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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva tématem protektivnich kultur. V praci je stru¢né popsano,
jaké maji protektivni kultury Gi¢inky na polotvrdy zrajici syr a jejich vliv na zrani syra.
Dutlezitou ¢ast této prace tvoii kapitola o bakteriocinech, jejich vlastnostech a ucincich
V potravinafstvi. V praktické casti je pozorovan vliv protektivnich kultur na chemickeé
vlastnosti. Zamé¢tila jsem se na kyselost syrt, pH, suSinu a obsah soli v syru. Porovnavany
byly sledované ukazatele u syrti bez a s ptidavkem protektivnich kultur. Je sledovéno,

zda protektivni kultury ovliviiuji kvalitu a trvanlivost polotvrdych zrajicich syrt.

Kli¢ova slova: syr, protektivni kultury, bakteriociny, zrani.

ABSTRACT

The aim of this thesis is to investigate the topic of protective cultures. The work deals
with the effects of protective cultures on semi-hard ripened cheeses, and their impact
on a process of ageing on given types of cheese. An important part of this
thesis represented in a chapter that deals with bacteriocins, their properties and effect
in food processing. The effect of protective cultures on the chemical properties
is observed in the practical part of the thesis. This part monitors mainly acidity of cheeses,
pH, dry matter, and content of salt in cheeses. Given indicators are compared with and
without addition of protective cultures on cheeses. In conclusion, this thesis observes

if the protective cultures affect quality and shelf-life of semi-hard ripened cheeses.

Keywords: cheese, protective culture, bacteriocins, ripening
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1 UVOD

Cinnost startovacich a zracich kultur je vyznamna pro kvalitu a mikrobialni zdravotni
nezavadnost syri. Bakterie mlééného kysani (dale BMK) jsou v dnesni dob¢ pfidavany
do mléka, ze kterého je vyrabény syr, aby produkovaly z laktézy kyselinu mlécnou.
Nekteré druhy téchto bakterii jsou znamé 1 tim, ze umi produkovat napft. ethanol, oxid
uhlicity nebo organické kyseliny. Dale piispivaji k biochemickym zménam béhem zrani
a vyviji charakteristiku syri. BMK se vyskytuji ve fermentovanych produktech
(fermentovana zelenina, napoje, maso), v mléce a mase. V potravinaistvi jsou vyuzivané
predevsim BMK, které dokazi produkovat tzv. bakteriociny. Tyto kultury nazyvame
protektivni, které maji pfirodni charakter ochrany potravin. Maji schopnost inhibovat
nebo zpomalovat rlist patogennich mikroorganismii (znehodnocovani a kazeni
potraviny). Diky produkci bakteriocinu pomadhaji protektivni kultury zlepSovat
organoleptické vlastnosti potravin a prispivaji k prodlouzeni trvanlivosti potravin.
Bakteriociny jsou tvofeny peptidy. Tyto peptidy maji riznou velikost, strukturu,
zpusob ucinku, antimikrobidlni i€innost, imunitni mechanismus. Pouzivani bakteriocinii
je povazovano za ptirodni konzervaci, kterd prodluzuje trvanlivost, je Setrnéjsi a zvysuje
bezpecnosti potravin. Diky tomu se snizuje pouzivani chemické konzervace nebo

tepelného oSetieni.



2 CIiL PRACE

Diplomovéa priace na téma ,,Vyhodnoceni kvality a trvanlivosti syrii s protektivni
kulturou®, se zabyva problematikou pouzivani bakterii mlé¢ného kyséani s protektivnimi
ucinky a vlivem na kvalitu a trvanlivost polotvrdych syrt. Prace dale rozviji problematiku
bakteriocinli a informuje o vyuziti protektivnich kultur.

Cilem prace bylo posoudit vliv vybranych protektivnich kultur na pribéh zrani syrt.
Zaméfit se pritom predevsim na sledovani kvalitativnich ukazatelt vyrobenych syrt (pH,

SH, sus$iny, obsah soli).
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Zrani syria

Zréni je jednou z poslednich fazi vyroby syri, pii které se dotvaii kone¢ny vzhled,
konzistence, viing, chut’ a osobity charakter. Mluvime o slozitém biochemickém procesu,
na kterém se podileji zejména enzymy syfidla (chymozin, pepsin), nativni enzymy mléka
(plasmin, proteinazy somatickych buné€k), enzymy zdkysovych a doplikovych kultur
(zastupci rodu Lactococcus a Lactobacillus) a v neposledni fad¢ enzymy nezakysovych
mikroorganismil (NSLAB). Tyto nezadkysové kultury ovliviiuji mikrofloru syra v priabéhu
zrani (RANDAZZO et al., 2013; SETTANNI, MOSCHETTI, 2010).

Schopnost lyzovat je dulezitou schopnosti uvedenych mikroorganismd, piti které
dochazi k uvolnéni intracelularnich 29 enzyma. Tyto enzymy pak béhem zraciho procesu
ovliviiuji proteolyzu (rozklad bilkovin), lipolyzu (rozklad tuk®), katabolismus
aminokyselin a volnych mastnych kyselin. Tyto procesy jsou nezbytné pro vyvoj chuti
a vin¢ syrt. Nejvetsim zménam v prabehu zrani podléhaji mlécné bilkoviny a laktdza,
u nékterych druht i tuk a zastoupeni soli. Dochazi také k texturnim zménam. Syry
se stavaji stejnomérnéjsi a elastictéjsi diky tomu, Ze syrové zrno ztraci svou plvodni
strukturu a rozptyluje se v celé syrové hmoté. Ze syru se také postupné odpafuje voda
adiky enzymové aktivité mirn& vzrastd pH syru (PLOCKOVA et al, 2010;
MCSWEENEY, 2007; SUSTOVA et al., 2014).

Technologické operace pii vyrobé syri riznych typt jsou zaméteny na regulaci
aktivity kultur. Ty zavisi na rozsahu a rychlosti fermentace laktozy. Laktoza je u vétSiny
syri fermentovand uz béhem lisovani, nejpozdéji vSak béhem prvniho nebo druhého
tydne zrani. Fermentace laktdzy probihd pii fazi tzv. pfedbézného zrani syra, kterad
spoc¢iva ve zpracovani mléka, syfeniny, formovani a soleni. Behem 24 hodin je nutno
dosahnout pozadované hranice kyselosti (u tvrdych syri pH 5,2, u mékkych syru
4,8 — 5). Také titra¢ni Kyselost musi dosahnout vysokych hodnot (v priméru okolo 80 —
90 °SH). Kyselina mlé¢na je neutralizovana pufraénimi slozkami mléka. Dale je pak jako
srazenina zachycena jako mlécnan. Mlé¢nan je poté vyuzivan jako substrat pro dalsi
kultury (napt. propionové kvaSeni). Pfi maselném kvaseni mlize byt mlécnan rozkladan
za vzniku vodiku, oxidu uhlicitého a teékavych mastnych kyselin. Vzhledem k vysoké
tvorbé vodiku dochazi k popraskani syru pfi tzv. pozdnim duteni (KADLEC et al., 2012;
CARROLL, 2002).
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U polotvrdych a tvrdych syri je charakteristickym znakem zrani rozklad bilkovin.
Na rozkladu bilkovin se podili syfidlo, mikrobidlni proteolytické enzymy a plasmin
(nativni proteaza mléka). Pii nevhodném zrani mohou vzniknout nezadouci az Skodlivé
produkty degradace aminokyselin — amoniak, mocovina, kyselina maselna, vodik,
biogenni aminy. Na chuti syra se podileji také vznikajici t€kavé mastné kyseliny
(KADLEC et al., 2012).

Zrani probihd bud’ v celé hmoté¢ syra (anaerobné¢) nebo od povrchu dovniti
(aerobn¢) pusobenim povrchové mikroflory. V mnoha piipadech se oba typy zrani

dopliuji. U tvrdych syra pfevazuje zrani anaerobni (KADLEC et al., 2012).

3.1.1 Faze zrani

Veskeré probihajici biochemické procesy V syrech mohou byt rozdéleny do tii
zakladnich fazi, které na sebe vzdjemné navazuji a nejsou od sebe nijak vyrazné oddéleny

(GAJDUSEK, 2002).

3.1.1.1 Primadrni faze

Tato faze je charakterizovana pfeménou laktdézy na kyselinu mlé€nou pomoci bakterii
mlécného kysani a soucasny ¢astecny rozklad bilkovin. Primarni fdze zacina jiz béhem
upravy mléka a syfeni, dale béhem zpracovani syfeniny, formovani, lisovani a soleni.
Jedna se o tzv. pfedbézné zrani ovliviiujici strukturu, konzistenci a dalsi pribéh zrani
(SUSTOVA, SYKORA, 2013). V této fazi je nutné dosahnout b&hem 24 h pozadované
hranice kyselosti. U tvrdych syru se jedna o pH 5,2 a u m&kkych syrti o pH 4,8 — 5,0
(KADLEC, 2012).

Bakterie uplatiiované Vv pribéhu zrani jsou rodu Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus bud’ mezofilni (napf. smetanovy zakys) nebo termofilni pro syry s vysoko
dohfivanou syfeninou (napt. Lactobacillus helveticus, Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus) (BERESFORD et al., 2001).

K dokysavani mize dojit 1 v pribéhu soleni, pak se v prvni fazi soleni pouziva
solné lazen o vyssi teploté. V prvnich dnech zrani dochéazi u tvrdych syrt k aplnému
vymizeni poslednich stop laktoézy. Vznikla kyselina mlécnd uvoliluje z kaseinu vapnik
za vzniku mlé¢nanu vapenatého. V konecné fazi z kaseinu vznika monokalciumkaseinat,

ktery bobtna ve vod¢ a v roztoku chloridu sodného. Vépenata stl kaseinu vyrazné
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ovliviiuje slepovani syfeniny a vznik homogenni struktury syri. Zastoupeni soli v syrech
ovlivituje kyselina mlé¢na. Béhem 24 h dochazi k pfeméné anorganickych soli fosfatu
aprevazné casti (80 %) vapenatych soli vrozpustné soli. Tyto soli pak ovliviiuji

vyslednou kyselost syra (GAJDUSEK, 2002).

3.1.1.2 Sekundarni faze

Sekundérni faze zacind snizenim titracni kyselosti syra jednak vazbou kyseliny mlécné
ajednak jejim mikrobiologickym rozkladem na kyselinu propionovou (poptipadé
octovou, maselnou), oxid uhli€ity a vodu, pfipadné i dalsi slouceniny, nebo jeji vazbou
na rozkladné produkty bilkovin. Vzhledem k typu syra dochéazi k mikrobiologickému
rozkladu kyseliny mlécné a to bud’ v celé hmoté¢ (tvrdé syry, kde se z oxidu uhlic¢itého
vytvofti typickd oka a kyselina propionova), nebo aerobné¢ od povrchu dovniti mikrofléorou

na povrchu syra (GAJDUSEK, 2002).

3.1.1.3 Tercialni fize

Tato faze je také oznacovana jako vlastni (hlavni) zrani, kde dochazi k dal§imu rozkladu
bilkovin a rovnéz k hydrolyze tukti (KALHOTKA, 2014). Mira zrani je pfimo imérna
a to kobsahu vlhkosti syra béhem zrani, kdy se v dasledku mikrobiologickych,
biochemickych a chemickych procestt méni dulezité slozky v syru. Jedna se o bilkoviny,
lipidy a laktozu, které jsou transformovany na primarni a pozdé¢ji sekundarni produkty
zrani. Z bilkovin se postupné rozkladaji peptidy, aminokyseliny, aminy a thioly. Z tuku
se rozkladaji mastné kyseliny, methylketony, laktony, estery. Vyskytuji se zde 1 organické
kyseliny (mlé€na, octova nebo propionova) aj. Mira zastoupeni téchto sloucenin a vyse
jejich obsahu jsou odpovédné za charakteristickou chut’ syra. (WALLACE, FOX, 1998).

Hlavni zrani syrG probihd ve zracich sklepech nebo komoréach, kde musi byt
vytvofené a udrZzované optimdlni podminky odpovidajici danému druhu syra.
V mistnostech, kde probihd zrani, musi byt udrzovana stald pozadovana teplota
a potiebna vlhkost, ptfipadné regulovana intenzita proudéni vzduchu. Nemély by tam
pronikat pfimé slunecni paprsky. Ve zracich mistnostech by méla byt pouze mikroflora,
ktera je potiebna pro dany druh syra. Dbat se musi také na ochranu pted nezadoucimi
plisnémi a pred $kidci syri (mouchy, hlodavci) (KADLEC et al., 2012; SUSTOVA,
2014).
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V priubéhu zrani se syry obraceji, umyvaji a propichavaji. Nékteré syry zraji
v obalech, které nasledné slouzi i jako expedi¢ni obal. Jiné zase zraji pod ochrannymi
natéry. Timto se snizuje pracnost pii oSetfovani a reguluji se ztraty béhem zrani.
Podminky zrani jsou zéavislé na typu syra a urCuji ztraty hmotnosti, rychlost zrani, tvorbu
klry, mazu apod. Zakladnimi parametry pro zrani jsou doba zrani a teplota. U syrt
nezrajicich v obalech jest¢ mluvime o relativni vlhkosti (KADLEC et al., 2012;
SUSTOVA, 2014).

3.2 Mikrobialni zmény v pribéhu zrani syri

Zakysové kultury béhem soleni syrt mohou dosahnout poétil piiblizné 107 - 109 CFU/g.
V prubéhu nékolika prvnich tydnt jejich pocet u vétsiny syra klesa, pti¢emz rychlost
poklesu zavisi na pouzitych kmenech zdkysovych kultur. Pfirodni syr je pro
mikroorganizmy nehostinnym prostiedim, a to z divodu jeho nizkého pH, relativné
vysokého obsahu soli a absence vyznamného mnozstvi zkvasitelnych sacharidi.
Po bunééné smrti nastava lyze bun¢k a uvolnéné enzymy také prispivaji ke zrani syri
(MCSWEENEY, 2013).

U vétsiny syru plati, Ze po piiblizné dvou mésicich zrani zakysové kultury nejsou
dominantni mikroflorou. Dominuji z velké casti spiSe "divoké" nezékysové
mikroorganizmy (non-starterové bakterie mlééného kvaseni; NSLAB). Jedna
se 0 sekundarni mikrofléru, jejiz poéty se na poc¢atku zrani pohybuji v mnozstvi < 102
CFU/g, a ve zralych syrech se zvysuji na hodnoty 107 - 108 CFU/g. NSLAB jsou tvofeny
zejména heterofermentativnimi  laktobacily predevsim Lactobacillus paracasei
a Lactobacillus casei. Rist NSLAB je velkou mérou ovlivnén teplotou zrani a rychlosti
chlazeni jednotlivych sarzi syri (MCSWEENEY, 2013).

3.3 Protektivni kultury
Soucasti startovacich kultur mohou byt protektivni kultury. Startovaci kultury
se pouzivaji pfi vyrob& fermentovanych potravin jako napf. jogurty, syry, klobasy,
zelenina aj. (COELHO et al., 2014; SETTANNI, MOSCHETT], 2010).

JiZz od starovéku bylo praktikovano pouziti bakterii mlééného kvaseni (BMK),
které zpomaluji riist nezddoucich mikroorganizmi. Timto pouzitim BMK bylo docileno

prodlouzeni udrZznosti potravin. Z pocatku se jednalo o intuitivni praktiky, ty ale byly
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nasledné opteny vysledky védeckych pokusii. Za jednoho z prvnich badatel vénujicich
se této oblasti byl povazovan Louis Pasteur. Behem prvni poloviny dvacétého stoleti byla
provedena zakladni charakteristika antimikrobidlnich latek, které mikroorganismy
produkuji (bakteriociny). V roce 1953 byl v Anglii jako prvni na trh uveden jeden
z nejvyznamnéjSich  zdstupcii  bakteriocinti nisin. Za poslednich tficet let
se gram-pozitivni bakterie a predev§sim BMK staly vyznamnou soucasti pii ptirodni
konzervaci potravin a soucasti protektivnich kultur ozna¢ovanych taky jako ,,ochranné*
kultury (LACROIX, 2011).

Zavedeni téchto protektivnich kultur v syraiském primyslu mize prospét
ostatnim klasickym opatfenim (napf. pasterizace mléka, uziti definované startovaci
kultury) ke kontrole rozvoje nechténych mikroorganismii a dal$imu vylepSeni kvality
a bezpecnosti syra (GRATTEPANCHE et al., 2008).

V poslednich letech je protektivnim kulturdm a bakteriociniim, které je mohou
produkovat, vénovana velkd pozornost. Tyto kultury jsou schopny omezovat rust
patogennich mikroorganismu a to pfedevsim L. monocytogenes, S. aureus, C. botulinum
a C. tyrobutyricum, vyskytujicich se pfedevsim u syru. Vzhledem K jejich metabolickym
vlastnostem pfispivaji ke konecné chuti vyrobkt a antimikrobialni aktivita prodluzuje
jejich trvanlivost. Pouziti protektivnich kultur pfi vyrobé syrit a mléénych vyrobka vede
ke zvySeni bezpecnosti danych potravin a dale ke zlepSeni organoleptickych a nutri¢nich
vlastnosti (COELHO et al., 2014).

Christiansen et al. (2005) pozorovali antiklostridialni aktivitu laktobacild, které
byly izolovany z polotvrdych syrii. Bylo vyizolovano kolem 400 kment laktobacilt
z téchto syrl, z nichz nejvyssi pocet mél Lactobacillus paracasei. Vysledky ukazaly,
ze Lactobacillus rostouci ve vysoce kvalitnich polotvrdych syrech, by mohl byt uzite¢ny

1 jako ochrana pomocnych kultur proti ristu klostridii.

3.3.1 Charakteristika protektivnich kultur

Piirodni konzervace potravin zahrnuji procesy ke zlepSeni a zachovani zdravotni
nezavadnosti za pouziti mikroorganismt nebo jejich extracelularnich metaboliti, které
jsou schopny inhibovat rlst jinych mikroorganizmii v disledku produkce
antimikrobialnich latek. Dale dané procesy vedou k prodlouzeni udrznosti potravin.
Jedna-li se o potraviny k piimé spotiebé, je nejdulezitéjsim aspektem zdravi spotiebitele.
Startovaci kultura ma predevsim technologicky vyznam (zejména cilena produkce
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kyseliny mlécné), kdezto aplikace kultury protektivni ma za ucel produkovat latky
s antimikrobidlnim u¢inkem, které maji nezanedbatelny potencidl ke zlepSeni
mikrobiologické bezpecnosti potravin. Tim se podporuje systém spravné vyrobni praxe a
dochazi ke snizeni rizika rastu a prezivani patogent. Dilezitym piedpokladem pro
uspésnou aplikaci protektivnich kultur je tedy schopnost produkovat dostate¢n¢ aktivni
metabolity plsobici proti Sirokému spektru piislusného patogenniho mikroorganizmu,
puvodcim znehodnocujicim potraviny nebo plisnim (MESSENS, VUYST, 2002;
GHANBARI et al., 2013).

Obecné mechanizmy interference nejsou zcela objasnény. Piedpokladad se,
Ze mezi organizmy dochazi ke konkuren¢nimu boji o Ziviny (vyuzivaji dostupny zdroj
uhliku rychleji nez konkurence, kterd je nezadouci) a adhezni mista, k nezddoucim
zméndm Zzivotniho prostiedi nebo ke kombinaci téchto popsanych jevi (LACROIX,
2011).

Kazda antimikrobidlni latka, kterd se pouziva pii konzervaci potravin, neptisobi
samostatné, ale dochazi k soucinnosti dalSich latek, coz ma za nasledek vyssi G¢innosti
avznik tzv. bariérového efektu (SCHNURER, MAGNUSSON, 2014).

Nekteré BMK jsou spojovany s negativni Cinnosti, a to S kazenim potravin
¢1 moznou patogenitou, ale vétSina z nich je neSkodnd. Nékteré kmeny BMK jsou obecné
povazovany za bezpecné (seznam GRAS). Protektivni kultury museji spliovat tyto
dilezité pozadavky:

e museji byt bezpecné a nesméji predstavovat zdravotni riziko;
e schvalené, zapsané na seznamu GRAS;

e nesm¢ji mit negativni vliv na senzorické vlastnosti produktu;
e U¢inné 1 pii nizkych koncentracich;

e dostupné ekonomicky a jednoduché na piipravu;

e museji byt stabilni pfi zpracovani a skladovani,

(GHANBARI et al, 2013; LACROIX, 2011; JAY, 2005).
3.4 Vliv a ac¢inek protektivnich kultur

K vyrobé¢ mléénych fermentovanych vyrobki jako jsou napi. syry, jogurty jsou
nejdulezitéjsi BMK, které diky fermentaci pteménu;ji laktozu na kyselinu mlécnou a dalsi
organické kyseliny. Ty pak maji za nasledek snizeni pH, ¢imz dochazi k inhibici

nezadoucich patogennich mikroorganismill a nasledného znehodnoceni potraviny. BMK
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navic vyprodukuji celou fadu sekundarnich metabolitli, které mohou mit za nasledek
znehodnoceni chuti, viing a struktury. Tyto bakterie diky svym proteindzdm a peptiddzdm
napomahaji k traveni mléénych bilkovin (HATI et al., 2013).

Funk¢ni startovaci kultury BMK jsou definovany jako kmeny, které se pouzivaji
pfi potravinafskych fermentacich a které¢ maji urcité funkéni vlastnosti poskytujici
konecnému produktu ptidanou hodnotu (napi. u vyrobcti bakteriocin). Témito
vlastnostmi mohou piispét k mikrobialni bezpe¢nosti nebo k senzorické, technologické,
nutri¢ni nebo zdravotni vyhodé u dané potraviny. Kultury produkuji antimikrobialni latky
napf. bakteriociny, ¢imz se zajisti bezpecnost potravin, cukerné polymery pro zlepseni
struktury, aromatické slouceniny, které jsou zadouci k posileni chutovych vlastnosti

(HATI et al., 2013).

3.4.1 Proteolyticka a lipolyticka aktivita

V mlékarenské technologii je proteolytické piisobeni bakterii mlééného kysani velmi
dilezité. Na jedné strané se projevuje produkci inhibi¢nich latek a zménou prostiedi, které
je pro ostatni bakterie nevhodné (nizké pH, nizky redoxni potencial, organické kyseliny,
peroxid vodiku, antibiotické latky), na druhé strané¢ méni svymi enzymy slozky potravin
tak, aby vyhovovaly jejich naroénym nutriénim pozadavkim (GORNER, VALIK, 2004).

Proteolyticky systém laktobacill a nezdkysovych bakterii mlééného kysani
je slozen ze dvou skupin proteolytickych enzymu. Jedna se o proteazy, které jsou schopny
hydrolyzovat bilkoviny, a peptidazy, které §tépi peptidy vzniklé z bilkovin. Proteolytické
enzymy bakterii mlééného kysani hraji vyznamnou roli pfi rozkladu kaseinu a peptidl
za vzniku volnych aminokyselin. Nékteré enzymy jsou schopny hydrolyzovat peptidy
zodpovédné za hotkou chut’ syrtt (TUMA, PLOCKOVA, 2007).

Mnoho laktobacili ma lepsi proteolytické schopnosti nez laktokoky, zejména
aminopeptidasovou aktivitu, a tvofi Iépe volné aminokyseliny. Podle ptedpokladl jsou
aminopeptidasy zodpovédné za redukci hotkosti v syrech, nebot’ §tépi tzv. hotké peptidy
(TUMA, PLOCKOVA, 2007).

V procesu zrani syri se Stépeni bilkovin uplatiiuje ve vyznamné mife. Jednou
Z hlavnich uloh BMK je vytvofit pro pozadované biochemické pochody vhodné vnitini
prosttedi v syrech z hlediska jejich kysnuti a zrani. Jedna se naptiklad o substrat, aktivitu
vody, pH, redoxni potencial nebo texturu a vhodné vnéjsi podminky, mezi které patii

napiiklad teplota, vlhkost vzduchu, slozeni atmosféry nebo ¢as procesu. Béhem zrani jsou
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zménény reologické vlastnosti syfeniny. Textura zmiflované syfeniny se méni z pruzné
na neelastickou. K témto zménam textury dochazi predevsim Stépenim os1 — kaseinu,
ktery tvoii silné interakce s ostatnimi Kaseiny a vaze je strukturalné. Tyto vazby jsou pak
oslabovany S§tépenim vazeb as1 — kaseinu. Pii zrani také vznikaji nizkomolekularni
peptidy a volné aminokyseliny, které se ucastni na tvorbé chuti a aromatu syrt, zvysuji
pufraéni kapacitu suroviny a podporuji rist sekundarni mikroflory (GORNER, VALIK,
2004).

Proteolytické vlastnosti bakterii mlécného kysani se vyuzivaji v potravinaiské
technologii hlavné k prodluzovani trvanlivosti a dale pii vyrobé zralych
a fermentovanych potravin Kk ziskani pozadovanych organoleptickych a reologickych
vlastnosti (GORNER, VALIK, 2004).

BMK obsahuji riizné druhy a kmeny. Tyto druhy a kmeny se od sebe lisi
predevsim schopnosti hydrolyzovat proteiny. Je to ¢astecné zptsobeno organizaci jejich
proteolytického enzymového systému. Termofilni ty¢inky bakterii maji obvykle vyssi
proteolytickou kapacitu na rozdil od druhu mezofilnich a termofilnich koki. Lipolyticka
aktivita BMK je Castokrat néjak limitovana. Zahrnuje hydrolyzu mono- a diglyceridu,
které vznikaji z triglyceridii cizimi lipAzami. BMK mohou mit cholinesterazy, které

usnadnuji esterifikaci mastnych kyselin (WALSTRA et al., 2006).

3.4.2 Citratovy metabolismus

Citrat se nachazi v mléku, zelenin€, ovocnych dzusech a muize byt ptidavan také jako
konzervaéni latka do potravin. Pfi metabolizovani citratu bakteriemi mlééného kysani
vznika stejné jako pfi glykolyze pyruvat. Pfeména pyruvatu pomoci BMK muze vytvaret
ruzné konecné produkty jako je napfiklad laktat, formiat, acetat, ethanol a aromatické
slouCeniny se ¢tyfmi atomy uhliku (C4) diacetyl, acetoin a butadiol. Maslové aroma
mléénych vyrobkd, které sledujeme u masla, kyselé smetany ¢i tvarohu, zplsobuje
diacetyl. Je také dulezitou slozkou chuti u nékterych druhti syri a jogurtu. Vyuziti citratu

v mléce ma velice pozitivni vliv na kvalitu koneénych produktii (LOPEZ et al., 2008).

3.4.3 Konjugovana Kyselina linolova

Konjugovana kyselina linolova miize mit vyznamné zdravotni pfinosy pro ¢loveéka véetné
prevence rakoviny, modulaci imunitni odpovédi a hubnuti. Prospé$na je taky diky
antimikrobialnim, antikarcinogennim a protizanétlivym u¢inkim a inhibuje nastup
diabetu. Pozitivni nutri¢ni obraz téchto potravin se zvysSuje vzhledem k zji$téni, Ze mlééné
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produkty jsou dobrym zdrojem konjugované kyseliny listové (CLA). Obsah v mlé¢nych
anejjednodussi na manipulaci za ucelem zvySeni kone¢ného obsahu CLA mlécnych
vyrobki. V syrech se vyskytuje CLA v rozmezi od 3,6 do 8 mg.g™* celkového mnozstvi
tuku (MERAZ-TORRES, HERNANDEZ-SANCHEZ, 2012; YDAV et al., 2008).

3.4.4 Produkce bakteriocini
Bakteriociny, které jsou produkovany mléénymi bakteriemi, jsou bilkovinné latky
vykazujici antimikrobidlni aktivitu vi¢i vyznamnym potravnim patogenim a také
mikroflofe zptisobujici kaZzeni. Kmeny bakterii, které je produkuji, nebo piimo
purifikované bakteriociny, mohou nachdzet uplatnéni v systému konzervace potravin.
Jejich pouziti miize vést ke sniZzeni chemické konzervace nebo snizeni tepelného oSetteni.
Diky pouziti bakteriocinii Setrn&ji a pfirozenéji prodluzujeme trvanlivost potravin
a zvySujeme jejich bezpecnost. V posledni dobé dochézi u potravin ke zméné prevazujici
Skodlivé mikroflory, a to predevsim diky tomu, ze se k prodluzovani tidrznosti potravin
pouzivaji ve znaéné mife postupy, jako je naptiklad vakuové baleni, baleni
v modifikované atmosféfe a chlazeni. Pii tomto zpusobu prodlouzeni udrznosti
se negativné projevuji hlavné psychrotrofni bakterie jako C. botulinum typ E, Aeromonas
Hydrophyla, L. monocytogenes a Yersinia enterocolitica. Proto je pro minimalné
opracované potraviny vhodnéjsi alternativou biologicky proces, za ktery se poklada
vyuziti konkurujicich bakterii, které navic produkuji antimikrobialni latky. Vzhledem
ke své nezavadnosti provéfené historicky dlouhodobym pouzivanim se tedy bakteriociny
produkované bakteriemi mlééného kysani zdaji byt pii vyrobé fermentovanych potravin
vhodn&;jsi nez grampozitivni a gramnegativni bakterie (KVASNICKOVA, 2006).
Bakteriociny jsou Vv podstaté antimikrobialni proteiny nebo peptidy, které jsou
produkovany pouze bakteriemi a které jsou schopny zabijet a inhibovat rist blizce
ptibuznych druhli a nékterych patogenii. Tyto slouceniny jsou vSak vyrazné odlisSné
od antibiotik. Tyto latky jsou vyrabény jak z prokaryotickych, tak i eukaryotickych
mikroorganismt, a jsou inhibi¢ni pfi nizkych koncentracich do jinych organismu (tj. jak
prokaryot a eukaryot). Bakteriociny z BMK byly studovany v pribéhu poslednich 10 let
a nyni jsou povazovany za dilezity nastroj pro konzervaci potravin a pro kontrolu

bakterialnich infekci u lidi a zvitat (TAMIME, 2006).
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3.5 Charakteristika bakterii mlééného kysani s protektivnimi ucinky

K druhtim bakterii mlééného kysani vykazujici protektivni u¢inky fadime piedevsim
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus
paracasei, Propionibacterium freundenreichii subsp. shermanii, Lactococcus lactis
subsp. lactis, Pediococcus acidilactici, Streptococcus thermophilus a Enterococcus
faecium. Tyto bakterie jsou schopné produkovat bakteriociny, diky nimzZ je zajiSténa
ochrana fermentovanych vyrobkl proti ristu patogennich nebo toxikogennich
mikroorganismi. Do této skupiny spada Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella a Staphyloccous aureus. Mezi dalsi funkce patii kontrola ristu kvasinek
aplisni ve fermentovanych vyrobcich. Poméhaji tak zvySovat trvanlivost a zlepSuji

organoleptické vlastnosti potravin (MESKOVA, 2015).

3.5.1 Charakteristika Lactobacillus plantarum

Jde 0 grampozitivni bakterii, ktera patii do tzv. homofermentativnich mlé¢nych bakterii.
Je to dano tim, ze pti fermentaci laktozy produkuje prakticky pouze kyselinu mlé¢nou.
Diky tomu, ze mlécnd kyselina zastavuje rozmnozovani hnilobnych bakterii
a stafylokoki, vyuziva se tato ¢innost pro konzervaci zeleniny 1 nékterych krmiv (kysani
zeli a okurek, sildZzovani jetelovin a vyslazenych fepnych fizkli apod.) (ANONY M, 2017;
SILHANKOVA, 2002; SALAKOVA et al., 2015).

Lactobacillus plantarum (Obr. 1) fadime mezi prospé$né bakterie, které
se vyuzivaji pro zlepSeni zdravotniho stavu. Poprvé byl izolovan v lidskych slinach.
Nejvice se vyskytuje v gastrointestinalnim traktu zvifat i lidi a v rostlinném materialu.
Ma osvédEenou schopnost prezit zaludecni tranzit a mize kolonizovat stfevni trakt lidi
a jinych savcu. Je také soucasti kefirovych zrn a najdeme ho i v pekatském kvasku spolu
s heterofermentativnimi druhy L. brevis a L. fermentum (SILHANKOVA, 2002; DE
VRIES et al., 2006).

Tato bakterie tvoii bakteriocin ST16Pa o velikosti 6,5 kDa, ktery inhibuje rast
nezadoucich bakterii (Enterobacter, Enterococcus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Streptococcus a Staphylococcus). Dale také muze niCit patogeny a zaroven zachovat
dalezité vitaminy a antioxidanty. VyuZiti nachazi také pfi konzervaci potravin. Bylo
prokazano, ze Lactobacillus plantarum je G¢inny pii 1é¢bé Crohnovy choroby, kolitidé
a drazdivého traéniku (SALAKOVA et al., 2015; MOLIN, 2001).
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Dale je schopny produkovat antimikrobidlni peptidy a exopolysacharidy, ¢imz
je schopen udrzovat pH gradient uvniti bun¢k v pfitomnosti velkého mnozstvi acetatu

nebo laktatu. Je velice adaptabilni v riiznych prostiedich. Jeho vyskyt roste v rozmezi

teplot 15 — 45°C a pii pH 3,2 a vy$§im (ANONY M, 2017).
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»

Obr. 1 Lactobacillus plantarum (sciencedirect.com)

3.5.2 Charakteristika Lactobacillus rhamnosus
Jde o grampozitivni, fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni, nepohyblivé,
nesporotvorné ty€inky. Buiiky rostou samostatné nebo v kratkych fetizcich. Dobte roste
Vv slabékyselych médiich s pocinajici hodnotou pH 6,4 — 4,5. Lactobacillus rhamnosus
je Casto izolovan z lidské sliznice gastrointestinalniho traktu. Nalezneme ho v ustech
zdravych jedincti. Mizeme ho také najit v pohlavnim ustroji Zen a v moc¢ovych cestach.
Jednou z nejvétsich zdravotnich vyhod je predevsim jeho silny protizanétlivy tcinek
(MEDVEDOVA et al., 2007; PANYKO, 2012).

Nékteré druhy Lactobacillus rhamnosus (Obr. 2) maji uplatnéni jako probiotika.
Diky jejich odolnosti proti pisobeni kyselin a zluéi ve stfevech napomahaji udrzet
spravnou stievni mikrofloru. Byla prokazana jejich prospéSnost pfi prevenci proti
rotavirovému prijmu u déti. Pozitivni ucinky byly sledovany také u dermatitid, infekci
dychacich cest, pfi zanctech mocovych cest a u syndromu drazdivého tracniku
(SALMINEN et al., 2004).

Dle Tomasky et al. (2010) byla studovana aktivita Lactobacillus rhamnosus
Vv polotvrdych syrech. Na zaklad¢ piedchozich vysledkli byly vybrany dva druhy
laktobacilti: Lactobacillus rhamnosus 65 a 123, které byly jako doplikové kultury
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kombinované s 2 druhy laktokokovych startovacich kultur — ZS25 a Delvotec MT-53.
Tato komercné dostupna kultura byla pouzita pro porovnavaci ucely. Celkové bylo
uskuteénéno 10 poloprovoznich vyrob. Susina se pohybovala v intervalu 50,59 g.100g™
—56,27 9.100g (52,87 = 1,35) 9.100g™. Aktivni kyselost se ménila od 5,02 do 5,28 (5,14
+0,07) a titra¢ni kyselost od 86 °SH do 106 °SH (98,40 = 4,11) °SH. Vliv pouzité kultury
byl minimalni na dané méfeni vlastnosti syrt. Syry s pifidavkem Lactobacillus rhamnosus
byly senzoricky Iépe hodnocené. B€hem studie se zjistilo, ze ptidavek doplitkové kultury
ke kultufe startovaci nema vliv na analytické vlastnosti syrit (suSina, pH a titracni

kyselost) v pribéhu zrani. Tato kultura ma ovsem vliv na senzorické vlastnosti.

Obr. 2 Lactobacillus rhamnosus (www.linkedin.com)

3.5.3 Charakteristika Lactobacillus sakei
Lactobacillus sakei (Obr. 3) je grampozitivni anaerobni bakterie, kterou nejéastéji
nalezneme v Cerstvém masu a v rybach. Tato bakterie se pouziva hlavné pti fermentaci
a to jak masnych, tak i mlé¢nych vyrobki. Jeji vlastnosti jsou schopny zlepsit konzervaci
a skladovani. Lactobacillus sakei ke svému ristu potfebuje velké mnozstvi sacharidi. Pfi
nedostatku sacharidii dokaze jako zdroj energie vyuzit inosin a adenosin (PALLERA,
2011).

Tato bakterie ma inhibiéni uCinek proti bakteriim, které¢ kazi potraviny
a potravinovym patogenim, vcetné Listeria monocytogenes, grampozitivnim,
a patogennim bakteriim, zejména Escherichia coli, které jsou pro cloveéka velmi
nebezpecné. Dalsi ¢innosti je ochrana potravin pied kazenim, které zptisobuji zejména

bakterie Pseudomonas fragi a Brochothrix termospacta. Lactobacillus sakei produkuje
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bakteriocin, ktery najdeme pod oznacenim sakacin P a ktery inhibuje rtst patogennich
mikroorganismi. Tento druh bakterie je pro jeji G¢inky hojn¢ vyuzivan (TASHAKOR et
al., 2017; PALLERA, 2011).

Obr. 3 Lactobacillus sakei (www.gettyimages.ca)

Lactobacillus paracasei (Obr. 4) ftadime do grampozitivnich, nesporolujicich,
homofermentativnich bakterii. Bé&zné se vyskytuje v lidském a zvifecim zazivacim
traktu. Kmeny tohoto druhu byly izolovany v rtiznych kvasenych vyrobcich, jako jsou
kysané mléko, syry, kynuté pecivo, fermentovana zelenina. Ve velké mife je pouzivan
V potravinaiském primyslu ve startovacich kulturach pro mlé¢né vyrobky a také jako
bakterie s probiotickou funkci. Vybrané kmeny tohoto druhu jsou obsaZeny také
Vv probiotickych potravinach a potravinovych doplicich (PAINEAU et al., 2008;
SMOKVINA et al., 2013).

Optimalni teplota rustu pro Lactobacillus paracasei je v rozmezi od 10 °C — 37
°C. Je to velmi odolna bakterie, predev§im vuci nizkym hodnotam pH a vykazuje stfedni
odolnost vuci zlucovym kyselinam (PAINEAU et al., 2008).

Lactobacillus paracasei je hojné vyuzivan pii 1é€bé prajmu, vyskytujicich se
u kojencu. Patii také k soucasti kojenecké vyzivy. Byla prokazana Géinnost pii 1é¢bé
pylovych alergii a inavového syndromu. Pacienti, ktefi uzivali probiotika obsahujici
Lactobacillus paracasei, pocitovali tlevu od alergie a inavového syndromu (GREY,
2015).

Dle Havlikové et al. (2013) byla ovéfovana inhibi¢ni aktivita kmene Lactobacillus
paracasei/casei ML4DP vici dekarboxylazapozitivnim laktobacilaim (Lactobacillus
curvatus) v syrech vyrobenych v poloprovoznich podminkach. Technologicky postup byl

zvolen tak, aby zachovaval principy klasické vyroby, ale byl pfitom i1 jednoduchy
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a opakovatelny. Vyrobené syry byly po celou dobu vyroby a zrani sledovany kviili tomu,
aby se zachytily vSechny zmény ve slozeni a zastoupeni jednotlivych skupin
mikroorganismil (laktokoky, halotolerantni, termorezistentni aerobni, termorezistentni
anaerobni, fakultativné heterofermentativni laktobacily). Provadény byly tyto fyzikalné-
chemické rozbory: pH, SH, sus$ina, aw, obsah niz§ich mastnych kyselin. Pokusné vyroby
byly provedeny celkem s 8 indikatorovymi kmeny Lactobacillus curvatus. V jedné sérii
byla pokazdé jedna kontrolni vyroba, ktera byla bez ptidavku laktobacil, jedna vyroba,
kde byl pfidavek kmene Lactobacillus paracasei/casei, jedna s pridavkem
indikatorového kmene Lactobacillus curvatus spole¢né s Lactobacillus paracasei/casei
a jedna, kde byl pouze kmen Lactobacillus curvatus. Vzorky byly odebirany nasledné
v 1., 30., 60. a 90. dnu po vyrobé. Na zaklad¢ dosazenych vysledkd byla potvrzena
antimikrobialni aktivita zivych bun¢k testovaného kmene Lactobacillus paracasei/casei
MLA4DP. Ptidavek kmene Lactobacillus paracasei/casei ML4DP vedl v poloprovoznich
podminkach vyroby syri ke snizeni poéti KTJ/ml biogenni aminy tvoficich kment
Lactobacillus curvatus ptiblizné o 1 fad. Nebyly ovlivnény fyzikalné chemické vlastnosti
vyrobenych syru.

Dle Tamy et al. (2006) byla testovana antimikrobidlni aktivita Lactobacillus
paracasei izolovanych z polotvrdych syrii. Tyto laktobacily ze syri byly izolovany
V pribéhu zrani. Bylo zjisténo, ze nejvétsi antifungalni aktivitu vykazaly Lactobacillus
paracasei ST490 a Lactobacillus paracasei ST491 proti kmenum Fusarium
a Penicillium. Oba kmeny inhibovaly rist mycelia vice jak z 85 %. Lactobacillus
paracasei ST68 a Lactobacillus rhamnosus VT1 inhibovaly plisen Aspergillus niger
ze vsech zkousenych laktobacilovych kmeni nejlépe. Kmen Lactobacillus paracasei
ST68 projevil také antiklostrididlni aktivitu proti 5 z celkovych 11 testovanych kmenil
Clostridium tyrobutyricum. V tomto vyzkumu se vyskytly 4 kmeny, které mély inhibi¢ni
ucinek proti klostridiim zplisobenym latkou bilkovinné povahy (bakteriocinem).
Piedpoklada se, ze antifungalni a antiklostridialni aktivita kment Lactobacillus paracasei
vyskytujici se v syru by mohla byt pouzita k otlaceni nezadoucich plisni a Clostridium
Vv pribéhu zrani. Ze zavéru vyplyva, Ze pouziti tohoto kmene jako doplikové kultury
nebo jako soucast multi-kmenovych kultur by mohlo mit pfinos pti vyrobé polotvrdych

syra.
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Obr. 4 Lactobacillus paracasei (www.utraingredients.com)

3.5.4 Charakteristika Propionibacterium freudenreichii subsp. shermani
Propionibacterium frendenreichii  subsp. Shermani patii mezi grampozitivni,
nesporulujici, anaerobni a aerotolerantni tyCinky. Nejlépe tento kmen roste pii teploté
30 °C a za 5 — 6 dni vytvaii na médiu kolonie. Nejlepsim prostfedim pro jeho rist
je agarova puda (GAUTIER et al., 1996).

Propionibacterium frendenreichii je velice potfebny pii vyrobé syru Emental.
Propionibacterium roste v prubéhu zrani pii teploté 24 °C a pfeménuje laktat na acetat,
propionat a CO». Propionat a acetat zptisobuji ofechovou a sladkou chut’ syra, pricemz
CO:z zajisti vznik charakteristickych ok v syru. Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermani zodpovida za tvorbu chutovych latek. Predev§im diky vyrobé vitaminu B12
a inhibici nezddouci mikroflory fermentovanych potravin Se prostfednictvim uvoliiovani
organickych kyselin a bakteriocinli ukazaly jako vhodny zptisob modulace mikroflory
tlustého stieva jak u lidi, tak i u zvifat (LEVERRIER et al, 2003).

3.5.,5 Charakteristika Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. lactis (Obr. 5) vytvaii ovoidni bunky o praméru 0,5 - 1,0 um.
Jedna se o grampozitivni nepohyblivé koky, které netvoii spory a mohou se vyskytovat
v parech nebo vV fetizcich. Tento druh patii mezi jeden 2z nejrozsifenéjsich
mikroorganismi a produkuje velmi znamy bakteriocin nisin. Tento bakteriocin
se pouziva jako pfirodni antimikrobidlni €inidlo s aktivitou proti Sirokému spektru
grampozitivnich bakterii v€etné potravinovych patogent. Jednd se predevSim o tyto
patogeny: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus a Clostridium botulinum.
Pouziva se také jako konzervacni latka pro tepelné zpracované potraviny s nizkym pH.

Lactococcus lactis subsp. lactis se bézné pouziva jako startovaci kultura pro vyrobu syri
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a dalsich mlé¢nych vyrobki. Metabolicka aktivita Lactococcus lactis subsp. lactis uréuje
pH, texturu, chut i dal§i organoleptické vlastnosti syrd. Laktézu fermentuje
homofermentativné na kyselinu mlé¢nou. Pro tento druh je typické, Ze neprobihd
fermentace sachardzy, a pokud probiha, tak jen v malé mife. V mléce tvoii okolo 0,8
az 0,9 % kyseliny mlééné (GORNER, VALIK, 2004; LARSEN et al., 2016; TODAR,
2008; SALAKOVA et al., 2015).

Obr. 5 Lactococcus lactis subsp lactis (textbookofbacteriology.net)

3.5.6 Charakteristika Pediococcus acidilactici
Pediococcus acidilactici (Obr. 6) jsou grampozitivni, stejnomérné nesporolujici koky,
které jsou nepohyblivé. Vyskytuji se bud’ samostatng, v parech nebo ve dvou rovinach
s pravymi thly vytvarejici tetrady. Z hlediska vztahu ke kysliku se fadi mezi fakultativné
anaerobni. Optimalni kultivacni teplota je 41 °C a roste pii pH 4,2 — 8,0 (PORTO et al.,
2017, ANONYM 3, 2017).

Tento druh najdeme zejména v rostlinném materialu. Setkat se s nim mizeme také
v mléku, mase, rybach. Hojné pouzivan je pii fermentaci zeleniny, masa a ryb. Najit
ho mizeme u nékterych syri piedevsim jako cizi kulturu a obc¢as je pouzivany i pfi
fermentaci mléka. Nékteré kmeny se vyznacuji antimikrobidlni aktivitou, a proto
je vyuzivan ve farmaceutickém a potravinaiském pramyslu. VyznaCuje se hlavné
produkci bakteriocinl, které chrani fermentované produkty proti kaZzeni nebo proti
napadeni patogennimi bakteriemi. Bakteriocin produkovan timto druhem je oznacovan

jako pediocin (HOLLAND, etal., 2011; PORTO et al., 2017).
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Obr. 6 Pediococcus acidilactici (probioticsdb.com)

3.5.7 Charakteristika Streptococcus thermophilus

Streptococcus  thermophilus  (Obr. 7) se fadi do skupiny termofilnich,
homofermentativnich bakterii mlééného kysani. Byva pouzivan pii vyrobé syri
s vysokymi teplotami vafeni. Tradi¢né€ byva pouzivan spolecné s rodem Lactobacillus
(Lactobacillus helveticus, Lactobacillus bulgaricus) do startovacich kultur, nej¢astéji pii
vyrobé jogurt a pfi vyrobé Svycarskych a italskych syrt. Patfi dale do skupiny
grampozitivnich bakterii. Optimalniho ristu dosahuje pfi teplotach v rozmezi 40 az 45
°C (RANDAZZO , 2013).

Vyrobky, ve kterych byl ke kysani pouzit Streptococcus thermophilus,
se vyznacuji tim, Ze jsou nachyln&jsi k infekci bakteriofdgy, ¢imz mize dojit
ke zpomaleni produkce kyseliny mlééné a nasledné az ke ztraté¢ vyrobku (HARNETT, et
al., 2011).

Obr. 7 Streptococcus thermophilus (probioticsamerica.com)
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3.5.8 Charakteristika Enterococcus faecium

Rod Enterococcus jsou vSudyptitomné mikroby. Najdeme ho v gastrointestinalnim traktu
celé fady zivocichu, dale se také nachazi v dutiné ustni a vaginalnim traktu. Enterokoky
se obecn¢ pouzivaji k prodlouzeni doby skladovatelnosti a zlepSeni hygienické
bezpec¢nosti potravin. Hraji vyznamnou roli pii rozvoji senzorickych charakteristik
Vv pribehu zrani syrii a byly také pouzity jako slozky startovacich kultur pfi vyrob¢ syrt.
Tyto bakterie ucinkuji proti celé fadé grampozitivnich patogenti v¢etné Clostridium
botulinum, Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus. Vzhledem Kk jejich
schopnosti vydrzet teplo a dalsi neptatelské prostiedi je najdeme v riznych potravinach,
jako jsou mléko, syr, fermentované klobasy a olivy (KARIMAEI et al., 2016; GIRAFFA,
2003).

Enterococcus faecium (Obr. 8) je grampozitivni bakterie, ktera tvoii pary, ale
mohou se vyskytovat i v fetézech. Jedna se o lidsky patogen, ktery zptsobuje infekci
mocovych cest, endokarditidu a infekce poopera¢nich ran. Po dlouhou dobu muze
prezivat v pidé€, odpadech a také na riiznych pracovnich plochéach. Preziva v kyselém
¢i zasaditém prostiedi (mezi 4,0 — 9,6). Maji Siroky rozsah teplot, které mohou piezit
od 10 do 45 °C. Tato bakterie snasi obsah soli do 6,5 % NaCl. E. faecium vytvaii
antibakterialni peptidy, které oznacujeme jako bakteriociny. Muze se pfidavat i do kultur,
které pomahaji inhibovat rist nezddoucich mikroorganismii (FEORI, 2012; GIRAFFA,
2003).

Obr. 8 Enterococcus faecium (http://www.bode-science-center.com)

28



3.6 Rozdéleni a plisobeni bakteriocini

Podle ucinkii, mechanismti a vlastnosti byly bakteriociny rozdéleny do nékolika tfid.
Postupné byl objeven velky pocet bakteriocinli rizné rozmanitosti a diky nékterym
spole¢nym rysum je tak bylo mozZno zafadit do nékolika tfid a podskupin (TAMIME,
2006).

V minulych dvou dekadach bylo demonstrovano nékolik studii o potencidlu
bakteriocinti, které jsou schopny kontrolovat rist patogennich mikroorganismu
Vv potravinach. Bakteriociny jsou peptidy s antimikrobiotickou aktivitou tvofeny Sirokou
Skalou bakterii. Bakterie mlééného kyséni znamé jako bakterie uzivané pii mlécné
fermentaci produkuji mnoho identifikovanych bakteriocinti. Krom¢ toho mohou byt
bakteriociny rychle degradovdny protedzami v gastrointestindlnim traktu, a proto
nemohou interferovat s lidskou stfevni mikroflorou. Vyzkumy tykajici se vyskytu
bakteriocini v syrech byl zaméfen ptredev§im na kontrolu ristu L. monocytogenes

¢i sporotvornych organismii (GRATTEPANCHE et al., 2008).

3.6.1 Rozdéleni bakteriocini

Bakteriociny, které jsou vyrabény bakteriemi mlééného kysani, tvoii riiznorodou skupinu
peptidit s ohledem na velikost, strukturu, zptsob ucinku, antimikrobidlni ucinnost
a imunitni mechanismus. Bakteriociny jsou fazeny do né€kolika tfid. Metody klasifikace
bakteriocint zahrnuji: genetiku, molekularni hmotnost, chemické slozeni. Jedna z metod
klasifikace je fazeni bakteriocint do tfid, a to na bakteriociny tfidy 1., II., III. (Tab. 1)
(DOBSON et al., 2012).
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Tab. 1 Produkce bakteriocinu bakteriemi mlécného kysani (TAMINE, 2006).

Kategorie Podskupina Priklady
Trida | (termostabilni Tvo A Nisin, lacticin 481 a 3147, cytolysin,
lantibiotika) yp lactocin S
TypB Mersacidin, actagardine, cinnamycin,

ancovenin, duramycin Ba C

Trida Il (termostabilni | Podskupina (a) (Bacteriociny s | Lactococcin G, plantaricin S, lactacin F,

peptidické bakteriociny | dvéma peptidy) plantaricin EF, plantaricin JK
Podskupina (b) (silna Pediocin PA-1, sakacin A a P, enterocin A,
antilisterialni aktivita) leucocin A-UAL 187
Podskupina (c ) (zavislé na Divergicin A, acidicin B, enterocin P,
hlavnim peptidu) Enterocin L50

Podskupina (d) (bez hlavniho

. Lactococcin A, lactococcin B, enterocin B
peptidu)

Podskupina (e ) smidené
bakteriociny

Trida lll (velké, Helveticin J, acidophilucin A, caseicin 80,

termolabilni proteiny lacticin A

3.6.1.1 Bakteriociny I. Tidy - Lantibiotika

Jedna se o malé tepelné stabilni peptidy. Jsou slozené z jednoho nebo dvou peptidi
(< 5kDa), které pisobi na membranové struktury a prosly posttranslacni modifikaci.
To mé za nasledek tvorbu charakteristickych thioetherovych aminokyselin lanthionin
a methyllanthionin (ROSS et al., 2002; DEEGAN et al., 2006). Lantibiotika inhibuji
cilové buiiky diky tvorbé porti v membrang, vyCerpanim transmembranového potencialu
nebo pH gradientu, coz vede k tniku bunéénych materiali. V tomto jevu jde o to,
7ze sepozitivné nabité bakteriocinové molekuly s hydrofobnim koncem véazou
na negativné nabitou fosfatovou skupinu cilovych bunéénych membran elektrostatickymi
interakcemi. Proto se hydrofobni ¢asti bakteriocini vazou do membrany. Diky tomu
zpusobuji vznik pora a nasledné bunéénou smrt (BALCIUNAS et al., 2013).

Velmi dobfe znamy a dulezity piiklad této skupiny je nisin. Oproti jinym
bakteriocinlim ma nisin Siroké spektrum ptisobnosti. Pisobi pfedev§im proti sporulujicim
mikroorganismiim a proti L. monocytogenes. VVzhledem k jeho schopnosti zabranit rastu
bakterialnich endospor vedlo jeho pouziti k prevenci proti pozdni tvorbé plynu u tvrdych
syru a dale je pouzivan jako inhibitor C. botulinum. Aktivita nisinu je nejvétsi v mirné
kyselych podminkach. Jeho mistem pulsobeni je stejn€ jako u ostatnich bakteriocinli
cytoplazmatickd membrana (ARQUES, 2015; MARTH, 1998).

Na zéklad¢ strukturdlni podobnosti byla lantibiotika rozd€lena nejprve do dvou

podtiid. Podtiida Ia (Tab. 2) zahrnuje relativné prodlouzené, flexibilni a pozitivné nabité
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peptidy, které obecné piisobi na cytoplazmatické membrany citlivych bakterii. Podttida
Ib (Tab. 3) je tvofena peptidy, které jsou kulovitého tvaru, maji tuzsi strukturu a jsou
zaporn¢ nabité. Jejich funkce je zalozena na tom, Ze napadaji enzymaticky systém
citlivych bakterii (PARADA et al., 2007).

Lantibiotika jsou obvykle déleny na dva typy, a to typ A a B. Typ A rozumime
protahlé flexibilni molekuly, které maji kladny naboj a pusobi pfes membranové
depolarizace. Tato lantibiotika produkuji grampozitivni bakterie mlécného kysani.
Radime zde napiiklad nisin. Lantibiotika typu B maji globularni strukturu a zasahuiji
do bun&&nych enzymatickych reakci. Castéji o nich mluvime jako o inhibitorech enzymd.

Jako piiklad se uvadi mersacidin a actagardin. (ROSS et al., 2002; TAMIME, 2006).

U riznych bakterii je citlivost na lantibiotika zna¢né odliSna. Proti Sirokému
spektru grampozitivnich bakterii, v¢etné nékolika kazeni potravin a patogennich
mikroorganismi, se pouzivaji lantibiotika, jako je nisin nebo lakticin 3174. Zatimco
laktocin S ma 0zké spektrum aktivity a je G¢inny predev$im proti jinym bakteriim
mlécného kysani, nisin je aktivni jak proti bakteriim, tak i proti vegetativnim sporam

(TAMIME, 2006).

Tab. 2 Priklady bakteriocinii tridy Ia a jejich producenti (LUQUET, CORRIEU, 2005)

Bakteriocin

Producent

Nisin A Lactococcus lactis NIZO5

Nisin Z Lactococcus lactis NIZ022186
Subtilin Bacillus subtilis ATCC6633

Pep5 Staphylococcus epidermidis 5
Epidermin Staphylococcus epidermidis Tu3298

Gallidermin

Staphylococcus epidermidis Tu3298

Mutacin 1l

Streptococcus mutans JH100

Lactocin S

Lactobacillus sakei L45

Lacticin 481

Lactococcus lactis ADRIAS5L0O30

Bacteriocin J46

Lactococcus lactis ssp. Cremoris 146

Streptococcin A-FF22

Streptococcus pyogenes FF22

Salivaricin A

Streptococcus salivarius 20P3

Streptin

Streptococcus pyogenes BL

Plantaricin

Lactobacillus plantarum C
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Tab. 3 Priklady bakteriocinii tridy Ib a jejich producentii (LUQUET, CORRIEU, 2005)

Bakteriocin Producent

Mersacidin Bacillus subtilisHIL Y85
Actagardin Actinoplanes

Ancovenin Streptomyces ssp.
Duramycin C Streptomyces griseoluteus
Mutacin | Streptococcus mutans

V soucasné¢ dob¢ je V potravinafstvi vyuzivano dvou lantibiotik. Pro pouziti
v nékterych potravinaiskych vyrobcich byl v ramci EU a v USA schvalen nisin. Mimo
to je nisin pouzivan také ve veterinafstvi, zejména pro prevenci bakterialnich infekci,
které zplsobuji kravdm mastitidy. Lakticin 3147 byl licencovan pro pouziti proti

bakterialnim infekcim u kravského vemene (TAMIME, 2006).

Nisin

Jedna se o nejznaméjsi bakteriocin. Nisin (Obr. 9) je slozen zvelmi podobnych
polypeptidii tvofenych 34 aminokyselinami. Jeho struktura obsahuje tfi neobvyklé
aminokyseliny (dehydroalanice, lanthionin a pB-methyl-lanthionin) a pét vniténich
disulfidickych mustki. Je produkovan nékterymi kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis.
Byl jako prvni povazovéan za antibakteridlni peptid a popsan v bakteriich mlééného
kysani. Tento bakteriocin je u¢innym baktericidnim ¢inidlem proti n€kolika ptibuznym
a nepfibuznym bakteriim a vyskytuje se pfirozené¢ v mnoha mléénych vyrobcich. Byl
piijat do evropského seznamu potravinaiskych ptidatnych latek, kde mu bylo ptidéleno
&islo E234 (SUGANTHI, 2012; ROSS, 2002; SOBRINO-LOPEZ, MARTIN-BELLOSO,
2008; ARQUES, 2015).
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Ohb = dehywdrobutyrine

Obr. 9 Nisin (www.drugfuture.com)
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Nisin ma S$iroké spektrum aktivit inhibujici vegetativni bunky a spory
grampozitivnich bakterii. Za bakterie citlivé na nisin se povazuji: ostatni mlé¢né bakterie,
Bacillus, Clostridium, Listeria a Streptococcus. Nisin neinhibuje gramnegativni bakterie,
kvasinky a plisné, pokud neni pouzita dal§i konzerva¢ni metoda. Je to proto,
Ze gramnegativni bakterie maji bunécné stény mnohem méné propustné nez
grampozitivni bakterie. Proto nisin vyuzivame ve spojeni s jinymi synergicky piisobicimi
konzervacnimi metodami (jedna se o tzv. technologii ptekazek), naptiklad vysokou
koncentraci soli a nizkym pH (REUNANEN, 2007; KVASNICKOVA, 2006).

Je zndmo 5 kompozi¢nich variant nisinu. Ty jsou oznaceny pismeny A — E.
Nisaplin je stl zfedéného nisinu A a jde 0 komeréné dostupny piipravek, Ktery je nejvice
biologicky aktivni (SUGANTHI, 2012; LEDERBERG, 2000).

Prvni aplikace nisinu v mléénych vyrobcich byla provedena jako prevence proti
kazeni Clostridium tyrobutyricum odpovédné za pozdni dufeni syrt. Nisin byl
baktericidni proti riznym kmentim L. monocytogenes a jeho ucinek byl rozsifen ptidanim
NaCl nebo snizenim pH. Poskytuje taky ochranu pfed kontaminaci mléka nebo tvarohu
pted S. aureus. Nisin mizeme vyuzit u vyrobkl s vysokou vlhkosti a s nizkym obsahem
soli a u vyrobkl ulozenych mimo chladici zafizeni bez rizika znehodnoceni. Mnozstvi
nisinu je zavislé na slozeni potraviny, pozadované dob¢ trvanlivosti a predpokladané
teploté skladovani. Nisin se pouZzivd k prodlouzeni trvanlivosti mléka a mléénych
vyrobki, které nemohou byt plné sterilizovany, aniz by doslo k pos§kozeni vzhledu, chuti
a textury. Nisin je vysoce povrchové aktivni molekula, kterd se mize vazat na rizné
slouceniny. Toho se miize vyuzit v rozvoji aktivniho baleni, kde je klasickd ochranna
funkce obalu podporovana antimikrobialnimi wginky nisinu (ARQUES, 2015;
KVASNICKOVA, 2006; SOBRINO-LOPEZ, MARTIN-BELLOSO, 2008).

Lakticin 3147

Bakteriocin se skldda ze dvou stejné velkych posttranslacné modifikovanych peptidi.
Je hydrofobni. Lakticin 3147 je produkovany kmenem Lactococcus lactis. Zajem o tento
bakteriocin vzrostl vzhledem K jeho aktivit¢ proti Sirokému spektru organismt, které
zahrnuji v§echny grampozitivni bakterie (Listeria monocytogenes, S. aureus, Clostridium
tyrobutyricum). Tento bakteriocin byl izolovan zirského kefirového zrna, které
se pouziva pro vyrobu podmasli. Jeho vlastnosti jsou zavislé na pH. ZvySena aktivita
je vykazovana v kyselém pH, a to i stabilita na tepelné oSetfeni. Lakticin 3147 byl

inaktivovan pii teploté¢ 121 °C po dobu 10 minut a pii pH 9,0, zatimco pti pH 5,0 ztratil
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pouze 50 % své aktivity. Pouzitim tohoto bakteriocinu doséhneme lepsich senzorickych
vlastnosti polotvrdych syri, jako je chut, po 27 dnt zrani (ROSS, 2002; SOBRINO-
LOPEZ, MARTIN-BELLOSO, 2008).

3.6.1.2 Bakteriociny II. ti'idy

Bakteriociny II. tfidy jsou malé tepelné stabilni peptidy (< 10kDa). Tato tiida se rozdéluje
dale na né€kolik podtiid. Podtiida Ila (Tab. 4) je tvofena peptidy s konvenéni sekvenci
na N-konec Tyr-Gly-Asn-Gly-Val, které ptisobi pfedevs§im proti Listerii monocytogenes.
Obsahuje bakteriocin, ktery je oznaCovan jako pediocin a ktery produkuje zejména
Pediococcus acidilactici. Tohoto bakteriocinu se hojné vyuziva pii piipravé potravin
Vv konzervarenském primyslu a také v medicinské oblasti. V této podtiidé dale najdeme
sakacin. Podtfida IIb je tvofena komplexem dvou odlisnych peptidl, které pracuji
synergicky. Jednotlivé tyto peptidy ovSem maji malou nebo zadnou aktivitu. Jedna
se o bakteriocin s nazvem lactococcin G, ktery produkuje bakterie Lactococcus lactis
subsp. Lactis a plantaricin EF. Do podtiiy Ilc spadaji malé, ale za to tepelné stabilni
peptidy. V této podtiidé najdeme divergicin A a B acidocin (ABEE et al., 1995; DEEGAN
et al., 2006, PARADA et al.,, 2007). Do podtiidy Ilc fadime také enterocin, ktery
je produkovan bakterii Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis. V podtiidé 1ld
se nachazi bakteriocin s ndzvem aureocin. Jedna se 0 vysoce stabilni bakteriocin, ktery
pfezivd v zasaditém prostfedi, je termorezistentni a neni ovlivnitelny protedzami.
V podtiidé Ile najdeme bakteriocin, ktery se nazyva aureocin A70 a je vysoce stabilni.
Je sloZen ze Ctyf peptidi. Dale je zndmy tim, Ze vykazuje vysokou aktivitu pfi inhibici L.
monocytogenes a je pouzivan piedevsim v biotechnologiich (DOBSON et al., 2012).

Do tfidy II bylo v poslednich letech zafazeno vice jak 50 bakteriocini
produkovanych mléénymi bakteriemi. Tyto bakteriociny se skladaji z 30 az 60
aminokyselinovych zbytkl. Jsou veétsi jak bakteriociny ze ttidy I. typu A. Jedna
se o kationtové bakteriociny, které jsou bud’ amfifilni nebo hydrofobni (TAMIME, 2006).
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Tab. 4 Piiklady bakteriocinii tiidy II a jejich producenti (LUQUET, CORRIEU, 2005)

Bakteriocin Producent

Lactococcin G Lactococcus lactis LMG2081
Lactococcin MN Lactococcus lactis 9B4

Lactacin F Lactococcus johnsonii VP111088
Thermophilin 13 Streptococcus thermophilus Sfil3
Plantaricin EF Lactobacillus plantarum LCP010
Plantaricin JK Lactobacillus plantarum C11
Leucocin H Leuconostoc ssp. MF215B
Carnocin H Carnobacterium ssp.

Lactocin 705 Lactobacillus casei CRL 705
Acidocin J1132 Lactobacillus acidophilus JCM 1132
ABP-118 Lactobacillus salivarius ssp. salivarius
Enterocin 1071 Enterococcus faecalis BFE 1071
Mutacin IV Streptococcus mutans UA 140
Enterocin L50 Streptococcus faecium L50

Enterocin AaB

Enterococcus faecium produkuje enterocin, pti¢emz se ukazalo jeho Siroké inhibi¢ni
spektrum proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, jako je Listeria
monocytogens a Salmonella paratyphii, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum.
Pti kultivaénich podminkach pH 6,0 a teploty 35 °C bylo dosazeno optimalni produkce
bakteriocinu (2400 AU / ml) z E. faceium (ANNAMALAI et al., 2009; GIRAFFA, 2003).

Pediocin PA - 1

Tento bakteriocin je produkovan bakterii Pediococcus acidilactici. Je ucinny proti
Sirokému  spektru  grampozitivnich  bakterii véetné Listeria monocytogenes
a alimentarnim patogeniim, coZ je vyuzivano pfedevs§im v mlékarenském primyslu. Dale
se v mlé¢karenském primyslu vyuziva vzhledem ke své stabilité ve vodnych roztocich,
jeho Sirokému rozsahu aktivity pH a diky skutecnosti, Ze neni ovlivnén zahfivanim nebo
zmrazenim. Pediocin PA — 1 je vysoce hydrofobni, kladné nabity peptid sestavajici ze 44
aminokyselin. Tento bakteriocin je vyuzivan hlavné v masné vyrob¢. Pozoruhodné je,
7e pediocin ma antimikrobialni u¢innost i pfi nanomolarnim mnozstvi (ABEE, 1995;

SOBRINO-LOPEZ, MARTIN-BELLOSO, 2008; PORTO, 2017).

3.6.1.3 Bakteriociny III. tiidy
Do III. tfidy fadime peptidy s molekulovou hmotnosti nad 30 kDa. Bakteriociny v této
tiidé jsou termolabilni a nejsou vice prozkoumany. V této tiidé se nachazi bakteriociny

helveticin J, acidofilicin A a lactacin A a B. Peptidy z této skupiny jsou znamé tim,
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ze napadaji bunécné stény, a to zejména u bakterii Staphylococcus aureus (ROSS, 2002;
PARADA et al., 2007).

3.7 Aplikace a pouZiti bakteriocinu

Diky modernim pokrokiim Vv technologiich, které se vyvijeji ze dne na den, je konzervace
potravin stale vice diskutovanym tématem. Kvuli nedostatecné konzervaci dochazi
k ekonomickym ztratam v dasledku kaZeni a nezddoucim uc¢inktim na lidské zdravi.
Na tento popud bylo zaznamenano mnoho chemickych konzervaénich latek, které byly
pouzity pii konzervaci potravin. Vzhledem Kk rostoucimu povédomi spotiebitell a nardstu
zdravotnich problémii v oblasti chemicky pfidatnych latek se pouziti pfirodnich
konzervanti stava atraktivngjsi (MESKOVA, 2015).

Soucasné pouziti vice nez jednoho bakteriocinu nebo vice kmeni produkujicich
bakteriociny muze snizit vznik rezistence v cilovych kmenech. Kombinované oSetieni
bakteriocinti s fyzikalnimi procesy nebo jinymi pfirodnimi konzervanty nabizi Siroky
scénat budoucich praktickych aplikaci (ARQUES, 2015).

Z vyzkumt se dozviddme, Ze nékteré z probiotickych kmenG maji Gcinky
na rezistenci proti infekci stfevnimi patogeny. Vyvoj kment probiotickych mlécnych
vyrobku, které maji dobré technologické vlastnosti a lepsi charakteristiky, nez tomu bylo
u jednotlivych kment, zpisobil, Ze 0 toto téma Se zvySuje zajem, jelikoz jsou tyto kmeny
schopné piisobit nejen jako ochranné kultury v potravindch, ale také jako probiotika

schopna vyvinout ochranny uéinek proti infekcim (ARQUES a kol., 2015).

3.7.1 Bakteriociny a aplikace v potravinach a potravinarstvi
Startovaci kultury produkuji celou fadu latek vcetné kyseliny mlééné a metaboliti
napomahajicich zachovavat a wudrzovat bezpecnost fermentovanych vyrobki.
Pii konzervaci potravin jsou bakteriociny produkujici bakterie mlééného kysani
povazovany za bezpecné latky. Jsou tolerantni k pH a vysokym teplotam, maji pomérné
Siroké antimikrobidlni spektrum vici patogennim mikroorganismiim, které se vyskytuji
V potravinach a proti bakteriim zptisobujicim kazeni (FOX, 2004; GALVEZ et al., 2007)
K vyfeseni problému by mohla ptispét kompatibilni kombinace mlééného startéru
a kmenu produkujici bakteriocin. V této oblasti je vSak zapotiebi dal§iho vyzkumu
pro optimalizaci produkce bakteriocinti a ¢innosti v mléénych vyrobcich (ARQUES,
2015).
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Pouziti bakteriocinil z bakterii mlé¢ného kysani nebo potravinaiskych fermentaci
pii vyrobé mlécnych vyrobka (Tab. 5), které mohou byt zac¢lenény do kysanych nebo
nekysanych mlécnych vyrobkt, znamena dalsi vyhody pro zlepSeni bezpecnosti a zvyseni
kvality mléénych vyrobka, které poskytuji dostate¢nou piekazku pro snizeni

pravdépodobnosti vyskytu onemocnéni pochazejicich z potravin (ARQUES, 2015).

Tab. 5 Aplikace bakteriocinii a bakteriocinogennich kmenii v mlécnych vyrobcich (ARQUES,
2015)

Bacteriocin Bacteriocin-producing culture Application Pathogen Product
Lacticin 3147 Le. lactis DPC 3147 Spray-dried powder L. monocytogenes Cottage cheese
Pediocin P acidilactici PACL.0 Dry powder L. monocytogenes Cottage cheese and yogurt
Piscicolin 126 C. piscicola ]G 126 Concentrated supernatant L. tnonacytogenes Camembert cheese
Enterocin CRL35 E. faecium CRL 35 Concentrated supernatant L. snonocytogenes Goat milk cheese
Nisin Lc. lactis CNRZ 150 Starter culture L. monocytogenes Camembert cheese
Nisin Le. lactis TAB 50 Starter culture L. monocytogenes Semihard cheese
Lacticin 481 Le. lactis TAB 24 Starter culture L. monocytogenes Semihard cheese
Lacticin 3147 Le. lactis DPC 4275 Starter culture L. monocytogenes Cottage cheese
Enterocin AS-48 E. faecalis TAB 28 Starter culture L. monocytogenes Semihard cheese
Enterocin AS-48 E. faecalis INIA 4 Starter or adjunct culture L. monocytogenes Manchego cheese
Pediocin Le. lactis MM 217 Starter culture L. monocytogenes Cheddar cheese
Pediocin Lb. plantarum WHE 92 Surface sprayed cell suspension L. tnonocytogenes Munster cheese
Pediocin L. lactis CL1 Adjunct culture L. monocytogenes Semihard cheese
Pediocin Le. lactis CL1 Adjunct culture S. aureus Semihard cheese
Nisin Le. lactis EST 515 Adjunct culture S. aureus Semihard cheese

Galvez et al., (2007) pfezkoumali limitujici faktory bakteriocini pti aplikaci
Vv potravinach (Tab. 6) a prezentovali je v roce 2007. Pii zpracovani potravin jsou
bakteriociny ptidavany jako ptipravky produkované ex situ nebo inokulaci
bakteriocinogennich kment. Poté bakteriociny vykazuji v potravingé antimikrobialni
aktivitu. Takovato potravina, jeji zpracovani a pfirozena mikrofléra pak ma v mnoha
piipadech pomérné slozitou a nestabilni podstatu. Bakteriociny musi projit pfes v§echny

limitujici faktory, aby vykazovaly antimikrobialni aktivitu.
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Tab. 6 Ucinnost bakteriocinii v potravindch — limitujici faktory (GALVEZ et al., 2007)

Skupiny Limitujici faktory

- podminky zpracovani potravin

- skladovaci teploty

Faktory souvisejici s potravinou - pH potraviny

- inaktivace enzymi v potravinach
- interakce s aditivy

- pocet MO, obsah MO v potraviné
Mikroflora potraviny - mikrobialni diverzita
- citlivost na bakteriociny

- obsah, po¢et MO v potraviné
- citlivost na bakteriociny
Cilové bakterie - fyziologické stadium

- fyzikalné — chemické bariéry
- vytvoreni odolnosti/adaptace

3.7.2 Bakteriociny a aplikace v lékaistvi

Bakteriociny by mohly pfispét na probiotické funkci jako kolonizujici peptidy, které
usnadiiuji zavedeni nebo prevahu kmene produkujiciho bakteriocin do GIT vyklenku.
Bakteriociny mohou inhibovat invazi konkuren¢nich nebo patogennich kment
Vv komunit¢ nebo modulovat slozeni mikrofléory a imunitniho systému hostitele
(ARQUES, 2015).

Dalsi oblasti, kterd si zaslouzi zkoumdéni, je vznik rezistentnich patogend.
Aplikace bakteriocind v souvislosti s lidskym zdravim zavisi na znalosti mechanismu
ucinku. Mechanismus u¢inku v profylaxi gastrointestinalnich poruch je vSak stale Spatné
pochopen. Vétsina probiotik pouzivanych v potravinaiskych vyrobach jsou bakterie
mlééného kysani, zejména Lactobacillus a Bifidobacterium (ARQUES, 2015).

K vytvofeni novych alternativnich metod vedly neZadouci G¢inky nové generace
antibiotik s vysoce toxickymi prvky. Diky tomu maji v dnes$ni dobé& bakteriociny velky
potencial v aplikacich pro lidské zdravi (RILEY, WERTZ, 2002).

3.8 Ochranné a zraci materialy

Hlavni funkci obalovych a zracich materialti je obklopit a posilit konkrétni vyrobek
a chranit jeho obsah proti riznym druhiim nebezpeci, ktera by mohla mit neptiznivy vliv
v prubéhu skladovani, distribuce (LAW, TAMIME, 2010).

Syry, které zraji v celé hmot¢€, jsou po soleni ihned baleny do folii, oSetfeny

ochrannym plastovym natérem a v malé mife je jejich povrch pfi zrani oSetfovan solnym
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roztokem (2 — 3 %) nebo Inénym olejem. Zraci folie a natéry slouzi jako bariéra, ktera
nepropusti kyslik ani vodu, ale propusti oxid uhli¢ity (KADLEC et al., 2012).

Chut’ 1 kvalita syra je velmi vyznamné ovliviiovana zpisobem baleni. Proto
ma kazdy druh syra specifické pozadavky na jejich uchovavani. Spravné zvoleny obal
pro dany druh syra musi respektovat jeho pfirozeny charakter a zaroven zachovat jeho
senzorické vlastnosti. Obal by m¢l tento jev béhem zrani podporovat, a to za Gcelem
dosazeni maximalni kompatibility produktu s obalem. Tim se rozumi dosazeni zaddoucich
vlastnosti. Zvolenim vhodného obalu se zabranuje znehodnoceni vyrobku bé&hem
pfepravy, manipulace a skladovani (CEJNA, 2012).

Volba materialti pro obal syri vyzaduje znalosti nasledujicich aspektu: vlastnosti
vyrobku, které se vztahuji k procesu baleni (napf. pocet, tvar a velikost), vliv pfirozeného
procesu, kterym je v pfipadé€ syra zrdni, vliv vnéjSich faktorii na vlastnosti syra, které
Vv pripad¢ svétla miize zpisobit zménu chuti nebo barvy. Vyznamny vliv na pozadované
vlastnosti, a tim i vybér obalovych materialti, ma, zda je ur¢en k ochrané syra ve fazi zrani

nebo oSetiuje produkt ke spokojenosti koncového uzivatele (LAW, TAMIME, 2010).

3.8.1 Syraiské vosky

Syraiské vosky se pouzivaji z divodu vylouceni nadmérnych ztrdt pfi zrani a uspory
prace pii oSetfovani syrti ve zracich sklepech. Dale chrani syr proti mechanickému
poskozeni, pted ristem plisni a poskytuje 1 vyrazny atraktivni vzhled syrii. Existuje velka
barevna Skala odstinu Zluté, oranzové, Cerné, bilé, hnédé, Cervené, ruzové a zelené,
aby se syry mohly odliSovat. Tato barviva a pigmenty maji vysokou kvalitu z hlediska
vyuZiti potravin. Vzhledem k tomu, Ze vétSina tvrdych syri md anaerobni popiipade
fakultativné anaerobni mikrofléru, napomaha parafinovani (voskovani) k zamezeni
pristupu kysliku ze vzduchu a tim ¢astecné urychli priibéh zrani. Dochézi také k omezeni
aerobniho zrani (SPUNAROVA, 2012).

Mezi pozadavky, které jsou kladené na syratské vosky z hlediska jejich G€innosti,
patii potazeni celého povrchu syra souvislou vrstvou vosku bez jakychkoli otvord,
zamezeni jeho vysychani a znec€iSténi povrchu syra. Je nutné docilit Gplného piilnuti
vosku k povrchu syra a to tak, aby mezi vrstvou vosku a povrchem syra neziistaly zadné
vzduchové mezery. Dal§im diilezitym pozadavkem je ohebnost a pruznost voskového
obalu, jenz zajistuje jeho odolnost vu¢i mechanickému namahani pii oSetfovani,
manipulaci a skladovani syrii. S mensi mérou jsou kladeny pozadavky také na zajisténi

stability barviv a snadné krajeni. Mezi Cinitele, ktefi ovliviiuji u¢innost voskovani, fadime
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nizkou vlhkost povrchu syra, celistvost povrchu, tuhost povrchu, istotu povrchu, teplotu
voskové 14zn¢ a teplotu voskovaného syra (KACENAK, 2007; TEPLY et al., 1957)

Na jakostni syrafské vosky jsou kladeny pozadavky majici technologické, ochranné,
ekonomické a estetické funkce, které¢ vyplyvaji z hlediska jejich Gc¢innosti. Dobrymi
vlastnostmi voski, zejména z hlediska jejich viskozity, se docili toho, aby se pfi potazeni
celého povrchu syra souvislou vrstvou syraiského vosku bez jakychkoliv otvord, trhlin
a mezer zabranilo zne¢isténi povrchu syra a jeho vysychani. (SPUNAROVA, 2012).

U syraiskych voskl pouzivanych k voskovani nezralych syrt, tj. jest¢ béhem
vyrobniho procesu, je udrzovani souvislé vrstvy diilezité nejen proto, aby se vytvorily
podminky pro anaerobni zrani syru, ale také kvili plynim vznikajicim béhem zrani
a unikajicim z hmoty syra tak, aby neporusovaly celistvost jeho voskového obalu.
Vytvoteni spravné fungujici vrstvy syratského vosku na povrchu syra vyzaduje, aby vosk
mél predepsané fyzikdlni a chemické vlastnosti, ptfedevsim potfebnou pfilnavost

k povrchu syra a pruznost (SPUNAROVA, 2012).

3.8.2 Plastické natéry
Tento zpiisob oSetfeni poskytuje vyhody klasického zrani s podstatné mensimi ztratami.
Pouziva se ptedev§im potravinaiskd PVAC disperzni barva Plasticoat nebo Delvocoat
V odstinu syrové zluti, kterd je na syry nanasena $tétcem. Aplikace se provadi po vysoleni
syrt na lehce oschly nebo otfeny povrch. Po natfeni jedné poloviny syra je nutné nechat
tuto vrstvu zaschnout (do druhého dne) a teprve po jejim zaschnuti aplikovat natér na
druhou polovinu syra. Vlhkosti zraciho prostoru pii tomto zpisobu oSetieni musi
dosahovat kolem 80 - 90% relativni vlhkosti, aby si natér udrzel pruznost a neztvrdnul.
Povrch se v pribéhu zrani doporucuje 3x az 4x natirat slab$i vrstvou. Mezi natéry
je dialezité dbat na to, aby byl syr pravidelné obracen. Je to z toho divodu, aby se spodni
strana syra nepfilepila na zraci desku a pfedeslo se riistu plisni. Frekvence natérti zavisi
na typu syra (jeho susin¢) a dalSich parametrech zraciho sklepa. Napftiklad pro goudu
se susinou cca 58 % po 2 tydnech zrani plati relativni vihkost mezi 85 — 88 % a zraci
teplota 13 °C +/-1 °C. Pii relativni vlhkosti 90 % a vyssi je t€zké udrzet natér zaschly.
Je to mozné pouze tehdy, kdyz ma povrch syra vysokou susinu. Pti dodrzeni podminek
aplikace a zrani se d4 dosahnout pomérné jednoduchym zplsobem vysoké kvality syra
blizici se tradi¢nimu zrani (ANONYM 1, 2017).

Plasticoat je v soucCasnosti nejpouzivanéjSim natérem z polymernich hmot

pro povrchové oSetfeni syrt. Jednd se o vodni kopolymerovanou disperzi s obsahem
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natamycinu pro povrchové oSetfeni polotvrdych a tvrdych syri. Zajistuje vynikajici
bariérové vlastnosti, a to proti nartstu plisni, pro zlepSeni vzhledu syra a lepsi ochranu
proti mechanickému poskozeni. Z chemického hlediska mluvime 0 Poly-Vinyl-Acetatu
(PVA) — tzv. emulzi kopolymeru ve vodé. Kopolymerova emulze je slozena ze dvou
monomert, pii¢emz jeden monomer je zodpovédny za tvrdost filmu, druhy monomer
zajiStuje meékky film. Diky spravnosti poméru téchto dvou monomert je docileno
pozadované pruznosti filmu (LANTANO et al., 2014).

Plasticoat pro oSetieni povrchu syru se pouziva nefedény. Nanasi se pomoci $tétce
nebo houbou ¢i strojné stiikanim na oschly povrch. Podle potieby je mozno fedit pitnou
vodou. K dosazeni plného ucinku je potfeba na syr nanaset min. 3 vrstvy, vzdy
po zaschnuti vrstvy ptedchozi. Pro vytvofeni filmu je potfeba minimalni teplota 6 — 7 °C,
optimalni relativni vlhkost pro zaschnuti 1 zrani je 85 - 88%. Produkt, ktery neni zaschly,

je mozno odstranit teplou vodou (ANONYM 2, 2017).

3.8.3 Smrstovaci obaly — vakuové baleni

Pti vakuovém baleni dochazi k odstranovani vzduchu pfed uzavienim obalu. Timto
zpusobem balime do pruznych nebo pevnych obali. Vzdy je dualezité dosdhnout
odstranéni kysliku z obalu, a to z toho divodu, aby se prodlouzila doba skladovani
potravin (YAM, 2009).

Pro vakuové baleni je typické, Ze se pouzivaji polymerni obalové materialy, které
patii mezi nejrychleji se rozvijejici skupinu obalovych materialt v této oblasti. Jejich
Skala pouzivand pifi baleni potravin je velmi rozsdhld. Zahrnuje materialy, které
se diametralné liSi co do uZzitnych vlastnosti. Nejvyznamnéjsi vlastnosti je plasticita
pii vysoké teploté. Polymerni materidly s niz§i teplotou méknuti maji tu schopnost,
ze jsou snadno tepelné svarovatelné (KADLEC, 2002).

Obaly na bazi jednoho polymeru se vyskytuji u potravin, u kterych systém baleni
zajiStuje hermeticnost a brani zménam vlhkosti. Néaroky na ochranu pii baleni
polotvrdych a tvrdych syrt jsou vétsi. Velmi dilezita je nepropustnost pro permanentni
plyny a aromatické latky, vétsi tepelna vodivost atd. Je nezbytné, aby se vlastnosti
jednotlivych polymert dobfe kombinovaly. Mezi tyto materialy fadime i koextrudované
folie (KADLEC, 2002).
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4 MATERIAL A METODIKA

Meéfteni k diplomové praci bylo uskuteénéno na Mendelové univerzité v Brné na Ustavu
technologie potravin. Na vyrobu polotvrdych zrajicich syrit bylo pouzito mléko, které
bylo v dobé vyroby syri pasterizovano a nasledné krom¢ mezofilni kultury obohaceno
0 tfi specialni druhy protektivnich kultur. Po vyrobeni byly syry oSetfeny povrchovym

natérem Plasticoat.

4.1 Pouzity material

411 Miléko
Polotvrdé zrajici syry byly vyrobeny z mléka, které poskytlo zemé&délské druzstvo ZEPO

Botitov. Mléko bylo pied kazdou vyrobou analyzovano na zakladni parametry (Tab. 7).

Tab. 7 Parametry miléka v den vyroby

1. vyroba 2. vyroba 3. vyroba
(16. 6. 2016) (21. 6. 2016) (23. 6. 2016)
tuk [%] 4,08 3,6 3,65
bilkoviny [g] 2,96 3,04 3,02
pH 6,70 6,65 6,62
°SH 6,87 7,08 6,97
N-test - 111 I I

4.1.2 Sy¥idlo

K vyrob¢ polotvrdych zrajicich syrii bylo pouzito tekuté syiidlo Fromase 220 TL. Jedna
se o mikrobialni syfidlo urcené k syfeni v§ech druhii mléka na vyrobu vSech druhti syrii
s kratkou i dlouhou dobou zrani. Syfidlo je vhodné i pro pouziti v produktech uréenych
pro vegetariany. Pfed samotnym pouzitim byly provedeny vypocty sily a davkovani
syfidla. Je to z toho divodu, abychom vypocetli, jaké mnozstvi syfidla potfebujeme

na dané mnozstvi mléka, abychom zajistili odpovidajici koagulac¢ni G€inky.

Vzorec pro vypocet sily syfidla:

objem mléka (ml) x 2400 (40 minut) x 10
¢as koagulace (s)

Sila syfidla (x) =
Vzorec pro vypocet davky syfidla:
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kde je: D — mnozstvi syfidla (ml)
S —sila syfidla
M — mnozstvi syfeného mlé¢ka (ml)
t — teplota syieni (°C)

T — doba srazeni (min.)

4.1.3 Chlorid vapenaty

Zpravidla se pouziva mnozstvi 10 — 20 g chloridu vépenatého na 100 1 mléka nebo 20 —
40 ml nasyceného roztoku chloridu vapenatého na 100 1 mléka. V naSem piipade
byl pouzit 36% chlorid vapenaty. Podle mnozstvi mléka bylo vypocitano, kolik chloridu
je potieba ptidat k danému mnozstvi mléka, aby bylo dosazeno pozadovaného vysledku.
Roztok chloridu vépenatého se pied pfidanim do mléka pouzitého na vyrobu syra

rozmicha ve vlazné vod¢ proto, aby se 1épe vmichal do celého objemu.

4.1.4 Zakysové kultury
Pomoci odborné literatury byly vybrany jednotlivé druhy bakterii mlé¢ného kysani, které
vykazuji protektivni G€inky a tim prodluzuji trvanlivost syra. Takto zvolené protektivni
kultury by nemély vykazovat negativni vliv na smetanovou kulturu. Naopak mély by mit
pozitivni u¢inek na zvyseni trvanlivosti a také by mély nutri¢né a senzoricky odpovidat
pozadavklim kladenym na polotvrdé zrajici syry. Mezi tyto zakysové a protektivni kultury
byly zahrnuty:
1. Mezofilni kultura (Ferlac Mesofilo tipo II) od Spanélského dodavatele ABIASA
2. Protektivni kultura v tekuté formé (Ferlac MX) od Spanélského dodavatele
ABIASA
3. Protektivni kultura (CCDM 731 druhu Lactococcus lactis subsp. lactis)
od Spanélského dodavatele ABIASA
4. Protektivni kultura v susené formé (E. feacium) z Prahy od Milcom a.s.
Laktoflora.
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4.1.5 Ochranny natér
K ochrannému natéru byl pouzit Plasticoat. Jedna se o natér z polymernich hmot
pouzivany pro povrchové oSeteni syrt. Tento natér byl nanasen ve tfech vrstvach pomoci

Stétce. Po zaschnuti ma natér svétle zlutou barvu.

416 Sl
Polotvrdé zrajici syry byly soleny ¢asteéné do syieniny, tzv. do tésta. Bylo pouzito 105 g

soli.

4.2 Pomicky

Laboratorni pomucky, které byly pouzity k vyrobé syri (Tab. 8). Pomuicky vyuzivané
k chemickym rozbordm syri (Tab. 9) byly dle potfeby a nasledné mezi kazdym ze vzorku
dasledné vymyvany a oplachnuty destilovanou vodou, aby nedoslo ke zkresleni vysledkt
zkousek. Chemikalie potfebné k chemickym rozborim (Tab. 10) byly pouzity podle dané
metody.

Tab. 8 Pomiicky pro vyrobu syrit

Pastér Pasterace mléka pti 72 °C/20 s

Kadinka a pipeta Odmeéteni davky syfidla a CaClz a jejich
naliti do mléka

Erlenmayerova banka Zkouska syfitelnosti

Teplomér Kontrola teploty

Nabéracka Promichani mléka

Krajeci nliz Krajeni syfeniny

Lisovaci formy Formovani syfeniny

Syraiska plachta Formovani syfeniny

Nédoba na syrovatku Odtok syrovatky

Barely na vodu Doplnéni vody po odtoku syrovatky,

zatizeni forem

Stétecek Natér syrt
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Tab. 9 Pomiicky pro stanoveni zikladnich parametrii syrii

Pomiicky pouzivané pri chemickych rozborech syriu

Odmeérné baiiky (250 ml) Stanoveni obsahu chloridu sodné¢ho

Titracni baiky Stanoveni obsahu chloridu sodného

Treci miska s tlouckem Stanoveni obsahu chloridu sodného,
stanoventi titrani kyselosti

Byrety Stanoveni obsahu chloridu sodného,
stanoveni titracni kyselosti

Automatické pipety s pipetnikem (1 ml) | Stanoveni obsahu chloridu sodného,

stanoveni titra¢ni kyselosti

Pipety sklenéné (25 ml)

Stanoveni obsahu chlorida

pH metr s ptislusenstvim

Stanoveni aktivni kyselosti

Pufraéni roztoky pH 4 az 7

Stanoveni aktivni kyselosti

Kadinky (25 ml)

Stanoveni aktivni kyselosti

Vazenky na suSinu

Stanoveni suSiny

SuSarna Stanoveni suSiny

Exikéator Stanoveni susiny

Analytické vahy Stanoveni suSiny

Predvazky Pfinavazovani vzorki na vSechny analyzy
Struhadlo Pfi navazovani vzorkl na v§echny analyzy
Nz Pii pfipravé vzorki na v§echny analyzy

Tab. 10 Pouzité chemikdlie potiebné k chemickym rozboriim

Chemikalie pouzité p¥i chemickém rozboru syri

0,1 M dusicnan stiibrny

Stanoveni obsahu chloridu sodného

5% chroman draselny

Stanoveni obsahu chloridu sodného

0,25 M hydroxid sodny

Stanoventi titra¢ni kyselosti

2% fenolftalein

Stanoventi titrac¢ni kyselosti
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4.3 Metodika

V den, kdy bylo dodano Cerstvé nepasterované mléko a tedy i v den, kdy prob&hla vyroba
polotvrdych zrajicich syrt, byly uskuteénény rozbory tohoto mléka a prava mléka
pasteraci. Polotvrdé syry byly analyzovany pro chemickou analyzu po dobu péti mésicti
a pro senzorickou analyzu po dobu ¢ty mésict (poté uz syry podléhaly mikrobidlni
zkaze). Po celou dobu byly vyrobené syry uchovavany pod ochrannym natérem.

U vzorkl se nejdiive provedla analyza chemicka a nésledné na to se provedla
analyza senzorickd. V. mém ptipad¢ bylo ucelem zjistit, zda se chemické ukazatele syrt,
které jsou obohaceny o protektivni kultury, béhem doby zrani méni. Hodnotila se tato
kritéria: suSina, pH - vyluh, pH — vpich, SH a NaCl. Dané hodnoty kritérii
se zaznamenavaly, abychom mohli z téchto vysledkid pomoci statistického hodnoceni

urcit, jak protektivni kultury ovliviiuji jednotliva kritéria.

4.3.1 Postup vyroby polotvrdého zrajiciho syra

V kotlovém pastéru, kde se napustilo 70 1 syrového kravského mléka byla provedena
Setrna pasterace, kde bylo zapotiebi dosazeni teploty 72 °C svydrzi 20 sekund.
Pak nasledovalo zchlazeni mléka na 30 — 32 °C. Mléko bylo zaockovano 1% mezofilni
zakysovou kulturou (ktera byla pouzita u kontroly) ¢i 1% protektivni kulturou (Ferlac
MX v tekuté formé, CCDM 731 a E. faecium v susené form¢). Nasledovalo prokysavani
mléka po dobu 40 minut (dosazeni pH 6,2). Dale bylo pfidano 10 ml CaClz a zaroven
mikrobialni syfidlo (podle syfitelnosti). Poté probihalo syfeni po dobu 40 minut
pii teploté 32 °C. Vznikl4 sraZenina byla nasledné pokrajena krajecim nozem na syroveé
zrno velikosti liskového ofechu a bylo odebrano 15 litri syrovatky. Toto mnoZstvi
syrovatky bylo doplnéno stejnym mnoZstvim vody, kterd musela mit teplotu 40 °C.
Nasledovalo dohtivani pfi teploté 40 °C po dobu 10 — 15 minut. Poté byla vypusténa
syrovatka. Syfenina byla pfesunuta do obdélnikové formy, ktera byla vylozena syratskou
plachtou. Do ¢astecné odkapané syfeniny (do tésta) probehlo soleni a soucasné formovani
do mensich kulatych lisovacich forem. Po formovéani pfiSlo na fadu rucni staceni
lisovacich forem a bochniky se musely pravidelné obracet. Pii dal§im kroku se lisovaci
formy musely na nékolik hodin zatizit pomoci péti litrovych barelti naplnénych vodou.
Bochniky se musely obracet co hodinu. Takto zatizené syry se nechaly do druhého dne
prokysat. Druhy den Se povrchy syrd osuSily papirovymi utérkami a nasledné byl

na bochniky v nékolika vrstvach aplikovan ochranny natér Plasticoat ve tfech
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opakovanich. Vzdy bylo tfeba pockat na zaschnuti predeslé vrstvy. Syry byly pfesunuty
do zraci komory, kde byla teplota 12 °C a vlhkost 85 %. Prvnich 14 dni byly syry
obraceny kazdy den, dalSich 14 dni se syry obracely 2 x tydné a pak 1 x tydné. Vyrobni

diagram (viz nize) ukazuje postup vyroby syru s protektivni kulturou.

Syrové mléko (70 1)
!
Pasterace (72 °C 20 s)
!
Zchlazeni na 30 - 32°C
!
Piidavek mezofilni zakysové kultury (1%)
!
Ptidavek protektivni kultury (1%) (tekuta nebo susend)
!
Prokysavani
(40 min do pH 6,2)
!
Ptidavek 10 ml CaCl; a podle sytitelnosti mikrobialni sytidlo
!

Syteni (srdzeni)
(40 min pii teploté 32 °C)
}
Krajeni syfeniny
(velikost liskového ofechu)
l
Prani zrna
(odebrano 15 1 syrovatky a doplnéno stejnym mnozstvim vody o teploté 40 °C)
1
Dohfivani
(na 40 °C po dobu 10 - 15min)
1
Vypusténi syrovatky
l
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Soleni a formovani
(soleni do ¢astecné odkapané syfeniny a souc¢asné formovani)

!

Rucéni stlac¢ovani do lisovacich forem a obraceni bochnikt
Zatizeni lisovacich forem
(5 litrové barely s vodou nékolik hodin, obraceni kazdou hodinu)

!

Prokysani do druhého dne se zatizenim
!
Osuseni povrchu syrti papirovymi utérkami
l
Natér bochnikd ochrannym nétérem Plasticoat
(tfi opakovani po zaschnuti piedeslé vrstvy)
l
Zrani
(12° C, vlhkost 85 %)
l
Obraceni

(prvnich 14 dni 2x tydné, poté 1 x tydng&)

4.3.2 Laboratorni vyroba syri

Ve tfech dnech probéhla vyroba Sesti vzorki. Kazdy den bylo vyrobeno vzdy po jedné
kontrole a jednom pokusu. Prvni vyroba byla uskutecnéna 16. 6. 2016. V této vyrobé
vznikla jedna kontrola (vzorek 1) a jeden pokus obsahujici mezofilni kulturu a zaroven
protektivni kulturu Ferlac MX (vzorek 2). Druhd vyroba prob¢hla o 5 dni pozdéji
tj. 21. 6. 2016. Zde byla vyrobena opét kontrola (vzorek 3) a dal$i pokus tentokrate
za pouziti mezofilni kultury spole¢né s protektivni kulturou CCDM 731 (vzorek 4). Tieti
vyroba se konala 23. 6. 2016. Opétovné byla vyrobena kontrola (vzorek 5) a pro dalsi
pokus byla pouzita mezofilni kultura zaroven s protektivni kulturou E. faecium (vzorek
6).
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4.3.3 Chemicka analyza
Chemicka analyza byla provadéna na Ustavu technologie potravin Mendelovy univerzity
Vv Brné.

Hodnoceni probihalo v pravidelnych intervalech, aby mohlo byt ovéteno,
jak protektivni kultury ovlivituji kvalitu a trvanlivost polotvrdych syri. U vSech syrt
probihalo hodnoceni stejnym zptisobem. Vzdy se z daného vzorku odebralo pozadované
mnozstvi, které bylo potfeba na chemické analyzy. Muselo se dbat na sterilitu nozt,
aby se dané vzorky mezi sebou nemichaly. Celkem probéhlo chemické hodnoceni
pétkrat, vzdy po jednom mésici (19. Cervence., 23. srpna, 20. zafi, 18. fijna a 22.

listopadu).

4.3.3.1 Stanoveni suSiny

Stanoveni dle CSN 57 0107: Metody zkouseni syrii, tvarohd, krémii a pomazanek.

Na pfedem zvazenou vazenku na suseni syra byla rozprostfena po celém dnu navazka 3
g homogenizovaného vzorku. Vzorek byl zvdzen na analytickych vahéch a jeho hodnota
byla zaznamenana jako vychozi. Vzorek se susil v susarné pii teploté 102 °C + 2 °C,
a to do konstantni hmotnosti. Diky rozdilu hodnot pak bylo mozné usuzovat mnozstvi

susSiny v daném vzorku.

Pracovni postup:

Vzorek byl nastrouhan a nastrouhana hmota se rychle promichala a zabalila do alobalu,
aby se ziskal reprezentativni vzorek bez ztrat vlhkosti. Miska byla zvazena spole¢né
s vickem s presnosti na 0,0001 g. Pro stanoveni bylo navazeno 3,00 g vzorku, ktery byl
susen pii 102 °C ti hodiny. Miska byla uzaviena vickem, vlozena do eksikatoru, nechala
se vychladnout na pokojovou teplotu a zvazila se. SuSeni bylo opakovano vzdy po dobu
1,5 hodiny tak dlouho, dokud byl pokles hmotnosti dvou po sob¢ nasledujicich méfeni

vetsi nez 0,0005 g. Pro vypocet byla pouZita nejnizsi zaznamenavana hmotnost.

4.3.3.2 Stanoveni aktivni kyselosti
Toto stanoveni bylo provadéno za pomoci vpichové sondy pH metru pfimo do syrti
pfi méfeni aktivni kyselosti vpichem. Této sondy bylo za potiebi i pfi méfeni aktivni

kyselosti vyluhem.
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Pracovni postup:

e Pomoci vpichové sondy
K této metod¢ byly vyuzity vzorky syrt, které musely byt dostate¢né velké, aby do nich
mohla byt zavedena vpichova elektroda se sklenénym hrotem. Pomoci vpichu do vzorku
bylo pomoci pH metru zméfeno pH. Pfed kazdou analyzou byl pfistroj kalibrovan a mezi
jednotlivymi méfenimi byla sonda umyvana destilovanou vodou.

e Ve vodném vyluhu
10 g nastrouhaného vzorku polotvrdého syru bylo pfevedeno do kadinky. Nasledné bylo
po castech pfidavano 20 ml destilované vody pokojové teploty. Vzorek byl dikladné
promichan. Po promichani se vzorek nechal 30 minut v klidu stat. Po uplynuté dobé bylo

ve vyluhu zméteno pH na kalibrovaném pH metru.

4.3.3.3 Stanoveni titracni kyselosti

Titra¢ni kyselost se vyjadiuje poétem spotiebovanych ml odmérného roztoku hydroxidu
sodného 0 koncentraci 0,25 mol.I%, ktery je potiebny k neutralizaci 100 g syru
na fenolftalein. Pro stanoveni titracni kyselosti bylo navazeno 10 ¢ nastrouhaného
polotvrdého syra do tfeci misky. Do takto piipraveného vzorku byl pfidan 1 ml
fenolftaleinu a dikladné rozetfen. B&hem dalsiho roztirani ve stiedu tfeci misky byl
vzorek titrovan odmérnym roztokem hydroxidu sodného do trvale slabé rtizového
zabarveni. Titracni kyselost v SH na 100 g (x) byla vypoétena dle vzorce:

x=axf x10

kde je: a — spotieba odmérného roztoku NaOH v ml

f — faktor odmérného roztoku NaOH

Pracovni postup:

Do porcelanové treci misky bylo odvazeno s presnosti 0,01 g zhruba 10 g testovaného
syra. Do takto pfipraveného vzorku byl piidan 1 ml fenolftaleinu a za stalého michani
tlouckem bylo titrovano roztokem NaOH o koncentraci 0,25 mol.I* do rtzového

zbarveni, stalého 30 sekund.
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4.3.3.4 Stanoveni obsahu soli
Toto stanoveni obsahu chloridii bylo stanovovano pfimou titraci vodného vyluhu syra
dusi¢énanem stfibrnym o znamé Kkoncentraci za pouziti chromanu draselného jako
indikatoru. Podle vzorce vypo¢teme obsah NaCl v hmotn. % takto:
x =axfx5.85
10

kde je: a— spotieba 0,1 mol.I"*dusi¢nanu stiibrného pfi titraci v ml

f — faktor roztoku dusi¢nanu stfibrného

Pracovni postup:

Na stanoveni obsahu chloridu sodného bylo pouzito 10 g nastrouhaného polotvrdého syra.
Vzorek byl roztiran v tfeci misce s pfidavkem trochy teplé destilované vody. Vznikly
vyluh byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky o objemu 250 ml a doplnén studenou
destilovanou vodou po zna¢ku. Takto doplnéna banka byla ponechana asi jednu minutu
v klidu. 25 ml ztedéného vyluhu bylo poté odméteno do titra¢ni banky. Do titracni baiky
byl pfidan 1 ml 5% chromanu draselného. Vzorek byl titrovan z byrety odmérnym

roztokem dusi¢nanu stfibrného do cihlového zbarveni.

4.3.3.5 Statistické zpracovani dat

Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny na pocitaci v programu Microsoft Excel 2013
a ve statistickém programu STATISTICA 10. Konkrétné byl pouzit dvouvybérovy
parovy t-teste na stiedni hodnotu. Mezi sebou byly porovnavany vzorky syri bez
a s protektivni kulturou v pribéhu pétimési¢niho skladovani. U kazdého chemického
parametru byl proveden dvouvybérovy parovy t-test na stiedni hodnotu. Dulezitou
hodnotou byla tzv. dvoustrannid pravdépodobnost (p-hodnota), kterd tikd, zda byla
rozdilnost mezi vzorky prokazana. Vzorky byly testovany na hladin€ pravdépodobnosti

a=0,05aa=0,01.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo porovnat vliv protektivnich kultur na zrani syrtt pomoci chemické
analyzy. Polotvrdé zrajici syry byly vyrobeny v poloprovozu na Mendelové univerzité
Vv Brné.

Celkem bylo hodnoceno 6 vzorkl, a to po dobu péti mésict. Jednalo se vzdy
0 3 kontroly a 3 pokusy. Kontroly byly vyrobeny pouze s mezofilni kulturou, kdezto
pokusy byly obohaceny o protektivni kulturu. U kazdého vzorku byla provedena
chemicka analyza, kterd byla zamétena na tyto parametry: susinu, titracni kyselost, obsah

soli a pH.

Zména titra¢ni kyselosti v zavislosti na dobé zrani u kontroly 1 a pokusu 1

Na Obr. 10 mizeme vidét, ze pti prvnim mésici méfeni nevykazuji polotvrdé zrajici syry
bez ptridavku protektivnich kultur, ale ani syry s protektivni kulturou néjakou zménu
v titraéni kyselosti. Béhem zrani, ale muzeme sledovat, Ze protektivni kultura Ferlac MX

obsazena v pokusu 1 snizuje titra¢ni kyselost uz pii druhém mésici zrani.

Zmeéna titracni kyselosti na dobé zrani u kontroly
1 a pokusu 1

140

f
!
[
+
!

100

©
o

N
o

Titra¢ni kyselost [°SH]
S 3

o

1 2 3 4 5

doba zrani [mésic]

=@=kontrola 1 pokus 1

Obr. 10 Zména titracni kyselosti na dobé zrani u kontroly 1 a pokusu 1

Zména pH (pomoci vpichu) v zavislosti na dobé zrani u kontroly 3 a pokusu 3

Na Obr. 11 mizeme vidét, ze pti pouziti protektivni kultury E. faecium dochazi v dobé
zrani od prvniho mésice k nartistu hodnoty pH — vpich, kdezto u kontroly je tomu tak
pouze do druhého mésice. Lze také vycist, ze nejvyssi hodnoty pH — vpich je dosazeno

V jiZz zmiflovaném tetim mésici zrani.
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Zména pH - vpich na dobé¢ zrani u kontoly 3 a
pokusu 3
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Obr. 11 Zména pH — vpich na dobé zrani u kontroly 3 a pokusu 3

Statistické vyhodnoceni vysledkii chemického hodnoceni u polotvrdych zrajicich

syru s protektivni kulturou Ferlac MX proti kontrole

Tab. 11 Vysledky t-testu pro polotvrdy zrajici syr s protektivni kulturou Ferlac MX oproti
kontrole pro hladinu vyznamnosti p > 0,05 ap > 0,01

k1l x pl Susina pH vpich | pH vyluh °SH NaCl
(%) (%)

n 10 10 10 10 10
O kontrola 74,736 5,166 5,034 117,176 0,676
O vzorek 71,076 5,214 5,184 105,824 0,508
SD 1,255 0,040 0,484 2,432 0,414
T stat) 3,991 -2,058 -6,228 4,410 2,389
T (krit)1 2,132 2,132 2,132 2,132 2,132
T (krit)2 2,776 2,776 2,776 2,776 2,776

P * - *x * -

k1 — kontrola s pouzitim mezofilni kultury, pl — pokus s protektivni kulturou Ferlac MX, n — poéet vzorka
v souboru, @ kontrola — primér z kontroly 1, @ vzorek — priameér z pokusu 1, SD — smérodatna odchylka
diference, Ty — hodnota t-testu, Taig: — tabulkova hodnota pfi hlading vyznamnosti o = 0,05, T itz -
tabulkovéa hodnota pfi hladiné vyznamnosti o = 0,01, P — pravdépodobnost (- neni statisticky vyznamny

rozdil P > 0,05; * je statisticky vyznamny rozdil p < 0,05; ** je statisticky velmi vyznamny rozdil P <0,01)
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Pfi hodnoceni K1 (kontroly 1 s mezofilni kulturou) a p1 (pokusu 1 s protektivni kulturou
Ferlac MX) dvouvybérovym parovym t-testem na stfedni hodnotu pii hlading
pravdépodobnosti a = 0,05 (Tab. 11), byly prokazany statistické rozdily pii hodnoceni
obsahu suSiny a pii méfeni titracni kyselosti. Pii hodnoceni pH ve vyluhu syra byl

prokédzan dokonce statisticky velmi vyznamny rozdil (p < 0,01).

Statistické vyhodnoceni vysledki chemického hodnoceni u polotvrdych zrajicich

syru s protektivni kulturou CCDM 731 proti kontrole

Tab. 12 Vysledky t-testu pro polotvrdy zrajici syr s protektivni kulturou CCDM 731 oproti
kontrole pro hladinu vyznamnosti p > 0,05 ap > 0,01

K2 x p2 Susina pH vpich | pH vyluh °SH NaCl
(%) (%)

n 10 10 10 10 10
O kontrola 69,475 5,352 5,294 96,136 0,758
O vzorek 71,574 5,272 5,278 98,322 0,700
SD 1,226 0,033 0,041 2,087 0,043
T (stat) -1,263 2,712 1,064 -0,654 1,542
T (krit)1 2,131 2,131 2,131 2,131 2,131
T (krity2 2,776 2,776 2,776 2,776 2,776

P - - - - -

k2 — kontrola s pouzitim mezofilni kultury, p2 — pokus s protektivni kulturou CCDM 731, n — pocet vzorki
v souboru, @ kontrola — pramér z kontroly 1, @ vzorek — primér z pokusu 1, SD — smérodatna odchylka
diference, Tty — hodnota t-testu, Tit: — tabulkova hodnota pti hladin€ vyznamnosti a = 0,05, T2 -
tabulkova hodnota pfi hladin¢ vyznamnosti o = 0,01, P — pravdépodobnost (- neni statisticky vyznamny

rozdil P > 0,05; * je statisticky vyznamny rozdil p <0,05; ** je statisticky velmi vyznamny rozdil P <0,01)

Pfi hodnoceni K2 (kontroly 2 s mezofilni kulturou) a p2 (pokusu 2 s protektivni kulturou
CCDM 731) dvouvybérovym parovym t-testem, pfi hladiné pravdépodobnosti a = 0,05
a a = 0,01 (Tab. 12) nebyl prokazan statisticky rozdil pfi hodnoceni chemickych
parametru. Z toho jde vyvodit, ze béhem zrani se neménily dané parametry.

V nasich méfenich pouzivame L. lactis subsp. lactis. Podobny vyzkum, ale
na jinou kulturu provadél Tomaska et al. (2010). Dle ného probéhl vyzkum, kde byla
studovana aktivita Lactobacillus rhamnosus v polotvrdych syrech. Lactobacillus
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rhamnosus 65 a 123 byly jako dopliikové kultury kombinované s 2 druhy laktokokovych
startovacich kultur — ZS25 a Delvotec MT-53. Celkové probehlo 10 poloprovoznich
vyrob. Susina se pohybovala v intervalu 50,59 g.100g™ — 56,27 g.100g* (52,87 + 1,35)
0.100g%. Aktivni kyselost se ménila v intervalu od 5,02 do 5,28 (5,14 + 0,07) a titraéni
kyselost byla métena v intervalu od 86 °SH do 106 °SH (98,40 + 4,11) °SH. Pouzita
kultura méla minimalni vliv na méfené vlastnosti syrd. Syry s piidavkem Lactobacillus
rhamnosus hodnotili hodnotitelé jako senzoricky lepsi. Béhem studie se zjistilo,
ze pridavek doplitkové kultury ke kultufe startovaci nema vliv na analytické vlastnosti
syri (susina, pH a titraéni kyselost) v pribéhu zrani. Tato kultura ma ovSem vliv

na senzorické vlastnosti.

Statistické vyhodnoceni vysledkii chemického hodnoceni u polotvrdych zrajicich

syru s protektivni kulturou E. faecium proti kontrole

Tab. 13 Vysledky t-testu pro polotvrdy zrajici syr s protektivni kulturou E. faecium oproti kontrole
pro hladinu vyznamnostip > 0,05 ap > 0,01

K3 x p3 Susina pH vpich | pH vyluh °SH NaCl
(%) (%)
n 10 10 10 10 10
O kontrola 70,415 5,280 5,204 103,634 0,764
O vzorek 69,304 5,386 5,314 93,114 0,930
SD 0,873 0,038 0,038 3,063 0,060
T (stat) 0,953 -2,367 -5,719 6,875 -2,594
T (krit)1 2,131 2,131 2,131 2,131 2,131
T (krity2 2,776 2,776 2,776 2,776 2,766
P - R ok K _

k3 — kontrola s pouzitim mezofilni kultury, p3 — pokus s protektivni kulturou E. faecium, n — pocet vzorka
v souboru, @ kontrola — pramér z kontroly 1, @ vzorek — pramér z pokusu 1, SD — smérodatna odchylka
diference, Tstary — hodnota t-testu, Ttz — tabulkova hodnota pfi hlading vyznamnosti a = 0,05, T kriy2 -
tabulkova hodnota pfi hladiné vyznamnosti o = 0,01, P — pravdépodobnost (- neni statisticky vyznamny

rozdil P > 0,05; * je statisticky vyznamny rozdil p <0,05; ** je statisticky velmi vyznamny rozdil P <0,01)

Pfi hodnoceni K3 (kontroly 3 s mezofilni kulturou) a p3 (pokusu 3 s protektivni kulturou

E. faecium) dvouvybérovym parovym t-testem na stfedni hodnotu, pii hlading

pravdépodobnosti o = 0,01 (Tab. 13), byly prokazany statisticky velmi vyznamné rozdily
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pfi hodnoceni pH ve vyluhu a pfi méfeni titracni kyselosti. U ostatnich sledovanych

charakteristik se statisticky rozdil namétenych hodnot prokazat nepodatilo.

Statistické vyhodnoceni vysledki chemického hodnoceni u polotvrdych zrajicich

syri s protektivni kulturou Ferlac MX proti protektivni kultuie E. faecium

Tab. 14 Vysledky t-testu pro polotvrdy zrajici syr s protektivni kulturou Ferlac MX oproti
protektivai kulture E. faecium pro hladinu vyznamnosti p > 0,05 ap > 0,01

Protektivni Susina pH vpich | pH vyluh °SH NaCl
p1xp3 (%) (%)
n 10 10 10 10 10
O kontrola 71,076 5,214 5,184 105,824 0,508
O vzorek 69,304 5,386 5,314 93,114 0,930
SD 1,226 0,045 0,044 3,091 0,087
T stat) 1,564 -3,833 -3,438 2,031 -4,673
T (krit)1 2,131 2,131 2,131 2,131 2,131
T (krity2 2,776 2,776 2,776 2,776 2,776
) _ * * _ s

pl — pokus s protektivni kulturu Ferlac MX, p3 — pokus s protektivni kulturou E. faecium, n — pocet vzorka
v souboru, @ kontrola — pramér z kontroly 1, @ vzorek — primér z pokusu 1, SD — smérodatna odchylka
diference, Tty — hodnota t-testu, Tir: — tabulkova hodnota pti hladin€ vyznamnosti o = 0,05, T rit2 -
tabulkova hodnota pfi hladin¢ vyznamnosti o = 0,01, P — pravdépodobnost (- neni statisticky vyznamny

rozdil P > 0,05; * je statisticky vyznamny rozdil p < 0,05; ** je statisticky velmi vyznamny rozdil P <0,01)

Pii hodnoceni pl (pokusu 1 s protektivni kulturou Ferlac MX) a p3 (pokusu 3
s protektivni kulturou E. faecium) dvouvybérovym parovym t-testem na stfedni hodnotu,
pii hladin¢€ pravdépodobnosti o = 0,05 (Tab. 14), byly prokazany statisticky vyznamné
rozdily pt1 hodnoceni pH ve vyluhu a pH pfti vpichu. Déle se pii hlading pravdépodobnosti
a = 0,01 (Tab. 14) prokazal velmi vyznamny statisticky rozdil pfi méfeni obsahu soli.
U ostatnich sledovanych charakteristik se statisticky rozdil namétenych hodnot prokéazat

nepodafilo.
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Vyhodnoceni vysledkii chemického hodnoceni u polotvrdych zrajicich syri

s protektivni kulturou Ferlac MX oproti kontrole.

Tab. 15 Porovnani kontroly s mezofilni kulturou a pokusem s protektivni kulturou Ferlac MX

Doba zrani Srovnani Priamér Rozdil % rozdilnosti
[dny] vzorku hodnot hodnot vzorku
(k1+pl1)/2 (k1-pl1)
°SH
34 Klxpl 119,26 2,08 1,744
69 Klxpl 107,28 14,58 13,591
87 Klxpl 106,76 15,62 14,631
115 Klxpl 111,71 15,1 13,517
149 Klxpl 112,49 9,38 8,339

k1 —kontrola s pouzitim mezofilni kultury, p1 — pokus s protektivni kulturou Ferlac MX, ¢ervené oznaéeny
rozdily vysi jak 5 %

Pro hodnoceni rozdilu v hodnotach méfenych veli¢in u kontrolnich syrd a k nim
nalezicich vzorku s protektivni kulturou byl jako hodnotici znak zvolen podil rozdilu
naméfenych hodnot a priméru nameéfenych hodnot pro jednotlivy ukazatel.
Pro hodnoceni pozitivniho rozdilu byla stanovena hodnota > 5 % (Tab. 15). Pii hodnoceni
K1 a pl na zaklad¢ tohoto ukazatele je mozné usoudit, ze protektivni kultura méla vliv
na zvyseni kyselosti syri v ¢ase 69, 87, 115, 149 dnti zrani.

Dle Havlikové et al. (2013) prob¢hla studie, kde byla ovéfovana inhibi¢ni aktivita
kmene Lactobacillus paracasei/casei ML4DP vuaci  dekarboxylazapozitivnim
laktobacilim (Lactobacillus curvatus) v syrech vyrobenych v poloprovoznich
podminkach. Provadény byly tyto fyzikalné-chemické rozbory: pH, SH, susina, aw, obsah
nizSich mastnych kyselin. Vzorky byly odebirany nasledné¢ v 1., 30., 60. a 90. dnu
po vyrobg&. Na zdklad€¢ dosaZenych vysledkli byla potvrzena antimikrobidlni aktivita
zivych bungk testovaného kmene Lactobacillus paracasei/casei ML4DP.

Piidavek kmene Lactobacillus paracasei/casei ML4DP vedl v poloprovoznich
podminkach vyroby syrii ke snizeni poctii KTJ/ml biogenni aminy tvoficich kment
Lactobacillus curvatus ptiblizn€ o 1 fad. Nebyly ovlivnény fyzikalné chemické vlastnosti

vyrobenych syrt.
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Vyhodnoceni vysledkii chemického hodnoceni u polotvrdych zrajicich syri

s protektivni kulturou CCDM 731 proti kontole

Tab. 16 Porovnani kontroly s mezofilni kulturou a pokusem s protektivni kulturou CCDM 731

Doba zrani Srovnani Priamér Rozdil % rozdilnosti
[dny] vzorku hodnot hodnot vzorku
(k2+p2)/2 (k2 —p2)
°SH
29 K2xp2 91,915 8,85 9,628
64 K2xp2 95,305 7,29 7,649
82 K2xp2 95,04 0,52 0,547
110 K2xp2 108,06 9,9 9,162
144 K2xp2 95,825 4,17 4,352

k2 — kontrola s pouzitim mezofilni kultury, p2 — pokus s protektivni kulturou CCDM 731, ¢ervené oznadeny

rozdily vyssi jak 5 %

Pro hodnoceni rozdilu v hodnotach méfenych veli¢in u kontrolnich syrd a k nim
nalezicich vzorku s protektivni kulturou byl jako hodnotici znak zvolen podil rozdilu
naméfenych hodnot a priméru nameéfenych hodnot pro jednotlivy ukazatel.
Pro hodnoceni pozitivniho rozdilu byla stanovena hodnota > 5 % (Tab. 16). Pii hodnoceni
K2 a p2 na zaklad¢ tohoto ukazatele je mozné usoudit, ze protektivni kultura méla vliv
na zvySeni kyselosti syri v ¢ase 29, 64 a 110 dni zréani.

Pokus probihal s kulturou L. lactis subsp. lactis. Dle Tamy et al. (2006) byla
testovana antimikrobialni aktivita Lactobacillus paracasei izolovanych z polotvrdych
syrd. Ve vyzkumu se vyskytly 4 kmeny, které prokazovaly inhibi¢ni UCinek proti
klostridiim zptsobeny latkou bilkovinné povahy (s nejvétsi pravdépodobnosti
bakteriocinem). Podle toho se usuzuje, ze antifungalni a antiklostridialni aktivita kment
Lactobacillus paracasei, vyskytujici se v syru, by mohla byt pouzita k otlaceni
nezadoucich plisni a Clostridium v pribéhu zrani. Ze zavéru vyplyva, ze pouziti tohoto
kmene jako doplikové kultury nebo jako soucasti multi-kmenovych kultur, by mohlo mit

pfinos pfi vyrobé polotvrdych syru.
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Vyhodnoceni vysledkii chemického hodnoceni u polotvrdych zrajicich syri

s protektivni kulturou E. faecium proti kontrole

Tab. 17 Porovnani kontroly s mezofilni kulturou a pokusem s protektivni kulturou E. faecium

Doba zrani Srovnani Priamér Rozdil % rozdilnosti
[dny] vzorku hodnot hodnot vzorku
(k3+p3)/2 (k3 -p3)
°SH
27 K3xp3 89,57 10,42 11,633
62 K3xp3 97,905 8,33 8,508
80 K3xp3 107,02 16,14 15,081
108 K3xp3 89,57 10,42 11,633
142 K3xp3 107,805 7,29 6,762

k3 — kontrola s pouzitim mezofilni kultury, p3 — pokus s protektivni kulturou E. faecium, ¢ervené oznaceny

rozdily vyssi jak 5 %

Pro hodnoceni rozdilu v hodnotach méfenych veli¢in u kontrolnich syrd a k nim

nalezicich vzorkl s protektivni kulturou byl zvolen jako hodnotici znak podil rozdilu

naméfenych hodnot a priméru naméfenych hodnot pro jednotlivy ukazatel.

Pro hodnoceni pozitivniho rozdilu byla stanovena hodnota > 5 % (Tab. 17). Pii hodnoceni

K3 a p3 na zaklad¢ tohoto ukazatele je mozné usoudit, ze protektivni kultura méla vliv

na zvySeni kyselosti syri v celém prib&hu zrani.
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6 ZAVER

Cilem prace bylo zhodnotit pouzivani protektivnich kultur pfi vyrobé polotvrdych
zrajicich syru a jejich vliv na chemické parametry, kvalitu a trvanlivost.

Mezi ochranné neboli protektivni kultury jsou fazeny i bakterie mlééného kysani.
Tyto kultury jsou vyuzivané piedevs§im pro jejich schopnost prodlouzit skladovatelnost
fermentovanych produktt, kontrolovat v téchto potravinich rist patogennich
mikroorganismi. Hlavni funkci je kontrola rdstu grampozitivnich patogend. Mezi
patogeny Vv syrech nejcastéji patii Listeria monocytogenes, Clostridium tyrobutiricum.
Déle tyto kultury kontroluji ve fermentovanych vyrobcich rlst plisni a kvasinek.
Vyuzivanim téchto kultur pfispivame ke zvySeni trvanlivosti a také se zlepSuji
organoleptické vlastnosti potravin.

Protektivni kultury jsou vyuzivané zejména kvuli produkci inhibi¢nich
metaboliti. Jedna se o organické kyseliny, peroxid vodiku, diacetyl a bakteriociny.
Bakteriociny se 1i$i ve spektru ucinnosti, mechanismu ucinku, molekulové hmotnosti,
genetickém pivodu a v biochemickych vlastnostech. Téchto vlastnosti se mize vyuzit
ke zvySeni mikrobiologické bezpecnosti syri a také k urychleni zrani syru.

Vyroba polotvrdych zrajicich syrti obohacenych o tfi rozdilné protektivni kultury
probihala na Mendeloveé univerzit¢ v Brné v syraiském poloprovozu. Nejdiive doslo
k Setrné pasteraci mléka, které se nechalo vychladit. Poté doslo k naockovani mléka,
a to mezofilni zdkysovou kulturou nebo kulturou protektivni. Jako protektivni kultury
byly voleny Ferlac MX, CCDM 731 a E. faecium. Po prokysani byl pfidan chlorid
vapenaty a vypocitanad davka mikrobidlniho sytidla. Po ptidani syfidla doslo ke srazeni.
Vznikld syfenina byla pokrajena na kostky o velikosti liskového ofechu. Nasledné
dochdazelo k prani zrna, dohfivani a vypousténi syrovatky. Po téchto krocich nasledovalo
soleni (do ¢astecné odkapané syieniny) a formovani, které probihalo ru¢nim stlaCcovanim
do lisovacich forem a k obraceni bochnikti. Lisovaci formy byly poté zatiZzeny. Nechalo
se zatizené prokysavat do druhého dne. Povrch syrii byl pak osuSen a nasledné proveden
ochranny natér. Bochniky se nechaly zrat pfi dané teplot¢ a vlhkosti a pravidelné
se obracely.

Syry byly skladovéany ve zracich boxech pfi teploté 12 °C a vlhkosti 85 % a kazdy
mesic pomoci chemické analyzy hodnoceny po dobu 5 mésici. Stanovovala se suSina,

aktivni kyselost (vyluhem a vpichem), titrani kyselost a obsah soli.
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Pomoci statistického vyhodnoceni jsme zjistili, ze syry s protektivni kulturou
nemaji zasadni vliv na chemické parametry. Parametry se liSily pouze v menSim
mnozstvi. Nejde tedy podle namétenych vysledkil urcit, ktera protektivni kultura
je vhodnéjsi pii vyrobé syru. S jistotou, ale mizeme fici, Zze diky pouziti protektivni
kultury doslo k prodlouzeni trvanlivosti. V 6. mésici uz nemohlo dojit k méfeni u syru,
ktery neobsahoval protektivni kulturu a slouzil jako kontrola, protoze zacal byt napadan
mikroorganismy na povrchu a tim doslo k naslednému kazeni syra. Tim padem nebylo
mozné V méteni pokracovat, protoze nebylo nadale s ¢im srovnavat.

Nase vysledky ukazuji, Ze protektivni kultury vyznamné neovlivnily kvalitu syra
s nizko dohfivanou syfeninou, ale mély vliv na jejich dobu trvanlivosti. Vyuziti téchto
kultur umozni potlaceni ristu nezadoucich mikroorganismil v syrech a zvysi jejich

bezpecnost a trvanlivost.
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\'74
1k1
1k1
1kl
1k1
14
2 pl
2 pl
2 pl
2 pl
2 pl

\'74
3 k2
3 k2
3 k2
3 k2
3 k2
4 p2
4 p2
4 p2
4 p2
4 p2

\74
5k3
5 k3
5 k3
5 k3
5k3
6 p3
6 p3
6 p3

vyroba odbér tuk

e e

vyroba

N NN NNNNNNN

vyroba

W W w wwwww

U WN =R U WN =

odbér

U B W N = s WN e

odbér

W N = 0B WN

délka zrani ve dnech
34
69
87
115
149
34
69
87
115
149

bilkoviny  ph SH N-test susina pH - vpich pH—vyluh SH NaCl
4,08 2,96 6,7 | 687 | $2-3 | 69,7082 4,92 4,82 120,3 | 0,69
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 73,4554 5,17 5,02 114,57 0,63
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 76,8724 5,24 5,06 114,57 0,63
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 76,6434 519 512 119,26 0,63
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 77,0008 531 5,15 117,18 0,8
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 | 65,8309 4,99 4,89 118,22 | 0,34
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 | 66,8107 5,28 5,22 99,99 0,4
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 74,068 527 5,26 98,95 0,69
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 | 72,6764 5,25 5,26 104,16 0,54
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 | 75,9934 5,28 5,29 107,8 0,57

tuk bilkoviny  ph SH N-test susina pH - vpich pH—vyluh SH NaCl
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 62,8257 5,15 5,09 87,49 0,66
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 65,3093 5,41 5,29 91,66 0,69
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 69,9782 5,44 5,29 94,78 | 1,06
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 74,7826 5,38 5,36 113,01 [ 0,69
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 74,4784 5,38 5,44 93,74 0,69
3,6 3,04 6,65 | 7,08 F 70,9035 512 5,05 96,34 0,63
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 68,2794 523 5,26 98,95 0,72
3,6 3,04 6,65 | 7,08 b 4 70,9084 5,33 5,15 953 0,89
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 74,8216 532 5,35 103,11 0,69
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 72,9591 5,36 5,48 97,91 0,57

tuk bilkoviny  ph SH N-test susSina pH - vpich pH—vyluh SH NaCl
3,65 3,02 6,62 | 6,97 2 68,7034 5,13 4,98 94,78 | 0,66
3,65 3,02 6,62 | 6,97 2 68,7655 5,4 5,19 102,07 | 0,69
3,65 3,02 6,62 6,97 2 70,6812 5,29 5,27 115,09 0,69
3,65 3,02 6,62 6,97 2 71,0769 521 5,24 94,78 0,83
3,65 3,02 6,62 6,97 2 72,8486 537 5,34 111,45 0,95
3,65 3,02 6,62 6,97 2 63,1772 5,24 5,16 84,36 0,66
3,65 3,02 6,62 6,97 2 68,8515 5,4 5,3 93,74 0,77
3,65 3,02 6,62 6,97 2 69,2763 5,56 5,38 98,95 0,86

délka zrani ve dnech
29
64
82
110
144
29
64
82
110
144

délka zrani ve dnech
27
62
80
108
142
2l
62
80
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\'74
6 p3
6 p3

VvZ
2 pl
2 pl
2pl
2pl
2pl
4 p2
4 p2
4 p2
4 p2
4 p2
6 p3
6 p3
6 p3
6 p3
6 p3

vyroba odbér tuk

3
3

a
5

vyroba odbér

WWWwWwWwNNNNNNERRRBR &

Ul B W N BB DS WNE U Ss WN

délka zrani ve dnech
108

bilkoviny  ph SH N-test susina pH - vpich pH—vyluh SH NaCl
3,65 3,02 6,62 | 6,97 2 71,7356 5,29 5,31 84,36 121
3,65 3,02 6,62 | 6,97 7 73,4788 5,44 5,42 104,16 | 1,15

tuk bilkoviny  ph SH N-test susina pH - vpich pH—vyluh SH NaCl
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 | 65,8309 4,99 4,89 118,22 0,34
4,08 2,96 6,7 | 687 | $2-3 | 66,8107 5,28 592 99,99 0,4
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 74,068 5,27 526 98,95 0,69
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 | 72,6764 5,25 5,26 104,16 | 0,54
4,08 2,96 6,7 6,87 | $2-3 | 75,9934 5,28 5,29 107,8 0,57
3,6 3,04 6,65 7,08 2 70,9035 5,12 5,05 96,34 0,63
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 68,2794 5,23 5,26 98,95 0,72
3,6 3,04 6,65 7,08 2 70,9084 5,88 5,25 95,3 0,89
3,6 3,04 6,65 | 7,08 2 74,8216 5,32 5,35 103,11 0,69
3,6 3,04 6,65 7,08 2 72,9591 5,36 5,48 97,91 0,57
3,65 3,02 6,62 | 6,97 ) 63,1772 5,24 5,16 84,36 0,66
3,65 3,02 6,62 | 6,97 2 68,8515 5,4 53 93,74 077
3,65 3,02 6,62 | 6,97 2 69,2763 5,56 5,38 98,95 0,86
3,65 3,02 6,62 6,97 2 71,7356 5,29 5.31 84,36 121
3,65 3,02 6,62 | 6,97 2 73,4788 5,44 5,42 104,16 LS

142

délka zrani ve dnech
34
69
87
115
149
29
64
82
110
144
27
62
80
108

142
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