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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva problematikou lgktgmgurti a obsahu laktozy

v jogurtech. Hlavnim cilem prace bylo sledovaniattslaktozy ve vzorcich jogurtkterée
byly chladirensky skladovanyzné dlouhou dobu. Pro stanoveni laktozy byla vybrama m
toda plynové chromatografie s hmotna@sspektrometrickym detektorem a konkrétni pod-
minky byly optimalizovany. Na zév byla vyhodnocena hydrolytickdnnost enzym bak-
terii ml&ného kvasenidhem skladovani joguit Z vysledki vyplyva, Ze si bakterie mié
ného kvaSeni do ztiaé miry zachovaji kysaci schopnostthém chladirenského sklado-

vani jogurti.

Kli ¢ova slova:laktoza, jogurt, bakterie migého kvaseni, fermentace, stanoveni laktozy

ABSTRACT

This thesis deals with the lactose, yoghurt andose content in yoghurt. The main
objective was to monitor the lactose content inhgoysamples, which were stored in the
refigerator for different lengths of time. For tkhetermination of lactose was selected
method of gas chromatography-mass spectrometrecii@h and specific conditions were
optimized. At the end of this work hydrolytic adgtiwof lactic acid bacteria enzymes was
evaluated during yoghurt storage. The results sttt lactic acid bacteria are largely

retained the fermentation ability during refrigeratd storage of yoghurt.

Keywords: lactose, yoghurt, lactic acid bacteria, fermentatilactose determination
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UvoD

Laktéza — mlény cukr, je z&kladni sacharidicka sloZzka mléka eegh savé. Je to disa-
charid slozeny z glukdzy a galaktdzy, které jsomawvd B-glykosidickou vazbou. Laktéza
kojenych ml@at. Dale hraje lakt6za Kidvou ulohu pi vyrob¢ zakysanych migych pro-
dukth a vyrazg ovliviuje texturu zahu8hych a mrazenych midych vyrobKi. Obsah
laktézy v mléce je kroth mnoha jinych faktar ovlivnén predevsSim druhem savce, kdy
kravské, kozi a af mléko obsahuje kolem 5 %, zatimco niisité mléko obsahuje az 7 %

laktozy.

Prijat4 lakt6za je hydrolyticky 8pena enzymeng-galaktozidazou (konkrégnlaktaza-
phlorizin hydrolazou) neboli laktdzou v tenkérrest savd. Laktaza se nachazi ve sliznici
duodena a jejuna (konkrétr membrag kart&ového lemu enteroay}t. U velkécasti lid-
ské populace (iblizné 70 %), gedevsim v Asii, Africe a Jizni Americe, se po skami
obdobi kojeni vyrazhsnizi produkce laktdzy. Tato laktazova deficieackypolaktazie,
vede k malabsorpci laktdézy (porucharesavani), fip. se vyskytnou projevy intolerance

laktozy.

Jogurt je tradini kysany mlény produkt, ktery se vyrabi bakterialni fermentadéka.
Nejcastji pouzivanou fermentai kulturou byva symbioticka sfa kultur Streptococcus
salivarius subsp.thermophilusa Lactobacillus delbruechisubsp.bulgaricus, které fer-

mentuji laktézu na kyselinu miéou.

Vzhledem k tomu, Ze v nekonzervovanych jogurtet$tavaji bakterie miéného kvaseni
Zivé, dochazi ghem skladovani kdst&énému dokysavani vyrolik prestoze hydrolyticka
aktivita bakterialnich enzyinje pi chladirenskych teplotach nizka. Ubytek laktozjov
gurtech Bhem dokysavani je préprednmétem zkoumani v praktickéasti této diplomové

prace.
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1 CHARAKTERISTIKA JOGURTU, CHEMICKE SLOZENI

1.1 Uvod

Jogurt je tradini fermentovany migy vyrobek. Pedpoklada se, Ze lidé &di zkvaSovat
mléko na vyrobek podobny jogurtu jizgal 10 — 15 tis.lety, poiechodu od shati po
vyrobce potravin a domestikaci zai. Archeologické nalezy dokazuji prvni vyrobceyog
tu v Mezopotamii, Severovychodni Africe a Asii [IJnes je vyroba jogurtu rozéha po

celém s¥t¢ a zvlast v poslednich desetiletich spetba joguni znané vzrostla.

Jogurt se vyrdbi bakterialni fermentaci mlékanxhgch ¢astech ssta se pouziva mléko
kulturou byva symbioticka sés kultur Streptococcus salivariusubsp.thermophilusa
Lactobacillus delbrueckisubspbulgaricus,které fermentuji laktézu na kyselinu rté@u.
Pro zvySeni tukuprosté susiny s&it& do mléka ped fermentaci fidava susené nebo
kondenzované odtnéné mléko, susenad nebo kondenzovana smetana, podméshe
bilkoviny, laktéza nebo/a syrovatkaiipadré se mléko zahu'sije, aby bylo dosazeno kré-

move az pudinkové konzistence[1,2].

Set type — husty PlnotuEny
Stirred type - $edrg husty Stredrstucny
Drinking type — tekuty Nizkotwsny
Fyzikalni vlastnosti Chemické vlastnosti
JOGUR1
Razné Gpravy vlastrsti Prichu’
i N
Enzymaticka hydrolyza Prirodni — bily
Obohaceni vitaminy Ovocny
Pridavek rostlinnych tuk Ochuceny
Tepelné zpracovani

Obr.1.1 Schéma klasifikace jogiftl]
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Jogurty Ize klasifikovat podle mnoha asgektakladni schematické rofddni je nazn&no
na Obr. 1.1.

Dle ceské legislativy (77/2003 Sb. Vyhlaska, kterou wmaevi pozadavky pro mléko a
mlé&né vyrobky, mrazené krémy, jedlé tuky a oleje) agujtem rozumi kysany nigy
vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, podma$lo nejich sné¢si pomoci mikroorga-
nismi Streptococcus salivariusubsp.thermophilusa Lactobacillus delbrueckisubsp.
bulgaricus (jako protosymbioticka s#és). Krome této zakladni jogurtové kultury mohou
byt pridavany kmeny produkujici kyselinu nifou a pomahajici dotigt specifickou chu-
tovou nebo texturovou charakteristiku vyrobku. Ogitlimh pongr obou zakladnich kmén

musi byt zachovan. Obsah Zivych mikroorgariismusi byt minimalaa 10’ na 1 g jogurtu

3].

Tab.1.1 Pozadavky na obsah tuku v kysanyctinydé vyrobcich [3]

Druh vyrobku Obsah tuku Obsah susiny tukuprosté (v
(% hmot.) % hmot. nejmeé)

Kysana smetana vice nez 10¢ewe

Kysané mléko #etné jogur- vice nez 0,5

tového 8.0

Kysané mléko oditnéné mér nez 0,5 vetns

Podmasli méhnez 1,5 vetrg 7,0

Jogurt bily smetanovy vice nez 104

Jogurt bily vice nez 3,&etne

Jogurt bily se snizenym meére nez 3,0

obsahem tuku 8.2

Jogurt bily nizkottny nebg mére nez 0,5 vetns

odtwneny

Jogurt by ndl mit celkovou titréni kyselost (jako kyselina miga) vzdy nejmén 0,3 %.
Minimalné 0,15 % celkové kyselosti musi byt ziskana fermentaz je o¥rovano kontro-

lou pritomnosti D(-) i L(+) enantiomérkyseliny mi€né [2].

Kromé klasickych joguri, které jsou kapalné, se dnes vyrabi také jogudglSich sku-

penstvich — koncentrované, mrazené nebo susendyj¢ijl
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PredevSim pro pacienty s laktézovou intoleranci (geell) jsou vyrakny jogurty se sni-
Zenym obsahem laktézy nebo bezlakt6zové, v nichdalgdza hydrolyzovang-D-
galaktozidazou na glukozu a fruktozu. Vysledny pikddie sladSi nez nehydrolyzovany,

protoZe lakt6za ma nizSi sladivost nez glukozauktdiza [1].
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1.2 Chemické slozZeni jogurtu

Fermentované miaé vyrobky obech paki diky svému slozeni mezi nutmé hodnotné
potraviny. Sacharidy, tuky a bilkoviny v kysanyckeémych vyrobcich jsou lépe stravitelné
nez v mléce, protoZe jsotast&n¢ hydrolyzovany fermentaci.r®evSim pro pacienty
s intoleranci laktozy je vyhodn&sténa hydrolyza laktdzy, ale tak&ifmmnost laktazy
v samotnych kulturdch. Obsah vitamibyva fermentaci neztnén nebo mira snizen,
krom¢ obsahu kyseliny listove, ktery byva mirevysen. Na imy obsah minerélfermen-

tace nema velky vliv, ale zlepSuje se vyuziteln@giniku, Zeleza a fosforu [4].

Tah1.2 Nekteré typické hodnoty zakladnich slozek mléka aujtigve 100 g pro-

duktu [1]
Mléko - Jogurt
Slozka plnotwné | PInotwny | Nizkotwny | Nizkotuny/ovocny | Jogurt fec-
kého typu
Voda (g) 87,8 81,9 84,9 77 77
Energeticka 66 79 56 90 115
hodnota (kcal)
Bilkoviny (g) | 3,2 5,7 5,1 4,1 6,4
Tuk (g) 3,9 3,0 0,8 0,7 9,1
Sacharidy (g) 4.8 7,8 7,5 17,9 Neuvedeno
Véapnik (mg) 115 200 190 150 150
Fosfor (mg) 92 170 160 120 130
Sodik (mg) 55 80 83 64 Neuvederjo
Draslik (mg) 140 280 250 210 Neuvedeno
Zinek (mg) 0,4 0,7 0,6 0,5 0,5

& — nutréni hodnota ovocnych joguirse néni podle druhu a obsahu ovoce, sladidel a sta-
bilizatora

1.2.1 Sacharidy

V piirodnim bilém jogurtu bezifglavku sladidel se z cukivyskytuje gedevsim laktoza,
obsah dalSich sachaiige zanedbatelny. lips fermenténi proces, astava obsah laktozy

vysoky, fedevsim diky ugiému zvySovani tukuprosté susingigavkem suseného mléka,
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syrovatky aj. FestozZe je obsah laktozy v jogurtedibpzné stejny jako v mléce, je laktdza
v jogurtu a jinych fermentovanych ngl&ych vyrobcich mnohem stravité|&i nez v mléce.
Predpoklada se, Ze bakterie paluj ve fermentaci i § priachodu travicim traktem s tim,
Ze jsowcasteéne chrarény pred Zaludénimi kyselinami v koagulatu jogurtu. Aguevsim, i
kdyZ je bakterie usmrcena, jeji ldny obal dale chrani laktazuqa silnou Zaludani aci-
ditou. Timto zisobem se dostane laktaza bez znehodnoceni a¥eda,dtde se sobe-
nim Zlwovych kyselin uvolni z bustnych obal a miZe se dastnit hydrolyzy laktozy.
Z tohoto divodu rekteré vyzkumy dokazuji, Ze endogenni laktaza pogjidiz ferment&
nich mikroorganisrin ma lepsi Ginky na zazivani pacieits LI nez komemi laktazove

preparaty [1,5].

Bakterie mléného kvaseni fermentu;ji laktozu na kyselinudnédi, ktera se v jogurtu vy-
skytuje ve dvou izomerech, D(-) a L(+)S. thermophilusvytvéai L(+) formu,
zatimcoL. delbrueckii subsp. bulgaricu3(-) izomer nebo racemickou $mDL v zavis-
losti na linii. L(-) izomer kyseliny mi&né je snadno traven, zatimco D(+) forma se metabo-

lizuje obtizre a je dokazano, Ze nadmy prijem mize zgisobovat acidozu uéti [1].

PredevSim do ovocnych jogirse gidavaji stabilizatory, aby se zabranilo vysrazemos
vatky bshem distribuceCasto jsou to polysacharidy s hydrokoloidnimi viastmi— f¥i-
rodni gumy, karagenany, derivaty celul6zy. Majizpivy (€inek na zazivani — zlepSeni
zazivani jako ,gevni plnivo®; absorpcedkterych potenciaknebezpénych bakterialnich
metabolifi; ¢ast&na stabilizace hladiny glukézy; snizeni hladiny lekterolu v krvi [6];
zpomaleni pkchodu laktozy zazivacim traktem usiedku koagulace s bilkovinami, coz
prodluzZujecas pro roz&peni laktdzy a zmirni takifznaky LI. PouZiti &chto stabilizatal

je ovSem omezene, protoze jsatisinou nakladné a leysi alternativycasto zfisobuji

negijemnou chd jogurtu [1,6].

1.2.2 Bilkoviny

Mléko je velmi bohaté na bilkoviny a jejich obsafogurtech jetasto jest zvySen pidav-
kem dalSich mkénych surovin kuli zvySeni tukuprosté susSiny. Miéé bilkoviny se &i na
kaseiny — 24-28 g/litr mlekaud; kaseiny,os, kaseiny,p kaseiny ac-kaseiny), syrovatkove

bilkoviny — 9-11 g/litr mlékaf{-laktglobuliny, a-laktalbuminy, sérové globuliny a imuno-
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globuliny), bilkoviny tukovych membran (MFGM A-D)ninoritni bilkoviny (transferin,
laktoferin, glykoproteiny, vitamin B12 aj.) a enzyii,4].

Z hlediska vyzivové kvality jsoutpdevSim vyznamné-laktalbuminy ap-laktglobuliny,
které se skladaji z mnoha esenciélnich aminokyseéiito bilkoviny jsou vybor# stravi-
telné a v jogurtech jsou takést&né rozStpeny a koagulovany proteolytickaiinnosti
bakterii ml€éného kvasSeni, coz usnage jejich zpracovatelnost a vyuZitelnosti fermen-
taci interaguje denaturovan§-laktglobulin prostednictvim disulfidickych vazeb -

kaseinem, coz ma také za nasledek zvySeni viskiazjtytu [1,4].

1.2.3 Tuky

Mlécny tuk obsahujeiedevsim triacylglyceroly, steroly (@jsgji cholesterol), fosfolipidy
(v membranéch tukovych kugk), karotenoidy, vitaminy A, D, E, K a také diaglycero-
ly, monoacylglyceroly a volné mastné kyseliny,gbji obsah roster@devsim i lipolyze —
tedy také fi fermentaci. Triacylglyceroly jsou usfiany do tukovych kulek o velikosti
1-5um [4], které jsou bipolarni. Obaly kakk tvai membrany slozené z fosfoligica
MFGM bilkovin. Kuli¢ky jsou jemr dispergovany (emulze tuku ve wdcoz usnatiuje
pristup travicich enzytna zvySuje tak vyuzitelnost ndéého tuku az na 99 %. Migy tuk
se sklada z velkého mnozstuiznych mastnych kyselin £ps 400 [1]) ¢etné pro ¢lovéka
esencialnich — kyselina linolova, linolenova. 609%& nich jsou nasycené MK, 25-35 %

mononenasycené a kolem 4 % polynenasycené MK [7].

Jogurty obsahuji obvykle 0,5 — 10 % tuku, v zawslaa Upraw tucnosti pouzitého mléka
[1,2,4].

Tab.1.3 Obsah vybranych MK v jogurtech (mnoZzst\iogs) [4]

Mastné kyseliny Bilty'ﬁépr)]l;o- ?(I(I))':Lﬁrll; Ovocnyr,] ;l'zkotﬁ-
Maselna 0,1 0,05 0,03
' Kapronova 0,07 0.03 0,02
5’); Kaprylova 0,04 0,02 0,01
g Kaprinova 0,09 0.04 0,03
Laurova 0,11 0,05 0,04
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Mastné kyseliny Biltfﬁé;r)]l;o- ?(gl;r:; Ovocnyr,] ;l'zkotﬁ-
Myristova 0,34 0,16 0,11
Palmitova 0,89 0,42 0,29
Stearova 0,32 0,15 0,1
0 Palmitolejova 0,07 0,03 0,02
% Olejova 0,74 0,35 0,25
S Linolova 0,06 0,03 0,02
= Linolenova 0,03 0,01 0,01

1.2.4 Vitaminy

Koncentrace vitaminv jogurtu se diky tepelnym Upravam a fortifikaaimeka, pouZzitym

bakteriim afiznym podminkam fermentace liSi od koncentrace osa@m mléce. Fortifi-

kace vitaminy A a C je mozZn4, alé pvoutydennim skladovani dochazi ke ztratam nad

50 % [8]. Zvla& v nizkotwnych jogurtech je obohaceni vitaminem A velmi vhi@daby

byla zachovana nutmi hodnota mléka. Jogurtoveé kultury, pouzité zaepych podminek
(pasobeni bakterii 3-4 hodiny, inkulrd teplota 42 °C), dokazi zvySovat obsadktarych

vitamini az o 20 % [9]. Jedna se o thiamin, riboflavin,ighyxin, kyselinu listovou a biotin

[1,4,8,9].
Tab.1.4 Obsah vitaménv mléce a jogurtech [1]
o Mléko Jogurt
Vitamin
PInotwené | Odtwnéné | PInotwny | Nizkotuiny | Ovocny/nizkotdny
Retinol @g) 52 1 28 8 10
Karoten (19) 21 N 21 5 4
Thiamin (B1) 30 40 60 50 50
(ng)
Riboflavin (B2) | 74 170 270 250 210
(ng)
Pyridoxin (B6) 60 60 100 90 80
(ng)
Kyanokobalamin
0,4 0,4 0,2 0,2 0,2
(B12) (u9)
Vitamin C (mg) 1 1 1 1 1
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o Mléko Jogurt
Vitamin
PInotwené | Odtwnéné | PInotwny | Nizkotuiny | Ovocny/nizkotdny
Vitamin D (uQ) 0,03 N 0,04 0,01 0,01
Vitamin E (ug) 90 N 50 10 10
Kyselina listova 6 5 18 17 16
(ng)
Kyselina nikoti- | 4 100 200 100 100
nova (1g)
Kyselina panto- | 45, 320 500 450 330
tenova (19)
Biotin (ug) 1,9 1,9 2,6 2,9 2,3
Cholin (mg) 12,1 4,8 - 0,6 -

N-nepatrné mnoZzstvi

1.2.5 Mineraly

Obsah minerdl na 100 g vyrobku je v jogurtu v porovnani s mlékerssi, protoze je zvy-
Sen podil tukuprosté susSiny. Také biologicka dastgp minerdl z jogurtu oproti mléku

roste, protoZze &tSina mineral se zde diky nizkému pH vyskytuje v iontové patdh?2].

Jogurt je zejména vynikajicim zdrojem vapniku, kstebatelnost a vyuZzitelnost z jo-
gurtu je vyraza vysSi oproti jinym zdrdgjm [10]. Podobné je to i s fosforem,fitkem a
zinkem [11]. Jogurty také obsahuji perme velké mnoZstvi sodiku a drasliku, proto nejsou
vhodné pro vyZivu kojericdo Sesti msial véku [12]. Obsah mineralnich soli v mlécé&-m
Ze byt gipadré snizen ped zpracovanim na jogurt. Z obsahu stopovych ipmwfogurtu

stoji za zminku Zelezo, jod a zinek [1,2,10,11,12].

Tab.1.5 Obsahdkterych makrominerélv mléce a jogurtu (mg/100g produktu)
[4]

Produkt Vapnik Fosfor Hoi¢ik Sodik Draslik
Pinotuéne 119 03 13 49 152
mléko
Nizkotugne 122 95 14 50 154
mléko
Cisty nizko- 183 144 17 70 234

tuény jogurt
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1.3 Vyroba jogurtu

Z&kladni surovinou pro vyrobu jogurtu je mléko. pjzivarjSi je mléko kravské, ale
v riznych ¢astech sita se pouziva také mléeko buvoli, kozigipwkonske a prasg. Tuc-
nost pouzitého mléka se upravuje na pltinéjcasténé odtwnéné — polotdné nebo niz-
kotucné. Jogurty se dajiétit podle miznych hledisek, odliSnymi vyrobnimi procesy se zis-
kaji jogurty iznych reologickych vlastnostset type— jogurt s pevnym koagulatem, fer-
mentace probiha ve spebitelském obalestirred type— krémovity jogurt, fermentace pro-
biha v tancich ied plréenim do jednotlivych obéladrinking type— tekuty, pi jehoz vyro-

b¢ se nepidavaji zadné latky pro zvySeni tukuprosté suSpijpadreé setfedi jogurty fer-

mentované v tancich [1,13,14].

Priprava zakladniho mixu

¥

Homogeniace

v

Tepelna Uprava mléka

¥

Chlazen

¥

/ Zacatkovani startovaci kulturou \

Fermentace ve spebitel-
Fermentace v tanku

ském obale *
Chlazeni pod 4 °C Michani
¥
Jogurt s pevnym koagulatem l
Chlazeni na 15-20 °C
¥
Pridavek ochucovadel
¥
Baleni
v
Chlazeni pod 5 °C

Krémovity joaqur

Obr.1.2 Schéma vyroby jogurfl5] * - moZznost pidani sladidel nebo/a ovocné

slozky (@ip. ovocné fichug)
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Stabilitu, viskozitu, texturu a mikrostrukturu wpku mize ovlivnit mnoho faktat: pri-
dané latky zvysujici tukuprostou suSinu a statlitigg podminky zpracovani mléka (tlak
pii homogenizaci, tepelné opracovani aj.), startokaltury (druhy, podminky)as a rych-
lost chlazeni, mechanickd manipulace, po vyrobohazeni (dodrzovani chladirenského
fetzce, ofesy atd.) [1].

1.3.1 Uprava mléka

Zakladni suroviny pro vyrobu jogurt- mléko a smetana — musi byt kvalitnifegevsim
prosté @iznych inhibitofi kysani jako jsou antibiotika, reziddasticich prosiedki, mléko
z Zlaz postizenych mastitidou, mlezivo nebo Zlukiko. Také nesmi byt mikrobiain
kontaminované, metabolity nezadoucich mikroorgafiisnohou omezovatust bakterii
mlé&ného kvaSeni a také igobovat negativni zény v konzistenci, chuti aimi jogurtu.
Mléko se uchovava v izolovanych tancich, do 1 hpdmusi byt zchlazeno pod 10 °C a do

dvou hodin pod 5 °C. Z tafikse vyzvedava ve dvoudennich intervalech [2].

Pred z&atkem samotné vyroby jéeba mléko zbavit rigstot jako jsou epitelove lky a
leukocyty z vemene dojnice, zbytky slamy, hlinyNgjcastji se k tomuto Gelu pouZivaji
tkaninove filtry a/nebo odstdivky. Ri vyrob¢ jogurtu WtSinou neniieba miéko baktofu-
govat nebo mikrofiltrovat, protoZze nezadouci mikgamismy jsou pozigi inaktivovany

pii tepleném oséeni [1].

Chemické sloZeni mléka se vyrédisi pri porovnavani mlékatiznych Ziv@isnych druti.
Nicmére i v ramci jednoho druhu jsou vyznamné rozdily keZeni v zavislosti na pleme-
nu, fzi laktace, &u dojnice, intervaly mezi dojenimi, dim obdobi, tepldt prostedi,
zpasobu chovu a vyZivy, zdravotnim stavu dojnice Btato je nutné zejména obsah tuku,

suSiny a tukuprosté susiny v mléce pro vyrobu jagstandardizovat [1].

Pti standardizaci obsahu tuku se mléko nadaiich odstedivkach rozdli na odstediné
mléko a smetanu a poté setbmichaji na poZzadovanoucnost. Nizkotdné jogurty obsa-
huji kolem 0,5 % tuku, sdretucné kolem 1,5 % a tmé nad 3 % tuku. Dlgeské legisla-
tivy (77/2003 Sb. Vyhlaska, kterou se stanovi paxéig pro mliéko a miné vyrobky,
mrazené krémy, jedlé tuky a oleje) [3] musi bytasbsukuprosté susiny v jogurtech 8,2
hmot. %. ZvySeni tukuprosté suSiny mléka — foréifie se ge pridavkem suSeného nebo

kondenzovaného odinéného mléka, suSené nebo kondenzované smetany, plbdma



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 23

mléinych bilkovin, laktdzy, syrovatky a/nebo nemmgch proteifi; piipadré zahustnim
na vakuovych odparkach nebo membranovou filtragitifikace mléka vyraz&ovliviuje
reologické vlastnosti, jako konzistenci a viskozibgurtu. Nefastji se obohacuje mléko
na obsah 12-20 % tukuprosté susSiny, nejlepSicitnda jogurtu se dle [16] doséhldi p
obsahu 15-16 % [1,3,16].

1.3.2 Pridavek stabilizatora

Tab.1.6 Klasifikace stabilizatér(gum) pouzivanychpvyrobe jogurtu [1]

P¥irodni gumy Modifikované p¥irodni nebo

polosyntetické gumy

Syntetické gumy

Rostlinné exudaty:
e Arabska guma
e Tragakantova guma
e Karayska guma
Rostlinné extrakty:
e Pektiny
Semenna dt
e Karobova guma

¢ Guma guar

Derivaty celul6zy:
¢ Karboxymetylcelul6za
«  Metylceluléza
¢ Hydroxyetylcelul6za
«  Hdyroxypropylcelul6za
¢ Hydroxypropylmetylcelul6za

¢ Mikrokrystalicka celul6za

Polymery
e Polyvinyl derivaty
e Polyetylen derivaty

Moiskérasy:
e Agar
e Alginaty

« Karagenan

. Furcelleran

Produkty fermentace:
. Dextran
¢ Xantan

Cerealni Skroby
*  PSenkny

e Kukuii¢ny

Razné derivaty:

e Pektin se snizenym obsahe
metoxy skupin

«  Propylenglykol alginat
«  Zeletinované skroby

¢ Modifikované Skroby (kar
byxymetyl-, hydroxyetyl- al
hydroxypropyl-Skrob)

Zivogisné produkty
+ Zelatina

. Kasein

Sojova bilkovina

m

Stabilizatory pidavané do mléka pro vyrobu jogurbbeci pati mezi polysacharidy a

jsou bul’ ptirodni, modifikované firodni, polosyntetické nebo syntetické. Klasifikaszh-
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to gum je znazorma v Tab.1.6. Pouziti stabilizatope v mnoha zemich legislati¥rome-

zeno [1].

Zakladnim dvodem pro pidani stabilizator do mléka pro vyrobu jogurtu je zlepSeni a
udrZeni textury, konzistence, viskozity a vzhledgurtu. Ri i po vyroke je jogurt vystaven
mechanickému namahantj pyrob¢ také tepelnému opracovani, codza mit za nasledek
zhorSeni jeho reologickych vlastnosti — hamiZzeni viskozity, nebo se dokoncéza od-
delit syrovatka. Pidavek stabilizatdr ttmto vadam zabraije. Jsou to hydrokoloidy, které

vazou vodu a zvysuji viskozitu zésvanim struktury pomoci zapa@nabitych skupin [1].

1.3.3 Pridavek sladicich slozek

Pro zmirgni kyselé chuti se do jogurpridavaji fizné cukry a sladidla. Jedna se zejména
0 ovocné a ochucené jogurty, érddané jsou sladké&ipodni (bilé) jogurty. MnoZstvi a
druh gidanych sladicich slozek je zavisly na mnoha fadby jako je obsahifodnich

nek na jogurtoveé kultury, pravni aspekty a ekonésnidivody [1,5].

Celkovy obsah cukrv jogurtu se sklada zéitslozek — zbytkové mééé cukry (laktdza,
galaktoza, glukdza), cukry v ovoci (od citfgrkteré obsahuji pouze cca 1,6 g cukia

100 g po hrozinky s 65 g) a cukriigané do jogurtu nebo do ovoce [1].

Sladici slozky se fjlavaji nefasgji az do finalniho jogurtu, protozZetidavek cukru do
mléka fed fermentaci inhibujéinnost bakterii, zejménh.delbrueckiisubspbulgaricus
[17]. Pridavkem cukru nad 9 g na 100 g mléka se snizujelégsi viskozita finalniho jo-
gurtu [18]. Na druhou stranudiikontaminujici mikroorganismy, zejména osmofilngak
sinky a plisg. Pridavek cukru ovlisiuje ¢innost mikroorganistin zvySenym osmotickym

tlakem a sniZenou aktivitou vody [1,17,18].

Nejcastji pridavanou sladici sloZkou je sachardza, kteraris@ya bul’ v krystalické for-
m¢é nebo ve form sirupu. Sirup se sna&n rozpousti a rozmichava, na druhou stranu

ovSem obsahujefes 30 % vilhkosti a tak snizuje suSinu produktugaijtiidne [1].

Jinym g@irodnim sladidlem, které je mozné pouzit, je invedukr, nejastji invertni sa-
charozovy sirup, ktery se vyrabi kyselou hydrolyamikru (sachardzy) za tepla, stipe

inverze se mze pohybovat mezi 10-90 % a vznika D-glukéza auldfiza. Vyhoda sirupu
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Z invertniho cukru spgva v tom, Ze sirup ii@s vysoky obsah cukru — riag7 g/100 g,
inverze 50 % je mozno udrZet v nevykrystalizovaméng [19]. Rozpou&ini a rozmicha-

vani v jogurtu je pak snadsi [1,19].

Z dalSich pirodnich cuki se poziva glukdza a fruktdza, které se W§jiake Skrobu, a glu-
kozo-galaktdzovy sirup, ktery se vyrabi kyselou sm@mzymatickou hydrolyzou laktdzy
ze syrovatky. Syrovatka vznika ve velkém mnozsakiogto vedlejSi produktipvyrobe

syru a kaseinu [1].

Pouzivanym modifikovanymiprodnim sladidlem je cukerny alkohol sorbitol, ktee vy-
rabi konverzi aldehydické skupiny na molekule ghykba alkoholickou. Velkou vyhodou
je pomalé vstbavani sorbitolu ze istva do krevniharecisté, proto je velmi vhodny
k pouziti pro diabetiky. #jem sorbitolu je vSak omezeny, protoZze #Sich davkach {

sobi projimay [1,20].

Velmi diskutované je pouziti syntetickych sladid€lyklamatim a sacharinu uz byly
v mnoha studiich prokézany toxickéinky, jejich pouZiti je legislativh omezené a cyk-
lamaty jsou dokonce v mnoha zemich éphakazany. O &co lepSi pozici ma aspartam,
kterému FDA (US Food and Drug Adminostration) a hmmadravotnickych organizaci
v USA prisoudily zdravotni nezavadnost. BeZpest byla potvrzena ve vice nez 100 Kli-

nickych a toxikologickych studiich [21].

1.3.4 Pridavek raznych dalSich slozek

Nekteri vyrobci mle&nych produki pridavaji z iznych divodi do mléka pi zpracovani na
jogurt dalSi pidatné latky. Mize to byt nap enzym penicilindza, ktery inaktivuje antibio-
tikum penicilin, kterym byly léeny kravy s mastitidou.fRomnost antibiotik ve mléce je
sice legislative omezena, ale i malé mnozZstvi ATB negatiavliviiuje ¢innost fermen-
tacnich bakterii [1,22].

Pri zpracovani ovoce se ¥kterych gfipadech pouzivajiizné konzervéni latky, které pak
piechazeji také do ovocnych jogurtV téchto je pak fitomnost konzervantomezeg

povolena (kyselina sorbova a jeji N&* a C&" soli, oxid stki¢ity a kyselina benzoova). V
piirodnich (bilych) jogurtech konzervanty byt nesidékteri vyrobci pak ve snaze pro-

dlouzit trvanlivost produki pridavaji ugité mnozZstvi konzervaitdo ovocnych joguit
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Jejich pouziti je vSak diskutabilni, protoZze mnahodii prokazalo negativni vliv konzer-

vanti na jogurtové kultury [1,23].

Nektefi vyrobci jogurty fluoriduji, fortifikuji ugitymi vitaminy (zejména A a C) nebo mi-
neraly (zejména Ca a Fe)igavaji mastné kyseliny nebo vysjbjogurt se snizenym ob-

sahem sodiku [1].

Zvlast do ovocnych nebo ochucenych joduvirobci¢asto pidavaji girodni nebo synte-
ticka barviva a aromata. Jejich pouziti je u ngsslativné oSeteno Vyhlaskow. 130/2010
Sh., kterou se #mi vyhlaskac¢. 4/2008 Sh., kterou se stanovi druhy a podminkyZzipio
piidatnych latek a extrgkich rozpou&tdel @i vyrob¢ potravin [24].

1.3.5 Homogenizace

MIéko i jogurt jsou heterogenni $8i kapalin - emulze tuku ve védpro které je typicka
shaha o roz#leni fazi a tudiz tuk vyvstava postuépma povrch. Proto jerdba mléko ped
fermentaci homogenizovattiFhomogenizaci se zmen3uji tukové kkii z 1-10pum pod
2um prohagnim mléka pes Uzké $rbiny vysokotlakéhocerpadla pod tlakem cca
14-18 MPa. Pro optimélni vysledek sié pomogenizaci pouziva rozmezi teplot 50-70 °C
[1,2].

Tukové kultky jsou po homogenizaci mensi, zamvaaji WtsSi povrch a zéni se slozeni
jejich membran. Také dojde ke zlepSeni hydrofilnilastnosti kaseinovych micel, které se
rozpadaji na submicely a déle se shlukuji v konglcty. Tim se zstSuje jejich celkovy
povrch, kterym se adsorbuji na tukové &k, ¢imz se sniZi jejich aglutinace a zmensi se
vztlakova sila (vyvstavani tuku).&8i paet tukovych kukéek zesiluje schopnost mléka
odrazet s#tlo, proto se kysané migé produkty zdaji dejSi. Homogenizaci se dale snizu-
je prav@&podobnost samovolné synereze syrovatky, zlepSujeexdara jogurtu a pocit

v Ustech, ktery poziti jogurtu vyvolava [25,26].

1.3.6 Tepelné oSateni

Mléko pro vyrobu jogurtu je nutné tepéloSetit. PouZivané teploty &asy mohou bytiz-

né, od Setrného termigaiho zatievu @i 65 °C na gkolik sekund az po UHT sterilai
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zahev i cca 150 °C po dobuc¢kolika sekund. Nepstji se pouziva 85 °C po dobu
30 min nebo 95 °C po dobu 10 min [1,2,25].

Tepelné oSéeni mléka pro vyrobu jogurtu se provadickalika divodu:

» Vytvéri se relativi sterilni prostedi pro¢innost startovacich kultur tim, Ze jsou
zniéeny v podstat vSechny vegetativni formy patogennich mikroorgauiisori-
tomnych v syrovém mlécegkteré spory termofil pripadré tepel& stabilni enzy-

my mohou #astat aktivni.

o Vytvéri se vhodyjsi prostedi pro fist mikroaerofilnich mlénych kultur, protoze

zahivanim ze suroviny uniké vzduch.

* Rozkladaji se miné slozky, pedevsim bilkoviny, za vzniku peptib@ sulfhydry-

lovych skupin, které slouZzi jako vyZiva pro stadowvkultury.

» Denaturuji se a srazi laktalbuminy a laktglobuliktgré zvysuji viskozitu a zlepSuji

(zhu&'uji) konzistenci finalniho produktu [1,2].

Pri tepelném oSéeni secast rozpustnych Ca, K a P solémh na nerozpustné formyifp
zaltrati 85 °C na 30 min se 16 % Tamsni na nerozpustny G@0y), [27]). Zaltatim se
zarover ni¢i nékteré vitaminy, zejména citlivé jsou B6, B12 a Gi BySené teplat se
mléko ¢ast&né zbavi rekterych pach (nag. z krmiv), zarové ale miZze dojit ke vzniku
nekterych nezadoucich patka gichuti (nap. po karamelu diky Maillard@vreakci mezi
laktézou a aminoskupinami bilkovin). Vysokou teploise denaturuji bilkoviny, které jsou

pak pro¢loveka stravitel®jsi [1,27].

1.3.7 Fermentaéni proces

Kultury mikroorganisni pro fermentaci mlékaipvyrob¢ jogurtu se vybiraji podle jejich
kysaci schopnosti, tvorby aromatickych lateke@fevsim acetaldehyd, acetoin a diacytel),
sklonu k sekundarnimu kysani, Zivotaschopnosti &nd snési pri ptidavcich éiznych
dalSich slozek, konzistence vyteného koagulatu, sklonu k synerezi aj. U nas séipaji
mikroorganismyStreptococcus salivariusubsp thermophilusa Lactobacillus delbrueckii
subsp bulgaricus (jako protosymbioticka sés v pongru koki k tycinkdm mezi 1:1 az
1:2). Knim je mozno je8tpridat dalSi mikroorganismy, které také produkuji ekiysu

mlénou. Pro zlepSeni pozitivntika na zazivani gktefi vyrobci gidavaji kmenyLacto-
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bacillus acidophilus Streptococcus lactisStreptococcus thermophiluBifidobacterium

bifidum, Bifidobacterium longunay. [1,25].

Tepelr oSetené mléeko se zchladi na teplotu vhodnoudanmost kysacich bakterii, a za-
ockuje se 1-2 % davkou namnoZené jogurtové kulturg. fermentaci kratkou inkuldai
dobou je to fiblizné 40-45°C na 2,5 az 3,5 hodiny a pro dlouhodoboméertaci cca

30 °C po dobu cca 16-18 hodin [28].¢Ntkem ¢asu fermentace je dosazeni pozadované
titracni kyselosti, ngjastji 70-75 (2,5 mmol/l) nebo pH 4,1 az 4,6 [25]. Rralitni proces

zrani je teba smis kultur michanim homoge#imozptylit v ml&né snési [1,25,28].

Pt vyrob¢ jogurti s pevnym koagulatem (set type) se mlékockaeané kysacimi kultu-
rami pIni do spdtbitelskych obai (skleréné, plastové), které se uloZi ke zrani do zracich
komor nebo lazni. Migna sn&s pro krémovité jogurty (stirred type) sévadi pro zrani do
ferment&niho tanku spolu s rozmnozenou kulturou, poté ddadné promicha a necha
zrat nejlépe bez michani. Nerezovy zraci tank jatrep konickym dnem pro snagai
vypoustni a dutym dvouvrstvym pl&§h pro okkh teplé a studené vody nebo vzduchu a
acinnym, ale Setrnym michacim systémem. Na koncibakui doby je koagulat v tanku

opatrré promichéan [1,2,25].

1.3.8 Pridavek ovoce a/nebo aromat a barviv

Pti vyrobé jogurtu s pevnym koagulatem se ochucujici slozigg@stji ovocny dzem ne-
bo marmelada, které mohou byt také aromatizovaby barveny) fidavaji d¥ma zpiso-

by: Bud’ se davkuji na dno sgebitelského obalu, na&rse pak plni zadkovana zahusha
mlétna snés, obal se uzae a nasledhse nechavé zrat a chladi; nebo se ochucujicialozk
piidava az na zraly biltastén¢ vychlazeny jogurt s poté se teprve obal uzavilachla-
zuje [1,25].

Pt vyrobé krémovitého ochuceného jogurtu se ochucujici glgiivadeji cerpadlem do
ferment&niho tanku ke zralému jogurtovému koagulatu a sjsion Setrtéy rozmichany.
Poté se pini do sp@bitelskych obdi a chladi [1,25].

Ovoce pidavané do jogurtu se vyjinies pouzivacerstvé, ve #tsing piipadi se gedevsim
kvili standardizaci produkturjglava ovoce konzervovane, které obvykle vedle owize

sahuje cukr (Bp.sirup nebo nahradni sladidla), stabilizatorgnaata, barviva a potravi-
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naské kyseliny nebo regulatory kyselosti [29fidava se bdi jeden druh (oblibené jsou

nag. jahoda, broskev, biavka aj.) nebo skisi ovoce (naplesni snis aj.) [1,29].

Pro zvyraz@ni chuti a barvy ovoce,fipadré nahradu za ovoce seéighvaji do ovocnych
slozek jogurt (piip. do jogurl) raizné aromatické latky a barviva. Mohou to b¥fredni,
piirodké-identické nebo syntetické latky. Pouziti syntejudk ochucovadel a barviv je ve

vétSine zemi legislativ omezeno [1].

Kromé ovocnych jogufi se vyrakji také vSelijaké jinak ochucené jogurty. Populgsoiu

prichug jako ¢okolada, tzné dechy, kava, vajmy likér aj. [29].

1.3.9 Chlazeni

Po dosazeni pozadovaneé ittmakyselosti nebo hodnoty pH jéeba jogurt co nejrychleji
zchladit pod 10 °C (nejlépe na cca 5 °C), aby smdata&ni proces prakticky ukail.
Chlazeni ovSem neide byt iliS rychlé, protoZze by mohlo dojit k synerezi syditky
v disledku gilis rychlé kontrakce bilkovinné zakladny [1,30].

Chlazeni nmize byt jednostufpvé nebo dvoustujpvé. Ri jednostupiovém chlazeni se
jogurt chladi pimo z inkubani teploty pod 10 °C, teprve potom s#dgavaji ochucujici
slozky (pokud se jedna o ochuceny jogurt) a vyrobekoali. B teplo€ kolem 5 °C je
ovSem jogurt uz iilis visk6zni a proto je manipulace s ninteerpavani, rozmichavani
ochucovadel aj.) obtiZjsi a riskantyjSi z hlediska synereze syrovatkyeBevsSim f vy-
rob¢ krémovitych joguri se tedycasgji pouziva chlazeni dvoustiipvé, kdy se nejprve
jogurt zchladi naifblizné 20 °C, pak sefidaji ochucujici slozky, ikladné se promichaji

s jogurtem a pIni se do spebitelskych obadi, ve kterych se pak pomalu (za cca 12 hodin)
dochlazuji na 5 °C [1,2].

1.3.10 Baleni

Vybér obalovych materiél a baleni je dosti podstatnou gasti vyroby jogui, protoze
obal je velmi dlezity, pokud ma byt jogurt dopraven ke gpbiteli v bezvadném stavu.
Obal musi chranit vyrobeki@d neistotami, cizimi &esy, mikroorganizmy a plyny

(nap.kyslikem) z vijSiho prostedi a takée fed swtlem, které nize zmisobit odbarveni
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ochucenych joguiit nebo oxidaci tuk. Jogurt nesmi z obalu unikat a zanou®/ nentlo
dochéazet ani k vygavani vody, protoze se timémi sloZeni a konzistence jogurtu a také
klesa hmotnost vyrobku. Zarav@bal nesmi propouftven tkave latky, které davaji jo-
gurtu aroma a dovritnezadouci pachy. Obaly musi byt navrzeny tak, wnadovaly
manipulaci pi pInéni, skladovani i distribuci vyrolik Dale jsou obaly nositelitdezitych
informaci pro spdtbitele, jako je nadzev a popis vyrobku, datum pelzbsti, slozeni,

nutri¢cni hodnota, nadzev a adresa vyrobce aj. [1].

Obal musi byt samaéejme¢ zdravotg nezavadny a mezi nim a jogurtem nesmi dochézet
k Zzadnym chemickym reakcim.¢kteti vyrobci pini jogurty do vratnych nebo nevratnych
sklerenych obal s kovovym vékem, ale¢astji jsou dnes pouZzivany jednorazové plastové
kelimky. NejvyuzivagjSimi plasty pro vyrobu jogurtovych olsiajJsou polyethylen — PE,
polypropylen — PP, polyester — PS a polyvinylcldefiPVC. Naplané kelimky jsou tepel-

né¢ nepropusté spojeny s hlinikovou folii, ktera je potazena teplastovym natrem (z

PE, etylenvinylacetatkopolymeru — EVA, PS nebo P¥@G)i odolnosti proti kyselému pH
jogurtu [1,25].

1.3.11 Skladovani, transport, distribuce

Aby se jogurt dostal ke kotieému spakbiteli v bezvadném stavu athto mozna nejdel-

Si trvanlivost, musi se optimalizovat podminky dkiani a distribuce. #Pnevhodnych
podminkadch se mnozi jogurtové kultury, nastava obnd kysani, fekysani a fipadre i
vznik nezadoucichifchuti; nebo dojde ke kontaminaci nebo rekontaminezadouci mi-
kroflérou a jejich metabolity produkt znehodnocujiejvyznamujSi biochemické reakce,
které mohou P skladovani probihat jsou: oxidace tukhydratace bilkovinnych slozek,
odbarvovani ovocné slozky, Zma vzhledu a konzistence povrchu jogurtu vysychanim
[1,25].

V prvnich 24 — 48 hodinach skladovani se zlep8uajikéIni charakteristiky koagulatu jo-

gurtu (hydratace a stabilizace kaseinovych migetto je vyhodné prodej oddalit [1].

Jogurty by mdly byt skladovany p teplotach 0-10 °C, nejlépe pod 5 °C, nesmi doehéaz
k vykyvim teplot. Sklady by &y byt dolre izolovany, aby neunikal chlad. Manipulace
s vyrobky musi byt Setrna, aby nedoslo k poruSbakiqiipadré synerezi syrovatky. Skla-

dy musi byt dote odwtrane, vzduch by i cirkulovat. Pokud jsou jogurty baleny vipr
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hlednych obalech, &b by byt pouZzito specialni ostteni, aby nedochazelo k odbarvovani

ovocné slozky [1,2,25].

Pti preprav je poteba zachovat teplotu 0-10 °C pomoci klimatizovangopravnich pro-
stredki. Obtizné je zabranit f#im a vibracim, kteréasto vedou k posSkozeni struktury a
konzistence jogurtuifpadre i k synerezi syrovatky. Z tohotaidodu se pidavaji do jogur-

tu stabilizatory. Vibracim se takésté&né zabrani, kdyz se kartény s jogurty naskladané na

palatach, pewhovinou félii dohromady [1].
Na prodejnach musi byt jogurty uchovany v chladiciégizenich (0-10 °C) az do nakupu
spotebitelem. Spdebitel by n&l jogurt také uchovavat v chladice, az do okamziku kon-

zumace [1].
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2 LAKTOZAA JEJi METABOLISMUS V JOGURTU

2.1 Uvod

Laktoza — mlény cukr, je zakladni sacharidicka slozka mléka eefth sava. Z dalSich
cukni se v mléce vyskytuje glukéza (50 mg/l) a stopovhstvi fruktdzy, glukb6zamin

galaktozamif a neutralnich a kyselych oligosacharjd3].

Obsah laktozy v mléce je zavisly na mnoha faktorectzivatiSném druhu samice
(Tab.2.1), fazi laktace, vyziva zdravi samice aj. Lakt6za spolu se sodnymi.etimgmi a
chloridovymi ionty, m& rozhodujici ulohu v udrZzovamsmotické rovnovahy v miéych
Zlazach. Nap pri mastitic® (zarét parenchymu prsni zlazy) se zvysi hladina NaCllécen

a adekvaté k tomu se snizi produkce laktozy [13,4].

Laktoza je vedle tuka bilkovin hlavni nuttini slozkou mléka, hraje Kidvou roli @i vy-
rob¢ zakysanych migych produki a vyrazg ovliviiuje texturu zahudhych a mrazenych
mlécnych vyrobKi. U velkécéasti lidské populace {iplizn¢ 70 %), gedevsim v Asii, Afri-
ce a Jizni Americe, se po skemi obdobi kojeni vyraznsnizi produkce laktazy (enzym,
kterym je lakt6za 8pena). Tato laktdzova deficience — hypolaktazielevie malabsorpci

laktozy (porucha vegbavani), fip. se vyskytnou projevy intolerance laktdzy [13,31

Tab.2.1 Koncentrace laktdzy (%) v mléce vybranpabwiBEnych druki [13]

Druh Laktéza | Druh Lakt6za | Druh Laktoza
Kalifornsky lach- 0.0 My 3.0 K0cka,(d0mest|f|- 48
tan kovana)

Arkticky lachtan 0,0 Mote 3,0 Prase 55
Medwd derny 0.4 E;')s (domestikova- | 54 | kap 7.0
Delfin 0,6 Jelen sika 3,4 Simpanz 6,2
JeZura 0,9 Koza 4,1 Makak 7,0
Plejtvak obrovsky 1,3 Slon indicky 4,7 | Clovek 7,0
Kralik 2,1 Krava 4,8 Osel 7,4
Jelen lesni 2,6 Ovce 4,8 Zebra 7.4
Lachtan Sedy 2,6 Vodni buvol 4,8 Hmodan 10,2
Krysa 2,6
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2.2 Chemické a fyzikalni vlastnosti laktozy

2.2.1 Struktura

Laktoza, O- p-D-galaktopyranosyl-(#»4)-D-glukopyranosa je disacharid slozeny
z glukozy a galaktézy, které jsou spojghyt—4 glykosidickou vazbou. Volny poloaceta-
lovy hydroxyl na molekule glukézy (uhlik C1) ma waijici (Einky, proto pati laktoza
mezi tzv. redukujici sacharidy. Tento hydroxylize byt v poloze cis nebo trans
k hydroxylové skupi& na uhliku C2, rozliSujeme tedy a - anomer [13].

(b) (1)

Anomeric carbon

6 CHOH

Lactose

0-B-D-Galactopyrancsyl-(1—4)-a-D-Glucopyranose : a-Lactose < * - k 1

Galactose
0-p-D-Galactopyranosyl-(1—+4)-B-D-Glucopyranase ; J-Lactose < j '\k X B

Obr.2.1 Strukturni vzorec laktozy [13]

2.2.2 Rozpustnost

Striktné vzato, rozpustnosti-laktozy ve vod pii 20 °C je 7 ¢g/100 ml g3-laktdzy
50 g/100 ml. JenZe ve vodném roztoku dojde k mtaaranezi anomery, az se ustavi
rovnovaha — 62fF: 37,3 (= 1,60:1a —1,6X7 + 1x7 = 18,2) Korsma rozpustnost laktozy
ve voct pii 20 °C bude tedy 18,2 g/100 ml [13,32].

Rozpustnosti-laktdézy je mnohem vice zavisla na teploez rozpustnogi-laktdzy jejich

kiivky rozpustnosti se protnouigeplog 93,5 °C [13,32].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 34

2.2.3 Krystalizace

Pri teplotdch do 93,5 °C vykrystalizuje z vodnéhotodm lakt6za v nejstabitijSi konfor-
maci o-laktéza (obsah vody 5 %). Krystaly jsou tvrdé apmustji se pomalu. Velikost a
mnozstvi krystal je zavislé na podminkach krystalizace a hrajéokidu Ulohu v textte
kondenzovanych mlék a mrazenych nebo syrovych kréraktoza se da ve vakuu vysusit
(nad 100 °C) na hygroskopickyanhydrid. Pokud se krystalizace provaditpplotach nad
93,5 °C, vznikd bezvodd-laktdoza fB-anhydrid). a- a B- forma laktozy se liSi
v rozpustnosti, velikosti a tvaru krysialhygroskopici, specifické otéivosti a sladkosti
[4,13].

Ve srovnani s jinymi sacharidy ma lakt6za relatimizkou rozpustnost, pz roztoku ale
krystalizuje obtiz®, ma tendenci vytu@t presycené roztoky. Kdyz je roztok laktdzy velmi
rychle vysusen, viskozita roztoku se tak rychleStyye krystalizace neni mozna a vznikne

amorfni hygroskopicka s¥s a- ap-laktozy (laktozovy sirup, laktozoveé sklo) [4,13].

Ve vodnych roztocich je konfigurace poloacetalovBfidroxylu kolem anomerického uh-
liku C1 na molekule glukézy velmi nestabilni &ze se snadno it — mutarotace. Rych-
lost mutarotace je siénzavisla na pH prostdi. V rovnovazeif 20 °C se laktdza rozpus-

téna ve vod sklada z 37,3 %-anomeru a 62,7 -anomeru [4,13].

2.2.4 Sladivost

Sladivost cukii je vlastnost, kterd se znat&élméni s koncentraci cukru v roztoku. Proto
porovnani sladivosti typu: cukr A je tolikrat slad&z cukr B, je mozné pouze, uvazujeme-
li stejné koncentrované roztoky (porovnénikierych cuka je uvedeno v Tab. 2.2). Lakto-
za je relativis sladiwjSi ve vysSich nez v nizSich koncentracich. V 1d#taku dosahuje
lakt6za pouze asi 16 % sladivosti sachardzy, pset@&tSinou nepidava do potravin jako

sladidlo, ale podili se spiSe na twbtbxtury, chuti a vazbvody. Roztok3-laktdzy je sla-

viv s
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Tab.2.2 Relativni sladivosekterych sacharid (procenta koncentrace, ktera da-
va odpovidajici sladivost) [4]

Sachar6za Glukéza Fruktoza Laktéza
0,5 0,9 0,4 1,9
1,0 1,8 0,8 3,5
2,0 3,6 1,7 6,5
2,0 3,8 - 6,5
2,0 3,2 - 6,0
5,0 8,3 4,2 15,7
5,0 8,3 4,6 14,9
5,0 7,2 45 13,1
10,0 13,9 8,6 25,9
10,0 14,6 - 0
10,0 12,7 8,7 20,7
15,0 17,2 12,8 27,8
15,0 20,0 13,0 34,6
20,0 21,8 16,7 33,3
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2.3 Biosyntéza laktozy

Laktéza je syntetizovana v ndliych Zlazach savica to z glukdzy, ktera je ziskana z krve.
Jedna molekula glukdzy jeggmenéna na UDP-galaktdézu (pomodtyt enzynii — tzv. Le-
loirova cesta), ktera je donorem pro spojeni sida@lekulou glukdzy (akceptor). Tato
reakce je  katalyzovana laktézsyntatdzou, coz je ymeozy komplex

B-4-galaktozyltransferdzy @laktalbuminu [13,31].

GLUCOSE hexokinase = Glucose-6-phosphate

ATP ADP
Phosphoglucomurase

P-P

QDP glucose

UDP-glucosc—e Glucose-1-phosphate
J pyrophosphorylase \
UDP ghicose-4-¢pimerase UTP C ADP
y UDP - ATP
UDP-galactose
gelactosyltransferase
+ = » LACTOSE

a-lacralbumin

= (GlUCOSE

Obr.2.2 Biosyntéza laktdzy [13]
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2.4 Vyznamné reakce laktozy

Lakt6za reaguje obdobBrjako jiné sacharidy. MEe vzniknout glykosidicka vazba mezi
dvéma monosacharidy; fie prokthnout reakce na redékim konci molekuly glukézy;
muze prokhnout reakce na hydroxylové skupinebo niize vzniknout vazba uhlik-uhlik
[33].

Laktitol, laktuléza a galaktosylglukonovéa kyseliflactobionic acid) jsou hlavni derivaty

laktdzy, @i jejichz vzniku Zistane zachovarfil-4 vazba [13].

2.4.1 Hydrogenace laktézy — vyroba laktitolu

Laktitol je synteticky cukerny alkohol, ktery serapi redukci laktézy (molekula glukézy je
redukovana na sorbitolovou skupinu). Hydrogenacagbsgkle provadi za zvysené teploty i

tlaku, katalyzovana pomoci Raneyova niklu [13,31].

Laktitol je vhodny pro pouZziti jako nizkokaloriclstadidlo, protoZze vySSimi organismy
neni metabolizovan.Nema tedy vliv na hladinu glykéxrvi a sekreci insulinu. Takeé je
mu grisuzovana schopnost redukovat absorpci sacharazovat hladinu cholesterolu
v krvi a jatrech a byt antikariogenni (neni metamitan bakteriemi v Ustni dutinproto
nepodporuje vznik zubniho kazu) [13]. Ma sladivodpovidajici cca 30-40 % sladivosti
sachardzy [34]. Neni resorbovan ani hydrolyzovaenkém stew, ale je fermentovan

mikroflérou tlustého $eva, proto vykazuje miglaxativni &inky [4,13,31,34].

Esterifikaci laktitolu jednou nebo vice mastnymsé&lnami niizou byt vyrobeny potravi-

nové emulgatory, analogicky jako ze sorbitolu. NigditéjSi z nich je laktitol palmitat [4].

2.4.2 Isomerace laktézy — vyroba laktulozy

Laktuléza je synteticky disacharid, je to izomextéey, ktery vznikne transformaci aldo-
sové slozky molekuly (glukézy) na ketosovou (fritth Isomerace se provadi za mdirn
alkalickych podminek a vznik&imi také mensi mnozstvi vedlejSiho produktu —adqbd-
zy [13].

Laktuléza je sladSi nez laktéza a dosahujbligné 48-62 % sladivosti sacharozy [13].

Obdobré jako laktitol je antikariogenni a neni hydrolyzavéds tenkém sew p-
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galaktozidazou, proto pokiaje do tlustého gtva, kde je fermentovana bakteriemi énlé
ného kvaSeni detre bifidobakterii. Proto se dnes laktul6za hé&dtyuziva k pozitivnimu
ovlivnéni skevni flory, snizeni gevni pH a zabrami rozvoji nezadoucich hnilobnych bak-
terii. Nagriklad je @Zr¢ pridavana do mkénych kojeneckych vyrohkpro simulaci bifido-
gennich a miralaxativnich vlastnosti matgkého mléka. Ve vysSich davkach ma laktuléza
nezanedbatelné laxativnéidky, proto se vyuziva k &b¢ portosystémové encefalopatie a
chronické zacpy [4]. Laktuloze je takéiquzovana schopnost patiarust rekterych nado-
rovych burk [4,13,31].

Laktul6za

!

Poziti usty

.

— Neni absorbovana a putujg N Neni kariogen-
do tlustého seve
Vyuziti Bifidobakteriemia N Prizniva znéna in-
narust ieiich pétu testinalni mkroflory
Produkce organickych kyse} Potlaeni hnilobnych
lin a sniZeni intestinalniho bakterii
u | Potlateni produkce Skod-
— - > livych latek
Ovlivnéni fe- Potlateni pro- e
kélniho vyu- dukce Nkq Syntéza vitamit
r JL ¥
Zajiseni intes- ZmenSeni zéfe Stimulace imu-
tinalnich fuikci jatel nitni odpowdi

Obr.2.3 Vliv laktulézy na zdravi [13]

2.4.3 Oxidace laktdézy — vyroby galaktosylglukonové kysety

Galaktosylglukonova kyselina (lactobionic acid)psgravuje mirnou oxidaci volné karbo-

nylové skupiny laktozy. Oxidacetrhe byt provedena chemicky (Pt, Pd nebo Bi), eléktro
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ticky, enzymaticky nebo fermentaci. UZiva setildad v alkalickych roztocich jako chela-
tacni cinidlo pro vyvazani &kterych kowi (nag. Fe), kdy EDTA neni &inna. Dale je to
konzervant roztok pro organy ped transplantaci, inhibitor korozecaidlo zabraujici

vzniku kotelniho kamene [13,31].

2.4.4 \Vyroba laktosylmoc¢oviny

Laktosylma@ovina se vyrabi z laktézy a maviny v kyselém prosedi. Matovina se poda-
va jako levny zdroj dusiku pro dobytek. Po pozitcoviny ovSem rychle roste toxicka
hladina amoniaku v krvi, proto se fuvina gevadi na méhnebezpénou laktosylmdo-
vinu [13].

2.4.5 Hydrolyza laktozy

Laktéza niize byt hydrolyzovana enzymefiigalaktoziddzou neboli laktdzou (obdeébn

jako ve stevech savit) nebo ¥edénymi roztoky silnych kyselin [13].

Jako zdroj laktazy se pouzivaji pksginl. Aspergillusspp.) a kvasinky (hKluyveromyces
spp.). Pi enzymatické hydrolyze nejprve vznika glukdza dakza v piblizné stejném
pon¥ru, ale nasledhmohou byt spgebovany pro tvorbu vysSich galaktooligosacharid
diky galyktosyltransferasové aktiwitaktazy. V rkkterych gipadech se toho vyuziva za-
meérng, oligosacharidy seffaavaji nap.do kojeneckych vyziv jako prebiotika - nejsou re-
sorbovany v tenkémigve, pokrauji do tlustého seva, kde podporujiist bakterii — naip
uziteinych Bifidobacteriumspp.. Gluk6zo-galaktézovy sirup dosahufiliFné 70 % sla-
divosti sacharozy, ale vedle levayrakénych glukézovych a glukozo-fruktézovych situp
nenasel flis uplatreni. Mnohem ¥tSi vyznam ma hydrolyza laktdzy pro rozvijejicitde

s bezlakt6zovymi mlkgnymi vyrobky pro pacienty s laktdzovou intolerafic3,31].

Vuci pusobeni organickych kyselin je laktoza mnohem ogéinnez jiné cukry,
nag.glukoza. B analyze srssi €chto dvou cuki, miZze byt uspsSre pouzita kyselina ci-
tronovda, kterd sacharézu spoleblikydrolyzuje, ale laktézu ne. K hydrolyze laktéay s
pouzivaji Zedné roztoky silnych mineralnich kyselin, coz ovSeeminpro potravin&ky

pramysl @ilis vhodné [4,13].
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2.4.6 Fermentace laktdzy

Laktéza je velmi doke zkvasitelna pomoci bakterii mif€ho kvaSeni (hlLactococcus
spp. aLactobacillusspp.) na kyselinu mé@ou, ¢ehoz se hogavyuziva g vyrobé kysa-
nych mlé&nych vyrobki. Kyselina mléna se pouZzivd k okyseleni potravin a napoj
v kosmetickém pmyslu, @ vyrobé plast aj. Zajimavé je pouziti kys. niéé @i vyrobe
polymernich biomateria| predevsim bioodbouratelych stetPrevedena na amoniumlak-

tat se pidava jako nebilkovinny zdroj dusiku do krmiv pnitata [13,31].

Pomoci kvasinek (hiKluyveromycespp.) je zase laktéza fermentovana na etanol. Tato
vyroba lihu ovSem nefize finargné konkurovat fermentaci sacharézy nebo chemické vy-

rob¢ etanolu [13].

Jako substrat pridianthomonas campestijs lakt6za vyuzivanaipvyrobé xantanové gu-

my, kterd ma v potravitigtvi rozsahlé pouziti [13].

2.4.7 Maillardova reakce

Laktoza je redukujici cukr, proto saibe podilet na Maillardavreakci vedouci k neenzy-
matickému hadnuti, fredevsim za zvySené teploty. ¥igad laktdzy reaguje karbonylova
skupina s aminoskupinami (daptji s e-NH, skupinou lysinu v bilkovinach). Vznikne
laktosamin, ktery se tite gresmyknout (Amadorihofpsmyk) na 1-amino-2-keto-lakt6zu.
Tato latka pai mezi tzv. Amadoriho slaieniny, které v zavislosti na okolnim priesti

mohou dale reagovat na melanoidy, aromatické&slauy aj. [4,13].

Zatimco v mnoha potravinach je neenzymatickédhnti Zadouci (ndp chlebova krka,
pivo, topinky, praZzena kava aj.), v mléce a dnigeh vyrobcich mé jehorffomnost nega-
tivni dusledky jako hadé zbarveni, zapach, mirny pokles vyzivové hodatyata” lysi-
nu) a zhorSeni rozpustnosti suseného miékkteke produkty Maillardovy reakce maji

antioxida&ni vlastnosti. Reakce jsou nevratné [4,13].
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2.5 Metabolismus laktézy v jogurtu

Bakterie mléného kvaSeni nevyuZivaji Zadné energetické sysjékayNADH, citratovy
cyklus aj., energii ziskavaji vyhragikvasenim sacharid[35]. Z jednoho molu laktézy
vznikd 1 mol galakt6zy, 2 moly kyseliny nil& a energie praist bakterii (i homofer-
mentativnim kvaSeni). Kipnosim energie dochazirpdevsSim cestou substratové fosfory-
lace a ATPaz cytoplazmatické membrany [E}eptococcus thermophilusactobacillus
delbrueckij subsp.bulgaricus a Lactobacillus acidophilustermentuji laktéu v jogurtu
homolyticky (vznika pouze kyselina ntléd) — homofermentativni kvaSenBdidobacteri-
um spp. fermentuje laktdézu v jogurtu heterolytickedle kys. mléné vznikaji dalSi pro-

dukty) — heterofermentativni kvaseni [1,2,35,36].

2.5.1 Homofermentativni kvaseni laktézy v jogurtu

Pro transport do cytoplazmy mikrobialni by S.thermophilus, L.delbruckiia
L.acidophilusje lakt6za fosforylovana pomoci fosfoenolpyruv@®EP) v membranbui-
ky a g'enesena progdnictvim PEP — fosfotransferazového systému (PER:B7] nebo

je prenesena v nefosforylované podgomoci permeaz [1,4,37].

Po genosu do cytoplazmy pomoci PEP:PTS systému jeZdal@éfosfat hydrolyzovang:
galaktozidazouf-gal) na glukézu a galaktézu-6-fosfat. GalaktéZasFat je b’ trans-
formovana pes tagatozu na glyceraldehyd-3-fosfat a paken Emben-Mayerhof-
Parnasovou (EMP) cestou katabolismu glukdzy, nebdefosforylovana a vyl@éena v
nezmeénréné podol z mikrobialni buky. V pfipad prenosu pomoci cytoplazmatickych
bilkovin — permeéz lakt6za neni fosforylovana hydrolyzovang-galaktoziddzouf-gal)

na glukozu a galaktozu. Glukéza paluge EMP katabolickou cestou a galaktoza je vylou-
¢ena z biiky. Pouze v fipadt vycerpani glukézy je galakt6za katabolizovana Lolemov
cestou na glukéza-1-fosfat [38] a pakupe EMP cestou. Produktem EMP cesty je laktat
[1,4,38].
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2.5.2 Heterofermentativni kvaseni laktozy v jogurtu

Z kultur bZzné pouzivanych pro vyrobu jogurtu, fermentuje laktdrterolyticky pouze
Bifidobacteriumspp. Do bakterialni hiky je lakt6za transportovana jen v nefosforylované
form¢ pomoci permedz. V cytoplazmprokthne enzymaticka hydrolyz#-gal) na glukézu

a galaktozu. Glukdza poktaje Bifido-cestou katabolismu glukozy a galaktéeaylowe-

na z butky. Pouze v fipact vycerpani glukézy je galakt6za katabolizovana Loleiov
cestouna glukdza-1-fosfat [38] a poduige Bifido-cestou. Produktem Bifido-cesty katabo-
lismu glukdzy je laktat a acetat v molarnim pom3:2 [39]. Heterofermentativnim kvaSe-
nim 1 molu laktdzy vznikd 5 mol ATP, takZe je tcesgeticky vyhodgjSi proces nez ho-

mofermenatativni kvaSeniiigkteré vznikaji jen 4 moly ATP [1,4,38,39,40].

Lakt6za v jogurtu

Prostedi
| 1
Bunééna membrar
1
Lagtose Lactose Cytoplazma
Homofermen- | i | Heterofer- yiop
tativni \ 3! v | mentativni
kvagen Glucose Galuctose Glwosel kvaseni
ATP l ( AT
ADP ADP ATD
Gulsctoze <1-phosphute ADP
Gilucase-6-phosphile +——— Glucose-1-phosphate . Glucose-6-phosphate
Fructase-6-phosphate LELOIROVA Fructose-6-phosphate  Fructose-6-phosphate
CESTA
Fruetose-| 6-bisphosphate
Erythrose—4-phosphate  Acetyl phosphate
I * ! ADP
’ Y l ATP
Dihydroxyzcetone . Glyeeraldehyde-3-phosphate o
phosphate Heptose phosphate + Triose phosphate
4 JLD'P | megar phinspbze Acatate
@ i?:iafn TesTgemEnts)
C 2NADH f U
¥ Acetyl phosphate 2 Glyceraldchyde-3-phosphate
Pyruvate 5
J : 2ADP 4ADP
(3 jc
G vt BIFIDO
EMBDEN- jAcctat:-_-_._m““ 1 p.,-m.m; L .
MEYERHOF- | | [ T nann CESTA
PARNASOVA " l ‘s ZNAD
CESTA Acetate ormate
2 iﬂrum Cytoplazma
[ W' Lactate svmport ) QI' Lactate and scetate symport ) Bunéénéd membrar
1
T ;
Y . Lo Prosted
Laktét v jogurtu Laktat a acetat v jogurtu

Obr.2.4 Homo- a heterofermentativni kvaseni laktopgurtu [1]
(prenos laktdzy fes cytoplazmatickou membranu pomoci permeaz)
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2.5.3 Aktivita p-galaktozidazy v mikroorganismech pro fermentaci jgurtu

S. thermophilug L. delbruckiisubspbulgaricusjsou krong vyroby zakysanych mééych
produkti vyuzivany také jako alternativni zdroj laktazyeid se vyziva zejména pro vyro-

bu bezlaktézovych nebo nizkolaktézovych énlgch vyrobki [1].

Optimalni aktivita streptokokov@-gal byla zjiSéna @i neutralnim pH, teplaét 55 °C
v pufru Md* ionty a fiitomnost kravské Zti (0,15 ml/100 ml) aktivitu stimuluji, kdeZto

Vi s

enzym ziskany izolaci z kvasinek [1,41].

B-gal zL.delbruckiisubspbulgaricusma nejvyssi aktivituippH 6,5-7,0, ale stabilni je jiz

pfi pH 5,8, nutna je iitomnost Mg" iontd, teplotni optimum 55 °C [1,42].

2.5.4 Produkce kyseliny ml&né

S. thermophilusi L. delbruckiisubspbulgaricuskatabolizuji laktézu v jogurtuipdevsim
na kyselinu ml&nou aBifidobacteriumspp. na kyselinu mé&ou a octovou. Slozity bio-

chemicky proces konverze Ize sumarizovat do rovnice

Lakt6za Voda Kyselina ité
CioH22011 + O — 4 GHeOs

Laktozy jako substratu pro fermentaci je ve vyrém jogurtu dostatek, ale kdyz vznikaji-
ci kyselina mlénd doséhne koncentrace nad 1,5 %negusobit inhibEéné na st bakte-
rii. Fermentace se v podstatkorti snizenim teploty na cca 5 °C, kdy bakteristanou

Zivé, ale jejich fermentai ¢innost je témi zastavena [2].

Pro syntézu laktatu z pyruvatu, pouzivaji bakteriécného kvaseni enzym laktatdehydro-
genazu, ktera fZe mit fiznou stereospecifitu, coz ma za nasledek vznik)|LE+-) nebo
LD-(z) izomeru kyseliny mléné. S.thermophilugprodukuje pedevsSim L(+) kys. ml&ou
[43] a L.delbruckii subspoulgaricusD(-) kys. ml€nou [44]. L(+) izomer kys. miié je
pro ¢lovéka mnohem snad stravitelny, nez D(-) izomer.#devSim pro kojence do 6
mesial véku je D(-) izomer nevhodny. Stereochemické slokgai ml&né v jogurtu se da
do zn&né miry ovlivnit pordrem bakterii ve startovaci kuits a Upravou inkul&aich

podminek Cim wtsi je obsah D(-) izomeru, tim mé jogurtiegi a kyselejsi chiu Obvyk-
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le se jogurt vyrabi s obsahem 45-60 % L(+) a 58440(-) izomeru kys. miéné [45].L.
acidophilusprodukuje LD(z) aBifidobacetriumspp. L(+) izomer kys. mé@é. Bifidobak-
terie ovSem produkuji vedle kys. rae také kys. octovou, takZe jogurt vyrazkyseluji
[1,2,4,43,44,45].

COOH COOH
| I
HO —-C —H H—C—0H
| I
CHs, CH;
L(+) kys.ml&na D(-) kys. ml&na

Vznikla kyselina mléna ma velky vyznam pro tvorbu organoleptickych eksaristik jo-
gurtu. Koloidni C&" z vapenato-fosfotmano-kaseinového komplexu v micelach se srazi
na nerozpustny GE&PQy),, aZz je postuptivSsechen vapnik v micelachagrpan, pi pH 4,6
— 4,7 se zéne srazet kaseinova frakce a také vznika laktéewaty. Tim se vytvd textura
a konzistence jogurtu — tvorba jogurtového gelmeyosledniacdt (cinkuje kys. mléna

jako konzervani ¢inidlo [1,2].

2.5.5 DalSi produkty fermentace cukni v jogurtech

Bakterie mléného kvaSeni majiiznou schopnost produkovat extracelularni hetersaely
charidy (EPS) sloZené z mnoha linearnich neboéteenych opakujicich se jednotek se-
stavajicich z di-az hepta-sachdariktere ¢asto obsahuji dalSi skupiny, faaminy. Ri-
tomnost &chto latek pozitiva ovliviiuje konzistenci, texturu a stabilitu jogurtu a takeé
sobi giznivé na zazivani sptabitele [46]. Vynosy EPS vyrobené jogurtovymi kudtoni
mohou dosahnout az 40 mg/100 ml [1,46,47].

Bakterie mléného kvaSeni produkuji mnohgkavych i netkavych latek, které maji vedle
kys. ml&né velky vliv na chtl a vini jogurtu. Jsou toiiedevsim: neékavé kyseliny (pyro-

hroznova, Bavelova, jantarova)¢kave kyseliny (mravei, octova, propionova, maselnd),
karbonylové sloteniny (acetaldehyd, aceton, acetoin, diacety)zaé produkty metabo-

lismu laktozy, proteifi a tula [1].
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3 METABOLISMUS LAKTOZY V LIDSKEM ORGANISMU

3.1 Fyziologie traveni a vstebavani

Pro lidsky organismus je nezbytmutné pijimat Ziviny z okolniho prosedi. Potrava je
mechanicky a chemicky zpracovavana — traveni; smlaké latky jsou resorbovangsou
gastrointestinalniho traktu (GIT) — wsbavani; narazovityifjem potravy je vyrovnavan -
skladovani; traveni (spolu s vlastnim imunitnimtéygem) likviduje mikroorganismy —
ochrana a #d zpracovani a vitbavani potravy jsou uvagdvany endokriné aktivni latky
[48].

GIT se pro zjednoduSenkld na ¢tyti hlavni ¢asti — horni (Usta, jicen, Zaludek)iesini
(tenké stevo),dolni (tlusté sevo, koneénik) a akcesorni organy podilejici se na funkci

GIT, ale lezici mimo vlastni travici trubici (sl@rzlazy, jatra a pankreas) [49].

V Ustech je potrava mechanicky zpracovavana (2vykana) avearje senzoricky hodno-
cena jeji kvalita. Dale se zde potradgste&né rozpousti ve slinach a @aa proces vyrov-
nani jeji teploty s teplotoltla. Ve slinach jsou jiz obsazengkteré enzymy, ale hlavni
cast S¢peni Zivin zéina az v Zaludku, protoZe v Ustech je potrava olevidn kratceJic-
nem je potrava transportovana do Zaludku pomoci paijlareflexu a peristaltickych vin
[48].

V Zaludku se potrava postupnméni v traveninu — chymus. Zaludek se sklada
z proximalnicasti (3/4 zaludku), ktera slouzi kgghodnému uskladni chymu a z distalni

— pylorickécasti, kde je chymus roztthovan nacdstice mensi nez 1 mm, traven a porco-
van. Pohyb chymu v Zaludku zaji§e slozity systém peristaltickych vin. Silna kysal
chlorovodikova (pH az okolol) spolusamylazou ze slin &pi Skroby na oligosacharidy a
monosacharidy, rozbiha se intenzivni enzymatickkleml bilkovin (fedevsim pepsinem)

a z&ina emulgace tuk[48,50].

Tenké stevo se sklada zeitéasti: duodenum (dvanactnik), jejunumifi) a ileum (ky-
¢elnik), je dlouhé 3 az 7 m v zavislosti na svalov@®mu a Siroké kolem 3 cm. Sliznice
tenkého geva je vyrazi ztasena, na povrchu je mnozstvi drobnychexi — klka a lu-
minarni povrch enterodytje tva‘en kartéovym lemem (mikroklky), proto je vysledny
absorgni povrch obrovsky. Povrch sliznice se neustaleogbje, cely epitel se obni

piiblizné za 5 dni. Odutelé enterocyty se odlupuji z vrcholu k&lla stavaji se s@asti



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 46

obsahu sev. Vyménu podporuje zejména viadknina v potiaktera timto vyraz& prispiva
k prevenci mnoha onemaém wetné nadorovych. Posun chymuiestem zajisuji kon-
trakce a relaxace jednotlivych vrstev hladké svialpwkteré jsoutizeny nervow a hormo-
nalns [48,50].

Do sieva jsou secernovany pro jetianost nezbytné tekutiny —tevni $ava, pankreatic-
ka §4va a Zld. Sekrece jé¢izena nervo¥ a hormonald. Stevni a pankreatick&’&va ob-
sahuji velké mnozstvi HCGOionti, které neutralizuji kyselé pH chymu pdighodu

z zaludku. Sevni $ava, ktera je secernovana z membrany kaviého lemu enterodyt je
tvofena v mnoZstvi cca 1,5 az 2,6ditra den a obsahuje peptidazy a dipeptidazy; sachara
zu, maltazu, laktdzu a izomaltdzu; malé mnoZstevst lipazy a tkteré fosfolipazy. Pan-
kreaticka §ava je tvéena v exokrinnim oddile slinivkyisni v mnoZzstvi cca 1 az 2 litry za
den a z enzyfhobsahuje protedzy a profosfolipazy (v neaktivrdgi®); a-amylazu; pan-
kreatickou lipazu; deoxyribonukledzu a ribonukleézug je tvarena v jatrech v mnozstvi
cca 0,7 — 1,2 litru na den. Neobsahuje enzymyjeateezbytna pro traveni a transportiuk
a jejich metabolil, vstebavanidchto latek a také jsou s ni vylwany cholesterol a dalSi
produkty metabolismu tukjako Zlwova barviva (bilirubin). Bblizné polovina ZIdi je

Z jater uvolgna do duodena a druh& polovina shrodimi#&na a intenzivhzahugovana ve
Zluéniku [48,49,50].

Skroby jsou &peny intraluminaldy (uvnitt steva) a-amylazami na disacharidy akteré
oligosacharidy, které jsou pakégeny celularéy (enzymy v kartéovém lemu lumindlni
membrany enterocy} pomoci sacharazy, maltazy, laktazy a izomaltéazyednotlivé mo-
nosacharidy. Triacylglyceroly jsou nejprve v duod@mulgovany pomoci Zovych kyse-
lin a nasleda spojeny s kolipazou, coZz umozni jejich rozkladkpaatickou lipazou. 30 %
stravitelnych protei je intralumindli S€peno pankreatickymi endo- a exopeptidazami a
zbyvajich 70 % je 8peno celularé peptidazami kartivého lemu enterodyt Jednotlivé
monosacharidy a aminokyseliny jsou specializovanyarmisportnimi mechanismy vsba-
vany do intersticia enterody{a odtud do portalni krve) v duodentigov proximalnicasti
jejuna. Lipidické latky jsou v oblasti katdvého lemu uvalovany ze Zltovych micel a
vstiebavany v jejunu a teprve v ileu jsou resorbovdoyaxé kyseliny. Krom zakladnich

Zivin se v tenkém B\ vsttebava voda, ionty a vitaminy [48,50].

Tlusté strevo (colon) je dlouhé cca 1,4 m a Siroké 5-8 cm, skigel ze slepéhoista (ca-

ecum) stervovitym vylEzkem (appendix), ttmiku a koneéniku (rectum). Chymus se zde
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zahu$uje a néni se jeho elektrolytické sloZeni, stava se&jzsiolice. Krong regulace ob-
jemu a dokoteni vstebavani Zivin ma kolontdeZitou rezervoarovou funkci (skladovani
stolice az do mozného vyprazam — defekace). Sliznice neni zvrésa do klki, jako u
tenkého seva, ale luminalni membranu enterdcitori kart&ovy lem (mikroklky). ente-
rocyty se obréni cca jednou za 5-7 dni. Svalovina tlustéltevat je hladka, kromnejdis-
talngjSiho uzavru rekta, ktery je ficné pruhovany a tedyili ovladatelny (zevni sva).
Defekace umaiuje uili fizeny parasympaticky defek# reflex. Pohyby tlustého istva
jsoutizeny nervo¥ a hormondld. Do tlustého $eva je secernovarrgdevsim hlen, ktery
napomaha utiéni stolice a HC®@ ionty, které vyrovnavaji pH snizerénosti ¢etnych
bakterii. Tyto bakterie jsou obligé&tranaerobni, 8pi vlakninu, nestravené Zivinyjque-
vSim cukry a podileji se na vznikékterych vitamir (dulezita je zejména produkce vita-
minu K). Bakterie svojéinnosti produkuji takéfiblizné 7-10 litmi stevnich plyri denrg
(oxid uhliity, vodik, sirovodik a metan), z nichZ pouze cgalGe uvaiuje rektem a zby-
tek je vstebavan do krve [48,49,50].
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3.2 Traveni a vsirebavani laktdzy

Prijat4 laktéza prochazi gastrointestinalnim traktepodstat nezménéna az do tenkého
streva, kde zé&ina jeji enzymaticke &beni. Ve sliznici duodena a jejuna zdravéloveka
(konkrétre v membran kart&oveho lemu enterody} se nachazi enzyfirgalaktozidaza -
B-D-galactosido galaktohydrolase EC 3.2.1.23 (koimgréaktaza-phlorizin hydrolaza —
lactose galactohydrolase EC 3.2.1.108) neboli fak{&1].

Laktaza-phlorizin hydrolaza (LPH) ma &enzymatické aktivity — laktazovou (hydrolyza
lakt6zy) a glukosidazovou (rozklad glukosigiko je flavonoid phlorizin a pyridoxin-33-
D-glukosid) [52]. Jako jediny enzym, ktery¢gt laktézu, je LPH nepostradatelna pro
vSechny novorozené savce. Lidska LPH je detekavatjét v 8. tydnu ghotenstvi, od 34.
tydne aktivita roste a dosahuje nejvysSi hodnatpl® narozeni. Bhem kojeni a fede-
v8im po odstaveni uétdiny sav@ postupw klesd az na nedetekovatelnou hladinu,
v disledku KzZnych mutaroténich regulaci tohoto enzymu. Této regulaci podléié
vétSi cast lidské populace, ktera laktozu nakonéoec nestravi [52]. Pouzéiplizné 30 %
dosglé populace je laktdz-tolerantni a ttegevsim obyvatelé severni Evropy a Ameriky.
Tato tolerance pravgpodobré souvisi se zavedenim chovu gmého skotu v Evrappred

10 000 lety. Tolerance laktozy je tedy v &asné dob povaZzovana zatdledek genetické
mutace laktdzoveého genu. Jiné wtisni pretrvavani aktivity laktazy glovéka i v dok& po
skorteni @ijmu matéského mléka jeiftomnost aktivniho vazebnéeho mista pro phlorizin
[52,53].

LPH ma pH optimum mezi 5,5 az 6 a ng&ni laktdzy se podilifplizne z 90 %. Zbyva-
jici podil na &tpeni ma kyselé laktaza, ktera se nachazi v lysozioresterocyt a méa pH
optimum od 4 do 4,5. V cytoplazmse je&t nachazi heter@-galaktozidaza, ktera se
ovSem na $peni laktozy nepodili [54]. &tSina LPH se nachazi v oblastiestniho jejuna,
kde je pro ni optimalni pH a také nizka koncentiaakterii, které by laktézu fermentovaly
[53,54].

Enzym LPH je produkovan jako peptidicky prekurzomolekulové hmotnosti 220 kDa,
ktery je zn&n¢ post-transkripné modifikovan g transportu na povrchu bék na protein
o molekulové hmotnosti 150 kDa. Na modifikaci enzyse podili také pragdi v lumenu

jejuna, gedevsim aminokyseliny trypsinu, ktery produkujaiska krisni [53].
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LPH hydrolyticky S&pi B 1—4 glykosidickou vazbu v molekulackijaté laktdozy na mole-
kuly glukdzy a galaktézy (viz Obr.3.1), které jsabsorbovany gtvnimi enterocyty do
krve. Tento transport je specificky ovl&m mnozstvim N&ave stevnim lumen. Vy3si
mnoZstvi N& pii povrchu busk urychluje prostup membranou, naopak nizsi komaeat
Na’ transport tlumi. Gluk6za a galakt6za prostupujimbeganou do intersticia bk pros-
tou nebo usnadnou difizi a odtud pak difunduji do krve. Glukéza se stzth®jem ener-
gie a galakt6za seiastni tvorby glykolipid a glykoproteid nebo je v jatrech konvertova-

na na glukézu [33,53].

Lactase-
phiorizin hydrolase

Mikroklky

Obr.3.1 S¢peni laktozy laktaz-phlorizin hydrolazou [12]

Ihned po vstupu do liky je glukéza esterifikovana kyselinou fosfemeu pomoci gluko-
kindzy na glukoza-6-fosfat, ktery je naslédnvysSich organistnodbouravan glykolyzou
nebo v pentézovém cyklu. Glykolyza se odehravatesniu a slouzi k uvolmi energie
z molekul sacharitl vyslednymi produkty jsou @gvmolekuly pyruvatu, d& molekuly ATP
a dw molekuly NADH. Pyruvat mize byt za anaerobnich podminek éfermentovan
na laktat nebo etanoldvfermentovan na etanol; tyto fermentace maji vetjgnam pro
regeneraci NADH na NAD Za aerobnich podminek je pyruvat v mitochondragiiaing
dekarboxylovan na acetylkoenzym A (na jeden pyrjedtoteba 15 molekul ATP). Ace-
tyl-Co-A dale pokrauje do Krebsova (citratového) cyklu, kde je metamian na CQa
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H.. Vodik je dale pedantettzcaim oxidoreduknich enzyni (dychaciretzec), kde je po-
stupré oxidovan na vodu za stiagvitého uvohovani energie, ktera je ulozenasbdo va-
zeb ATP (oxidani fosforylace). Men&tast glukdzy, ktera neni podrobena glykolyze, vstu-
puje do pent6zoveého cyklu, ktery uniiofe preménu glukdzy na prekurzory pro biosyntézu
nukleotidi a poskytuje energeticky bohaté re¢hilcinidlo NADPH [55,56,57].

Cast galaktdzy vzniklé po rozfeni laktdzy je derivatizovana na galaktozamingrét
jsou pouzity pro tvorbu glykoproteina glykolipidi, jeZ jsou dlezitymi stavebnimi prvky
buréénych membran. Tento apob vyuZiti galaktozy jetdezity predevsim pro mlady or-
ganismus, ktery ma omezenou moznost galaktozutgmiat [13]. \EtSi cast galaktozy je
ovSem v jatrech konvertovana na glukézu. Nejprvergestednictvim galaktokindzy fosfo-
rylovana na galakt6za-1-fosfat, ktery je pomocdytransferazy konvertovan na glukoza-
1-fosfat a ten je pomoci fosfoglukomutazkegmyknut na gluk6za-6-fosfat. Gluk6za-6-
fosfat je pak standardnpodroben glykolyze nebo vstupuje do pentdézovéhklucy
[57,58,59].
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3.3 Intolerance laktozy

Jak jiz bylo zmigno vySe, piblizné 70 % dosplé lidské populace trpi hypolaktazii, tedy
nedostatkem laktazy, nutné k straveni laktozy [bBjpolaktazie vede k malabsorpci lak-
tozy (porucha vsebavani), fipadré k projevam laktézové intolerance.r@evsim obyva-
telé Asie, Jizni Ameriky, Afriky a Jizni Evropy jsdaktaz-deficitni. V Africe je to 90-
95 % a v Thajsku dokonce 97 % obyvatel [6G]zRaky a projevy hypolaktazieifp. into-
lerance laktozy) jsou velmi individualni a nesndisest ¢asto neni diagnostikovanagty

Sina lakt6z-intolerantnich osob delsnasi wité mensi mnozZstvi laktdzy [53,54,60].
Hypolaktazie se vyskytuje véech formach: vrozend, primarni a sekundarni.

* Vrozena nesnésenlivost laktdzy je extrémmacna autozomalrecesivni porucha
a jeji molekularni zaklad je nejasny [61]. Jedmerozenou LI jiz od prvniho koje-
ni nesnaseji matské mléko, neprospivaji &iem laktdzy musi byt doZivotnza-

staven.

» VétSina laktéz-intolerantnich osob ma primarni forrhypolaktazie, coz je
v podstat fyziologicky stav, jelikoz jejich laktazovy genDNA neni modifikovan
jako u osob, které si i po sk&emni kojeni stale vyti@ji dostatek laktazy pro&teni
laktézy (dva nukleotidové polymorfizmy v oblasti B2 22 kD od z&tku tran-

skripce laktazy v intronu laktazového genu MCM@)][6

» sekundarni forma byva nasledkem gastrointestimanichy, ktera poskozuje tenké
sttevo (nap. virové gastroneteritidy, giardiéza nebo celiak&prue). Po vyk&eni

poSkozeného svacasto piznaky LI odezni [53,61].

Pfi malabsorpci laktézy (viz Obr.3.2), nerijata laktéza v duodenu laktazou ragEna a
produkty nejsou absorbovany, ale postupuje GlTehdadd&ustého seva, kde mze vyvo-

lat symptomy lakt6zové intolerance [53].

Intoleranci laktozy Ize definovat jako vyskytignali zazivacich poruch jako gem, na-
dymani, nevolnost, plynatost, bolestiiade kiicha, krieni v k¥iSe, zvraceni a/nebo zacpa
po poziti laktdzy ve standardnim toletafm laktozovém testu [62]. Uckterych paciernit
se mizou vyskytovat dalSi symptomy, jako bolesti siyddoubi a hlavy, letargie, poruchy
kratkodobé pati, zavrat, alergie (ekzémy, $déni, ryma, astma), srdei arytmie, boles-

ti v krku, akné nebo deprese [63,64]. MnoZstvidakt které zfisobi symptomy intoleran-
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ce, je znan¢ individudlni a zavisi na stupni nedostatku laktaftyme potraviny, ve které

je lakt6za pijata [65].

Nestravena laktdza je v tiasiku anaerobhzkvasovana tamni mikroflérou na mastné kyse-
liny s kratkymiettzcem (SCFA), vodik, metan a oxid ufitly, ¢imZ se zvySuje kyselost a
tlak ve stewe. Prekyseleni a zvySena osmotickaézatede k ¥tSi sekreci elektrolyta vo-

dy do steva,¢imz se zrychli pirchod trdveniny a objevuji se symptomy intoleraratedzy
uvedené vySe {pdevsimiidka stolice a pifjem). Vznikajici plyny zpsobuji nadymani

v tenkém gew a plynatost v tlustémigtvé. U nekterych paciernit se vlivem produkce me-

tanu sniZzuje motilita g&v a dochazi k zacpam [66,67].

p— =
N "

—H, +CO,-CH, _

SCFA

=—p  (Octova, propionova,
maselna kys.)

Obr.3.2 Osud laktdzy verste pri malabsorpci laktozy [53]

Existuje rekolik moznosti diagnostiky malabsorpce laktdzii. tBlerarénim testu se poda-
va obvykle 50 g laktdzy a monitoruje se obsah ghykékrvi nebo obsah vodiku ve vyde-
chovaném vzduchu. te byt ngfeno také vylgovani uhliku'®C, po podani laktézy zna-
¢ené timto neradioaktivnim izotopem uhliku nebo nstdzgalaktozy v mé po podani
etanolu a laktézy. Spolehlivou, ale invazivni metade jejunalni biopsie. Zatim nigls
pouzivana je genotypizace pomoci PCR testu, digsekdle mize byt rozliSena primarni

malabsorpce od ziskané (sekundarni) [53,54,63].
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Tolerance laktozy u paciens LI je zn&né individualni a zalezi na mnoha faktorecbety
né nplre Zaludku nebo druhu potraviny, ve které je laktpéipta. Doporduje se pravi-
delnda konzumace malych davek laktozy, jimiz sicainedukovana tvorba laktazy, ale
postupr dochazi ke zlepSeni symptarhl a zvySeni tolerance laktozy, protoZze sénm

mikroflora tlustého seva [68].

Jiz v kapitole o sloZeni jogurtu (Kap. 1.2) bylminéno, Ze laktdéza v jogurtech (resp. ve
fermentovanych mignych vyrobcich) je mnohem Iépe snasena nez laktdakece. Krons
toho, Ze je vdchto produktech obsah lakt6zy snizen fermentakdy¥ ¢asto také zvySen
piidavkem sloZzek pro zvySeni tukuprosté susSinygziwa mikrobialnip-galaktozidaza
chrargna burgénym obalem bakterie pchod kyselym progedim Zaludku a v s\ pak
napomahaip Stépeni gijaté laktézy. Konzistence fermentovanych produigké zpomalu-
je prachod traveniny GITeml.delbruckiisubsp bulgaricusvyrazré zlepSuje traveni lak-
tdzy, S. thermophilus L. acidophilusa Bifidobacterium bifidummaji na traveni laktézy
mensi vliv [1,68,69].

Moznosti pro pacienty s LI jsou enzymové prepafatyalaktozidazy mikrobialnihotwo-
du, kterymi je mozno laktézu v mléce hydrolyzovaba Fimo uzit enzymovy preparat ve
forme tablet nebo kapsli. V posledni doke uz i na@eském trhu stale vice roadje mléko

i Siroka Skala miénych vyrobki, které jsou nizkolaktézové nebo bezlaktézové. dzdkt
v téchto produktech je hilenzymaticky hydrolyzovana, nebo chromatograficéigeparo-
vana [68,70].

Krome vyskytu laktdézy v mléce a migych vyrobcich si pacienti s LI musi davat pozor na
jeji vyskyt v mnoha dalSich potravinach, kde bytidgna za telem zlepSeni textury, zvy-
Seni osmotického tlaku nebo viskozity, jako reaktdaillardovy reakce, fip. jako nosi
aromat, pichuti a barviv. Jedna seégulevSim o p8vo, cukrovinky, masné produkty, mar-
gariny, Gizna instantni jidla aj. Nezanedbatelny je také yy$kktozy v I€ivech, kde se
pouziva zejména jako vyborné tabletovénidlo a plnivo, inertni a netoxické, gipmre
nasladlou chuti [13,71] .
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4 METODY STANOVENI LAKTOZY VMLE CNYCH VYROBCICH

Principiélre je laktozu mozno stanovittkolika zpisoby: polarimetricky, oxido-reddki
titraci, gravimetricky, kolorimetricky, spektrofateetricky, kryoskopicky, enzymaticky a

chromatograficky [4].

4.1 Polarimetrické stanoveni laktozy

Laktoza pati mezi opticky aktivni latky, protoze ma ve své akalle asymetricky - chiralni
uhlik. Opticky aktivni latky st&eji rovinu polarizovaného stla. Tato opticka otdvost se
MEfi na @istroji zvaném polarimetr. Stanoveni pomoci polatime je omezeno na vzorky

obsahujici pouze jednu opticky aktivni latku [73,73

Uhel st&eni roviny polarizovaného &ta a koncentrace opticky aktivni latky jsotirpo

amerné, coz je mozno vyjdi vztahem:
a=[o]o?lc,

kde o je nangieny Ghel stéeni, [r]p>° mérna ot&ivost mstené latky pi teplot 20°C a vi-
nove délce (népstji D sodikova vybojka — 589,3 nm), | tlaik&a vrstvy opticky aktivni
latky — drahy s#tla v dm a ¢ koncentraceétiené latky v g/ml. Pro vy@et koncentrace se
vypracuje kalibrani kiivka [13,73].

Bezvoda lakt6za méa]p>’=+55,4°a laktéza monohydrat +52,6°. Vzorek mlékaane|&-
ného vyrobku musi byt nejprve zbaven dalSich slgaekoci vysrazeni (Wieni) a filtra-
ce. Laktoza \irem filtratu je zavedena v kywetlo polarimetru a je z#éien Uhel stéeni.

Z kalibraini zavislosti je vyp&tena koncentrace laktozy [2,4,13].

4.2 Stanoveni lakt6ézy pomoci oxido-reduéni titrace

Laktéza ma volny poloacetalovy hydroxyl na molekglekézy (uhlik C1), ktery mé redu-
kujici (&inky, proto je schopna redukovat oxtdacinidla. Pro stanoveni obsahu laktozy se
obvykle redukuje rid’ v alkalickém siranu #a’'natém (Fehlingov@inidlo) nebo chlora-

min-T. Vzorek musi byt nejprve zbaven bilkovin &ttwysrazenim a zfiltrovanim [13].
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Alkalicky roztok CuSQ je za varu laktézou redukovan na,Ouktery je zfiltrovan, vysu-
Sen a zvazen. Oxidace jednoho molu laktézy (36@aga 1 mol CpO (143 g). Nezreago-

vané mnozstvi CuS(e stanovi jodometricky:
2CuSQ + 4HI — Cub + 2K;SOy + 17
I, + 2NaS,03 — 2Nal + NaS,05
Pri titraci Fehlingovaiinidla neni bod ekvivalenceifis ostry, proto se dnes iganostiuje

pouziti chloraminu-T misto CuSQ13,73].
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Obr.4.1 Chloramin T [1]

4.3 Gravimetrické stanoveni laktozy

Pt gravimetrickém stanoveni se @pvyuZzije redukujicich vlastnosti laktozy. £ vyre-
dukovany z Fehlingovéinidla se vysuSi a zvazi a obsah lakt6zy ekvivalektobsahu

CwO se uti z tabulek (Munson-Walkerovy tabulky) [2].

4.4 Kolorimetrické stanoveni laktozy

Kolorimetrie je subjektivni optickd metoda stanoveoncentrace zaloZzena na porovnavani
intenzity zabarveni roztoku o neznamé koncentragienzitou zabarveni roztéko zna-
mych koncentracich. Lakt6za jako redukujici cukagige za varu a v siénkyselém pro-
stredi s fenolem a antronem za vzniku barevnych rdztMetoda je pordrné citliva, ale

v roztoku nesmi byt dalSi redukujici cukr a muspiseovat za ffgsré stanovenych a kont-

rolovanych podminek [4,13,72].
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Obr.4.2 Fenol a antron (zleva) [13]

4.5 Spektrofotometrické stanoveni laktozy

Vyuzitim reduknich vlastnosti laktozy fize byt vyredukovan kov zékteré sveé sloteni-

ny a nasledh spektrofotometricky stanoven. Vyuziva se indpdC} (paladometrickd me-
toda), oxido-reduni reakce mezi redukujicim cukrem a Pd(B}ibkvantitativré i stechi-
ometricky (1:1). Opt je nutné nejprve odstranit bilkoviny a tuky; reakse provadi za al-
kalickych podminek. Absorbance jectana i vinové délce 410 nm a obsah laktozy je

spaitdn pomoci vypracované kalildrd kiivky [74].

4.6 Enzymaticko-kryoskopickeé stanoveni laktozy

Enzymaticko-kryoskopicka metoda je zaloZzena ndapani laktdzy v pufru do vzoik
vyrobki a stanoveni rozdilmezi bodem mrazu ihned po michani a po inkubadaim 1
hod @i 37 °C. Koncentrace laktozy jagimo uneérna rozdilu mezi teplotami v rozsahu 1-
5 %. Metoda nevyZaduje odstéamn proteini ze vzorki a gitomnost jinych redukujicich

nebo neredukujicich cuknezkresluje vysledek [75].

4.7 Enzymatické stanoveni laktdzy

Bylo popsano &olik metod enzymatického stanoveni laktozy. Jednoich je Boehrin-
ger-Mannheimova metoda, kdy je lakt6za ve vzorkirblyzovana na glukozu a galaktozu
v pritomnostip-galaktozidazy a vody. D-galaktdza je nastedridovana NAD na galak-
tonovou kyselinu v fitomnosti -galktozdehydrogenazy. Mnozstvi redukovaného nikoti
namid-adenin dinukleotidu (NADH) je ve stechiomgkém pongru k mnoZzstvi galakto-

nove kyseliny a je gfeno spektrofotometrickyip340 nm.
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D-galakt6za + NAD — galaktonova kyselina + NADH +H

Metoda je pesna a spolehlivd, ale vzhledem k préci s enzyragdeyje zvySenou kontrolu

¢adi a teplot [2,76].

4.8 Stanoveni laktézy pomoci HPLC

Vysoko&inna kapalinova chromatografie je dneg& pouzivana metoda pro stanoveni
laktézy ve vzorcich migych vyrobki. NejvhodrjSi je kombinace s refraktometrickym
detektorem. Vzorek je obvykle vysrdZzen kyselinowvau a pefiltrovan. Filtrat je pak
vstiikovan gimo do kolony se stacionarni fazi na bazi silikagekyano- nebo amino-
skupinami a mobilni faze byva s$m acetonitrilu s vodou. Rychlost gpoku byva 1-2
ml/min a retenini ¢as laktozy je zpravidla mezi 10-20 min [77]. MneZdaktozy ve vzor-
ku pak niize byt pohodla kvantifikovano porovnavanim piks piky standard (je treba
pouzit standardy pre- i B-anomer laktozy) [2,4,77].
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4.9 Stanoveni laktdzy pomoci plynové chromatografie

Metoda plynové chromatografie bude v této kapitptalrobriji popsana, protoze je v

praktickécasti této diplomové prace pouzita.

Chromatografie (,barvopis”, #ec. chroma=barva) je sepanaanalyticka metoda umai-
jici rozcklit, identifikovat a stanovit mnoho latek organitkei anorganického gwodu
[72].

Chromatograficka metoda je zalozena gkeni mezi déma fazemi. Prvni faze je nepo-
hybliva — stacionarni (sorbent) &p ni prochazi pohybliva faze — mobilni. Mobilnzdau
plynové chromatografie - GC je plynna. Pomoci GGtsmovuji latky s nizkou aistni
molekulovou hmotnosti, ty s vys$Si molekulovou hnostin se stanovuji pomoci kapalinové
chromatografie - LC. Ne&kavé latky (jako naiplaktdza), které maji byt stanoveny pomoci
GC se musi nejprve derivatizovany. Separgroces mze byt zaloZzen na adsorpci, rézd
lovani, vymeéné ionti aj., nebo na rozdilech ve fyzikéhshemickych vlastnostech latek,
jako je jejich velikost, hmotnost, objem atd. Kro®8C a LC existuje také chromatografie

papirova, tenkovrstva, vyovaci a superkriticka fluidni [72,73].

Po nastiku vzorku do chromatografické kolony se witveluini pas — zéna, ktera obsahu-
je snts slozek. Jednotlivé slozky jsou dale unaseny mofaki iznou rychlosti vzhledem

k jejich rozdilné afini¢ k sorbentu. Kror toho je ptibéh separace také ovlign rychlosti
pratoku mobilni faze, velikosti difuze sloZzek v ob@zich aj. Po vystupu z kolony procha-
zeji rozatlené slozky detektorem, ktery indikuje jejichiitpmnost v eluatu a zaznamena
elueni pik (Kivku). Pik je zpravidla charakterizovan plochoup{l), vySkou piku (h) a
Sitkou piku v polovini vySce (w). Tyto veliny pak maji pimy vztah ke koncentraci de-

tekované slozky [72,73].

Graficky zaznam odezvy detektoru se nazyva chrognato a obvykle znaztuje zavis-

lost koncentrace eluované latky na objetfase nebo vzdalenosti [72].

Ucinnost chromatografické kolony, na které zavisilikaavysledku, je charakterizovana
tvarem eldni kiivky. Cim vice latka v kolo# difunduje, tj.¢im je $irSi diftzni zéna, tim je

kiivka — pik SirSi (neostry, rozmyty) &ianost systému nizsi [72,73].
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4.9.1 Derivatizace vzorki

Pokud jsou stanovované latky makdvé (neni mozno dostéte je zplynit @i néstiku)
je nutno vzorek fedem upravit pomoci derivatizacadpedeni analytu na jehdkawjsi
derivéat). DalSim dvodem pro derivatizaci analytu je zlepSeni prod&eni (nap.blokace
polarnich funknich skupin), sniZzeni meze detekce @jklRdy reakci: silylace alkohi)
fenoli, karbonylovych slo&l, cukii, karboxylovych kys.; acetylace aniijnfenoli; dekar-
boxylace, alkylace, cyklizace, esterifikace, redgukarboxylovych kys.; cyklizace etlier
aj. [72,73,78].

Nejcastji pouzivanou a nejuniverzalsi reakci pro derivatizaci ¢etre derivatizace lak-
tdzy) je silylace. Jedna se o nahrazeni kyselékikuma fiznych slodeninach za alkylsi-
lyl- nebo halogensilyl-skupinu. Tyto derivaty jsobecr vice €kavé, meén polarni a tep-
lotn¢ stabilrgjSi nez mvodni latky. Nejpopulargsi silylaéni ¢inidla jsou trimetylsilyl etery
a estery [73,78].

4.9.2 Pristrojové vybaveni

Stacionarni faze

V plynové rozdlovaci chromatografii GC se pouziva jako mobilrdefglyn (nosny plyn) a
jako stacionarni faze kapalina zakotvena na povpduné faze. Plynova adsonp chro-
matografie GSC pouziva také jako mobilni fazi plgie stacionarni fazi je pevna latka —
adsorbent. Stacionarni — zakotvena faze je vybipénlle charakteru latek, které chceme
roz&lit. Na polarnich stacionarnich fazich sdi datky polarni a s rostouci polaritou faze
roste i selektivita kolony. Nepolarni latky se réizgi na nepolarnich fazich podle svych
fyzikalnich charakteristik (podle teploty varu)a€ionarni faze musi za pracovnich podmi-
nek netkavé, teploty stalé, chemicky inertni, a&éné slozky se v nich musi d@broz-

pousSEt nebo se nacndolre adsorbovat [72,73].

Jako kapalné stacionarni faze s&m$ pouzivaji rozpoustlla jako polyethylenglykoly,
polypropylenglykoly, polyestery, polysiloxany. Tika filmu naneseného na vimt po-
vrvh kolony se pohybuje mezi Oyin az 5,0um [79]. Material nosie kapalné faze (u na-

plhovych kolon, u kapilarnich nenitippmen) musi byt chemicky inertni (aby nedoSlo
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k chvostovani pik) a musi jen minimakhadsorbovat. Obvykle se pouzivajzné druhy
kiemeliny, silikagel, sklefné kulicky, teflon aj. Jejich sokmi aktivita secasto omezuje
pusobenim mineralnich kyselin a hydrokid také Upravou pomoci chlorsitar silaniza-

ce, ktera pedchézi naneseni kapalné faze [72,73,79].

Mezi obvykle uzivané pevné stacionarni faze - dubsaly se'adi silikagel, aluminosilikaty
a zeolity, které jsodasté&ne specifické. Nespecifickym adsorbentem s velkymmbgen-

nim povrchem jsou grafitizované termické saze GT&®ivni uhli) [72,73].

Nosny plyn

Nosny plyn musi byt inertni (nesmi interagovat &83@&mou latkou ani se stacionarni fazi),
slouzZi jen jako transportni médium. Do chromatdgkaho systému se pousti obvykle
z tlakové lahve, kde byva pod tlakem 40 MPa. Daenm obsahovat kyslik, musi byt
dohie vysuSen a svou charakteristikou by s# IntiZit idealnimu plynu. Ob3ejné se pou-
Ziva helium nebo dusik, én¢ ¢asto pak vodik, argon, oxid uéity a jiné plyny. Nosny
plyn se voli také v zavislosti na typu pouzitéhtedleoru. Ped ndstikem do kolony musi
byt jeSE vhodre regulovan tlak a rychlost poku plynu. Pouzivané tlaky se pohybuiji ko-
lem 100 az 500 kPa v zavislosti na typu, velikastidplni kolony. Ritokova rychlost nos-
ného plynu je ngmo unérna druhé odmocnénvnitiniho pameéru kolony. Jako fiklad:

pro kolonu o vnitnim pfiméru 4 mm se voli rychlost 60 ml/min [72,73,79].

Davkovaci z#izeni

Davkovani vzorku do proudu nosného plynu podléhigngm kritériim — analyt musi byt
vpraven do kolony co nejrychleji a zabrat co nejgigurostor (ideakh jedno teoretické
patro). Kapalné vzorky se ¥i#tuji pomoci mikrostikacky s gresré definovanym objemem
mezi 0,1ul az 10ul a vyhrivané nad teplotu varu analyzované latky, aby agrek oka-
mzit¢ zplyrén. Plynné vzorky se davkuji obvykle pomoci kap#iwesré definovanym
objem, které jsou spojeny do systému vicecestngtiilir. TéZce zplynitelné vzorky je

tieba ped dtlenim derivatizovat [72,80].
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Kolony

Kolony v GC jsou napilove nebo kapilarni. Napbvé kolony jsou trubice o délce odko-
lika centimetfi po rekolik metri (obvykle 1 az 3 m) vyrobené ze skla, nerggai oceli
nebo tavenéhoikmene. Stznym vnitnim pimérem (obvykle 2 az 4 mm) [79] . Stacio-
narni fazi (viz vyse) je adsorbent (hgorézni polymery) nebo nésse zakotvenou kapal-

nou fazi (impregnované inertédstice) [72,79].

Kapilarni kolony jsou dnes vice pouZzivané nez im@. Maji vnitni pamér 0,1 mm az
0,53 mm a délku 5 az 60 m [79]. Kapilary, vyrobené&veného iemene, fipadré

z nerezové oceli nebo skla, jsoucstioy do Sroubovice. Viiti s€na kapilary je potazena
filmem stacionarni faze (e byt chemicky vazana) a z&@i strany je kapilara obalena

polymerni vrstvou z @vodu odolnosti u¢i mechanickému poskozeni [72,73,79].

Detektory

Obecrt je detektor zézeni na zviditeléni analytického signalu. Musi byt co mozna nejcit-
zmeny teploty a pitoku mobilni faze. Signal ma byt stabilni a dostaterychle reagovat

na znénu slozeni prochazejiciho eluentu. Mezi odezvoeldetu a koncentraci analytu

e

I

mensSi mnozstvi latky - v gramech na ml nosnéhowhyrkteré je je$tna pozadi Sumu
detektoru mozné detekovat) byla byt co nejnizsi. Aby analyt v detektoru nekormten
val, voli se teplota odto vysSi nez je teplota v kolénV GC se pouzivaipdevsim pla-
menow ionizani detektor FID, z dalSich detekiioje to teploté vodivostni, elektronové-
ho zachytu, hmotnosirspektrometricky, spektrofotometricky € loblasti s Fourierovou
transformaci aj. [72,73,79].

Katarometr (teplotré vodivostni detektor TCD) je universalni detektgsirekou oblasti
linearity a se sedni citlivosti. Hlavni satésti je zativané odporové vlakno, které se pro-
tékajicim plynem ochlazuje, a tim sénmhjeho vodivost. Vodivost nosného plynu musi byt
co mozna nejodlig)si od hodnoty vodivosti analytéemuz nejlépe vyhovuje helium a

vodik, které maiji tepelnou vodivostillizné o jedeniad vySSi nez ostatni plyny a pary



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 62

organickych latek [20]. V praxi se¢t&inou katarometr sklada ze dvowrmych cel, do

prvni (referetni) se pivadi ¢isty nosny plyn a do druhé (indi&a) plyn z kolony [72,73].

lonizacni detektorywyuzivaji elektrické vodivosti nabityatastic. Plyn je tedy poifchodu

do detektoru ionizovan a pak pokuge do elektrického pole, kde se &m vodivost

v zavislosti na mnozstvi nabityatastic (koncentraci analyzované latky). Odezva je na
sledrgé zesilena zesilovam a zapsana. V plamenovém iogidan detektoru FID jsou ana-
lyty ionizovany spalenim v miniaturnim kysliko-v&divém plamenu. Zdrojem ionizace
v heliovym ioniz&nim detektoru HeD jsou heliové atomy vzbuzené dtastabilniho sta-
vu, coz se &e absorpci radioaktivniho t&ni a zarové pisobenim silneho elektrického
pole [72,73].

Detektor elektronového zachytu E@Duziva jako zdroj ionizace radioaktivniriza Hlav-

ni ¢asti zaizeni jsou emitor radioaktivniho ighi (tritium, °*Ni) a kolektor. Viivem ngk-
kéhop z&eni je nosny plyn — dusik nebo argon ionizowdmz vznikne proud pomalych
elektroni, ktery je zachycovan heteroatomy ve vzorku (hatggdusik, sira, fosfor, olovo
aj.). Tim se snizi ionizai proud, coz je prévukazatelem koncentrace heteroalove
vzorku. Mez detekce ECD detektoru jedkalik fadi nizSi nez u FID, proto je tento detek-

tor velmi vhodny pro stopovou analyzu (hapesticid: v Zivotnim prostedi) [72,73].

Hmotnosté spektrometricky detektor M8zluje ionizovan&éstice analyzovanych latek
v elektromagnetickém poli podle hmotnosti (dr&hatic o fizné hmotnosti setggobenim
elektromagnetického pole odlBrakivuje a dopada na det&k desku). K vyhodnocovani

vystupu se pouzivaji databanidstic [72,73].

4.9.3 Aplikace GC

Chromatogram jako vystup GC, ktery je iten soustavou pik které jsou v idealnimip
padt ostré, symetrické a odpovidaji gaussovskémuctend Osa x n€pstji znazonuje
¢as, po ktery chromatograficky zapis probihal. Jeetirek spravérozlozen, pak kazdy pik

odpovida jedné slozZce v analyzovan&sii’2].

Pro kvalitativni vyhodnoceni chromatogramu (idek#i€e rozdlenych slozek) se sleduji
retertni veliciny. Reterni ¢as (k) je celkovycas, ktery pislusny analyt stravi v sepam

kolorg (vzdy pro danou latku charakteristicky) a jeho ot odpovid4 vrcholu piku. Re-
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tenéni objem (\k) je objem mobilni faze, ktery projde kolonou zadpkterou pislusny
analyt stravi v sepatai kolorg. Porovnavanim reténich dat jednotlivych komponent
vzorku se sotasré ziskanymi retetnimi daty vhoda zvoleného, fesré definovaného

standardu je vzorek identifikovan [72].

Pro kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu je omithjici plocha piku (i vyska), ktera
uréuje koncentraci jednotlivé komponenty veésim Plocha piku je dnes vygitdna pomo-

ci prislusného softwaru automaticky. Na stejné kdlanza stejnych podminek jéeba
promefit také série standalidroztoky €ch latek, které budeme vyhodnocovat ve vzorku, o
piesré definované koncentraci) a viplusSném programu se vyfiiokalibratni kiivka —
zavislost gtednich narfenych hodnot na koncentracich roZtaitandard. Porovnanim

s hodnotami nagtenymi pro analyzovanou latku ziskame koncentragédatky ve srsi
[72,73].

GC je universalni instrumentalni analyticka metddara nachazi velké uplaim prede-
vSim v petrochemickém fmyslu a pémyslu organickych syntéz. Zvl&§po rozvoji deri-
vatizace z&ala byt intenziva vyuzZivana takeé v |ékatvi, biologii a biochemii (napstano-
veni lipidi nebo steroidl v t€Inich tekutinach),  kontrolach Zivotniho prosdi (PCB,

ovzdusi aj.) nebo v potravitsivi [72,73].
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PRAKTICKA CAST
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CiL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové préace bylo sledovabsahu laktdézy ve vzorcich jogiirt
které byly chladirensky skladovanyzr¢ dlouhou dobu.

Tento hlavni cil byl napkn prostednictvim nasledujicich dich cila:
1. Vybér vhodné metodikyifipravy vzorki.

2. Vybér a optimalizace metody stanoveni laktézy ve vaobrgogurti pomoci GC-
MS.

3. Vyhodnoceni hydrolytick€innosti enzyni bakterii mléného kvaSenidhem skla-
dovani.
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5 STANOVENIi OBSAHU LAKTOZY V JOGURTECH METODOU
PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

5.1 Stanoveni laktozy v ptibéhu skladovani ve vybranych vzorcich jo-

gurtu

Za elem stanoveni zény obsahu laktozy v jogurtech v zavislosti na &lskladovani
byly vyrobeny jogurty o koncentraci 12 a 16 % sydanskladovany 1, 3, 5, 7, 10, 20 a 30
dni. Z jogurti byly odebrany reprezentativni vzorky, které byljynwazeny, lyofilizovany,
upraveny, derivatizovany a poté v nich byla stanavéaktéza pomoci metody plynové

chromatografie s hmotnostspektrometrickym detektorem.

5.1.1 Priprava vzorkua

Na vyrobu zakladni mééé snési k fermentaci bylo pouzito suSené polwté mléko Lactis
(1,5 % tuku v susi¥) od vyrobce ASP Czech s.r.0. a pitna vodaklBdnym rozmichanim
a rozpu&tnim byly gripraveny zahughé sngsi o hmotnostni koncentraci 12 a 16 % susSiny.
PoZzadovana mnozstvi suSeného mléka byla odvazepeedeazkach siesnosti 0,01 g,

navazky spolu s vygtem obsahu tuku v su&ishrnuje nésledujici tabulka:

Tab. 5.1 Navazka surovin pro vyrobu jodguse susinou 12 %

Navazka na Obsah tuku
. Obsah tuku ve o
Suroviny 500 g vzorku v suSir¢ vzorku
vzorku [%] 0
[a] [%]
SuSené miléko 63,15 1,89 15,79

Voda 436,85 - -

Tab. 5.2 Navazka surovin pro vyrobu joguse suSinou 16 %

Navazka na Obsah tuku ve Obsah tuku
Suroviny 500 g vzorku Vv susirg vzorku
vzorku [%] 0
[d] [%6]
SuSené mléko 84,21 2,53 15,81

Voda 415,79 - -
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Dale byl proveden pasters zaltev. Pasterace probla ve vodni lazni { teplog
95+ 1 °C a vydrzi 5 min.

Po rychlém ochlazeni na teplotu 37 °C byla&smagkovana susenou jogurtovou kulturou
pro gipravu kysanych mi@gych potravin Laktoflorou jogurtovou od vyrobce MODM
a.s., ktera obsahovala mikrobialni kmetBec. delbruckiisubspbulgaricusa Str. thermo-

philus

Na mnozstvi 0,5 | sisi bylo pouzito 1,5 g lyofilizovanych kultur, kteb§ly ve snési di-
kladns rozmichany. Zatkované smis byla rovnonirné rozdtlena do hlinikovych misek na

vzorky.

Fermentace probihala u kazdého vzorku zvl&§ednotlivych obalech v termostatdi p
teplot 42 + 1 °C po dobu 6 hodin. Po vychlazeni byly jogskladovany v chladice @i
teplo€ 6 £ 2 °C po dobu 1, 3, 5, 7, 10, 20 a 30 dni¢dhto dnech byly jogurty vZzdy vy-
mrazeny p -80 °C po dobu minimak 12 hodin a naslednlyofilizovany dva dny f -
40 C (Sloha 1-4 LSC, Labicom, s.r.0., Praha). llipggivané vzorky byly homogenizovany

a uchovany p teplo€ -20 °C pro nasledné chromatografické stanovendigk

V1., 5., 10., 20. a 30. dni skladovani bylo talkéwzorcich joguit méeno pH pomoci
vpichového pH metru (EUTECH INSTRUMENTS Malajsie)&sledujicimi vysledky:

Tab. 5.3 Pimerné hodnoty pH joguit se suSinou 12 % v finehu skladovani

Den skladovanii Hodnota pH joglirt Standardni chyba
1 4,24 + 0,051
5 4,20 + 0,061
10 4,14 + 0,061
20 4,14 + 0,030
30 4,07 + 0,033

2 ... hodnoty se stejnym pismenem v hornim indexuonegsatisticky vyznamné #0,05)
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Tah 5.4 Primerné hodnoty pH joguiit se suSinou 16 % v fioehu skladovani

Den skladovani| Hodnota pH joglirt Standardni chyba
1 4,48 +0,12%
5 4,38 + 0,068
10 4,35 + 0,088
20 4,21 + 0,085
30 4,15 + 0,005

# ... hodnoty se stejnym pismenem v hornim indexuonegsatisticky vyznamné #®0,05)

5.1.2 Chemikélie a spo¥ebni material

Zakladni chemikalie

e Pyridin p.a. (Lachner)

* Hydroxylamin hydrochlorid p.a. (Lachner)

e Hexametyldisilazan p.a. (Fluka)

e Trifluoroctova kyselina 99% (Sigma-Aldrich)

» Etylester kyseliny octové p.a. (Lachner)

e Siran sodny bezvody (Lachner) p.a.
Standardy

» Laktosa monohydréat p.a. (Lachner)

5.1.3 Pristroje a pomocné vybaveni

Pristroje a z#izeni
* Analytické vahy GRC-200-EC (A & D Instruments, LTD.
* Ultrazvuk PS 04000 A Ultrasonic compact cleaneow@&rsonic

» Tiepa&ka Bio Vortex V1, Biosan, Bio Tech, Praha
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Centrifuga Hettich EBA 21
Centrifuga Hettich MIKRO 200R

Plynovy chromatograf s hmotnostni detekci (GC-MXQI®, Shimadzu)

Pomocné laboratorni vybaveni

Centrifug&ni zkumavky se Sroubovacim uzésm a stojanky
Sklergné pipety, balonek, kadinky, tky
Automaticka mikropipeta a plastové pipetovactkpi

Sklerené vialky
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5.2 Metodika stanoveni laktézy metodou plynové chromaigrafie

Pro stanoveni laktozy v jednotlivych vzorcich jaguoyla vybrdna metoda plynova chro-
matografie s hmotnostnspektrometrickym detektorem. O plynové chromatfigtay/lo

obecr pojednano uz v teoretick@sti.

Konkrétni pouzita metodika byla vypracovana po@lE][[82] a [83] a dale optimalizova-

na.

Pred samotnym GC stanovenim jelia netkave latky, jako je i laktdza, vhodmerivati-
zovat — pevést nadkavé derivaty. Za timtod@lem byla pro toto stanoveni vybrana silyla-
ce pomoci hexamethyldisilazanueB samotnou silytani reakci byla lakt6éza zreagovana
na swij oxim pomoci roztoku hydroxylaminhydrochloridu yrlinu. Vzorky byly¢isteny

ultrazvukem a centrifugovany.

Pro stanoveni laktdzy byl pouzit plynovy chromasdgs hmotnostni detekci (GC-MS-
QP2010, Shimadzu) Pouzitd kolona SLB-5ms ma adsogmvrch na bazi silphenyleno-
vého polymeru s polaritou odpovidajici poly(5 % mi®5 % methylsiloxanu). Nosnym

plynem bylo helium.
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5.3 Postup prace

« Uprava vzorkii:

Vymrazené a lyofilozované vzorky jogiirbyly uchovavany v hlinikovych miskach

v exsikatoru. Vzorky byly zhomogenizovany vedi misce. Nasledrbyly do provede-

ni analyzy uchovanyipteplot -20 °C.

« Navazka:

Do cistych a suchych centrifugaich zkumavek bylo na analytickych vahach navazeno

vzdy po cca 0,15 g vzorku.

¢ Tvorba oximu:

Rozpu&nim pomoci itepaky byl pripraven roztok hydroxylamin hydrochloridu
v pyridinu (o koncentraci 25 mg hydroxylamin hydntaridu na 1 ml pyridinu). Ke
kazdému vzorku jogurtu ve zkumavce byl automaticgimetou napipetovan 1 ml roz-
toku. Kazdy vzorek bylitkrat s¥idaw 10 min ultrazvukovan &ikrat 0,5 min michan

na tepace.

» Silylace

Ke kazdému vzorku ve zkumavce byltiddno 1 ml hexamethyldisilazanu a 4 kapky

trifluoroctové kyseliny. Obsah kazdé zkumavky bydmichan pomocieépaky.

« Uprava vzorki pied GC stanovenim

Vzorky ve zkumavkach byly 20 min centrifugovany dmosti 6000 otéek/min.).

Z kazdé zkumavky byl automatickou pipetou odebranl Bupernatantu do skleme
vialky a proudem tekutého dusikwistot N 5.0 odp#en dosucha. Pro vifeni a vy-
suseni bylo jestdo kazdé vialky fpdano 3 ml etylesteru kyseliny octové a 1 g bezvo-
dého siranu sodného. Poté byly vzorky centrifugg\@hmin i rychlosti 15 000 ota-

éek/min. ”
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« GC stanoveni

Pro samotné GC stanoveni byly vialky uréngtdo autosampleru chromatografu a po-

moci softwaru fistroje byly nastaveny nasledujici podminky:

» Kolona — SLB-5ms, délka 30 m§&a 0,25um, primér 0,25 mm

» Teplota kolony — 25 °C

» Teplota nagtkového prostoru — 25 °C

» Nastik — 1l

» Split: 1:1

» Nosny plyn — Helium — tlak 100 kPa, celkova rychlpsitoku 4,9 ml/min,

rychlost pfitoku kolonou 1,93 ml/min, lineérni rychlost 49,7/em

* Detekce
Na hmotnosté spektrometrickém detektoru byly nastaveny nasletippdminky:
» Teplota detekce — 200 °C

» Okolni teplota — 25 °C

e Vyhodnoceni

Plochy piki byly ziskany integraci pomoci softwaru GC SOLUTIOf¢ standaritl by-
la sestavena kalibtai kiivka. Do rovnice kalibréni kiivky pak byla dosazena data

jednotlivych vzork a byly vyp@itany konkrétni koncentraee i B-anomeru laktézy.
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5.4 Statistické vyhodnoceni vysledk

Naméiena data byla statisticky zpracovana pomoci progriimistat v. 5.5. Byla pouZzita
metoda viceroz#iné parametrické analyzy rozptylu (ANOVA). Pro steeni statisticky
vyznamnych rozdil mezi pamérnymi hodnotami byl pouZzit Tukeyho test na hladuy-

znamnostio. = 0,05.
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5.5 Vysledky

Tab. 5.5 Pimerny obsaha-anomeru laktdzy ve vzorcich joguid obsahem susiny 12 %,
skladovanych 1 az 30 dni (g/100 g jogurtu)

Den skladovani Rmerny obsaly-anomeru lakt6zy + Standardni chybg
1 3,80 £ 0,079
3 2,19 + 0,047
5 1,95 + 0,029
7 0,64 +0,018
10 0,54 + 0,001
20 0,31 + 0,002
30 0,29 + 0,002

ab,cd, e

... hodnoty ve sloupci se stejnym pismenem v holinitexu nejsou statisticky vyznamné
(P<0,05)

Graf 5.1 Zavislost obsahw#tanomeru laktozy ve vzorcich jogud obsahem susSiny 12 %
na dok¥ skladovani
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Tab. 5.6 Piimerny obsaha-anomeru laktdzy ve vzorcich joguid obsahem susiny 16 %,
skladovanych 1 az 30 dni (g/100 g jogurtu)

Den skladovani Rmeérny obsahn-anomeru laktozy + Standardni chyba
1 5,49 + 0,109
3 4,82 +0,012
5 4,06 + 0,079
7 2,43 + 0,034
10 1,54 + 0,012
20 0,88 £ 0,012
30 0,87 + 0,005

abedel hodnoty ve sloupci se stejnym pismenem v hoiinfitexu nejsou statisticky vyznamné

(P<0,05)

Graf 5.2 Zavislost obsahwanomeru laktozy ve vzorcich jogud obsahem susSiny 16 %
na dok¥ skladovani
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Tab. 5.7 Piamerny obsahp-anomeru laktozy ve vzorcich jogurt obsahem susSiny 12 %,
skladovanych 1 az 30 dni (g/100 g jogurtu)

Den skladovani Rmeérny obsalp-anomeru laktézy + Standardni chyba
1 0,17 + 0,002
3 0,15 + 0,002
5 0,12 + 0,004
7 0,09 + 0,001
10 0,04 £ 0,002
20 0,00 + 0,000
30 0,00 + 0,000

abedel hodnoty ve sloupci se stejnym pismenem v hoiinfitexu nejsou statisticky vyznamné

(P<0,05)

Graf 5.3 Zavislost obsahfranomeru laktézy ve vzorcich jogud obsahem susiny 12 %
na dol skladovani
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Tab. 5.8 Pimerny obsahp-anomeru laktozy ve vzorcich jogurt obsahem susSiny 16 %,
skladovanych 1 az 30 dni (g/100 g jogurtu)

Den skladovani Rmerny obsalB-anomeru laktozy + Standardni chyba
1 0,34+ 0,010
3 0,15 + 0,008
5 0,07 + 0,004
7 0,04 + 0,002
10 0,03 + 0,001
20 0,00 + 0,000
30 0,00 + 0,000

ab,cd.e

... hodnoty ve sloupci se stejnym pismenem v hoiinilexu nejsou statisticky vyznamné
(P<0,05)

Graf 5.4 Zavislost obsah@-anomeru laktozy ve vzorcich jogud obsahem susSiny 16 %
na dok¥ skladovani
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DISKUZE A ZAV ER

V upravenych vzorcich jogurto susig 12 a 16 % byl metodou GC-MS¢hen obsalu- a
B-anomeru laktozy. N¥eni bylo provedeno po 1, 3, 5, 7, 10, 20 a 30 ds&tddovani. U

vSech vzork obsahu- ap-anomeru laktézy v fibéhu skladovani vyraznklesl.

U jogurti s obsahem suSiny 12 % doSlo k nejvysg&mu poklesu obsahuwanomeru lak-
tézy mezi 1. a 3. a 5. a 7. dnem skladovani. Qib20. dne klesal obsah uz jen niienpo
20.dni uz témsr neklesal. Celkay klesl v piibéhu skladovani obsak-anomeru laktdzy
v jogurtu o susianl2 % z 3,8 + 0,079 g na 0,29 = 0,004 g ve 10Mgrji, tedy 0 92,4 %.

Ve vzorcich jogufi o suSig 16 % klesal obsatr-anomeru laktdzy vyrazra relativig rov-

nonerné az do 20. dne skladovani. Mezi 20. a 30. dnenubypokles jen mirny. Celkév
klesl v pfibchu skladovani obsaha-anomeru laktézy v jogurtu o su8inl6 %
25,49 £ 0,109 g na 0,87 + 0,005 g ve 100 g joguety o 84,2 %.

Obsahp-anomeru laktdzy v jogurtech o sulih2 % klesal v prbéhu skladovani rovno-
meérng, 20. den jiz byla nastena nulova hodnota. Zipodnich 0,17 + 0,004 g ve 100 g

jogurtu o susia 12 % klesl obsaffi-anomeru az na nulovy obsah, tedy o 100 %.

Obsahp-anomeru laktézy v jogurtech o suSit6 % klesal vyrazfli mezi 1. a 5. dnem
skladovani, 20. den jiz byla n&ena nulovd hodnota. Zipodnich 0,34 £ 0,010 g ve

100 g jogurtu o susil6 % klesl obsaf-anomeru az na nulovy obsah, tedy o 100 %.

Vyrazny pokles obsaha-anomeru g-anomeru laktézy v jogurtechébem skladovani je
mozno pisoudit hydrolytickécinnosti bakterii mléného kvaseni, které si fipchladiren-
skych podminkacktasté&éné uchovaly fermentmi schopnost. Tuto skuteost potvrzuji
také klesajici hodnoty pH jogurv pribéhu skladovani. Fermeritai proces dale pokta-
je, z laktdézy vznika dalSi kyselina mité, pH produktu se sniZzuje. V jogurtech o s&éSin
12 % se pH &hem skladovani snizilo z 4,24 + 0,051 az na hodmhfly = 0,033 a
v jogurtech o susil6 % z 4,48 + 0,125 na 4,15 + 0,005¢ith menSi podil na okyseleni
maji pravépodobre také dalSi fermentai produkty bakterii mk&ného kvaseni jak@kavé

i nekkavé organické kyseliny a volné mastné kyselingrétbyly lipolyzou uvolény

Z triacylglyceroti.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 79

Klesajici hodnoty obsahu laktézy v jogurteainém skladovani zjistili také v [85]. Vyraz-
ny pokles zaznamenalébem prvniho dne po fermentaci, dalSi dny uz obakidoty klesal
jen mirre.

Obsah laktdzy seipvyrobé suSeného mléka nestandardizuje jako obsah tukize tedy
ve vyrobcich do jisté miry kolisat. Nicmg&je to veltina relativig stala a v kravském mlé-
ce nabyva pmmeérné hodnot 4,8 % [4]. V rovnovazeiip20 °C se laktéza rozpu$ta ve
vodk sklada z 37,3 %a-anomeru a 62,7 9p-anomeru. Obsah- a f-anomeru v suSeném
mléce je zavisly na su&invyrobku, obsahu tuku a tepiotprimérné se pohybuje kolem

40 % proo-anomer a 60 9-anomer laktozy [84].

Po prokhlé fermentaci je ovSem situace dpa — obsalw-anomeru je ve vSech vzorcich
jogurtii nékolikanasobg vysSi neZz obsaf-anomeru laktdézy. Také vigschu skladovani
obsahB-anomeru dale vyrazrklesa, ve 20. dni uZz dosahuje v podminkéch toktanove-
ni nenttitelnych hodnot. Da se tedyaupokladat, Ze bakterie niteého kvaSenifgdnost-

n¢ fermentujip-anomer laktdzy, protoZe produkujiepazrt p-galaktozidazu.

Z uvedenych vysledkvyplyva, Ze hydrolyticka aktivita bakterii ndgléeho kvaseni v jogur-
tech je i pi chladirenském skladovani dosti vyznanzachovana. Vyvstava otazka, jak p
vyrob¢ jogurt zajistit stale stejnou, standardni jakost protlydo spoitebitele. Bi pokle-
su pH z 4,48 £ 0,125 na 4,15 £ 0,005, jak tomu hyjogurti se suSinou 16 %, bude tato
zmena velmi pravdpodobré senzoricky zaznamenana. Pasteiaebo steriléni zalrev po
fermentaci nefichazi v Uvahu, protoZe jogurty nemohou byt (diatmdceské legislativy
[3]) tepelré oSeteny po kysacim procesu a musi obsahovat mini#0hZivych mikroor-
ganismi v 1 g produktu. Jednou z moznosti snizeni hydokigtaktivity bakterii miéného
kvaSeni v jogurtechdhem skladovani by mohlo byt zrychleni a zintenznirchlazeni po

ferment&nim zakroku, zde vSak hrozi nebedipg/nereze syrovatky.

Zajimavé jsou vysledky také pro pacienty s intalefdaktozy. Diky vyraznym poklém
obsahu laktozy #hem skladovani joguitje mozno doportit nakup vyrobk az ged skon-
¢enim doby spaeby. Otazkou je, jestli by se i u komieich produkli dosahlo stejnych
vysledi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ADP

ATB

ATP

DNA

EC (number)
ECD
EDTA
EMP cesta
EPS

FDA

FID

GC

GIT

GTCB

L .delbrueckii
LC

LI

LPH
MCM6
MFGM

MK

MSD

NAD”

NADH

Adenosindifosfat
Antibioticka |&iva
Adenosintrifosfat
Deoxyribonukleova kyselina
The Enzyme commission (number)
Electron Capture Detector
Etylendiamintetraoctova kyselina
Emben-Mayerhof-Parnasova cesta
Extracelularni heteropolysacharidy
US Food and Drug Administration
Flame lonization Detector
Gas Chromatography
Gastrointestinalni trakt
Graphitized thermal carbon black
Lactobacillus delbruckii
Liquid Chromatography
Lakt6zové intolerance
Laktaza-phlorizin hydrolaza
Minichromosome maintenance complex compoent
Milk Fat Globule Membrane
Mastné kyseliny
Mass Spectrometry Detector
Nikotinamid adenin dinukleotid — oxidovana forma

Nikotin adenin dinukleotid — redukovana forma
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NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

p.a. Per analysis

PCB Polychlorované Bifenyly

PCR Polymerase Chain Reaction

PEP fosfoenolpyruvat

PEP:PTS fosfoenolpyruvét — fosfotransferdzovyésyst

S. thermophilus Streptococcus thermophilus

Sb. Sbirka (zakanCeské republiky)
SCFA Short-chain Fatty Acids
TCD Thermal Conductivity Detector

UDP-galakt6za Uridindifosfat-galaktoza
UHT Ultra High Temperature

p-gal B-galaktozidaza
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