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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na zkoumani rostlinnych alternativ mléka a dalSim rostlinnym
vyrobkim. Teoretickd ¢ast prace je vénovana zdkladnim definicim a popisu vyrobku jako
fyzikalné-chemickym a senzorickym vlastnostem vyrobku. Dale se vénuje technologické
vyrob¢, slozeni a vyzivové hodnoté vyrobku ¢i mikrobiologickému profilu a piidavani
benefitnich mikroorganismi do produktu.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na zkoumani mikrobiologického profilu vyroku
pfislusnymi metodami. Do vyrobku jsou pfidavany probiotika a kultivaénimi metodami je
pozorovana jejich zivotnost a za raznych skladovacich podminek. Dalsi ¢asti jsou vyrobky
podrobeny analyze mikrobiomu za pomoci molekularné diagnostické metody. Nejprve je
izolovana DNA ze vzorkid komerénim kitem. Izolované DNA je metodou PCR v realném case
zkouméano na pfitomnost domény Bacteria, rodu Lactobacillus a kvasinek.

Kultivaénimi metodami byly ve vzorcich stanoven celkovy pocet mikroorganismd.
Moznost piidavku probiotik do vyrobku byl potvrzen jako mozny za podminek skladovani
v chladu. Molekularn¢ diagnostickymi metodami byla potvrzena ptitomnost domény Bacteria
a kvasinek.

ABSTRACT

The thesis focuses on research into plant-based alternatives to milk and other plant products.
The theoretical part of the thesis is devoted to basic definitions, physico-chemical and sensory
properties. It also deals with technological production process, composition, and nutritional
value of the product, as well as its microbiological profile and the addition of beneficial
microorganisms to the product.

The experimental part focuses on examining the microbiological profile of the product
using appropriate methods. Probiotics microorganisms are added to the product, and their
viability is monitored through cultivation methods under various storage conditions. In the next
part, the products are subjected to microbiome analysis using molecular diagnostic methods.
DNA is first isolated from samples using a commercial kit. The isolated DNA is examined for
the presence of the Bacteria domain, the Lactobacillus genus, and yeast using real-time PCR.

The total number of microorganisms was determined in the samples using cultivation
methods. The possibility of adding probiotics to the product was confirmed under cold storage
conditions. Molecular diagnostic methods confirmed the presence of the Bacteria domain and
yeast.
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rostlinné alternativy mléka, mikrobiom, probiotika, polymerova fetézova reakce

KEYWORDS

plant-based milk alternatives, microbiome, probiotics, polymerase chain reaction



MASTILOVA, Eliska. Mikrobiologicky profil rostlinnych analogii mléka. Online, bakalaiska
prace. Stdpanka TRACHTOVA (vedouci prace). Brno: Vysoké ugeni technické v Brng, Fakulta
chemickd, 2025. Dostupné z: https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/161999. [cit. 2025-
05-17].

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem svoji bakalatskou praci vypracovala samostatné a veskeré pouzité literarni
zdroje jsem uplné a spravné citovala. Bakalarska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a jeji mozné vyuziti ke komer¢nim t¢eliim je mozné pouze se souhlasem
vedouciho bakalaiské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Touto formou bych chtéla podékovat svoji vedouci Ing. Stépance Trachtové, Ph.D. za odborné
vedeni a pomoc pii zpracovavani této bakalaiské prace. Dale bych chtéla pod€kovat doc. Evé
Vitové Ph.D. za konzultaci a poskytnuti prostoru k senzorické analyze.


https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/161999

I V0D e 8
2 TEOTEHCKA CASL....eeiieiiie ettt b e e r e nnr e neennne s 9
2.1 Rostlinné alternativiid NAPOJE.......cvvrveeriiiiiiieiieie e 9
2.1.1 Fyzikélné-chemické vlastnosti rostlinnych alternativ...........cccccooviieniinicinene. 9
2.1.2  Senzorickeé vlastnosti rostlinnych alternativ mléka.............ccooviiiiiiniicinn, 9
2.2 Typy rostlinného alternativniho mI€ka............coooiiiiiiiiiici, 10
2.2.1  KOKOSOVE MICKO.....coiiiiiiiiiiiiiie e 11
2.2.2  Mandlove MIEKO.......ccuiiiiiiiii it 11
23 Vyroba rostlinnych NAPOJU .....ccvveviiiiiieiiiieie s 11
2.3.1  PredUprava SUTOVIN.......cuiiiueeeiiiesiieessiieessiieessssesssssesssssesssssesssssesssssesssssesssessssees 12
2.3.2  EXITAKCE...uiiiuiieiee ettt 12
2.3.3  Enzymatick€ ZPraCOVANT ........cceiieiiiiiiiiiesiisie et 12
2.3.4  KVASEIT ettt e 13
235 KHCENT .oviiiiiiiiiicri e 13
23,6 OddELENT ....oovviiiiiiiii i 13
2.3.7  S10ZENT VYTODKUL ....iiiiiiiiiiicie et 13
2.3.8  HOMOZENIZACE .......eeiieiiiieiie et nnnens 14
2.3.9  Tepelné ZPraCoOVAN......c.cciiiiiiiiiiieii e 14
2.3.10 ObOhACOVANT ZIVINAIMIL.....eeiuviiutiesiiieiiesire et et et ettt ss e e e et esneenneeeneesneeas 14
2.3 11 BaIEN it 15
24 SloZeni @ VYZIVOVE VIASTNOSTE ....eeiviiiiieiie i 15
241 PIOTEINY wevouviiiiiiiieiti ittt 15
242 Tuk amastné KYSEIMNY .....ccioviiiiiiiiiiciice e 15
243 SACKAIIAY ..o 16
244  Vitaminy @ MINETALY ....c.ocoviiiiiiiiiii e 16
2.4.5  BioaKtivid TAKY ..oooooiiiiiiic 16
2.5 Mikrofora rostlinnych alternativ mléka...........c.ccoiveiiiiiiie 17
2.5.1 Bakterie mléEného KvaSeni.........ccocviiiiiiiiiiiiici 17
2.5.2  KVASINKY oottt 17
2.5.3 RO BACTIIUS ..ottt et 18
2.5.4  ROA CIOSIFIAIUN ... 18



2.6 Ptidavek probiotik do rostlinnych alternativ ml€ka ...........ccccovvviiiiiiiiiin e, 18
2.6.1  ROA LAKIODACIIIUS ..........ooooveeeiiiiiiie et 19

2.6.2  Vliv na senzorické vlastnosti rostlinnych alternativ mléka po ptidani probiotik. 19

2.7 Legislativni pozadavky na vyrobek..........cccciiiiiiiiiii e 20
2.8 Metody pro stanoveni miKrobiomu ............ccovveriiiiiiciii e 21
2.8.1 Mikrobiologické kultivacni metody ........coccvviiiiiiiiiiiiiiieii e 21
2.8.2  Molekularn€ diagnostické metody ...........ccoviriiiiiiiiiiieii e 21
2.8.3  Senzorickd analyzZy..........ccociiiiiiiiiiiieei 23

3 CILE PRACE ...t 25
4 EXPERIMENTALNI CAST ...oooiiiiiiiiiieieiesess s 26
4.1 IMEALEITAL ..ottt ettt et beenrne s 26
411 VZOTKY oo 26
4.1.2 ChemMIKALIE ....oooiiiiiieiie e 26
4.1.3  PTStroje @ POMUCKY ....ccviiiiieiiiieiiee e 27
4.1.4  Kultivatng MeEdIa ......cceeiiiiiiiiiieiie et 27
4.1.5  Pozitivitl KONEIOLY ...cooiiiiiiiie e 28
4.1.6 POUZILE PIIMETY .eeoivieiieiiiieiie sttt ettt e e n e e ne e e b e e nneeanneennneas 28

4.2 IMEBLOAY .. 29
4.2.1  Kultivani VYSEITENT ..ccvviviiiiiiiiiiiieii e 29
4.2.2 1Z01aCE DINA ...t 30
4.2.3  Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA.........cooiiiiiiiiic e 30
4.2.4 Polymerova fetézova reakce v redlném Case..........covvviveiiiiiiniiienniie e 31
4.2.5  Senzorickd analyZa..........cccocveiiiiiiiiiiiiii 32

5 VYSLEDKY A DISKUSE .....ostvimiiimiiiiiiiiiesiissisesssssss s 33
5.1 KUultivacngd VYSELIENT .......eviieiiiiiic e 33
5.1.1 Metoda nejvyssiho pravdépodobného poctu.........coevviiiiiiiiiiiiiiici e 33
5.1.2  Ptidavek probiotik do VYTObKU.........ccciiiiiiiiiiiiiiicc e 34

5.2 Molekularn€ diagnostick€ metody ...........ccooveriieiiiiiieie s 35
5.2.1 Izolace DNA a méfeni jeji koncentrace a CiStoty .......cccoovvvviiiiiiniiiiiiciiniiisienn, 35
522  RetéZova polymerova reakce V GaSE.......ceveveereereererssesesessessessesessesessessessesssssenens 36

53 Senzorickd analYZa ..........cvoiiiiiiiie s 38
54 Shrnuti VYSIEAKT........ooviiiiiii 39

6 ZAVER oottt 41
7 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ....cosvvvrirvririrerineesiesssssssessesssesssssssssssssssssssssesans 42



8
9

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ..ooveveeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeereeesereeeeseeesssesssssessssessssaesens

PRILOHY



1 UVOD

Zivo¢isné mléko je cenénou a dileZitou potravinou v lidské stravé, ktera miize poskytnout
zodpovédné za protizanétlivé, protiinfekéni a probiotické Gcinky [1]. Jedna se o potravinou,
ktera obsahuje téméi vSechny Ziviny nezbytné pro chod lidského téla, je stile hojné
konzumovano i v dospélosti [2].

V poslednich letech byly na trh vyvinuty a uvedeny nové rostlinné potraviny a napoje, aby
reagovaly na rostouci poptavku po alternativach k zivoc¢iSnym produktim. Lidé s intoleranci
laktozy, malabsorpci nebo alergii na mlééné bilkoviny by méli upfednostiiovat alternativni
vyrobky [3]. Kromé& faktu, Zze rostlinnd mléka nahrazuji laktézu, mohou byt tyto mléka
prospésna i pro zdravi populace, diky surovindm pouZzivanym pii vyrobé. Rostlinné alternativy
mléka obsahuji Ziviny a mikroZiviny pfitomné ve sloZeni potravin, které ptindsejici zdravotni
vyhody a pozitivné piisobi na lidsky organismus [4].

V Evropé spotieba bilkovin rostlinného mléka neustéle roste a roné se zvySuje o 11 %
rostlinnych potravin a napoju, které¢ jsou nahradou k mléénym vyrobkiim [3]. Spotiebitelé
zacinaji vice vyhledavat zdravé potraviny, jako jsou fermentované potraviny obsahujici
probiotika [5]. Bylo zjiSténo v souladu s literaturou, ze vétSina alternativnich bilkovinnych
potravin je spotiebiteli pfijiméana hiife. Pro zlepSeni senzorického profilu a ptijatelnost vyrobku,
byli vyzkouSeny smési alternativnich bilkovinnych mlék nebo ptidani slozek, jako je vanilkovy
extrakt [6].

Cilem této prace bylo sledovat pomoci kultiva¢nich a molekularné diagnostickych metod
mikrobiom rostlinnych alternativ mléka a jejich vyrobku s a bez ptidavku probiotik. Probiotika
byla pfidana do nékterych z téchto vyrobkll a nésledné¢ byla pomoci kultiva¢nich metod
pozorovana Zzivotnost, vybraného probiotika v prostfedi rostlinného ndpoje. Vybranym
probiotikem byl Lactobacillus casei jehoz ptitomnost byla zkouméana v mandlovém napoji.
Kromé mikrobiologického profilu vyrobku byl v praci také analyzovan spotiebitelsky zajem.
Za pomoci senzorické analyzy byla prozkoumana obliba rostlinnych nahrazek mléka u
spottebiteld.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rostlinné alternativni napoje

Kravské mléko je povazovano za jednu z potravin s nejkomplexnéj$im a plnohodnotnym
slozenim, které v soucasné dobé konzumuje pfevdzna vétSina populace [7; 8]. Poskytuje
zékladni ziviny potiebné k zivotu, jako jsou tuky, bilkoviny a sacharidy [8]. Krom¢ primarnich
metabolitli je také zdrojem fady dalSich mikrozivin jako je vapnik, selen, riboflavin, vitamin
B12 a kyselina pantotenova neboli vitamin BS5, kterd k celkovému rtstu a udrzeni télesného
chodu vyznamné ptispiva [9]. Ackoliv je mléko dobrym zdrojem zakladnich zivin dilezitych
v lidské stravé, existuji zapory spojené s konzumaci této potraviny [10]. Kravské mléko je
nejcastéjSi alergenem v raném détstvi, ale vétSina déti z této alergie vyroste [11]. Jednim
z hlavnich negativ spojenych s konzumaci této potraviny je alergie na bilkovinu kravského
mléka. Tato alergie je zplisobena nepfiznivou imunitni reakci na dietni antigen obsazeny v
kravském mléce [10]. Dalsi nepfiznivym zdrojem ovliviujici lidské zdravi ve spojeni
s konzumaci kravského mléka je intolerance na laktozu [12]. Clovék s intoleranci na laktozu
neni schopen travit a vstiebavat laktozu ze stravy, kvili absenci nebo nedostatku enzymu
laktazy [13; 12]

V soucasné dobé probiha nékolik vyzkumt zabyvajici se nahrazenim ZivociSného mléka
za rostlinnd mléka [4]. V kategorii mléka je rostlinné mléko nyni vedouci inovator, diky
pokrokiim v oblasti vyvoje vyrobku a s tim souvisejici rozmanitost slozek, které se snazi
napodobit smyslové vlastnosti i vyzivovou hodnotu kravského mléka [14]. Rostlinné napoje
jsou extrakty na bazi zeleniny, lusténin, obilovin, pseudoceredlii a ofechili rozpustnych ve vodé
[15]

2.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti rostlinnych alternativ

Fyzikaln€ chemické vlastnosti vyrobku se li§i v zavislosti na pouZzité primarni sloZce, sloZeni a
zpusobu oSetfeni pii vyrob¢ napoje. Prevazné se jedna o vyrobky vykazujici chovani tekutin
fidnoucich smykem s riznymi indexy lomu [16]. Pfi navrhovani sloZzeni a metody extrakce je
dalezité¢ zohlednit 1 jiné fyzikalné-chemické vlastnosti jako distribuci velikosti ¢astic, typ
emulgatoru nebo slozeni vodné faze. Tyto faktoru je dilezité zohlednit kvili tprave koloidnich
interakci v rostlinnych napojich [17]. V piipadé rostlinnych nardzek na bazi s¢ji, ovsa anebo
araSidu se primérnd velikost kapicek pohybuje v rozmezi od 0,29 um do 1,55 um [18].
Rostlinné alternativy mléka maji pH hodnotu v rozmezi od 6,60 do 6,83, coz je hodnota
odpovidajici mléku hovézimu [16]. DalSim sledovanym parametrem je viskozita. U vyrobku na
bazi arasidu byla pozorovana nizsi viskozita nez u vyrobku ze s6ji. Tento rozdil je disledkem
vys$iho obsahu tuku v aras§idovém mléce, ktery napomaha lepsi emulgaci bilkovin a tim snizuje
viskozitu népoje [18].

2.1.2 Senzorické vlastnosti rostlinnych alternativ mléka

V soucasné dobé€ se na spotiebitelském trhu objevil Siroky vybér alternativ rostlinnych napojt
vyrobenych z raznych surovin, jako jsou luSténiny (cizrna, soja), obiloviny (oves, ryze),
pseudoobiloviny (quinoa, teff, pohanka), ofechy (mandle, kesu, kokos) nebo semena (sezam,
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konopi) [19]. Navzijem se od sebe lisi senzorickymi a nutricnimi vlastnostmi v zavislosti na
suroving€, zpracovani, obohaceni a ptitomnosti dalSich slozek, jako jsou sladidla a aromatické
prisady [20]. Piestoze je publikovano stéle vice studii zabyvajicich se senzorickymi vlastnostmi
potravin rostlinného ptivodu, malo z nich se vénuje konkrétné kategorii rostlinnym alternativam
mlék [6]. Soucasn¢ musi Celit vyzvam, mezi které patii hlavné horsi senzorické vlastnosti a
snizena pfijatelnost pro spotiebitele oproti zivocisnému mléku [21].

Bylo zjisténo, ze hlavni chutovy znak rostlinnych alternativnich mlék je na Grovni
slozek spojen s rostlinnym zdrojem [6]. Vyrobky na bazi obilovin jako je oves, ryZe nebo
pohanka maji obilnou pfichut’ a vyrobky na bazi ofecht jako jsou mandle, kokos, liskové ofechy
a para ofechy se budou vyznacovat ofechovou ptichuti a maji Casto kiidovou viini [22; 23].
Nekteré rostlinné slozky jako rozpustna vldknina zlepsuji texturu a piijemny pocit v Gstech [24].
V ramci konkrétnich kategorii byly také nalezeny urcité vyrobky s rozdilnymi specifickymi
chutémi, viinémi a konzistenci oproti jejich sesterskym vyrobkiim [23]. Star$i studie ukazala,
ze mléka na bazi ryZe s niz8im obsahem cukru vykazovala skrobovou, fermentovanou vini s
lepenkovou a syrovou chuti [25]. Vyrobek byl méné preferovan, coz je diikkazem, Ze 1 v rdmci
stejné rostlinné kategorie vyrobku miize ptidavek slozek ovlivnit senzorické faktory [25; 21].

Rostlinné alternativni napoje jsou stile negativné spojovany s vyrobky s nepiijemnou chuti,
protoze ¢im mén¢ je chut alternativniho mléka podobna zivocisnému mléku, tim nizsi zajem je
u klasickych spottebiteld [6; 26].

Vroce 2019 vysla studie zkoumajici alternativy mléka na bazi ryze zameétfené na
hodnoceni senzorickych vlastnosti téchto vyrobkl vyskolenymi tucastniky a hodnoceni
spotiebitele jejich pfijatelnosti. Stupent sladkosti vyrobkli znacné€ ovlivnila oblibenost u
spotiebiteld, kteti nékteré vyrobky oznacily za pfili§ sladké a n¢které naopak za nedostatecné
sladké. Chut’ vyrobki v ustech se vyznamné liSila a ovlivilovala jejich oblibenost. U vSech
testovanych vyrobkll ze studie vyplynula urcitd zjisténi, jako pfiliS mald hustota. Bylo
doporuceno vyvojafim a zpracovatelim, aby zvysSili hustotu téchto vyrobkill, pro lepsi
piijatelnost spotiebitele [27].

2.2 Typy rostlinného alternativniho mléka

Podle primarni slozky neboli pfislusného rostlinného zdroje byly rostlinné alternativy mlé¢nych
vyrobkll rozd€leny do 5 riznych kategorii, a to na pseudoobiloviny, obiloviny, lusténiny,
ofechy, semena a pfipadné smési primarnich slozek. Krome¢ téchto hlavnich kategorii se na trhu
objevuji i podkategorie, které zahrnuji ndpoje na bazi mandli, kokosu, slune¢nicovych semen,
cizrny, konopi, hrachu a ryze [11; 24]. Napiiklad skupina napoji vyrobena z ofechi a semen
zahrnuje mandle, liskové ofechy, kesu, kokos, tygii ofechy a vlaSské ofechy [11]. Obecné maji
mlécné vyrobky na bazi ofecht hustsi texturu a zaroven vyrobky z mandli, keSu a para ofechil
mayji sladkou chut [23]. Zvlastni kategorii je skupina smiSenych mlék, ktera zahrnuje alternativy
obsahujici primarni slozku z vice rostlinnych zdrojii [11]. Népoje vykazuji odlisné sloZeni a
chut’ v zavislosti na rostlinné suroving [24].
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2.2.1 Kokosové mléko

Kokosovy ofech Ize pokladat za ovoce s vyzivovou hodnotou, protoze kazdou jeho ¢ast jde
vyuzit k riznym tcelim [8]. Je povazovano za nejvhodnéjsi nahradu kravského mléka, jelikoz
jej 1ze pouzit jako ndhradu kravského mléka ve vyrobcich jako syr, jogurt nebo mrazené dezerty
[28]. Mléko ziskané z tohoto plodu se celosvétové pouziva k vyrobé cukrovinek, peciva,
suSenek a zmrzliny. Kokosové mléko je dobte stravitelnd nahrazka mléka, diky pfitomnosti
triglyceridi se stiedné dlouhym fetézcem. Kokosovy ofech na rozdil od jinych analogti mléka
obsahuje mastné kyseliny se stfedné dlouhym feté¢zcem. Ty se snadno vstiebavaji a metabolizuji
v jatrech, kde se preménuji na ketolatky uzitecné pro fungovani mozku [29].

Mlad¢ kokosové mléko obsahuje sacharidy, tedy hlavné sacharézu a Skrob. Dale lipidy
a bilkoviny, které jsou bohaté na lysin, methionin a tryptofan [30]. Mléko obsahuje pomérné
mnozstvi minerdlnich latek a vitaminti, naproti tomu je obsah vapniku velmi nizky, a to z tohoto
vyrobku ¢ini nemléény ndpoj s nedostatkem vapniku [31].

2.2.2 Mandlové mléko

Mandle je potravina podporujici funkce jako mentalni bd¢€lost, sousttedéni, pamét’ a pomahaji
k dobrému spéanku, pfi spravném uziti [32]. Jsou pouzivany jako sloZzka pecenych potravin,
cukrovinek, miisli ty¢inek, snidanovych ceredlii a mnoha dalSich vyrobku [33].

Hlavni slozky mandli jsou bilkoviny, lipidy, rozpustné cukry, minerélni latky a vlaknina
[4]. Vétsina mandli obsahuje 16-23 g/100 g bilkovin, pfiemz jsou tvofeny pievazné
esencidlnimi aminokyselinami. Lipidy, tvofeny pfedev§im nenasycenymi mastnymi
kyselinami, konkrétné mononenasycenymi tuky jsou zastoupeny v mnozstvi 31-35 g/100 g s
pfevahou kyseliny olejové [34; 35]. Vysoky obsah mastnych kyselin ma vyznam pfi ristu
patogennich mikroorganismi jako jsou Escherichiae coli a Listeria monocytogenes [36].
Snizeni vyskytu patogenli je mozné tepelnym zpracovanim, ale soucasné pii pouziti téchto
metod dochézi ke sniZeni nutricnich hodnot [37]. Kromé hlavnich slozek je tato surovina
dobrym zdrojem vitaminu E a komplexu vitaminu B. Obsah vitamin E ve form¢ a-tokoferolu
¢ini 25,87 mg/100 g mandli, naproti tomu komplex vitaminu B zahrnujici vitamin B1 az B6, je
fadové nizsi a €ini 0,24 mg/100 g B1, 0,8 mg/100 g B2, 4 mg/100 g B3, 0,3 mg/100 gB5a 0,13
mg/100 g B6 [38].

Mandle jsou bohaté na nutri¢ni slozky, a to pfedevsim na vapnik, hoi¢ik, selen, draslik,
zinek, fosfor a méd’, a protoZe v mandlich je pfitomna i arabin6za maji prebiotické vlastnosti
[34].

Alergie na mandle je béZnou alergii zpisobend latkami jako amandin, coZz je hlavni
protein mandli. Déle miiZe byt zptisobena proteiny legumin a prunin, které jsou hlavni zasobni
proteiny semen vyskytujici se v mandlich pfiblizné¢ 65 % [39]. Tyto proteiny lze snadno
odstranit pomoci mechanickych a fermenta¢nich uprav [40].

2.3 Vyroba rostlinnych napoji

Rostlinné alternativy mléka jsou z chemicko-fyzikalniho hlediska koloidni suspenze nebo
emulze skladajici se z rozpuSténého a dezintegrovaného rostlinného materidlu [41]. Napoje
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tohoto druhu jsou zpracovavany nékolika typi procesti v zavislosti na suroving, z které se napoj
ziskava, existuji vSak spolecné procesy zpracovani pro vSechny rostlinné napoje. Mezi tyto
univerzalni kroky zpracovani patii prediprava suroviny, extrakce mléka, zapracovani
pridatnych latek, suspenze, stabilizace a vhodné skladovéni pro zlepSeni trvanlivosti vyrobku
[42].

2.3.1 Piedaprava surovin

Pfed samotnou vyrobou je nutnd preduprava surovin [43]. Suroviny byvaji upravovany pred
samotnym zpracovanim pievazné kvuli zlepSeni nebo umoznéni samotné extrakce, zvyseni
nutriéni kvality, zlepSeni senzorickych vlastnosti nebo odstranéni neptijemné chuti. Samotny
krok piedupravy surovin zahrnuje loupani a namaceni [44]. Namaceni podporuje zmékceni a
roztaznost surovin, usnadiuje rozmeélnéni suroviny pii procesu mleti [45]. Surovina je
namacena podle druhu ve vodé podobu 3 az 18 hodin nebo v alkalickém roztoku s 0,2 az 2 %
hydrogenuhli¢itanu sodného. Prvni ptipad namaceni ve vod¢ se pouziva na suroviny jako hrach,
kesu ofechy, s6jové boby, oves nebo sezam, v druhém ptipade se jedné o suroviny jako arasSidy
a tygti ofechy, u kterych dochazi pii procesu k odstranéni fazolové a ofechové chuti [44].
Kromé¢ pozitivni podpory pfi dalSim zpracovani snizuje namaceni pocatecni mikrobidlni z4téz
[46].

DalSimi Casto pouzivanymi procesy jsou blanSirovani, odtuciiovani ¢i fermentace.
Blansirovéni je vyuzivano pii pfedipravé mandli pro odstranéni slupky nebo pro odstranéni
nepiijemné chuti u aras$idd. Je nutnou soucasti inaktivace inhibitord trypsinu a lipoxygenaz,
které produkuji bilkoviny. V ptipad¢ fermentace se jedna pievazné o proces pro zlepseni
nutri¢nich vlastnosti [44]. Mezi procesy piedupravy patii i prazeni surovin, které zvySuje aroma
a chut’ kone¢ného produktu. PoZiti zahfivani mize mit za nasledek snizeni rozpustnosti bilkovin
a rychlost extrakce [47].

2.3.2 Extrakce

Proces extrakce ma zasadni vliv na vysledny sloZeni vyrobku [44]. Lze zlep§it t¢innost extrakce
zvySenim teploty, pfidanim enzym, fermentaci, klicenim nebo zvySenim pH pomoci NaOH
nebo hydrogenuhlicitanu [43]. Vys§i teplota pii extrakci zvySuje extrahovatelnost tukii, naopak
dochézi pti zvyseni teploty k denaturaci bilkovin, ¢im se snizuje rozpustnost tuku a vytéznost.
MozZnou alternativou je pouziti extrakce pomoci mikrovln, pouzivana ptevazné pro vyroku
sojového alternativniho mléka. Ve srovnani s metodou extrakce parni infuzi zvySuje extrakce
mikrovin vytéZnost, obsah bilkovin a celkovou rozpustnost susiny. Mikrovinny ohfev zvysuje
solubilizaci polysacharidii a dalSich slozek [48]. Tento typ extrakce také mlZe pomoci
s odstranénim rizikovych faktori, jako jsou kyanogenni glykosidy nebo inaktivovat endogenni
oxidazy v rostlinnych surovinach, a tim zlepsit oxidacni stabilitu konecného vyrobku [49].

2.3.3 Enzymatické zpracovani

Enzymolyza je U€innd za mirnych reakénich podminek, vykazuje nizkou energetickou
narocnost, vysokou u¢innost. Pfi tomto procesu je spotieba rozpoustédla velmi nizka, diky které
je podpoteno uvolnéni vnitrobunécnych bunék, zvysuje obsah bilkovin a rozpustnych cukri,
zlepSuje stabilitu a senzorické vlastnosti vyrobu [50]. Je uvadéno ze Céaste¢nd enzymova
hydrolyza bilkovin a polysacharidi mé pozitivni vliv na vytéznost extrakce [51], zarovei je
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klicovym krokem pti podpoie rozpousténi zivin [52]. Dochézi k Zelatinizaci Skrobu, pficemz
naslednym vodnim mletim se vytvaii vysoce viskdzni gel. Proces je velmi Gcinny pii pfiprave
ovesného napoje [44].

2.3.4 KvaSeni

Rostlinné napoje vyrabéné mikrobidlni fermentaci se obvykle fermentuji ve smisenych
kulturdch za pouziti dvou ¢i vice mikrobidlnich kment, ¢imz se zlepsi kvalita kone¢ného
produktu [53]. Nejcastéji se k témto ucelim pouzivaji bakterie mlééného kvaseni, bacily a
kvasinky. Fermentace muze zlepsit chut’ vysledného vyrobku ¢i odstranit nezadouci pachy a
zaroven vytvorit ptijemnou vini [43]. Kromé senzorickych vlastnosti mlize mit pozitivni
nasledky na nutricni hodnotu, jako zvySeni obsahu zivin a zlepSenim jejich biologické
vyuzitelnosti [54]. U mandlového napoje fermentace pomoci bakterii mlééného kvaseni zvySuje
obsah fenolickych slouceni, ¢im ziskaji vyssi antioxidacni kapacitu [43].

2.3.5 Kliéeni

Kli¢eni se pouziva k uvolnéni zivin, protoZe syrova zrna nejsou tak vyzivna jako nakli¢ena [43].
Proces kli¢eni podporuje enzymaticky rozklad sacharidli na jednoduché cukry, ale ucinek je
zavisly na aktivaci hydrolytickych a amylotickych enzymii, coz vede k sniZzeni obsahu Skrobu
a zvySeni obsahu jednoduchych cukrti [55]. Pfi kombinaci kli¢eni s dals$i technologii je
potencidlné mozné ziskani vyzivnych rostlinnych népoji [43].

2.3.6 Oddéleni

Filtraci, dekantaci nebo odstfedénim jsou hrubé castice oddéleny ze suspenze[47], podle
pozadavkl na velikost ¢astic [43]. Pfi separaci se odstrafiuje pfevazné nerozpustna vlaknina,
pro dosazeni urcCité jemnosti ¢astic, ¢imz je podpotena stabilita vyrobku [43]. V ptipadé surovin
s vysokym obsahem tukt je nutné piebyte¢ny tuk odstranit separatorem. Odd¢€leny produkt 1ze
tepelné zpracovat za cile ziskat olej nebo sekundarni suroviny, napt. slozka zmrzliny nebo
pekarenskych vyrobka [47].

2.3.7 Slozeni vyrobku

V této fazi vyrobi dochézi k ptfidédvani slozek do zdkladu vyrobku, pfevazné se jednd o
vitaminy, mineralni latky, sladidla, ochucovadla, barviva, stl, oleje a stabilizatory [44]. Béhem
procesu michdni se do ndpoji pfidavaji cukr, sil, Uprava kyselosti, aroma a vonné latky
z exogennich zdrojl pro zlepseni chuti a viing [43]. Mezi nejbéznéjsi stabilizatory pouzivané u
tohoto typu vyrobku patii karagenen, ryzovy Skrob, guma gellan, kukufiény dextrin,
xanthanova guma, guma guar a tapiokovy Skrob [44]. Stabilizacni emulze jsou pifidavany do
napoju po sterilaci za vysoké teploty [43].

Dal8im velmi pouzivanou pfisadou u alternativnich mlék je metabisulfit sodny uréeny
pro konzervaci nebo také kyselina citronova pouzivand jako antioxidant [44]. Rostlinné népoje
se znacn€ odliSuji od zivocisSnych mlék nutricni kvalitou a biologickou dostupnosti, proto je
obohaceni téchto vyrobkl nezbytné [47].
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2.3.8 Homogenizace

Produkt je pfed homogenizaci sdm o sob¢€ nestabilni, protoze obsahuje nerozpustné castice,
které maji vysSsi hustoty, néz voda, a tak se usazuji na dné. Jedna se o bilkoviny, Skrob, vlakninu
a dalsi bunécny material. Homogenizace zlepSuje stabilitu rostlinné alternativy mléka
nerusenim agregatu a kapicek lipidu, velikost ¢astic se snizi a jejich distribuce se naopak zvysi
[56]. Procesu homogenizace 1ze dosahnou mechanickym zafizenim, mezi které patii michacky
s vysokym smykem, koloidni mlyny, vysokotlaké ventilové homogenyzatory a
mikrofluidizatory [44].

Casto pouzivanou metodou pro homogenizaci pii zpracovani rostlinnych napoji je
ultravysokotlaka homogenizace [43]. U alternativnich vyrobk mléka na bazi mandli a soji
muze metoda zlepsit stabilitu a prodlouzit trvanlivost [57]. Kapalny vzorek je vystaven
smykové a kavitacni sile v homogenizatoru. Dochézi k vysokorychlostnimu narazu kapaliny a
vifivému pusoben, ¢imz se vzorku ztraci strukturu a castice v emulzi se zmens$i. Celkova
stabilita na konci procesu je vyS$si. Pii procesu se pracuje s vysokymi tlaky, coz muze
zpusobit pokles mikroorganismu a tim zajistit nezavadnost konecného vyrobku. Takto oSetfené
vyrobky lze skladovat pti pokojové teploté po dobu az 6 mésicti [43].

2.3.9 Tepelné zpracovani

Tepelné oSetieni pozitivné ovliviluje konzervaci, konkrétné snizuje pocet mikrobii a inaktivuje
enzymy pritomné v suspenzi [58]. Je nutné zvolit vhodnou kombinaci teploty a ¢asu, abychom
zajistili zni€eni vSech nezadoucich latek, tim Ze je zabranéno shlukovani kapicek pokrytych
olejem [47]. U komer¢nich vyrobkll dochazi k oSetfeni pasterizaci, okamzitou sterilaci,
ultravysokou teplotou nebo vysokoteplotni vysokotlaké sterilaci, aby se prodlouzila jejich
trvanlivost [43]. Pasterizace je obvykle proces oSetfeni pti teploté nizsi 100 °C, ktery inhibuje
patogenni mikroorganismy [47]. Nanestésti, vysoké teploty pfi upravé mizZou zplsobit zmény
struktury, fyzikalnich a chemickych vlastnosti, coz mize mit negativni vliv na vyrobek a pro to
se zacinaji vice pouzivat Setrnéjsi alternativy [43].

Pro komer¢ni vyrobky byla navrzena metoda pulzniho elektrického pole, ktera
prodluzuje trvanlivost vyrobku [47]. Jedna se o steriliza¢ni techniku bez pouziti zvySené
teploty. Vzorky jsou vystaveny pulzim vysokého tlaku pfi teplotich 30 az 40 °C [59]. Pti
intenzivnich pulzech dochézi k elektroporaci, kterd zptisobuje vyssi propustnost mikrobidlnich
membran bunék, coz vede k jejich poskozeni az smrti. Metoda je vhodna predevsim pro tekuté
potraviny s nizkou vodivosti a viskozitou [43].

2.3.10 Obohacovani zivinami

Pii zpracovani rostlinnych alternativ mléka dochazi ke zméndm koncentraci mikroZivin.
Ptikladem je namaceni nebo bé¢leni surovin v po¢atecnich upravach, kdy mize dojit ke ztraté
vitaminl rozpustnych ve vodé€ nebo dekantace, kdy dochézi ke ztraté mineralnich latek. Dal§im
faktorem ovliviiujici koncentraci mikrozivin ve vyrobku je teplota. Teplené zpracovani mtize
zniCit, v zavislosti na Case a teploté, n¢které vitaminy nebo denaturovat bilkoviny [60]. Proto je
obohaceni doporuceno provést po teplenych tpravach [44].
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2.3.11 Baleni

Zpravované napoje jsou baleny podle potteby do obalti pro distribuci a skladovani. Vyrobek je
balen do kartonovych obalt, tedy vicevrstvych krabic nebo do plastovych lahvi. Rostlinné
alternativy mléka se také susi rozpraSenim nebo v bubnu. Vznika stabilni prasek, ktery Ize podle
potfeby obnovit na pozadovany produkt [44]. Pied susenim by mél kapalny produkt
stabilizovany, abychom nasledn¢ ziskali stabilni produkt [61].

2.4 Slozeni a vyZivové vlastnosti

Vyzivovy profil rostlinného mléka je zavisli na pouzité suroving, slozeni a procesu vyroby [17].
Jejich slozeni se 1isi pfevazné obsahem cukru, tuku a bilkovin. Ve srovnani s kravskym
mlékem, které ma vysokou nutricni hodnotu jsou rostlinné alternativy o néco nutricné
nevyrovnané. Zatim co kravské mléko je dobrym zdrojem bilkovin, vapniku, fosforu, drasliku
a vitaminu D, rostlinné népoje maji vétSinou nizsi vyzivové hodnoty a je nutné obohaceni o
ruzné ziviny[44].

2.4.1 Proteiny

Podobné jako kravské mléko ma i rostlinnd alternativa této potraviny na bazi s6ji vysoky obsah
bilkoviny. S6jovy ndpoj obsahuje nejvyssi obsah bilkovin ze vSech alternativ a je povaZovany
za kompletni zdroj bilkovin pro dospélého Cloveka, protoze obsahuje vSechny esencidlni

bilkovin v ndpojich se pohybuje od 0,6 g/kg v ryzovém népoji po 43,0 g/kg v sdjovém.

Rostlinné napoje maji mezi jednotlivymi druhy velmi odli$ny obsah aminokyselin [62].
Oproti mléénym bilkovindm maji mirny nedostatek nékterych esencialnich aminokyselin, jako
metionin a lysin [63]. Obecn€ se ma zato, Ze kvili nepfitomnosti téchto aminokyselin maji
rostlinné bilkoviny niZ8i vyZivovou hodnotu, nézZ mlécné bilkoviny [43].

2.4.2 Tuk a mastné kyseliny

Rostlinné alternativy jsou bohaté na nenasycené mastné kyseliny, obsahuji jen malé mnozstvi
nasycenych mastnych kyselin a neobsahuji cholesterol [64], coz pfindsi benefity pro zdravi
¢loveéka [65]. Polynenasycené mastné kyseliny je podskupina zahrnujici omega 3 a omega 6
mastné kyseliny, které pfindseji pii konzumaci mnoho zdravotnich vyhod. Pfi pfijimani omega
3 a omega 6 potravou je dilezité udrzovat vhodnou rovnovéhu, protoZze nadmérnd konzumace
omega 6 a nedostatek omega 3 muze zpusobit nechténé zdravotni potize [43]. Napiiklad
konopné mléko je bohatym zdrojem a-linolové kyseliny, coz je dileZitd omega 3 mastna
kyselina [65]. Mastné kyseliny obsazené v téchto vyrobcich jsou prevazné mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem, kromé tuku obsazeném v kokosovych vyrobcich. Ty naopak obsahuji
mastné kyseliny s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem. Byl zjisténo Ze napoje s dlouhymi
fetézci maji vysoky obsah omega 6 mastnych kyselin ve srovnani s kokosovym nébojem a
mlékem [62]. Triglyceridy se stfedné dlouhymi fetézci v kokosovém mléce, maji pozitivni vliv
na télesnou hmotnost, hladinu inzulinu a rychlost metabolismu. I pfes to Ze kokosové mléko
obsahuje vysoky podil nasycenych tukll jednd se o vyrobek, ktery ma ptinos pro zdravi clovéka
[16]. Pramérny obsah celkovych transmastnych kyselin se pohybuje od 0,0015 g/100 g do
0,0022 g/100 g vyrobku [62].

15



2.4.3 Sacharidy

Sacharéza, fruktéza, glukédza, laktdza, Skrob a vldknina jsou sacharidy obsazeni ve vSechny
rostlinnych napojich a mléce. Celkovy obsah sacharidi v rostlinnych napojich se pohybuje od
1,9 g/kg v mandlovém napoji po 73,2 g/kg v ryzovém ndpoji. V napojich na bazi Spaldy, ryze
a ovsa je celkovy obsah sacharidi nejvyssi, v kokosovém a keSu népojich je obsah stfedni a
mandlové, so6jové a konopné napoje maji celkovy obsah sacharidli v porovnani s ostatnimi
jedinym zdrojem sacharidu je laktéza [62].

2.4.4 Vitaminy a mineraly

Kravské mléko je obecné povazovano za velmi dobry zdroj vSech vitamind, kromé vitaminu D.
Ten je v mléce obsazen v nizkych koncentracich a obvykle je nutné externi suplementaci pro
obohaceni [43]. Stejné jako mléko i rostlinné ndhrazky maji nizky obsah vitaminu D, a proto
jsou komeréni nahrazky casto obohaceny timto vitaminem. Na druhou stranu so6jové a
mandlové napoje maji relativné vysoky obsah vitaminu E pohybujici se okolo 3,84 az 4,00
mg/100 ml [66]. Déle pak napoje na bazi kokosu, mandli a keSu obsahuji 60 pug/100 ml, coz je
dvakrat vice néz je obsazeno v mléce kravském. Do nékterych rostlinnych napoji je ptidavan
slune¢nicovy olej, ktery pravdépodobné ptispiva ke zvySeni obsahu vitaminu E [62]. Obecné
leze fict, ze rostlinné népoje maji oproti kravskému mléku vyssi obsah vitaminid rozpustnych
v tucich [43].

Rostlinné napoje v porovnani s mlékem obsahuji niz§i mnozstvi fosforu, drasliku,
vapniku, zinku, siry, jodu a chloridl [62]. AvSak sami o sob€ jsou i tak bohaté na mineralni
latky jako vapnik, hot¢ik, selen, draslik, zinek, fosfor, méd’ a mangan [43]. N¢které népoje
byvaji obohaceny fosfore¢nanem vépenatym nebo vapnikem v fas [62]. Pokud je vyrobek
obohacen vné&j$imi zdroji vapniku, je obsah v rostlinném néapoji vy$si nez v kravském mléce
[67]. Obohaceni vyrobku motskymi fasami zlepsSuje koncentraci vapniku na uroven mléka, ale
v porovnani s fosfore€nanem vépenatym je koncentrace vyznamné niz$i. Nicméné, piidavek
moftskych fas ma i za nasledek zvySeni obsahu jodu [62].

2.4.5 Bioaktivni latky

Rostlinné napoje obsahuji mnoho rliznych bioaktivnich latek, které maji rizné dalsi zdravotni
ucinky [16]. Jedna se pfevazné o flavonoidy, fenolové kyseliny, lignany a fytosteroly [68]. Bylo
prokazano Ze izoflavony obsaZené v s6jovém mléce snizuji poruchy paméti u lidi trpici na
Alzheimerovu chorobu, snizuji krevni tlak, zvySuji hustotu kostnich minerali [16]. Nekteré
napoje mohou obsahovat inherentni flavonoidy, které pochazeji z jejich zékladnich slozek, a
tim propuj¢it ndpojim antioxidacni vlastnosti. AvSak obohaceni flavonoidy neni u komeréné
vyrabénych népojl standartni [43]. V arasidovych napojich je obsaZen resveratrol, ktery ma
udajné antioxidacni, antibakteridlni, hepatoprotektivni a kardiovaskularni G¢inky [69]. Lignany
jsou ve velkém obsaZeny v napojich ze sezamovych seminek. Jedna se o pfirodni rostlinné
estrogeny, které mohou regulovat produkei tfi typd estrogenu nebo sniZovat riziko rakoviny
prsu. Kromé protinddorovych U¢inku mohou lignany regulovat detoxika¢ni enzymy a tim
podporovat detoxikacni procesy [43].
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2.5 Mikrofora rostlinnych alternativ mléka

Potravina pfinasejici hostiteli 1é¢ebné ucinky, by méla v dobé konzumace obsahovat minimalné
106 zivotaschopnych kolonii bakterii [70]. Obecné je znamo Ze rostlinné materialy podporuji
rustu mikroorganismti [24]. Proto je nutné pii vyrobé téchto vyrobkli brat ohled na
mikrobiologickou bezpecnost a stabilitu vyvinutych receptur pro tradi¢ni vyrobu. Vyroba
rostlinnych mlécnych alternativ Casto zahrnuje vysokoteplotni oSetfeni, jehoz ucelem je
odstranit potravinové patogeny a mikroorganismy zpusobujici kazeni [71].

2.5.1 Bakterie mlééného kvaSeni

Je nezadouci, aby vyrobek obsahoval mikroorganismy tvofici spory, protoze by mohla byt
ohroZena bezpecnost i kvalita konecného vyrobku. Vyrobky jsou proto tepelné oSetfeny nebo
fermentovany, ¢imz dochézi k potlaceni rastu spor [71].

Bakterie mlééného kvaseni (BMK) jsou skupinou mikroorganismti zodpovédnych za
kvaseni mlécnych potravin zdroven jsou nejpouzivanéjSimi mikroby pro fermentaci rostlinného
puvodu [72; 24].

Bakterie mlécného kvaSeni okyseluji médium, které se stdva pro jiné mikrobidlni
organismy méné piiznivym prostfedim, zarovenl se tak prodlouzi trvanlivost vyrobku [73].
Vyrobek se okyselen produkci kyseliny mlécné a dalSimi dilezitymi slouceninami, jako
bakteriociny, aromatickymi slouceninami, vitaminy, mineralnimi latkami enzym okyseli [74].

Fermentace zvysuje koncentraci nebo biologickou dostupnost bioaktivnich latek [75].
Bakterie tohoto druhu jako jsou L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L. casei jsou jedny
z nejpouzivangjSich probiotik v komercnich startovacich kulturach [74].

Vybér kmenii bakterii mlééného kvaseni pro matrice na rostlinné bazi je klic¢ovy pro
dosazeni zaddoucich vlastnosti pfi vyrobé produkti. Jeden z hlavnich problémi je Ze prozatim
mame omezené znalosti o rostlinnych kmenech bakterii mlééného kvaSeni na rozdil od
mléénych kment [76].

2.5.2 Kvasinky

Kvasinky spolu s BMK jsou jedny z nejpouZivangj$imi mikroorganismi pro fermentaci
rostlinného materialu. Jedné se napt. o kvasinky rodu Saccharomyces. Bylo prokazano ze tyto
mikroorganismy maji vlastnosti, které¢ napomahaji zlepSeni nutri¢nich a senzorickych vlastnosti
[53]. Specifické mikrobidlni kmeny kvasinek syntetizuji vitaminy béhem fermentace, vcetné
vitaminu K a vitamint skupiny B [24]. Stejn¢ jako BMK, muze ptitomnost kvasinek zlepsuje
senzorické vlastnosti vyrobku, jako odstranit pachut’ z vyrobku na bazi sgji. Kmen kvasinek se
podili na se podili na produkci t€kavych latek prostfednictvim procesu fermentace. Do této
skupiny spada napt. kvasinka Saccharomices cerevisiae, kterd mize odstranit pachut’ ze
sojového prasku nebo Lycoperdon pyrifom, pouzivana na sniZzeni pachuti v sdjovych napojich.

Dal8imi zastupci této skupiny jsou Kluyveromyces marxianus, Candida ethanolica a
Pichia amenthionina. K. marxianus a C. ethanolica jsou kvasinky, kterd miZe vytvofit vonné
aroma a chut'ové latky a tim zlepsit pfijatelnost vyrobku. Celkove rod Kluyveromyces, Candida,

17



Saccharomyces a Pichia jsou pouzivané k vyrobé fermentovanych mléénych i nemlécnych
napoju po celém svéte [77].

2.5.3 Rod Bacillus

Bakterie z rodu Bacillus jsou vSudypiitomné v piadé a mohou tak podporovat rist rostlin,
zéaroven prispivaji k funkcnosti a urodnosti pady. V disledku jejich Casté pritomnosti v pudé
jsou Castou soucasti mnoha druhti rostlinnych potravin. Patii jsme zastupci jako Bacillus subtilis
a Bacillus cereus. N&které z téchto mikroorganismii produkuji toxiny, které jsou Skodlivé pro
zdravi ¢lovéka.

Zastupci ze skupiny Bacillus subtilis jsou pfevazné nepatogenni, a pro cClovéka
nepiedstavuji zivot neohrozujici hrozbu. Jedna se o zastupce z druhy B. licheniformis, Bacillus
pumilus, B. amyloliquefaciens, B. majavensis, B. atrophaeus a mnoho dalSich [71]. Optimalni
teplota riistu pro tento druh je mezi 30 °C a 50 °C, kromé B. licheniformis, ktery roste pfi teploté
az 58 °C [78]. Bakterie rodu Bacillus (napt. B. subtilis, B. licheniformis) jsou ¢astou soucasti
potravin, vcetné mléka a suSeného mléka. Bakterie této skupiny jsou Casto spojovany se
kazenim potravin, avSak vyskyt B. licheniformis produkujiciho toxin lichenysin v cytoxickych
koncentracich byl popsan n¢kolika autory [71].

Dalsim zastupcem tohoto rodu je Bacillus cereus, ktery zahrnuje mnoho pifibuznych
druhi jako B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, B. mycoides, B. pseudomycoides a dalsi [79].
Druhy v této skupiné jsou patogenni a odliSuji se schopnosti zpisobovat onemocnéni u lidi a
zvitat. Kazdy rok je zaznamenano n¢kolik desitek potravinovych epidemii zptisobenych B.
cereus a jeho toxiny. Kmen B. cereus nese toxinovy gen, ktery miiZze zpusobit emetické a
prijmové onemocnéni. Kmeny se shlukem genti ces mohou v potravindch produkovat tepelné
stabilni toxin cereulid, ktery zplisobuje emeticky syndrom. V zavislosti na kmenu mohou byt
pfitomny rizné kombinace gent pro toxiny [71].

2.5.4 Rod Clostridium

Bakterie jako rod Clostridium, které tvoii spory je ze slozek a kone¢nych potravin tézké
odstranit. Tvorba robustni endospory tomuto rodu umoznuje piezit v riznych nepfiznivych
podminkach. Vétsina druhil je spojend s kaZenim potravin a nezplsobuji onemocnéni, av§ak
Clostridium perfringens a Clostridium botulium jsou tvirci zavaznych onemocnéni z potravin
[71].

2.6 Pridavek probiotik do rostlinnych alternativ mléka

Spotiebitelé v soucasné dobé ¢im dal vice vyhleddvaji zdravé potraviny, jako jsou
fermentované potraviny obsahujici probiotika [80]. Jedna se o zivé mikroorganismy obyvajici
stfteva pfinaSejici hostiteli ucinky prospéSné zdravi, pokud jsou v dostatecném mnozstvi
piijimany [80; 81]. Aktivni probiotika, zlepSuji nutricni hodnoty, chut, texturu a stabilitu a
vyuzivanych jako pfidavek do rostlinny mlék jsou kmeny zrodu Laktobacillus a rod
Bifidobacterium [16]. Jako medium pro podavani probiotik se pouzivaji fermentované matrice
na bazi mléka, jako jsou jogurty a syry [82]. V poslednich letech se zaCaly zkoumat i nosice
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rostlinného ptiivodu ziskané z obilovin, ovoce, zeleniny a lusténin, které by mohly slouzit jako
nosice probiotik [83].

Vysledky vyzkumu ukazuji, ze pfidavani sojového mléka pii vyrobé probiotického
jogurtu ani délka fermentace nemély negativni vliv na rast, zivotaschopnost ¢i prezivani
probiotickych bakterii [83]. Pro vyvoj rostlinnych alternativ je klicové zjisténi prabchu
fermentace v rostlinnych mléénych nahrazkach a informace, jak fermentace ovliviiuje chut’ a
texturu [84].

Diilezitou soucasti je pouziti smiSenych kultur ke kvaseni rostlinnych materialti. Obecné
plati Ze interakce mezi mikroby ve smiSenych kulturach jsou ¢etné a komplexni. Spoluprace
mezi Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus je piikladem
mutualismu pii vyrob€ jogurtu. Oba kmeny se navzdjem stimuluji v ristu, produkci kyselin a
tékavych latek [85]. Dalsim ptikladem muze byt i fakt Ze nékteré kvasinky prospivaji ristu
bakterii mlécného kvaseni vylucovanim specifickych zivin [24]. VSechny kombinace nejsou
vSak pro pieziti startovacich kultur Zadouci [86].

2.6.1 Rod Laktobacillus

Jednim ze zastupcl této kategorie mikroorganisml je fakultativni anaerob Lactobacillus
rhamnosus s probiotickym potencidlem, ktery byl vyuzit pfi vyrobé prvniho probiotického
fermentovaného mléka v Africe [87]. Pouzivd se v mnoha humanitnich projektech uréenych
pro osoby Zijici v chudobé, podvyZziveé a s infekénimi chorobami. Jeho schopnosti pfezit tranzit
a kolonizovat gastrointestinalni a urogenitalni trakt je divodem vyuziti pro zdravi lidstva. Ma
Siroké vyuziti a ptinosy pro lidské zdravi, které maji vyznam sahajici od zmirnéni naruSené
funkce stfevni mikroflory, snizeni koZnich vyrazek a zlepSeni gastrointestinalnich potizi az po
posileni imunity a boj proti onemocnénim dychacich cest. L. rhamnosus ve spolupraci s L.
reuteri snizuje podle zjisténi také vyskyt plistovych a bakteridlnich infekci urogenitalniho
traktu, o vice nez 50 % behem jednoho roku [83].

Dalsim mikroorganismem s probiotickymi ucinky muaze byt Lactiplantibacillus
plantarum izolovany z kukuiicné sildze [88]. Naptiklad fermentace sojového Srotu pomoci
Lactobacillus plantarum vedla k vyznamnému zvySeni obsahu esencidlnich aminokyselin,
véetné L-lysinu, a tim ke zlepSeni jeho nutriéni hodnoty [89]. Pro studii byl vyuZit pro jeho
dobrou schopnost snaset gastrointestinalni podminky, adhezivni vlastnosti a zlepSeni stfevnich
epitelidlnich bunék. B&hem doby skladovani v mrkvovo-pomerancovych napojich byla
stanovena schopnost prteziti bakterii Lactiplantibacillus plantarum. Po sedmidennim
skladovéani pti 4 °C se zivotaschopnost Lactiplantibacillus plantarum zvysila ve vSech
fermentovanych veganskych napojich ve srovnani s koncentraci na konci doby fermentace [88].

2.6.2 Vliv na senzorické vlastnosti rostlinnych alternativ mléka po pridani probiotik

Fermentace ve smiSené kultufe je U€innd pro vytvafeni zvyrazilovacii preferované chuti.
Naptiklad acetaldehyd, tedy dualezita sloucenina pozadované jogurtové prichuti, se tvori smési
dvou nebo vice kultur [24]. Fermentace, pfevazné smiSenymi kulturami, miZze zlepSit obsah
bilkovin, rozpustnost a dostupnost volnych aminokyselin, soucasné také muze zlepsit chut’ a
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texturu vyrobka [83; 90]. Smésna kultura L. delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus snizily fazolovou pfichut’ arasidového mléka a vyrazné zvysily
bélost, viskozitu, gumovitost a hladkost [91]. Smésna kultura pti fermentaci Lactobacillus
reuteri a Streptococcus thermophilus zase zvySuje hodnotu indexu svétlosti a bélosti [92].

Ptedchozi studie zkoumaly fadu vyhod, které fermentace ptinasi potravinam na bazi s6ji
[83]. Ve srovnani s nefermentovanou sojou fermentovany sojovy napoj vykazoval lepsi
antioxida¢ni potencial, nutricni hodnotu a zdravi podporujici u¢inky [93]. Krom¢ toho Ze
fermentace so6jovych potravin podporuje funkcni vlastnosti zlepSuje i1 chutovy profil, texturu,
antinutriéni slozky, biologickou dostupnost mineralnich latek a stravitelnost [83].

2.7 Legislativni poZadavky na vyrobek

Rostlinné alternativy mléka, spolu se vSemi potravinami podléhaji zdkonu ¢. 110/1997 Sb. o
potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zakont.
Zakon je povinnosti provozovatele potravinafského podniku, vyrobce a dovozce [94].

Rostlinné alternativy mléka spadaji s ohledem na mikrobiologické kritéria pro potraviny
a zpisob jejich kontroly do nafizeni komise (ES) €. 2073/2005. Toto nafizeni stanovuje
mikrobiologické pozadavky a provadéci pravidla pro potravinaiské podniky s ohledem na
dodrzovani pii obecnych a zvlastnich hygienickych opatienich. Provozovatelé potravinatskych
podnikt museji ve vSech fazich vyroby zavést systém HACCP spolu s uplatiiovanim spravné
hygienick¢ praxe. Potraviny uvadéné do ob&hu musi vyhovovat mikrobiologickym
pozadavkiim stanovenych v natizeni. Rostlinné alternativy mléka spadaji v tomto nafizeni do
kategorie potravin uréené k ptimé spotiebé, ackoliv pro potraviny tohoto druhu nejsou
v nafizeny stanoveny konkrétni limity [95].

Dle vyhlasky €. 132/2004 Sb., ktera byla zruSena v roce 2006 a nahrazena natfizenim
komice (ES) ¢. 2073/2005, jsou sledovany v rostlinnych alternativich mléka tyto
mikroorganismy: Bacillus cereus, Clostridium perfringens a koagulazopozitivni stafylokoky do
nejvyssi mezni hodnoty 10* KTJ na 1 ml vzorku, termotelerantni Campylobacter, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp. a Yersinia enterocolitica musi byt
negativni pii pouZziti 25 ml vzorku. Potraviny jsou z mikrobiologického hlediska oznaceny jako
zévadné, pokud byla pfekrocena nejvyssi mezni hodnota [96].

Dle vyhlasky ¢. 248/2018 Sb. upravujici poZadavky na napoje, kvasny ocet a drozdi jsou
stanoveny naroky na jakost a technologické zpracovani nealkoholickych napoji, pfi¢emz do
této kategorie spadaji i rostlinné alternativy mléka [97].

Podle natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) €. 1308/2013 v piiloze VII definice,
oznaceni a obchodni ndzvy produktti podle clanku 78 v casti III se jako ,,mléko* mohou oznacit
pouze bézné tekutiny vylouené mléénou zlazou z jednoho nebo vice dojeni, bez jakychkoliv
pridavki ¢i odebrani [98].
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2.8 Metody pro stanoveni mikrobiomu

2.8.1 Mikrobiologické kultivaéni metody

Cilem kultiva¢nich metod je pfeneseni mikroorganismu pfitomnych v testovaném vzorku do
zivné pudy. Mikroorganismy zaockované v zivném médiu jsou nasledné¢ inkubovany za
podminek vhodnych pro rast daného mikroorganismu. Zakladem vsech kvantitativnich metod
kultivace je stanoveni poctu zivotaschopnych bunék daného mikroorganismti ve vzorku [99].

Jednim z nejpouzivangjSich metod je stanoveni celkového poctu mikroorganismd.
Celkovy pocet mikroorganismi (CPM) je pojem zahrnujici celkovy pocet mezofilnich
aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismt, které rostou v neselektivnich padach
nebo tvofi kolonie v agarovych pudach za aerobnich podminek. Stanoveni je vyjadieno
v jednotce KTJ (kolonie tvofici jednotky) v 1 g nebo 1 ml testovaném vzorku. Po urcité dobé
kultivace jsou vybrany misky s obsahem kolonii mensi neZ 300. Hodnota CPM je obecnou
informaci o mikrobialni kontaminaci vzorku. Stanoveni celkového po¢tu mikroorganismi je
provadéno podle CSN EN ISO 4833 Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metodou
pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi — Technika pocitani kolonii vykultivovanych
pti 30 °C. Druhé ¢ast normy: Technika roztérem a pocitani kolonii vykultivovanych pii 30 °C
je pouzivana na vyrobky urcené pro lidskou spotfebu a krmeni zvitat [100].

Dalsi metodou vyuZivanou pro stanoveni CPM je technika nejvyse pravdépodobného
poctu. Jednd se o metodu urcenou pro analyzu vzorkii s obsahem bakterii mensi nez300v 1 g
nebo 30 bakterii v 1 ml vzorku [101]. Tekuty vzorek o uréeném objemu a fedéni je ockovan do
tekuté zivné pudy ve zkumavkéch. Po inkubaci jsou spocitdny pozitivni zkumavky v kazdém
fedéni a podle jejich poctu je sestaven troj¢iselny kod, podle kterého je z tabulky hodnot
odectena MPN.

S ohledem na malou pifesnost metody pravdépodobného poctu je vhodné vyuzit tuto
metodu v kombinaci s jinou [100]. Metodou pouzivanou v kombinaci s MPN miize byt
McFarlandiiv standard. McFarlandovy standardy jsou chemické roztoky pouZivané
k standardizaci pfibliZzného poctu bakterii v kapalné suspenzi. Jednid se o roztok chloridu
barnatého a kyseliny sirové, pii reakci mezi nimi se vytvaii sraZenina siranu barnatého, ktera
pfi protfepani ma vizudlné srovnatelny zékal s bakterialni suspenzi o znamé koncentraci [102].

2.8.2 Molekularné diagnostické metody

2.8.2.1 Purifikace DNA

Uvodni faze kazdé molekularné diagnostické metody spoéiva v extrakci DNA z bunék a jejich
oddéleni od ostatnich bunéénych sloZzek. Tato faze metody rozhoduje o kvalité izolovaného
materidlu, a tedy 1 o uspeésSnosti navazujicich postupti. Tento proces je oznacen jako purifikace
a jeho cilem je ziskani nukleové kyseliny v nativnim stavu o pfijatelném mnozstvi a Cistoté.
Metody purifikace DNA jsou zaloZeny na vyuziti rozdélenosti biologickych makromolekul,
absorpce na pevny povrch nebo ultracentrifugace v gradientnich roztocich. PiestoZe existuje
n¢kolik metod izolace nukleovych kyselin, které jsou vybirany v zévislosti na jejich nasledné
analyze, maji spolecné zékladni rysy [103].
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Jednim z prvnich spole¢nych purifika¢nich krokii je lyze bunck a tkéni. Zakladnam
pozadavkem procesu je dostupnost vstupniho biologického materialu, jedna se o bud’ o kultury
bakteridlnich ¢i eukaryotickych buné¢k, které je nezbytné separovat od riistového média,
obvykle centrifugaci, nebo o komplexni vzorky tkani a pletiv, jez vyZaduji homogenizaci pred
naslednou lyzi bun¢k. Vyvolanim lyze bunécné stény dojde k uvolnéni vnitiniho obsahu bun¢k,
pfiCemz zpusob uvedeni lyze zévisi na typu bunék. Bakteridlni sténa bunck je rozrusena
enzymem zvanym lysozymem. Spolu slysozymem jsou pouzivat také detergenty pro
rozpousténi cytoplazmatické membrany a chelata¢ni Cinidla, které destabilizuji vnéjsi
bakteridlni membranu a inhibuji deoxyribonukledzy. Po rozruSeni bunécné stény a
cytoplazmatické membrany vznikd komplexni smés DNA, RNA, proteinti, lipidi, sacharidi,
nizkomolekularnich latek a uhlovodikt [103].

Dalsi dalezitou soucasti izolace DNA je pfidani pred¢istovacich enzymi.
Z purifikovaného DNA Ize snadno odstinit RNA puasobeni enzymu ribonukleazy. V opacném
kyseliny neni zdvadou pfi analyze nebo k jejich odstranéni postaci nasledné purifikacni kroky.
Diulezitym krokem pfi purifikaci DNA je odstranéni proteinti z bunéénych lyzéatu, napf.
proteindazou K. Proteiny se odstraiiuji jednak kvili mozné degradaci nukleovych kyselin, ale
také protoze nckteré proteiny se vazou na DNA a tim by mohly omezit ucinnost celého
experimentu [103].

2.8.2.2 Izolace DNA

Jednim z nejpouzivanéjSich metod odstranéni proteinli z bunéénych lyzatu je extrakce fenolem.
Fenol je nemisitelny s vodou, z tohoto diivodu se vytvaii dvé vrstvy po pfidani do vodného
prostiedi bunéénych lyzatu. Po promichdni smési a nasledné centrifugaci se na mezifdzovém
rozhrani koncentruji vysrazené denaturované proteiny. Pii pouZiti fenolu, ktery je stabilizovany
neutrdlnim ¢i alkalickym pufrem, DNA zlstavd ve vodné fazi. Pokud je na extrakci vyuZit
kysely fenol, DNA piechazi do organické fazi a ve vodné fazi zstava RNA, cehoz se vyuziva
piiizolaci RNA [103].

Po extrakci je vodny roztok nukleovych kyselin zbaven proteint, avSak pfili§ nafedén a
pravdépodobné obsahuje ¢ast fenolu, kviili jeho uréitému stupni rozpustnosti ve vodé. Proto je
nutné pievést nukleové kyseliny do mensiho objemu a piecistit je sraZenim DNA alkoholem,
napf. ethanolem. Pti sraZeni DNA v nizkych koncentracich je ¢asto snizena teplota a ptidana
stl (napt. 3M octan sodny) pro zvySeni ucinnosti. Nukleove kyseliny se srazeji spolu s pfidanou
soli a ze sraZeniny se odstranuji piidavkem 70% ethanolu, ktery je nasledn¢ odpaten. DNA je
rozpusténo obvykle ve vodném pufru Tris-HCI, inhibitoru nukledz a EDTA, skladovan pii 4 °C
[103].

2.8.2.3 Detekce a kvantifikace DNA

Spektrofotometrickym méfenim absorbance pii vinové délce 270 nm lze odhadnout koncentraci
DNA, pouze v ptipadé Ze purifikované DNA je Cisté bez latek, které absorbuji ultrafialové
zafeni. Stanoveni je jednoduché, ale bohuzel neni pfili§ selektivni. Roztok DNA o koncentraci
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50 ug/ml ma absorbanci 1, hodnota se lisi, pokud jsou v roztoku pfitomny proteiny ¢i fenol,
ktery rusi méteni [103].
2.8.2.4 Polymerova ietézova reakce

Polymerova fetézova reakce (zkracené PCR) je enzymaticka amplifikace specifickych nebo
genomickych sekvenci DNA za pomoci primert [104]. Technika PCR v molekularni biologii
slouzi k namnoZeni jedné nebo néckolika kopii ¢asti DNA v rozsahu nékolika tada, timto
procesem vznikaji tisice az milidny kopii urcité sekvence DNA [105]. Dtlezitou rysem PSR je
experimentalni charakter amplifikace. Zakladni princip PCR metody se opird o vlastnosti
semikonzervativni replikace DNA, ktera je provedena DNA polymerdzou v prokaryotickych a
eukaryotickych bunkach. Pro GspéSnou amplifikaci DNA touto technikou je nezbytné znat
sekvenci koncovych oblasti cilové DNA, ne které se mohou navazat dva kratké oligonukleotidy
slouzici jako primery. K dosazeni pozadované amplifikace je nutné opakovat sérii cyklu, ktera
zahrnuje tii kroky, a to denaturaci, annealing a elongaci primert [ 104].

Denaturace je proces, pii kterém jsou od sebe odd€leny dvé vldkna DNA za pomoci
zvySovani teploty. Prvni krok procesu probiha pii tzv. denaturaéni teplote, coz odpovida 94 °C.
Pti teploté vyssi 80 °C vodikové vazby mezi nukleovymi kyselinami zanikaji a veskeré
enzymové procesy se zastavuji, coz ma za nasledek denaturaci dvouvlaknové matrice na
jednovlaknovou DNA [106].

V druhé fézi jsou primery ve formé kratkych jednovldknovych sekvenci nukleovych
kyselin, obvykle se jednd o sekvence 20 az 30 nukleotidii. Ty to sekvence se pouZzivaji ke
charakteristickému spojeni s vyslednou nukleovou kyselinou. Proces probihd pfi tzv. teploté
hybridizace primerd, ktera se pohybuje v rozmezi 40 °C a 70 °C po dobu 30-35 sekund.

Posledni tfeti faze elongace probihd pfi teploté 72 °C po dobu 30-35 s, a nazyva se
elongacni teplota. V této fazi jsou syntetizovany nova vlakna DNA, diky Taq polymeraze, ktera
prodluzuje primery pfidanim dNTP [107]. Tento cyklus se bézné opakuje 25-35krat, coz
vétSinou tva 2-4 h podle délky kopirované DNA [104].

Aby bylo moZné¢ piesné kvantifikovat mnoZzstvi vychozi DNA, byla pozdé&ji vyvinuta
metoda real-time PCR. Pii real-time PCR se mnozstvi DNA monituruje po kazdém
amplifika¢nim cyklu pomoci fluorescen¢nich barviv, jejichZ signal roste imérné s mnozstvim
vznikajiciho PCR produktu, tzv. ampliconu. Data ziskana v exponencialni faze reakce poskytuji
kvantitativni informace o pocatecnim mnozstvi cilové DNA. Pfi real-time PCR se pouZivaji
fluorescen¢ni nosice, jako barviva, kterd se vdzou na dvousroubovicovou DNA nebo molekuly
barviv navazané na primery ¢i sondy. V prabéhu reakce se sleduje zména fluorescence pomoci
pfistroje, ktery kombinuje termalni cyklovani s detekci fluorescenéniho signalu. Vysledkem
méteni je vykresleni tzv. amplifika¢ni kiivky, tedy zavislost fluorescence na poctu cykli a
znazoriiuje akumulaci produktu v pritbéhu celé reakce [108].

2.8.3 Senzoricka analyzy

Senzoricka analyza ptfedstavuje obor, ktery se systematicky vénuje vyvolavani a hodnoceni
smyslovych vjemi potravin, jako jsou chut’, viin€, vzhled ¢i textura, a jejich nasledné védecké
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interprataci. Uz fadu desitileti je soucasti procesu kontroly jakosti a bezpeCnosti potravin.
Analyza probihd za podminek, které jsou vhodné pro objektivni, pfesné a reprodukovatelné
méteni. Jeji vyzkum je provadén zejména pro zrychleni ziskavani relativnich informaci za
vyuziti nizkych naklada. Diky senzorické analyze lze piimo korigovat technologické faze
vyroby potravin [109].

Pro provedeni senzorické analyzy potravin je vyuzivano n€kolik metod. VSechny
metody jsou zalozeny na ziskani objektivnich vysledkl o zkouSenych vzorcich ze subjektivnich
nazorti hodnotitell. Metody jsou vzdy provadény skupinou hodnotitelt a vysledky jsou
statisticky zpracovany. Jedna se normalizované metody, tedy jejich prubéh a pozadavky jsou
uréeny ¢eskymi technickymi normami CSN. Metody senzorické analyzy lze rozdélit do tii
zékladnich skupin, a to rozliSovani zkousky, zkousky pouZzivajici stupnice a kategorie a popisné
zkousky [109].
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3 CILE PRACE

V ramci bakalaiské prace budou feseny tyto dil¢i ukoly:

Vypracujte literarni reSerSi na téma rostlinné napoje jako alternativy mléka, jejich
charakteristika, technologie vyroby, slozeni a vyzivové vlastnosti, mikrobiologicky
profil od vstupnich surovin az po findlni vyrobek s ohledem na mozny vyskyt
nezadoucich mikroorganismii, moznost obohaceni téchto napoji benefitnimi
mikroorganismy, napf. probiotiky, metody stanoveni mikrobidlniho profilu, vcetné
legislativnich pozadavk.

Pomoci vybranych mikrobiologickych a molekuldrné¢ diagnostickych metod
charakterizujte mikrobiologicky profil modelovych vzorkt rostlinnych analog mléka
bez a s ptidavkem probiotické kultury.

Provedte senzorické zhodnoceni vybranych rostlinnych analogli mléka

25



4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material
4.1.1 Vzorky

Vzorky pouzité pro experimentalni ucely jsou komeréni vyrobky volné prodavané
v obchodnich fetézcich. Pro Gcely analyzy byly zakoupeny vzdy maximaln¢ 24 hodin ptred
provedenim experimentu. Nasledné¢ byly pro potieby prace podle pozadavkii na metodu
nasledné fedény sterilni vodou nebo 0,85 % roztokem chloridu sodného na pozadovanou
koncentraci.

Jedna se o vyrobky na bazi mandli a kokosu. V ptipadé vyrobku na bazi mandli byl vyuzit
mandlovy népoj (Nature’s Promise Bio Mandlovy napoj) proddvany v obchodnim fetézci
Albert. Déle byly pro analyzu vyuzity konkrétné tfi vyrobky vyrobeny z kokosu, a to kokosovy
napoj (Bio kokosovy népoj natur, 1 1) dostupny v prodejndch Dm drogerie, kondenzované
kokosové mléko (Nature’s Charm Kokosové mléko kondenzované slazené 200 g) a suseny
kokosovy napoj (Topnatur kokosovy napoj 350 g) byly zakoupeny v prodejné Zdravi s chuti
Brno.

Nature’s Promise Bio Mandlovy napoj

Slozeni: pitnd voda, mandle (2,3 %), stabilizatory: karubin, guma gellan; ptirodni mandlové
aroma, jedla motska sul, emulgator: lecitiny (slune¢nicové). Mize obsahovat stopy jinych
skotapkovych plodi [110].

Bio kokosovy napoj natur, 11

Slozeni: voda, 7,5% kokosova mouka castecné¢ odtuc¢néna, 6% kokosové mléko, moiska stl,
zahusStovadlo: guarova guma [111]

Nature’s Charm Kokosové mléko kondenzované slazené 200 g

SloZeni: kokosové mléko (kokosovy krém, filtrovana voda) (59,0 %), titinovy cukr (40 %),
stabilizatory: uhlicitan vapenaty (0,8 %), guma guar, jedla motska sul [112]

Topnatur kokosovy ndapoj 350 g

SloZeni: 85dextroza, kokosovy tuk (29 %), suSeny glukézovy sirup, emulgator: E472e
(rostlinny ptivod), stabilizator: fosfore¢nan draselny, aroma [113]

Milékarna Kunin polotuc¢né mléko 1,5 % 11
Slozeni: polotu¢né mléko

4.1.2 Chemikalie

e 96% ethanol pro UV (Penta, Chrudim, CR)

e Destilovana voda (FCH VUT Brno, CR)

e Dodecylsulfat sodny — SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Fenol (Sigma, St. Louis, USA)

e Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)
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4.14

Chlorid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (Sigma, St. Louis, USA)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, Némecko)

PCR voda (Top-Bio, Prha, CR)

Proteindza K (100 pg/ml) (Sigma, St. Louis, USA)

qPCR 2x SYTO 9 Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)

slozeni: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 40 mM (NH4)2S04, 5 mM MgCl2, 400 uM
dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, Taq DNA polymeréaza (50 U/ml),
monoklondlni protilatka anti-Taq, SYTO-9, stabilizatory a aditiva

Smés chloroform-isoamylalkohol (24:1) - CIZ (Lachema, Brno, CR)

Trihydrét octanu sodného (Lachema, Brno, CR)

Tris-hydroxymethyl-aminomethan — Tris-baze (Serva, Heidelberg, Némecko)

Piistroje a pomucky

Analytické vahy Ohaus Pioneer (Ohaus, USA)

Autoklav Vaposteri (BMT, Brno, CR)

BagMixer 400 W — homogenizator typu stomacher (Interscience, Francie)
Centrifuga MINI Spin 14 500 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Densitometer DEN-1B (Biosan, LotySsko)

DNA/RNA UV-dekontamina¢ni box UVC/T-AR (Biosan, LotySsko)
Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Fixed Speed Vortex Mixer (Ohaus, Nénikon, Svycarsko)

Komer¢ni kit pro izolaci DNA NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel)

KS 3000 1 control, inkubéator s orbitalni tirepackou (IKA, Némecko)
Laboratorni sklo a dalsi standardni laboratorni vybaveni (kahan, baniky, rukavice atd.)
Laboratorni vaha Ohaus Scout (Ohaus, USA)

Magnetickd michacka M2-A analogova (Argolab, Italie)

Membranova vyvéva N 86 KN.18 (KNF, Némecko)

Mikropipety a plastové $picky

Mini Microbiology and Hematology Incubator (Labnet International)
Minicentrifuga Combi-Spin FVL-2400 N (Biosan, LotySsko)

NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer (ThermoFischer Scientific)
Ockovaci hokejky

Petriho misky

Stripy (Novas Bio, USA)

Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research UK Ltd, Cambridge, United
Kingdom)

Kultivaéni media

Nutrient Agar w/ 1% Peptone — MPA (HiMedia Laboratories, Némecko)

SloZeni: masovy pepton (10 g/1), hovézi extrakt (5 g/l), chlorid sodny (5 g/1), agar (15 g/1)

Malt Extrakt Broth Base — SA (HiMedia Laboratories, Néemecko)
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Slozeni: sladovy extrakt (17 g/l), mykologicky pepton (3 g/l) + agar (15 g/l)
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar — DRBC (HiMedia Laboratories, Néemecko)

Slozeni: pepton (5 g/l), dextroza (10 g/l), dihydrogenfosforecnan draselny (1 g/l), siran
hotecnaty (0,5 g/l), barvivo rose bengal (0,025 g/l), chloramfenikol (0,1 g/1), dichloran (0,002
g/l), agar (15 g/)

Potato Dextrose Agar w/Chloramphenicol — PDA (HiMedia Laboratories, Némecko)
Slozeni: brambory (200 g/1), dextrosa (20 g/1), agar (15 g/1), chloramfenikol (0,05 g/1)
Endo Agar (HiMedia Laboratories, Némecko)

Slozeni: masovy pekton (10 g/1), laktosa (10 g/1), sific¢itan sodny (2,5 g/1), hydrogenfosfore¢nan
didraselny (3,5 g/), basicky fuchsin (0,5 g/1), agar (15 g/1)

Lactobacillus MRS Broth, Granulated — MRS (MRS Broth, Granulated)

Slozeni: masovy pepton (10 g/1), hovézi extrakt (10 g/l), kvasny extrakt (5 g/1), glukosa (20 g/1),
polysorbat 80 (1 g/l), citran amonny (2 g/l), octan sodny (5 g/l), heptahydrat siranu hotecnatého
(0,1 g/, tetrhydrat siranu manganatého (0,05 g/1), hydrogenfosfore¢nan didraselny (2 g/l) +
agar (15 g/l)

Nutrient Broth w/ 1% Peptone — MPB (HiMedia Laboratories, Néemecko)
Slozeni: masovy pepton (10 g/l), hovézi extrakt (10 g/1), chlorid sodny (5 g/1)

4.1.5 Pozitivni kontroly

Sbirkové kmeny byly poskytnuty nasledujicimi institucemi: Zbierkou kultar kvasiniek pfti
Chemickém tustavu Slovenské akademie véd v Bratislavé (CCY), Sbirkou mlékaiskych
mikroorganismi Laktoflora (CCDM) a Sbirkou kultur hub Univerzity Karlovy v Praze (CCF).

e Bifidobacterium animalis CCM 4988

e Lactobacillus delbueckii CCDM 125

e Saccharomyces cerevisiae CCY 101
4.1.6 PouZité primery

Primery pouzit¢ pro PCR amplifikace jsou uvedeny v Tab. 1. VSechny byly syntetizovany
spole¢nosti Generi Biotech, Hradec Kralové.
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Tab. 1: PouZzité primery

velikost
. K 5030 produktu dror
rime sekvence 5¢ — zdro
primery PCR ’
[bp]
. TCC TAC GGG AGGCAGCAGT
doména F eub
: - GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG 466 [114]
Bacteria R _eub TT
rod LbLMa lrev | CTCAAAACT AAACAAAGT TTC 550 [115]
Lactobacillus RI6-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA
celkové Oli F CGT CAT AGA GGG TGA GAA TCC
kvasinky Oli R ACT TGT TCG CTA TCG GTC TC 152 [116]
4.2 Metody

Vsechny postupy byly prevzaty sdil¢imi Upravami z literatury ,,Metody molekularni
biotechnologie pro fesitele BP a DP od Ing. Stépanky Trachtové, Ph.D.

4.2.1 Kultivaéni vySetreni

4.2.1.1 Stanoveni CPM technikou roztéru

Podle pokynii vyrobce byly pfipraveno Sest riznych pevnych zivnych medii: masopeptonovy
agar (MPA), sladinovy agar (SA), de Mann, Rogosa a Sharp (MRS), bramboro-dextrosovy agar
(PDA), chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengélskou ¢erveni (DRBC) a Endilv agar.

MPA je zivna plda urc¢ena ke kultivaci Siroké Skaly mikroorganismi. SA je urcen na
stanoveni plisni a kvasinek, pfevazné pro testovani sterility vyrobku. Stejné¢ jako u sladinového
agaru 1 PDA plda je ur€ena pro kultivaci kvasinek a plisni v potravinatskych vyrobku, ale PDA
puda je urcena pro kultivaci téchto mikroorganismii z napoji. DRBC medium diky svému
slozeni zpomaluje rist rychle rostoucich plisni, coz umoznuje detekci pomalu rostoucich plisni.
Na MRS mediu Ize kultivaci detekovat ptitomnost rod Lactobacillus. Endo agar je uren pro
izolaci a kultivaci koliformnich mikroorganismt [117]. Pevné zivné plidy byly pfipraveny
podle pokynll vyrobce a sterilovany v autokldvu pii 121 °C po dobu 15 minut. Poté byl
asepticky rozlity do Petriho misek.

Vysetieni rostlinnych alternativ mléka bylo provedeno podle normy CSN EN ISO 4833-
2 [118]. Vzorky mandlového napoje, kokosového napoje, kondenzovaného kokosového mléka
a suSeného kokosového nipoje byly nafedény metodou desitkového fedéni na fedéni 107!, 1072
a 107, Susené kokosové mléko bylo pied pouzitim ptipraveno podle pokynii vyrobce. Ziedéné
vzorky byly naockovéany na Petriho misky a rozetfeny. Kultivace mikroorganismti na MPA,
MRS a Endo agaru probihala pii 37 °C po dobu 24 hodin, na SA, PDA a DRBC pfti 25 °C po
dobu 5 dnti. Po kultivaci byly Petriho misky vyfoceny a spocitany kolonie.
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4.2.1.2 Technika nejvyssiho pravdépodobného poctu

Podle pokynl vyrobce na obalu byla pfipravena tekutd Zivnd ptida Nutrient Broth w/ 1%
Peptone do zkumavek. Zkumavky s bujonem byl sterilovany pii 121 °C po dobu 15 minut.

Stanoveni bylo provedeno podle normy CSN ISO 7251 [101]. Vzorky rostlinnych
alternativ mléka byly ziedény na 10! a 102, Zkumavky s bujéonem byly zaockovany 1 ml
¢istého nebo zfedéného vzorku a nasledné kultivovan piti 37 °C po dobu 48 hodin.

4.2.1.3 Pridavek probiotik do vyrobku

Podle pokyntli vyrobce bylo piipraveno tekuté médiu de Man — Rogosa — Sharpe (MRS), které
je urc¢ené pro kultivaci laktobacila [117]. Medium bylo sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po
dobu 15 minut.

Do dvou riiznych nadob se sterilnim tekutym zivnym médiem byli zao¢kovany dva
rizné mikroorganismy, a to Lactobacillus acidophilus (CCDM 476) a Lactobacillus casei
(CCM 4711). Bunky byly kultivovany pii 37 °C po dobu 48 hodin. Narostlé kultury byly
sladovany v chladicim boxu pfi 4 °C.

Rastové ktivky Lactobacillus casei (CCM 4711) byla métena v prostfedi mandlového
napoje a bujonu jako prostiedi pro optimalni riist. Vzorek mandlového mléka byl metodou
desitkového fedéni natedén 0,85 % roztokem chloridu sodného na zfedéni 1072, Pied o¢kovanim
byla zmétena koncentrace pouzité inokula. Do 9 ml bujénu a mandlového napoje ziedéného
102 byl napipetovan 1 ml kultury Lactobacillus casei (CCM 4711) starou maximalné 24 hodin.
Zaockované zkumavky byly kultivovany pii 37 °C po dobu 27 hodin. Ristova kiivka byla
meéfena po dobu 8,5 hodin, v prvnich 5 hodinach kazdych 30 minut poté kazdou hodinu. Po
uplynulé dobé méteni byla 11,5hodinova mezera, nasledné bylo opét mefeno dalsi 7 hodin,
kazdych 30 minut. Méfeni bylo provedeno pro dvé paralelni zkumavky zaockované kulturou
Lactobacillus casei (CCM 4711) o stejné koncentraci.

Dale byla zkoumana zivostnost Lactobacillus casei (CCM 4711) po dobu 7 dnti ve
vzorku mandlového népoje. Podle pokynii vyrobce byla pfipravena Zivné pidé MRS, ktera byla
sterilizovana po dobu 15 minut pfi 121 °C. Do 9 ml ¢istého mandlového mléka, byl napipetovan
1 ml kultury o koncentraci 2,28.10° KTJ/ml a vzorky byly kultivovany v chodicim bodu pii 4
°C nebo pfii laboratorni teploté. Po 24 hodinach, 5 dnech a 7 dnech kultivace byl vzorek ziedén
na fedéni 1072 Zredény vzorek byl naockovdn na Petriho misky a rozetfen. Kultura
Lactobacillus casei (CCM 4711) byly kultivovana na MRS mediu po dobu 24 hodin pii 37 °C.
Narostlé kolonie byl spocitany a prepocitany na KTJ/ml.

4.2.2 1Izolace DNA

4.2.2.1 Izolace komercnim kitem NucleoSpin® Food

Izolace DNA byla provedena komer¢nim kitem NucleoSpin® Food dle pokynil vyrobce ptimo
Z potravin.

4.2.3 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

U DNA vyizolovaného kometénim kitem NucleoSpin® Food byla méfena koncentrace a Cistota
pomoci piistroje NanoDrop 2000c UV-Vis Spetrophotometer.
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Nejprve byl ptistroj kalibrovan na elu¢nim pufrem CE pro vzorky izolované komer¢nim
kitem. Byla proméiena absorbance pii 230 nm, 260 nm a 280 nm, hodnoty byli zaznamenany.
Na méfeni byl pouzit objem roztoku DNA 2 pl. Pfistroj byl po kazdém méfeni promyt
nanesenim sterilni destilované vody na podstavec a otfen bunic¢inou.

4.2.4 Polymerova retézova reakce v realném case

Polymerovou fetézovou reakci v redlném case byla zjisStovana pritomnost domény Bacteria,
rodu Lactobacillus a celkovych kvasinek.

Stanoveni bylo provedeno na pfistroji RotorGene™ 6000. Komponenty pro PCR reakci
byli pfed pouzitim promichany a kratce zcentrifugovany. PCR sm¢és byla ptipravena (dle Tab.
2) do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky, nasledné byla rozpipetovana po 24 ml do 200 ul
sterilnich Eppendorfovy zkumavek v chlazeném bloku. Poté byl do kazdé ze zkumavek ptidan
1 ml izolovaného DNA nebo pozitivni kontrola. Negativni kontrola byla pfipravena z PCR
smési bez DNA matrice.

Tab. 2: Slozeni PCR smési pro stanoveni bakterii, laktobacili i kvasinek

PCR komponenta Objem v PCR smési [ul]
PCR voda 9,5
qPCR 2x SYTO 9 Master 12.5
Mix ’
foward primer 1
(10 pmol/pl)
reverse primer 1
(10 pmol/pl)
DNA matrice 1

Vzorky byly umistény do piistroje Rotor-Gene™ 6000, ktery pracuje podle nastaveného
programu odpovidajiciho pouZitym primertim. Vysledky PCR v redlném case byly zpracovany
pomoci programu (viz Tab. 3) pro Rotor-Gene TM 6000 na zaklad¢ kalibracni kiivky z
purifikované DNA.
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Tab. 3: Teplotni programy pro PCR v redlném case

krok aPCR doména celkové celkové celkové Geotrichum rod rod Brevi-
Rt Bacterin | kvasinky (a) | kvasinky (b) plisng candidum Candida | bacteriuin
denaturace
1| pied prvnim 95 °C/5" 94 °C/5" 94 °C/5" 95 =C/5" 95 /5" 95 °C/10" 95 °C/5
cyklem
2 denaturace a5 =C/30" 94 =C/30" 94 =C/20" 95 =C/30" 95 =C/30" 95 =C/30" | 92 °C/30"
3| Prpojem 55°C/30" | 51°C/30" | 55°C/20" | 60°C/30" | 60°C/30" | 58°C/30" | 57 °C/60"
primerii
4| syntéza DNA | 72 °C/60" 72 °C/e0" 72 °C/20" 72 °C/30" 72 °C/30" 72 =C/30" 72 °C/e0"
5| prodiouzeni | o) oy 5 1 gy agys 72 °C/3' 72 °C/8" 72 °C/8" 72°C/7T | 72°C/10°
syntezy
6| melt analyza nartist teploty z 50 °C na 99 °C (zvy$ovani teploty po 1 °C)
pocet cykld .
(krok 2_4) 30 30 40 35 35 30 35

4.2.5 Senzoricka analyza

Byl vytvofen dotaznik senzorické analyzy obsahujici kategorie hodnoceni vzhledu, viing,
konzistence a chuti. Vzorky pro senzorické hodnoceni byly pfipraveny dle postupu od vyrobce
a servirovany v plastovych kelimcich oznacenych kédem vyrobku. Hodnotitelé byli usazeni do
boxu a spolu s vzorky a dotaznikem jim byla podana voda. Vysledky ze senzorické analyzy
byla statisticky vyhodnoceny v programu Excel.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Kaultivacni vySetieni

Stanoveni dle normy CSN EN ISO 4833-2 neni vhodné pro tento druh vyrobkil, kvili jejich
nizké mikrobiologické aktivité. Vyrobky jsou Casto tepeln€ oSetieny a tim dochdzi k inhibici
mikroorganismi ve vyrobcich. Pfi stanoveni nedoslo po kultivaci k nérustu kolonii pro zadné
zvolené fedéni u zvolenych vyrobki (viz Obr. 1).

Obr: 1: Kultivacni vySetient vzorku mandlového ndpoje dle normy CSN EN ISO 4833-2

Kultivaéni vysetieni potvrdilo, ze testované produkty splituji mikrobiologickou kvalitu.

5.1.1 Metoda nejvyssiho pravdépodobného poctu

Dle normy CSNISO 4831 byla potvrzena pfitomnost mikroorganismii ve vyrobcich a ze
statistickych tabulek byla podle pozitivnich zkumavek zjiSténa nejvyssi pravdépodobnost poctu
mikroorganismt v 100 ml vzorku (viz Tab. 4).

Tabulka 4: MPN index s 95 % konfidencnim intervalem pro vzorky dle normy CSN ISO 4831

Pocet zkumavek s pozitivni reakci )
- MPN index pro
Vzorek 3 neziedéné 3 vzorky 10 x | 3 vzorky 100x 100 ml
vzorky ziedéné ziedéné
mandlovy napoj 3 2 1 150
kokosovy napoj 3 2 2 210
kondenzované

2 2 1 28
kokosové mléko
suSeny }<ok.osovy ) ) 0 21

napoj
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Ve vSech analyzovanych vzorcich byla stanovena celkova mikrobidlni aktivita, bez
urceni pritomnosti konkrétnich mikrobidlnich roda. Po kultivaci byl v MPB bujonu piitomny
viditelny zdkal. Charakteristika zadkalu byla zavisla na pouzitém zitedéni vyrobku. Pfi pouziti
neziedéného vyrobku byl zakal piitomny témét v celém objemu bujonu, sediment bunék byl
nahromadén pfevazné u hladiny, coz potvrzuje pfitomnost aerobnich mikroorganismi ve
vyrobku. U niz8ich zfedéni byl zdkal slabi az téméft neptitomny. Buitkky mikroorganismi tvotily

zfedéni, tedy 1072 byl sediment bunék piitomny spise ve stfedni ¢asti nebo na dné zkumavky.

5.1.2 Pridavek probiotik do vyrobki

Po kultivaci mikroorganismi v MRS mediu byl pozorovan znatelny zékal média u kultury
Lactobacillus casei (CCM 4711), ktera byla déale vyuzita jako probiotikum piidané do vzorku
mandlového mléka. Rustové kiivky byly meétfeny v zavislosti ¢asu na celkovém poctu
mikroorganismi v ml vzorku (viz Obr. 2). Naméfené hodnoty zékalu byly pomoci standarda
McFarlanda pfepocitany na celkovy pocat mikroorganismi v jednotkach KTJ/ml.

Z optimalni rastové kiivky Lactobacillus casei (CCM 4711) v MPB bujonu lze
identifikovat zakladni faze ristu mikroorganismu. V tomto ptipad¢ je lag faze neboli klidova
faze rlstu nepfitomna a hned po naockovani nastava log faze, tedy exponencidlni ¢ast narustu
poctu bunck. Log faze pietrvava od 5,5 hodiny do 26 hodiny méfeni, poté nastava faze
odumirani bun€k. Namétfena ristova kiivka Lactobacillus casei (CCM 4711) v zfedéném
mandlové mléce mé vSechny faze rlstu oproti optimdlnimu rostu. V 4,5 hodiné méfeni nastava
konec klidové faze a pocet bunék exponencialné roste po dobu 9,5 hodin. Nasleduje stacionarni
faze, pti které dochazi k mensim poklesiim poctu bun¢k az do 23,5 hodiny méfeni, kdy zna¢né
pocet bunc¢k vyznamné klesat.
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Obr 2: Rustova kiivka Lactobacillus casei (CCM 4711) v prostiedi mandlovém ndpoji a MPB bujonu
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Inokulum pouzité na zaoc¢kovani mél koncentraci 2,28.10° KTJ/ml. Naméien4 kiivka L.
casei v ptipadé pouziti bujonu jako prostiedi, vykazuje vyssi koncentraci mikroorganismi po
celou dobu méteni. Ackoliv ristova kiivka v mandlovém napoji vykazovala vSechny faze ristu
jako modelové prostiedi, je ziejmé, Ze podminky v mandlovém napoji nejsou pro rust idedlni.
Po naockovani dochazi k poklesu poctu bun¢k a nasledny nartst je jen mirny. Pfidavek
probiotik je mozny, pii pouziti nefedéného mandlového népoje, ktery je obohacen o esencialni
ziviny podporujici rust.

Dale byla kontrolovana zivotaschopnost Lactobacillus casei v mandlovém napoji po
dobu 7 dnii. Dle vysledku (vit Tab. 5) je znatelné ze rod Lactobacillus je ptirozenou soucasti
mikrobiomu vyrobku i bez umélého ptidavku. S postupem casu je pokles bun¢k ve vyrobku
znatelny a da se tedy predpokladat pokles mikroorganismi az na Uplné minimum, pfi delSim
skladovéni. Pfi porovnani zptisobu skladovéni je znatelné Ze k vétSimu poklesu mnozstvi bunék
dochazi pti skladovani za laboratorni teploty. Pii skladovani v chladu je podle vysledkl rtst
probiotik zpomalen a pokles koncentrace bun¢k je nizsi. Diky niz§imu poklesu je mozné dodat
vyrobku benefity, které tyto mikroorganismy ptinaseji. Dle vysledkil Ize fict ze niz$i teplota mé
vliv na rist mikroorganismu a je tedy dulezité dbat na pokyny vyrobce.

Tab. 5: Vysledky stanovené Zivotnosti Lactobacillus casei (CCM 4711) pri ruznych skladovacich podminkach

» chladici box | laboratorni teplota
., | pridavek
skladovani . CPM CPM
probiotik
[KTJ/ml] [KTJ/ml]
ne 1,20.10* 4,05.10°
24 hodin 1,82.10° 1,82.10°
ano
1,94.10° 1,69.10°
ne 1,15.10? 2,41.10°
5 dnt 1,41.10° 1,05.10°
ano
1,58.10° 9,18.10*
ne 6,91.10" 4,34.10°
7 dnt 1,08.10° 6,96.10*
ano
8,70.10* 6,06.10*

5.2 Molekularné diagnostické metody

Pro doplnéni mikrobiologického profilu ke kultivaénimu stanoveni byly pouZzity metody
molekularné diagnostické, konkrétné polymerova fetézova reakce v redlném Case. Ze vSech
vzorkll byla izolovana DNA a nésledné spektrofotometricky ovétena Cistota a koncentrace této
DNA. Retézovou polymerovou reakci v realném &ase byla sladovana piitomnost domény
Bacteria, celkovych kvasinek a rodu Lactobacillus.

5.2.1 Izolace DNA a méfeni jeji koncentrace a Cistoty

V prvni fazi molekularné diagnostické metody byla DNA izolovana komerénim kitem pfimo
z testovanych napojl rostlinného charakteru. Ziskany roztok obsahujici DNA byl proméfen
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spektrofotometricky na ptistroji Nanodrop. V Tab. 6 1ze vidét namétrené primérné koncentrace
a prumeérné absorbance pti vlnové délce 260 nm a 280 nm pro jednotlivé vzorky.

Tab. 6: Namérené koncentrace a poméry absorbanci izolované DNA ve vzorcich

izolace komer¢nim kitem
pouzité vzorek K6d cDNA | A4260/280
[ng/ul] [-]

kokosovy napoj L1 13,5 142
1.2 13,1 1,46
mandlovy népoj 2.1 37,8 1,99
2.2 13,8 1,97
kondenzovany 3.1 174,6 1,44
kokosovy ndpoj 3.2 91,8 1,40
susena kokosovy napoj ad 13,2 1,76
4.2 10,2 1,40
mandlovy napoj s 5.1 108.4 2,00
probiotiky 52| 609 2,02

Zvysledku poméru absorbanci 260 nm a 280 nm Ize zjistit ze vzorky izolované
komerénim kitem obsahuji necistoty. Kontaminace miize byt zpiisobena pfitomnosti proteind
ve vzorcich.

5.2.2 Retézova polymerova reakce v ¢ase
Retézova polymerova reakce v redlném Case byla provedena za ucelem stanovit pfitomnost
domény Bacteria, celkovych kvasinek a rodu Lactobacillus ve vzorcich.

Doména Bacteria

Pro stanoveni domény Bacteria ve vzorcich byla pouzita dvojice primerti — primery F_eub a
R eub [114]. Jako pozitivni kontrola byl pouzit mikoorganismus Bifidobacterium animalis
(CCM 4988). Amplifikace byla provedena pro vSechny vzorky o koncentraci DNA 10 ng/pl.
Domena Bacteria byla potvrzena ve vzorcich mandlového népoje sa bez probiotika,
izolovanych komerénim kitem (viz Obr. 3).
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Obr. 3: Amplifikacni kiivky vybranych vzorkit izolovanych komercnim kitem, gPCR na doménu Bacteria

V ptipad¢ vzorki izolovanych komerc¢nim kitem nebyla potvrzena pfitomnost domény
Bacteria u kondenzovaného kokosového mléka, kokosového a suseného kokosového napoje.
Nejvetsi koncentrace bakteriii byla identifikovana v mandlové mléce obohaceném probiotiky.
Amplifika¢ni kfivka byla srovnatelnd s pozitivni kontrolou a lze tedy s jistotou potvrdit
pfitomnost bakterii ve vzorku. Mandlovy ndpoj vykazala nejvyssi koncentraci, hned po
probiotickém mandlovém népoji, oproti ostatnim vyrobkil, coZz nesouhlasi s kultivaénim
vySetfenim, které stanovilo nejvétsi pritomnost mikroorganismi u kokosového napoje.

Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus byl stanoven za pomoci primeru LbLMa Irev a R16-1 [115]. Tyto primery
jsou urceny pro obecné stanoveni laktobacilli. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
mikroorganismus Lactobacillus delbrueckii (CCDM 125). Opét byla provedena amplifikace
pro vSechny vzorky izolované komer¢nim kitem.

V obou piipadech izolace byly amplifika¢ni kfivky vSech vzorkd negativni a nebyla
potvrzena ptitomnost rodu Lactobacillus. K narustu kiivky nedoSlo ani v pfipadé¢ vzorku
obohacenych o probiotika izolovanych komerénim kitem. Divod neidentifikovani rodu
Lactobacillus v tomto vzorku mtze byt zpiisoben nizkym mnozstvim probiotik ve vyroku ¢i
nekompatibilitou primeru s Lactobacillus casei. U ostatnich vzorkid je kultivaéni metodou
potvrzena ptitomnost rodu Lactobacillus, av§ak v nizkych koncentracich, které nemuseli byt
detekovany pifi méteni.

Celkové kvasinky

Celkove kvasinky byly stanoveny za pouziti primeru — Oli_F a Oli_R [116]. Pro porovnani
vysledkd byl pouzit mikroorganismus Saccharomyces cerevisiae (CCY 101) jako pozitivni
kontrola. U vSech vzorkt izolacnich komerénim kitem nebyly amplifika¢ni kiivky pozitivni, a
tedy pfitomnost kvasinek byla potvrzena pouze v nékterych vyrobcich.
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Obr. 4: Krivky tani produktii gPCR vybranych vzorkii izolovanych komercnim kitem

Vsechny vzorky izolované komer¢nim kitem byl pozitivni na pfitomnost kvasinek.
Nejvetsi narast byl pozorovan u vzorku mandlového mléka obohaceného o probiotika. Mensi
narust byl pozorovan i u vzorki mandlového a kokosového napoje, u vzorku kondenzovaného
a susené¢ho kokosového néapoje byla ptitomnost kvasinek minimalni.

5.3 Senzoricka analyza

Senzorickd analyza byl provedena za pomoci dotazniku. Dotaznik obsahoval pét hlavnich
kategorii hodnoceni, a to vzhled, textura, viing, chut’ a celkovy dojem vyrobku. Hodnotitelé
hodnotily ¢tyfi vyrobky na zakladé preferenci na skdle od 1 (nevyhovujici) do 10 (idedlni).
Hodnoceny byly tyto vyrobky: kokosovy napoj (R28), kravské mléko (F66), mandlovy napoj
(G73) a suseny kokosovy napoj (K41). Analyzy se zucastnilo celkem 20 hodnotitelti, z niz 15
byly Zzeny a 5 byly muzi, vSichni kromé dvou starSich 51 let, ve v€ku 21 az 30 let. Pravidelni
konzumenti rostlinnych alternativ mléka byly pouze 2 hodnotitelé a 3 aktivni kutéci. Ze
zucastnénych hodnotitelt bylo pouze 8 osob, ktefi neméli nikdy zkuSenost se senzorickou
analyzou.

Vysledky z dotazniku byly statisticky zhodnoceny. Z vysledk vyplyva ze zékladé
vzhledu a celkové chuti je nejlépe pfijiman vzorek F66, tedy kravské mléko. Vzorek G73 je
naopak v kategorii celkové chuti pfijiman nejhife, avSak v kategorii vzhledu je druhy
nejoblibenéjsi po vzorku F66. Obecné nejhtlife je piijiman vzorek G73, ktery v kategorii chuti
pfirovnavalo v pozndmkach chut' vzorku k vod¢€. Vzorek R28 byl ve vSech hodnocenych
kategoriich povaZzovany za nadprimérny, kromé barvy a kyselosti vyrobku, kde obdrzel
Vzorek byl neoblibeny hlavné kviili pfitomnosti usazeniny. Na druhou stranu vzorek K41
obdrzel nejvyssi hodnoty v kategorii viing.
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Dle vysledku (viz Obr. 5) lze fict ze kravské mléko bylo ve vétSing kategorii ptijiméano
hodnotiteli nejlépe nez jeho rostlinné alternativy. Z rostlinnych ndhrad mléka byl nejlépe
ptijiman kokosovy népoj.

5.4 Shrnuti vysledku

Vzorky pouzité pro vyzkum v této praci byly volné dostupné vyrovky zakoupené v obchodnich
fetézcich. Jednalo se o mandlovy napoj, kokosovy napoj, kondenzované kokosové mléko a
suSeny kokosovy napoj. Cilem prace bylo stanovit mikrofléru vyrobku za pomoci tro¢enych
metod a vysledky mezi sebou porovnat. Dale bylo soucasti prace pridat do jednoho z vyrobku
vybrané probiotikum a pozorovat jeho Zivotaschopnost. Nakonec byly vSechny testované
vyrobky podrobeny senzorické analyze pro zjisténi pfijatelnosti mezi spotiebiteli.

V prvni ¢asti byl mikrofléra vybranych vyrobkl testovana kultivacnimi metodami.
Nejdiive byla pouzita horizontalni metoda pro stanoveni po¢tu mikroorganismi, konkrétné na
stanoveni celkového poctu mikroorganismil, koliformnich bakterii, laktobacilii, kvasinek a
plisni na specifickych zivnych pidach. Vysledky kultivacniho vySetfeni ukazuji, Ze zadny
z testovanych napojti neni kontaminovan mikroorganismy. Vyrobky tedy splituji podminky pro
konzumaci, a tedy prodej v obchodni siti. Metodou nejvyssiho pravdépodobného poctu byla
potvrzena predpokladand piitomnost mikroorganismii ve vyrobcich za pomoci statistickych
tabulek. Nejvyssi index MPN byl pozorovan u vzorku kokosového a mandlového napoje.

V dalsi fazi experimentélni ¢asti byl do vyrobku, konkrétné¢ mandlového napoje, ptidam
benefitujici mikroorganismus a pozorovanad jeho Zivotaschopnost. Mé&fenim rustové kiivky
v zfedéném mandlovém mléce byly pozorovany jednotlivé faze zivotniho cyklu ptidaného
kmene Lactobacillus casei (CCM 4711). Rast v mandlovém mléce byl srovnan s idedlni
rustovou kiivkou nameétenou v prostredi bujonu. Z vysledki 1ze pozorovat ze koncentrace
Lactobacillus casei je v prostiedi zfedéného mandlového népoje znatelné nizsi po celou dobu
cyklu. Ac¢koliv pii ristu dosahla kiivka méfena v prostiedi mandlového néapoje vSech fazi za
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stejnou dobu jako v modelovém ptipad€ je znatelné, ze prostfedi neni idealni pro rast. Pti
naockovani pochazi k poklesu poctu bunék a narGst neni pfiliS znatelny. Pridavek
mikroorganismu probiotického charakteru je mozny v piipade nezftedéného mandlového napoje
obohaceného o dilezité ziviny pro rist.

U pridavku probiotik bylo dale sledovan jejich ubytek po dobu 7 dnli pfi rozdilnych
skladovacich podminkach. Podle ocekavani niz§i teplota zpomalila pokles bunck
mikroorganismi, které ma vyznam pti delsi skladovaci dobé.

Ve tieti Casti byla za pomoci molekularné diagnostickych metod sledovana mikroflora
vyrobkll a porovnana s vysledky z kultiva¢niho stanoveni. Nejdiive bylo izolovano DNA ze
vzorkli komerénim kitem a nasledné¢ byla meéfena jeho koncentrace a Cistota ve
vzniklém roztoku. Piistrojem Nanodrop bylo zjisténo Ze vzorky izolované komerénim kitem,
protoZze je vyrobce doporucovan pro izolaci genomové DNA z potravin vykazovali vyssi miru
znecisténi proteiny.

Metodou qPCR byla analyzovan piitomnost domény Bacteria, rodu Lactobacillus a
celkovych kvasinek ve vyrobcich. Domény Bacteria byla prokazana ve vSech vzorcich kromé
suSen¢ho kokosového népoje. Nejvetsi narGst amplifikacni kiivky byl zaznamendm u
mandlového nédpoje s a bez probiotika. Pfitomnost rodu Lactobacillus byl negativni ve vSech
analyzovanych vyrobcich. Z kapitoly ptidavek probiotik, vime ze jsou laktobacily soucasti
mikroflory vyrobku, coZ znamena Ze vysledek mize byt ovlivnén nizkym mnozstvim probiotik
ve vyroku ¢i nekompatibilitou primeru s Lactobacillus casei v napoji s probiotikem. Posledni
stanoveni bylo provedeno na ptitomnost celkovych kvasinek ve vyrobcich. VSechny vzorky
izolované¢ komercnim kitem byly pozitivni na celkové kvasinky. Nejvy$si amplifikaci
vykazoval opét vzorek mandlového napoje s probiotiky.

Nakonec byla za pomoci senzorické analyzy prozkoumana oblibenost rostlinnych
alternativ mléka mezi spotifebitelé. Dle vysledkd byl urcena jako nejlépe pfijimany vyrobek
kravské mléko témeér ve vSech kategoriich. Z rostlinnych néhrazek vysSel nejlépe kokosovy
napoj, ktery byl kladné hodnocen pfevazné v kategoriich viin€ a textury.
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6 ZAVER

V teoretické Casti této prace byly prace byly popsany rostlinné alternativy jako alternativy
mléka, jejich charakteristika a zdkladni vlastnosti, jako slozeni a vyzivova hodnota. Dale byl
popsan cely proces technologické vyroby a moznéd piitomnost zadoucich i nezédoucich
mikroorganismul. Soucasti kapitoly vénované mikrobiomu vyrobku byla také tivaha o moznosti
obohaceni napoju prospésnymi mikroorganismy a o tom, jaky vliv by takové obohaceni mohlo
mit na vlastnosti a kvalitu findlniho produktu. Konec teoretické ¢asti pojednava o legislativnich
pozadavcich na mikrobidlni nezavadnost téchto vyrobkii.

V experimentalni ¢asti byl zkouméan mikrobiom rostlinnych alternativnich napoja
riznymi metodami. Komer¢ni vyrobky zakoupené v obchodnich fetézcich byly nedfive
kultivaéné vySetfeny.

Do mandlového népoje byl piidan Lactobacillus casei jako obohacujici
mikroorganismus. Podle pfedpokladii byla ristova kiivka Lactobacillus casei v mandlovém
napoji oproti idedlnimu prostiedi v bujonu nevyhovujici. Pro stalé udrzeni standartni
koncentrace probiotika v ndpoji je nutné¢ omezit fedéni a ptipadné obohatit vyrobek o ziviny.
Stejné tak je dulezité skladovat vyrobky v chladu a tim prodlouzit Zivostnost probiotik.

Analyzou pomoci qPCR byla potvrzena pfitomnost bakterii a kvasinek témet ve vSech
vyrobcich. Pfitomnost bakterii byla prokézana ve vSech vyrobcich kromé suseného kokosového
mléka. Rod Lactobacillus byl negativni ve vSech vzorcich. Z kultiva¢niho vySetieni je znamo
ze laktobacily se ve vzorcich nachéazi proto predpoklddejme, Ze mnozstvim probiotik byl ve
vyroku nizky nebo primery nebyly kompatibilni. Kvasinky byly pfitomny ve vSechny
analyzovanych vzorcich.

Senzorickou analyzou byl potvrzen ptedpoklad, ze u béznych spotiebitelti je stale
nejvice atraktivni produkt zivoc¢isného ptivodu. V rostlinnych ndpoji byl nejlépe hodnocen
kokosovy napoj.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BMK - bakterie mlécného kvaSeni

CSN — &eské statni normy

¢ DNA — koncentrace DNA

CCDM - Sbirka mlékarskych mikroorganismu Laktoflora

CCF — Sbirka kultur hub na Univerzité Karlové v Praze

CCY — Zbierka kultar kvasiniek na chemickém tstavé SAV Bratislava
CPM - celkovy pocet mikroorganismt

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DRBC — chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengalskou ¢erveni
HACCP — systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodi
HCI - kyseliny chlorovodikova

KTJ — kolonii tvofici jednotka

MPA — masopeptonovy agar

MPB — masopeptonovy bujon

MPN — metoda nejvysSiho pravdépodobného poctu

MRS — de Mann, Rogosa a Sharp

PCR — polymerazova fetézova reakce

PDA — bramboro-dextrosovy agar

qPCR — polymerazova fetézova reakce v realném Case

RNA — ribonukleova kyselina

SA — sladinovy agar

UHT — vysokoteplotni Gprava
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9 PRILOHY

Dotaznik pro senzorické hodnoceni rostlinnych alternativ mléka

Vazeni hodnotitelé,

vitejte na senzorickém hodnoceni rostlinnych alternativ mléka. Prosim o objektivni
vyplnéni dle vaseho vlastniho vnimani. V prvni ¢asti prosim napiste Ci zakrouzkujte
spravnou odpovéd.

Datum hodnoceni:

Vékova kategorie: <20 21-30 31-40 41-50 51+
Pohlavi: Zena muz

Kourite? ano ne

Pijete pravidelné rostlinna alternativni mléka? ano ne

Mate néjakou zkusenost se senzorickym hodnocenim? ano ne

Pfed sebou mate Ctyfi rizné vzorky s mlékem nebo rostlinnou alternativou miéka.
Vzorky muzete ovonét ¢i ochutnat a do vyhrazenych tabulek ohodnotte odpovidajicim
Cislem od 1 (nevyhovuijici) do 10 (idealni). Na konci je misto pro vysvétlujici poznamky
k vasemu hodnoceni (pouze dobrovolné).

1. Vzhled vyrobku

Ohodnotte vzhled vzorku Cislem od 1 (velmi Spatny) do 10 (vyborny) podle vasich
preferenci.

R28 F66 G73 K41

barva

pfitomnost
usazeniny

celkovy vzhled

2. Vuné

Ohodnotte vuni vzorkd Cislem od 1 (nepfijemna) do 10 (velmi pfijemna) podle vasich
preferenci.

R28 F66 G73 K41
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3. Textural/konzistence

Ohodnotte texturu vzork( ¢&islem od 1 (Spatna) do 10 (vyborna) podle vaSich
preferenci.

R28 F66 G73 K41

hustota
pocit v ustech

4. Chut

Ohodnotte chut vzorkl €islem od 1 (nepfijemna) do 10 (velmi pfijemna) podle vasich
preferenci.

R28 F66 G73 K41

sladkost
kyselost
celkova chut

5. Celkovy dojem vyrobku

Ohodnotte vyrobky €islem od 1 (velmi Spatny) do 10 (vyborny) podle vasich preferenci.

R28 F66 G73 K41

Poznamky:

V této Casti dotazniku je prostor na vase dopliujici poznamky a postiehy k vasemu
hodnoceni. Dékuji za spolupraci.
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