Prohlaseni

Diplomova prace s nazvem ,, Stanoveni

+

probiotickych mikroorganismd ve vybranych

kysanych mléénych produktech.” (Determination of probiotic bacteria in selected

fermented milk products.) nemilZe byt vlioZena do sysiému STAG vzhledem ke

skuteénosti, Ze zvefejnéni dat obsaZenych ve vySe zminéné praci v dubnu 2014 by

branilo publikovani téchto dat ve védeckém Casopisu.

Diplomova prace bude v ti§téné podobé k dispozici v Akademické knihovné JU.

Vedouci diplomoveé prace

doc. Ing. Eva SAMKOVA, Ph.D.

E7. y/j//// /

Vedouci katedry

doc. Ing. Miroslav MARSALEK, CSc.

V Ceskych Budé&jovicich, dne 25. 4. 2014

Autor diplomové prace

Bc. Kvéta Korandova

w1
v D
&\x ll&q(x &OW OV



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

Studijni program: N4101 Zemédé&lske inzenyrstvi
Studijni obor: Zivo&i$né biotechnologie
Katedra: Katedra veterinarnich disciplin a kvality produkti

Vedouci katedry: prof. Ing. Jan Travnicek, CSc.

DIPLOMOVA PRACE

Stanoveni probiotickych mikroorganismi ve

vybranych kysanych mléénych produktech

(Determination of probiotic bacteria in selected fermented milk products)

Vedouci diplomové prace: doc. Ing. Eva SAMKOVA, Ph.D.
Konzultant diplomové prace: MVDr. Lucie HASONOVA, Ph.D.
Autor diplomové prace: Bc. Kvéta KORANDOVA

Ceské Budéjovice, 2014



JIHOC.ESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDREJOVICICH
Fakulta zemédélska
Akademicky rok: 2012/2013

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pijmeni: Be. Kvéta KORANDOVA
Osobnf éislo: 712725
Studijnf program: ~ N4101 Zemd&délské inZenyrstvi

Studijni obor: Zivocigné biotechnologie

Néazev tématu: Stanoveni probiotickych mikroorganismi ve vybranych kysa-

nych mléénych produktech

Zadévajici katedra: Katedra veterindrnich disciplin a kvality produktn

Zisady pro vypracovini:

Kysané mlééné produkty pat¥i mezi oblibené mlééné vyrobky. Podle soutasné platné

legislativy musf obsahovat zivé mikroorganismy v presné definovaném mnozstvi, a to po celou
dobu deklarované spotieby.

Cilem préce bude sledovat zastoupeni probiotickych mikroorganismii ve vybranych ky-

sanych mléénych produktech a posoudit zjigténé hodnoty s pozadavky legislativy.

Diplomova prace bude zpracovina na zakladé zdsad zpracovini zévéreénych praci

uvedenych na http://www.zf.jcu.cz/copy_of studenti /informace-pro-studujici/dokumenty-
studijniho-oddeleni/informace-pro-studujici/Jak vypracovat_DP.pdf podle nésledujic{ rdm-
cové oSnovy:

1,

2.

Uvod - charakteristika a vyznam YeSené problematiky véetng uveden{ cilti prace

Literdrni prehled - soutasny stav pozndn{ dané problematiky ziskany studiem soudobé
védecké a odborné literatury

Materidl a metodika - popis pouZitych analytickych metod véetné metod statistickych

. Vysledky a diskuse - tabulkové a grafické zpracovani ziskanych dat navazujici na cil

prace, jejich statistické vyhodnoceni a porovnan{ s dostupnymi literdrnimi adaji

Zaver - struéné shrnuti vysledkd vlastni prace, ndvrhy a doporudeni vyplyvajici z FeSené
problematiky

. Summary - prehled a nejdilezitéjsi vysledky véetné klicovych slov (v anglickém jazyce)

. Seznam literatury - jednotny, podle platnych cita¢nich zdsad.



Rozsah grafickych praci: tabulky a grafy dle potieby
35-50 stran textu

tisténd/elektronicka

Rozsah pracovn{ zpravy:
Forma zpracovéni diplomové préce:
Seznam odborné literatury:

e SACCARO D.M. et al.: The viability of three probiotic organisms grown

with yoghurt starter cultures during storage for 21 days at 4 degrees C.
Int. J. Dairy Techn., 2009, 62 (3): 397-404.

e SHAH N.P.: Probiotic Bacteria: selective enumeration and survival in
dairy foods. J. Dairy Sci., 2000, 83 (4): 894-907.

e SCHARL M. et al.: Dying in yoghurt: the number of living bacteria in
probiotic yoghurt decreases under exposure to room temperature.
Digestion, 2011, 83 (1-2): 13-17.

o SILHANKOVA L.: Mikrobiologie pro potravinife a biotechnology. 3. vyd.
Praha: Academia, 2002. 363 s. ISBN: 80-200-1024-6.

e Databdze WOS, Ceskd zemddalsks bibliografie, CAB Abstracts,
PROQUEST, dostupné na: http://www.lib.jcu.cz/cs/databaze

e Védecké a odborné ¢lanky v ¢asopisech a sbornicich: p¥. Vyziva a
potraviny, Mlékarské listy aj.

e Vyhliska MZe ¢.77/2003, kterou se stanovi pozadavky pro mléko a mlééné
vyrobky, mraZzené krémy a jedlé tuky a oleje. Cdstka: 32/2003 Sb.

Vedouci diplomové prace:

Konzultant diplomové prace:

Datum zadan{ diplomové price:

Termin odevzdani diplomové préce:

)

prof. Ing. Miloslav Soch, CSc.
dékan

Studengské 13 @
370 CE :‘f‘ff@ BudZjovice

doc. Ing. Eva Samkova, Ph.D.
Katedra veterinarnich disciplin a kvality produlti
MVDr. Lucie Hasonova, Ph.D.

Katedra veterinarnich disciplin a kvality produkti

26. brezna 2013
30. dubna 2014

JIHOCESKA UNIVERZITA
V CESKYCH BUDEJOVICICH

ZEMEDELSKA FAKULTA
studijni odd&leni
—
%M;W/%

prof. Ing. Jan Travnicek, CSc.

vedouci katedry

V Ceskych Bud&jovicich dne 26. biezna 2013



PROHLASENI

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zdkona €. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své diplomové prace, a to v Gpravé vzniklé vypusténim
vyznacenych ¢asti archivovanych Zemédélskou fakultou — elektronickou cestou ve
vefejné piistupné C¢asti databaze STAG provozované JihoCeskou univerzitou
v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého
autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim déle s tim,
aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢.
111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a oponentl prace i zaznam o prubéhu a
vysledku obhajoby kvalifikacni prace. Rovnéz souhlasim s porovndnim textu mé
kvalifikacni prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz provozovanou Narodnim

registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a syst¢émem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich 25. 4. 2014 e,

Bc. Kvéta Korandova



PODEKOVANI

Touto cestou bych chtéla predevsim podekovat pani Ing. Han¢ Leherové za
umoznéni provedeni experimentalni Casti prace ve spolecnosti “AGRO-LA* spol.
s.r.o. v Jindfichové Hradci a také za ochotu, €as a pomoc pfi provedeni této praktické
Casti.

Dale bych rada podékovala své vedouci diplomové prace pani doc. Ing. Evé
Samkové, Ph.D. za cenné pfipominky, rady a odbornou pomoc pii zpracovani a

feSeni mé diplomové prace.

A samoziejmé dékuji mé rodin€ za podporu.



ABSTRAKT

Cilem prace bylo sledovat zastoupeni probiotickych mikroorganismi ve
vybranych kysanych mlé¢nych produktech. Pro stanoveni kment Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus salivarius ssp. thermophilus a rod
Bifidobacterium byly vybrany z trzni sité 3 vzorky bilych jogurti, u kterych vyrobce

deklaroval pritomnost bifidobakterii.

Literarni reserSe vysveétluje problematiku probiotickych mikroorganismi a
pojednava o procesu fermentace, fermentovanych mléénych vyrobcich, a predevsim

o fermentovaném mlééném vyrobku jogurtu.

V experimentalni ¢asti je tato prace zaméfena na vyhodnoceni
mikrobiologickych analyz a kyselosti vybranych jogurtd v zavislosti na vzorcich a
doby skladovani. Zjisténé vysledky ukézaly, ze pocet zivych bakterii kment
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
spliiovaly legislativni pozadavky, zatimco pocet bakterii rodu Bifidobacterium mohl
byt ovlivnén riznymi faktory, které zapfiCinily, ze dle vysledkll v této praci, u

nékterych vzorkt nebyl dostate¢ny pocet téchto bakterii.

Klicova slova: probiotické mikroorganismy, fermentované mlé¢né vyrobky, jogurt,

Zivotaschopnost bakterii, kyselost, skladovani.



ABSTRACT

The aim of the thesis was to monitor presence of probiotic microorganisms in
representative fermented dairy products. Three samples of white yoghurt available in
the market, in which the manufacturer declared presence of bifidobacteria, were
chosen for determination of strains of Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus and the genus of Bifidobacterium.

Bibliographic research deals with explanation of the wider context of
probiotic microorganisms and the process of fermentation, fermented dairy products

and in particular of yoghurt as one type of fermented dairy products.

In the experimental part, the thesis focusses on evaluation of microbiological
analyses and pH of selected yoghurts in relation to the samples and storage time. The
results show that the number of live bacteria of Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus and Streptococcus salivarius ssp. thermophilus strains complied with the
statutory requirements, while the number of bacteria of Bifidobacterium genus could
have been affected by various factors which caused that according to the results of

the work, certain samples lacked the sufficient numbers of these bacteria.

Key words: probiotic microorganisms, fermented dairy products, yoghurt, bacteria

viability, acidity, storage.
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1. UVOD

Probiotické mikroorganismy jsou dilezité ve vyzivé clovéka, pozitivné
pusobi na jeho zdravotni stav, predevS§im na slozeni stfevni mikrofléry, kterd ma
klicovou ulohu pfi vytvaieni funkéniho imunitniho systému. Proto je jejich vyuziti

V potravinach velice opodstatnéné.

Tato prace je zaméfena na probiotické bakterie obsazené ve fermentovanych
mléénych vyrobcich, které vznikaji fermentaci mléka, coz je proces kysani,
ve kterém je mlécny cukr laktéza hydrolyzovan na monosacharidy glukozu
a galaktozu. Vyznamnym fermentovanym mléénym produktem je jogurt - vyvaZena,
lehce stravitelnd, zdravi prospé$nd potravina, kterd je zdrojem plnohodnotnych

bilkovin, vapniku, fosforu a riiznych vitamint pfedevsim ze skupiny B.

Cilem této prace bylo sledovat zastoupeni probiotickych mikroorganisma
(Lactobacillus  delbrueckii  ssp. bulgaricus, Streptococcus salivarius  ssp.
thermophilus a Bifidobacterium) ve vybranych kysanych mlécnych produktech

(bilé jogurty) po ukonceni zraciho procesu.
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2. LITERALNI PREHLED

2.1 Probiotické mikroorganismy a jejich vyznam

Pojem ,,probiotic se zaCal uzivat od roku 1965, pochazi z feckého slova

,,pro bios ", které znamena ,,pro zivot* (SUCHANEK, 2006).

V soucasnosti nejéastéji pouzivanou definici je definice z roku 1989, jejimz
autorem je Roy Fuller. Charakterizoval probiotikum jako zivy, mikrobialni,
potravinovy doplnék, ktery pozitivné ovliviiuje hostitele zlepSenim slozeni jeho

sttevni mikroflory (KOHOUT, 2010).

Pro zatazeni mezi probiotika musi jednotlivé bakteridlni kmeny splnovat
nckolik zdkladnich pozadavkl. Bakterialni kmeny musi mit prokazatelné pozitivni
vliv na zdravi hostitele a musi byt zdravotné nezavadné, izolované ze stejného
zivocisného druhu, jako je predpokladany piijemce, nesmi byt toxické ani patogenni.
Forma, ve které je probiotikum do traviciho ustroji aplikovano, musi mit schopnost
pfezivat v trdvicim ustroji a byt metabolicky aktivni. Bakterie musi byt
zivotaschopné béhem skladovani, dilezité jsou i senzorické vlastnosti potraviny nebo

potravinového dopliku, ve kterych jsou obsazeny (NEVORAL, 2005).

Sdruzena expertni skupina FAO/WHO (Food and Agriculture
Organization/World Health Organization) doporuéuje pro vyrobky, kde vyrobce
deklaruje ptitomnost probiotik, uvedeni nékterych dulezitych tdajt, které by vzdy
mély byt k dispozici na obalu produktu. Musi byt oznacen rod, druh a kmen
probiotickych mikroorganismti, minimalni mnozstvi mikroorganismii na konci
deklarované doby spotieby, doporu¢ena davka, ktera obsahuje mnozstvi probiotik
zajistujici Ucinek, podminky uchovani a kontaktni udaje, kde jsou k dispozici

detailni informace o vyrobci (KOKESOVA, 2009).

Zpusob prokazovani prospéSnych ucinkd na zdravi podle smérnice: Pokyny
pro hodnoceni probiotik, vytvofenou sdruZzenou expertni pracovni skupinou
FAO/WHO doporu¢uje mimo jiné i Mezinarodni védecka asociace pro probiotika
a prebiotika (ISAPP) a Evropské asociace pro kultury do potravin a krmiv (EFFCA).
Principidlnim vysledkem studii Gc¢innosti probiotik maji byt prokdzané prospésné
ucinky, jakou jsou statisticky a biologicky vyznamné zlepSeni stavu, symptomd,

ptiznakl, pohody a kvality Zivota, snizeni rizika onemocnéni, rychlejsi uzdraveni,
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ato v prokazané korelaci s testovanym probiotikem (SPELINA, WINKLEROVA
2009).

Probiotické bakterie mohou ptiznivé plsobit na travici trakt svou vlastni
pritomnosti tim, ze vytésiiuji patogenni nebo potencialné patogenni mikroorganismy
diky rustu a produkci kyselych latek, tvorbé antimikrobialnich latek, konkurenci o
potravu nebo upravou prostiedi, kdy je zvyhodnén rust takovych skupin jiz
pritomnych bakterii, které pozitivné ovliviiuji zdravotni stav hostitele. Dalsi
prospésné pusobeni spociva v tvorbé vitamini a mastnych kyselin s kratkym
feté¢zcem (tzn. t€kavych mastnych kyselin, zejména maselné kyseliny), které slouzi
jako substrat pro bunky tlustého stieva (kolonocyty) (KOHOUT, 2010). Mezi
nejuznavanéjsi ptiznivé Ginky na lidské zdravi patfi imunomodula¢ni schopnosti
probiotik, nebot’ maji mimo jiné prospé$ny vliv na slizni¢ni systémovou imunitu.
Stfevni mikrofléra ma klic¢ovou tlohu pfi vytvareni funkéniho imunitniho systému

(SPELINA, WINKLEROVA, 2009).

Probiotika dokdzou obnovit fyziologickou rovnovdhu stfevni mikroflory
porusenou pouzivanim nckterych 1€kt nebo konzervantii, barviv a pesticidi, které
mohou byt obsazené v potravé. K naruseni fyziologické rovnovahy mize dojit také
pii nespravném Zivotnim stylu a vyzivovych navycich (KOHOUT, 2010).

Mezi dal§i pfiznivé G¢inky patii antimikrobialni aktivita v souvislosti
S nejruznéjSimi druhy gastrointestinalnich infekci (akutni prijmové onemocnéni,
prijmové onemocnéni spojené s uzivanim antibiotik, ozafovanim, prevence tzv.
cestovnich prijymil), déle prevence atopického ekzému, zlepSeni trdveni laktdzy,

redukce hladiny sérového cholesterolu, antikarcinogenni Ucinky, 1éceni
urovaginalnich infekci apod. (HORACKOVA, SVIRAKOVA, 2009).
Probiotické bakterie nekolonizuji stfevo natrvalo, ale jen docCasné€, vétSinou

jsou detekovatelné jen po dobu piijimani potraviny s probiotiky (SPELINA,
WINKLEROVA 2009).

Nejcastéji pouzZivané rody probiotickych bakterii

I kdyzZ existuje velké mnozstvi probiotickych mikroorganismt (tabulka €. 1),
nejcastéji jsou vyuzivané rody Lactobacillus a Bifidobacterium, méné pak druhy
Enterococcus faecium, Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
(HORACKOVA, 2010).
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Tabulka

W

C.

1) Piehled nejcasteji

(HORACKOVA, SVIRAKOVA, 2009)

vyuzivanych probiotickych  bakterii

Mikrobialni druh

kmen

Bifidobacterium

longum B536, SBT-2928
breve Yakult

bifidus Bb-11

lactis (animalis) Bb-01

infantis Shirota

Lactobacillus

acidophilus

LA1/LA5, NCFM

delbrueckii ssp. bulgaricus

Lb 12

paracasei CRL 431, F19
casei Shirota, Immunitass
rhamnosus GGl1, GR-1
plantarum 299v
salivarius UCC118
lactis Lal
reuteri SD2112
fermentum RC-14
johnsonii Lal
helveticus B02
Lactococcus lactis Lla

Probiotika se na trhu objevuji jako 1éCiva, jako soucast doplnktli stravy nebo
jako soucast funkénich potravin (HEUBNER et al., 2007). Jako funkéni potraviny
jsou oznacovany potraviny, u kterych je mimo jejich nutricni hodnotu dostatecné
prokdzan piiznivy ucinek na jednu ¢i vice cilovych funkci v organismu, jez zlepSuji
fyzicky 1 duSevni zdravotni stav anebo ptispivaji ke snizeni rizika vzniku urcitych
onemocnéni (CONTOR, 2001). Mezi tyto funkéni potraviny patfi mimo jiné
fermentované mlécné vyrobky, vznikajici fermentaci mléka.
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2.2 Fermentace mléka

Mlécné kysani je proces, pii némz je laktéza rozSt€pena bakterialnimi
laktazami na monosacharidy glukézu a galaktézu. Zékladnim anaerobnim
katabolickym procesem sacharolytickych bakterii je tzv. glykolyza neboli Embden —
Meyerhofova metabolicka cesta, kdy dochazi k pfeméné hex6z na pyruvat. Ten je
pak dale metabolizovan u riznych kmeni mikroorganismi odliSnym zpusobem.
Cilem jeho pfemény je vzdy soucCasna preména redukovaného kofaktoru (NADH)
ve formu schopnou dehydrogenovat dalsi molekulu substratu pfi glykolyze v NAD"
(MARTH, STEELE, 2001).

U homofermentativnich mléénych bakterii je pyruvat redukovan za
sou¢innosti NADH na laktat tj. anion mlé¢né kyseliny. Pii tomto kvaseni ziskavaji
mlécné bakterie volnou energii nezbytnou Kk ristu v anaerobnim prostedi. Mnozstvi
vzniklé kyseliny mlé¢né je pak u riznych druhti variabilni (MAXA, RADA, 2002).

Heterofermentativni mlééné bakterie na rozdil od homofermentativnich
mlécénych bakterii neobsahuji enzym aldoladzu, ktery Stépi hexo6za-1,6-bisfosfat
vedva triosafosfaty. Proto pifevadéji hexdzy oxidaénim mechanismem
hexézafosfatového zkratu v pentdza-5-fosfat a oxid uhlicity. Tato pentdza-5-fostat se
pak enzymaticky S$t€pi na acetylfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat. Z acetylfosfatu
vznikd za souc¢innosti NADH etanol. Glyceraldehyd 3-fosfat je glykolyzou pfeménén

V pyruvat a pak na laktat (SILHANKOVA, 2002).

Doprovodnou reakci enzymové hydrolyzy laktézy je transgalaktosylace. [3-
galaktosidaza katalyzuje pfenos galaktosylu, uvolnéného po rozst€peni vazby mezi
glukozou a galaktézou, na jiny sacharid pfitomny v prostiedi. V nejjednodussim
pfipadé jde o hydrolyzu za vzniku volné galakt6zy, v ostatnich piipadech vznikaji
galaktooligosacharidy, které se v malé mife mohou uplatiovat jako prebiotikum

(SAKO et al., 1999).

V travicim ustroji se laktéza béhem fermentacnich pochodi hydrolyzuje
pusobenim bakteridlni B-galaktosidazy na D-galaktozu a D-glukozu, kterd se dale
jejich enzymatickou ¢innosti méni na kyselinu mlé€nou. Kyselina mlé¢nd se ve
fermentovanych mléénych vyrobcich vyskytuje ve dvou optickych izomerech.
Pravoto¢iva L(+) kyselina mlénd je kompletné v lidském organismu

metabolizovana, levoto¢iva D(-) Kkyselina mlécna se preméiuje jen omezené
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a pozvolna. Lactobacillus acidophilus a bifidobakterie produkuji pievazné L(+)
kyselinu mlé&nou, kterou &lovék snaze metabolizuje (CUPAKOVA et al., 2002).

Jednim z nejvyznamnéjSich roda zkvasujici laktozu na kyselinu mlécnou je
rod Lactobacillus. Podle produkti katabolického metabolismu se rozdéluje tento rod
na homofermentativni mléné bakterie, které pti zkvaSovani sacharidii produkuji
pouze kyselinu mléénou a heterofermentativni mlééné bakterie, které mimo kyseliny
mlééné produkuji jesté napiiklad kyselinu octovou, etanol, glycerol a CO,. Mezi
homofermentativni druhy rodu Lactobacillus patii Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, a Lactobacillus casei. Dale sem
pafi rody Streptococcus, Lactococcus a rod Pediococcus. Mezi heterofermentativni
druhy rodu Lactobacillus patii Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis a
Lactobacillus buchneri a rod Leuconostoc (SILHANKOVA, 2002).

Béhem kvaseni produkuji mikroorganismy fadu sekundarnich metabolitt,
Z nichz nekteré jsou zdravi prospésné a to zejména vitaminy skupiny B a bioaktivni
peptidy. Nadprodukce vitamini bakteriemi mlééného kvaSeni v mléce je velmi
atraktivni pro primyslovou vyrobu mléénych fermentovanych vyrobki

(PETRIKOVA, 2012).

2.2.1 Produkce vitamini skupiny B

Vétsina fermentovanych vyrobki obsahuje Vv porovnani se syrovym mlékem
vys$§i mnozstvi kyseliny listové. Tuto skutecnost lze vysvétlit tak, ze nékteré
startovaci kultury bakterii, které se pouzivaji pfi mlékarenském kvaseni syntetizuji
folaty de novo a vylucuji pebytek téchto latek do rastového média. Piikladem jsou
startovaci jogurtové kultury druhu Streptococcus thermophilus a startovaci kultura
syri a kysanych napoja Lactococcus lactis. Napriklad syrové mléko obsahuje 30 —
50 pg/l kyseliny listové a fermentovany mlécny vyrobek jogurt 60 — 100 pg/l
kyseliny listové (LE BLANC et al., 2007).

Déle jsou nékteré bakterie mléného kvaseni schopny produkovat malé
mnozstvi riboflavinu (vitamin B2) do prostredi ristového média (HUGENHOLTZ
etal., 2002). Mezi dalsi vitaminy, které jsou schopny produkovat jen né&které
mikroorganismy, patii kobalamin (vitamin B12). Pfikladem bakteridlniho druhu
schopného produkovat tento vitamin je Lactobacillus reuteri (TARANTO et al.,
2003).
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2.2.2 Produkce bioaktivnich peptidi

Bilkoviny kysanych mléénych vyrobku jsou lépe stravitelnéjsi. Kasein je
v nich koagulovan, vétsinou dochazi ke kaseinolyze. Cast mléénych bilkovin se §t&pi
bakteridlnimi protézami (polypeptidazy, peptidazy) jiz pti fermentaci na peptidy a
volné aminokyseliny. Dal§i Cast proteinit je koagulovana kyselinou mléénou
(produkovanou bakteriemi mlécného kvaseni). Travici enzymy je mohou takto

rychleji stépit diky zvétSenému povrchu proteinti (GRIEGER, HOLEC, 1990).

V kysanych mléénych vyrobcich je cinnosti mikrofléry zvySen obsah
nékterych volnych aminokyselin (tryptofan, metionin, lysin) (CUPAKOVA et al.,
2002).

Enzymovou hydrolyzou kaseinu vznikaji fosforylované peptidy, ty vytvareji
v zakysaném mléce rozpustné komplexy s vapnikem a vyznamné zvysuji jeho

biologickou dostupnost (LUKASOVA, SMRCKOVA, 2003).

Ze zakysaného mléka byly také izolovany hydrolyzéty kaseinu, které piisobi
jako ACE-inhibitory (angiotensin-converting-enzyme inhibitor) s vyznamnym
antihypertenznim U¢inkem a mohou se uplatnit i jako ristové faktory bifidobakterii

(STEER et al., 2000).

Bioaktivni peptidy jsou peptidy obsazené¢ ve funkCnich potravinach, které
kromé& jejich vyZzivové hodnoty maji také pozitivni fyziologicky ucinek v téle
(VERMEIRSSEN et al., 2004). Bioaktivni peptidy mohou byt skryté ve struktuie
bilkovin a k jejich uvolnéni a aktivaci je nutna proteolyza (MINERVINY et al.,
2003). Nekteré bioaktivni peptidy slouzi jako pienasece vapniku a jinych mineralt

a tim zajiSt'uji jejich rychlejsi dostupnost (SILVA, MALCATA, 2005).

Primyslové vyuzivané kmeny bakterii mlééného kysani vytvareji pomoci
pfirozené proteolyzy béhem fermentace bioaktivni peptidy. VyuZiti mlécnych
bilkovin (pfedevs§im kaseinu) bakteriemi mlé¢ného kvaSeni obvykle za¢ina St€penim.
Pocatek Sté€peni je uskuteciiovan pomoci extracelularnich proteinaz na peptidy, které
se nasledné¢ Stépi na aminokyseliny pomoci intracelularnich peptidaz

(CHRISTENSEN, 1999).

Pii mlééném kvaSeni vznika velké mnozstvi antimikrobialnich bioaktivnich

peptidi. Je zde moznost, ze by se tyto antimikrobidlni peptidy mohly uzivat
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V budoucnu pfi 1écbé bakteridlnich infekci misto pouziti antibiotik. Tuto moznost

nabizi téz fagy a bakteriociny mléénych bakterii (JOEGER, 2003).

2.3 Fermentované mlééné vyrobky

Podle Vyhlasky Ministerstva zemédélstvi CR &. 77/2003 Sb. Sb. je jako
fermentovany mlécny vyrobek oznacovan vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany,
podmasli nebo jejich smési za pouziti mikroorganismi tepelné neosetieny
po kysacim procesu. Vyhlaska téz specifikuje pouzité mikroorganismy a stanovuje
pro jednotlivé skupiny kysanych mléénych vyrobkli mnozstvi bakterii pouzité

mikrobialni kultury (tabulka €. 2).

Mezi potraviny obsahujici probiotické bakterie patii zelenina konzervovana
mlénym kysdnim — Vv naSich podminkach velmi znamé kysané zeli a kvaSené
okurky, nikoliv zelenina pasterovana v kyselém prostfedi. Méné znamé, ale velmi
perspektivni by mohly byt kysané houby, protoze kromé probiotickych bakterii jsou
zasobarnou specifické vlakniny, kterd je také nutna pro spravnou funkci stiev. Mezi
dal§i potraviny s probiotiky miZeme fadit fermentované masné vyrobky
napf.: polican, herkules, kfemesnik, cabajské a uherské klobasy. Nejvice
zastoupenymi potravinami s obsahem probiotik jsou vSak kysané mlécné vyrobky,
kam patii napf.: jogurty, jogurtova mléka, acidofilni mléka, kefiry, kefirova mléka,
kysané mléko nebo smetanovy zakys, kysand nebo zakysand smetana a kysané

podmasli (KOVARIKOVA, ERBAN, 2007).

V CR je pouzivani probiotik vymezeno Vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi
¢. 352/2009 Sb., kterou se stanovi pozadavky na dopliikky stravy a na obohacovani

potravin.
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Tabulka €. 2) Druhy zivych mikroorganismi v kysanych mléénych vyrobcich
(Vyhlaska Ministerstva zemé&délstvi CR &. 77/2003 Sb. Sh.).

Mlécna
Druh vyrobku Pouzité mikroorganismy mikroflora
vyrobkuv1g
10°
) Lactobacillus acidophilus a dal§i mezofilni, pfip.
Acidofilni mléko . Lactobacillus
termofilni kultury bakterii mlééného kvaseni
acidophilus
protosymbioticka smés Streptococcus salivarius 107
Jogurty *) ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus
Kysané mléko, v¢.
6
smetanového monokultury nebo smésné kultury bakterii 10
zakysu, podmasli a | mlééného kvaseni
kysané smetany
zakys pripraveny z kefirovych zrn, jehoz
. . .y . < s . bakterie
mikroflora se sklada z kvasinek zkvasujici laktozu
mlécného

Kefir

Kluyveromyces marxianus i nezkvasujicich laktozu

Saccharomyces unisporus, Saccharomyces
dale

Leuconostoc, Lactococcus a Aerobacter, rostouci

cerevisiae, Saccharomyces exignus a

ve vzajemném spoleCenstvi

v , 6
kvasSeni 10

a kvasinky 10°

Kefirové mléko

zakys skladajici se zkvasinkovych kultur rodu
Kluyveromyces, Torulopsis nebo Candida valida a
bakterii

mezofilnich a termofilnich kultur

mlécného kvaseni v symbiodze

bakterie
mlééného
kvaseni 10°

a kvasinky 10°

Kysany mlécny
vyrobek ]

bifidokulturou

Bifidobacterium ssp. v kombinaci s mezofilnimi a

termofilnimi bakteriemi mlééného kvaseni

10°

bifidobakterie

*) U jogurtovych vyrobkti mohou byt kromé zékladni jogurtové kultury pridavany kmeny

produkujici kyselinu mlécnou a pomahajici dotvaret specifickou chutovou nebo texturovou

charakteristiku vyrobku. Musi vSak byt zachovan optimalni pomér obou zakladnich kmeni

jogurtové kultury (Vyhlaska Ministerstva zemédélstvi CR &. 77/2003 Sb.).
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2.4 Jogurt

Jogurt patifi mezi nejrozSifencj$i a nejoblibenéjsi kysané mlécné vyrobky.
Vyroba jogurtu byla zndma jiz 5000 let pfed nasim letopoctem v zemich stfedniho
Vychodu. Prvotni zdmér vyroby spocival ve snadn€jSim uchovani mléka v horkém

podnebi a zaroveii i pro jeho lahodnou chut (VALENTOVA, 2001).

Jogurty patii mezi kysané mlééné vyrobky s termofilnimi bakteriemi. Jak je
uvedeno Vv tabulce ¢. 2, jogurtova kultura obsahuje bakterie Streptococcus salivarius
ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Jogurt je vyvazena a
zdravi prospé$na potravina, ktera ma relativné nizkou energetickou hodnotu, ale je
bohatym zdrojem plnohodnotnych bilkovin, vépniku, fosforu a rGznych vitamint
skupiny B (STAFEN, 2011). Definice jogurtu byla stanovena dle FAO/WHO
nasledné: ,Jogurt je srazeny mlécny produkt ziskany mlécnym kysanim pomoci
bakterii Streptococcus salivarius ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus. Mikroorganismy ve finalnim vyrobku musi byt zivotaschopné a

v hojném mnozstvi®“ (HORIUCHI et al., 2009).

Oba mikroorganismy jogurtové kultury maji symbioticky vztah a spolu se
vyznacuji rychlou tvorbou kyseliny mlécné, pii optimalni teploté 40 — 43 °C
koaguluji kasein za 2 — 3 hodiny. Koagulace za¢ina pfi hodnoté pH 5,3 a ukoncena je
pfi 4,5. Druhou vyznamnou vlastnosti jogurtového zékysu je tvorba aromatické latky

acetaldehydu v mnozstvi 20 — 30 mg/l (GORNER, VALIK, 2004).

2.4.1 Vyroba jogurtu

MIléko wurené pro vyrobu kysanych mléénych vyrobki musi svymi
vlastnostmi a slozenim tvofit vhodné podminky pro rozvoj piidanych Ccistych
mlékatskych kultur. Mléko nesmi obsahovat Zzadné inhibi¢ni latky, musi byt
ziskavano hygienickym zplsobem od zdravych a dobfe krmenych dojnic a musi mit
normalni slozeni a vlastnosti. Na vyrobu kysanych mléénych vyrobkil se pouziva
mléko o riizné tucnosti, popfipadé i obnovené suSené mléko. Pro vlastni vyrobu se
mléko standardizuje na obsah tuku a su$iny (SUSTOVA, LUZOVA, 2008).
Pro vylepsSeni konzistence se zvySuje obsah suSiny zahuSténim nebo piidavkem
suSen¢ho odstredéné¢ho mléka (asi 15 %). Homogenizaci se stava produkt chutové
plngjsi a viskdznéj$i. Mléko na vyrobu jogurtli se pii pasteraci zahiivad na vysoké
teploty, aby syrovatkové bilkoviny denaturovaly a navazaly se na kaseinové micely.
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Bilkoviny takto siln€ji vazou vodu, dochédzi k odbourdni cysteinu a sacharidi

(DRDAK et al., 1996).

Po ochlazeni mléka na teplotu fermentace (kolem 30 az 40 °C) se do mléka
pridavaji mlékatské kultury (SUSTOVA, LUZOVA, 2008). Mléka uréena na vyrobu
jogurtu se obvykle ockuji 1 - 2 % aktivni kultury (JAY et al., 2005). Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus se obvykle
pridavaji do jogurtové smési v poméru 1:1. Kultury mohou byt pfipravovany
oddé€lené z Cistych kmenii nebo se mohou lyofilizované ptidavat pfimo do smeési

(MARTH, STEELE, 2001).

Pti fermentaci standardizované, homogenizované a vysokopasterované smeési
pro vyrobu jogurtl je dilezité udrzet spravny pomér laktobacili a streptokokil
a vytvofit podminky pro vznik pozadovaného mnozstvi metaboliti (kyselina mlécna
0,85 — 1,20 %, acetaldehyd 10 — 15 mg/kg, biacetyl 1 — 2 mg/kg). Pomér obou druht
je nejvice ovlivnén dobou kultivace, teplotou inkubace a objemem inokula. Zvyseni
inokula, doby i teploty kultivace se posouva pomér bakterii ve prospéch laktobacild,
coz se projevi vys$si kyselosti a vy$sim podilem fyziologicky méné vyhodného D(-)
izomeru kyseliny mlécné. V souCasné dobé se fermentace obvykle vede tak,
aby vyrobek obsahoval Vv pievaze streptokoky, byl méné kysely a obsahoval vyssi
podil L(+) izomeru kyseliny mlécné. Senzorické hodnoceni jogurtové kultury
se provadi po jejim vychlazeni na 10 °C. Dobra kultura vykazuje hustou konzistenci,
povrch je suchy, bez syrovatky. Film neulpiva na sténé, ale rozd€luje se v praménky.

Chut je Cisté kysela, specificky jogurtova (KADLEC et al., 2009).

V CR se vyuzivaji dva typy fermentace jogurtil. Prvnim typem je fermentace
ve spotiebitelskych obalech tedy tzv. klasicka termostatova metoda, obvykle se
uskutec¢iiuje po dobu 3 — 4 hodin pfi teploté 42 — 45 °C, s inokulem 1 — 2 % (obj.).
titrani kyselost se po 4 hodinach kultivace pti 42 °C pohybuje v rozmezi 40 az 50
SH (2,5 mmol H*/l) a aktivni kyselost v rozmezi 4,0 az 4,5. P¥i vyrobé se oviem
fermentace ukoncuje diive pii vySS§im pH (napi. 4,7 — 5,0), protoze vychlazeni
v obalu je relativné pomalé a fermentace CasteCné probiha 1 béhem chlazeni
(KADLEC et al., 2009). Jogurt se susinou 21% ma mit po ukonceni fermentace 60 —
65 SH a v dobé& expedice ne vic jak 75 SH. Pfi tomto zptsobu vyroby ma jogurt bilou
barvu, hladky povrch a jemnou konzistenci. Chut a viné je Ccistd, vyrazné
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aromatickd, jogurtova, spravné kyseld. Pti nedostateném vychlazeni po ukonceni
fermentace mize dochazet k dal§imu prokysavani, a tim ke vzniku kovové prichuti

(GORNER, VALIK, 2004).

Druhym typem fermentace je fermentace tankova. Tento typ jogurtu
se vyrabi fermentaci jogurtové smési v tanku, ktera je az po fermentaci a promichani
balena do spotiebnich obali (HORIUCHI et al., 2009). Fermentace mtize probihat
i po dobu az 16 — 18 hod., pii teploté¢ 30 °C, sinokulem 0,05 — 0,10 % (obj.).
Obvyklé jsou i postupy za podminek lezicich mezi klasickou termostatovou a
tankovou fermentaci (napt. s dobou 7 — 8 hodin, pii teplot¢ 30 — 36 °C). Pii
dlouhodobé kultivaci pii nizsi teploté méné rostou laktobacily, coz ma za nasledek
nizsi kyselost a méné typickou jogurtovou chut’ a vini. Chlazeni u tankové metody
probihd obvykle dvojstupiiove: (1. stupenn kontinualné na teplotu 20 °C, 2. stupeni
po plnéni v obalu na teplotu 4 — 8 °C), protoze béhem chlazeni se ¢astec¢né obnovi
struktura koagulatu a zvysi viskozita vyrobku. Je mozné i jednostupiiové chlazeni,
které ovSem vede k méné viskozni konzistenci. Na konci fermentace ma mit jogurt

kyselost 70 — 75 SH (SUSTOVA, LUZOVA, 2008).
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SCHEMA VYROBY JOGURTU (ZADRAZIL, 2002)
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Pfi vyrobé jogurtt, kde se pozaduje trvanlivost po vyrob&, po dobu piepravy
a uchovani v potravinaiskych prodejnach 15 — 30 dni, nesmi jejich teplota prekrocit
8 °C. Snahou zavodu je, aby teplota produktu nepickrocila 6 °C. P manipulaci
smléCnou smési po predepsané pasteraci se ve fermentaCnich tancich pracuje
zédsadné se vzduchem proisténym mikrobiologickymi filtry (GORNER, VALIK,
2004).

2.4.2 Rozdéleni jogurti

Jogurtové vyrobky se mohou délit na pfirodni jogurty a ochucené,
které obsahuji navic dalsi rizné slozky, napf. ovoce, cerealie, aromata, barviva

a piisady zlepsujici konzistenci (HRABE et al., 2006).

Podle obsahu tuku lze délit jogurty na smetanové (obsahuji vice nez 10 %
tuku), bilé (vice nez 3 %), jogurty se snizenym obsahem tuku (0,5 — 3 %) a
nizkotuéné (0 — 0,5 % tuku) (Vyhlaska Ministerstva zemé&délstvi CR &. 77/2003 Sb.
Sbh.).

Déle se jogurty rozdéluji podle pouzitého zplsobu fermentace a zpracovani
koagulatu na jogurty s nerozmichanym koagulatem (fermentace probiha piimo ve
spotiebitelském obalu), jogurty srozmichanym koagulatem (fermentace probiha
Vv tanku, po promichani a vychlazeni se plni do obalil), jogurty pitné (fermentace
probihd v tanku, nasleduje ochlazeni na 18 — 20 °C, pfidaji se ptisady a probiha

oSetieni pro prodlouzeni doby pouzitelnosti) (KADLEC, 2008).

2.4.3 Jogurty s obsahem probiotickych mikroorganismi

V poslednich letech byla snaha o zlepSovani zivotaschopnosti probiotik
ve fermentovanych mléénych vyrobcich, nebot’ jejich zastoupeni v potravinach hraje
pro spotiebitele dualezitou roli. Laktobacily a bifidobakterie jsou ptidavany
do smésnych kultur pro vytvoreni funk¢nich potravin (SALAZAR et al., 2009).

Predevsim jsou preferovany bifidobakterie lidského ptivodu: Bifidobacterium
breve, B. longum, B. infantis a B. bifidum. Musi byt pouZzito o 10 % vice inokula,
protoze bifidobakterie produkuji kyselinu mléénou pomalu. Inkubace probihad pii
teploté 42 °C 6 — 8 hodin, vytvofi se srazenina a pocet zivych mikroorganismi
ve findlnim vyrobku musi byt podle Vyhlasky Ministerstva zemédélstvi CR
&. 77/2003 Sb. Sh. 10° KTJ/g (kolonii tvofici jednotky). Vyhodou pii pouzivani
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bifidobakterii je, ze nedochdzi k vysokému okyseleni béhem vyroby a skladovani
a vysledny jogurt ma tedy jemnéjsi chut’. K zajisténi zivotaschopnosti kultury béhem
skladovani vysledného jogurtu musi byt vybrany vhodné kmeny bifidobakterii
(MARTH, STEELE, 2001).

2.4.4 Zivotaschopnost probiotickych mikroorganismi v jogurtech

Zivotaschopnost probiotickych bakterii v jogurtu zavisi na pouzité kultute,
interakcich mezi pfitomnymi druhy, produkci peroxidu vodiku béhem bakteriadlniho
metabolismu a také na acidit¢ vyrobku. Dale je Zivotaschopnost zavisla
na ptistupnosti zivin, pfitomnosti ristovych promotort a inhibitord, koncentraci
sacharidl, mnozstvi rozpusténého kysliku a jeho prichodnosti ptes obal (zvlaste plati
pro Bifidobacterium sp.), velikosti inokula a dobé fermentace. Bifidobakterie jsou
pfirozené anaerobni a proto jejich rlst a pfezivani negativné ovliviiuje vysoky obsah
kysliku. Lactobacillus acidophilus ma vysokou pufraéni kapacitu cytoplazmy
(pH 3,72 — 7,74), coz mu umoziuje piezit zmény cytoplazmatického pH a udrzet si
stabilitu i v kyselych podminkach. V porovnani s bifidobakteriemi je Lactobacillus
acidophilus také mnohem tolerantn&jsi ke kyselym podminkam a roste i pfi niz§im

pH nez 5 (GORNER, VALIK, 2004).

Tolerance mikroorganismtt rodu Bifidobacterium ssp. ke kyselym
podminkam je druhové specificka B. longum snasi kyselé prostiedi 1épe nez B.
infantis, B. adolescentis a B. bifidum. B. longum také 1épe roste v Cerstvém mléce,
zatimco B. animalis ssp. animalis potiebuje ke svému ristu mléko fermentované.
| kdyz studie prokazaly, ze tolerance Bifidobacterium ssp. ke kyselym podminkam
a ZluGovym kyselinam je druhové specificka, DAVE, SHAH(1997%) prokazali, Ze B.

animalis ssp. animalis pieziva lépe nez ostatni druhy.

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ovliviiuje rust Lactobacillus
acidophilus a bifidobakterii diky tomu, Ze produkuje béhem fermentace kyseliny
a peroxid vodiku. Diky proteolytické schopnosti roste Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus rychleji a produkuje vice kyselin. Kromé toho se také uvolnuji
esencialni aminokyseliny valin, glycin a histidin, které rtst bifidobakterii podporuji.
Streptococcus  thermophilus  rist probiotickych — organismii  neinhibuje a
pravdépodobné ho stimuluje diky jeho spotiebé kysliku (DAVE, SHAH, 1997A).
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Fermentacni média

Pouziti probiotickych mikroorganismi k fermentaci mléka je znacné
omezeno jejich pomalym rustem v mléce. 1 piestoze Lactobacillus acidophilus a
Bifidobacterium ssp. vykazuji galaktosidazovou aktivitu, je davodem jejich
pomalého ristu nizkd koncentrace volnych aminokyselin a peptidii v mléce, které
tyto mikroorganismy potfebuji ke svému rdstu. Ruast L. acidophilus
a Bifidobacterium ssp. v mléce 1ze zvysit pifidanim kaseinového nebo proteinového
hydrolyzatu, extraktu z kvasinek, glukoézy a vitamint. Pfidavek mlééného proteinu
zvySuje pufracni kapacitu fermentovaného mléka a zvySuje zivotaschopnost

probiotickych mikroorganismti (LEDVINA et al., 2004).

Na syntetickych médiich rostou probiotické organismy obvykle lépe nez
v mléce. Tato média jsou vSak pro rozsahlejsi Kkultivace probiotickych bakterii
nakladna a draha a také mohou zptisobovat nepiijemnou pachut’. K vyrob¢ kvalitniho
produktu je tedy nutné pouzit jako médium mléko kvili pfitomnosti kaseinu. Pomaly
rust probiotickych mikroorganismii v mléce miiZze zpusobit prertistdini nezaddoucimi
Fermentaéni proces s Lactobacillus delbrueckii a Streptococcus thermophilus trva
4 hodiny, pokud je vsak ptitomna pouze probioticka kultura, trva fermentace 20 —
24 hodin. Z tohoto duvodu jsou obé kultury pfidavany bud’ spole¢né, nebo je
fermentace rozdélena, kdy probiotika rostou v jedné ¢asti mléka (aby se docililo
vysokého poctu jejich bunék) a mikroorganismy startovaci kultury rostou v jiné ¢asti
mléka. Po ukonceni tohoto zplisobu fermentace se ob& Casti smichaji dohromady

(LEDVINA et al., 2004, DRAKARLARAKOU et al., 2003).
Vliv kysliku na Zivotaschopnost

Pro zajiSténi probiotickych vlastnosti vyrobku je diilezité, aby bakterie ptezily
i Vv trvanlivych vyrobcich. Bifidobakterie jsou anaerobni a piitomnost kysliku je
kritickym problémem. Kyslik mize snadno pronikat do mléka b&hem vyroby
jogurtu. Odstranéni kysliku b&hem vyroby probiotickych mléénych produktt
vyzaduje specialni vybaveni, které zajisti anaerobni podminky (DAVE, SHAH,
19975).

Kyslik ni¢i probiotické kultury dvéma zplsoby. Prvni je pfima toxicita, kdy

urcité probiotické kultury jsou na kyslik citlivé a zabiji je jiz jeho samotna
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pfitomnost. Druhym zptisobem je vznik metabolického peroxidu vodiku u nékterych
kultur. Napiiklad u Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, byla zaznamenana
| synergisticka inhibice probiotickych kultur v dasledku tvorby kyselin a peroxidu
vodiku (TALWALKAR, KAILASAPATHY, 2004).

KAILASAPATHY et al. (2008) zjistili, ze ptidavek ovocné slozky (mango,
rybiz, jahoda, malina, boriivka a mucenka) nemél vyznamny vliv na zivotaschopnost
probiotickych bakterii L. acidophilus a Bifidobacterium animalis ssp. lactis
Vv jogurtech s rozmichanym koagulatem. Nepatrny vliv mélo na preziti probiotickych
bakterii pH, nicméné mnozstvi probiotik po 35 — dnech spliiovalo pozadovanou

aroveri 10° — 10” KTJ/g.
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Nasledujici pasaz ,, MATERIAL A METODIKA® o rozsahu 9 stran je vypusténa z
divodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v

archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemeédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz ,, VYSLEDKY A DISKUSE* o rozsahu 27 stran je vypu$téna z
divodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v

archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Zemédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz ,,ZAVER“ o rozsahu 2 stran je vypusténa z divodu budouci
publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v archivovaném

originale diplomové prace ulozeném na Zemédélske fakulté JU.
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Nasledujici pasaz ,, SUMMARY* o rozsahu 2 stran je vypusténa z divodu budouci
publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v archivovaném

originale diplomové prace ulozeném na Zemeédélské fakulté JU.
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