vs. lyofilizovany
vs. rekonstituovany) a to z hlediska profilu t€kavych latek, mikrobialniho profilu a senzorické
kvality.

4.5.1 Stanoveni tékavych latek

4.5.1.1 Optimalizace metody GC-MS

Pro lepsi stanoveni tékavych latek byla nejprve optimalizovana metoda GC-MS. Na zaklade
reSerSe byly vybrany parametry, které by mohly ovliviiovat stanoveni tékavych latek jogurtu.
Byly upraveny podminky analyzy, testovano vhodné mnozstvi analyzovaného vzorku
¢i ptidavku cinidel ke vzorku s cilem dosazeni vyssi citlivosti a selektivity analyzy.

Pro optimalizaci metody byl pouzit vzorek vyrobeného cerstvého jogurtu. Nejdiive byl
po vzoru literatury [49] s drobnymi Gpravami ke vzorku ptidan solny roztok, pro lepsi disociaci
tékavych latek a lepSi odezvu a také lepsi prechod t€kavych latek do plynné faze. Bylo
vyzkousen rizny pomér vzorku:solnému roztoku, kde jako nejlepsi se zdal
ptidavek 0,5 g vzorku a 1,0 g solného roztoku. Bylo vybrano co nejmensi mnozstvi, aby
ve vialce zlstal dostateCny prostor nad kapalinou, a tak byla dosazena lepsi extrakce tékavych
latek. Déle byly upraveny nékteré parametry HS-SPME-GC-MS metody pouzivané
v pfedchozich pracich. Na Obrazku 16 Ize pozorovat chromatogram jogurtu pii pouziti pivodni
metody. Na chromatogramu je ziejmé, Ze plvodni nastaveni programu nebylo vyhovujici
z hlediska nerovné zékladni linie (,,baseline*), kterd se na zacatku a ke konci analyzy zveda,
coz znaci, ze se t€kavé latky pozdé eluuji. Piky jsou Siroké a nerozliSené, nékteré z nich se
na konci rozmyvaji, a to mize indikovat Spatny teplotni program.

Jako prvni byla zménéna pocatecni teplota analyzy. Po vzoru literatury s drobnéjSimi
zménami [74] byla vyzkouSena niZsi teplota 30 °C, coZz bylo minimum vzhledem k typu
piistroje. Ugelem sniZeni teploty bylo dosaZeni rovngjsi ,,baseline® a maximalni zachyceni
nizkovroucich té¢kavych latek.
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Na pocatku chromatogramu se vyskytovaly nekvalitni piky, pravdépodobné v dusledku
pfitomnosti rychle eluujicich necistot., které zkreslovaly piky sledovanych latek, a ukéazalo
se jako vhodné posunout pocate¢ni dobu skenovani. Vzhledem k tomu, Ze bylo cilem zachytit
co nejvice tekavych latek, byly vyzkouseny doby 2,5 min., 6 min. a 7,5 minuty. Pfi pouziti
2,5 minuty byly piky nerozliSitelné a rozmyté. ,,Baseline* chromatogramu byla vyssi nez pfi
pouziti 6 minut. Proto byla vyzkouSena druha alternativa, a to pocatecni doba skenovani
7,5 minuty. Ta se ukazala jako adekvatni k analyze a byla pouzita pii dalsi optimalizaci.

Pro davkovani vzorku na kolonu byla pouzita technika ,,splitless (tj. ddvkovani bez délice
toku). Spravné nastavené parametry mohou také vyznamné ovlivnit kvalitu chromatogramu.
Tato uprava byla provedena ke zlepSeni ostrosti pikli, které v pivodni metod¢ nebyly pfili§
ostré a také ke zzeni samotnych pikt. Z pivodniho ,split flow*, které bylo nastaveno
na 5,0 ml - min~! byla hodnota navySena na 25 ml - min~?!. , Splitless time* (tj. doba uzavteni
délice toku) byl z ptivodnich 10 min sniZen na 5 min.

Co se ty¢e SPME extrakce, pro zamezeni ztraty citlivéjsich latek byla snizena doba inkubace
z pavodnich 10 min. na 5 min. Cas byl zkracen kvili mozné degradaci latek, a tak jejich
nezachyceni v analyze. Snizeni inkubac¢niho ¢asu snizi také celkovou dobu analyzy, coz mize
byt do budoucna lepsi z hlediska Gspory ¢asu. Byla ale prodlouzena doba extrakce. Tato zména
byla provedena kvili zachyceni co nejvice tékavych latek a jejich absorpci na vldkno, jako jsou
méné tékaveé kyseliny, které dodavaji jogurtu jeho aroma a chut’. Z ptivodnich 20 minut byla
extrakce prodlouzena na 35 minut. Pro zlepSeni detekce a zmenSeni plochy pikli byla naopak
zkracena GC-MS analyza na 35 minut z piivodnich 60 minut. Tento parametr byl zménén také
kvili zrychleni analyzy a zlepSeni citlivosti. Na Obrazku 17 je pro srovnani uveden
chromatogram ziskany s pouzitim optimalizované metody. Lze pozorovat véts§i mnozstvi pikt
a jejich lepsi rozliSeni, takze timto je potvrzeno, ze sniZeni ,,split flow* a ,,splitless time* mélo
kyzeny vysledek ve zlepSeni ostrosti pikti a jejich zazeni. Dalsi zlepSeni oproti piivodni metodé
bylo po upravé doby extrakce, kde jde na chromatogramu vidét vét§i mnozstvi zachycenych
latek. Po zkraceni doby analyzy a sniZzeni doby inkubace doslo ke zlepseni citlivosti a nedoslo
ke ztratim analyzovanych latek, které by pfi snizeni doby inkubace mohly byt ztraceny.
Vysledné optimélni parametry metody jsou uvedeny v experimentalni ¢asti prace (kap. 3.4.4).

Pro kvantifikaci (resp. semikvantifikaci) identifikovanych tékavych latek byla pouzita
metoda vnitiniho standardu. Jako vnitini standard se pouZziva latka, ktera neni ve vzorku
pfitomna, ma jinou hodnotu reten¢niho Casu nez sledovand latka, musi poskytovat dobie
vyhodnotitelny pik. Pro tyto Gcely byly vybrany tfi latky — methylisobutylketon, heptan-2-ol
a kyselina heptanova. Tyto latky byly vybrany na zaklad¢ svych reten¢nich casii a chemické
klasifikace, ve vzorcich jogurtu se nevyskytuji (chromatogram viz Obréazek 18).

Po optimalizaci podminek byl po vzoru z literatury [49] s menSimi Gpravami do vzorku
pfidan smésny vnitini standard (pfipraveny kap. 3.4.4.1).

Pti optimalizace jeho pfidavku byla vyzkouSena riizna koncentrace vsech latek. Nejprve byl
vyzkousSen pridavek samotnych standardt ke vzorku. Po vzoru literatury [49] byl vyzkousen
ptidavek 40 pl, ktery vSak byl ptilis§ velky, jelikoZ v§echny piky standardii pfevySovaly i ostatni
analyzované latky. Proto bylo zvoleno menSi mnozstvi — 15 pl, které bylo vybrano jako
adekvatni pridavek.
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4.5.1.2 Analyza vzorkii

Po optimalizaci metody byly analyzovany vzorky cerstvého, lyofilizovaného
a rekonstituované¢ho jogurtu. Celkem bylo ve vSech vzorcich identifikovano 44 tékavych
sloucenin vyskytujicich se bézn¢ ve vzorcich jogurtl, methylisobutylketon, heptan-2-ol
a kyselina heptanova, jak jiz bylo zminéno, jsou latky pouzité jako vnitini standard.

Tabulka 15: Identifikované tékavé latky ve vzorcich cerstvého, lyofilizovaného a rekonstituovaného jogurtu

Nazev slouceniny Chemicka klasifikace | Tr [min] | Koncentrace ve vzorku [ug - kg™!]
CER LYO REK
3-methylbut-3-en-2-ol alkohol 7,9 8,1 — —
pentan-2-on keton 8,0 — 143,2 44 4
methylisobutylketon (IS) keton 8,7 25,0 25,0 25,0
ethyl butyrat ester 9,4 62,9 — —
but-2-enal aldehyd 9.5 - 316.0 75,8
pentan-2,3-dion keton 10,0 13,0 46,8 10,0
dimethyldisulfid sirna sloucenina 10,2 3,5 — —
hexanal aldehyd 10,4 1,3 24,2 13,9
2,4-dimethylpentan-3-on keton 11,3 - - 5,0
hexan-2,3-dion keton 11,4 — 16,1 2,8
ethyl valerat ester 11,5 0,9 - 394
heptan-2-on keton 12,4 31,6 134,4 78,5
3-methylbut-2-enal aldehyd 12,7 2,1 49,6 9,0
ethyl hexanoat ester 13,2 8,0 28,7 44,3
3-methylbut-3-en-1-ol alkohol 13,7 10,2 3,1 1,1
oktanal aldehyd 14,1 — - 2,0
hexan-1-ol alkohol 14,2 1,1 1,5 0,7
acetoin keton 14,3 25,3 664,8 4772
heptan-2-ol (IS) alkohol 14,6 0,6 0,6 0,6
3-methylbutan-1-ol alkohol 14,7 — 1,5 —
3-methylbuten-1-ol alkohol 14,9 1,4 - —
2-methylpentan-3-ol alkohol 15,1 — 11,2 3,5
hexadekan-2-ol alkohol 15,2 0,1 - 0,7
3-hydroxypentan-2-on keton 15,3 3,7 67,9 -
nonan-2-on keton 15,6 24.8 35,5 37,2

TR — retencni ¢as; IS — vnitini standard; CER — Cerstvy jogurt; LYO — lyofilizovany jogurt;

REK — rekonstituovany jogurt
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Tabulka 15 pokracovani: Identifikované tékavé latky ve vzorcich Cerstvého, lyofilizovaného a rekonstituovaného jogurtu

Nazev slouceniny Chemicka klasifikace |Tr [min] | Koncentrace ve vzorku [ug - kg™!]
CER LYO REK
nonanal aldehyd 15,7 — 41,0 16,2
kyselina octova kyselina 16,7 13,5 4252.0 759,6
(E,E)-hexa-2,4-dienal aldehyd 15,9 — 20,7 6,0
2-propylpentan-1-ol alkohol 17,0 1,4 - -
3-methylbut-2-en-1-ol alkohol 14,7 — — 1,1
ethyl kaprylat ester 16,3 — 27,9 —
2-ethylhexan-1-ol alkohol 17,1 1,6 — 5,2
benzaldehyd aldehyd 17,7 — 17,3 5,1
Oktan-1-ol alkohol 18,0 0,3 - —
undekan-2-on keton 18,5 0,9 — 1,2
okt-1-en-3-ol alkohol 16,5 — — 0,5
nonan-2-ol alkohol 17,4 — — 1,1
butyl heptanoat ester 19,8 0,5 — —
dekanal aldehyd 17,2 - - 2,6
kyselina butanova kyselina 19,0 302,5 2670,0 1271,3
kyselina pentanova kyselina 20,3 — 60,4 —
kyselina hexanova kyselina 21,5 700.,5 3226.9 2868.0
dimethylsulfon sirna slou¢enina 22,2 3,5 26,0 1,6
kyselina heptanova (IS) kyselina 22,7 600,0 600,0 600,0
kyselina oktanova kyselina 24,0 348.2 790,8 1149,6
methyl palmitét ester 26,0 — 90,2 —
kyselina dekanova kyselina 27,7 39,0 123.6 180,8

TR — retencni ¢as; IS — vnitini standard; CER — Cerstvy jogurt; LYO — lyofilizovany jogurt;
REK — rekonstituovany jogurt

V Tabulce 15 lze vidét, ze se ve vSech vzorcich nachazi acetoin, ktery v nizkych koncentracich
dodava produktu pifijemnou maslovou pfichut. I pfesto, Ze Cerstvy jogurt obsahuje vysoké
mnozstvi kyselin — octova a butanova, nebyl dle senzorické analyzy (viz kap. 4.5.3) shledan
prili§ kyselym. Naopak byl hodnocen velmi kladné, za jeho pifijemnou, jemnou a svézi chut’
mohla nejspi§ koncentrace ethyl butyratu, ktery dodava svézi a ovocnou chut’ [75]. DalSim
moznym prispévkem k chuti mize byt pfitomnost hexanalu, ktery v nizkych koncentracich
dodava jogurtu svézi a ,,zelenou* prichut’.

V pfipad¢ lyofilizovaného jogurtu, ktery byl v kap. 4.3.1 popsan jako ,pfili§ kysely*
a,,ne vhodny k samotné konzumaci®, byly vysoce zastoupeny latky ze skupiny ketont,
aldehydt a kyselin. S nejvétsi pravdépodobnosti jeho kyselost méla na svédomi kyselina
octova, ktera se dle literatury [19] v jogurtu nachazi v koncentraci 0.5-18.8 mg - kg™1. Jeji
vysoka koncentrace proto pfispéla octovou a kyselou chuti, ktera je ji dle literatury [75]
piipisovana. DalSim divodem mohla byt vysoka koncentrace kyseliny butanové, hexanové
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a oktanové, které ve vysokych koncentracich dodavaji jogurtu nepifijemnou vini a chut.
namétfena vysokd koncentrace, ktera mohla také hrat velkou roli v kyselosti a pfijatelnosti
vzorku. Obvykld hodnota acetoinu v jogurtech je dle literatury [75] v rozmezi 1,2-28,2 mg -
kg~1. Témto hodnotam odpovida lyofilizovany jogurt, ten vSak i pies sviij primérny obsah
acetoinu nebyl hodnotiteli pfijat kvtli kyselosti.

Po rekonstituci jogurtu se z hlediska tékavych latek zménila koncentrace vétSiny kyselin,
ktera se oproti lyofilizovanému jogurtu sniZila. I kdyz byl rekonstituovany jogurt v senzorické
analyze (viz kap. 4.5.3) v porovnani s ¢erstvym hodnocen jako vice kysely, byl pfijat 1épe nez
samotny prasek. Tuto ,kyselost“ mohla mit na svédomi stile vysoka koncentrace
kyselin — octové, dekanové, oktanové, butanové a hexanové. Kyselina oktanova v nizkych
koncentracich pfispiva k chuti jogurtu svym ovocnym a karamelovym aroma. To mohlo dodat
svézest a sladkou chut’ Eerstvému jogurtu, kde jeji koncentrace byla nizka. Naopak pfi vysSich
koncentracich miize mit mnozstvi kyselin velky vliv na pfijatelnost vzorku, protoze pfispivaji
k nezddouci pachuti vzorku, ktery se, pii konzumaci ¢i samotnému piicichnuti, mize jevit jako
prilis kysely, zapachajici nebo zlukly [4]. Pti vysoké koncentraci kyseliny oktanové mtize dojit
1 k vyskytu mydlové chuti [75].

Pti analyze tékavych latek byly identifikovany i sirné slouceniny, které pfi vyssi koncentraci
vyznamné piispivaji k nezddouci pachuti jogurtu [19]. Ve vzorcich Cerstvého jogurtu byly
identifikovany dvé sirné slouCeniny, a to dimethyldisulfid a dimethylsulfon. Ob¢ tyto
slouceniny byly pfitomny v malém mnozstvi, a proto jejich pfitomnost pravdépodobné
neovlivnila chut’ vyrobku.
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Obrazek 19: Pocet identifikovanych sloucenin ve vzorcich jogurtii; CER — cerstvy jogurt; LYO — lyofilizovany jogurt; REK —

rekonstituovany jogurt

Na Obrazku 19 je vyobrazen pocet identifikovanych sloucenin ve vzorcich jogurtu. Nejvice
tékavych sloucenin bylo identifikovano v rekonstituovaném vzorku, celkem 32.
Velké zastoupeni mély latky skupin alkohold, ketond a aldehydd. Nejvice rozmanité slozeni
ma Gerstvy jogurt (CER), ktery i podle senzorické analyzy (viz kap. 4.5.3) byl shledan
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jako jemny a chutny. U lyofilizovaného vzorku prevladaji ketony a kyseliny, to dodava vzorku
jeho kyselou chut’ popsanou v kap. 4.3.1. U rekonstituovaného jogurtu bylo identifikovano
podobné velké mnozstvi ketonii a aldehydu, které mohly zlepsit senzorické vlastnosti jogurtu
oproti lyofilizovanému. Rekonstituovany jogurt mél také vysoké zastoupeni alkoholtl a oproti
lyofilizovanému obsahoval méné kyselin. To mohlo ptispét k jeho lepsi senzorické ptijatelnosti.
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Obrizek 20: Procentudlni zastoupeni sloucenin ve vzorcich jogurtii, CER — cerstvy jogurt; LYO — lyofilizovany jogurt; REK —

rekonstituovany jogurt

Obrézek 20 vyobrazuje procentudlni zastoupeni sloucenin v jogurtech, kde u ¢erstvého jogurtu
ptevladaji kyseliny (41 %), ale jsou doplnény velkym zastoupenim ketont (35 %)
a 17,6 % alkoholu. To dodavd jogurtu plnou a tradi¢ni jogurtovou chut a vini.
U lyofilizovaného jogurtu bylo analyzovano, ze 52,8 % zastoupeni sloucenin zabiraji kyseliny.
To ma také vliv na jeho chut’ a senzorickou kvalitu (viz kap. 4.3.1), kde byl hodnocen jako
prilis kysely. U rekonstituovaného jogurtu je zastoupeni kyselin 38 %, tudiz méné
nez u lyofilizovaného a méné nez u cCerstvého jogurtu, ale u rekonstituovaného jogurtu
je zvySené mnozstvi aldehydi a to 18,8 % z celkového zastoupeni.

4.5.2 Mikrobialni profil

4.5.2.1 Odhad poctu mikroorganismii
Pro orienta¢ni stanoveni po¢tu mikroorganismi v Cerstvém a rekonstituovaném jogurtu byla
pouzita McFarlandova metoda, diky které lze stanovit primérnou bakteridlni koncentraci na
zaklad¢ méfeni zakalu.

Pfi proméfeni Cerstvého jogurtu byla primérnd bakterialni koncentrace, ve srovnani
s McFarlandovym standardem, stanovena na hodnotu 4,0, coz odpovida 12,0 - 102 (butiky/ml).

Pfi méfeni rekonstituovaného jogurtu byla hodnota McFarlandovy metody 2,7 coz
dle Tabulky 4 odpovida primérné bakterialni koncentraci 8,1+ 108 buriky/ml.

Tato skuteCnost naznacuje, Ze v rekonstituovaném jogurtu je podle ocekavani méné
zivotaschopnych bakterii nez ve vzorku Cerstvého jogurtu.
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4.5.2.2 Prikaz mikrobidalni DNA
Pro porovnani Cerstvého a lyofilizovaného jogurtu byly vzorky podrobeny PCR analyze.
Nejprve byly vzorky analyzovany pro pfitomnost domény Bacteria.
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Obrazek 21: Amplifikacni ki'ivka pro doménu Bacteria

Z Obrazku 21 je patrné, Ze u &erstvého jogurtu (CER) je diivéjsi narast fluorescence, to znadi

4

vétsi mnozstvi cilové DNA. U rekonstituovaného jogurtu (REK) je pozorovatelny pozdéjsi
anizky nartst fluorescence, coz muze byt zplUsobeno lyofilizacnim procesem, kterému
byl jogurt podroben. Tato skute¢nost miize poukazovat i na mnozstvi ptitomné DNA ve vzorku.

35 ¢
30 |
25 f

20

dF/dT

—— CER
15 ¢

10 |

0 1 L L L L N e’ 1 1 TR T )
70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96
°C

Obrazek 22: Derivovanad kifivka tani pro doménu Bacteria
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Pfi porovnani vzorkl a jejich teplot tani je patrné, ze oba vzorky maji podobnou teplotu
tani — 87-88 °C. U cerstvého jogurtu je vyrazny rozdil ve vySce vrcholu, to dokazuje véEtsi
mnozstvi cilové DNA nez ve vzorku rekonstituovaného jogurtu. Ten opét prokazal nizkou
koncentraci DNA po lyofilizaci a nasledné rekonstituci.

4.5.2.3 Prikaz jogurtové kultury

Pro upfesnéni vlivu lyofilizace na jogurtovou kulturu, kde je ptitomen Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus, byly vzorky podrobeny qPCR.
Vzorky byly podrobeny qPCR analyze (viz kap. 3.5.6) pro pfitomnost druhu Lactobacillus
delbrueckii a druhu Streptococcus salivarius, ktery spolu se Streptococcus thermophilus
a Streptococcus vestibularis patti do skupiny viridujicich streptokokt [76].
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Obrazek 23: Amplifikacni kiivka pro druh Lactobacillus delbrueckii

Pti analyze druhu Lactobacillus delbrueckii 1ze na Obrazku 23 pozorovat rychly naruast
zacatku amplifikace lze fict, Ze ve vzorku cerstvého jogurtu je velké mnozstvi bakterii
Lactobacillus delbrueckii. Naopak vzorek rekonstituovaného jogurtu ma nizsi koncentraci
cilové DNA, tudiz je v ném piitomno niz§i mnozstvi bakterii. To mizeme pozorovat jak
na pozdéjSim nariistu fluorescence, tak i nizké hodnoté samotné fluorescence.
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Obrazek 24:Derivovand kiivka tani pro druh Lactobacillus delbrueckii

Z derivované kiivky tani pro Lactobacillus delbrueckii mizeme fict, Zze v obou vzorcich
je ptitomna cilova bakterie. Pii porovnani vrcholli miizeme pozorovat jiny tvar, a to mize
znamenat niz8§i mnozstvi cilové DNA, tedy ptitomnosti Lactobacillus delbrueckii. Pti srovnani
teplot tani, ktera se pohybuje v rozmezi 12—14 °C, Ize v obou vzorcich lze potvrdit pfitomnost
bakterie Lactobacillus delbrueckii. Z grafu vypliva, ze Lactobacillus delbrueckii je pomérné
citlivy na lyofilizaci. V porovnani vysledka s literaturou [77] lze fict, Ze laktobacily jsou
citlivéjsi, co se tyce tepelnych zmén vzorku, v tomto ptipade€ na lyofilizaci.
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Obrazek 25: Amplifikacni kiivka pro Streptococcus salivarius

Na Obrazku 25 je =zndzornéna amplifikacni kiivka pro Streptococcus salivarius,
kde fluorescencni signal ukazuje amplifikaci DNA u obou vzorki. Pro vzorek ¢erstvého jogurtu
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U rekonstituovaného vzorku je pozorovatelny pozdé€jsi narist, ktery byl ocekavany kvili
procesu lyofilizace, kterd mohla zptsobit snizeni poCtu bakterii a tim snizit koncentraci DNA.
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Obrazek 26: Derivovana krivka tani pro Streptococcus salivarius

Obrazek 26 znazornuje derivovanou ktivku tani. Oba vzorky vykazuji bod tani mezi 82—-84 °C,
kde vyska piku u Cerstvého jogurtu je nepatrné vyssi. Vzhledem k podobnému tvaru a vysce
piku mizeme potvrdit ptitomnost Streptococca salivarius nebo jeho piibuznému streptokoka.

Pti porovnani vysledkti PCR pro Lactobacillus delbrueckii a Streptococcus salivarius bylo
zjisténo, Ze u rekonstituovaného jogurtu doslo k poklesu zivotaschopnych bakterii
L. delbrueckii. U S. salivarius byl pokles také zaznamendn, ale o poznani mensi
nez u laktobacild.

4.5.3 Senzoricka analyza

Na zavér byly Cerstvy a rekonstituovany jogurt porovnany pomoci senzorické analyzy.
Hodnotitel¢ hodnotili z hlediska vzhledu a barvy, textury, kde hodnotili celkovou

ptijatelnost a hustotu, viin€ a chuti. Hodnoceni probihalo dle formuléie v Ptiloze 3.

4.5.3.1 Hodnoceni vzhledu a barvy

Vzhled a barva vzorkl byly hodnoceny z hlediska ptijatelnosti od ,,neptijatelna“ po ,,vyborna“.
Dle Obrazku 27 byl Cerstvy jogurt ozna¢eny STD hodnocen vyborné, kdezto rekonstituovany
jogurt s kddem REK byl hodnocen spise jako dobry. Hodnoceni vykazovalo normalni rozlozeni
a mezi vzorky byl statisticky vyznamny rozdil, lze tedy tvrdit, ze Cerstvy jogurt je lepsi
z hlediska vzhledu. N¢kolik hodnotiteld do pfipominek potvrdilo toto tvrzeni, i kdyz barva obou
vzorkll se jevila stejnd, Cerstvy jogurt hodnotili jako hladky, leskly s cistou stejnorodou
strukturou, zatimco rekonstituovany jako nehomogenni s malymi hrudkami.
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Obrazek 27: Hodnoceni jogurtii z hlediska vzhledu a barvy

4.5.3.2 Hodnoceni textury
Hodnoceni textury probéhlo jak z hlediska celkové pfijatelnosti (Obrazek 28), tak se i zamétilo
na hustotu (Obrazek 29). Namétena data byla v obou ptipadech normdalniho rozlozeni.

Z hlediska celkové prijatelnosti byl nalezen statisticky vyznamny rozdil, hodnotitelé opét
oznacili ¢erstvy jogurt za lepsi. Na druhou stranu rekonstituovany jogurt byl popsan jako ptilis
husty, hrudkovity a nehomogenni, jeho hodnoceni 1ze popsat jako stfedné dobry. Dle studii [78]
je prijatelnost textury klicovym aspektem k piijatelnosti jogurtu, kde spotiebitelé preferuji
stejnorodou konzistenci vzorku. Proto bylo hor§i hodnoceni rekonstituovaného jogurtu
z hlediska celkové ptijatelnosti textury oekavané.
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Obrazek 28: Hodnoceni textury jogurtu z hlediska celkové prijatelnosti
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Hustota je jeden z faktort, ktery konzumenti pfi vybeéru a nakupu jogurtu vyhledavaji.
Z grafu na Obrazku 29 je patrné, Ze rekonstituovany jogurt byl hodnotiteli shledan hustS$im nez
Serstvy vzorek. Cerstvy jogurt byl shledan jako 1épe tekouci, zatimco rekonstituovany jogurt
byl shledan hutnym, ale pfijemnym z hlediska hustoty. Je zajimavé, ze hustsi rekonstituovany
jogurt byl hodnocen hiife, k tomu ale pravdépodobné piispéla hrudkovitd a nehomogenni
struktura. Ze studii [79] senzorické kvality jogurtu je patrné, Ze spotiebitelé preferuji dostatecné
husty jogurt s hladkou konzistenci. Je preferovana spiSe stfedni hustota nez ptilis velka hustota
s hrudkami, coz se potvrdilo i pfi senzorické analyze, kde 1 pfes to, ze nékteti hodnotitelé
popisovali rekonstituovany jogurt jako ,,hust$i“, vybrali jako lepsi Cerstvy, ktery nebyl tak

hutny a husty.
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Obrazek 29: Hodnoceni textury jogurtu z hlediska hustoty

4.5.3.3 Hodnoceni vitné

Vzorky byly hodnoceny také z hlediska viing. Po statistickém zpracovani u vzorki nebyly
shledany rozdily, co se viin¢ tyCe. VétSina hodnotitelit oba vzorky popisovala jako kyselejsi
nebo jemné kyseld, ale s piijemnou jogurtovou viini. V porovnani s literaturou [78] je u jogurtii
pozitivné vnimana jejich jemna nakysla viin€ a svéZest, kterou byl popséan 1 vzorek Cerstvého
jogurtu. Velkou roli pii hodnoceni hraje kyselost, ktera pii velké intenzité potlacuje jogurtovou
vuni.
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Obrazek 30: Hodnoceni jogurtu z hlediska viiné

4.5.3.4 Hodnoceni chuté

Pti hodnoceni chuté bylo prokdzano normalni rozlozeni dat a byl nalezeny statisticky vyznamné
rozptyly a také byly nalezeny velmi vyznamné rozdily v hodnoceni. To také odpovida
odpovédim hodnotiteld, ktefi Cerstvy jogurt popsali jako piijemné kysely, vyborny, sladsi
s jemnéjsi a sveézi chuti. Naproti tomu byla ve vSech odpovédich rekonstituovaného vzorku
zminéna silné kyselost. Byl popsan jako pfili§ kysely, nakysly, ne pfili§ pfijemny. Hodnotitelé
také uvedli, Ze pfi prvnim ochutndni se dostavi pouze kyseld chut a az po chvili dojde
k rozvinuti jogurtové chuti.

Tato nameétena data odpovidaji i vysledkiim senzorické studie [78], ktera se sice z velké ¢asti
zabyvala jogurtem feckého typu, av§ak nadmérna kyselost byla také vnimana jako nezadouci.
Je dulezité, aby kyselost jogurti nebyla pfili§ vyrazna a nemaskovala tradi¢ni chut’ a viini
jogurtu. Dle studie spotiebitelé preferuji jogurty s jemnou kyselosti, a to mizeme tvrdit
o vzorcich Cerstvého jogurtu, ktery byl popsan jako chutny a jemné nakysly.
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Obrazek 31: Hodnoceni jogurtu z hlediska chuté

4.5.3.5 Parova porovnavaci zkouSka

Celkova pfijatelnost vzorkd byla hodnocena pomoci parové porovnavaci zkousky,
kde 17 z 20 hodnotitelit vybralo cerstvy jogurt jako lepsi (viz Tabulka 17). Podle tabulky
spolehlivosti parové metody je tento vysledek statisticky vyznamny, a to na hlading
vyznamnosti 99 %. Obvyklé odpovédi hodnotiteli popisovaly Cerstvy jogurt jako méné kysely,
sladsi, pfijemné;jsi a jemnéjsi z hlediska chuti i konzistence

Tabulka 16: Parova porovnavaci zkouska

Kod vzorku STD REK
Pocet hodnotitelu | 17 3

Vysledky senzorické analyzy byly podrobeny korelacni analyze za ucelem nalezeni moznych
souvislosti riznych kritérii. Z vysledki byla zjisténa vyznamna korelace mezi chuti a texturou
rekonstituovaného jogurtu (r=0,705). Tato skutecnost byla ocekévana jiz z jednotlivych
odpovédi hodnotiteli, ktefi pfi hodnoceni chuti vyzdvihovali hrudkovitost vzorku
a nehomogenni strukturu vzorku. To také potvrzuje vybér vzorkl pii parové porovnavaci
zkousce pii celkovém hodnoceni. Pfi porovnani s literaturou [79] je celkova textura velmi
dalezitym atributem v hodnoceni jogurtu, kde samotnad ptitomnost hrudek ¢i nehomogenni
struktura maze ovlivnit celé¢ hodnoceni.

60



S ZAVER
Tato prace se zabyvala lyofilizovanym jogurtem, respektive jeho vyrobou, chemickou,
mikrobiologickou a senzorickou charakterizaci.

Prvni ¢ast prace zahrnovala samotnou vyrobu Cerstvého jogurtu, byl pouzit tradi¢ni postup
zaockovanim mléka pomoci jogurtové kultury. Pro dosazeni optimalni hustoty jogurtu byl, na
zaklad¢ senzorické a reologické analyzy, zvySen obsah suSiny pomoci ptidavku 10 % hm.
suSen¢ho odtucnéného mléka. Tento jogurt byl hodnocen jako hladky a pfijemné nasladly,
hodnotiteli byl vybran jako nejlepsi a byl nasledné pouzit pro dalsi analyzy.

Vybrany vzorek byl poté lyofilizovan na Univerzité obrany v Brné, jogurtovy prasek byl
podroben senzorické analyze za ucelem zjisténi jeho piijatelnosti. Byl vSak hodnotiteli shledan
jako pfilis kysely, a ne adekvatni ke konzumaci, byl navrzen spiSe jako dopln€k stravy nebo
k vyrobé jogurtového mléka.

Pti zpétné rekonstituci byl na zéklad¢ senzorické a reologické analyzy vybran jako optimalni
ptidavek vody 75 % hm. Tento vzorek byl pfirovnéan z hlediska konzistence k bézn¢ komercné
dostupnym jogurtliim, nicméné pii koneéném senzorickém hodnoceni vétSina hodnotiteli
preferovala Cerstvy jogurt s jeho hladkou strukturou oproti rekonstituovanému, ktery meél
strukturu hrudkovitou a nehomogenni. Provedena korela¢ni analyza potvrzuje, ze hodnotitelé
se nesoustfedi pfi konzumaci jogurtu pouze na chut, ale i na jeho strukturu, a proto zvolili
cerstvy jogurt, ktery byl popisovan jako hladky a chutny, za lepsi.

U cerstvého, lyofilizovaného a rekonstituovaného jogurtu byl posouzen profil t€kavych latek.
S vyuzitim pfedem optimalizované metody HS-SPME GC-MS bylo ve vzorcich identifikovano
celkem 44 tékavych sloucenin. V lyofilizovaném a rekonstituovaném jogurtu doslo k nartstu
kyselin — octovda, butanova, hexanovd a oktanova. Z hlediska procentudlniho zastoupeni
u lyofilizovaného jogurtu pfevazuji kyseliny a ketony. Cerstvy jogurt mél nejvice riiznorodé
zastoupeni tékavych sloucenin, které mu dodaly klasickou jogurtovou vini a chut.
U rekonstituovaného jogurtu prevazovaly alkoholy, ketony a aldehydy, diky kterym nebyl
tak kysely jako lyofilizovany jogurt, ale ztratil svoji charakteristickou jogurtovou vini.

Pti mikrobiologickém vySetfeni jogurtu bylo, na zdkladé McFarlandovy metody a qPCR
analyzy, zjiSténo, Ze Cerstvy jogurt m¢l podle ocekavani vétsi mnozstvi zivotaschopnych
bakterii nez jogurt rekonstituovany. Vysledky qPCR ukazaly vyssi citlivost laktobacilti na
zménu teploty pii lyofilizaci, kde po rekonstituci jogurt vykazoval vyrazny pokles mnoZstvi
amplifikované DNA a niz$i intenzitu fluorescence. Naopak streptokoky 1 po rekonstituci
vykazuji vétsi odolnost vici teploté lyofilizace, protoze nebyl pozorovan vyrazny pokles
amplifikované DNA a snizend intenzita fluorescence.

Ze zjisténych vysledkl lze fici, ze lyofilizace, 1 pies jeji nespornou Setrnost, ovliviiuje
mikrobidlni profil jogurtu a zivotaschopnost pfitomnych bunck, ma vliv na profil t¢kavych
latek, a pfedevS§im na senzorickou kvalitu jogurtu nejen z hlediska struktury, ale i z hlediska
chuti, kde se vzorek stava kyselejSim.

Dalsi experimenty se mohou zamétovat na standardizaci procesu lyofilizace a pfip. moznosti
zmirnéni jeho dopadu na uvedené parametry
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Subsp.
E. coli
BMK
GRAS

S. thermophilus
L. delbrueckii
L. bulgaricus

Spp.

FMV

PCR

DNA
NMR
GMO
RNA
cDNA
QC-PCR
PCR-RFLP
PCR-SSCP
RAPD
SSR

SPME
GC-MS
GC

MS
HS-SPME
S. salivarius

subspecies — poddruh

Escherichia coli

bakterie mlééného kvaSeni

vSeobecné povazovany za bezpecné
Streptococcus thermophilus

Lactobacillus delbreueckii

Lactobacillus bulgaricus

druh

fermentované mlécné vyrobky

polymerazova fetézova reakce
deoxyribonukleova kyselina

nukledrni magnetické rezonance

geneticky modifikované organismy

ribonukleova kyselina

komplementarni DNA

kvantitativni kompetitivni PCR

polymorfismus délky restrik¢énich fragmentii PCR
polymorfismus konformace jednoduchych fetézci PCR
nahodné amplifikace polymorfni DNA
jednoduché repetitivni sekvence

mikroextrakce pevnou fazi

plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
plynova chromatografie

hmotnostni chromatografie

headspace mikroextrakce s pevnou fazi
Streptococcus salivarius
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Priloha 1: Dotaznik pro senzorické hodnoceni— Textura

Dotaznik pro senzorické hodnoceni jogurtu
VazZeni hodnotitelé,
Zhodnofte prosim nasledujici vzorky jogurtd.

Hodnotitel: Kufak - nekufak
Datum: Muz - 2Zena
Cas:

Zhodnoftte predloZzené vzorky z hlediska textury, postupujte dle instrukci, vysledky zapiste
do uvedenych tabulek/stupnic, vlastni pfipominky popiste slovné.

Textura

I I
PFilis Fidka PFlis husta

Pripominky

Pofadovy test
VazZeni hodnotitelé,
v nasledujici tabulce sefadte pfedloZené vzorky podle konzistence.

Pofadivzork( 1. (nejlepsi) 2. 3. 4. (nejhorsi)

Kéd vzorku

Pripominky
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Priloha 2: Spotiebitelsky dotaznik

Hodnotitel: Vek:
Pohlavi: Muz Zena
Kufik: Ano Ne

1) Znite lyofilizované vyrobky?
e ano, pravidelné konzumuji

JaKé? oo
e ano, oblas konzumuji

JaKE? oo
e ano, ale nekonzumuji

¢ ne

2) Setkal/a jste se s Iyofilizovanym jogurtem nebo jinymi fermentovanymi mlé&nymi
vyrobky?

¢ ano

S JAKYII? e

* ne

3) Ochutnejte pFed Vami pFedloZeny vzorek lyofilizovaného jogurtu a ohodnot'te jej
na zdkladé chutnosti.

e vybomny

¢ velmi dobry

e dobry

¢ ne zcela vyhovujici

e nechutni mi

PHipominky: ...



4) Byl/a byste ochotny/a si vyrobek koupit?
e ano

¢ ne

5) K jakému vyuZiti byste vyrobek doporudil/a?
¢ pochutina ke konzumaci
* pfidavek do jinych potravin, k pFipravé ndpoji &i zvySeni nutriéni hodnoty potravin

e jiné

JaKE? Lo

Dékujeme za spoluprici @
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Priloha 3: Dotaznik pro senzorické hodnoceni

Dotaznik pro senzorické hodnoceni lyofilizovaného jogurtu

Hodnotitel: Kufik — nekufik
Datum: MuZ -~ Zena

Cas:

ViéZeni hodnotitelé,

zhodnot'te pfedloZené vzorky v nasledujicich znacich, postupujte dle instrukei, vysledky zapiste
do uvedenych tabulek/stupnic, pfipadné vlastni pfipominky popiste slovné.

Jaké je Vase stanovisko pfed hodnocenim?
¢ Jogurty mam velmi rad/a.
¢ Jogurty nemam moc rad/a.
e Jogurt nemam rad/a.

Jak ¢asto jogurty konzumujete?
Kazdy den

3-4x do tydne

1-2x tydné

Ziidka

Vzhled a barva
Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot'te pfijemnost vzhledu a barvy vzorkil (do stupnice
zapiste kody vzorku).

Nepfijatelnad Vyborna

Popis krajnich bodi:

Vyborna - barva smetanova, leskld, stejnoroda, bez cizich odstinii. Vzhled &isty, hladky, leskly,
homogenni

Nepfijatelna - barva netypicka (naZloutld, nazelenald aj.), vyvstdvajici syrovitka, nehomogenni
vzhled, pfitomnost bublinek a jiné vady

Pripominky
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Textura
Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot'te texturu (hustotu, viskozitu) vzorki (do stupnice
zapite kody vzorkil)

I I
I I
Nepfijatelnd Vyborna

Prilis Fidka PFili§ hustd

Pripominky

Viing
Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnotte viini vzorki (do stupnice zapiste kody vzorki).

Nepfijemna Velmi pijemna
Popis krajnich bodi:

Velmi pfijemna — Cistd, bez cizich vini, mlé¢na, mimé nakysla
Nepfijemna - nedistd, nepfijemnad, ostfe kysela, pfipadné jiné vady

Pripominky
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Chut'
Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnotte chut’ vzorki (do stupnice zapiste kody vzorki).

Nepfijemna Velmi pfijemna

Popis krafnich bodi:
Velmi pfijemna — Cistd, jemné mléné nakysld, jogurtova
Nepfijemnd — malo nebo naopak pfilis kysela, nepfijemna, cizi pachuti a jiné vady

Pripominky

Pérové porovnavaci zkouska
ViéZeni hodnotitelé,

Porovnejte prosim nasledujici par vzorkl jogurtl a zakrouZkujte ten, ktery povaZujete za lepdi,
phijateln&jsi, a kterému byste dali pfednost a prot?

Kody vzorki Odivodnéni
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