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Zavér

Cilem préace bylo vyhodnotit preference u vybranych
bezlakt6zovych mlécnych vyrobkil. Pfi hodnoceni
vzorkli mléka s laktosou a bez laktosy pomoci parového
preferen¢niho testu bylo zjisténo, Ze se hodnotitelé
shodné rozhodovali pro mléko s laktosou i mléko bez
laktosy. Na druhé strané vnimali rozdily mezi obéma
vzorky jako znacné. V pripad¢ senzorického hodnoceni
bezlaktézovych jogurtl byla zjiSténa statisticka vyznam-
nost jak v preferencich, tak pfi hodnoceni vybranych
znakl. O preferenci konkrétniho vzorku jogurtu rozho-
dovala zejména konzistence a intenzita sladké, pfip.
kyselé chuti.
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The influence of fortification of dairy products
with vitamin D3 and calcium on dairy
microorganisms

Souhrn

Vitaminy skupiny D jsou lidskému organismu dostupné
bud stravou nebo vytvarenim téchto vitaminl v pokoZzce
vystavené slunecnimu zafeni. Zejména v zimnim obdo-
bi, kdy je rapidné sniZzeno vystaveni organismu UV
zateni, je dulezité zasobovat obyvatele mirnych pod-
nebi t€mito Zivinami. Nedostatek vitaminu D pfispiva
k mnoha civiliza¢nim chronickym onemocnénim (cuk-
rovka, osteopordza, rakovina, poruchy imunity). Prace
sledovala uc¢inek suplementace vitaminem D a vapnikem
na mlééné mikroorganismy.

V prvni fazi byly studovany rastové kiivky jogur-
tovych, acidofilnich, bifidogennich a mezofilnich kultur
v UHT mléce s pridavkem vitaminu D3, Aquaminu F
nebo Lactovalu (dopliiky s vysokym obsahem vapniku).
Dopliiky byly ptidany tak, aby pokryly 30% doporucené
denni davky (DDD) ve 100 ml porci. Poté byly pfipraveny
vzorky jogurtovych ndpojl a tvarohovych dezertl s di-
razem na studium vlivu fortifikacnich a aromatickych
slozek na mlécné mikroorganismy, vybrané fyzikalné-
chemické parametry a senzorické hodnoceni produkti.

Pridani vitaminu D a Aquaminu F nemélo vyznam-
ny vliv na rastové kfivky testovanych kultur, ptidani
Aquaminu F mélo dokonce pozitivni vliv na narast bifi-
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dobakterii. Na druhé strané pfidani Lactovalu zpomalilo
rust acidofilni kultury, denzita mikroorganismu ale byla
srovnatelnd ve vSech vzorcich. V diasledku pufrovaci ka-
pacity pripravkll na bazi vapniku doslo u pfipravenych
mlécnych vyrobki k nizkému poklesu pH. Nase studie
navrhuje moznosti obohaceni mléénych vyrobku, které
spliiuji nutri¢ni, mikrobiologickd a senzoricka Kritéria.

Klicova slova: vitamin D, suplementace, bakterie
mlécného kvaseni, mlééné vyrobky

Abstract

Group D vitamins arc available to the human body
either by diet or by producing these vitamins in the skin
exposed to sunlight. It is important to supply the diet of
temperate climate inhabitants with these nutrients, espe-
cially in winter period when the exposure to UV light is
reduced. The lack of these nutrients contributes to many
civilization chronic diseases (diabetes, osteoporosis, can-
cer, immunity disorders).

The aim of this work was to test the cffect of vitamin
D and calcium supplementation on dairy microorganisms
and subsequently to design technological processes for
the production of dairy products with increased nutri-
tional value.

In the first phase, growth curves of yogurt, acidophilic,
bifidogenic and mesophilic cultures in UHT milk supple-
mented with vitamin D3, Aquamine F or Lactoval (high
calcium supplements) were studicd. The supplements
were added to cover 30 % of the recommended daily
dose (DDD) per 100 ml portion. Afterwards, samples of
yoghurt drinks and quark desserts were prepared with an
emphasis on studying the influence of fortification and
flavouring components on dairy microorganisms, selec-
ted physicochemical parameters and sensory evaluation
of the products.

The addition of vitamin D and Aquamine F did not sig-
nificantly affect the growth curves of tested cultures, the
addition of Aquamine F even had a positive effect on the
density of bifidobacteria. On the other hand, the addition
of Lactoval slowed down the growth of acidophilic cul-
ture but the density of microorganisms was comparable
across all samples. Due to the buffering capacity of the
calcium preparations, there has been a low pH drop in the
developed dairy products. Our study suggests possibili-
ties to fortify dairy products fulfilling nutritional, micro-
biological and sensory criteria.

Key words: vitamin D, supplementation, lactic acid
bacteria, dairy products

Uvod

Vitamin D je bezpochyby jednou z velmi rizikovych
Zivin, jehoZ nedostatek se projevuje zejména v zimnich
mésicich pfi nedostatku slune¢nich paprski. V tomto
obdobi je organismus zavisly na pfijmu vitaminu D
z potravy (Tlaskal, 2016). Hlavnim dkolem vitaminu D

v organismu je pfedev§im regulace hladin vapniku a fos-
foru v krevni plasmé za ucelem podpory mineralizace ko-
sti (DeLuca, 1979). Konzumace vitaminu D je v§eobecné
v populaci nizsi, avSak dle publikované vyzivové studie
(Tlaskal, 2012) z roku 2011 je pfijem vitaminu D u déti
dlouhodobé pod DDD, u mladsSich Skolnich déti se hod-
noty pohybuji kolem 60 % DDD, u starSich $kolnich déti
pak okolo 55 % DDD. Primérny denni pfijem vitaminu
D je sniZzeny z velké Casti proto, Ze vétSina déti odmita
konzumovat nebo konzumuje velmi ojedinéle rybi maso
(Tlaskal, 2012). Stejna studie také prokdzala alarmujici
fakt, Zze u dét Skolniho véku prijem sodiku (kuchyiiské
soli) nékolikandsobné prevySuje denni doporucenou
davku (vice nez 4g sodiku/den) (Tlaskal, 2013). Stejné
tak jsou casté vyzivové nedostatky v pfijmu nadbyt-
ku energie, nedostatecného mnoZstvi nenasycenych
mastnych kyselin, vy$§iho pfijmu monosacharidi
a disacharid, naopak ale i niz§iho pfijmu vapniku,
Zeleza a jodu. Véapnik se stava rizikovou Zivinou a7z ve
Skolnim a déle v adolescentnim véku. U 7 — 10 letych
déti odpovida primérna konzumace vapniku doporucent,
naproti tomu ale ve vékové skupiné 11 — 15 letych jiz
odpovidala primérna konzumace jen 81,7 % referencni
hodnoty pfijmu (RHP), pricemz 10 % déti mélo prijem
vapniku dokonce nizsi nez 52,2 % RHP (Tlaskal, 2016).
7, adolescenti mélo 55 % déti nizsi pfijem vapniku,
nez je doporucovano (Tlaskal, 2016). Z téchto divoda
nedostacujiciho pfijmu vitaminu D a vépniku, zejména
pak v zimnim obdobi, kdy je sniZeno procento vystaveni
organismu UV zdfeni, je dileZité tyto nutrienty doddvat
stravou ve zvySeném mnoZstvi. Jako velmi vyhodné se
jevi potraviny obohacené o vitamin D. Ve Finsku, kde
maji dlouhodobé problémy s nedostate¢nosti vitaminu
D béhem zimnich obdobi, bylo jizZ provedeno nékolik
studii, které¢ sc zaméfovaly pravé na fortifikaci mlcka
a margarini vitaminem D. Bylo prokdzano, Ze fortifi-
kace mléénych vyrobkil vyrazné vylepsuje (az o 50 %)
koncentraci vitaminu D v krevnim séru a snizuje tak
pravdépodobnost vitaminové nedostatecnosti (Elmadfa,
2009). Jak na lidskych, tak i na zvifecich modelech bylo
také prokazano, Ze celosvétovy nedostatek vitaminu D je
faktorem, ktery prispiva k mnoha civiliza¢nim chronic-
kym onemocnénim, mezi které patii zejména diabetes,
osteoporéza nebo rakovina (Holick 2004). U kojenct
a batolat pak nedostatek vitaminu D v matefském mlé-
ce, respektive v nasledné stravé, miiZze vyustit aZ v one-
mocnéni zvané kiivice (Holick 2004).

Zakladnim faktorem pro hodnoceni tzv. rizikovych
Zivin (ziviny v nedostatku nebo v nadbytku) v jidelnicku
jsou referen¢ni hodnoty, které jsou ziskavany klinic-
kymi studiemi u lidi z riznych vékovych skupin a v riiz-
nych Zivotnich situacich. Referen¢ni hodnoty pro pfijem
vapniku a vitaminu D zpracované mezindrodnimi spo-
le¢nostmi pro vyzivu (DACH) (Stransky, 2014) jsou uve-
deny v Tab. 1.

Cilem této prace bylo testovat ucinek suplementace
vitaminem D a vapnikem na mlééné mikroorganismy
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Tab. 1 Referencni hodnoty pro prijem vapniku a vitaminu D
udavané mezinarodnimi spolec¢nostmi pro vyZivu (DACH)

mg/den  Vitamin D
Kojenci (4 — 11 mésica) 330 | Kojenci (0 - 11 mésict) 10
Déti ve véku 4 — 6 let 750 Ostatni vékové skupiny 20
Mladistvi ve véku 13 — 15 let 1200
Dospéli 1000

V prvni varianté (TD A) bylo k surovindm v Thermo-
mixu (Vorwerk, Germany) pfidano 7,5 g aquaminu F
a 0,006 g vitaminu D3, v druhé variant¢ (TD B) pak
15 g Lactovalu a 0,006 g vitaminu D3. Ob¢ smési byly
termizovany pii 65 °C po dobu 20 minut, nasledné
rozplnény do sterilnich kelimki po 100 g a vychlazeny
na4 -8 °C.

a nasledné navrhnout technologické postupy vyroby
mlécnych vyrobki se zvySenou nutri¢ni hodnotou.

Material a metody

Rustové a kysaci krivky

Nejprve byly stanoveny ristové a kysaci kfivky
vybranych kultur ziskanych ze sbirky mlékarskych
mikroorganismi Laktoflora®, mezi které patfily jogur-
tova napojova kultura Y152B (Lactobacillus delbrulec-
kii, Streptococcus thermophilus CCDM 1082), acido-
filni kultura LA3 (Lactobacillus acidophilus CCDM
476), bifidogenni kultura BLCI1 (Bifidobacterium sp.
CCDM 241) a mesofilni kultura MO31R (Lactococ-
cus lactis CCDM 634), ve 4 rliznych mlécnych mediich
rozplnénych po 100 ml do lahvi¢ek. Prvni medium tvofilo
pouze odstfedéné UHT mléko, druhé bylo odstfedéné
UHT mléko s pfidavkem vitaminu D3 (0,0006 gna 100 ml;
Donauchem, Switzerland), ticti tvorilo odstfedéné UHT
mléko s pridavkem aquaminu F (0,75 g na 100 ml), coz
je pfirodni zdroj vapniku vyrobeny z mineralizovanych
morskych fas (Marigot Ltd., Ireland) a ¢tvrté pak bylo
odstfedéné UHT mléko s pridavkem Lactovalu (1,5 g na
100 ml), mlé¢ného mineralniho komplexu bohatého na
vapnik, fosfor a hot¢ik (Friesland Campina, Netherland).
Media byla po namichani nejprve pasterovana pii 90 °C
po dobu 10 minut a teprve poté po zchladnuti na 30, resp.
37 °C, byla ockovédna jednotlivymi kulturami. Kysaci
ktivka byla métena kontinudlné pH sondou v hodinovych
intervalech po dobu 24 hodin. V pripadé ristovych ktivek
byl stanovovan pocet charakteristickych mikroorganismi
bezprostfedné po naockovani, po 6 hodinach, po 16 ho_
dinich a po 24 hodinach.

Vyrobky obohacené o vdpnik a vitamin D
Tvarohovy dezert

V Thermomixu bylo smichiano 400 g smetany ke
Slehani (33 % tuku), 50 g cukru, 100 g obnovené sladké
syrovatky, 440 g odtu¢néného tvarohu a 10 g stabilizd-
toru Frimulsion (Tate & Lyle PLC, United Kingdom).

Tab. 2 Provedeni mikrobiologickych rozbord

Jogurtovy napoj

Jogurtovy napoj byl rovnéz vyrdbén ve dvou varian-
tach, kdy v prvni variant¢ (Jog A) byl v Thermomixu
smichan 1 1 UHT plnotu¢ného mléka se 7,5 g Aquaminu
Fa 0,006 g vitaminu D3, v druhé varianté (Jog B) pak byl
smichdn 1 1 UHT plnotu¢ného mléka s 15 g Lactovalu
a 0,006 g vitaminu D3. Ob¢ varianty pak byly rozplnény
do lahvicek po 100 ml, pasterovany pti 90 °C po dobu
10 minut, o¢kovany smési jogurtové kultury Y152B, aci-
dofilni LA3 a bifidogenni BLC a fermentovany pfi 30 °C
po dobu 16 — 18 hodin. Po fermentaci byly népoje vy-
chlazeny na 4 — 8 °C.

U vsech vyrobkil v obou variantich byl po fermentaci
a po 4 tydnech skladovani stanoven pomoci standardni
normovanych metod obsah vapniku (HPLC), vitaminu
D3 (ICP-MS), obsah tuku (CSN ISO 2446, CSN ISO
3433), bilkovin (CSN EN ISO 8968-1), popela (CSN
570530, CSN 570105) a celkové susiny (CSN ISO 6731),
také bylo zméteno pH. Vyrobky byly rovnéZ podrobeny
mikrobiologickému rozboru pro stanoveni charakteris-
tickych mikroorganismili (jogurtovy napoj) nebo celko-
vého poctu mikroorganismil (tvarohovy dezert) — viz
Tab. 2.

Vysledky a diskuze

Kysact krivky

Pridavek Aquaminu F, Lactovalu ncbo Vitaminu D3
zvySsuje pripadné vyZzivové hodnoty naslednych vyrobka,
a proto byl sledovan vliv téchto latek na prubch rtstu
a kysaci schopnosti vybranych mikroorganismii.

7 vysledki uvedenych na grafech (Obr. 1 — 4) je
ziejmé, Ze 7adna z téchto latek nemd vyznamné inhibic¢ni
ucinky, pouze mirné prodluzuji dobu lag faze, po kterou
nejsou mikroorganismy pfili§ aktivni, a pH klesa pomale-
ji, zejména je to patrné u kultury BLC1. V téméf vSech
ptipadech ale nakonec doSlo k narlistu mikroorganismi
a poklesu pH na obvyklou hodnotu. Jedinou vyjimkou je
acidofilni kultura LA3 kultivovana v mléce s Lactovalem,
kdy se vysledna hodnota pH po 24 hodinach pohybovala
kolem 5, namisto obvyk-
lych 4,5, ackoliv konec¢né
pocty mikroorganisma byly

mikroorganismus Kultivaéni pida T (°C)  mikroorganismus Kultivaéni pida T (°C) . o
. = . . obdobné jako pfi pridavku
Lactobacillus delbruleckii MRS 5,4 37* mesofilni mlé&né koky M17 30 p 200
ostatnich substrata.
Streptococcus thermophilus M17 37 Lactobacillus acidophilus MRS 6,2 37* Potty  mikroorganismi
bifidogenni bakterie T0S 37 CPM GTK 30 v prﬁbéhu fermentace od-

Pozn.: * anaerobné

povidaly obvyklym hodno-
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Obr. 2 Graf zavislosti pH na ¢ase kultur kultivovanych
v mléce s aquaminem F

tam a korelovaly s naméfenym pH pii méfeni kysacich
ktivek. VSechny skupiny mikroorganismd narostly po
24 hodinach do téméf totoznych pocti KTJ/ml v po-
rovnani s fermentaci v samotném mléce, z Cehoz lze
soudit, ze pridavané latky nemaji na bakterie mlécného
kyséani ani inhibi¢ni ale ani podparny efekt.

Vyrobky

Po fermentaci jogurtovych ndpoji obohacenych o vi-
tamin D3 a vapnik vyrobky vykazovaly konzistenci
znacici spravnou ¢innost mikroorganismii a vytvofeni
jemné srazeniny. Nasledné stanoveni pocti charakteris-
tickych mikroorganismi také svéd¢i o tom, Ze fermen-
tace probé€hla bez problému a fortifikiaty tedy nebrani
rustu téchto mikroorganismu (Tab. 3). Po skladovani se
pocty mikroorganismil téméf nezménily. Nicméné hod-
noty pH jsou vyssi, nez je obvyklé u vyrobki podobného
typu. Z nartstu mikroorganismu je patrné, Ze vyssi pH
nebrani mikroorganismim v rdstu ani v preZivani, avSak
ovliviiuje to negativné senzorické hodnoceni, jelikoz

Obr. 2 Graf zavislosti pH na ¢ase kultur kulftivovanych
v mléce s vitaminem D3

ve vzorcich nebylo dosazeno isoclektrického bodu ka-
seinu a nedoslo k tplné koagulaci mléénych bilkovin
vlivem mikrobidlni produkce kyseliny mlécné, tudiz
jsou vzorky po rozmichani piili§ tekuté a spiSe vhodné
napiiklad na napojové vyrobky. Je mozné, Ze pridavané
véapenaté fortifikity (Aquamin, Lactoval) maji pufrac¢ni
schopnost a zvysuji tak vysledné pH produktu. Tohoto
jevu bylo také vyuZito pro uzitny vzor na fermentovany
mlécny vyrobek s pH vyS§im nez 4,6. Dosud byly zna-
my fermentované mlécné vyrobky s pH nizsim nez 4,6.
Pokud byla fermentace zastavena pfi vySS§im pH, nebylo
dosazeno legislativou pozadované denzity charakteris-
tickych mikroorganismil a/nebo dochédzelo k dokyséavani
vyrobku béhem doby spotieby na hodnotu pH pod 4.6.
Pro nékteré spotiebitele vSak bylo takto nizké pH vyrob-
ku senzoricky nevyhovujici.

Ze stanoveni koncentraci vapniku a vitaminu D3 (Tab. 4)
je patrné, Ze se koncentrace vapniku v prib&hu skladovani
vyznamné neméni. Chyba stanoveni obsahu véapniku je +
20 %. Jinak tomu je ale v piipadé vitaminu D3, jehoz

Tab. 3 Stanoveni pH a poctt charakteristicky mikroorganismi jogurtovych vyrobki po vyrobé a po 4 tydnech skladovani

v chladu (4 - 6 °C)

Po vyrobg 5,27 9,5108 1,310 1,6-10° 1,6-10° 1,3-10°
oGA Po 4 tydnech 5,24 1,3-107 1,3-10° 9,3-10° 9,4-108 1,5-108
Po vyrobg 4,92 1,710 2,110 1,5-10° 1,5-10° 9,2:10°
106e Po 4 tydnech 4,59 9,0-108 1,9-107 7,3-108 7,5108 1,1-108
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koncentrace u obou typl pfipravovanych vyrobkil po
skladovani vzrostla. I zde ale miZe velkou roli hrat chyba
stanoveni, kterd je v tomto pfipadé = 15 %. Neni totiz
znamo, 7e by bakterie mlé¢ného kvaseni byly schopné
produkovat vitamin D3 do media. Mirné rozdily v kon-
centracich mohou byt také zpusobeny nerovnomérnym
rozmichanim fortifikdtt. Vzrast koncentrace vitaminu D3
vlivem nezadouci mikroflory je zde vyloucen z diivodu
nizkych celkovych pocti mikroorganismi (Tab. 5).

Pridavky véapniku i vitaminu D3 byly davkovany tak,
aby bylo spInéno vyzivové tvrzeni (Nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) ¢. 1169/201) a vyrobky obsaho-
valy ve 100 g 30 % RHP. RHP pro vitamin D je 5 pg, pro
véapnik pak 800 mg. Pokud uvazujeme chybu stanoveni,
pak pokusné vyrobky toto tvrzeni ve vétSiné piipadl
spliiuji.

Tab. 4 Stanoveni koncentrace vapniku a vitaminu D3
ve vyrobcich po vyrobé a po 4 tydnech skladovani

J— Ca (mg/kg) Vitamin D3 (ug/kg)
Povyrobé  Po skladovani Povyrobé Po skladovani

JOGA 2670 2860 <125 15,2

JOG B 4860 5120 18,4 23,7

TDA 3940 4050 13,6 22,4

TDB 7270 6050 17,7 20,2

Tab. 5 Stanoveni celkového poétu mikroorganismd,
kvasinek a plisni a pH u tvarohovych dezertti po
vyrobé a po 4 tydnech skladovani v chladu (4 — 6 °C)

DA Po vyrobé 2,0-10? < 10 <10 5,87
Po 4 tydnech 4,0-10? < 10 <10 5,84
08 Po vyrobé 3,0110° < 10 <10 5,24
Po 4 tydnech 1,0-102 < 10 < 10! 5,21

Stanoveni chemickych parametri (Tab. 6) potvrdilo
jiz znamy predpoklad, Ze vyrobky si budou velmi po-
dobné, jelikoz byly pfipravovany ze stejnych surovin.
Jediné, v ¢em se lisi, je obsah popela, ktery je u varianty
JOG B a TD B mirné vyssi, coz je zpiisobeno piidavkem
Lactovalu, jehoZ hmotnost pfidavku vzhledem k niz§imu
obsahu vapniku byla vy$si nezZ Aquaminu F.

Tab. 6 Chemické parametry pokusnych vyrobki

JOG A 12,28 3,26 3,32 1,25
JOG B 12,22 3,37 3,32 1,72
TDA 30,80 14,31 6,35 1,25
TDB 31,30 14,24 6,36 1,75

Senzorické hodnoceni

Vyrobky s pfidanim fortifikati byly panelem
posuzovateli hodnoceny obdobné jako vyrobky bez
pridavku. Po 4 tydnech skladovani vykazovaly jogur-

tové napoje s pridavkem fortifikat oproti vyrobé mdlejsi
a kyselejsi chut, kterd pripominala acidofilni mléko.
Vesmés nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi varian-
tami s pridavkem Aquaminu F a Lactovalu.

Po 4 tydnech skladovani v chladu byl v pfipad¢ tvaro-
hovych dezert pozorovan vyznamny rozdil v konzistenci
mezi vzorky s Lactovalem a vzorky s Aquaminem F,
pficemZ ty s Lactovalem byly znatelné husts$i. Rozmi-
chanim se vSak rozdily mirné settely.

Zavér

Z4adnd z priddvanych latck nema vyrazny inhibi¢ni efekt
na vybrané kultury, coz je pfiznivé pro jejich dalsi vyuziti
jako suplementl pro zvySeni nutri¢ni hodnoty mlé¢nych
vyrobkull. Po aplikaci fortifikatd do jogurtovych napoja
a tvarohovych dezerti byly mlééné vyrobky senzoricky,
chemicky i mikrobiologicky vyhovujici, pficemZ nebyl
pozorovan vyznamny rozdil mezi Lactovalem a Aqua-
minem E. Davkovani ptidavanych fortifikata bylo voleno
spravné, obsah vapniku i vitaminu D spliioval vyZzivové
tvrzeni na obsah 30 % RHP ve 100 g vyrobku. Vyuziti
této fortifikace v primyslové vyrobé spliuje Narizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1925/2006 ze dne
20. prosince 2006 o priddvani vitaminli a minerdlnich
latek a nekterych dalSich latek do potravin, které speci-
fikuje povolené formy vitamind a minerdlnich latek pro
ptimou fortifikaci potravin.
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