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ABSTRAKT
Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, zda Ize hmotnostni spektrometrii MALDI TOF (matrix-
assisted laser desorption/ionization — time of flight) ziskat peptidové markery pro identifikaci

a diferenciaci vybranych druhi rostlinnych nédhrazek mléka.

Teoretickd Cast této prace se zabyva popisem jednotlivych rostlinnych materialt, které se
vyuzivaji pro vyrobu kokosové, mandlové, ovesné, ryzové a sdjové nahrazky mléka. Dale
obsahuje proces zpracovani téchto materiali a inovativni metody, které mohou napomoci
k produkci stabilnéjSich a nutri¢né hodnotnéjSich produkta. Nasledujici kapitoly se zabyvaji
nutri¢nimi vlastnostmi a motivaci spotiebitell k upfednostnovani rostlinnych ndhrazek miéka.
V zavéru teoretické ¢asti jsou uvedeny studie, které se zabyvaly analyzou proteinti v rostlinnych

alternativach mlék.

V experimentalni Casti bylo analyzovano Sest druhli komeréné vyrabénych rostlinnych
alternativ mléka a k nim pfislusné suroviny. Vzorky byly méfeny pomoci hmotnostniho
spektrometru MALDI-TOF a vyhodnoceny v programech mMass 5.5.0 a PostgreSQL, ke
kterému se pfistupovalo s pouzitim nastroje pgAdmin. Takto byly ziskany charakteristické
hodnoty m/z pro suroviny, které slouzily pro diferenciaci rostlinnych nahrazek. Kokosova a
ovesna alternativa mléka byla jednoznacné identifikovana, jelikoz vykazovaly vysoky pocet
shod charakteristickych hodnot s odpovidajicim rostlinnym materialem. U mandlovych népojt
a sojoveé ndhrazky byly téz ziskany peptidové markery k identifikaci. Shoda ryzové nahrazky
s unikatnimi hodnotami ryZe byla nulov4, tudiz jako jedind nédhrazka mléka nebyla

prokazatelna.

Ziskané markery mohou byt vyuZity v dalSich analyzach k diferenciaci rostlinnych ndhrazek

anebo k odhaleni falsifikace téchto produkti.

KLICOVA SLOVA

hmotnostni spektrometrie, proteiny, rostlinné ndhrazky mléka



ABSTRACT
The aim of this bachelor thesis was to determine whether MALDI TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization — time of flight) mass spectrometry can be used to obtain peptide markers

for the identification and differentiation of selected types of plant-based milk substitutes.

The theoretical part of this thesis describes various plant materials used in the production of
coconut, almond, oat, rice, and soy milk substitutes. It also covers the processing of these
materials and innovative methods that can contribute to the production of more stable and
nutritionally valuable products. Subsequent chapters delve into the nutritional properties and
consumer motivations for preferring plant-based milk substitutes. The theoretical part

concludes with a review of studies that have analysed proteins in plant milk alternatives.

In the experimental part, six types of commercially produced plant-based milk substitutes and
their corresponding raw materials were analysed. Samples were measured using a MALDI-
TOF mass spectrometer and evaluated using mMass 5.5.0 and PostgreSQL, accessed using the
pgAdmin tool. This provided characteristic m/z values for the raw materials, which were used
for differentiating plant substitutes. Coconut and oat milk substitutes were clearly identified, as
they showed a high number of matches with the corresponding plant material. Peptide markers
for identification were also obtained for almond beverages and soy substitutes. The rice
substitute did not match any unique rice values, making it the only milk substitute that could

not be identified.

The obtained markers can be used in further analyses for differentiating plant substitutes or

detecting falsification of these products.
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mass spectrometry, plant-based milks substitutes, proteins
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Uvod

Alternativni mléka na rostlinné bazi jsou ¢asto myln¢ oznacovéna jako mléka (Reyes-Jurado a
kol., 2023). Mlékem mohou byt oznaceny jen vyrobky, které byly vyprodukovany mlécnymi
zlazami zdravych savct (Chalupa-Krebzdak a kol., 2018). Spravné oznaceni je rostlinny népoj,
mlécné alternativy anebo rostlinnd nahrazka mléka. Rostlinné alternativy mléka jsou rostlinné
extrakty lusténin, obilovin, olejnin, ofecht, zeleniny nebo pseudoobilovin (tzv. pseudocerealii).
Tyto extrakty jsou podobné mléku kravskému. Kravské mléko obsahuje proteiny, které maji
vysokou nutri¢ni hodnotu, déle lipidy, vitaminy a minerdly, zejména pak vapnik. Piestoze je
a to zejména u osob s laktosovou intoleranci anebo z divodu alergie na hovézi bilkovinu
obsazenou v mléce. Konzumace mléka je téz ovlivnéna zivotnim stylem a alternativnim
stravovanim jako je napf. veganstvi a vegetarianstvi. Vys$§i poptavka po rostlinnych

alternativach mléka je i soucasti etickych a environmentalnich davoda.

V této bakalaiské praci jsou predstaveny rostlinné alternativy mléka, konktrétné alternativy
kokosové, mandlové, ovesné, ryzové a s6joveé. Prvni kapitola je zaméfena na suroviny, jez jsou
nezbytné pro vyrobu rostlinnych nahrazek mléka. Dale jsou popsany zakladni postupy a
procesy zpracovani rostlinnych materiala pro zisk rostlinné ndhrazky mléka. Vyroba je popsana
od pfipravy surovin aZ po klicové procesy pro zisk findlniho stabilniho produktu. V kapitole o
nutriénich hodnotach jsou jednotlivé produkty popsény z hlediska vyzivového sloZeni. Kapitola
je zaméfena na zdkladni makroziviny a specifické latky, které mohou pfispét k zdravému
zivotnimu stylu. Nasleduje kapitola vénovana spottebitelim a jejich hlavnim davodim
konzumace a preferenci rostlinnych ndhrazek mléka. V zavéru této ¢asti jsou uvedeny vybrané

metody a k nim pfislu§né studie analyzy proteinii v rostlinnych népojich.

Na teoretickou ¢ast navazuje ¢ast experimentalni, kde je popsana analyza proteinil v rostlinnych
nahrazkach mléka pomoci hmotnostni spektrometrie. Tato analyza byla provedena s cilem
zisku proteinovych markerti pro identifikaci a rozliSeni vybranych druhi rostlinnych nahrazek
mléka. Zavérem experimentalni ¢asti jsou vysledky diferenciace kokosové, mandlové (z mandli
prazenych a neprazenych), ovesné, ryzove a s6jové nahrazky mléka. Téz jsou uvedeny hodnoty

peptidovych markert.



TEORETICKA CAST

1.1 Suroviny vyuZzivané pro vyrobu alternativnich mlék

Dle surovin, ze kterych jsou rostlinné nahrazky mléka vyrabény, mizeme délit extrakty na bazi
lusténin, obilovin, ofechll, semen anebo pseudoobilovin (Sethi a kol., 2016). V této bakalarské
praci bude pozornost zamétena na kokosové, mandlové, ovesné, ryzové a sojové nahrazky

mléka.

1.1.1 Kokos

Kokosovnik ofechoplody, latinsky Cocos nucifera, je jednodélozna rostlina péstovana
v tropickych oblastech, zejména na asijském kontinentu (Ohler, 1999; Patil & Benjakul, 2018).
C. nucifera patii do celedi Palmaceae (Ohler, 1999). Rostlina se pravdépodobné vyvinula
v oblasti zahrnujici Malajsky poloostrov, souostrovi Nova Guinea a Bismarckovo souostrovi.
V soucasné dobé€ je znamo rozsiteni C. nucifera v zapadni a vychodni Africe, jihovychodni
Asii, Tichomoftskych ostrovech a v Severni, Stfedni a Jizni Americe (Prades a kol., 2016; Xiao
a kol., 2017). Plodem této rostliny je kokosovy ofech, ktery obsahuje jedlou tkan nazyvajici se
endosperm (Lopes & Larkins, 1993). Vyvoj plodu trva pfiblizn¢ jeden rok. Na zac¢atku vyvoje
kokosového ofechu vzniké slupka, skofapka a embryonalni dutina, kterd se zna¢né zvétSuje a
nakonec se vyplni tekutinou (Ohler, 1999). Z tohoto tekutého endospermu se postupné vytvaii
bunécna vrstva, ktera je nejprve rosolovita a prihledna. V obdobi zralosti endosperm ztvrdne,
a tim vytvofti bilou duZinu (Janick & Paull, 2008). Kokos je hojné vyuzivan pii vyrobé mnoha
produktti jako je naptiklad kokosovy olej, kokosova voda, kokosové maso a kokosova nahrazka
mléka (Tansakul & Chaisawang, 2006). Kokosova ndhrazka mléka se ziskava zpracovanim bilé
duziny uvnitf kokosového ofechu. Lze ji pfipravit ruénim strouhdnim a lisovanim kokosového
masa anebo v primyslovém zpracovani pro komer¢ni produkty Sroubovym nebo hydraulickym
lisem (Patil & Benjakul, 2018). Kokosova ndhrazka mléka spada stejn¢ jako naptiklad napoje
z liskovych a vlasskych ofechli, mandli a pistacii do kategorie alternativ na bazi ofecht (Sethi
a kol., 2016). Vyroba kokosového napoje mize byt v komerénim méfitku energeticky narocna,
proto se v ekologicky Setrn€jSich tovarnach vyuzivaji i odpadni produkty jako jsou kokosové
slupky a skofapky. Vznikld biomasa je pfeménéna na energii, a tak je vyroba ekologicky
udrzitelnéjsi (Tulashie a kol., 2022). U kokosového napoje jsou zminovany potencionalni
benefity, které jsou spojeny s jeho konzumaci. Kromé& vyhod pro osoby s laktosovou

intoleranci nebo alergii na bilkovinu kravského mléka jsou v ¢lanku od Tulashieho,
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Amenakpora a Atisey (2022) zminovany 1 antikarcinogenni a antimikrobialni ucinky. Daéle je

hodnotny pro vysoky obsah antioxidantli, obzvlast’ vitaminu E.

1.1.2 Mandle

Mandle, latinsky Prunus dulcis, pochazi ze sttedni Asie. Nyni se p€stuji po celém svéte zejména
ve stifedomotskych klimatickych oblastech, kde je horko a sucho (Casas-Agustench a kol.,
2011). Jedna se o domestikovanou dievinu, z ¢eledi Rosaceae, kterd se péstuje pro jeji jedla
jadra (Barreca a kol., 2020; Martinez-Garcia a kol., 2012; Martinez-Gémez a kol., 2017). Tento
opadavy strom se lisi velikosti, tvarem, vétvenim a ristem dle jednotlivych kultur (Giilcan,
1985). Velikost stromu zavisi na genotypu, ale vliv maji také ptidné-klimatické podminky, do
kterych spada naptiklad zavlaZzovani, hnojeni a fez (Gradziel, 2009). Mandlov¢ jadro je semeno
tvotfeno dvéma kotyledony, které jsou pokryty slupkou a vngjsi slupkou s meziplastém, kterou
jsou chranény. Mandle se pouzivaji diky své vyzivové hodnoté, textufe a chutovym
vlastnostem v mnoha potravinaiskych vyrobcich (Ahrens a kol., 2005). Zpracovavany jsou
zejména jako pochutiny nebo pfidavany do pekatskych a cukratskych vyrobkl (Sang a kol.,
2002). Mandle jsou téz vyuzivany pro vyrobu rostlinnych nahrazek mléka. Mandlova nahrazka
mléka spada pod kategorii rostlinnych alternativ z ofechii (Sethi a kol., 2016). Mezi témito
napoji je mandlové nejvice zkoumané a jeho spotieba je pomérné vysoka (Qamar a kol., 2020).
V poslednich letech jsou mandle v porovnani s ostatnimi ofechy hojné péstovany a jsou tedy
ekonomicky vyznamné v celosvétovém potravinovém prumyslu (Barral-Martinez a kol., 2021;
Faraloni a kol., 2023). Ze ziskanych mandlovych jader je vyrabéna mandlova ndhrazka mléka,
ktera nabyla oblibenosti zejména diky vysokému obsahu mononenasycenych mastnych kyselin,
které pomahaji sniZit hladinu nizkodenzitniho lipoproteinu (low density lipoprotein, zkracené
LDL) (Vanga a kol., 2020). Obsahuje také prospesné bioaktivni latky jako jsou napftiklad
flavonoidy, polyaminy a vitamin E ve formé a-tokoferolu, ktery si télo nedokaZze samo

syntetizovat, a tudiz je pfijiman ve stravé (Ferragut a kol., 2015; Sethi a kol., 2016).

1.1.3 Oves

Avena sativa, Cesky oves sety, je jednim z nejvyznamnéjSich druh ovsa. Jako vSechny
obiloviny spada oves do Celedi Poaceae (Magness a kol., 1971). Domestikovana A. sativa ma
pravdépodobné asijsky ptivod. Jejim pifedkem je divoky oves Cerveny Avena sterilis, ktery byl
plevelem mezi jinymi obilovinami, konkrétné pSenici a jecmenem (Magness a kol., 1971; Zhou
a kol., 1999). Oves sety je jednoleta trava dortstajici primérné 1,5 m (Gibbs Russell a kol.,
1990). Stonky ovsa jsou zakonceny kvétenstvim, rozptylenou latou. Postranni stonek i odnoz

jsou zakonCeny klasem, ktery se odstranuje pii zpracovani této obilniny. Klas obsahuje dvé
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zrna, vyjimecné jedno, kterd jsou uzaviena tvrdym lemem a palistem. Odstranénim palistu a
lemu se dostavame k obilce neboli jadru ovsa. Jadro o délce 0,5 mm a Sifce 0,125 mm obsahuje
Skrobovy endosperm a embryo. Velikost semen se lisi dle odridy. Obvykle 1 kilogram zrna
odpovida 30 000 semen (Gibbs Russell a kol., 1990; Magness a kol., 1971). Ze zpracovaného
ovsa jsou vyrabény naptiklad cerealie a ovesné vlocky, které se podavaji vétsSinou jako ovesna
kase. Pro pekaiské vyrobky se vyuziva ovesnd mouka a vlocky, ale z diivodu nedostatku lepku
se oves nehodi pro vyrobu chleba (Janick a kol., 1999). Déle se oves vyuziva pro vyrobu
rostlinnych napoji. Vodny extrakt zovsa s hladkou mlécnou konzistenci je alternativou
tradicniho kravského mléka (Bocchi a kol., 2021; Sethi a kol., 2016). Piestoze jsou Ziviny
v rostlinném ovesném napoji prevazné stejné jako v ovsu, pfi zpracovavani se nékteré ztraceji.
Ovesny vyrobek je proto vylepSen zdokonalenym technologickym zpracovanim nebo
fermentaci (Sethi a kol., 2016). Rostlinnd ovesnd nahrazka mléka patiti do kategorie
alternativnich mlék z obilovin (Sethi a kol., 2016). Ovesny rostlinny napoj méa mlécnou chut’.
Nejedna se ale o mléko, nybrz o vodny vytazek z ovsa, ktery ptispiva ke zdravému zivotnimu
stylu (Bocchi a kol., 2021). Ovesnd nahrazka mléka je v soucasné dobé¢ velmi uspésnou
komeréni rostlinnou alternativou tradi¢niho mléka z kategorie obilné¢ho typu (Xiong a kol.,
2022). Ramsing a kol. (2023) ve svém ¢lanku zminuji, Ze prodej ovesné alternativy mléka se
v roce 2018 do roku 2019 zvysil az o 700 %. Prvni znacku ovesného mléka s ndzvem Oatly
vytvoftili §védsti védci v 90. letech 20. stoleti. Cilem bylo poskytnout odbérateltim ekologicky

Setrnou alternativu zivoc¢isného mléka (Krampe & Fridman, 2022).

1.1.4 Ryze

populace (Peng a kol., 1999). Jedna se o jednoletou travu, ktera patii do ¢eledi Poaceae (Chang,
1976; Li, 1979). Tato trava ma kloubovitd, kulatd a dutd stébla s laty. Hlavni stvol ryze ma
nekolik postrannich palic. Ve vegetativni ristové fazi jsou listy vytvafeny meristémem neboli
délivym pletivem, z nichZ vyrustaji palisty. Nésleduje faze reproduk¢ni a faze zrani nebo také
plnéni zrna (Li, 1979). Druh O. sativa je p€stovéana po celém svété (Khush, 1997). Podle Changa
(1976) se rod Oryza vyskytoval jiz pted 130 miliony lety na superkontinentu Gondwang¢, ktery
se pozdéji rozpadl a rozdélil na Asii, Afriku, Ameriku, Australii a Antarktidu. O. sativa a
zejména jeji odriidy jsou hojné pestovany. V soucasné dobé je rod O. sativa nejrozsitené;si
obilninou uréenou pro vyZzivu ¢loveka (Kopacova, 2007). Vysoka spotieba ryze je déna také
nutricnimi hodnotami. RyZe obsahuje vysoky obsah bilkovin, minerdlnich soli a komplexu

vitaminll B. Tato obilovina je vhodna 1 pro osoby s celiakii, a proto je vyuZzivana pro vyrobu
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gluten-free produkti (Walter a kol., 2008). Z riznych odriid ryze se zpracovava i ryzova
alternativa mléka (Karimidastjerd, 2020). Stejn¢ jako ovesny napoj patii ryze do ndhrazek
mléka na bazi obilovin (Sethi a kol., 2016). Ryzovy ndpoj Ize ptipravit z celé hnédé nebo bilé
ryze anebo z ryzovych otrub. Ryzové otruby jsou vyuzivany z diivodu nedostatecného vyuziti
a také diky vysokému obsahu zivin (Issara & Rawdkuen, 2016). K vyrobé ryzového napoje se
téz vyuziva koncentrat ryzové bilkoviny, olej z ryzovych otrub, cukr a laktat vapenaty, ktery
muze vylepsit jeho nutri¢ni hodnoty. Co se ty¢e ryzové bilkoviny, ta je zejména vyhodné svymi
hypoalergickymi vlastnostmi, tudiz je tato mlécna alternativa vhodna pro osoby alergické na
kravské mléko nebo s6ju (Day, 2013). Podle Chalupa-Krebzdaka a kolektivu (2018) ma ale
ryZovy népoj v porovnani s ostatnimi rostlinnymi mlénymi alternativy nejmensi obsah
bilkovin, a to konkrétn¢ 0,28 g na 100 ml. Kvili velmi nizkému obsahu bilkovin neni tato
alternativa vhodnd pro vyzivu déti, které jsou odstavené od matefského mléka. Zaména
matetského mléka za ryZovou alternativu jiz zplsobila nékolik piipadi Kwashiorkoru,

malnutrice zplsobené proteinovym deficitem (Katz a kol., 2005; Mékinen a kol., 2016).

1.1.5 Sdja

S¢ja lustinata, latinsky Glycine max, patii mezi lusténiny. Jedna se o jednoletou teplomilnou
rostlinu s vejCitymi semeny nazyvanymi sojové boby (Dostdlova, 2017). Zrald semena se
skladaji ze semenného obalu, embrya a struktury pro ukladani Zivin. Casti se zasobovaci funkci
— kotyledony jsou obsaZeny v embryu. Embryo je chranéno obalem pted plisnémi a bakterialni
infekci. Pokud je obal narusen, ma semeno nizkou Sanci vyklicit (Liu, 2012). Po kukufici,
pSenici a ryzi je s6ja nejpéstovanéjsi plodinou. Péstovana je zejména v USA, Brazilii,
Argenting, Cing, Indii a Kanadé (Dostalova, 2017). Vyuziti je mnoho, od jedlych vyrobku jako
je sojovy olej, napoje, veganske potraviny, krmivo pro zvitata az po nejedlé produkty, naptiklad
bionaftu (Thrane a kol., 2017). Séja je vyuZivana pro vyrobu ndhrazek mléka a je ze vSech
nejrozsirenéjsi. Prvni komeréné uspéSné alternativy népoje ze sdji byly uvedeny na trh
v Hongkongu v roce 1940 (Chen, 1989). Prvni zminky o s6jové nahrazce mléka pochazi z Ciny
ptiblizné pted 2000 lety. Jedna se tedy o prvni znamou rostlinnou alternativu mléka. Tento
napoj mél zajiStovat dostatek Zivin obyvateliim, kteti méli nedostatek mléka tradi¢éniho. Stejné
jako arasidovy, lupinovy anebo ndpoj z vigny patii sdja do rostlinnych alternativ na bazi
lusténin (Sethi a kol., 2016). Jeji oblibenost je ddana zdravotnimi benefity a nezdvadnosti pro
cast populace, ktefi trpi laktosovou intoleranci nebo alergii na mlééné bilkoviny (Omoni &
Aluko, 2005). Oblibenost vyrobki ze s6ji je predevsim zplisobena vysokym obsahem bilkovin,

které se mohou rovnat hodnotam v kravském mléce (Paul a kol., 2020).
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1.2 Vyroba rostlinnych nahrazek mléka

Vyroba alternativnich mlék se obvykle zakladd na extrakci rostlinnych surovin ve vodé
(Mikinen a kol., 2015). Proces se sklada z mokrého mleti, filtrace, ptidavani ptisad, sterilizace,
homogenizace a aseptického baleni. Tyto postupy jsou spole¢né pro zpracovani vétSiny surovin,
ze kterych se rostlinné nahrazky mléka vyrabi (Aydar a kol., 2020). K ziskani téchto extrakta
muzeme vyuzit dva postupy, z nichz prvni je namaceni surovin a nasledné mokré mleti. Druha

metoda spociva v mleti suché suroviny a nasledné extrakce drt¢ ve vod¢ (Reyes-Jurado a kol.,

2023).

1.2.1 Ptiprava surovin pro vyrobu rostlinnych alternativ Zivo¢iSného mléka

Ptedbézné Gpravy surovin, které se vyuzivaji pro vyrobu rostlinnych napoji, se mohou lisit.
Rozdilna preduprava umoziuje lepsi extrakci rostlinného materidlu, zvysi nutricni kvalitu
vyrobku anebo vylep$i organoleptické vlastnosti, jako je naptiklad chut’ a dalsi senzorické
vlastnosti vysledného produktu (Reyes-Jurado a kol., 2023). Dle suroviny muze prediprava

zahrnovat kroky prazeni (1.2.2), loupani (1.2.3), namaceni (1.2.4) a blans$irovani (1.2.5).

1.2.2 PraZeni

Prazeni suroviny zvyraziuje smyslové vlastnosti vyrobku, jako je naptiklad aroma ¢i chut
produktu. Vysoka teplota ale miiZze snizit rozpustnost bilkovin a vytéznost extrakce (Hinds a
kol., 1997; Rustom a kol., 1991). V ¢lanku od Aydarové a kolektivu (2020) zmiiuji, Ze se
praZzeni pouziva u arasidi, mandli, sezamu, liskovych ofiSkl a obilnych surovin. Napfiiklad u
mandli se vyuziva zpracovani za sucha pfi teploté 75 °C az 120 °C v ¢asovém rozpéti 5 az 120
minut. Takto 1ze ziskat mandlovou ndhrazku mléka s niz§im obsahem benzaldehydt a pyrazini
(Aydar a kol., 2020). Benzaldehyd je tékavéa latka, kterd mandlovym produktim zvySuje
sladkou chut’ (Vaikma a kol., 2021). Pointke a kolektiv (2022) ve svém c¢lanku potvrdili, Ze
mandlové napoje maji vysoky obsah benzaldehydu a proces prazeni mize mit vliv na

pfitomnost pyrazinu v syrovych mandlich.

1.2.3 Loupani

Loupani slouzi k odstranéni neZadoucich ¢asti pti predptiprave surovin, které se skladaji z vice
slozek. Tato technické Giprava surovin se pouziva zejména u lusténin a obilovin (Mehany a kol.,
2023). Kizolaci pozadovanych castic se vyuzivaji metody mleti za sucha nebo za mokra
(Ghavidel & Prakash, 2007). Pti procesu loupani se odstranuje vlaknina, coz bylo dokazano u

nékolika druhl luSténinovych mouk. Tim vyrobei docili hladsi texturu, kterd je méné zrnité a
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pro spotiebitele senzoricky hodnotnéjsi (Ghavidel & Prakash, 2007; Saldanha do Carmo a kol.,
2020; Vogelsang-O’Dwyer a kol., 2021).

1.2.4 Namaceni

Namacenim dochdzi k nabobtnani a zméknuti rostlinnych tkani. Vyuziva se pro arasidy, liskové
ofechy, obiloviny, ryzi, sezamova seminka, séjové boby a tygii ofechy (Aydar a kol., 2020).
Procesy naméaceni jsou ptizptisobeny dle druhu surovin. V ¢lanku od Alozie Yetunde a Udofia
(2015) o vyzivovych a senzorickych vlastnostech mandli, byly mandle namaceny ve vod¢ po
dobu 6 hodin pii 4 °C. Pii namaceni mandli se zvySuje obsah mineralii a vitamint B6 a B12.
Déle se zvySuje obsah nerozpustné vlakniny a bioaktivnich slozek (Sharma a kol., 2018).
V préci Kohliové a kolektivu (2017) ptipravovali sdjovy extrakt tak, Ze po rozttidéni a ocisténi
nechali 500 g suché s6ji namacet po dobu 12 hodin v 1 litru vody. Rehydratované sdjové boby
byly oloupany a pfipraveny k rozemleti. Proces ptedpiipravy ryze pro ziskani ryzového
extraktu popsali ve své praci Padma a kolektiv (2018). Ocistén4, drcena ryze byla namacena ve
vodé v poméru 1:2 po dobu jedné hodiny. Namaceni urychlilo nésledné vateni pro zmekcéeni

jadra ryzového zrna.

1.2.5 BlanSirovani

Suroviny se mohou namacet ve studené vod¢ anebo blansirovat v horké, rostlinny material je
poté¢ mekéi a lépe se odstrani nezadouci ve vodé rozpustné slozky (Pua a kol., 2022).
Zahtivanim mohou byt 1épe odstranény nebo inaktivovany neZadouci chuté a latky oproti
namaceni, ale zvySena teplota mize ovlivnit funkci, chut' a nutricni hodnoty vysledného
produktu (Ferawati a kol., 2021). Blansirovani se vyuziva pro inaktivaci inhibitort trypsinu a
lipoxygenas, které maji vliv na nezddouci chutové vlastnosti sdjovych napoji (Reyes-Jurado a
kol., 2023). Proces blansirovani u jednotlivych surovin popisuje ¢lanek od Aydarové (2020),
kde jsou zminény studie, které¢ se zabyvaji blanSirovanim daného rostlinného materialu pro
naslednou extrakci. Naptiklad pro blanSirovani s6jovych bobtll byly boby nejprve naméaceny po
dobu 12 hodin v 0,5% NaHCO3 a nasledné v ni povatreny po dobu 30 minut. Co se tyce vyroby
mandlového napoje, byly mandle blanSirovany ve vodni lazni pii 90 °C po dobu 3 minut
(Maghsoudlou a kol., 2016). Dalsi ptiklad upravy mandli byl za pouZiti parni lazné piti 85 °C
po dobu 5-30 minut (Makinde & Adebile, 2018). Kokosovy ofech byl blansirovan ve vod¢ pti
80 °C po dobu 10 minut (Seow & Gwee, 1997). Pro lepsi zpracovani ryZové nahrazky mléka
je ryze zahtivéana pfi 80 °C 15 minut (Padma a kol., 2018).
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1.2.6 Extrakce

Extrakéni procesy maji zasadni vliv na zpracovani surovin, které pak determinuji jejich
vlastnosti v dalSich fazich zpracovani vyrobku (Yadav a kol., 2017). Pro podpofeni vyssi
extrakce se surovina namele, jelikoz takto zmensi své ¢asti a zveétsi se kontaktni plocha pro
efektivnéjsi a lepsi extrakci. Pro rozdrceni materidlu se bézné nepouziva suché mleti a jsou
spiSe zvoleny energeticky mén¢ narocné procesy, jako je napiiklad mokré mleti. Pfidavek vody
k rostlinnému materidlu zkracuje dobu zpracovani a vylepsi tak proces mleti (Bocker & Silva,
2022). Mnozstvi ptidané vody ma vliv na koncentraci mlécné alternativy. Dalsi aspekty, které
ovliviiuji vlastnosti vysledného produktu je pH, teplota a typ mleti (Seow & Gwee, 1997).
Reyes-Juradova a kolektiv (2023) zminuji, ze béhem extrakce je nutné alkalické prostiedi
z diivodu zvyseni extrahovatelnosti proteinti. Tudiz lze v procesu extrakce zvysit pH pomoci
NaOH nebo hydrogenuhli¢itant. Efektivnéj$i extrakce mize byt docilena téZ pouZzitim enzymu
nebo zvysenim teploty, kterd zvySuje extrahovatelnost tukli, ale mlze zpasobit denaturaci
bilkovin (Reyes-Jurado a kol., 2023). Proto jsou vyvijeny a pouzivany inovativni procesy, které
tomu mohou zabranit. K extrakci se mohou vyuzivat i enzymy, které¢ narusi bunécnou sténu
rostlinného materialu, kterd je slozena z celulosy, hemicelulosy a pektinu. NaruSeni
polysacharidl a proteint vede k vEtsi extrahovatelnosti a po procesu homogenizace napomaha

k lepsi stabilité¢ vysledného produktu (Jyotika & Preeti, 2021).

1.2.7 Oddéleni pevnych ¢asti

Nedilnou soucasti procesu vyroby rostlinnych napojt je filtrace. Separaci hrubych castic
filtraci, dekantaci nebo centrifugaci je ziskan extrakt a rostlinné zbytky (Penha a kol., 2021;
Yadav a kol., 2017). Mnozstvi rostlinného odpadu se 1isi dle surovin. Rostlinny zbytek ze
sojovych bobi se nazyva okara. Ta se vyuziva napiiklad jako krmivo pro zvifata anebo se
spaluje (O'Toole, 1999). Zbytkem priimyslového mleti obilovin jsou otruby, které obsahuji fadu
vyznamnych Zivin, jako jsou naptiklad vitaminy, mineralni latky, lipidy, proteiny, rozpustna a
nerozpustna vldknina (Issara & Rawdkuen, 2014). JelikoZ procesem mleti a naslednou filtraci
pfichazi rostlinny produkt o mnoho mikrozivin i makroZivin a vyprodukuje velké mnoZstvi

vvvvvv

tak zaroven sniZit negativni dopad na Zivotni prostfedi (Penha a kol., 2021).

1.2.8 Stabilizace produktu
Spotiebitelé casto ocekavaji, Ze rostlinné nahrazky mléka budou mit podobné senzorické
vlastnosti jako kravské mléko (McClements a kol., 2019). Témito vlastnostmi je myS$lena nizka

viskozita, neprihledny, krémové¢ bily vzhled a charakteristicky chut'ovy profil (Schiano a kol.,
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2017). Tyto vizualni, texturni a chutové vlastnosti jsou ovlivnény mlécnym tukem (McCarthy,
Lopetcharat, a kol., 2017; Phillips a kol., 1995). Aby vyrobci docilili podobnych vlastnosti i u
rostlinnych alternativ, jsou vyuzivdna takzvana olejnata téliska, kterd jsou ziskdvéana
z rostlinnych materiali, jako jsou naptiklad semena rostlin nebo ofechy (McClements a kol.,
2019). Uvniti semen funguje olejnaté télisko jako organela, kterd ukada triacylglyceroly, které
jsou zasobnimi latkami pro kli¢eni a rust semendckd. Olejnata téliska jsou kulovitého tvaru,
které obsahuji ptrevazné TAG, které jsou obklopeny vrstvou fosfolipidii a proteind oleosinil
(Tzen a kol., 1993). Tato téliska jsou strukturou velmi podobna mléénym tukovym kapénkam
(Michalski, 2009). V ¢lancich od McClementse a kolektivu (2019) a Doa a kolektivu (2018)
zminuji i alternativu k pfirodnim olejovym téliskiim, kdy je mozné zkonstruovat umélé tukové
kapénky pomoci homogenizacnich technologii. Tato smés olejové a vodni faze se spolecné
homogenizuje a pomoci hydrofilniho emulgatoru vytvaii emulzi, kterd napodobuje
organoleptické vlastnosti kravského mléka, jako je vzhled, viskozita, stabilita a chutové

vlastnosti.

K rostlinnym nahrazkdm mléka se pridavaji dalsi slozky jako jsou tuky, zahustovadla,
stabilizatory, barviva, emulgatory, aromata a Ziviny (McClements a kol., 2019). Emulgatory
jsou vyuzivany pfii zpracovani rostlinnych nédhrazek mléka a jeho vhodny vybér mé rozhodujici
vliv na zpracovani, trvanlivost a senzorické vlastnosti produktu (McClements, 2015a). Jsou
nedilnou soucasti mnoha potravin a tekutin na bazi vody a oleje (Halmos a kol., 2019).
Emulgatory maji schopnost pfilnout k povrchu kapének, které vznikaji bcéhem
homogeniza¢niho procesu, coZ jim brani v agregaci s jinymi kapénkami (Zang a kol., 2023).
Mezi vycet emulgatorti spadaji biosurfaktanty, polysacharidy a proteiny. Ziskavaji se
zraznych rostlinnych materidli, naptiklad ze sdji, pSenice, ryze, ovsa, hrachu a dalSich
(McClements, 2020). Shlukovani kapének muize ovlivnit prostiedi, naptiklad zména pH, teploty
nebo koncentrace. McClements a kolektiv (2019) uvadi ptiklad, kdy lusténinové bilkoviny jsou
vysoce nestabilni v blizkosti jejich isoelektrického bodu u hodnot pH 5, iontové sile vyssi nez
50 mM a vysokych teplot nad 70 °C. V porovnani zmifuji rostlinné saponiny a polysacharidy,
napiiklad arabskou gumu, které jsou za stejnych podminek stabilni. Ptikladem jiného
emulfatoru lecitin. Lecitiny se mohou izolovat jak z zivo¢iSnych tkani tak i1 z rostlinnych.
Rostlinné lecitiny se ziskavaji z olejnatych semen naptiklad ze sdjovych bobi, slune¢nicovych
jader a tepky. Jedna se o fosfolipidy, zejména fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin a

fosatidylinositol (van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008).
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K lepsim funk¢énim vlastnostem vyrobci vyuzivaji zahustovadla. Jedna se o biopolymery, které
ovliviiyji texturni a chutové vlastnosti produktu a zabranuji sedimentaci nerozpustnych latek.
Pti vyrob¢ rostlinnych napoji by se méla vyuzivat jen zahustovadla rostlinného typu, mezi
které patii napiiklad Skrob, pektin, kukufi¢nd vlaknina a karabova guma. Vyuzivaji se i
biopolymery z moiskych fas, jako je naptiklad alginat a karagen. Déle se pouzivd xantanova

guma, kterd je komer¢né ziskavana mikrobialni fermentaci (McClements, 2020).

1.2.9 Homogenizace

Rostlinné nahrazky mléka jsou koloidni suspenze, které jsou pfipravovany z extrahovaného
rostlinného materialu (Yadav a kol., 2017). Tyto extrakty obsahuji nerozpustné Castice, mezi
které patii naptiklad bilkoviny, Skrob a vldknina. Zminované ¢astice maji vEtsi hustotu nez
voda, tudiz snadno sedimentuji, a tim se produkt stava nestabilnim. K docileni stabilni
substance slouzi homogenizace, kterd zlepSuje stabilitu ndhrazek snizovanim velikosti ¢astic.
Za ucelem lepsi rozpustnosti se téz pouzivaji ptisady jako jsou hydrokoloidy a emulgétory
(Mékinen a kol., 2016). Pti vyrobé rostlinnych alternativ mlék se vyuzivaji a inovuji metody,
které mohou minimalizovat potiebu téchto ptfisad a zaroven ochrani fyzikalni stabilitu
kone¢ného produktu (Bernat a kol., 2014). Metody a zafizeni, kterd jsou vyuzivana pro zlepSeni
fyzikalné¢ chemickych a organoleptickych vlastnosti jsou naptiklad vysokotlaky
homogenizator, ultra vysokotlaky homogenizator, ultrazvuk, pulzni elektrické pole, ultrafialové
zateni, superkriticky oxid uhli¢ity, mikrofiltrace, mikrofluidizéry, nizkoteplotni plazma, ozon

a dalsi (Mehany a kol., 2023).

1.2.10 Vysokotlaka a ultra vysokotlaka homogenizace

Vysokotlakd homogenizace patfi mezi netepelné metody zpracovani rostlinnych néhrazek
mléka. Je zaloZena na principu vysokého tlaku o hodnotach 100-1000 MPa (Bocker & Silva,
2022). Pti ultravysokotlaké homogenizaci jsou tvofeny fyzikalni jevy, jako je turbulence,
kavitace, smyk a kolaps. Tyto jevy vedou k lepSim disperznim schopnostem, jelikoz vytvareji
silné interakce mezi makromolekulami ve vodné fazi. Také zmenSuji velikost tukovych
kapének a ni¢i mikrobidlni buiiky (Briviba a kol., 2016). Vysokotlakym oSetfenim nedochéazi
k poruseni kovalentnich vazeb u proteinii. Dale neptispiva ke znehodnoceni extraktu eliminaci
vitaminil a antioxidantl. Zaroven inaktivuje endogenni enzymy a sniZuje mikrobialni zatiZeni

(Bocker & Silva, 2022).
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1.2.11 Tepelné zpracovani

Soucasti vyroby komercnich rostlinnych alternativ zZivocisného mléka je tepelné oSetteni.
Metodami tepelného zpracovani dochazi u rostlinnych napoji k prodlouzeni trvanlivosti
vyrobku. Jedna se o metody sterilizace, pasterizace a o pravu vysokoteplotni, pouzivanou pod
zkratkou UHT (ultra-high temperature) (Fredrikson a kol., 2001; Mikinen a kol., 2016).
Osetienim vyrobku UHT nebo pasterizaci dochdzi k inaktivaci mikroorganismi (Munekata a
kol., 2020). Teplota vyuzivana pfi pasterizaci se pohybuje od 65 °C az do 85 °C, sterilizaci se
teploty dostanou nad 100 °C a u UHT az ke 138 °C (Fredrikson a kol., 2001). Pfi Gpraveé za
vysokych teplot se zvySuje rozpustnost zivin a jejich vytéznost, nicméné¢ muze téZ ovlivnit i
denaturaci bilkovin (Yadav a kol., 2017). Vysoké teploty mohou ovlivnit vlastnosti bilkovin
tak, ze dojde ke zménam stability, chuté, viin¢ a barvy rostlinného napoje (Kwok & Niranjan,
1995; Rustom a kol., 1996). U rostlinnych ndpoji s vysokou koncentraci Skrobu se pro
prodlouZzeni trvanlivosti doporucuje osetieni netepelné (Sethi a kol., 2016). Proto se vyvijeji a
vyuzivaji nové alternativy k tepelnému oSetfeni, jako je naptiklad pouziti vysokého tlaku,

ultrafialova sterilizace, pulzni elektrické pole a ultrazvuk (Silva a kol., 2020).

1.2.12 Ultrazvuk

Ultrazvukové pfistroje jsou vyuzivany jako ultrazvukové homogenizatory pro standardizaci
velikosti Castic a modifikaci bilkovin (Abdullah a kol., 2018; Mehany a kol., 2023). Cilem je
zlepSeni homogenity emulze (Mehany a kol., 2023). ZmenSenim velikosti ¢astic jsou extrakty
rostlinnych surovin vice tekuté a stabilni (Abdullah a kol., 2018). Ultrazvukem asistovana
technologie ma mnoho vyhod, jako je niZ8i spotfeba organickych rozpoustédel, kratsi doba
2021). Benefitem vysoce intenzivniho ultrazvuku u rostlinnych nahrazek mlék je nizka ztrata
zivin (Maghsoudlou a kol., 2016). Ultrazvuk je téZ pouzivan k inaktivaci patogennich
mikroorganismi a endogennich enzymt (Maghsoudlou a kol., 2016; Mehany a kol., 2023).
Hlavnim mechanismem oSetieni ultrazvukem je kavitace (Taha a kol., 2023). Jedna se o jev,
kde prichodem ultrazvukové viny dochdzi k tvorbé a rozpadu kavitacnich mikrobublin
v oSetfovaném systému. Toto mechanické plisobeni podporuje pienos latek mezi vzorkem a
rozpoustédlem, tedy dochéazi ke zvySeni ucinnosti extrakce organickych sloucenin (Penha a
kol., 2021; Taha a kol., 2023). Zvukova vilna odpovida frekvenci mezi 20 kHz az 100 MHz.
Metody pouzivané v potravinafstvi se déli na nizkofrekvenéni od 16 do 100 kHz a
vysokofrekvenéni od 100 kHz az do 1 MHz (Soria & Villamiel, 2010). Ultrazvukové viny

vytvaii bubliny, které se pfiblizi k bunéénym sténam a v jejich blizkosti prasknou a vytvoii
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tlakovy rozdil. Tento proces muze, jak jiz bylo zminéno, usnadnit extrakci a inaktivaci patogenii
(Mehany a kol.,, 2023; Vanga a kol.,, 2020). Ultrazvuk prodluzuje dobu skladovani,
minimalizuje ztratu chutovych vlastnosti v porovnani s tepelnym zpracovanim, zlepSuje
fyzikalni stabilitu a viskozitu (Paul a kol., 2020; Silva a kol., 2020). Zaroven je tato metoda

energeticky mén¢ naroc¢na (Silva a kol., 2020).

1.2.13 Pulzni elektrické pole

Pulzni elektrické pole je technikou netepelného zpracovani extraktd pro vyrobu rostlinné
nahrazky mléka, ktera je vyuzivana pro inaktivaci mikroorganismu a deaktivaci enzymu (Barba
a kol., 2015; Mehany a kol., 2023). Pii oSetfeni se vyrobek vystavi kratkym pulziim s velmi
vysokym napétim (Mehany a kol., 2023). OSetfovaci komoru tvofi dvé elektrody, které maji
rozdilny potencial, a tak vytvaii elektrické pole (Heinz a kol., 2001). Mezi elektrodami je
vyrobek vystaven kratkym pulziim v ¢asovych hodnotach milisekund az mikrosekund, obvykle
1-5 us (Munekata a kol., 2020; Puértolas a kol., 2016; Venkateswara Rao a kol., 2023).
V ¢lanku od Munekaty a kolektivu (2020) zminuji, Ze proces probiha pii vysokém napéti 1 az
80 kV/cm. Venkateswara Rao a kolektiv (2023) uvadéji hodnoty od 10 az 50 kV/cm a frekvenci
200 az 400 Hz. K poskozeni nebo zaniku bun€k dochazi v piipade, kdy jsou piekroceny
hodnoty indukce membranového potencialu vytvotené elektrickym polem (Silva a kol., 2020).
Pti kritickych hodnotach tvoii transmembranovy potencial pory v bunéénych strukturach
mikroorganismi, a to zajiStuje permeabilitu bunéénych membran tzv. elektroporaci. Tento
proces narusuje proteiny a lipidovou dvojvrstvu membran mikroorganismi, které jsou dale
vystavovany extracelularnim slozkdm, a tak dochazi k jejich rozpadu (Bocker & Silva, 2022;
Novickij a kol., 2020). PouZitim metody pulzniho elektrického pole se u rostlinnych nahrazek
mlék zvySuje koloidni stabilita a je téZ G€innd pro zmenSeni Castic v rostlinném extraktu

(Manassero a kol., 2016).

1.2.14 Ultrafialové zareni

Ultrafialova sterilizace je oSetifujici metodou zaloZzenou na germicidnim plsobeni pomoci
ultrafialového zafeni. Tato technologie vyuziva zafeni o vlinové délce od 200 do 280 nm
(Bocker & Silva, 2022; Mehany a kol., 2023). Zifeni zplsobuje muta¢ni zmény
deoxyribonukleové kyseliny mikroorganismii, a tim ovlivni jejich morfologickou strukturu a

reprodukéni funkei (Atilgan a kol., 2021).
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1.2.15 Superkriticky oxid uhli¢ity

Technologie se superkritickym oxidem uhli¢itym, anglicky supercritical carbon dioxide
technology, je zalozena na kombinaci oxidu uhli¢itého a tlaku. Touto metodou lze znicit
patogeny bez ovlivnéni nutricnich hodnot a organoleptickych vlastnosti vyrobku (Jiménez-
Sanchez a kol., 2017). Superkriticky oxid uhli¢ity ovliviiuje permeabilitu bunééné membrany.
Proniknutim superkritické kapaliny pfes membranu dojde uvnitf buniky ke snizeni pH, a tim

k usmrceni mikroorganismt (Mehany a kol., 2023)

1.2.16 Studena atmosféricka plazma, CAP

Pro antimikrobialni oSetfeni se vyuziva i aplikace studené atmosférické plazmy, v cizojazy¢né
literatufe pouzivana zkratka CAP, cold atmospheric plasma (Wu a kol., 2020). Skupenstvi
rozdélujeme na pevné, kapalné a plynné, ¢tvrtym skupenstvim je plazma, coz je ¢aste¢né nebo
plné ionizovany plyn slozeny ziontd kladnych, zapornych, volnych radikdlti a neutralnich
castic. Prichodem elektrického proudu pies neutrdlni plyn dochazi k disociaci plynnych
molekul (Kis a kol., 2020; Wielogorska a kol., 2019). Mechanismus této metody je zaloZen na
produkeci vysoce reaktivnich forem kysliku a dusiku v plazmatu v prilomovém napéti (Hojnik
a kol., 2021; Kis$ a kol., 2020). K rozvoji plazmovych systému neni potteba pouziti vakuovych
zafizeni ani drahych nosnych plynu (Hojnik a kol., 2021). Netermdlni plazma miize byt
generovand s nizkou spotifebou energie za atmosférického tlaku v okolnich teplotnich
podminkach (Moreau a kol., 2008). V potravinafstvi je oSetfeni studenou plazmou schopno
inaktivovat mikroorganismy a houby produkujici mykotoxiny. Principem je schopnost plazmy
diky volnym radikaliim, reaktivnim formam a zéfeni v rozmezi od ultrafialového (Huvarova)
az po viditelné (Dwyer a kol.) inaktivovat komplexy biochemicky aktivnich ¢astic. Volné
radikaly zplsobuji leptani povrchu spor, volatilizaci slouc¢enin ze spor a ni¢eni mikrobidlni
DNA ultrafialovym zafenim. Zminovaneé reaktivni formy jsou spojovany s ptimymi oxidac¢nimi
ucinky na vnéjsi povrch mikrobidlni buitky (Hamad a kol., 2023; Mehany a kol., 2023; Wang
a kol., 2023). Tato indukovana oxidace muze zvySit propustnost membran a poSkozeni
bunéénych stén, tim dochazi k fragmentaci a iniku DNA, zni¢eni bunécnych proteintl, apoptdze
bun¢k a deformaci mycelidlnich spor. VSechny tyto destrukce mohou zajistit stabilné;si
substance rostlinnych ndhrazek mléka. Nizkoteplotni plazma je tedy dalsi inovativni moznosti
k stabilngjsi produkci rostlinnych napojit neZ nam mohou poskytnout tepelné metody (Mehany

a kol., 2023).
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1.2.17 Ohmicky ohrev

Ohmicky ohfev spadd do netradi¢nich tepelnych technologii pfi zpracovavani rostlinnych
napoji. Mechanismem ohmického ohievu je prochazeni elektrického proudu o frekvenci 50—
60 Hz potravinovou matrici, pfi¢emz dochazi diky elektrickému odporu k uvoliovani tepelné
energie. Elektrickd energie pifivadénd do systému je transportovana prostfednictvim
rezistivniho prostfedi, zvySuje pohyblivost molekul, a tim se podporuje uvoliovani tepla
(Saxena a kol., 2017; Wattanayon a kol., 2021). Tepelnym u¢inkem ohmické energie je rychly
a rovnomerny ohfev, ucinkem netepelnym je tzv. elektropermeabilizace (Cho & Kang, 2023).
Rovnomérny ohfev média poskozuje bunécné membrany mikroorganismii, a tak snizuje
patogenni zatéz produktu. ZvySeni celkové teploty média a rovnomérny ohiev nikterak
mechanicky produkt neposkozuje. Ohmicky ohifev odstraiiuje kovové ionty z metaloenzymd,
coz zpusobuje denaturaci enzymi (Atuonwu a kol., 2020; Li a kol., 2015). Podle studie Lua a
kolektivu (2015), kde pouzili ohmické topné zatizeni na vyrobu s6jové nahrazky mléka, je
ohmicky ohiev rychlou a energeticky u¢innou technologii. Ohmicky ohiev mél jak tepelné
ucinky, tak i elektrochemické. V porovnani s indukénim vaficem a elektrickym spordkem
urychlil ohmicky ohtev pfi stfidavém proudu 220 V a 50 Hz aktivaci inhibitort trypsinu a

chymotrypsinu. Zahtivani ale mirn€ zvysilo agregaci proteintl.

1.2.18 Fortifikace

Mnoho spotiebitell se snazi omezit nebo plné eliminuje konzumaci Zivo€isnych produkta. Je
proto nutné zajistit nejen fyzikalné-chemické a senzorické vlastnosti Zivo¢isnych néhrazek, ale
1 nutri¢ni. Potencionalnim problémem u rostlinné stravy je nedostatek vapniku, vitaminu B12,
vitaminu D a ®-3 mastnych kyselin (McClements, 2020). Proto v ptipravé rostlinnych napoja
dochazi k fortifikaci. Jedna se o proces pfidavani Zivin do poZivatin za Ucelem obohaceni
produktu a prevence z nedostatku Zivin ¢1 vyvazeni celkového profilu zivin ve stravé (Dwyer a
kol., 2015). Bioaktivni latky se ptidavaji dle jejich interakce s vodou. Pokud byla rostlinna
nahrazka mléka zpracovana homogenizaci olejové a vodni faze, 1ze hydrofobni bioaktivni latky
rozpustit v olejové fazi pred vytvofenim pozadované emulze. V piipad¢, ze se jednd o ziviny
hydrofilni povahy, mohou byt ptfidany do produktu pfed emulgaci nebo po ni (McClements,
2015b, 2018).

1.2.19 Aseptické baleni a skladovani

Vysledny produkt se bézné bali do kartonovych oballl, z nichZ nejzndmé;jsi je Tetra Pak a nebo

do plastovych lahvi a je skladovan pii teploté 4 °C (Aydar a kol., 2020; Reyes-Jurado a kol.,
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2023). Rostlinné nahrazky mléka mohou byt i v suSené formé¢, kdy je v tekuté forme¢ nadhrazka

stabilizovana a pak susena na stabilni praSek (Reyes-Jurado a kol., 2023).

1.3 Nutri¢ni hodnoty

Hodnoty makrozivin vybranych rostlinnych nahrazek mléka (tab.1) jsou ziskany
z potravinarské databaze v USDA (U.S. Department of Agriculture, 2024). V této bakalarské
praci slouzi uvedeny ptehled pro pfibliznou pfedstavu obsahu nutrientl v rostlinnych
alternativach mléka, jelikoz u kazdé znacky se mohou hodnoty nepatrné liSit. Jak jiz bylo
zminéno v kapitole Séja (1.2.5), v obsahu proteinli se mtize s6jovd nadhrazka rovnat mléku
kravskému. Ostatni zminéné alternativy maji hodnoty proteinti velmi nizké, a to zejména
nahrazka kokosova a ryzova. Optimaln¢ by se mohly rostlinné ndhrazky mléka nutriéné
podobat mléku kravskému, a proto jsou zpracovavany lusténinové bilkovinné koncentraty a
izolaty, které by mohly formulovat rostlinné alternativy s hodnotnéjSim nutricnim profilem
(Vogelsang-O’Dwyer a kol., 2021). Naptiklad Chalupa-Krebzdak a kolektiv (2018) zmiiiuji, Ze
jeden z péti zkoumanych mandlovych napoja v jejich studii byl obohacen hrachovou a ryzovou
bilkovinou, aby byl vylepsen proteinovy profil vyrobku. Ryzovy napoj ma jemné nasladlou
chut, jelikoZ obsahuje nejvyssi hodnoty sacharidi. Samotna ryZe obsahuje velké mnozZstvi
Skrobu a kvili stabilité ryzové alternativy mléka se Skrob $té€pi enzymatickou hydrolyzou (Silva
a kol., 2020). Co se tyce celkového obsahu lipidii, nejvyssi hodnoty se vyskytuji u ovsa a
kokosu. Podrobnéjsi popsant jejich lipidovych profilii je zminéno nize.

Tabulka 1. Nutri¢ni hodnoty vybranych rostlinnych néhrazek mléka (U.S. Department of
Agriculture, 2024)

Nutri¢ni hodnoty vztaZené na 100 g produktu
druh rostlinné nahrazky voda | proteiny | lipidy | sacharidy | vlaknina
mléka (® (® (® ® (®
kokosova 94,57 0,21 2,5 2,08 0
mandlova 97,4 0,55 1,22 0 <0,45
ovesna 92,6 0,8 2,75 2,32 <0,75
ryzova 89,28 0,28 0,97 5,28 0,3
sdjova 92,4 3,55 2,12 0,56 <0,45
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Kokos

Kokosova ndhrazka mléka je diky vysokému obsahu tukt nedilnou soucasti pii ptipravé mnoha
pokrmii, kde se vyuziva jako zahustovadlo (Sethi a kol., 2016). Kokosové¢ alternativy mléka
obsahuji triacylglyceroly se sttedn¢ dlouhym fetézcem, které mohou piispivat k regulaci télesné
hmotnosti, optimalizovat hladiny vysokodenzitnich lipoproteinii (high density lipoprotein,
zkracen¢ HDL), snizovat LDL a cholesterol a mit pfiznivé uc¢inky pro citlivost na inzulin
(Chalupa-Krebzdak a kol., 2018). Triacylglyceroly se stiedn¢ dlouhymi fetézci jsou snadnéji
stravitelné a v porovnani s jinymi rostlinnymi alternativy, které maji mastné kyseliny
s dlouhymi fetézci, se 1€pe vstiebavaji a metabolizuji v jatrech. Vzniklé metabolity, ketolatky,
ptispivaji  k lepSimu  fungovani mozku a mohou byt prospésné pro osoby s
pocinajicimi poruchami paméti nebo jiz rozvinutou Alzheimerovou chorobou (Fernando a kol.,
2015). Z téchto mastnych kyselin je zminovana zejména kyselina laurova, kterd v podobé
monolaurinu  mé4 antimikrobidlni U¢inky. Déle je spojovdna se sniZzenim rizika
kardiovaskularnich onemocnénich (Alyaqoubi a kol., 2015). Dal§im benefitem jsou
antioxida¢ni ucinky diky vitaminu E (Sethi a kol., 2016). Kokosova néhrazka mléka je sice
bohata obsahem lipidd, ale pokud se jedna o bilkoviny, patii tato alternativa k tém s nejmensim
mnozstvim bilkovin. Kokosovy endosperm obsahuje bilkoviny, které jsou z 80 % globuliny a

albuminy. Tento typ bilkovin pievazuje i v kokosové alternativé mléka (Seow & Gwee, 1997).

Mandle

Mandlova nahrazka mléka je koloidni disperze, ktera vznikne smichanim vody s namletymi
nebo pastovanymi mandlemi (Vanga & Raghavan, 2018). Mandle tvoii z 35 az 52 % lipidy
(Maria & Victoria, 2018). Mandle jsou sloZeny pievazné z triacylglycerol, zna¢ny podil ale
tvofi 1 polynenasycené a mononenaysené mastné kyseliny, z nichZ nejvice zastoupena je
kyselina olejova (Robbins a kol., 2011). Mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) pomahaji
pii snizovani LDL pii regulaci hmotnosti (Vanga & Raghavan, 2018). Obsah bilkovin se
pohybuje kolem 22-25 %, z nichZ se hlavni protein nazyva amandin, ten se fadi do leguminové
skupiny semenovych proteinii (Grundy a kol., 2016; Maria & Victoria, 2018). Kromé
zminovanych lipidii a proteind je mandlové jadro bohaté na vitaminy a mineralni latky.
Obsahuje vitamin E, jehoz sloZkou je a-tokoferol se silnymi antioxidacnimi ucinky. Dale
mandle obsahuji fytosteroly, které¢ téz jako MUFA mohou sniZzovat hodnoty LDL, a tak
pfispivat k prevenci kardiovaskularnich onemocnéni (Grundy a kol., 2016). Stabilitu mandlové

nahrazky mléka zajiStuji pfidané emulgétory jako naptiklad lecitin. Bilkoviny maji emulgaéni
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schopnosti, ale v mandlovém vodném extraktu nestaci k docileni stabilniho mandlového

produktu (Silva a kol., 2020).

Oves

Diky vyvdZzenym nutricnim hodnotam ovsa je ovesnd ndhrazka mléka zdrojem rGznych
bioaktivnich Zivin. Krom¢ bilkovin, lipidii, vldkniny a vitaminii obsahuje latky jakou jsou
flavonoidy, tokoferoly a avenanthramidy (Yu a kol., 2023). Oves je zdrojem rozpustné vlakniny
B-glukanu, ktery je vyznamny pfedevsim ve schopnosti snizovat cholesterol a tento t¢inek byl
prokazan i u ovesnych napoji (Sang & Chu, 2017; Zang a kol., 2023). Onningova a kolektiv
(1999) prokazali, ze denni konzumace ovesné nahrazky mléka, ktera obsahuje 0,5 g B-glukanu
na 100 g snizuje hladinu LDL v séru. Pro spotiebitele mize byt poné¢kud obtizné zjisténi obsahu
B-glukanu v ovesném napoji, jelikoz se tyto hodnoty Casto na etikety napiimo neuvadi
(Chalupa-Krebzdak a kol., 2018). Oves také produkuje fytochemikalie, konkrétn¢ steroidni
antioxida¢nimi u€inky (Sang & Chu, 2017; Yu a kol., 2023). V porovnani s kravském mlékem
ma ovesna nahrazka vldkninu a alkaloidy, které jsou prospésné pro lidsky organismus, avsak
kravské mléko je bohat$i na aminokyseliny, vapnik a vitamin A. Z téchto divodi neni vhodné
zcela nahradit mlécné vyrobky v obdobi vyvoje ditéte do veku 5 let (Sethi a kol., 2016; Yu a
kol., 2023). Béhem komerc¢niho zpracovani ovsa pro ovesny napoj ztraci nékteré ziviny, a proto
jsou tyto alternativy mléka obohacovany, aby vysledny produkt spliioval nutriéni pozadavky.
Ptidavan je naptiklad vitamin A ve formé esteru. Vitamin D je dodavan v podobé& D2 anebo D3

ve formé¢, kdy je dispergovan ve vod¢ nebo tucich (Zang a kol., 2023).

RyzZe

RyZe je velmi dobrym zdrojem energie, jelikoZ obsahuje témet 90 % Skrobu a ptiblizné 10 %
bilkovin, avSak ma nizky obsah lipidi (Jiang a kol., 2016; Silva a kol., 2020). Déle obsahuje
mineralni latky, naptiklad fosfor, hot¢ik, draslik a Zelezo, které se hojn¢ vyskytuje v otrubach
(Paul a kol., 2020; Silva a kol., 2020). PfestoZze ma ryze zna¢né¢ mnozstvi Zeleza, pti zpracovani
ryzové nahrazky mléka se otruby odstraiiuji, a tak musi byt vysledny produkt Zelezem
fortifikovan. Proto se vyrobci zaméfuji na vyrobu ryzového napoje z otrub (Paul a kol., 2020).
Pfi odstranéni otrub neptichéazi ryzova nahrazka mléka jen o Zelezo, ale také o y-oryzanol,
bioaktivni slouceninu se schopnosti snizovat cholesterol v organismu (Silva a kol., 2020).
Namacenim ryze pfed néslednym zpravovanim mohou vyrobci docilit zvySeni hodnot

mineralnich latek a vitaminii v nahrazce, konkrétn¢ B6 a B12 (Paul a kol., 2020).
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Sdja

Séjovd nadhrazka mléka obsahuje esencidlni mononenasycené a polynenasycené mastné
kyseliny jako je napiiklad kyselina linolova a kyselina linolenova (Sethi a kol., 2016; Silva a
kol., 2020). Sojové boby a izolované so6jové bilkoviny obsahuji znacné mnozstvi isoflavonii,
které spadaji do skupiny nesteroidnich estrogenti, ale chemickou strukturou a vlastnostmi jsou
estrogeniim podobné. Nejvice se strukturné, tak i funkéné podobaji estrogenu savct estradiolu,
proto jsou také oznaovany jako fytoestrogeny (Omoni & Aluko, 2005; Setchell a kol., 2002).
Sojové boby jsou bohatym zrojem izoflavoni (Omoni & Aluko, 2005). Genistein je
nejrozsifenéjSim izoflavonem v s6ji, je velmi biologicky aktivni a nejrozsdhleji zkoumany.
Izoflavony se dokazi vazat na estrogenové receptory a jejich ucinky jsou dle typu tkané, ve které
pusobi, hormonalni ¢i nehormonalni (Omoni & Aluko, 2005; Setchell a kol., 2002). Izoflavony
mohou mit pro lidské t€lo mnoho pfiznivych u€inkl. Zminovéany jsou naptiiklad preventivni
ucinky pted kardiovaskularnimi chorobami, osteopordze anebo rakoviné (Sethi a kol., 2016).
Obsah nutricnich latek se mize zménit procesem zpracovani. Pfi zpracovani s6ji mizeme
odstranit nezadouci antinutrienty, avSak pii vysokych teplotich mize dojit k Maillardové
reakci, kterd snizi obsah aminokyselin (Rizzo & Baroni, 2018). V praci od Kudetkové a
kolektivu (2021) autofi analyzovali aminokyselinovy profil u séjovych bobl a s6jovych

vyrobkll zahrnujici i s6jovy napoj. V porovnani téchto profilti nebyly zjistény zadné rozdily.

1.4 Spotrebitelé

Poptavka po rostlinnych nemléénych produktech stéle roste (McCarthy, Parker, a kol., 2017).
Dtivodt, pro¢ tomu tak je, existuje celd fada. Rostlinné nadhrazky mléka mohou byt vhodnou
volbou pro osoby s laktosovou intoleranci anebo s alergii na mlécnou bilkovinu (Mékinen a
kol., 2016). Dalsim diivodem je Zivotni styl a stile vice popularni veganstvi (Aydar a kol.,
2020). Vybér nahrazek muze byt téZ odlivodnén obavou spotiebitelil, Ze produkty Zivoc¢isného
druhu obsahuji rezidua rdstovych hormonli a antibiotik (Mékinen a kol., 2016). Krom¢
zdravotnich aspektll roste zdjem o ochranu zivotniho prostiedi. ZvySené povédomi o
environmentalnich dopadech zivocisné produkce piiméla nékteré spotiebitele k prechodu na
rostlinnou stravu (Jeske a kol., 2018). Problém by ale mohl nastat u osob, zejména u déti ve
vyvoji, které zcela nahradi mlééné produkty za rostlinné. U téchto osob se miize projevit
deficience nckterych zivin. Pfikladem mlze byt véapnik, ktery neni v rostlinnych
nefortifikovanych ndhrazkach tak hojné zastoupeny jako v kravském mléce (Chalupa-Krebzdak

akol., 2018).
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1.4.1 Laktosova intolerance

Mnoho spotiebiteli nahrazuje mlééné vyrobky rostlinnymi alternativy z divodu laktosové
intolerance. Laktosa je disacharid slozeny z D-glukosy a D-galaktosy, ktera se bézn¢ vyskytuje
v savéim mléce (Szilagyi & Ishayek, 2018). Tento mlécny cukr je Stépen v travicim traktu
enzymem [-galaktosidasou, ktery produkuje kartaCovy lem enterocytli. Takto je disacharid
rozstépen na monosacharidy glukosu a galaktosu, které se diky sodikodraslikové pumpé nebo
difuzi transportuji do enterocytil, z nichz se dale portalnim obéhem dostavaji do jater (Hynek a
kol., 2022; Lata a kol., 2011). Osoby s nedostatecnou aktivitou B-galaktosidasy maji tzv.
laktosovou intoleranci. Laktosa se v tenkém stfevé nemiize vstiebat, zkvasi, a tak zplisobuje
zazivaci obtize (Hynek a kol., 2022). Symptomy meteorismu jsou zptisobeny intraluminalnimi
osmotickymi silami, které zavisi na mnozstvi nevstfebané laktosy (He a kol., 2008). Kromé
zminéné plynatosti jsou dalSimi pfiznaky nauzea, zvraceni, fidka stolice, borborygmy a bolesti

biicha (Vesa a kol., 2000).

1.4.2 Alergie na bilkoviny kravského mléka

Alergie na bilkoviny kravského mléka patii v populaci mezi jedny z nejcastéjSich alergii.
Jelikoz se mléko v potravinaistvi hojné¢ vyuziva, je tedy tato bilkovina obsazena v nespoctu
potravinovych vyrobki (Villa a kol., 2018). U potravinovych alergii se jedna o opakované
imunitni reakce pfi expozici s urcitou potravinou. VéEtsina potravin vyvolava reakce v syrovém
stavu, avSak u n€kterych sloZek se miiZze dostavit imunitni reakce i po tepelné tpraveé. Dllezité
je nezaménovat alergii na kravskou bilkovinu s intoleranci na mléko. U intolerance se jedna o
neschopnost travit mlécny cukr laktosu viz kapitola Laktosova intolerance (1.4.1), zatimco
alergie na kravské mléko je v diisledku imunologické reakce na bilkovinu obsaZenou v mléce
(Boyce a kol., 2010). Ve 100 ml kravského mléka jsou pfiblizné¢ 3 gramy bilkovin tvofeny
minimalné 25 druhy. VSechny tyto proteiny mohou plsobit jako antigeny a vyvolat alergickou
reakci (Martorell-Aragonés a kol., 2015). Proteiny obsazené v mléce se d€li do dvou skupin,
z nichZ prvni jsou kaseiny a druhé sérové bilkoviny. Jako hlavni alergen je povaZovén kasein,
B-laktoglobulin a a-laktalbumin a téz bilkoviny, které se vyskytuji sice v mens$im mnozstvi, ale
maji také velky vyznam pfii vyvolani alergickych reakci, laktoferin, imunoglobuliny a hovézi

sérovy albumin (Villa a kol., 2018).

1.4.3 Veganstvi
Veganem je osoba, ktera se rozhodne zit veganskym Zivotnim stylem, kdy nekonzumuje zZadné
produkty zivocisSného ptivodu. V jidelni¢ku tedy vynechava cervené maso, ryby, dribez, vejce,

mléko a produkty z mléka. Veganstvi miize byt etickym rozhodnutim souvisejici s pravy zvifat.
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Tento zivotni styl miize byt také motivovan environmentalnimi aspekty, jelikoz konzumace
masa ma negativni dopad na Zivotni prostfedi. To muize vést k jeho znecisténi, nadmérné
spotiebé vody, odlesiiovani a vzniku emisi oxidu uhli¢itého a metanu. Odpirani zivoc¢isnych
produkti mize mit pro vegany piinos z hlediska kvality zivota a piedchézeni nékterych

civilizanich onemocnéni (Silva a kol., 2020).

1.4.4 Environmentalni aspekty

Suova a kolektiv (2024) se ve své studii zabyvali tim, co pfiméje spotiebitele ke koupi
rostlinnych ndhrazek mléka. Sledovali faktory, které ovliviiuji ochotu zdkazniki zaplatit za tyto
produkty. Pravé environmentélni piinosy mély nejvyznamnéjsi vliv, ktery soucasné koreluje i
s ditvody etickymi pro dobré zivotni podminky zvifat. Z jejich vysledkli vychazi, Zze
spotiebitelé, kteti upfednostiiuji zdravy zivotni styl, maji vétsi tendenci ocenovat rostlinné
nahrazky mléka pro niz§i dopad na zivotni prostfedi. Nyné&jsi produkce, distribuce a spotieba
potravin zpiisobuji tietinu emisi sklenikovych plynli ovlivnénou antropogenni ¢innosti (Crippa
akol., 2021). Zaména rostlinné stravy za zivoc¢isnou by mohla mit pozitivni vliv na ekosystémy,
diky uvolnéni ptidnich ploch, které jsou vyuzivany pro krmivo hospodaiskych zvitat. Prostor
mohou osidlit ostatni organismy a mensi konzumace zivocisnych produkti by mohla zajistit
sniZeni sklenikovych plynt (Carlsson Kanyama a kol., 2021). Carlsson Kanyamova a kolektiv
(2021) srovnavali literaturu o klimatickych zménach a porovnéavali zivoc€isné mléko
s rostlinnymi nahrazkami. Sledovali parametry emisi sklenikovych plynil, emise zplsobujici
acidifikaci, eutrofizaci a latky poskozujici ozonovou vrstvu. Dale spotiebu pidy, vody a
energie. Z vysledki jejich vyzkumu vyplyva, Ze rostlinné alternativy mléénych vyrobkt maji

témet ve vSech aspektech minimalni nebo niz8i dopady na Zivotni prostiedi.

1.5 Metody analyzy proteint

V této kapitole jsou uvedeny vybrané metody a k nim ptislusné studie pro analyzu rostlinnych
nahrazek mléka. Jedna se o metody, které v rostlinnych nahrazkach mléka stanovuji celkové
zastoupeni bilkovin ve vzorku, jako je naptfiklad mikrocipova gelova elektroforéza (Balogh-
Hartmann a kol., 2023) nebo Dumasova a Bradfordova metoda (Roland a kol., 2023). Zminéna
je téz metoda analyzy proteinti, ktera stanovuje slozeni aminokyselin pomoci elektroforézy v
polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti detergentu dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)
(Bonke a kol., 2020). Tato kapitola obsahuje rovnéz studii, ktera se zabyva rozliSenim
rostlinnych ndhrazek mléka a kravského mléka pomoci absorpéni spektroskopie (Stefanakis a

kol., 2022).
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1.5.1 Gelova elektroforéza

Jednou z metod stanoveni proteini muze byt gelova elektroforéza, jejimz principem je
rozdéleni analyzovanych nabitych latek dle jejich pohybu gelem vyvolanym ptsobenim
elektrického pole, ktery je ovlivnén velikosti molekul. Nejcastéji se vyuziva polyakrylamidovy
anebo agarosovy gel. Ve srovnani efektivity rozdéleni molekul dochézi v gelové elektroforéze

k ucinnéjsi separaci nez v roztocich (Hynek a kol., 2022).
Mikrocipova gelova elektroforéza

Studie Balogh-Hartmannové a kolektivu (2023) byla zalozena na analyze proteinti pomoci
mikroCipové gelove elektroforézy (microchip gel electrophoretic method, MGE). Konkrétné se
jednalo o simultanni stanoveni proteinovych slozek a stanoveni celkového zastoupeni proteini
v rostlinnych alternativich mléka. Cilem jejich studie bylo analyzovat proteinové frakce a
komplexni profil proteinovych slozek. Nasledn¢ byla tato data porovnina s hodnotami
uvedenymi na etiketdch. Také porovnavali obsah bilkovin vyrobki ze stejného rostlinného
materialu od riznych vyrobct s odliSnym datem spotieby. Analyza proteini pomoci metody
MGE v rostlinnych ndhrazkach mléka byla provedena pomoci soupravy LabChip, ktera
obsahuje mikroCipy a ¢inidla potfebnd pro analyzu a pomoci Agilent bioanalyzer s laserem
indukovanou fluorescenci. MGE byla v ¢lanku zhodnocena jako velmi vhodna metoda pro
stanoveni proteinovych frakci a celkové koncentrace proteint, jelikoz se jednd o rychlou
metodu, ktera kromé fluorescencniho znaceni nevyZaduje Zadny jiny krok ptipravy vzorku.
Metoda kvantifikovala relativni mnoZstvi proteinovych frakci a umoznila rozliSeni proteinli na
zaklade jejich elektroforetického profilu. Elektroforetické profily se u jednotlivych druhii
rostlinnych alternativ mléka liSily. V pfipad¢ porovnani stejnych typtl rostlinnych nadhrazek dle

znacek, se ale proteinové profily vyznamné neliSily.
1.5.2 HPCE a SDS-PAGE

Bonkeové a kolektiv (2020) se zabyvali ve své studii kombinaci rostlinnych materialti pro nové
rostlinné ndhrazky mléka k dosazeni lepSiho aminokyselinového profilu. Kombinovali
rostlinné napoje s vysokym obsahem ovsa a luSténin, konkrétné s hrachem setym a cockou
jedlou. Z nich bylo pfipraveno osm smésnych rostlinnych alternativ a ti jednoslozkové ve tiech
riznych variantach, aby bylo otestovdno oSetfeni. Pfed samotnou analyzou pomoci
vysokoucinné kapilarni elektroforézy (The High Performance Capillary Electrophoresis,
HPCE) byly vzorky lyofilizovany a hydrolyzovany. Pro derivatizaci vzorkli bylo pouZito

Sangerovo ¢inidlo, nasledné byly vzorky zahtaty a zanalyzovany. Metoda byla nastavena pro
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derivatizované vzorky, UV detekci pti 360 nm, teploté 50 °C, napéti 18 kV a ¢asu 75 minut.

Doba nasttiku byla zvolena na dvé sekundy pfi tlaku 50 mbar.

V této studii také vyuzili gelovou elektroforézou SDS-PAGE (sodium-dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) pro kvalitativni hodnoceni proteinti. Jedna se o
elektroforézu, ktera probiha v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti detergentu
dodecylsiranu sodného. Analyzovali jak supernatant tak sediment vzorkti rostlinnych nédhrazek
mléka na tfech riiznych gelech. Celkovym vysledkem studie bylo zji$téni, které smési o rizném
procentualnim poméru ovesné, hrachové a cockové bilkoviny maji nejlepsi slozeni esencialnich

aminokyselin ve srovnani s doporu¢enym dennim piijmem.

1.5.2 Absorp¢ni spektroskopie

Ve studii Stefanakisové a kolektivu (2022) autofi rozliSovali kravské mléko a rostlinné
alternativy mléka pomoci absorpéni spektroskopie, konkrétné¢ s vyuzitim UV/VIS/NIR
spektrofotometru. Soubor vzorkd byl sloZzen z komer¢né dostupnych homogenizovanych
kravskych mlék a rostlinnych alternativ mléka. Vybrand mléka a rostlinné nahrazky byly
porovnany a rozliSeny pomoci analyzy hlavnich komponentti a kvadratickou diskrimina¢ni
analyzou. Také se podafilo rozlisit ptivod rostlinnych alternativ mléka pomoci absorp¢niho
koeficientu. Naptiklad bylo zjiSténo, Ze s6jové ndhrazky mléka maji niz8i hodnoty absorp&niho
koeficientu nez kokosové ndhrazky. To mize byt zpisobeno tim, Ze sdjova alternativa mléka

ma v porovnani s kokosovym zna¢né vyssi obsah tukt a bilkovin.

1.5.3 Dumasova a Bradfordova metoda

Porovnani rostlinnych nahrazek mléka dle kvality proteint se zabyva studie od Rolandové a
kolektivu (2023). Rostlinné alternativy oproti kravskému mléku maji nizsi obsah bilkovin a
kvalitu bilkovin mizZe ovlivnit i vysoké zpracovani produktii z rostlinného materialu. V této
studii se analyzovalo 17 Cerstvé vyrobenych rostlinnych alternativ mléka. Tim byly mySleny
vyrobky s dlouhou dobou trvanlivosti, které¢ v dobé ndkupu nebyly stars$i nez Ctyfi tydny a
vyrobky s kratkou dobou trvanlivosti, které nebyly star§i vice jak dva tydny. Nejprve byl
v laboratofi stanoven obsah bilkovin Dumasovou metodou, kdy je obsah bilkovin stanoven
pomoci celkového obsahu dusiku. Tato metoda byla provedena pomoci pfistroje Dumatherm.
Déle byla koncentrace bilkovin stanovena Bradfordovym testem. V tomto testu byla vyuZzivana
mikrotitra¢ni desticka obsahujici 96 jamek. Vzorky rostlinnych ndhrazek mléka byly nafedény
na zéklad¢ deklarovaného obsahu bilkovin. Ke vzorkiim bylo ptfiddno barvivo Coomassie

Brilliant Blue a nésledné byla desticka inkubovana po dobu 10 minut. Poté byla naméfena
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absorbance pii 595 nm. Vysledné hodnoty obou téchto metod byly srovnany s hodnotami
uvedenych na etiketach produktti. Toto porovnani bylo podstatné pro ziskani validované
hodnoty obsahu bilkovin a k uréeni urovné proteinovych markert, které vznikaji béhem
zpracovani. Vysledkem porovnani bylo, ze skoro u vSech rostlinnych nahrazek, které byly
zmeteny Bradfordovym testem, byly hodnoty nizsi, nez jaké vyrobci deklaruji. Vyjimkou je
sojova nahrazka mléka, ktera u vSech méfeni vykazovala podobny obsah bilkovin. Ve
zminované studii usuzuji, ze tim, ze vétSina produktd rostlinnych alternativ mléka byla pfi
zpracovani oSetiena metodou UHT, mohlo dojit k denaturaci bilkovin, a tudiz i k agregaci a
precipitaci bilkovin, coz mohlo ovlivnit jejich schopnost vazat barvivo a tim mohlo dojit
k ovlivnéni vysledka testu. V sdjové nadhrazce mléka mohlo dojit k nizsi agregaci, a tudiz se
proteiny mohly na barvivo navazat. Déle dle porovnani hodnot deklarovanych s hodnotami
naméfenymi usuzuji, Ze v prumyslu se stanovuje obsah bilkovin pomoci Dumasovy metody
anebo jinych metod zaloZenych na obsahu dusiku ve vzorcich. Na tomto principu je zaloZena i

Kjeldahlova metoda.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni cast této bakalafské prace byla zpracovana na Vysoké Skole chemicko-
technologické v Praze v Laboratofi aplikované proteomiky. V této laboratoti byly pfipraveny a
naméteny vzorky znamych rostlinnych nahrazek mléka a jejich ptisluSnych surovin pomoci
hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization — time
of flight).
2.1 Pouzité chemikalie a pristroje
Chemikalie

= 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB) — Sigma-Aldrich, USA

= acetonitril (ACN) — Sigma-Aldrich, USA

» enzym trypsin — PierceTM Trypsin Protease, MS-Grade; Thermo Fisher Scientific, USA

= hydrogenuhli¢itan amonny (NH4HCO3) — Lachema, CR

= peptide calibration standard II (PEP II) — Bruker Daltonics, Némecko

= trifluoroctova kyselina (TFA) — Sigma-Aldrich, USA
Pristroje

= analytické vahy ABT 120-5DM — KERN, Némecko

= centrifuga MiniSpin — Eppendorf, Némecko

* hmotnosti spektrometr MALDI-TOF —Bruker, Autoflex Speed, Némecko

= pipetovaci Spicky ZIP-TIP obsahujici revezni fazi Cis — Millipore Corporation, Merck
KGaA, Némecko

= termomixer — Eppendorf, Némecko
2.2 Analyzované vzorky

PrisluSné suroviny Kk rostlinnym alternativam mléka

Nejprve byly analyzovany suroviny odpovidajici rostlinnym materialiim, které jsou zakladem
extrakce a nasledného zpracovani dané rostlinné ndhrazky mléka. Jednalo se o kokosovy ofech,
mandle prazené a neprazené, ovesné vlocky, ryzi a sojové boby (tab. 2). V této experimentalni
¢asti byly v laboratofi analyzovany pouze ovesné vlozky, ryZe a sdjové boby. Hodnoty m/z

suroviny, z nichZ jsou vyrabény rostlinné napoje na bazi ofechi, tedy kokosovy ofech, mandle
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prazena a neprazena, byly pfevzaty z bakalarské prace na téma Vyuziti hmotnostni

spektrometrie pii proteinové analyze vybranych skotapkovych plodl (Kadetabkova, 2022).

Tabulka 2. Popis analyzovanych surovin, ze kterych jsou vyrabény rostlinné nahrazky mléka

Surovina Prodejce Popis
Kokosovy ofech* Albert Mletd, susend duzina
Mandle* Mixit Blansirovana jadra

Mandle prazené** Mixit | Mandle upravené pii teploté 180°C po dobu 10 minut

Ovesné vlocky Lidl Celozrnné ovesné vlocky
Ryze Penny Ryze dlohozrnna loupana
Séjové boby Aktin Bio sojové boby

(*ptfevzato z prace Kaderabkové (2022), ** informace byly sdileny béhem procesu analyzy

prazenych skotapkovych plodit)

Rostlinné alternativy mléka

Pro zpracovéani experimentdlni ¢asti byly vybrany komercni vyrobky rostlinnych alternativ
mléka (tab. 3). Pro analyzy bylo zvoleno Sest druhti rostlinnych ndhrazek od riznych vyrobcii
Jednalo se o produkty kokosové, mandlové, mandlové z mandli prazenych, ovesné, ryzové a
so6jové. Vsechny vyrobky byly baleny v napojovych kartonech Tetra Pak o objemu 1 litr.
Jednotlivé rostlinné alternativy mléka byly ptelity do zkumavek pro jednodussi manipulaci se

vzorky.

Tabulka 3. Popis analyzovanych rostlinnych ndhrazek mléka

Drul,l rosvtllnne Nazev produktu Znacka Dodavatel Prodejce
nahrazky
Kokosova Coconut no sugars Alpro Danone a.s. Kaufland
Mandlova Bio Mandel Drink | Take it veggie QUARC}EI\E S.PA., Kaufland
. Mediterranean
Mandle prazena Roasted Almond Alpro Danone a.s. Kaufland
. Veganer Hafer . . | Hohenloher Molkerei
Ovesna Drink Take it veggie ¢G, Némecko Kaufland
Ryzova Organic Rice Drink | Take it veggie QUARGIEE;F SP.A., Kaufland
Sojova Soya Drink Natu're Almas, Italie Albert
promise
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1) Kokosova nahrazka mléka
Popis produktu: Kokosovy napoj obohaceny vapnikem a vitaminy (tab. 4, obr. 1)

Slozeni produktu: pitnd voda, kokosové mléko 7 % (kokosovy krém, pitna voda), kokosova
voda 2,6 %, fosfore¢nan vapenaty, ptirodni kokosové aroma, stabilizatory guma guar, xanthan,
guma gellan; moiska stl, vitaminy B12 a D2. Miize obsahovat stopy ostatnich skotapkovych

plodt (ne arasidy). Bez lepku, pfirozené¢ bez laktosy.

Tabulka 4. Vyzivové hodnoty kokosového napoje

Kokosova nahrazka mléka %" ‘;
VyZivové hodnoty na 100 ml E ‘
Energetick4 hodnota | 56 kJ/14 kcal | aloro ‘
Tuky 12¢g t P |
Nasycené mastné kyseliny I,L1g ¥
Sacharidy Og \ (,:qg ggGNAHST i
Z toho cukry 0 || perkesed, iy urawestaned
Vléknina 0Og
Bilkoviny 0,1g
Sal 0,07 g
Vitamin D 0,75 pg
Vitamin B12 0,38 pg
Viépnik 120 mg

Obrazek 1. Fotografie obalu
zkoumaného kokosového napoje
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2) Mandlova nahrazka mléka
Popis produktu: Bio mandlovy ndpoj (tab. 5, obr. 2)

Slozeni produktu: voda, mandle 2,3 %, motska stl, stabilizator: karobovd mouka, guma gellan;
emulgator slune¢nicovy lecitin. Vyrobek miize obsahovat ostatni skotapkové plody, obiloviny

obsahujici lepek (oves) a soju.

Tabulka 5. Vyzivové hodnoty mandlového népoje

Mandlova nahrazka mléka

Vyzivové hodnoty na 100 ml
Energetickd hodnota 56 kJ/14 kcal

Tuky 12¢g

Nasycené mastné kyseliny 0,1g
Sacharidy <0,5¢g

Z toho cukry <0,5g
Vléknina <0,5¢g
Bilkoviny 0,1g

Sal 0,15¢g

Obsah laktosy niz$i nez 0,01 g/100 ml

Obrazek 2. Fotografie obalu
zkoumaného mandlového napoje
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3) Nahrazka mléka z praZenych mandli

Popis produktu: Mandlovy népoj, zdroj vapniku a vitamini (tab. 6, obr. 3)

Slozeni produktu: pitnd voda, mandle 2,3 %, cukr, vapnik — fosfore¢nan vapenaty, motska stl,

stabilizatory karubin, guma gellan, emulgator lectiny, pfirodni aroma, vitaminy B2, B12, E, D2.

Miize obsahovat stopy skotapkovych plodi (ne arasidy). Bez lepku. Ptirozen¢ bez laktosy.

Tabulka 6. Vyzivové hodnoty napoje z prazenych mandli

Mandlova nahrazka mléka (praZzena)
Vyzivové hodnoty na 100 ml
Energetickd hodnota 93 kJ/22 kcal
Tuky IL1g
Nasycené mastné kyseliny 0,1g
Sacharidy 24¢g
Z toho cukry 24 ¢
Vlaknina 04¢g
Bilkoviny 0,4¢g
Sal 0,14 ¢
Vitamin D2 0,75 pg
Vitamin B12 0,38 pg
Vitamin E 1,8 mg
Vitamin B2 0,21 mg
Viépnik 120 mg
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4) Ovesna nahrazka mléka
Popis produktu: Bio ovesny népoj, osetfeno UHT (tab. 7, obr. 4)

Slozeni produktu: pitna voda, oves 11,5 %, slune¢nicovy olej, moiska sil.

s ————

Tabulka 7. VyZivové hodnoty ovesného ndpoje

Ovesna nahrazka mléka
VyZivové hodnoty na 100 ml
Energetickd hodnota 165 kJ/39 kcal
Tuky 13¢g
Nasycené mastné kyseliny 02¢g
Sacharidy 6,2¢g
Z toho cukry 42¢g
Bilkoviny 0,4¢g
Sul 0,12 ¢ Obrazek 4. Fotografie obalu

zkoumaného ovesného napoje

37



5) Ryzova nahrazka mléka
Popis produktu: Bio ryZzovy napoj, neslazeny, osetfteno UHT (tab. 8, obr. 5)

Slozeni produktu: pitna voda, ryze 13 %, slune¢nicovy olej, jedla stl. Obsahuje pfirozené se
vyskytujici cukry. Vyrobek mutze obsahovat skofapkové plody, obiloviny obsahujici lepek

(oves) a soju.

Tabulka 8. Vyzivové hodnoty ryzového napoje

RyZova nahrazka mléka
VyZzivové hodnoty na 100 ml
Energetickd hodnota 204 kJ/48kcal
Tuky 1,0g
Nasycené mastné kyseliny 02¢g
Sacharidy 97¢g y
Z toho cukry 138 Obrizek 5. Fotgraﬁe obalu
Vlaknina <05 ¢ zkoumaného ryzového néapoje
Bilkoviny <0,5g
Sal 0,05¢g
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6) Sojova nahrazka mléka
Popis produktu: Bio s6jovy napoj, neslazeny, oSetieno UHT (tab. 9, obr. 6)

Slozeni vyrobku: pitnd voda, s6jové boby 8 %, jedla moiska sil. Bez ptidavku cukru. S nizkym

obsahem soli. Obsahuje pfirozené se vyskytujici cukry. Pfirozené€ bez lepku. Neobsahuje mléko.

Tabulka 9. VyzZivové hodnoty s6jového napoje

Séjova nahrazka mléka
Vyzivové hodnoty na 100 ml
Energetickd hodnota 161 kJ/39 kcal

Tuky 19¢g
Nasycené mastné kyseliny 03¢g
Sacharidy 13¢g
Z toho cukry 0,7¢g
Bilkoviny 36¢
Sal 0,10 g

Obrazek 6. Fotografie obalu
zkoumaného s6jového napoje
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2.3 Priprava vzorki

2.3.1 Objemy a navazky analyzovanych vzorki

Pro analyzu bylo ptipraveno 27 vzorkl, z nichz je 18 vzorkt ze Sesti druhti rostlinnych nahrazek
mléka (kazdé meétfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich). Dle predeslého méfeni a
vyhodnoceni byl zvolen jednotny objem 30 pl, ktery byl odpipetovan automatickymi pipetami
do plastovych mikrozkumavek. Jednalo se o Sest druhi rostlinnych nédhrazek mléka ve tfech
opakovani. Vzorky byly oznaceny identifika¢nim pismenem pro rostlinny napoj a ¢islici znacici

replikaci viz tabulka 10.

Tabulka 10. Oznaceni vzorki rostlinnych ndhrazek mléka

Nahrazka mléka Vzorky
Kokosova K1 K2 K3
Mandlova M1 M2 M3

Mandle prazena PM1 PM2 PM3

Ovesna 01 02 03
Ryzova R1 R2 R3
Séjova S1 S2 S3

Pro ptipravu tfi vzorkd surovin (ovesnych vlocek, ryzovych zrn, sdjovych bobti) byla zvolena

hmotnost 0,25 mg + 0,05 mg. KaZda surovina byla navazena tfikrat. Rozdrcené vzorky byly

navazeny na analytickych vahéch viz tabulka 11.

Tabulka 11. Navazeni vzorku surovin

Surovina Vzorky
Ovesné vlocky OP1 OP2 OP3
MnozZstvi v mg 0,261 0,252 0,257
Ryzové zrno RP1 RP2 RP3
Mnozsti v mg 0,251 0,257 0,259
Soéjoveé boby SP1 SpP2 SP3
MnozZstvi v mg 0,258 0,252 0,258
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2.3.2  Stépeni vzorki

Nejprve byl pfipraven roztok trypsinu pro nastépeni proteinovych struktur. Trypsin, ktery je
skladovéan v mrazniéce, kvili autolyze, byl za pokojové teploty rozmrazen. Do Cisté zkumavky
bylo odpipetovano 200 pul 50mM NHsHCOs3 a byly ptidany 4 pl trypsinu. Roztok trypsinu byl
piidan po 10 pl do vSech 18 zkumavek se 30 ul vzorka rostlinnych ndhrazek mlék (tab. 10).
Nasledné byly mikrozkumavky vlozeny do termomixeru, kde byly vzorky Stépeny pfi teploté
37 °C po dobu 6 hodin. Teplota i zasadité pH jsou vhodné pro aktivitu enzymu trypsinu. Po
6 hodinach byl proces $tépeni zastaven vyjmutim vzorkl z termomixeru a ptidanim 1 pl 10%

TFA, ktera zménila pH na lehce kyselé a tim zastavila Stépeni.

Suroviny (ovesné vloc¢ky, ryze, sdjové boby) (tab. 11) byly Stépeny roztokem trypsinu, ktery
byl pfipraven z 1 pl trypsinu a 100 pl 50mM NH4HCOs3, Rostlinny material o hmotnosti
0,25 mg + 0,05 mg vétsSinu roztoku absorboval, tudiz bylo ke kazdému vzorku ptidano 10 pl
pfipraveného roztoku a nasledné 40 ul 50mM NH4HCOs a 1 pl trypsinu. Vzorky byly Stépeny
v termomixeru po dobu 4 hodin pfi teploté 37 °C. Poté bylo $tépeni zastaveno ptidanim 1 pl

10% TFA.

2.3.3 Purifikace vzorki

Pted procesem piecisténi vzorki pomoci ZIP-TIP reversni faze C18 byly vzorky odstfedény na
centrifuze po dobu 2 minut, o rychlosti otd¢ek 13,4 x 1000 rpm a poloméru otafeni 6 cm,
z diivodu mozného zaneseni Spicky pevnymi c¢asticemi. Dale byl S$pickou nasavan pouze
vznikly supernatant, a ne sediment. Pfecisténi vzorkl procesem ZIP-TIP lze rozdélit do ti ¢asti:
wetting, ekvilibrace a eluce. Pro 18 vzorkl rostlinnych ndhrazek mlék byla ptipravena jedna

zkumavka o objemu 1 ml pro wetting, ¢tyfi pro ekvilibraci a dvé pro eluci.

Priprava roztoki pro purifikaci

=  wetting: 100% ACN
= ckvilibrace: 0,2 % roztok TFA ve vodé
= eluce: 100% ACN + 0,1% roztok TFA v poméru 1:1
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Popis procesu purifikace pomoci reverzni faze C18

1.

Prvnim krokem bylo zvlh¢eni neboli wetting reverzni faze. Roztok pro wetting byl 10x
nasavan do 1. polohy automatickou pipetou nastavenou na objem 10 pl. Tim doslo
k aktivaci reverzni faze. Tento ukon se provadél pouze na zacatku procesu purifikace.
Pted precisténim jednotlivych vzorki se jiz neopakuje.

Roztokem ekvilibrace byla pfipravena faze pro dobré zachyceni zadoucich peptidi.
Roztok ekvilibrace byl nasat o objemu 10 pl do ZIP-TIP $picky a vypustén poté do
odpadu. Tento postup se opakuje 10 x.

. Tretim krokem bylo zachyceni peptidii na reverzni fazi, tak, ze Spickou byl 10 X
nasavan supernatant vzorku. Tento proces byl proveden velmi pomalu a peclive, aby
bylo docileno dobrého zachytu peptidu.

. Ve 4. kroku byl opakovén postup s ekvilibraénim roztokem, kde byla Spicka promyta
10 x 10 pl a pokazdé vypousténa do odpadu.

Automaticka pipeta byla nastavena na objem 8 pl a odpipetovan eluéni roztok a
prenesen do Cisté mikrozkumavky. Tam byl tento roztok nasavan 10 x do 1. polohy
pipety a na zavér vypustén v této zkumavce.

Poslednim krokem je procisténi $§pi¢ky elu¢nim roztokem 10 x 10 pl a pokazdé vypustén

do odpadu.

Pro procisténi dalsiho vzorku se postup opakoval znovu od druhého bodu.
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Piiprava matrice pro MALDI-TOF

Pro analyzu vzorkti pomoci MALDI-TOF byla ptipravena matrice DHB. Matrice DHB byla
ptipravena ze 150 pul ACN, 250 ul 0,2% TFA, 100 pl destilované H>O a 8,3 mg DHB, ktera

byla zvaZena na analytickych vahach.

2.3.5

Preneseni vzorku na desticku

Pro analyzu na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF byly vzorky pieneseny na desticku
(obr. 7).

Obrazek 7. Ocelova méfici desticka pro analyzu vzorkidl pomoci hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF), ktera byla nasledné€ vlozena do pfistroje. 2 pl vzorku byly v ¢isté zkumavce

smichany s 5 pl pfipravené matrice DHB. Vysledny roztok byl po 2 ul pfenesen na Cisty

spot na desticce pomoci automatické pipety, kdy byl nasaty objem vypuzen tak, aby se

Spi¢ka nedotykala spotu a vzorek byl nanesen piimo doprostfed vyhranéného mista.

Z kazdého vzorku byly naneseny tfi spoty. Mista naneseni konkrétniho vzorku a jeho
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replikaci bylo zapsano pomoci soufadnic na desticce, kde jsou zapsana pismena oznacujici
fadu spotii a Cislice znacici sloupce. Byl nanesen i standard pro kalibraci pfistroje.
Kalibra¢ni roztok byl pfipraven z 1 pl kalibrantu PEP II a 5 pl pfipravené matrice s DHB.

Po zaschnuti vSech spotl byla desticka jiz pfipravena pro méteni.

Obrazek 7. Ocelova méfici desticka pro analyzu vzorkli pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF.
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2.3.6 Nastaveni pristroje a méfeni na MALDI-TOF

Pro analyzu peptidii ve vzorcich byl vyuzit hmotnostni spektrometr MALDI-TOF znacky
Bruker, Autoflex Speed. Desticka byla vlozena do hmotnostniho spektrometru a nasledné
ukotvena v pfistroji pro ovladani spektrometru pomoci programu flexControl. Po nastaveni
zddouci metody RP 900-4500 Da PM 2023.par a kontroly napéti mohl byt piistroj
zkalibrovan pomoci standardu. V programu u grafického znadzornéni desticky byl zvolen spot
se standardem, ktery byl zmétfen a v kolonce Calibration a zde byly urCeny identifikacni
peptidy. Nasledn¢ mohly byt zméfeny vSechny pozadované vzorky. Jednotlivé vzorky byly
meéfeny urcenim spotu, ktery byl nadsledné zobrazen kamerou pro vybér mista k ozafovani
laserem. Vybirana byla pfevazné mista na okraji spotu, kde se nachazel nejvétsi pocet krystali.
Laser byl nastaven na 1000 shots neboli laserovych pulsii a spustén pomoci ikony start.
Nameétend spektra se zobrazila v pravé ¢asti obrazovky v podobé jednotlivého spektra tzv.
Single spectrum nebo poslednich sekvenci snimkl pod ikonou Sum spectrum. Spektrum na ose
x zobrazuje hodnoty m/z a na ose y hodnoty intenzity. Snimky spekter jsou pfidavany do
sekvence a pii hodnotach okolo 20 000 snimkid ukladany do spolecné slozky s oznaenim
méteného vzorku na spotu. Pro zac¢atek nového méfeni na jiném spotu byla pomoci ikony Clear
sum vymazéna mezipamet’, a tak mohlo byt zahdjeno nové méteni. Po naméfeni vSech spotl
bylo méfeni ukoncéeno stisknutim ikony na Swiched off u vysokého napéti a byla vysunuta

deska.

2.3.7 Vyhodnoceni spekter

Vyhodnoceni spekter bylo provedeno v programu mMass 5.5.0. Tento program slouzil
k oznaceni piki, a tim byly ziskdny potfebné hodnoty m/z pro nésledné zpracovani. Pomoci
insertll byla data m/z u jednotlivych surovin vloZena do databazového programu PostgreSQL
(verze 14.2), kde néstrojem pgAdmin byly vygenerovany unikétni (charakteristické) hodnoty
m/z. Tyto vygenerované hodnoty jsou unikétni jen pro danou surovinu, tudiz se tyto hodnoty
neopakuji v zddném jiném rostlinném materialu. Takto byly ziskdny peptidové markery

rostlinnych materiald, které slouzi pro diferenciaci rostlinnych nédhrazek mléka.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem experimentalni ¢asti bylo urcit pomoci hmotnostni spektrometrie typu MALDI-TOF, zda
jsou rostlinné nahrazky mléka vyrobeny z deklarovaného rostlinného materialu uvedeného na
etiketach. Analyzovanim rostlinnych nahrazek mléka a jejich ptislusnych surovin byly ur€eny
peptidové markery m/z, které byly specifické pro danou surovinu a mohly byt porovnavany

s daty naméfenymi u rostlinnych nahrazek.

3.1 Vhodné mnozZstvi a ¢as pro Stépeni trypsinem

Prvotné bylo podstatné urcit jaky objem vzorki rostlinnych nadhrazek mléka bude vyuzit pro
co nejlepsiho vytézku nestépenych peptida. Tyto udaje byly urceny na dvou druzich rostlinného
napoje. Konkrétné se jednalo o kokosovou a sdjovou mlécnou alternativu. Tyto vzorky byly
analyzovany v objemech 20 a 30 pl. Pro ur¢eni doby §tépeni byly zvoleny ¢asy 2, 4, 6, 22 a 30
hodin. Po zméfeni vzorkli na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF byla vysledna spektra
vyhodnocena. Vyhodnocenim byl ziskan pocet petidii vzorkd kokosové nahrazky (tab. 12) a
sojové nahrazky mléka (tab. 13). Byl zvolen nejvhodnéjsi shodny objem (30 pl) a €as (6 h) dle
nejvyssiho primérného poctu nalezenych peptidi. Prestoze vzorky ze tietiho métfeni 6 hodin a
objemu 30 pl nebyly vyhodnoceny z diivodu nedostaceného mnozstvi vzorku pro naneseni
tietiho spotu, byly tyto podminky zvoleny jako vyhovujici pro stépeni vSech vzorkt rostlinnych

nahrazek.

Tabulka 12. Pocet peptidi v kokosové nahrazce mléka

Vzorek Kokosova nahrazka mléka
Cas §tépeni 2 hodiny 4 hodiny 6 hodin 22 hodin 30 hodin
Objem 20l [ 30l [ 20l [ 30l |20l (30l [ 20wl | 30l | 20 pul | 30 ul
1. méreni 114 93 136 96 111 | 154 | 120 130 151 | 162
2. méreni 95 98 117 94 123 | 140 | 111 145 139 | 138
3. méfeni 90 107 X 90 X X X 138 160 | 132
Primér 100 99 127 93 117 | 147 | 116 138 150 | 144

Smérodatna

odchylka 13 7 13 3 8 10 6 8 11 16

X = vzorky nebyly naméteny
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Tabulka 13. Pocet peptidl v s6jové nahrazce mléka

Vzorek Sojova nahrazka mléka
Cas §tépeni 2 hodiny 4 hodiny 6 hodin 22 hodin 30 hodin
Objem 20l | 30l (20l {30 |20l [ 30l | 20l [ 30 ul (20 ul| 30l
1. méreni 52 91 107 | 100 | 118 | 150 143 129 | 92 107
2. méreni 70 109 | 111 | 104 | 125 | 145 171 144 | 94 117
3. méfeni 53 108 112 | 99 X X 140 123 | 87 98
Priamér 58 103 110 | 101 | 122 | 148 151 132 | 91 107

Smérodatna

odchylka 10 10 3 3 5 4 17 11 4 10

X = vzorky nebyly naméteny

3.2 Zisk unikatnich hodnot

Po naméfeni vSech 54 vzorki (vcetné replikétii — vSe bylo zméteno 3x) rostlinnych nahrazek
mléka (kokosova, mandlova, mandlova prazend, ovesna, ryzova a sojova) a 27 vzorkl (opét
véetné replikatil) a k nim odpovidajicich surovin (kokos, mandle, mandle prazena, ovesné
vlocky, ryze a sojové boby) na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF byla spektra
vyhodnocena v programu mMass 5.5.0. Nasledné byly hodnoty m/z vloZeny do databazového
programu PostgreSQL (verze 14.2), ke kterému se pfistupovalo pomoci nastroje pgAdmin.
Pomoci inserti vlozenych do programu pgAdmin byly vygenerovany unikatni neboli
charakteristické hodnoty m/z pro dany rostlinny material. Unikéatni hodnoty byly vygenerovany
v nejpiisnéj$i mozné podobé, jelikoz se jednalo o hodnoty m/z, které se v daném rostlinném
materidlu objevily ve vSech vzorcich a jejich replikatech, tudiz ve vSech 9 spektrech z 9 pro
kaZzdou analyzovanou surovinu a kazdou ndhrazku mléka (3 vzorky rostlinného materialu ve 3
opakovanich). Hodnoty proteinovych markert byly upraveny s odchylkou + 0,3 m/z a useknuty

na cela Cisla (tab.14).
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Tabulka 14. Charakteristické hodnoty m/z pro suroviny

Kokos Mandle celkova | Oves RyzZe Sdja
947 1075 685 769 682
975 1095 697 871 688
1018 1169 926 884 689
1031 1170 926 905 704
1035 1178 930 929 705
1058 1225 944 970 928
1062 1308 973 971 936
1104 1316 974 1026 964
1141 1348 991 1156 980
1256 1381 992 988
1270 1386 1004 993
1340 1387 1047 1014
1396 1436 1124 1092
1426 1478 1185 1106
1495 1491 1206 1108
1497 1494 1251 1114
1525 1794 1302 1128
1555 1843 1333 1129
1559 1391 1130
1565 1518 1146
1627 1532 1152
1713 1592 1172
1749 1593 1175
1832 1614 1292
1857 1652 1298
1873 1334

3.3 Analyza rostlinnych nahrazek mléka
Cilem analyzy rostlinnych ndhrazek mléka bylo zjistit, zda je mozné urcit, pomoci unikatnich
hodnot m/z surovin, o jakou rostlinnou ndhrazku se jednd a rozlisit je od sebe. Namétené

hodnoty m/z vSech 56 vzorkil rostlinnych nahrazek mléka z programu mMass 5.5.0 byly
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jednotlivé vyhodnoceny sledovanim shod s referenénim materidlem (kokosovym ofechem,
mandli prazenou a neprazenou, ovsem, ryzi, s6jovymi boby). Bez ohledu na upravu byly
mandle prazené i napiazené slouceny. V programu pgAdmin byly pro né vygenerovany
unikatni hodnoty. Pti vyhodnoceni jsou tyto charakteristické hodnoty oznaceny jako mandle
celkova. Pro vyhodnoceni byla pouzita excelova tabulka, kde byla ziskana data o poc¢tu shod.

Tyto hodnoty byly nésledné zapsany do tabulek nize (tab. 15-20).

3.3.1 Vyhodnoceni kokosové nahrazky mléka

Prestoze meéla kokosovd nédhrazka mléka v porovnani s ostatnimi nejmensi proteinové
zastoupeni 0,1 g na 100 ml, tedy v pfepoctu na méteny vzorek 25 ug bilkovin, byla vysledna
spektra hladka bez Sumu a s vysokym vyskytem peptidi — pikii (obr. 8). V pruméru byl pocet
peptidt na jedno spektrum 116.
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Obrazek 8. Spektrum vzorku kokosové ndhrazky mléka (K1a)

Kokosova nahrazka mléka ma s kokosem prumérny pocet shod 18 + 4 hodnot m/z (tab. 15).
Vzorky Kla a K3c vykazuji nejvyssi pocet shod, a to 23. Naopak nejmensi pocet shod ma
vzorek Klb spoctem 12. Nejvyssi pocet shod s jinym, nez deklarovanym materidlem je
s mandli celkovou s primérnym poctem shod 4 £ 1 a s ovsem téz 4 + 1. Tato shoda mohla byt
zpusobena piitomnosti 1 jinych proteinovych materialii v kokosové ndhrazce nez jen ptidavkem
mandlovych proteint, a vzhledem k nizkému poctu shodnych hodnot ji mizeme povazovat za

nahodnou ¢i zptsobenou pfitomnosti néjaké neznamé kontaminace.
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Tabulka 15. Pocet shod kokosové nahrazky mléka s kokosem

Pocet shod
Rostlinna Shoda Shoda
niahrazka | Vzorek mandle | Shoda oves | Shoda ryZe | Shoda séja
mléka kokos celkova
Kla 23 2 3 3 3
K1b 12 5 3 2 3
Klc 13 4 3 2 3
K2a 16 4 4 2 2
Kokosova K2b 18 4 4 3 2
K2c 17 6 5 3 4
K3a 21 3 5 2 2
K3b 20 4 3 2 3
K3c 23 4 4 2 3
priumér 18 4 4 2 3
smérodatna odchylka 4 1 1 1 1

3.3.2 Vyhodnoceni mandlové nahrazky mléka

Pro mandlové produkty (mandlovd nahrazka mléka a nahrazka z praZzenych mandli) byly
zvoleny jednotné charakteristické hodnoty spojené se syrovou mandli a mandli prazenou, tudiz
byl sledovan parametr, zda lze prokéazat vyskyt mandli ve vzorku bez ohledu na upravu.
V tabulce 16 jsou tyto markery oznaceny jako mandle celkova. Jedna se o unikatni hodnoty,
které se vyskytovaly ve vSech vzorcich mandle i mandle prazené. Primérny pocet shod
mandlové ndhrazky mléka s mandli celkovou je 6 = 0 (tab. 16). Ve vSech vzorcich bylo
nalezeno Sest stejnych hodnot, kromé vzorku M1b, ktery mél o hodnotu méné¢. O polovinu méné
shod méla mandlova alternativa mléka s ovsem 3 = 0. S kokosem a s6jou byly primérné shody
nizké 2 + 0. Charakteristické hodnoty pro ryzi se vyskytovaly v mandlové ndhrazce mléka
minimalné. Dle vyrobce mandlovy ndpoj mize obsahovat ostatni skotdpkové plody, oves a
soju. To muze vysvétlovat shody s jinymi rostlinnymi materialy nez s mandli. Samoziejmeé
shody hodnot s jinymi surovinami mohou byt ndhodné ¢i zpiisobené piitomnosti néjaké

neznamé kontaminace.
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Obrazek 9. Spektrum mandlové ndhrazky mléka (M1a)

Tabulka 16. Pocet shod mandlové nahrazky mléka s mandli celkovou

miz

Pocet shod
Rostlinna Shoda Shoda
nahrazka | Vzorek mandle Shoda oves | Shoda ryZe | Shoda sdja
mléka kokos celkova
Mla 2 6 3 1 2
Mlb 2 5 3 1 2
Milc 2 6 3 1 3
M2a 2 6 3 0 1
Mandlova M2b 1 6 3 1 1
M2c 2 6 3 1 2
M3a 1 6 3 0 1
M3b 1 6 3 0 1
M3c 1 6 3 0 1
pramér 2 6 3 1 2
smérodatna odchylka 1 0 0 1 1
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3.3.3 Vyhodnoceni mandlové nahrazky z praZenych mandli

Primérna shoda 4 + 1 mandlového mléka z mandli prazenych s mandli celkovou byla nizsi nez
u klasického mandlového napoje (tab. 17). Z pohledu shod s jinymi rostlinnymi materialy neni
rozdil tak velky, jelikoz primérna shoda s ovsem je 3 = 1. Primérné shody 2 + 1 se nasly i u
kokosu a sgji. Opét je mozné se domnivat, ze shody hodnot s jinymi surovinami jsou nahodné

a zapficinéné obsahem jinych proteinovych slozek nebo kontaminacemi.
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Obrazek 10. Spektrum néhrazky mléka z prazenych mandli (PM1a)
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Tabulka 17. Pocet shod ndhrazky mléka z prazenych mandli s mandli celkovou

Pocet shod
Rostlinna Shoda Shoda
nahrazka | Vzorek mandle | Shoda oves | Shoda ryZe | Shoda sdja
- kokos .
mléka celkova
PMla 3 5 2 2 1
PM1b 2 5 2 2 1
PMlc 2 5 2 2 1
PM2a 3 4 3 1 1
Prazend 5y mb 2 3 3 2 3
mandle
PM2c 3 3 2 2 1
PM3a 2 3 3 2 2
PM3b 2 3 4 2 2
PM3c 2 3 2 2 2
pramér 2 4 3 2 2
smérodatna odchylka 1 1 1 0 1

3.3.4 Vyhodnoceni ovesné nahrazky mléka

Primérny pocet shod ovesné ndhrazky mléka s ovsem je 12 £ 1 (tab. 18). Charakteristické

hodnoty ovsa byly tedy v ovesném mléku, ktery obsahuje 0,4 g proteini na 100 ml produktu,

hojné zastoupeny. Obrazek 11 znazornuje piiklad shody v hodnotach m/z 1302 u vzorku ovesné

nahrazky mléka O3c (modré spektrum) a ovsa OP1la (zelené spektrum).

V porovnani ovsa s jinymi referen¢nimi materialy jsou shody velmi nizké, konkrétn€ u kokosu

a mandle celkové 2 = 1. U ryze (1 + 0) a s6ji (1 £ 1) jsou shody v poméru hodnotami ovsa

zanedbatelné. U ovesné ndhrazky lze ocekdvat minimalni shody s ostatnimi surovinami,

protoZe oves patii k nejlevnéjsi suroving, ze které se rostlinné napoje vyrabi, a proto neni divod

ho jinymi surovinami nahrazovat. Oves rovnéZ obsahuje dostatecné mnoZzstvi proteinli

(0,4 g/100 ml) a neni je proto potieba do napoje dodavat z jinych zdrojt.
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Obrazek 11. Znazornéni shody v hodnoté m/z 1302 u vzorku ovesné ndhrazky (O3c) a vzorku

ovsa (OPla)

Tabulka 18. Pocet shod ovesné nahrazky mléka s ovsem

Pocet shod
Rostlinna Shoda Shoda
nahrazka | Vzorek mandle | Shoda oves | Shoda ryZe | Shoda sdja
mléka kokos celkova
Ola 1 1 11 1 0
Olb 2 1 12 1 0
Olc 2 1 11 1 1
02a 2 2 12 0 1
Ovesna 02b 1 2 12 1 1
02c 1 2 12 1 0
O3a 2 2 12 1 0
O3b 3 2 12 0 0
O3c 3 2 13 1 2
primér 2 2 12 1 1
smérodatna odchylka 1 1 1 0 1

3.3.5 Vyhodnoceni ryZové nahrazky mléka

Ryzova nahrazka mléka méla nulové shody s charakteristickymi hodnotami pro ryzi (tab. 19)
Mozn¢ diavody neadekvatnich shod mohou souviset s nizkym obsahem proteini v ryzové
nahrazce mléka, u které je na etiketé uvedeno <0,5 g na 100 ml. Proteiny mohou byt téz

ovlivnény oSetfenim pomoci UHT, ktera je téZ uvedena na obalu produktu. Piekvapivé bylo
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v pruméru u ryzoveé nahrazky 5 = 1 shod s charakteristickymi hodnotami ovsa. Na etiketé je
oves uveden pouze ve véte, Ze mize byt obsazen, tedy pouze varovani o mozné kontaminaci
unikatni hodnoty, respektive hodnoty vyskytujici se ve vSech 9 spektrech z9 vzorka
analyzované suroviny. Na obrazku 12 je zobrazena oblast spektra, kde v hodnoté m/z 1391 jsou
peptidy jak u ryzové nahrazky mléka Rla (modré spektrum) a ryze RP1a (zelené spektrum),
tak i u ovsa OP1la (oranzové spektrum), pro ktery byla tato hodnota charakteristickd. Shody se
vyskytly 1 s referenénimi hodnotami s6ji v priméru 3 + 1. Hodnoty pro kokos a mandli

celkovou se v ryzové ndhrazce vyskytly pouze v priméru 1 + 1.

R1ia (Offset ¥3000)
RP1a (Offset Y1500) »
L

a
I
a5
=
=

|

1321

3000

2500

1380.8909

2000 4

1500

1000

500

—— 13816350

T T T T T T
1380 1385 1390 1395 1400 1405
miz

Obrazek 12. Zobrazeni spekter ryZové nahrazky mléka (R1a), ryze (RP1a) a ovsa (OP1a)
v hodnotach m/z 1391
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Tabulka 19. Pocet shod ryzové nahrazky mléka

Pocet shod
Rostlinna Shoda Shoda
nahrazka | Vzorek mandle | Shoda oves | Shoda ryZe | Shoda séja
mléka kokos celkova
Rla 1 0 5 0 2
R1b 0 0 5 0 2
Rlc 1 0 2 0 3
R2a 0 2 5 0 3
Ryzova R2b 1 1 4 0 2
R2c 1 1 6 0 3
R3a 0 2 4 0 2
R3b 1 2 6 0 3
R3c 1 2 6 0 3
priumér 1 1 5 0 3
smérodatna odchylka 1 1 1 0 1

3.3.6 Vyhodnoceni s6jové nahrazky mléka

vvvvv

pritomnosti vysokého Sumu. Obé¢ spektra vzorku s6jové ndhrazky mléka S3a (modré spektrum)

a sojovych bobii SP1b (zelené spektrum) jsou zobrazena na obrazku 13 v oblasti 0 az 3000 m/z.

= S3a (Offset Y3000) +
SP1b «

9000

6000 4

3000

L)

T T T T
1000 1500 2000 2600 3000
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Obrazek 13. Spektra sdjové nahrazky mléka (S2a) a s6jovych bobl (SP1b)
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Sojovd ndhrazka mléka ma primérnou shodu se sojou pouze 3 + 1 (tab. 20). Shoda
s charakteristickymi hodnotami pro oves ve vzorcich s6jové nahrazky mléka je v priméru 2 +1.
Zanedbatelné shody se vyskytovaly u ofechti, konkrétné 1 = 1 u kokosu a 1 = 0 u mandle

celkové.

So6jova ndhrazka mléka ma dle vyrobce pomérné vysoky obsah proteinti 3,6 g/100 ml, ale ptesto
se ve vyrobku nepodafilo jednoznaéné prokazat pritomnost s6jovych proteint. Je mozné, ze to
bylo zpiisobeno nekvalitné naméfenym spektry s6jové ndhrazky (spektra obsahovala vysoky
Sum), je ale také mozné, Ze spektra sdjovych bobli mohla byt zmétena 1épe, kdy mohl byt ziskan
vyssi pocet pikti (hodnot m/z) napiiklad delsi dobou jejich §té€peni enzymem trypsinem. Nizky
pocet peptidi ve spektru sdéjovych bobtl je patrny na obr. 13, piky se zde nachazi pouze do
oblasti 1300 m/z. S6jové bilkoviny jsou sice dobte stravitelné, ale az ve vyrobcich, které jsou
tepelné oSetiené. Tepelné neoSetfené mohou byt hiife stravitelné, a proto ani travici enzym
trypsin, ktery byl v této praci pouZit pii ptipravé vzorkl, pravdépodobné nedokazal séjové

bilkoviny dobfte rozstépit.

Tabulka 20. Pocet shod s6jové nadhrazky mléka se s6jou

Pocet shod
Rostlinna Shoda Shoda
nahrazka | Vzorek mandle | Shoda oves | Shoda ryZe | Shoda séja
mléka LU celkova
Sla 0 0 1 0 4
S1b 0 0 0 0 2
Slc 2 1 2 0 2
S2a 0 1 1 0 3
Sojova S2b 0 1 2 0 2
S2¢ 2 1 2 0 3
S3a 2 1 3 1 3
S3b 1 1 3 1 3
S3c 2 1 3 0 %
primér 1 1 2 0 3
smérodatna odchylka 1 0 1 0 1
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4  ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo urcit, zda 1ze pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
rozliSit Sest komercné vyrobenych rostlinnych ndhrazek mléka. Jednalo se o nahrazku
kokosovou, mandlovou, mandlovou z prazenych mandli, ovesnou, ryzovou a sdjovou.
K rostlinnym alternativam mléka byly analyzovany i pfislusné rostlinné materily, které jsou
deklarovany na obalech téchto mlécnych alternativ. Suroviny zahrnovaly kokosovy ofech,
mandle prazené a neprazené, ovesné vloCky, ryzi a sdjové boby. Pro naméieni 56 vzorki
rostlinnych nahrazek a 18 vzorkli surovin byl vyuzit hmotnostni spektrometr MALDI-TOF
Bruker, Autoflex Speed. Spektra vSech vzorkl byla vyhodnocena programem mMass 5.5.0,
diky némuZz byly ziskdny peptidy v hodnotach m/z. Tyto hodnoty byly insertovany do
databazového programu PostgreSQL a nasledné& zpracovany programem pgAdmin pro ziskani
unikatnich/charakteristickych hodnot surovin. Hodnoty m/z vzorkt rostlinnych nahrazek mléka
vyhodnocené v programu mMass 5.5.0 byly poté jednotlivé porovnavany s charakteristickymi
hodnotami surovin. Shodujici se hodnoty m/z rostlinné ndhrazky mléka s ptislusnou surovinou
jsou povazovany za proteinové markery. Jednoznacné prokazatelnd byla kokosova a ovesna
nahrazka mléka, jelikoz primérny pocet shod u kokosové 18 £ 4 a ovesné 12 + 1
s deklarovanym materidlem zna¢né prevysoval shody s jinymi surovinami v téchto nahrazkach
mléka. Za rozliSitelné mohou byt povazovany i mandlové alternativy mléka jak ze syrovych
mandli, tak z praZenych. Pocet shod se s§jovymi boby 3 + 1 u s6jové alternativy mléka byl sice
nejvyssi v porovnani se shodnymi hodnotami jinych surovin, ale pfesto nemiize byt tato
diferenciace povazovana za jednozna¢nou. Ryzova nahrazka mléka se s ptisluSnymi hodnotami
ryze neshodovala ani v jednom piipadé vyhodnoceni vzorki. Nejvyssi pocet shod méla ryzova
alternativa s ovsem, konkrétné 5 + 1. Vyrobci neuvadéji v popisu produkti kombinaci vice
rostlinnych materiald a pouze u nékterych zminuji, Ze mohou obsahovat stopy jiné suroviny
z divodu upozornéni spotiebitele na mozné alergeny. Tudiz by nemély byt vyuzity pro

podobnosti peptidil s neznamymi kontaminujicimi slozkami.

V této praci byly ziskany proteinové markery rostlinnych materiali odpovidajici k jejich
piislusné rostlinné ndhrazce mléka viz ptiloha 1-5. Tyto markery mohou byt vyuzity v dalSich
analyzach k diferenciaci rostlinnych ndhrazek. VyuZity mohou byt naptiklad pii analyze sloZeni

rostlinnych néhrazek anebo k odhaleni falsifikace téchto produkta.
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PRILOHA

Priloha 1. Peptidové markery pro kokosovou nahrazku mléka

Markery pro kokosovou nahrazku mléka

Vzorky Kla | K1b | Klc | K2a | K2b | K2¢ | K3a | K3b | K3¢

Pocet shod 23 12 13 16 18 17 21 20 23

947 | 947 | 947 | 947 | 947 | 947 | 947 | 947 | 947

1019 | 1018 | 1018 | 1018 | 1018 | 1018 | 1018 | 1018 | 1018

1031 | 1031 | 1031 | 1031 | 1031 | 1031 | 1031 | 1031 | 1031

1035 | 1035 | 1035 | 1035 | 1035 | 1035 | 1035 | 1035 | 1035

1058 | 1058 | 1058 | 1058 | 1058 | 1058 | 1058 | 1058 | 1058

1062 | 1062 | 1062 | 1062 | 1062 | 1062 | 1062 | 1062 | 1062

1105 | 1104 | 1104 | 1104 | 1104 | 1104 | 1104 | 1104 | 1104

1142 | 1141 | 1141 | 1141 | 1141 | 1141 | 1141 | 1141 | 1141

1256 | 1713 | 1713 | 1525 | 1495 | 1525 | 1340 | 1340 | 1256

1270 | 1749 | 1749 | 1565 | 1525 | 1555 | 1396 | 1396 | 1270

1340 | 1857 | 1832 | 1627 | 1555 | 1565 | 1426 | 1495 | 1340

>
:*E 1396 | 1873 | 1857 | 1713 | 1565 | 1627 | 1495 | 1525 | 1396
g 1426 1873 | 1749 | 1627 | 1713 | 1525 | 1555 | 1426
1495 1832 | 1713 | 1749 | 1555 | 1565 | 1495
1525 1857 | 1749 | 1832 | 1565 | 1627 | 1525
1555 1873 | 1832 | 1857 | 1627 | 1713 | 1555
1565 1857 | 1873 | 1713 | 1749 | 1565
1627 1873 1749 | 1832 | 1627
1713 1832 | 1857 | 1713
1749 1857 | 1873 | 1749
1832 1873 1832
1857 1857
1873 1873
Primérna shoda 18
+ smérodatna 4

odchylka




Priloha 2. Peptidové markery pro mandlovou nahrazku mléka

Markery pro mandlovou niahrazku mléka
Vzorky Mla | M1b | Mlc | M2a | M2b | M2c | M3a | M3b | M3¢
Pocet shod 6 5 6 6 6 6 6 6 6
1169 | 1169 | 1170 | 1170 | 1170 | 1170 | 1170 | 1170 | 1170
1316 | 1348 | 1316 | 1316 | 1316 | 1316 | 1316 | 1316 | 1316
E 1348 | 1436 | 1348 | 1348 | 1348 | 1348 | 1348 | 1348 | 1348
= 1436 | 1478 | 1436 | 1436 | 1436 | 1436 | 1436 | 1436 | 1436
2 1478 | 1494 | 1478 | 1478 | 1478 | 1478 | 1478 | 1478 | 1478
1494 1494 | 1491 | 1491 | 1491 | 1491 | 1491 | 1491
Primérna shoda 6
+ smérodatna 0
odchylka
Priloha 3. Peptidové markery pro ndhrazku mléka z prazenych mandli
Markery pro nahrazku mléka z prazené mandle
PM1
Vzorky a PM1b |PMlc |PM2a |PM2b | PM2c |PM3a | PM3b | PM3c
Pocet shod 5 5 5 4 3 3 3 3
1170 1170 1170 1169| 1169| 1169| 1169| 1169| 1169
- 1316 | 1316| 1316| 1225| 1347| 1347| 1347 1347| 1347
% 1348 | 1348 | 1348| 1347| 1478| 1478| 1478| 1478| 1478
g 1436| 1436| 1436| 1491
1478 | 1478 | 1478
Priumérna shoda 4
+ smérodatna 1

odchylka




Priloha 4. Peptidové markery pro ovesnou nahrazku mléka

Markery pro ovesnou nahrazku mléka
Vzorky Ola | Olb | Olc | O2a | O2b | O2¢ | O3a | O3b | O3c
Pocet shod 11 12 11 12 12 12 12 12 13
925 | 925 | 925 | 926 | 926 | 926 | 925 | 925 | 696
973 | 944 | 973 | 945 | 944 | 974 | 944 | 973 | 925
991 | 973 | 1003 | 974 | 974 | 992 | 973 | 1003 | 973
1003 | 1003 | 1047 | 992 | 992 | 1004 | 1003 | 1046 | 991
1185 | 1047 | 1185 | 1004 | 1004 | 1047 | 1185 | 1124 | 1003
2 1302 | 1185 | 1302 | 1185 | 1185 | 1185 | 1206 | 1185 | 1124
—Sﬂ: 1391 | 1302 | 1391 | 1302 | 1302 | 1302 | 1302 | 1302 | 1185
§ 1518 | 1391 | 1518 | 1391 | 1391 | 1391 | 1391 | 1391 | 1302
1532 | 1518 | 1532 | 1518 | 1518 | 1518 | 1518 | 1518 | 1391
1592 | 1532 | 1592 | 1532 | 1532 | 1532 | 1532 | 1532 | 1518
1652 | 1592 | 1652 | 1592 | 1592 | 1592 | 1592 | 1592 | 1532
1652 1652 | 1652 | 1652 | 1652 | 1652 | 1592
1652
Primérna shoda 12
+ smérodatna 1
odchylka
Ptiloha 5. Peptidové markery pro s6jovou ndhrazku mléka
Markery pro séjovou nahrazku mléka
Vzorky Sla | S1b| Slec | S2a | S2b | S2¢ | S3a | S3b | S3c
Pocet shod 4 2 2 3 2 3 3 3 2
689 | 689 | 689 | 689 | 689 | 689 | 689 | 689 | 689
E 705 | 705 | 1129 | 705 | 1129 | 705 | 1130 | 1129 | 1129
= 1114 1130 1129 | 1292 | 1292
2 1129
Prumérna shoda 3
+ smérodatna odchylka 1




