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ABSTRAKT

Prace se zabyva sledovanim ristu kulturni mikroflory béhem fermentace
mlékarenské suroviny. Cilem prace bylo sledovat rustovou aktivitu bakterii
mlééného kysani rodt Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus mikrobiologickymi metodami a zmény titraéni

kyselosti v prubéhu fermentace mléka pti vyrob¢ jogurtt.

Klic¢ova slova: mléko, bakterie mlééného kvaseni, jogurt

ABSTRACT

The paper deals with monitoring of the cultural growth of microflora during
fermentation of dairy ingredients. The aim was to monitor the growth activity of
lactic acid bacteria of the general Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus by microbiological methods and

changes in titratable acidity during fermentation of milk in the production of yogurt.

Key words: milk, lactic acid bacteria, yoghurt



OBSAH

L UVOD ettt e e 1
2 LITERARNIPREHLED .......ccccoiviiiiiiiieiiseieie s 2
2.1 MIEKO @ JEN0 KValIta.......cceiveiiiiiiieieieeece e 2
2.1.1 Charakteristika kravského mléka............cccovvvvviiiniiinie 2
2.1.2 PoZzadavky na kvalitu mIéKa ............cccccevvveviiiiiee e 3

2.2 Jogurt @ JeN0 KVAlita .........cccuevueiiiieeie e 4
2.2.1 Historie, charakteristika a vyznam jogurtli..........cccoevevvervieennneennne 5
2.2.2 Pozadavky na hygienu pii vyrob€ jogurtu........cccoevviveriiirnineennnn, 8
2.2.3 Technologie VYroby JOGUItH.......cuvviiiiiiiiie e 9
224 Vady kysanych mléénych vyrobKkil...........cccoovviiiiiiiiiiiiciiin, 10

2.3 Cisté mlékaiské Kultury (CMK)........cvverimesreisresiieessesiesssesissssensenenns 11
231 Vyznam CMEK .....o.cooooueiicieeeieeeeeeseesee e estes s 11
2.3.2 Pozadavky na surovinu pro vyrobu CMK ..........ccccceerrrerrrrunnn. 13
233  Pozadavky na CMK ........cccccoemieeverernrereeieeeeeesiesese e 13
234 Charakteristika a pozadavky na jogurtovou kulturu..................... 14

3 EXPERIMENTALNI{ A METODICKA CAST ......cccovvviviririrsererernn, 18
T8 O o] - (o USSR 18
3.2  Technologie vyroby jogurti ve spole¢nosti“AGRO-LA".................... 18
3.3 Metody StANOVEN .....ecvveireiecie et 18
3.3.1 Stanoveni Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus................ 19
3.3.2 Stanoveni Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ............. 20
3.3.3 Stanoveni titracni kyselosti JOgUITU ........ccovveviiieiiiieiiiiee e, 22

4 VYSLEDKY A DISKUSE........oosievieeeeeiieesieesss s sesiess s ssssneson, 24
4.1  Sledovani titrani KySelosti ........cccviviiiiiiiiiiiiiiiecee 24
411 Titracni kyselost jogurtd v pribehu roku...........ccociiiiiiiiiniennns 24

4.1.2 Titracni kyselost v pribéhu fermentace..............ococeiviiiiiiiiennns 25



4.2  Sledovani ristu mikroorganiSmul ..........cccceieeiiiiiiiinieieee e 27
421 Dynamika ristu celkového mnoZzstvi mikroorganism................ 27

4.2.2 Dynamika rastu kment Lactobacillus delbrueckii  subsp.

bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.............cccccveernenene. 30
B ZAVER oot 36
B SUMMARY oottt 37

7 SEZNAM LITERATURY ..o 38



1 UVOD

Fermentované mlééné vyrobky patii mezi tradicni a popularni vyrobky
mlékarenského primyslu. Jejich trzni sortiment se neustale rozsifuje a vyrobky jsou
oblibeny. Mnohé z nich se uplatiuji v rtiznych dietach a pii 1écebné vyzive.
Fermentovanad mléka jsou produkty vyrobené z mléka o rtizné tuc¢nosti a susing, které
bylo fermentovano pomoci specialnich mikroorganismi. Béhem fermentace mléka je
Cast pritomné laktozy pfeménéna na kyselinu mlé¢nou, ktera snizuje pH vyrobku a
zamezuje rustu nezadoucich bakterii.

Cilem prace bylo sledovani rastu kulturni mikroflory béhem fermentace
mlékarenské suroviny — mléka. Experimentalni ¢ast bakalarské prace byla zaméfena
na sledovani rastovych kiivek bakterii mlécného kysani rodid Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
mikrobiologickymi metodami a zmén titra¢ni kyselosti v pribéhu fermentace mléka
pii vyrobé jogurti. Experimentalni prace byly uskute¢nény ve spolecnosti “AGRO-

LA*, spol. sr.0., Jindfichtiv Hradec.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 MIéko a jeho kvalita

2.1.1 Charakteristika kravského mléka

Mléko je zemédélsky produkt zvlastniho vyznamu, jak pro vyrobce, tak
I spotiebitele. MIéko je jednim z mala zemé&délskych vyrobki ze Zzivoc¢isné produkce,
které se hodi bez dalsiho zpracovani k ptimé konzumaci.

Vzhledem k tomu, Ze mléko ma vysokou nutri¢ni hodnotu — obsahuje vapnik,
fosfor, draslik, hotcik, jod, zinek, karotenoidy, vitaminy A, E, D, aminokyseliny
(lyzin, tyrozin, fenylalanin, leucin) — je vyznamné pro lidskou vyZivu. Zvlasté pro
déti, dospivajici mladez, ale také pro starSi a nemoci oslabené jedince je mléko témér
nenahraditelnou &asti denniho jidelni¢ku u velké ¢asti populace (DOLEZAL, 2000).

Je ziejmé, ze mléko predstavuje uceleny komplex latek potifebnych k vyzivé
(tabulka 1). Mléko dava c¢lovéku nejen nejhodnotnéjsi zivocisné bilkoviny, ale
i dobfe stravitelny tuk a cukry dulezité pro latkovou vyménu. Kromé toho jsou
v mléce mimotadné cenné a pro lidské t€lo nezbytné mineralie, dulezité stopové
prvky a neocenitelné vitaminy (TEPLY, 1968).

Tabulka 1 Praimérné slozeni kravského mléka (%) podle Zadrazila (2002):

Voda max. 87,25
Susina min. 12,75
z toho:

- obsah laktézy 4,60 — 4,90

- obsah bilkovin 2,80 - 3,60

- obsah mlééného tuku 3,20 -6,00

- obsah mineralii 0,80-1,10

- obsah nebilkovinného dusiku 0,015 -0,029

- (obsah mocoviny) (2,50 — 5,00 mmol/l)

Mnozstvi a slozeni mléka 1 jeho vlastnosti zalezi na fad¢ vnéjSich 1 vnitinich
faktor. Mezi vnitini faktory muzeme pocitat plemennou pftislusnost, dédi¢nost,
individualitu dojnice, aktivitu mlécné zlazy, dychaci a krevni systém, plodnost, vék
a dalsi. Vnitinimi faktory jsou podminky chovu, vyziva (GRIEGER, 1990).

Mezi fyziologické funkce tfadime laktacni stddium, pohlavni funkce, zdravotni

stav (MARENDIAK a kol., 1987).



2.1.2 Pozadavky na kvalitu mléka

Kvalitu mléka jako potravindiské suroviny lze definovat jako souhrn
informuji o vhodnosti pro zpracovani a kulinafskou upravu, ale i o nezavadnosti pro

konzumenty nebo téZ o pozitivnim piinosu pro zdravi populace (DOLEZAL, 2000).

Legislativni pozadavky na syrové kravské mléko jsou dany Natfizenim Komise
(ES) ¢.1020/2008, které z mikrobiologickych kritérii obsahuje pouze limit pro
celkovy pocet mikroorganismi (CPM), a to vsyrovém mléce dodaném ke
zpracovani (< 100 000 kolonii tvoficich jednotek (KTJ)/ml), v syrovém mléce
bezprostiedné pied tepelnym osetfenim< 300 000 KTJ/ml) a v tepelné osetfeném
mléce pouzivaném pro vyrobu mléénych vyrobkt (< 100 000 KTJ/ml).

Jakostni znaky pro syrové kravské mléko pro mlékarenské oSetfeni a zpracovani
jsou uvedeny v normé CSN 57 0529 (1998). Kromé vyse zminéného CPM norma
udava doplnkové mikrobiologické znaky jakosti: pocet psychrotrofnich
mikroorganismil < 50 tis. KTJ/ml, pocet termorezistentnich mikroorganismi < 2 000
KTJ/ml, pocet koliformnich bakterii< 1 000 KTJ/ml a negativni vysledky testu na
sporotvorné anaerobni mikroorganismy v 0,1 ml.

Podle Vyhlasky 77/2003 Sb. v platném znéni, 83, odst. 3, se kravské mléko
oznacuje pouze jako mléko.

STETINA (2002, 2009) uvadi zakladni pozadavky na vlastnosti mléka
pfijimaného ke zpracovani:

- mléeko musi pochéazet od zdravych dojnic, kritériem je pocet somatickych
bungk (<400 000/ml),

- nesmi obsahovat inhibi¢ni latky, tj. rezidua antibiotik nebo zbytkl
dezinfek¢nich a Cisticich prostiedki, nebot’ mlééné bakterie jsou na inhibiéni
latky velmi citlive,

- celkovy pocet mikroorganismi by nemél piekroc¢it 100 000 KTJ/ml,

- mléko musi mit neporusené slozeni, napi. podle obsahu tuku a bilkovin, bodu

mrznuti a podle titraéni kyselosti,

- musi byt dodrZena teplota uchovani 4 — 6 °C,



- senzorické znaky jakosti — barva, konzistence a vzhled, chut’ a viiné musi byt

typické pro mléko bez zjevnych zmén, pichuti a pachu.

2.2 Jogurt a jeho kvalita

Fermentované mlécné ndpoje zakysané a zkvasené, jsou v podstaté biologicky
aktivni mléka. Ve srovnani se sladkym mlékem maji mnoho ptednosti, v n¢kterych
statech jsou nejoblibenéjsi z kysanych mléénych produkti a maji vysokou piidanou
hodnotu. Vyznamnou piednosti téchto vyrobkd je i to, ze jsou mnohem trvanlivéjsi
nez oby&ejné mléko, a lze je proto déle skladovat (ZIZKA, 1980).

Vyroba fermentovanych mlék pfedstavuje progresivni zplisob zpracovani mléka

na vyrobky cenéné pro pozitivni vlastnosti nutri¢ni, senzorické i dietetické

(PLOCKOVA, 2009).

Vyzivna a lécebnd hodnota zakysanych a zakvaSenych mléénych vyrobkl
spoc¢iva predevsim v tom, ze obsahuji vSechny dilezité slozky mléka, ale neptetézuji
travici orgéany. Je to dano tim, Ze bilkoviny se vysrazeji v jemnych vlockach, které se
rychle a 1épe travi. Kyselina mlécna zlepSuje resorpci vitaminli a nékterych
aminokyselin, které se uvoliiuji pfi enzymovém odbouravéani bilkovin. Plisobenim
nekterych druht Cistych kultur pouzitych ve vyrobé dochdzi déale k castecné
hydrolyze mlécného tuku a také k tvorbé antibiotickych latek, které maji tlumivy
ucinek na rist nékterych Skodlivych mikroorganismt.

Mezi nejznaméjsi zakysané mlécné vyrobky s piiznivymi vyZivnymi
a dietetickymi  ucinky patii jogurt. Celosvétové patii k nejrozsitenéjSim

fermentovanym vyrobkiim s termofilnimi bakteriemi mlééného kysani.



2.2.1 Historie, charakteristika a vyznam jogurtit

Historie jogurtu

Historie jogurtu saha az do starovéku. NejstarSi pisemna zminka o jogurtu je
pfipisovana fimskému spisovateli Pliniovi star§imu. Ten ve svych zépiscich
poznamenava, ze nckteré ,,barbarské kmeny* umély ,,zahustit mléko na piijemné
kyselou hmotu*. Dikazy o existenci kysanych mlé¢nych vyrobka vsak sahaji az do

3. tisicileti pred nasim letopoctem.

Prvni jogurt vznikl ndhodnym kysanim, pravdépodobné pii kontaktu
s bakteriemi, které se nachéazely uvnitf vaku z kozi klize, v némz bylo piepravovano
mléko. Teplé prostiedi ve vaku vytvofilo vhodné podminky pro bakterie mlé¢ného
kysani.

Za zemi puvodu je povaZzovano Bulharsko. Podle jinych teorii pochazi jogurt
odnékud z oblasti Stiedniho vychodu, z uzemi dnesniho Iranu nebo Kurdistanu.
V tomto regionu se do dneSnich dni vyrabi jogurt tradiéné fermentaci ve vaku z kozi

nebo ov¢i kaze.

RozSireni jogurtu do Evropy

Do evropského jidelnicku se jogurt dostal z vychodu nejprve jako Iék. Stalo se
tak v 16. stoleti diky francouzskému krali Frantisku I. Ten, kdyz trpél téZkymi
zaZivacimi potizemi a nikdo z dvornich Iékaiti ho neumé¢l vylécit, pozadal o pomoc
tureckého sultdna Sulejmana I. Sultan poslal z Istanbulu 1ékafe, ktery Frantiska 1.
vylécil podavanim jogurtu z ovéiho mléka.

Na zacatku minulého stoleti byl pak v Evropé rozpoznan a popsan vyznam
jogurtu pro zdravi ¢loveéka. Znamy rusky lékar a badatel, feditel Pasteurova institutu
v Paiizi, prof. Ilja Ilji¢ Mecnikov vyslovil jako prvni hypotézu, ze dlouhovékost
bulharskych pastevci je dana specifickym zptisobem jejich stravovani. Pastevci
kazdodenné konzumovali velké mnozstvi kysaného mléka a jogurtu. Profesor
Mecnikov identifikoval v kysaném mléku dva kmeny bakterii, kterym ptisoudil onen

pozitivni vliv na dlouhovékost (STAFEN, 2011).

Mikrobiologie jogurtu
Mikroflora jogurtu predstavuje smés kokl a tyCinek: Streptococcus salivarius

subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Obé skupiny se
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pti spole¢né kultivaci vzajemné ovliviji. Na zacatku kultivace rychleji rostou koky,
nebot’ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus hydrolyzuje kasein, tim uvolfiuje
aminokyseliny, které pottebuji koky pfi svém rtstu. V pozd¢jSim stadiu zrani rychleji
rostou ty¢inky a vytvareji vétsi mnozstvi kyseliny mlééné. ZvySena kyselost omezuje

dalsi riist kokt ( PINANOWSKI, 1977).

Rozdéleni jogurtu dle technologickych kritérii

Vyrobki jogurtového typu je nékolik. PLOCKOVA (2009) uvadi, Ze fermentace
a chlazeni mlécné smési a nasledujici operace pii vyrobé fermentovanych mlék

probihaji riznym zplisobem pro tii zékladni typy vyrobku:

TYP | (Set Type) — fermentovany vyrobek s nerozmichanym koagulatem - do mleka
zaoCkovaného zakysovou kulturou se ptidavaji piisady (ovocny podil, aromata)
a takto upravend smes se plni do drobnych spotiebitelskych obali (plastové kelimky,
sklenéné lahve), které¢ se skupinové premistuji do zracich skiini, kde je udrzovana

pozadovana teplota. Zde probéhne fermentace piimo v obalech.

TYP 11 (Stirred Type) — vyrobek s rozmichanym koagulatem - vznika koagulat ve
fermentaénim tanku a struktura vzniklého gelu je rozrusena pied nebo béhem

procesu chlazeni a baleni.

TYP 11l (Drink Type) — vyrobek s nizkou viskozitou ur¢eny k piti - fermentace opé&t
probiha ve fermenta¢nim tanku. Pfi nasledujicich operacich zahrnujicich podle typu
vyrobku tepelné oSetieni (pasteraci, UHT zahfevem), ptip. homogenizaci vyrobku, je

zcela rozruSena struktura vzniklého koagulatu.

Vyznam jogurtu ve vyZivé
Jogurt je vyvazena a zdravi prospéSna potravina. Pfi své relativné nizké
energetické hodnoté je jogurt bohatym zdrojem plnohodnotnych bilkovin, vapniku,

fosforu a riznych vitamint skupiny B (tabulka 2).



Tabulka 2 Primérny obsah slozek ve 100g jogurtu podle Spheerise (2002)

Jednotky Plnotu¢ny Nizkotuény
jogurt jogurt
Energeticka hodnota kalorie 72 62
Bilkoviny g 3,9 4,5
Tuk g 3,4 1,6
Sacharidy g 4,9 6,5
Vapnik mg 145 50
Fosfor mg 114 118
Sodik mg 47 51
Draslik mg 186 192

Bakterialni kultury obsazené v jogurtu pozitivné ovliviwuji slozeni stievni
mikroflory. Nenahraditelné jsou ve chvili, kdy je rovnovaha bakterii v travicim traktu
naruSena, napiiklad po 1écbé antibiotiky. Jogurty diky obsahu zdravi prospésnych
zivych kultur dlouhodobé napomahaji snadnéjSimu vstiebdvani mineralnich latek
a n€kterych vitaminll. V neposledni fadé pomahaji jogurtové bakterie chranit détsky
organismus pied prijmovymi onemocnénimi a omezuji s nimi spojeny Ubytek
hmotnosti. Pravidelna konzumace jogurtii mé ptiznivé ucinky na lidsky organismus.

STAFEN (2011) uvadi, Ze pfiblizné 10-15 % &eské populace trpi metabolickou
poruchou zvanou intolerance laktozy. Tito lidé se vyhybaji, velice ¢asto pod vlivem
ne vzdy pravdivych informaci, konzumaci v§ech mlécnych vyrobkl. Neuvédomuji si
vsak, ze laktozova intolerance je disledek reakce jejich téla na konkrétni proces.
Pfi¢inou téchto problémil je skuteCnost, Ze nejsou schopni vyuzit mlécny cukr
laktozu, nebot’ jejich télo neprodukuje potfebny enzym nazvany laktaza. V disledku
toho se laktéza dostavd nestrdvena do stfeva, coz u téchto lidi zpisobuje stfevni
koliky, priijmy a zvraceni. Jogurty jsou vhodnou alternativou konzumace mléka pro
takto postizené jedince, protoze vyse zminénou poruchu metabolismu pomohou fesit.
Jogurtové kultury totiz samy produkuji enzym laktazu, ktery jiz v samotném jogurtu
Stépi laktozu na glukézu a galaktézu. Nasledné jsou tyto jednoduché cukry
pfeménény na kyselinu mlécénou.

ZIZKA (1980) uvadi, ze v Japonsku zjistili velmi dobré uginky jogurtu pii 1ééeni
nepiiznivych nésledkt radioaktivniho zateni.

SPHEERIS (2002) uvédi, ze konzumace 100g nizkotu¢ného jogurtu z pohledu
vyZivy pokryva:



- 39% doporucené denni davky vapniku

- 24 % doporucené denni davky vitaminu B2
- 25% doporucené denni davky fosforu

- 20 % doporucené denni davky bilkovin

- 4% doporucené denni davky tuku

- 4 % doporucené denni davky sacharidii

2.2.2 Pozadavky na hygienu p#i vyrobé jogurtu

Mléko ur¢ené pro vyrobu jogurtu nesmi obsahovat Zadné latky, které by tlumily
rozvoj kulturni mikroflory. Mléko musi byt ziskavano hygienickym zptsobem od
zdravych dojnic, musi splnovat legislativni poZzadavky a obsahovat co nejnizsi pocet
nezadoucich mikroorganismil. Dale musi vykazovat dobrou kysaci schopnost.

Zajisténi sanitace a hygieny pii vyrobé kysanych mlé¢nych vyrobkt musi snizit
rozsah dodatecnych mikrobialnich kontaminaci jak z vyrobnich zatizeni, tak z rukou

pracovniku, jejich odévu a také z vnéjsiho vyrobniho prostoru (GRIEGER, 1990).

Tento fakt potvrzuje STAFEN (2011), ktery uvadi, Ze v sou¢asné dobé jsou
K vyrobé jogurti pouzivany moderni technologické linky, které jsou zpracovany
Z nerezové oceli a koncipovany tak, aby byly vyborné Cistitelné. Naprosta sterilita
zafizeni je nezbytnym piedpokladem pro zajisténi spravné fermentace, vylouceni

moznosti kontaminace a dosazeni trvanlivosti jogurta.



2.2.3 Technologie vyroby jogurtii

Obréazek 1 Princip vyroby kysanych mlé¢nych vyrobki dle Zadrazila (2002)
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2.2.4 Vady kysanych mléénych vyrobkii

Pfi¢iny vad kysanych mléénych vyrobkt jsou velmi riznorodé povahy, proto se
rizné projevuji. Tam, kde se vyrabi jogurt z mléka zahusténého s pouzitim suSeného
mléka, je tfeba dbat na kvalitu suseného mléka. Nekvalitni susené mléko zpiisobuje
V praxi Casto potize v prokysdvani i konzistenci, které se nespravné pficitaji Cisté
kultufe a z ni pfipravenému provoznimu zakysu.

Nedostatky v kvalité vstupnich surovin ¢i technologii mohou zptisobovat podle
GRIEGERA (1990) nésledujici vady:

Oddélovani syrovatky - je nezadouci a nastava zejména pii pouziti vysSich
kultivacnich teplot pfi zrani, které vedou k ptekysani. Rovnéz nesSetrné zachdzeni

vede k mechanickému oddélovani syrovatky.

Tukova vrstva - je projevem nedokonalé homogenizace mlééné smési (pokud je

smés homogenizovana).

Prostoupeni vyrobku bublinkami plynu - je projevem silné kontaminace
koliformnimi bakteriemi nebo kvasinkami. Mtze vSak byt i projevem nevhodné
pouZzité kultury s vysokou produkci CO,.

Ridka konzistence - mize byt zptisobeno nedostate¢nym prokysanim, jez maze byt
projevem nevhodné suroviny, napt. i porusené vodou, nevhodného oSetfeni, malé

aktivity z&kysu, poruseni technologického postupu nebo napadeni kultur.

Hrudkovitd konzistence - nastava pii ptredCasném rozmichani vyrobku, pfi
nedostateném rozmichani kultur ve smési nebo nedostatenym rozmichanim

hotového vyrobku.

Barevné vady - vznikaji pouze za pouZiti nevhodnych barevnych piisad, mohou
pusobit nevyrazné nebo naopak puisobi nevzhledné vzlinani nebo splyvani barevnych
slozek.

Vady chuti a aromatu - maji uzky vztah k vyrob¢ i k pouzitym surovinam, které
vznikaji pfi nedostatecném rozvoji kysacich kultur, pt. chut’ zatuchla, kvasni¢na,
sladovd apod. Ptipalena chut a aroma mohou svéd¢it o nevhodné provedené
pasteraci mlécné smési. Piekysani, smyslové vnimané jako prili§ kyseld chut, je
disledkem pomalého chlazeni po skonceni vyroby nebo skladovéani vyrobkl za

vysSich teplot.
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2.3 Cisté mlékaiské kultury (CMK)

CMK jsou uSlechtilé mikroorganismy pro vyrobu mléénych vyrobki a to
zejména kysanych mléénych vyrobku, tvaroht, syrd, popt. dalsich fermentovanych
vyrobkl (KADLEC, 2009).

CMK jsou vyrabény v riznych formach a pro rozdilné aplikace. Forma
mlékaiskych kultur miize byt lyofilizovana, tekutd a mrazena. Mlékaiské kultury

jsou aplikovany jako matecn¢, provozni nebo jako kultury pro piimé oCkovani.

Pro mlékarenskou produkci jsou CMK vybirany na zakladé pozadovanych
vlastnosti pro mlékarenskou aplikaci, tj. na zakladé biochemickych, senzorickych
a reologickych vlastnosti. Jsou vyrabény bud’ jako monokultury nebo jako smésné
kultury slozené z rlznych kment stejného druhu nebo riznych druht

mikroorganismi.

Pouzivani CMK davé predpoklad k dosazeni dobré, standardni kvality vyrobki.
SniZuje se riziko nevyhovujicich produkti a zvySuje se hospodarnost vyroby. CMK

umoziuji téz rozsifovani sortimentu vyrobku.

2.3.1 Vyznam CMK

CMK se uplatiuji ve vét§ing vyrobnich usekii mlékarenského pramyslu.
Ptedevsim k nim patii nékolik vybranych variet kultury jogurtové, déale kultura pro
vyrobu acidofilniho jogurtu, kultura kefirovd a samoziejmé kultura smetanova
(KNEZ, 1960).

Funkci CMK lze rozdélit do nékolika skupin, délené podle zakladniho uéelu,

kterému ve vyrobé¢ slouzi:

Fyzikalné-chemické zmény - majici vliv na strukturu a konzistenci vyrobku. Jde
pfedevsim o funkci koagulacni, vyvolanou kyselinou mlé¢nou, kterd vzniké ¢innosti
bakterii mlééného kysani. Kyselina mlécnd odstépuje vapnik vazany na kasein
avytvaii volny kasein a mlé¢nan vapenaty. V druhé fazi se kasein prevadi do
1soelektrického stavu ( pH 4,55), v némzZ ma nejnizsi rozpustnost a vylucuje se.
Pokud se pribéhem kysani nedosdhne isoelektrického bodu kaseinu, kasein (pokud
se nezahtiva) se viditelné nesrazi, avsak nabobtnava a siln¢ houstne. Tim se znacné

méni viskozita, struktura i chut’ kultur mlééného kysani.
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Ochranné faktory - dilezitou funkci CMK je tvorba ochrannych latek, kterymi
kultury zasahuji do vzajemného poméru v mikrofléfe a zabranuji rozvoji typickych
nepfiznivych mikroorganismi mléka a mléénych vyrobkli. Ochranny tuc¢inek
mikrobialnich kultur je do zna¢né miry dan jiz tvorbou kyselin, zejména kyseliny
mlécné, kterd vytvarenim vysoké kyselosti ve vyrobku zabraniuje rozvoji ¢etnych
Skodlivych bakterii, zvlasteé peptonizujicich. Kromé toho vsSak bakterie mlécného
kysani vytvaieji redukujici latky a tim zabranuji autooxidaci tuku. Koneéné bakterie

mlécného kysani vytvareji také antibiotika, potlacujici rozvoj nezadouci mikroflory.

Bakterie mlééného kysani, obsazené v pouzivanych mlékaiskych kulturach ziji
v antagonismu s vétSinou Skodlivych mikroorganismi, které by pii svém rozvoji
v mléce ohrozily tispéch celé vyroby. P¥idanim CMK se zajisti pfevaha a rychly
rozvoj uziteCnych bakterii mlécného kysani, které zabrani vyvinu a Skodlivému
pusobeni uvedené nepiiznivé mikroflory mléka.
Utinek zrani mléénych vyrobki - zrani mléénych vyrobkl zaleZi jednak
vV chemickych zménach, ve zménach koloidniho stavu a ve vytvafeni Zadouci
struktury. Pribéh zrani vyrobkii je vyjaddien jejich chuti, vini, konzistenci
i vzhledem. Pfi fermentativnim pochodu zrani se méni vétSinou zakladni slozky
mleka, tj. mléény cukr, tuk i bilkoviny.
Tvorba vyzivnych a lé¢ivych faktora - obecné, co se mléénych vyrobku tyce, jde
0 pfeménu bilkovin mléka ve stravitelnéjsi formy a o tvorbu vitamint, zvlaste
vitamint skupiny B, produkovanych ¢innosti mikroorganisma kultur. Dieteticka
a lécebna funkce Cistych mlékarskych kultur spociva, jak jiz bylo zminéno, v tvorbé
kyseliny mlé¢né, ktera vyvolava kyselé prostiedi ve stievnim traktu a tim inhibuje
Skodlivou hnilobnou mikrofloru.

V soucasné dobé dochazi k prudkému vzestupu piimého Ié¢ivého vyuZivani
CMK s hlavni slozkou Lactobacillus acidophilus — ve formé susenych koncentrati,
v prasku, granulkdch nebo tabletach, pouZivajicich se k 1é¢eni fady chorob

zazivaciho traktu — zacpy, prijmy, kolitidy aj.
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2.3.2 Pozadavky na surovinu pro vyrobu CMK

MIléko pro kultivaci kultur musi byt vybérovou smési cistého, fadné
vychlazeného ranniho mléka od zdravych, vSestranné dobie krmenych dojnic. Ma
byt makroskopicky i mikrobialn¢ co nejCistsi a plnohodnotné a v§echny jeho slozky
musi byt v optimalnich hodnotach. Spatna kvalita mléka sniZuje Zivotaschopnost

a celkovou kvalitu kultury.
GRIEGER (1990) uvadi nejdilezitéjsi pozadavky na surovinu pro vyrobu CMK:

- CMK s dobrou kysaci aktivitou,

- dobfe vybrana, oSetiend, piipadné upravena zakladni surovina jako kultivaéni
meédium,

- Vhodné laboratorni i pfistrojové vybaveni,

- dodrzeni optimalniho technologického postupu piipravy pod dozorem
zkuseného specialisty,

- spravné uskladnéni a manipulace s Cistou kulturou.

Uprava mléka pro kultivaci CMK

Miléko pred pouzitim se upravuje podle toho, pro kterou kulturu bude pouZzito.
Vétsinou se Kultura kultivuje v takovém prostfedi, v jakém se nakonec uplatni

v kone¢ném vyrobku. Adaptujeme tak kulturu na urcité prostredi.

MIéko sterilujeme v proudici pafe co nejdéle, avSak nesmi nastat zjevné
poruSeni jeho soucasti — karamelizace cukrt, denaturace bilkoviny. MIéko po
sterilaci thned vychladime, vytemperujeme na optimalni kultivacni teplotu a pak

kulturu naockujeme.

2.3.3 Pozadavky na CMK

Bezvadna jakost mlénych vyrobkl zavisi na nékolika zakladnich Cinitelich.
Kromé¢ kvality zpracovavaného mléka, technického zatfizeni, technologie vyroby
a kvality lidské prace vyznamné spolurozhoduje o kvalité hlavnich vyrobka také
kvalita Cistych mlékaiskych kultur, respektive kvalita mateénych a provoznich
zéakysi.

13



U CMK se sleduje a hodnoti:

mikroskopicky obraz — morfologické znaky, tvar mikroorganismt, pomér
ty¢inek a kokd,

kyselost — uvadi se vétsinou titrani nebo celkova kyselost dle SH,

aromaticke latky,

vitalita kultury — fenolovy test a dal$i ( GRIEGER, 1990).

Dulezitym ukazatelem kvality kultury jsou organoleptické vlastnosti. Podle

organismil obsazenych v kulturach se CMK ¢leni na:

kultury bakterialni
kultury kvasinkoveé
kultury smiSené

kultury plisnové

Podle G&elu, k némuz kultury slouZi, rozlidujeme nasledujici CMK na:

smetanové — univerzalni, maslaiska, syraiska

kultury pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobkt

specialni syratfské kultury

pro vyuZiti v zemédélstvi — napt. na vyrobu fermentovanych mlék ke

krmnym G&eltim, popt. specialni kultury k piipravé silazi (ZIZKA, 1980).

2.3.4 Charakteristika a pozadavky na jogurtovou kulturu

Jogurtova kultura se pouziva k vyrobé jogurtu, ovocného jogurtu, jogurtového

mléka a vyrobku jogurtového typu.

Jogurtovou kulturu tvofi bakterialni druhy Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, jejichz pomér ma byt 2:1
az 1:2 (GRIEGER, 1990).
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se bézné oznacuje jako ,,bulharska
ty¢inka®. V tekutém prostiedi se jevi jako tyCinka dlouhd 5 az 10 um a Sirokd 0,7 az
1,5 um. Byly vSak pozorovany i ty¢inky dlouhé az 12 p a Siroké az 1,2 p. Vyskytuji
se jednotlive 1 v fetizcich piechazejicich nékdy 1 do vldken dlouhych 50 az 100p.

V mladé kultufe jsou siln¢ grampozitivni, star$i se stdvaji gramnegativni.
Ty¢inky jevi sklon ke granulaci. Bulharskd tyCinka je silné variabilni. Tato jeji
vlastnost se projevuje zejména vlivem zmén teploty, povahy a koncentrace

dusikatych latek, kdy vznikaji rozmanité tvary.

Na agaru tvoii nepravidelné okrouhlé kolonie. Zelatinu neztekucuje. Roste
v tepelném rozmezi 37 az 42 °C. Podle Bergeyova klasifika¢niho systému je pro
typicky Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus tepelné optimum 45 az 50 °C.
Timto znakem se odliSuje ,bulharska ty¢inka“ od ostatnich pravych tycinek
zkvasujicich laktozu. Z uhlohydratd fermentuje glukozu, galaktézu a laktozu.
Nezkysava xylozu, arabindzu, manitol, dextrin, inulin a Skrob. Je to nejtypicté;si
mlééna ty¢inka (KNEZ, 1960).

Nejvhodnéjsim prostiedim pro kultivaci je mléko. Vytvaii v ném podle Bergeye
inaktivni, podle Demetera levotoc¢ivou nebo inaktivni kyselinu mlé¢nou. Kromé

kyseliny mlécné tvoti stopy kyseliny jantarové, octové a mravenci.

Charakteristickym znakem Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus je vSak
zpusob srazeni mléka pii optimalni teploté. Pfi teploté 40 az 50 °C ztuhne mléko
behem 3 az 4 hodin v celé hmot¢ najednou v porceldnovitou kompaktni hmotu. Tim
se lisi od velmi podobné ty¢inky acidofilni (Lactobacillus acidophilus), tuhnouci
odspodu a pomaleji spise pii teplotach 35 az 40 °C.

Ze vsech ty¢inek mlééného kysani Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
nejmirngji $tépi kasein. Zlu¢i hyne Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus jiz
v Zaludku, nanejvy$S v horni ¢asti stievniho traktu. Mimo to je k alkalickému
prostiedi daleko citlivéjsi nez ostatni termofilni ty¢inky a nesnasi hnilobné produkty

indol a fenol.
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Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Je ze skupiny kokd. Bunky maji velikost 0,7 az 0,9 um a byvaji ve dvojicich
nebo tvoii fetizky. Optimalni teplota pro jeho rist je 40 az 45 °C. ZkvaSuje laktdzu
homofermentativné na kyselinu mléénou. Kultivuje se v mléce po zaockovani 0,5 az

1 % kultury pti 37 °C po dobu 16 aZ 20 hodin (ZIZKA, 1980).
Demeter uvadi, ze byly popsany kmeny rostouci pti 5 °C. Z uhlohydratt zkysava

glukozu, fruktozu, laktozu a sacharozu, ziidka arabindzu a rafindzu.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus

O kmenech Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus je zndmo, Ze se ve svych biochemickych aktivitach
podporuji vzajemnou symbiézou. Na pocatku zrani produkuje Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus latky, které stimuluji rast Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus nastavajici teprve pozdé€ji. Naopak Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus svou proteolytickou aktivitou uvolfiuje v mléce aminokyseliny,
aumoznuje tak pokraCujici ¢innost bakterii Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus po spotfebovani dilezitych aminokyselin obsazenych v mléce.

Tato symbidza se projevuje piizniveé i ve vlastnostech jogurtu, napi. tvorbou
typického aromatu, jehoz hlavni sloZkou je acetaldehyd. Hlavnim producentem
acetaldehydu je Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, ale ve smésné kultuie se
acetaldehyd tvofi rychleji a ve vétSim mnozstvi. Nevyhodou kultury je znacna
citlivost bakterii Streptococcus salivarius subsp. thermophilus vuéi inhibi¢nim
latkam, takze Castéji dochazi k jejich oslabeni, a tim i1 ke sniZzeni kvality finalniho
vyrobku.

Kultura se péstuje ve vybraném plnotuéném nebo odsttedéném mléce. Sterilni
mléko se ockuje 1% kultury. Inkubace probiha pti 42 az 45 °C po dobu 3 az 3,5
hodiny. Pfi ozivovani kultury se pouziva vétsi mnozstvi inokula a delsi doba srazeni.

Kvalitni kultura ma& po vychlazeni na 10 °C vykazovat hustou konzistenci.
Povrch ma byt suchy, prosty syrovatky. Film neulpiva, ale rozd€luje se v prameénky.
Chut ma Ccisté kyselou, specificky jogurtovou. Kyselost kultury se pohybuje
v rozmezi 42 az 50 SH.
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V zahu$téném mléce ma lasturovity lom a Kkulturu (zakys, jogurt) lze krajet.
Tento znak se tak vZil, Ze je povazovan za rozhodujici znak dobrého jogurtu (KNEZ,
1960).
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3 EXPERIMENTALNI A METODICKA CAST

3.1 Cil prace

Cilem prace bylo sledovani rastu kulturni mikroflory béhem fermentace
mlekarenské suroviny — mléka. Experimentalni ¢ast bakalaiské prace byla zamétena
na sledovani rastovych kiivek bakterii mlécného kysani rodia Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
mikrobiologickymi metodami a zmén titracni kyselosti v pribéhu fermentace mléka
pii vyrobé jogurtt.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na sledovani:

- rastovych kiivek bakterii mlécného kysani roda Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
mikrobiologickymi metodami

- zmeén titracni Kyselosti v prubéhu fermentace mléka pii vyrobé jogurti

termostatovou metodou.

3.2 Technologie vyroby jogurti ve spolecnosti“AGRO-LA*

Jogurty spole¢nosti AGRO-LA jsou vyrabény z Cerstvého pasterovaného mléka
bez upravy tucCnosti, dodavaného od provétenych vybranych dodavatelti, jsou
zahustovany suSenym odstfedénym mlékem a zakysavany léty provéfenou Zivou
kulturou. Pfesné mikrobialni sloZeni je technologickym know-how vyrobce.
Samoziejmosti zdejsi vyroby jsou velmi pfisnd hygienicko-sanitacni kritéria

a vysoky standard jakosti. V technologii nejsou pouZivany zadné ptidatné latky.

3.3 Metody stanoveni

Technologicka a laboratorni ¢ast prace byla uskute¢néna ve dvou pokusech
vV ramci bézné pramyslové vyroby jogurti ve spolecnosti “AGRO-LA", spol. s r.o.
vlindfichové Hradci. Tato spole¢nost je prfednim Ceskym vyrobcem tradi¢nich

jogurtd typu ,,Set Type* a vyroba zde probiha jiZz od roku 1993.
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3.3.1 Stanoveni Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Ke stanoveni Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus byl pouzit MRS agar
(Agar pro Lactobacillus podle de Mana, Rogosy a Sharpe) podle CSN ISO 15214 :

1998. Tyto bakterie mlééného kvaSeni byly stanoveny plotnovou metodou.

Zivné médium navrhli DE MAN, ROGOSA a SHARPE (1960) pro pomnozeni,

kultivaci a isolaci ptislusnikd rodu Lactobacillus ze vsech typti materialt.

SloZeni a priprava MRS agaru

Pepton z kaseinu 10,0g; masovy extrakt 10,0g; kvasni¢ny extrakt 4,0g, D(+)
glukoza 20,0g; hydrogenfosfore¢nan didraselny 2,0g; Tween® 80 1,0g; kysely
citran amonny 2,0g; octan sodny 5,0g; siran hotfe¢naty 0,2g; siran manganaty 0,04 g;
agar-agar 14,0g, destilovand voda 1 litr. Pro pfipravu MRS agaru byl pouzit

komer¢ni vyrobek firmy Merck, s.r.0.

Navazi se 68,2 g MRS agaru a za obasného michani se necha rozpustit v 1 litru
destilované vody, pro lepSi rozpusténi se mize vznikla suspenze ohtadt na 45°C, po
dokonalém rozpusténi se upravi pH tak, aby po sterilaci mél vznikly agar pH
5,7 £0,2 pti 25°C. Agar se steriluje v poZzadovanych objemech. Sterilace probiha 15
minut pii 121°C

Po sterilaci se agar ochladi na 45°C a rozléva do inokulovanych Petriho misek.
Agar v Petriho miskdch ma byt hnédy a €iry. Vlastnimu stanoveni predchéazela

kontrola kvality média (tabulka 3).
Tabulka 3 Kontrola kvality média — MRS agar

Kontrolni kmen Inokulum KTJ/ml | Produktivita v %
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 10° - 10° >50

Lactobacillus lactis ATCC 19435 10%-10° >50

Escherichia coli ATCC 25922 >10° bez riistu

Bacillus cereus ATCC 11778 >10° bez riistu

KTJ - kolonie tvofici jednotky
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Postup stanoveni Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Priprava vzorku

Pokud to vzorek vyZaduje, provede se homogenizace vzorku. Homogenizace se
provede v homogenizatoru typu Stomacher. Odvazi se 10 g vzorku a ptida se 9-ti
nasobek fediciho roztoku a provede se homogenizace na stupent 3 po dobu 2 x 10
sekund. Vznikla suspenze je povazovana za 1. fedéni. Nasledné fedéni se provadéji
ve zkumavkach. Do zkumavky obsahujici 9 ml fediciho roztoku se piida 1 ml
vzniklé suspenze z ptedchoziho kroku a vzorek se homogenizuje na minitfepacce

Vortex.

Inokulace a kultivace

Stanoveni se provadi vZdy paralelné do dvou Petriho misek. Za aseptickych
podminek se oc¢kuje 1ml vzorku nebo jeho piislusného fedéni do sterilnich Petriho
misek. Zao&kované misky jsou zality MRS agarem. Redéni vzorku se voli takové,
aby Petriho misky po inkubaci obsahovaly 15 aZz 150 charakteristickych kolonii.

Inokulované Petriho misky se nechaji ztuhnout na vodorovné plose za
laboratorni teploty. Po ztuhnuti se inokulovana zivna puda ptevrstvi asi 5-7 ml MSR
agarem, pro zajiSténi anaerobniho prostiedi. Ztuhlé misky se kultivuji pii 30 °C po
dobu 72 hodin. Aby se zabranilo vysychani zivné pady, jez by vedlo ke zvySeni
koncentrace octanu na povrchu a inhibici ristu laktobacilt, vlozi se do termostatu

kadinka s vodou.

Vyhodnocovani vysledki

Lactobacillus acidophilus subsp. bulgaricus tvoti na MRS agaru drobné bilé

nepravidelné kolonie.

3.3.2 Stanoveni Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Médium, navrzené TERZAGHIM a SANDINEM (1975) pro kultivaci
a stanoveni poctu mlécénych streptokokit v mléce a mlénych produktech a pro

diferenciaci bakteriofagt, infikujicich mlécné streptokoky.
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Média M 17 se v porovnani s jinymi srovnatelnymi zivnymi médii vyborné
osvédcila pro kultivaci naro¢nych druhti. Diky piidavku b-glycerofosfatu sodného je

zvysena pufrovaci kapacita media, coZ podporuje rist mlé¢nych streptokokd.

SloZeni a priprava média M17

Pepton ze s6jové moucky 5,0g; pepton z masa 2,5g; pepton z kaseinu 2,5g;
kvasniény extrakt 2,5g; masovy extrakt 5,0g; lakt6za monohydrat 5,0g; kyselina
askorbova 0,5g; b-glycerofosfat sodny 19,0g; siran hofe¢naty 0,25g; agar-agar
12,759, destilovana voda 1 litr. Pro pfipravu média M17 byl pouzit komercni

vyrobek firmy Merck, s.r.o.

Navazi se 55g média M17 a za ob¢asného michani se necha rozpustit v 1 litru
destilované vody, pro lepSi rozpusténi se mize vznikla suspenze ohiat na 45°C, po
dokonalém rozpusténi se upravi pH tak, aby po sterilaci mél vznikly agar pH
7,2 £0,2 pii 25°C. Agar se steriluje v pozadovanych objemech. Sterilace probiha 15
minut pii 121°C

Po sterilaci se agar ochladi na 45°C a rozléva do inokulovanych Petriho misek.
Médium v Petriho miskach ma byt hnédé a ¢iré. Vysledky kontroly kvality média
jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Kontrola kvality média — M17 agar

Kontrolni kmeny Rust

Streptococcus agalactiae ATCC 13813 dobry / velmi dobry
Lactococcus lactis spp.cremoris ATCC 19257 dobry / velmi dobry
Lactococcus lactis spp. lactis ATCC 19435 dobry / velmi dobry
Enterococcus faecalis ATCC 11700 dobry / velmi dobry
Staphylococcus aureus ATCC 25923 dobry / velmi dobry
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 uspokojivy / dobry
Lactobacillus casei ATCC 393 uspokojivy / dobry
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Postup stanoveni Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Priprava vzorku

Pokud to vzorek vyZaduje, provede se homogenizace vzorku. Homogenizace se
provede v homogenizatoru typu Stomacher. Odvazi se 10 g vzorku a piida se 9-ti
nasobek fediciho roztoku a provede se homogenizace na stupent 3 po dobu 2 x 10
sekund. Vznikla suspenze je povazovana za 1. fedéni. Nasledné fedéni se provadéji
ve zkumavkach. Do zkumavky obsahujici 9 ml fediciho roztoku se piida 1 ml
vzniklé suspenze z ptedchoziho kroku a vzorek se homogenizuje na minitfepacce

Vortex.

Inokulace a kultivace

Stanoveni se provadi vzdy paralelné do dvou Petriho miskek. Za aseptickych
podminek se ockuje se 1 ml vzorku nebo jeho piislusného tedéni do sterilnich

Petriho misek. Zaockované misky jsou zality médiem M17 (Merck).

Redéni vzorku se voli takové, aby Petriho misky po inkubaci obsahovaly 15 aZ

150 charakteristickych kolonii.

Inokulované Petriho misky se nechaji ztuhnout na vodorovné plose za
laboratorni teploty. Ztuhlé misky se kultivuji pii 28 °C po dobu 24-48 hodin za

aerobnich podminek.

Vyhodnocovani vysledki

Po 15 hodinach jsou jiz dobie viditelné kolonie laktézo-pozitivnich streptokokd.

Kolonie laktdzo-pozitivnich mléénych streptokoktt maji po 5 dnech pramér 3-4 mm.

3.3.3 Stanoveni titracni kyselosti jogurtu

Stanoveni titrac¢ni kyselosti bylo provedeno metodou podle Soxhlet-Henkela.

Kyselost podle Soxhlet-Henkela je dana po¢tem mililitri odmérného roztoku
c(NaOH)= 0,25 mol.I™* spotiebovaného pii titraci zkusebniho vzorku na fenolftalein
jako indikator. Vyjadiuje se v ml roztoku c(NaOH)= 0,25 mol.I"* spotiebovanych na

100 g u smetany nebo zakysanych tekutych mlécnych vyrobki véetné jogurti.
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Postup stanoveni titra¢ni kyselosti podle Soxhlet-Henkela

Priprava vzorku

Tekuty vzorek byl homogenizovan pomoci minitfepa¢ky Vortex. U tuhého

vzorku byla odstranéna tukova vrstva.

Vlastni stanoveni

Do Erlenmayerovy bariky se odméfi 10 ml tekutého vzorku nebo 10 g tuhého
vzorku a pfida se 2 ml 2% roztoku fenolftaleinu. Pro lepsi homogenizaci tuhého
vzorku lze piidat 5 ml destilované vody. Za stalého michani se titruje roztokem
NaOH (cNaOH =0,25 mol.I"") do slab& riazového zbarveni, které ma vydrzet

minimalné 1 minutu.

Vypocet
SH=2a.100
Mo
- spotieba roztoku c(NaOH)= 0,25 mol.I"* pii titraci odméfeného &

navazeného zkusebniho vzorku, v ml

mo...... odpipetované nebo navaZzené mnozstvi vzorku, v ml nebo g
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na sledovéani fermentace kravského mléka pfi
vyrobé jogurtli ve spolecnosti “AGRO-LA* v Jindfichové Hradci. Uvedené analyzy
nejsou v kazdodenni praxi zavodu bézn¢ provadény, proto se da predpokladat, ze

zjisténé vysledky budou cennou informaci pro fizeni technologie fermentace.
4.1 Sledovani titra¢ni kyselosti

4.1.1 Titracni kyselost jogurtii v prithéhu roku

Nejprve byla vyhodnocena titracni kyselost jogurtd v dobé expedice, kterad je
zaznamenavana do laboratornich deniki vyrobce. Uvedena c¢iselna hodnota
(oznadena symbolem SH) predstavuje spotfebu odmérného roztoku hydroxidu
sodného o koncentraci 0,25 mol.I"* na piesné definovanou hmotnost vzorku. Do
hodnoceni byly zahrnuty vysledky méfeni titrani kyselosti jogurtd v dobé expedice
za cely kalendaini rok 2010. Hodnoty zaznamenané v tabulce 5 a grafu 1 ptedstavuji
prameérnou titracni kyselost jogurtu pted expedici za uvedeny meésic.

Tabulka 5 a graf 1 Pramérné hodnoty titra¢ni kyselosti jogurtt (dle SH) v prabéhu

roku 2010
Titracni o . . .
Mésic kyselost Prumeérna hodnota titracni kyselosti jogurtu
dle SH (dle SH) v prubéhu roku 2010
Leden 65,25 74.00
Unor 66,81 72.00
Bfezen 63,20 70.00
Duben 64,50 / \
68.00

Kvéten 65,86

Cerven 67,95 P /A /\ / \\_—
= A\

Cervenec 63,68

Srpen 64,53 62.00
74t 70,21 60.00
Rijen 71,40 58.00 ——————
: S é § § 3 &8 & 5 & 8 ©
Listopad 64,84 TS5 8<% ¢z 5 &% o 8¢
- B T £ .o © k! o
8 = o

Prosinec 64,98
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GRIEGER (1990) uvadi, ze zrani se ukon¢i, kdyz titrani kyselost dosahne 65
SH, ochlazenim v chladirné tak, aby kyselost pti expedici nepiekrocila 75 SH.

Nejvyssi hodnota titracni kyselosti byla naméfena v fijnu a to 71,40 SH.
titracni kyselost byla zaznamenana bfeznu. Na kolisani titra¢ni kyselosti muze
pusobit mnoho vlivii a mohou ji ovlivnit zejména sezonni vlivy, doba fermentace, ale
vyznamné se mize podilet také kvalita syrového mléka (STETINA, 2009). Titra¢ni
kyselost je dulezitym ukazatelem nejen z hlediska fermentace mlékéarenské suroviny,
ale také z hlediska vyvazenych senzorickych vlastnosti (GURSQY et al., 2010).

Vzhledem ktomu, Ze v podniku je maximalné vyuzivano pfirozeného zdroje
chlazeni, je pravdépodobné, Ze v teplejSich mésicich lze zkratit dobu fermentace,

zatimco v zimnich mésicich bude provoz ekonomicté;si.

4.1.2 Titracni kyselost v prubéhu fermentace

Vyvoj titraéni kyselosti byl sledovan v dobé fermentace mlékarenské suroviny
a technologického chlazeni jogurtd. Titraéni kyselost byla métena pribézné od doby
umisténi vzorkli do termoboxtu (0:00 hod.) do ukonceni zrani a chlazeni (24:00).
Ziskané hodnoty méfeni jsou zpracovany v tabulce 6 a grafu 2.

Z vysledku vyplyva, ze pouzivana zakysova kultura je dostate¢né vitalni, coZ je
predpokladem pro vysokou kvalitu vyrabénych produkti. Po dosazeni expedi¢ni
teploty cca 8 °C se rust titracni kyselosti zastavuje, a pokud je teplota skladovani
udrzovana v rozmezi 4 — 8 °C, je zaruCena vysoka kvalita vyrobku dana Vyhlaskou
77/2003 Sh. po celou dobu minimalni trvanlivosti. Kyselost v dobé expedice byla

Vv optimalni hodnot¢, coz se shoduje s Udaji, jeZ uvadi GRIEGER (1990).

Tabulka 6 Zmény teploty a titracni kyselosti mlékarenské suroviny béhem

fermentace a chlazeni

Cas fermentace Teplota Titra¢ni kyselost
(hod.) (°C) (dle SH)
0:00 29.0 142
1:00 30,6 14,4
2:00 314 14,4
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pokracovani tabulky 6

Cas fermentace Teplota Titrac¢ni kyselost
(hod.) (°C) (dle SH)
3:00 31,6 14,4
4:00 32,4 14,6
5:00 32,4 14,7
6:00 32,6 15,6
7:00 32,7 16,0
8:00 32,8 17,2
9:00 32,8 18,2
10:00 32,8 25,2
11:00 32,8 34,5
12:00 32,8 46,0
13:00 32,7 49,8
14:00 32,4 58,2
15:00 18,2 61,3
16:00 16,3 62,2
17:00 12,2 63,3
18:00 8,7 64,6
19:00 8,5 65,0
20:00 8,5 65,0
21:00 8,3 65,2
22:00 8,0 65,3
23:00 7,7 65,6
24:00 7,6 65,6

Graf 2 Zmény teploty a titra¢ni kyselosti mlékarenské suroviny béhem fermentace a

chlazeni
=—Teplota °C === Titracnikyselost dle SH
70

40 /
30 p— y 4 . Y
20 __-// \

o .
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4.2 Sledovani ristu mikroorganismi

4.2.1 Dynamika rustu celkového mnoZstvi mikroorganismii

Pfed vlastnim experimentalnim testovanim byl zkontrolovan pocet

mikroorganismi obou kmentl zastoupenych v pouzité jogurtové kultufe (tabulka 7),

ktery méa byt podle GRIEGERA (1990) 2:1 az 1:2.

Tabulka 7 Pomér zastoupenych kment v jogurtové kultuie

Kmen KTJ/ 1 ml
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 6,9 x 10°
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 2,6 x 10°

KTJ-kolonie tvorici jednotky

Optimalni pocet a zastoupeni obou kment bakterii jogurtové kultury ma vyznam
pro lécebné a dietetické vlastnosti findlniho produktu, nebot’ ovliviiuji kyselost,

texturu a senzorické vlastnosti (CAIS-SOKOLINSKA A PIKUL, 2004).

Pokus 1

Celkovy pocet obou kmeni bakterii mlééného kysani, tj. kmene Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus a kmene Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
byl stanovovan kazdé dvé hodiny, od doby umisténi do termoboxu (0:00) do

ukonceni zrani po 24 hodinach (24:00).

Vyhlaska 77/2003 Sb. udavé pozadovany podet bakterii mlééného kvaseni 107
v 1 ml, ktery by mél byt dodrzZen pii expedici vyrobku i po celou dobu spotieby. Z
tabulky 8 je patrné, ze limitni hodnota celkového poctu mikroorganismii byla
splnéna. Rustova kiivka celkového poctu obou kment jogurtové kultury je
zaznamendna v grafu 3, kde lze vy¢ist maximalni narast celkového poctu bakterii
mlécného kysani b&hem prvnich 14-ti hodin, poté dochazi v dusledku chlazeni
k poklesu ristu a jeho stagnaci. SILHANKOVA (1983) uvadi, Ze diivodem poklesu
muze byt vycerpani dostupnych zivin a nahromadéni produkti metabolismu, které

dal§imu rozmnozovani mikroorganismt zabrafuji.
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Tabulka 8 Celkovy pocet bakterii mlééného kysani v prabéhu fermentace a chlazeni
(pokus 1)

Cas fermentace (hod.) KTJ/ 1 ml
0:00 1,16 x 10°
2:00 2,58 x 10°
4:00 4,32 x 10°
6:00 2,44 x 10°
8:00 1,52 x 10’
10:00 6,52 x 10
12:00 1,58 x 10°
14:00 2,08 x 10°
16:00 4,29 x 10°
18:00 2,33 x 10°
20:00 2,39 x 10°
22:00 2,26 x 10°
24:00 2,47 x 10°

KTJ-kolonie tvofici jednotky

Graf 3 Rustova kiivka bakterii mlé¢ného kysani kment Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus béhem fermentace
pii vyrobé jogurtt (celkové mnozstvi mikroorganismu vyjadiené v log KTJ/ml) —

pokus 1

Celkové mnozstvi bakterii mlécného Kkysani
14

12

10 /\

log KTJ/ml
[=)] co

—

2

0 T T T T T T T T T T T T 1
S S PSS
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Pokus 2

Obdobné vysledky byly prokazany i v pokusu 2 (tabulka 9, graf 4). Vzhledem
k Casové naroCnosti a k ovéfeni dynamiky ristu mikroorganismtii béhem doby
maximalniho nértstu a nasledujici stagnace bylo za ¢as 0:00 zvolena doba od Sesté

hodiny po vloZeni do termoboxu.

Tabulka 9 Celkovy pocet bakterii mlééného kysani v prabéhu fermentace a chlazeni
(pokus 2)

Cas fermentace (hod.) KTJ/ 1 ml
0:00 1,28 x 10’
2:00 3,00 x 10’
4:00 6,12 x 10’
6:00 5,89 x 10°
8:00 1,26 x 10"
10:00 2,52 x 10°
12:00 4,31 x 10°
14:00 2,01 x 10°
16:00 3,86 x 10’
18:00 4,96 x 10°

KTJ - kolonie tvofici jednotky

Graf 4 Rustova ktivka bakterii mlééného kysani kmenti Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus v pribéhu

fermentace a chlazeni (celkové mnozstvi mikroorganismi vyjadiené v log KTJ/ml) —

pokus 2
= hakterie mlécného kysani
18
16 \v
14 //
- 12
E J
> 10
g
a 8
= 6
4
2
O T T T T T T T T T 1
0:00 2:00 4:00 6:00 8:00 10:00 12:00 14:.00 16:00 18:00
Cas fermentace, chlazeni (hod)
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4.2.2 Dynamika ristu kmenit Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Na zakladé stejn¢ho postupu, kterym probihal pokus 1 a 2 v piipadé celkového
mnozstvi bakterii mlééného kysani, byla sledovana také mnozstvi bakterii kmenti
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus.

Pokus 1

Rast kmene Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus

salivarius subsp. thermophilus je znazornén v tabulce 10 a grafu 5.

Tabulka 10 Pocet mikroorganismi kment Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus béhem fermentace

a chlazeni (pokus 1)

Lactobacillus Streptococcus
. delbrueckii salivarius subsp.
Cas fermentace, chlazeni (hod.) Teplota subsp. bulgaricus |  thermophilus
KTJ/ 1 ml KTJ/ 1 ml
0:00 29,0 9,64 x 10* 2,00 x 10°*
2:00 31,4 1,38 x 10° 1,20 x 10°
4:00 32,4 2,27 x 10° 2,05 x 10°
6:00 32,6 4,82 x 10° 1,96 x 10°
8:00 32,8 6,86 x 10° 1,46 x 10’
10:00 32,8 4,17 x 10° 6,10 x 10’
12:00 32,8 1,08 x 10° 4,98 x 10’
14:00 32,4 3,04 x 10° 1,77 x 10°
16:00 16,3 4,19 x 10° 1,00 x 10’
18:00 8,7 9,30 x 10’ 1,40 x 10°
20:00 8,5 1,03 x 10° 1,37 x 10°
22:00 8,0 1,05 x 10° 1,21 x 10°
24:00 7,6 1,47 x 10° 1,00 x 10°

KTJ - kolonie tvofici jednotky
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Graf 5 Rustové kiivky kmend Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus béhem fermentace a chlazeni

(mnozZstvi mikroorganismi vyjadiené v log KTJ/ml) — pokus 1

= Streptococcus salivarius subsp.thermophilus

= | actobacillus delbrueckii subs.bulgaricus

16
14 A

12 W
10

/

log KTJ/ml

\

0:00 2:00 4:00 6:00 8:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 20:00 22:00 0:00

€as fermentace, chlazeni (hod)

Z uvedeného grafu 5 vyplyva, ze na zacatku fermentace rostou pomaleji bakterie
kmene Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (ty¢inka), zatimco bakterie
kmene Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (kok) stoupaji témét linearné.
Rast kokt nastupuje dfive, zatimco ty¢inky rostou pomalejSim tempem a jejich
pokles v ¢ase zacatku chlazeni neni tak prudky, jako tomu je u koku. Tyto zavéry
podporuji teorii PIJANOWSKEHO (1977), ktery piicita rast kokd produkci
aminokyselin vznikajicich metabolickou ¢innosti ty¢inek. V pozd¢jsich stadiich zrani
pak zvySené mnozstvi tyCinek zpusobuje zvySenou Kkyselost, coZz brani dalSimu
rozvoji kokt.

Z tabulky 10 vyplyva, Ze v dob¢ expedice, tj. pti teploté 7,6 °C se polty obou

kmeni ustali na pomér piiblizné 1,5:1.

Pokus 2

Stejné vysledky byly prokazany i opakovanym pokusem. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 11 a grafu 6.
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Tabulka 11 Pocet mikroorganismi kment Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus v pribéhu faze fermentace

a chlazeni (pokus 2)

Streptococcus
Cas fermentace, chlazeni (h) Lactobacillus delbrueckii salivarius subsp.
subsp. bulgaricus thermophilus KTJ/
KTJ/ 1 ml 1ml
0:00 3,40 x 10° 1,25 x 10’
2:00 5,70 x 10° 2,95 x 10’
4:00 4,17 x 10° 5,70 x 10’
6:00 1,08 x 10° 4,82 x 10°
8:00 2,60 x 10° 1,23 x 10"
10:00 9,64 x 10° 1,56 x 10°
12:00 1,93 x 10° 2,38 x 10°
14:00 8,15 x 10° 1,19 x 10°
16:00 1,48 x 10° 2,38 x 10°
18:00 1,39 x 10° 3,57 x 10°

KTJ - kolonie tvofici jednotky

Graf 6 Rustové kiivky kmend Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus béhem fermentace a chlazeni

(mnozstvi mikroorganismi vyjadiené v log KTJ/ml) — pokus 2

log KTJ/ml

18
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Srovnani vysledki pokusu 1 a 2

V néasledujicich tabulkéch 13 a 14 a grafech 7 a 8 je mozné porovnat dynamiku

ristu kmene Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a kmene Streptococcus

salivarius subsp. thermophilus béhem obou pokust.

Tabulka 13 Pocet mikroorganismii kmene Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus v prub¢hu fermentace a chlazeni pokusu 1 a 2

Cas fermentace, chlazeni (h)

Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

KTJ/ 1 ml KTJ/ 1 ml
Pokus 1 Pokus 2

0:00 9,64 x 10* 3,40 x 10°
2:00 1,38 x 10° 5,70 x 10°
4:00 227 x 10° 4,17 x 10°
6:00 4,82 x 10° 1,08 x 10°
8:00 6,86 x 10° 2,60 x 10°
10:00 4,17 x 10° 9,64 x 10°
12:00 1,08 x 10° 1,93 x 10°
14:00 3,04 x 10° 8,15 x 10°
16:00 4,19 x 10° 1,48 x 10°
18:00 9,30 x 10’ 1,39 x 10°

KTJ - kolonie tvofici jednotky

Graf 7 Rustové kiivky kmene Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus v pribéhu

fermentace a chlazeni pokusu 1 a 2 (mnozstvi mikroorganismt vyjadiené v log

KTJ/ml)
—=| actobacillus delbrueckii subs.bulgaricus 1
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Tabulka 14 Pocet mikroorganismi kmene Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus v priabéhu fermentace a chlazeni pokusu 1 a 2

Cas fermentace, chlazeni | Streptococcus salivarius subsp. | Streptococcus salivarius subsp.
(hod.) thermophilus KTJ/ 1 ml thermophilus KTJ/ 1 ml
Pokus 1 Pokus 2

0:00 2,00 x 10°* 1,25 x 10’

2:00 1,20 x 10° 2,95 x 10’

4:00 2,05 x 10° 5,70 x 10’

6:00 1,96 x 10° 4,82 x 10°

8:00 1,46 x 10’ 1,23 x 10"

10:00 6,10 x 10’ 1,56 x 10°

12:00 4,98 x 10’ 2,38 x 10°

14:00 1,77 x 10° 1,19 x 10°

16:00 1,00 x 10’ 2,38 x 10°

18:00 1,40 x 10° 3,57 x 10°

Graf 8 Riastové kiivky kmene Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

v pribéhu fermentace a chlazeni pokusu 1 a 2 (mnozstvi mikroorganismu vyjadiené

v log KTJ/ml)
== Streptococcus salivarius subsp.thermophilus 1
== Streptococcus salivarius subsp.thermophilus 2
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Ze zjisténych hodnot vyplyva, Zze po ukonceni fermentace a v okamziku chlazeni
dochézi v kratké dobé, cca béhem 4 hodin, k poklesu poctu vSech zastoupenych

bakterii mlé¢ného kysani.

SILHANKOVA (1983) uvadi, ze maximalni dosazitelna koncentrace Zivych
bundk v 1 ml ristového prostiedi je u bakterii fadu 10°, u kvasinek 108, Daivodem
poklesu poctt bakterii mlééného kvaSeni, ktery byl zaznamenan v experimentalni
Casti, je pravdépodobné vycCerpani rdstovych zivin a skutenost, ze produkty
metabolismu se nahromadi v takovych koncentracich, které jiz dalSimu
rozmnozovani organismu zabranuji.

DalSim diivodem muzZe byt i to, ze v etapé chlazeni u bakterii mlé€ného kysani
dochazi k tzv. ,teplotnimu Soku“, ¢imz se dostanou mimo svoji optimalni teplotu

rastu.
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5 ZAVER

Experimentem byl ovéfen prubeéh fermentace bakterii mlécného kysani, jeji
zévislost na teploté a Case, kterd je dana technologickym postupem. Bylo zjisténo, ze
pomér obou mikrobidlnich kment Lactobacillus delbrueckii subs.bulgaricus
a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus v technologické praxi vyrobniho
zavodu “AGROLA" se pohybuje vrozmezi 3 : 1 az 1 : 3. Je to dano tim, Ze
jogurtovou kulturu, kterd je pouzita pro vyrobu jogurtl si spole¢nost sama vyrabi,
a proto nemusi mit staly pomér obou kment, jeZ udava literatura.

DalSim vyznamnym ukazatelem je kyselost jogurtu. Ve vSech fermentovanych
mlécnych vyrobcich je pfitomna kyselina mlécnd, ktera dodava témto vyrobkim
osvézujici chut’ a trvanlivost. V dob¢ expedice se hodnoty titracni kyselosti vzdy
pohybovaly v rozmezi 65-75 SH. Kyselost by neméla stoupnout nad optimum,
protoze vyrobek by byl nepfijemné kysely. Pokud kyselost bude pod optimalni
hodnotou, jogurt by byl ids$i, nem¢l by typickou jogurtovou a piijemné nakyslou
chut’.

Pii nasledném intenzivnim chlazeni vyrobku dochazi k dalSimu poklesu
celkového mnozstvi obou mikroorganismu jogurtové kultury, pfesto v hotovém
vyrobku po celou dobu jeho minimélni trvanlivosti pfevySuje mnohonasobné

hodnotu pfedepsanou piislusnou Vyhlaskou ¢. 77/2003 Sb.
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6 SUMMARY

The experiment verified the course of fermentation of lactic acid bacteria, its
dependence on temperature and time, which is given by the technological process. It
was found, that the ratio of the two microbial strains of Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus and Streptococcus salivarius subsp. thermophilus in the practice of
the factory ”AGROLA" ranges from 3:1 to 1:3. This is because the yogurt culture,
which is used for making yogurt, is manufactured by the company itself, and
therefore it does not have to have a constant ratio of both strains, which are indicated

in the literature.

Another important indicator is the acidity of the yogurt. In all fermented dairy
products, lactic acid is present, which gives these products a refreshing taste and
durability. At the time of shipment, the values of each titrable acidity ranged from
1965 to 1975 RS. The acidity should not rise above the optimum, because the
product would be unpleasantly sour. If the acidity is below the optimum value, the
yogurt would be thinner; it would not have the typical yogurt and pleasantly acidic
taste.

The subsequent intense cooling of the product leads to a further decrease of the
total amount of both yogurt culture microorganisms, but in the finished product, the
amount throughout the minimum product durability several times exceeds the
minimum value prescribed by the relevant Decree No. 77/2003 Coll.
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