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ABSTRAKT

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

deklaroval pritomnost bifidobakterii.

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

o fermentovaném mlééném vyrobku jogurtu.

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

nékterych vzorkt nebyl dostatecny pocet téchto bakterii.

Klic¢ova slova: probiotické mikroorganismy, fermentované mlécné vyrobky, jogurt,

Zivotaschopnost bakterii, kyselost, skladovani.



ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

viability, acidity, storage.
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1. UVOD

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

V potravinach velice opodstatnéné.

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

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

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

(bilé jogurty) po ukonceni zraciho procesu.

10



2. LITERALNI PREHLED

2.1 Probiotické mikroorganismy a jejich vyznam

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

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

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

sttevni mikroflory (KOHOUT, 2010).

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

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

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

detailni informace o vyrobci (KOKESOVA, 2009).

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

ptiznakl, pohody a kvality Zivota, snizeni rizika onemocnéni, rychlejsi uzdraveni,

11



ato v prokazané korelaci s testovanym probiotikem (SPELINA, WINKLEROVA
2009).

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

(SPELINA, WINKLEROVA, 2009).

Probiotika dokdzou obnovit fyziologickou rovnovdhu stfevni mikroflory
porusenou pouzivanim nckterych 1€kt nebo konzervantii, barviv a pesticidi, které
mohou byt obsazené v potravé. K naruseni fyziologické rovnovahy mize dojit také

pii nespravném Zivotnim stylu a vyzivovych navycich (KOHOUT, 2010).

Mezi dal§i pfiznivé G¢inky patii antimikrobialni aktivita v souvislosti
S nejruznéjSimi druhy gastrointestindlnich infekei (akutni prijmové onemocnéni,
prijmové onemocnéni spojené s uzivanim antibiotik, ozafovanim, prevence tzv.
cestovnich prijymil), déle prevence atopického ekzému, zlepSeni trdveni laktdzy,
redukce hladiny sérového cholesterolu, antikarcinogenni UCinky, léceni
urovaginalnich infekci apod. (HORACKOVA, SVIRAKOVA, 2009).

Probiotické bakterie nekolonizuji stfevo natrvalo, ale jen docCasné€, vétSinou

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

Nejcastéji pouzivané rody probiotickych bakterii

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

12



Tabulka

W

C.

1) Piehled nejcasteji

(HORACKOVA, SVIRAKOVA, 2009)

vyuzivanych probiotickych  bakterii

Mikrobialni druh

kmen

Bifidobacterium

longum B536, SBT-2928
breve Yakult

bifidus Bb-11

lactis (animalis) Bb-01

infantis Shirota

Lactobacillus

acidophilus

LA1/LA5, NCFM

delbrueckii ssp. bulgaricus

Lb 12

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

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

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

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

Heterofermentativni mlééné bakterie na rozdil od homofermentativnich
mlécénych bakterii neobsahuji enzym aldoladzu, ktery Stépi hexodza-1,6-bisfosfat
vedva triosafosfaty. Proto pievadéji hexdzy oxidaénim mechanismem
hexézafosfatového zkratu v pentdza-5-fosfat a oxid uhlicity. Tato pentdza-5-fostat se
pak enzymaticky S$t€pi na acetylfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat. Z acetylfosfatu
vznika za soucinnosti NADH etanol. Glyceraldehyd 3-fosfat je glykolyzou pfeménén
V pyruvat a pak na laktat (SILHANKOVA, 2002).

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

(SAKO et al., 1999).

V travicim ustroji se laktéza béhem fermentacnich pochodd hydrolyzuje
plusobenim bakteridlni B-galaktosiddzy na D-galaktézu a D-glukézu, ktera se dale
jejich enzymatickou ¢innosti méni na kyselinu mléénou. Kyselina mlécna se ve
fermentovanych mléénych vyrobcich vyskytuje ve dvou optickych izomerech.
Pravoto¢iva L(+) kyselina mlénd je kompletné v lidském organismu

metabolizovana, levoto¢iva D(-) Kkyselina mlécna se preméiuje jen omezené

14



a pozvolna. Lactobacillus acidophilus a bifidobakterie produkuji pievazné L(+)
kyselinu mlé&nou, kterou &lovék snaze metabolizuje (CUPAKOVA et al., 2002).

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

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

(PETRIKOVA, 2012).

2.2.1 Produkce vitamini skupiny B

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

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

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

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

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

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

biologickou dostupnost (LUKASOVA, SMRCKOVA, 2003).

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

(STEER et al., 2000).

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

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

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

(CHRISTENSEN, 1999).

Pii mlééném kvaSeni vznika velké mnozstvi antimikrobialnich bioaktivnich

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

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

2.3 Fermentované mlééné vyrobky

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

mikrobialni kultury (tabulka ¢. 2).

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

podmasli (KOVARIKOVA, ERBAN, 2007).

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

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

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

Kefir

Kluyveromyces marxianus i nezkvasujicich laktozu

Saccharomyces unisporus, Saccharomyces
dale

Leuconostoc, Lactococcus a Aerobacter, rostouci

cerevisiae, Saccharomyces exignus a

ve vzajemném spoleCenstvi

v , 6
kvasSeni 10

a kvasinky 10°

Kefirové mléko

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

mezofilnich a termofilnich kultur

mlécného kvaseni v symbiodze

bakterie
mlééného
kvaseni 10°

a kvasinky 10°

Kysany mlécny
vyrobek ]

bifidokulturou

Bifidobacterium ssp. v kombinaci s mezofilnimi a

termofilnimi bakteriemi mlééného kvasSeni

10°

bifidobakterie

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

produkujici kyselinu mlécnou a pomahajici dotvaret specifickou chutovou nebo texturovou

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

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

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

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

Jogurty patii mezi kysané mlééné vyrobky s termofilnimi bakteriemi. Jak je
uvedeno Vv tabulce ¢. 2, jogurtova kultura obsahuje bakterie Streptococcus salivarius
ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Jogurt je vyvazena a
zdravi prospé$na potravina, ktera ma relativné nizkou energetickou hodnotu, ale je
bohatym zdrojem plnohodnotnych bilkovin, vapniku, fosforu a rlznych vitamini
skupiny B (STAFEN, 2011). Definice jogurtu byla stanovena dle FAO/WHO
nasledné: ,Jogurt je srazeny mlécny produkt ziskany mlécnym kysanim pomoci
bakterii Streptococcus salivarius ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus. Mikroorganismy ve finalnim vyrobku musi byt zivotaschopné a
v hojném mnozstvi®“ (HORIUCHI et al., 2009).

Oba mikroorganismy jogurtové kultury maji symbioticky vztah a spolu se
vyznacuji rychlou tvorbou kyseliny mlécné, pii optimalni teplot¢ 40 — 43 °C
koaguluji kasein za 2 — 3 hodiny. Koagulace zac¢in4 pti hodnoté pH 5,3 a ukoncena je
pfi 4,5. Druhou vyznamnou vlastnosti jogurtového zékysu je tvorba aromatické latky

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

2.4.1 Vyroba jogurtu

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

(DRDAK et al., 1996).

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

(MARTH, STEELE, 2001).

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

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

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

(GORNER, VALIK, 2004).

Druhym typem fermentace je fermentace tankova. Tento typ jogurtu
se vyrabi fermentaci jogurtové smési v tanku, ktera je az po fermentaci a promichéni
balena do spotiebnich obali (HORIUCHI et al., 2009). Fermentace mtize probihat
i po dobu az 16 — 18 hod., pii teploté¢ 30 °C, sinokulem 0,05 — 0,10 % (obj.).
Obvyklé jsou i1 postupy za podminek lezicich mezi klasickou termostatovou a
tankovou fermentaci (napt. s dobou 7 — 8 hodin, pii teplot¢ 30 — 36 °C). Pii
dlouhodobé kultivaci pii nizsi teploté méné rostou laktobacily, coz ma za nasledek
nizsi kyselost a méné typickou jogurtovou chut’ a vini. Chlazeni u tankové metody
probihd obvykle dvojstupiiove: (1. stupenn kontinualné na teplotu 20 °C, 2. stupeni
po plnéni v obalu na teplotu 4 — 8 °C), protoze béhem chlazeni se ¢astec¢né obnovi
struktura koagulatu a zvysi viskozita vyrobku. Je mozné i jednostupiiové chlazeni,
které ovSem vede k méné viskozni konzistenci. Na konci fermentace ma mit jogurt

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

2.4.2 Rozdéleni jogurti

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

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

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

Dale se jogurty rozd¢€luji podle pouzitého zplisobu fermentace a zpracovani
koagulatu na jogurty s nerozmichanym koagulatem (fermentace probiha piimo ve
spotiebitelském obalu), jogurty srozmichanym koagulatem (fermentace probiha
Vv tanku, po promichani a vychlazeni se plni do oballl), jogurty pitné (fermentace
probihd v tanku, nasleduje ochlazeni na 18 — 20 °C, pftidaji se ptisady a probiha

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

2.4.3 Jogurty s obsahem probiotickych mikroorganismi

V poslednich letech byla snaha o0 zlepSovani zivotaschopnosti probiotik
ve fermentovanych mlé¢nych vyrobcich, nebot’ jejich zastoupeni v potravinach hraje
pro spotiebitele dualezitou roli. Laktobacily a bifidobakterie jsou ptidavany
do smésnych kultur pro vytvoreni funk¢nich potravin (SALAZAR et al., 2009).

Predevsim jsou preferovany bifidobakterie lidského ptivodu: Bifidobacterium
breve, B. longum, B. infantis a B. bifidum. Musi byt pouzito o 10 % vice inokula,
protoze bifidobakterie produkuji kyselinu mlécnou pomalu. Inkubace probihd pii
teploté 42 °C 6 — 8 hodin, vytvofi se srazenina a pocet zivych mikroorganismi
ve findlnim vyrobku musi byt podle Vyhlasky Ministerstva zemédélstvi CR
& 77/2003 Sb. 10° KTJ/g (kolonii tvofici jednotky). Vyhodou pii pouzivani

bifidobakterii je, Ze nedochazi k vysokému okyseleni béhem vyroby a skladovani
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a vysledny jogurt ma tedy jemnéjsi chut’. K zajisténi zivotaschopnosti kultury béhem
skladovani vysledného jogurtu musi byt vybrdny vhodné kmeny bifidobakterii
(MARTH, STEELE, 2001).

2.4.4 Zivotaschopnost probiotickych mikroorganismi v jogurtech

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

pH nez 5 (GORNER, VALIK, 2004).

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

animalis ssp. animalis pieziva Iépe nez ostatni druhy.

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

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

probiotickych mikroorganismti (LEDVINA et al., 2004).

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

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

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

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

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

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

aroveri 10° — 10” KTJ/g.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Cil prace

Cilem prace bylo sledovat zastoupeni probiotickych mikroorganismi ve
vybranych kysanych mlécnych produktech a posoudit zjisténé hodnoty s pozadavky

legislativy.

3.2 Material a metodika pokusu

V trzni siti byly zakoupeny vzorky tfi druh jogurtd s deklarovanym
zastoupenim bifidobakterii (tabulka ¢. 3)

Tabulka ¢. 3) Charakteristika sledovanych vzorkl jogurti — zakladni chemické
slozeni (g/100g)

SusSina 0. den | Su$ina 56. den

* 1 * 4 3 *
Vzorek | Tuky Sacharidy * | Bilkoviny skladovani ** | skladovani **

1| 34 5,1 45 13,2 13,4
o] 38 3,8 35 11,9 12,1
3| 37 3,9 3,6 12,5 12,6

*obsah vybranych ukazatelii chemického slozeni uvedenych na obalech vzorkt
**obsah suSiny stanoveny V akreditované laboratoti “AGRO-LA®, spol. s.r.o., Jindfichiv

Hradec

Experimentalni ¢ast prace byla uskutecnéna v laboratofi spole¢nosti “AGRO-
LA%, spol. s. r. o., Jindfichtv Hradec. Zde byly jogurty uchovany pfti skladovaci
teplot¢ 4 °C po dobu osmi tydni a pravidelné analyzovdny na vybrané

mikrobiologické a fyzikalné-chemické ukazatele.

Pro vyhodnoceni vlivu zmén v kyselosti a ve vybranych mikrobiologickych

ukazatelich byly jako nezavislé proménné zvoleny nésledujici faktory:

e vzorek (1,2a3)
e doba skladovani (0., 21., 28., 42. a 56. den)

Vzhledem Kk nenormalnimu rozd¢leni dat u proménnych vyjadiujicich pocet
mikroorganismit byly tyto proménné piepocitany na logaritmické jednotky

a statistické analyzy byly tedy vypracovany pouze pro tyto promeénné.
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Sledované ukazatele (zavislé proménné) vcetné celkového poctu

analyzovanych vzorkd béhem pokusu jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka ¢ 4) Pocet analyzovanych vzorkti v ramci jednotlivych sledovanych

ukazatel

Poéty vzorki (véetné kontroly) Celkem
Kyselost
titracni 30
aktivni 30
Mikrobiologické ukazatele
podet mikroorganismt Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 120
po&et mikroorganismi Streptococcus salivarius ssp. thermophilus 120
pocet mikroorganismu Bifidobacterium 120
celkovy pocet mikroorganismu 120
koliformni bakterie 30
kvasinky a plisné 30
Chemické ukazatele
suSina 6
Celkem 606

3.3 Analyza vzorku

3.3.1 Stanoveni kyselosti
Titracni kyselost
Stanoveni titra¢ni kyselosti bylo provedeno metodou podle Soxhlet-Henkela.

Kyselost podle Soxhlet-Henkela je dana poétem mililitri odmérného roztoku
c(NaOH)= 0,25 mol.I"* spotiebovaného pii titraci zkugebniho vzorku na fenolftalein
jako indikator. Vyjadtuje se v ml roztoku ¢(NaOH)= 0,25 mol.I" spottebovanych

na 100 g u smetany nebo zakysanych tekutych mléénych vyrobkl véetné jogurta.

Piiprava vzorku:

Tekuty vzorek byl homogenizovan pomoci minitfepacky Vortex.
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Vlastni stanoveni:

Do Erlenmayerovy banky bylo odméieno 10 g vzorku a ptidany 2 ml 2 %
roztoku fenolftaleinu. Za stalého michani byl roztok titrovan NaOH

(cNaOH = 0,25 mol.I"™) do slabé riizového zbarveni.
Vypocet:
SH =a. 100/mo

a... spotieba roztoku c¢(NaOH)= 0,25 mol.l-1 pfi titraci navazeného zkuSebniho

vzorku, v ml.
Mo... navazené mnozstvi vzorku, v ml nebo g.
Aktivni kyselost

Aktivni kyselost bilych jogurti byla méfena pH metrem typu PH WTW
330/set 2 od firmy WTW s rokem vyroby 1999.

3.3.2 Mikrobiologicka stanoveni

Ke sledovani mikrobiologickych ukazateli byly vyuzity mikrobiologické

kultivacni metody.

Po otevieni vicka jogurtu a promichani bylo steriln€ odebrdno a navazeno
10g vzorku z kazdého vzorku. V pfipadé nutnosti byla provedena homogenizace
vzorku pomoci homogenizatoru Stomacher. Po ptidavku 90 ml sterilni destilované
vody byla smés homogenizovana pomoci minitfepacky Vortex. Vznikla suspenze
predstavovala 1. fedéni. Néasledna fedéni byla provadéna ptidanim 1 ml vzniklé

suspenze s 9 ml fediciho roztoku.

Pro oCkovani vzorka byla pouzita metoda pielivem — zaliti zivnym médiem.
Tato metoda spociva v tom, Zze na dno sterilni misky bylo napipetovano 1 ml
pfislusného fedéni. Po napipetovani vzorku byla miska zalita pfislusSnym Zivnym
médiem, fadn¢ promichéna a nasledné se nechaly Petriho misky ztuhnout. Petriho
misky byly vkladany do termostatu dnem vzhuru a kultivovany za podminek daného
mikrobiologického stanoveni. Kazdé stanoveni bylo provadéno soubézné ve dvou

Petriho miskach.
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Stanoveni Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Pro stanoveni Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus mikrobiologickou
metodou byl pouzit komercni vyrobek firmy Merck, s.r.o., MRS agar (Lactobacillus
agar podle DE MAN, ROGOSA a SHARPE) o nasledujicim slozeni: Pepton
z kaseinu 10,0 g; masovy extrakt 10,0 g; kvasniény extrakt 4,0 g, D(+) glukdza
20,0 g; hydrogenfosfore¢nan didraselny 2,0 g; Tween® 80 1,0 g; kysely citran
amonny 2,0 g; octan sodny 5,0 g; siran hofecnaty 0,2 g; siran manganaty 0,04 g;

agar-agar 14,0 g, destilovana voda 1 litr.

Agar byl pfipraven navazenim cca 68,2 g MRS agaru, ktery se za obCasného
michani nechal rozpustit v 1 litru destilované vody, rozpusténi agaru |ze uspisit jeho
ohtatim na 45 °C. Po dokonalém rozpusténi bylo upraveno pH tak, aby po sterilaci
mél vznikly agar pH 5,7 + 0,2 pti 25 °C.

Sterilace probihala 15 minut pii 121 °C. Po ukonéené sterilaci se agar
zchladil na 45 °C a rozléval do inokulovanych Petriho misek. Agar v Petriho
miskach ma byt hnédy a Ciry.

Piiprava vzorku:

Odvazi se 10 g vzorku a piida se 9 - ti nasobek fediciho roztoku a provede
se homogenizace na stupenn 3 po dobu 2 x 10 sekund. Takto vznikla suspenze je
povazovana za 1. fedéni. Nasledna ftedéni se provadéji ve zkumavkach.
Do zkumavky s 9 ml fediciho roztoku bylo pfidano 1 ml vzniklé suspenze

z ptedchoziho kroku a vzorek se homogenizuje na minitfepacce Vortex.

Inokulace a kultivace:

Za aseptickych podminek byl o€kovan 1 ml vzorku nebo pfislusného fedéni
do sterilnich Petriho misek. Takto piipravené misky byly zality MRS agarem. Redéni
vzorku se volilo tak, aby Petriho misky po inkubaci obsahovaly 15 az 150
charakteristickych kolonii. Inokulované Petriho misky se nechaly ztuhnout
na vodorovné ploSe za laboratorni teploty. Po ztuhnuti se inokulovand zivna ptda
ptevrstvila asi 5 az 7 ml MRS agarem, pro zajiSténi anaerobniho prostedi. Ztuhlé
misky byly kultivovany pii 30 °C po dobu 72 hodin. Aby se zabranilo vysychani

zivné pudy, byla vlozena do termostatu kadinka s vodou.

30



Vyhodnocovani vysledki:

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus tvoii na MRS agaru drobné bilé

nepravidelné kolonie.
Stanoveni Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

Pro kultivaci a stanoveni po¢tu mlécnych streptokokll se v porovnani s jinymi
srovnatelnymi médii nejvice osveédcil agar M17 (podle TERZAGHI). Ve sledovaném
pokusu byl pouzit komercni vyrobek firmy Merck, s.r.o., o nasledujicim slozeni:
Pepton ze s6jové moucky 5,0 g; pepton z masa 2,5 g; pepton z kaseinu 2,5 g;
kvasni¢ny extrakt 2,5 g; masovy extrakt 5,0 g; laktéza monohydrat 5,0 g; kyselina
askorbova 0,5 g; b-glycerofosfat sodny 19,0 g; siran hofec¢naty 0,25 g; agar-agar
12,75 g, destilovand voda 1 litr.

Agar byl pfipraven navazenim 55 g média M 17, ktery se nechal za obCasného
michani rozpustit v 1 litru destilované vody, pro urychleni rozpousténi se suspenze
zahtala na 45 °C, po dokonalém rozpusténi se upravilo pH tak, aby po sterilaci m¢l

agar pH 7,2 £ 0,2 pti 25 °C.

Sterilace probihala 15 minut pfi 121 °C. Po sterilaci se agar zchladil na 45 °C
a rozléval do inokulovanych Petriho misek. Médium v Petriho miskach ma byt hnédé
a Ciré.

Piiprava vzorku:

Ptiprava vzorku probihala stejnym zplsobem jako pfiprava vzorku v ptipadé

stanoveni Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

Inokulace a kultivace:

Za aseptickych podminek byl o¢kovan 1 ml vzorku nebo pfislusného fedéni
do sterilnich Petriho misek. Takto pfipravené misky byly zality M17 agarem. Redéni
vzorku se volilo tak, aby Petriho misky po inkubaci obsahovaly 15 az 150
charakteristickych kolonii. Inokulované Petriho misky se nechaly ztuhnout na
vodorovné plose za laboratorni teploty. Ztuhlé misky byly kultivovany pfi teploté 28
°C po dobu 24 az 48 hodin za aerobnich podminek.

Vyhodnocovani vysledku:

JiZ po 15 hodinach jsou viditelné kolonie laktozo-pozitivnich streptokokt.
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Stanoveni Bifidobacterium

Pro stanoveni Bifidobacterium mikrobiologickou metodou byl pouzit
komer¢ni vyrobek firmy Merck, s.r.o., MRS agar (Lactobacillus agar podle DE
MAN, ROGOSA a SHARPE) se suplementem o nasledujicim slozeni: Pepton
z kaseinu 10,0 g; masovy extrakt 10,0 g; kvasniény extrakt 4,0 g, D(+) glukdza
20,0 g; hydrogenfosfore¢nan didraselny 2,0 g; Tween® 80 1,0 g; kysely citran
amonny 2,0 g; octan sodny 5,0 g; siran hofecnaty 0,2 g; siran manganaty 0,04 g;

agar-agar 14,0 g, destilovana voda 1 litr.

Agar byl pfipraven navazenim cca 68,2 g MRS agaru, ktery se za obCasného
michani nechal rozpustit v 1 litru destilované vody, rozpusténi agaru Ize uspisit jeho
ohtatim na 45 °C. Po dokonalém rozpusténi bylo upraveno pH tak, aby po sterilaci

mél vznikly agar pH 5,7 + 0,2 pti 25 °C. Sterilace probihala 15 minut pii 121 °C.

Po ukoncéené sterilaci byl agar zchlazen na 45 °C a pted rozlévanim
do inokulovanych Petriho misek bylo napipetovano 5 ml suplementu, ktery se sklada
z: 150 ml vody, 0,009g dicloxalicinu a 2,24g L-cysteinu. Agar v Petriho miskach ma
byt hnédy a Ciry.

Ptiprava vzorku:

Ptiprava vzorku probihala stejnym zptisobem jako ptiprava vzorku v piipadé

stanoveni Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

Inokulace a kultivace:

Za aseptickych podminek byl ockovan 1 ml vzorku nebo pfisluSného fedéni
do sterilnich Petriho misek. Takto p¥ipravené misky byly zality MRS agarem. Redéni
vzorku se volilo tak, aby Petriho misky po inkubaci obsahovaly 15 az 150
charakteristickych kolonii. Inokulované Petriho misky se nechaly ztuhnout
na vodorovné ploSe za laboratorni teploty. Po ztuhnuti se inokulovand Zivna pida
prevrstvila asi 5 az 7 ml MRS agarem pro zajiSténi anaerobniho prostredi. Ztuhlé
misky byly kultivovany pi#i 35 °C po dobu 72 hodin. Aby se zabranilo vysychani

zivné pudy, byla vlozena do termostatu kadinka s vodou.

Vyhodnocovani vysledki:

Bifidobacterium tvofi na MRS agaru se suplementem drobné bilé

nepravidelné kolonie.
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Stanoveni celkového po¢tu mikroorganismi

Pro stanoveni celkového pocétu mikroorganismii mikrobiologickou metodou
byl pouzit komeréni vyrobek firmy Merck, s.r.o., GTK agar (agar s peptonem
Z kaseinu, glukozou a kvasnicnym extraktem) o nasledujicim slozeni: Pepton
z kaseinu 5,0 g; kvasni¢ny extrakt 2,5 g; D(+)glukoza 1,0 g; agar - agar 14,0 g,

destilovana voda 1 litr.

Agar byl pfipraven navazenim cca 22,5 g GTK agaru, ktery se za obCasného
michani nechal rozpustit v 1 litru destilované vody, rozpusténi agaru bylo mozné
uspisit jeho ohiatim na 45 °C. Po dokonalém rozpusténi se upravilo pH tak, aby

po sterilaci m¢l vznikly agar pH 7,0 £+ 0,2 pfi 25 °C.

Sterilace probihala 15 minut pfi 121 °C. Po ukoncené sterilaci se agar
zchladil na 45 °C a rozléval do inokulovanych Petriho misek. Agar v Petriho
miskach ma byt ¢iry a nazloutly.

Ptiprava vzorku:

Ptiprava vzorku probihala stejnym zplsobem jako piiprava vzorkd vyse

zminénych.

Inokulace a kultivace:

Za aseptickych podminek byl ockovan 1 ml vzorku prvniho tedéni
do sterilnich Petriho misek. Takto piipravené misky byly zality GTK agarem. Redéni
vzorku se volilo tak, aby Petriho misky po inkubaci obsahovaly 15 az 150
charakteristickych kolonii. Inokulované Petriho misky se nechaly ztuhnout
na vodorovné plose za laboratorni teploty. Ztuhlé misky byly kultivovany pfi teploté

30 °C po dobu 48 hodin za aerobnich podminek.

Vyhodnocovani vysledkt:

Po kultivaci jsou kolonie na GTK agaru velmi drobné, ale dobte viditelné bilé

kolonie.
Stanoveni koliformnich bakterii

Pro stanoveni koliformnich bakterii mikrobiologickou metodou byl pouzit
komeréni vyrobek firmy Merck, s.r.o., VCZL agar - VRB agar (agar s krystalovou

violeti, neutralni ¢erveni a zluCovymi solemi) o nésledujicim slozeni: Pepton z masa
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7,0 g; kvasni¢ny extrakt 3,0 g; chlorid sodny 5,0 g; laktéza 10,0 g; neutralni Cerven
0,03 g; smés zlucovych soli 1,5 g; krystalova violet’ 0,002 g; agar-agar 13,0 g, 1 litr

destilované vody.

Agar byl pfipraven navaZzenim cca 39,5 g VCZL agaru, ktery se za ob&asného
michani nechal rozpustit v 1 litru destilované vody, rozpusténi agaru bylo mozné
uspisit jeho ohtatim na 45 °C. Po dokonalém rozpusténi se upravilo pH tak, aby mél
vznikly agar pH 7,4 £ 0,2. Sterilace agaru neprobihala a tento byl ihned rozlévan
do inokulovanych Petriho misek. Agar v Petriho miskach ma byt iry a tmavé

cerveny.

Ptiprava vzorku:

Ptiprava vzorku probihala stejnym zplsobem jako pfiprava vzorkd vyse

zminénych.

Inokulace a kultivace:

Za aseptickych podminek se ockovalo 1 ml vzorku prvniho fedéni
do sterilnich Petriho misek. Takto pfipravené misky byly zality VCZL agarem.
Redéni vzorku se volilo tak, aby Petriho misky po inkubaci obsahovaly 15 az 150
charakteristickych kolonii. Inokulované Petriho misky se nechaly ztuhnout
na vodorovné plose za laboratorni teploty. Ztuhlé misky byly kultivovany pfi teploté
37 °C po dobu 24 a7 48 hodin za aerobnich podminek.

Vyvhodnocovani vysledkt:

Po kultivaci jsou kolonie na VCZL agaru dobie viditelné s jemné riizovym

nadechem.
Stanoveni kvasinek a plisni

Pro stanoveni kvasinek a plisni mikrobiologickou metodou byl pouzit
komer¢ni vyrobek firmy Merck, s.r.o., GKCH agar -YGC agar (agar s kvasniénym
extraktem, glukézou a chloramfenikolem FIL-IDF) o nasledujicim slozeni:
Kvasni¢ny extrakt 5,0 g; D(+)glukoza 20,0 g; chloramfenikol 0,1 g; agar - agar
14,9 g, 1 litr destilované vody.

Agar byl pfipraven navazenim cca 40 g GKCH agaru, ktery se za ob&asného

michani nechal rozpustit v 1 litru destilované vody, rozpusténi agaru se uspisilo jeho
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ohtatim na 45 °C. Po dokonalém rozpusténi se upravilo pH tak, aby m¢l vznikly agar

pH 6,6 £0,2.

Sterilace probihala 15 minut pti 121 °C. Po sterilaci se agar zchladil na 45 °C
a rozléval do inokulovanych Petriho misek. Médium v Petriho miskach ma byt
Zlutavé a Ciré.

Inokulace a kultivace:

Za aseptickych podminek se ockovalo 1 ml vzorku prvniho fedéni
do sterilnich Petriho misek. Takto pfipravené misky byly zality GKCH agarem.
Redéni vzorku se volilo tak, aby Petriho misky po inkubaci obsahovaly 15 az 150
charakteristickych kolonii. Inokulované Petriho misky se nechaly ztuhnout
na vodorovné plose za laboratorni teploty. Ztuhlé misky byly kultivovany pfi teploté

25 °C po dobu 5 dnii za aerobnich podminek.

Vyvhodnocovani vysledki:

Po kultivaci se pocitaly vSechny kolonie kvasinek a plisni.

3.4 Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistickou analyzu byly vyuzity programy Microsoft Excel a Statistica
Cz 12.0 (Statsoft s.r.o.). Zjisténé hodnoty mikrobiologickych ukazateli byly
vyjadieny také v logaritmickych jednotkach.

U souboru byly vyhodnoceny pfedpoklady pro uziti parametrickych metod
a k analyze vlivii vyrobce a skladovani byla pouzita jednofaktorova analyza rozptylu.
Pro porovnani (post-hoc testy) ve skupinach byl pouzit Fisherav LSD test
na obvyklych hladinach vyznamnosti (p<0,05).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Jednim z hlavnich kritérii pro hodnoceni jakosti kysanych mléénych vyrobku
S probiotickymi bakteriemi je zastoupeni a mnozstvi Zivych mikroorganismi,

které ovliviuji i kyselost produktu.

U jogurtt je Vyhlaskou Ministerstva zemé&dé€lstvi ¢. 77/2003 Sb. stanoveno,
7ze mnozstvi mikroorganismu Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (dale jen
Streptococcus) a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (dale jen Lactobacillus)
musi byt 10" KTJ/g pro vyrobky s bifidokulturou Bifidobacterium ssp. pouzité

v kombinaci s mezofilnimi a termofilnimi bakteriemi mlé&ného kvaseni 10° KTJ/g.

Pro posouzeni Zivotaschopnosti mikroorganismi byly provadény
mikrobiologické analyzy, a to na zacatku a na konci deklarované doby spotieby
(do 21. dne), dale pak 3x v priabéhu nasledujicich 5 tydnt. Pro stanoveni kment
Lactobacillus, Streptococcus a bakterii rodu Bifidobacterium byly vybrany z trzni

sité 3 vzorky bilych jogurtl, u kterych vyrobce deklaroval ptitomnost bifidobakterii.

Mimo sledovani poctu kulturnich mikroorganismii byly sledovany
i nezadouci mikroorganismy (koliformni bakterie, plisné a kvasinky) a kyselost

danych vzorki.

4.1 Kyselost u sledovanych jogurti

Kyselost potravinaiského vyrobku je dana obsahem organickych kyselin,
predevsim kyseliny mlé¢né a dale obsahem a sloZenim mineralnich latek a bilkovin
(CERNA, MERGL, 1971). Stanoveni kyselosti umoziuje kontrolovat technologii
vyroby potravinatrskych vyrobku a Ize jej vyuzit i ke kontrole spravného skladovani
hotovych vyrobkl nebo surovin pro potravinarskou vyrobu. ZvySena kyselost miize
poukazovat na zhorS§ené podminky skladovani, a tim i mozny rozvoj kontaminujicich
mikroorganismil, coZ vede krozkladu sacharidi a vzniku rtiznych organickych
kyselin. Naopak pfi vyrobé kysanych mléénych vyrobku je rozklad laktdzy hlavnim
procesem technologie vyroby a kyselost tedy slouZi i ke kontrole prubéhu fermentace
(DVORAK, 2003; KADLEC, 2008).
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4.1.1 Aktivni a titracni kyselost jogurtu v zavislosti na sledovaném vzorku

Aktivni kyselost se mezi jednotlivymi vzorky jogurt lisila (tabulka ¢. 5;
graf ¢. 1), a to po celou dobu skladovani, pfi¢emz u vzorku €. 1 nejprve hodnota pH
mirné poklesla a nasledné se postupné zvysovala. U vzorka €. 2 a 3 se hodnota pH
mirné zvysovala po celou dobu skladovani. Na zacatku sledovani (0. den) byly také
zjisténé rozdily v pH mezi jednotlivymi vzorky vyssi nez na konci sledovani
nejvyssi u vzorku €. 1 (4,16 — 4,19), hodnota pH vzorku ¢. 2 pak byla mezi 4,04 —
4,16 pH. Lze konstatovat, Ze v podstaté u vSech vzorka se od 28. dne hodnota pH
ménila jen minimalné, nejvyssi rozdily béhem skladovani byly zjistény v aktivni

kyselosti mezi nultym a 21. — 28. dnem.

Tabulka ¢. 5) Aktivni a titracni kyselost bilych jogurti v jednotlivych dnech

skladovani
Vzorek Skladovani (dny)
0 21 28 42 56
Aktivni kyselost (pH)
1 4,16 4,13 4,17 4,18 4,19
2 4,04 4,11 4,15 4,15 4,16
3 3,93 4,05 4,04 4,04 4,04
Titra¢ni kyselost (SH)
1 50,1 54,0 54,2 54,5 55,0
2 40,4 42,1 42,8 44,0 44,0
3 44,0 46,7 47,0 49,0 50,0
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Graf ¢. 1) Aktivni kyselost bilych jogurtd v jednotlivych dnech skladovani
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Ztabulky ¢. 5 i1 grafu ¢. 1 si lze povSimnout pomémé velkych rozdilt
Vv pocate¢nich hodnotach pH u jednotlivych vzorkd. Tyto rozdilné pocate¢ni hodnoty
(0. den sledovani) vlastné dosahovaly vyrobky pfi distribuci do obchodni sité a jejich
pri¢inou mohly byt odlisné podminky a zptisob vyroby, které dani vyrobci pouzivaji.
Mezi tyto odlisné podminky mize patfit doba a teplota pti fermentaci, pouzita
kultura, ale i pomér mezi kmeny Lactobacillus a Streptococcus. Podle ONGOLA
etal. (2007) tyto faktory ovliviiuji fermentaéni proces a zaroven tedy i kyselost
jogurtl. Za zajimavé lze pokladat, ze vzorek ¢. 1 a 2 ma podobné hodnoty pH,
zatimco pH vzorku ¢. 3 se liSilo v celém priubéhu sledovani a jeho hodnota
nepiesahla hodnotu 4,05. Vzorek ¢. 1 se pohyboval v hodnotach 4,16 (na zacatku

meteni) az 4,19 pH. (na konci méteni), vzorek €. 2 v hodnotach pH 4,04 az 4,16 pH.

TYKVARTOVA et al. (2009) uvadi, ze pii¢inou rozdilnych hodnot pH
u jednotlivych vzorki muze byt také piidavek hydrokoloidd, které se ptidavaji do
jogurti za ucelem hladkého homogenniho vzhledu, krémové a stejnorodé
konzistence a které mohou ovliviiovat pH. Ve sledovanych vzorcich vSak piidavek

hydrokoloidii na obalech vyznacen nebyl.

Graf ¢. 2 znazorfiuje naméfené hodnoty titratni kyselosti vzorka bilych
jogurti v prubéhu jejich skladovani. Rovnéz u titraéni kyselosti lze sledovat

pocatecni rozdily U jednotlivych vzorki, pricemz béhem skladovani se hodnoty SH
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u kazdého vzorku postupné zvysovaly. U vzorku €. 1 se hodnota SH zvysila béhem
skladovani z 50,1 na koneénych 55,0 SH, u vzorku ¢ 2 zpocatecnich
40,4 na 44,0 SH a u vzorku ¢. 3 ze 44,0 na kone¢nych 50,0 SH.

Z téchto hodnot je patrné, Ze ani jeden vzorek nemél optimalni hodnotu
titradni kyselosti, kterd ma byt po ukondeni fermentace, jak uvadi GORNER
a VALIK (2004), tedy 60 — 65 SH a v dob& expedice ne vic jak 75 SH. Titra¢ni
kyselost naméfena u sledovanych vzorkli jogurti odpovida spiSe hodnotam
uvadénym KADLECEM et al. (2009). Autor uvadi, ze po 4 hodinach kultivace
za teploty 42°C by mély hodnoty titra¢ni kyselosti ¢init 40 — 50 SH.

Graf ¢. 2) Titraéni kyselost bilych jogurtl v jednotlivych dnech skladovani
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4.1.2 Souhrnné vyhodnoceni vlivu sledovanych vzorku a doby skladovani

V ptedchozim hodnoceni byly zjiStény urcité rozdily v hodnotach kyselosti
naméfené¢ v pribéhu skladovani. Pifi statistickém hodnoceni bylo zjiSténo,
ze primérné hodnoty aktivni a titrani kyselosti se ve sledovaném pokusu statisticky
vyznamné neliSily (tabulka €. 6). Vyraznéjsi rozdily aktivni a titrani kyselosti byly
zjistény hlavné mezi nultym a 21. dnem skladovani, v ostatnich méfenich byl rozdil
malo vyrazny. Pravdépodobnym divodem nepotvrzené statistické vyznamnosti

u zjisténych rozdilt byl nizky pocet vzorku.
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Tabulka ¢. 6) Vliv doby skladovani na aktivni a titracni kyselost jogurtu

aktivni kyselost (n=3) titracni kyselost (n=3)
Skladovani (dny)
X Sx X Sx

0 4,04 0,12 44,83 4,90
21 4,10 0,04 47,60 6,00
28 4,12 0,07 48,00 5,77
42 4,12 0,07 49,17 5,25
56 4,13 0,08 49,67 5,50
p 0,6731 0,8365

* X = pramérné hodnoty; s, = smérodatna odchylka; p = statistickd vyznamnost

Tabulka ¢. 7 a znazoriiuje statistické vyhodnoceni vlivu sledovaného vzorku
na aktivni (graf ¢. 3) a titrani (graf ¢. 4) kyselost jogurtu. Z tabulky je ziejmé,
ze vliv sledovaného vzorku byl potvrzen jak v piipadé aktivni, tak v ptipad¢ titracni
kyselosti. U aktivni kyselosti se pruimérné hodnoty pH vzorku ¢. 1 a ¢. 2 statisticky
vyznamné nelisily (4,17 a 4,12), zatimco vzorek ¢. 3 mél statisticky vyznamné nizsi

hodnotu pH (4,02).

U hodnoceni titraéni kyselosti dle tabulky ¢. 7 lze konstatovat, ze u vsech

LRA4

vzorek ¢. 2 (aktivni 4,12; titrani 42,66 SH) a nejvyssi vzorek ¢. 1 (aktivni 4,17;
titraéni 53,56 SH). Tyto rozdilné vysledky byly pravdépodobné zpisobeny
rozdilnymi hodnotami pii prvnim méteni, kdy nejvyssi hodnotu kyselosti vykazoval

vzorek €. 1 (viz kapitola 4.1.1).
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Tabulka ¢. 7) Vliv sledovanych vzorki na aktivni a titracni kyselost jogurtu

aktivni kyselost (n=5) titra¢ni kyselost (n=5)
Vzorek
X SX X SX
1 4,17° 0,02 53,56° 1,97
2 4,12 0,05 42,66° 1,50
3 4,02° 0,05 47,34° 2,32
p 0,0005 0,0000

* x = pramérné hodnoty; sy = smérodatna odchylka; p = statisticka vyznamnost

a,

P = priméry s odlisnymi hornimi indexy se li§i na hlading vyznamnosti p<0,05

Graf ¢&. 3) Vliv sledovanych vzorki na aktivni kyselost jogurtu
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Graf & 4) Vliv sledovanych vzorki na titra¢ni kyselost jogurtu
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4.2 Mikrobiologické ukazatele u sledovanych jogurti

4.2.1 Riust bakterii kmenu Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus v zavislosti na sledovaném

vzorku

Pti vyrobé jogurti se vyuziva jogurtova kultura, kterou tvoii termofilni
ty¢inky Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a koky Streptococcus salivarius
ssp. thermophilus (GAJDUSEK, 2000). Vzajemny pomér ty¢inek a koka,
které se ptidavaji do jogurtové smési, je obvykle 1:1 (MARTH, STEELE, 2001),
ale n&ktefi autofi jako napt. GORNER, VALIK (2004) uvadgji i pomér v rozmezi 1:2
az 2:1. Mikroorganismy jogurtové kultury jsou v symbiotickém vztahu a spolecné
se vyznacuji rychlou tvorbou kyseliny mlé¢né, aromatickych latek a piipadné latek
slizovych zlepSujicich konzistenci jogurtd. Dal$i vyznamnou vlastnosti je tvorba
aromatické latky acetaldehydu v mnozstvi 20 - 30 mg/l (GORNER, VALIK, 2004).

Pocty mikroorganismii kment Lactobacillus a Streptococcus zjisténé
uvzorku ¢. 1 béhem celé doby sledovani znazornuje tabulka ¢. 8 a graf ¢. 5.
Na zacatku experimentu (0. den) byl pocet bakterii kmene Lactobacillus
5,26x10° KTJ/g (7,72 log KTJ/g) a kmene Streptococcus 2,99x10° KTJ/g
(8,48 log KTJ/g). Jejich celkovy podet byl 3,51x10° KTJ/g (8,55 log KTJ/g). V den
deklarovaného ukonceni spotieby/pouzitelnosti (tj. 21. den) se pocet bakterii kmene
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Streptococcus jen nepatrné snizil na 2,12x10° KTJ/g (8,33 log KTJ/g), zatimco
u kmene Lactobacillus dolo k vyraznému poklesu na hodnotu 1,51x10° (5,18 log
KTJ/g). Dulezitou hodnotou z hlediska legislativnich piedpisi je celkovy pocet
kmenti Lactobacillus a Streptococcus, ktery byl 21. den 2,12x10° KTJ/g (8,33 log
KTJ/g), coz odpovida pozadavkiim Vyhlasky ¢. 77/2003 Sb., ktera stanovuje, ze
jogurty maji mit i v den ukonéené doby spotieby hodnotu pro kmeny Lactobacillus a
Streptococcus 10” KTJ/g.

Nizky pocet bakterii kmene Lactobacillus (1,51x10° KTJ/g tj. 5,18 log KTJ/g)
zpiisobil, Ze v celkovém souctu (2,12x10° tj. 8,33) se projevil zejména vliv potu

bakterii kmene Streptococcus (2,12x10°tj. 8,33).

V priabéhu sledovani poétu téchto kulturnich kment dochazelo k postupnému
snizovani az do 56. dne. Zgrafu ¢. 5 je ziejmé, Ze pocet bakterii kmene
Streptococcus klesa pomaleji a 56. den dosahuje hodnoty 9,80x10° KTJ/g (6,99 log
KTJ/g). U kmene Lactobacillus byl pozorovan vyrazny pokles poctu bakterii béhem
doby sledovani, a to az na 1,20x10* KTJ/g (2,08 log KTJ/g) v 56. dni. Z vyse
uvedeného vyplyva, ze dany vyrobek sice spliuje legislativni pozadavky Vyhlasky
¢. 77/2003 Sh., a to az do 42. dne sledovani, kdy celkova hodnota bakterii kulturnich
kmentl je 7,60x10° KTJ/g (7,88 log KTJ/g), ale jak je ziejmé z grafu &. 5, tato
hodnota byla zajisténa dostatecnym poctem bakterii kmene Streptococcus. Pocet
bakterii kmene Lactobacillus byl ve 42. dni pouze 1,80x10% KTJ/g (3,26 log KTJ/g).

Tabulka ¢. 8) Zastoupeni kmend Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus ( KTJ/g) u vzorku ¢. 1

Kmen Skladovani (dny)
y 0 21 28 42 56
) log 7,72 5,18 3,85 3,26 2,08
Lactobacillus Z 5 3 3 5
pocet |5,26x10'|1,51x10”|7,00x10° | 1,80x10°|1,20x10
log 8,48 8,33 8,26 7,88 6,99
Streptococcus s s s - 5
pocet |2,99x10°|2,12x10" | 1,80x10" | 7,60x10" | 9,80x10
log 8,55 8,33 8,26 7,88 6,99
CELKEM p g g - 5
pocet |3,52x10°|2,12x10"|1,80x10" | 7,60x10" | 9,80x10
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Graf ¢. 5) Zastoupeni kmenu Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (log KTJ/g) u vzorku ¢. 1
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V tabulce ¢. 9 a v grafu €. 6 je znazornén pribéh vysledkl zjisténych béhem
sledovani vzorku ¢. 2. Na poc¢atku analyzy byl pocet kulturniho bakterialniho kmene
Lactobacillus 1,25x10° KTJ/g (6,10 log KTJ/g), pocet bakterii kmene Streptococcus
byl v porovnani s laktobacily podstatnd vyssi, a to 2,77x10° KTJ/g (9,44 log KTJ/g),
celkovy pocet obou kmenit bakterii byl pak 2,77x10°KTJ/g (9,44 log KTJ/g). V den
koncici deklarované doby spotieby (tj. 21. den) byl zjistén pocet bakterii kmene
Lactobacillus 2,03x10° KTJ/g (531 log KTJ/g), pro kmen Streptococcus
1,59x10°KTd/g (9,20 log KTJ/g) a pro celkovy podet bakterii obou kment
1,59x10° KTJ/g (9,20 log KTJ/g). Z uvedenych vysledk vyplyvé, Ze stejné jako u
vzorku €. 1, také u vzorku €. 2 odpovidal v den deklarovaného ukonceni spotieby
celkovy pocet laktobacilli a streptokoktt Vyhlasce ¢. 77/2003 Sb. P#i hodnoceni
celého prabéhu sledovani (graf ¢. 6) je patrné, ze dochazelo K postupnému snizovani
poctu sledovanych mikroorganismti. Avsak zatimco bakterie kmene Streptococcus
byly piitomny ve vysokém mnozstvi (3,53x10" KTJ/g, tj. 7,55 log KTJ/g) i na konci
experimentu (56. den) pocet bakterii kmene Lactobacillus klesl v 56. dni az
na2,00x10' KTJ/g (1,30 log KTJ/g). Celkovy po&et kmenidi Lactobacillus
a Streptococcus (56. den) byl 3,53x10" KTJ/g (7,55 log KTJ/g), coz je jako

u ptedchoziho vzorku ovlivnéno vyhovujicim poc¢tem bakterii kmene Streptococcus.
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Tabulka ¢. 9) Zastoupeni kmend Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (KTJ/g) u vzorku ¢. 2

Skladovani (dny)
Kmeny
0 21 28 42 56
) log 6,10 5,31 4,29 2,33 1,30
Lactobacillus 5 s 2 > 1
pocet |1,25x10” [2,03x10” | 1,90x10" | 2,10x10” | 2,00x10
log 9,44 9,20 8,72 8,11 7,55
Streptococcus S S 5 s -
pocet |2,77x10%|1,59x10% | 5,30x10° | 1,30x10" | 3,53x10
log 9,44 9,20 8,72 8,11 7,55
CELKEM 3 3 P 5 -
pocet [2,78x10” [1,59x10” | 5,30x10" | 1,30x10" | 3,53x10

Graf ¢. 6) Zastoupeni kmenu Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (log KTJ/g) u vzorku ¢. 2
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V piipadé vzorku ¢. 3 byla pocatecni hodnota bakterii kmene Lactobacillus
7,34x10° KTJ/g (5,87 log KTJ/g), u kmene Streptococcus 4,58x10° KTJ/g
(9,66 log KTJ/g) a celkové mnozstvi obou kmeni 4,58x10° KTJ/g (9,66 log KTJ/g) —
tabulka ¢. 10 a graf ¢. 7. V dob¢ deklarovaného ukonéeni spotieby obsahoval vzorek
& 3 celkovy podet bakterii mlé¢ného kvaSeni 4,20x10° KTJ/g (8,62 log KTJ/g),
z ¢eho vyplyva, Ze i tento bily jogurt splituje pozadavky Vyhlasky ¢. 77/2003 Sh.
na mnozstvi kulturnich mikroorganismti. V pribéhu skladovani tohoto vzorku
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dochazelo k postupnému poklesu poctu mikroorganismu (graf ¢. 7) a v posledni den
sledovani byl poget bakterii kmene Lactobacillus 2,00x10" KTJ/g (1,30 log KTJ/g),
pocet bakterii kmene Streptococcus 2,64x10’ KTJ/g (7,42 log KTJ/g) a celkovy
pocet obou kment 2,64x10’ KTJ/g (7,42 log KTJ/g). Podobné jako u ptedchozich
dvou vzorkl byl celkovy pocet mikroorganismi v posledni den sledovani dostatecné
vysoky diky poctu bakterii kmene Streptococcus, zatimco obsah bakterii kmene

Lactobacillus byl velice nizky.

Tabulka ¢. 10) Zastoupeni kmenu Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (KTJ/g) u vzorku ¢. 3

Skladovani (dny)

Kmen
y 0 21 28 42 56

log 5,87 5,00 4,18 3,93 1,30

Lactobacillus : s 2 3 1
pocet | 7,34x10° | 1,00x10° | 1,50x10" | 3,40x10” | 2,00x10

log 9,66 8,62 8,15 7,79 7,42

Streptococcus
pocet |4,58x109 |4,20x108|1,40x108 |6,10x107 | 2,64x107

log 9,66 8,62 8,15 7,79 7,42

CELKEM

pocet |4,58x10° |4,20x10° | 1,40x10° |6,10x10’ |2,64x10’

Graf ¢. 7) Zastoupeni kment Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (log KTJ/g) u vzorku ¢. 3
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Pii celkovém hodnoceni vyrovnanosti poméru kmene Lactobacillus
a Streptococcus je patrné, Ze tento pomér byl vyrovnany pouze u vzorku ¢. 1, a to
v nulty den, poté doSlo k vyraznému poklesu kmene Lactobacillus oproti kmenu
Streptococcus. Z grafu ¢. 5, 6 a 7 a tabulky ¢. 11 lze pozorovat, Ze poméry mezi
témito dvéma kmeny nebyly nijak vyrovnané ani u jednoho vzorku a mohly ovlivnit i

kyselost téchto produkt.

Tabulka ¢. 11) Poméry mezi sledovanymi kmeny Lactobacillus a Streptococcus

Vv pribehu skladovani

Skladovani (dny)
0 21 28 42 56
vzorek €. 1 1:1,10 1:1,61 1:2,15 1:242 1:3,36
vzorek €. 2 1:1,55 1:1,73 1:2,04 1:3,49 1:5,80
vzorek €. 3 1:1,65 1:1,72 1:195 1:2,20 1:5,70

U vzorku €. 1 byly zjistény vyssi hodnoty kyselosti, nez tomu bylo u vzorku
¢. 2 a 3 (kapitola 4.1.1). Jak uvadéji McSWEENEY et al. (2009), vy$si mnoZstvi
mikroorganismit  kmene Lactobacillus vyrazné ovliviiuje kyselost, tedy nizsi
zastoupeni tohoto kmene u sledovanych vzorki pravdépodobné zpusobilo i nizsi
kyselost, tedy vyssi pH (graf & 8). SUSTOVA, LUZOVA (2008) uvad&ji,
zZe pricinou nizsiho poctu kmene Lactobacillus muze byt delsi kultivace pii nizsi

teploté, kdy laktobacily rostou méng.
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Graf ¢. 8) Vztah mezi poctem bakterii kmene Lactobacillus (log KTJ/g) a aktivni
kyselosti vyrobkil
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Pro celkové porovnani jednotlivych vzorki je zde uveden souhrnny graf ¢. 9,
ve kterém jsou dobfe viditelné rozdily mezi vzorky 1, 2 a 3 v celkovém poctu

bakterii kmeni Lactobacillus a Streptococcus béhem doby skladovani.

Graf ¢. 9) Zastoupeni celkového poctu bakterii kment Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (log KTJ/g) u vsech

tti sledovanych vzorki
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LEHEROVA (2013) v obdobném pokusu sledovala poéty bakterii kment
Lactobacillus a Streptococcus u tiech vzorku bilych jogurtt v pribéhu skladovani 8
tydnii. U téchto vzorkii nebyla vyrobcem deklarovana pfitomnost bakterii rodu

Bifidobacterium.

Primémé pocty bakterii kmene Streptococcus zjisténé autorkou byly
piiblizné¢ o tad vysSi nez pocty streptokokit ve vzorcich sledovanych v této
diplomové praci, a to po celou dobu skladovani (tabulka ¢. 12). Primérmé pocty
bakterii kmene Lactobacillus byly u autorky podstatné vys$si oproti primérnym
pocétum laktobacill zjisténych v této diplomové praci. Napt. 0. den skladovani zjistila
autorka pramérny pocet 4,62x10° KTJ/g, v den kon¢ici deklarované doby spotieby
1,63x10® KTJ/g, zatimco vtéto diplomové praci byly zjistény hodnoty
1,82x10" KTJ/g, resp. 1,51x10° KTJ/g. Poméry mezi uvedenymi kmeny byly
pomémé vyrovnané po celou dobu sledovani a celkovy pocet laktobacili
a streptokokil splnoval pozadavky Vyhlasky ¢. 77/2003 Sb. i posledni den skladovani
(56. den).

Tabulka ¢ 12) Porovnani primérnych poétu bakterii kmene Lactobacillus a

Streptococcus (KTJ/g) v priubéhu skladovani

Skladovani (dny)

0 21 28 42 56

1| 4,62x10° | 1,63x10% | 2,87x107 | 7,38x10° | 1,25x10°
Lactobacillus 3

2| 1,82x10" | 1,51x10° | 1,37x10% | 1,80x10° | 5,3x10*

1| 2,23x10%° | 3,32x10° | 1,75x10° | 1,92x10° | 9,58x10’
Streptococcus 5 5

2| 2,55x10° | 7,41x10% | 2,83x10° | 8,90x10" | 2,38x10’
Lactobacillus 1| 2,69x10%° | 3,48x10° | 1,78x10° | 1,98x10° | 9,63x10°

+

Streptococcus 2| 2,57x10° | 7,41x10° | 2,83x10° | 8,90x10’ | 2,38x10’

* 1 = mikrobiologické ukazatele zjisténé Leherovou (2013); 2 = mikrobiologické ukazatele

zjisténé v této diplomové praci
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4.2.2 Rust bakterii rodu Bifidobacterium v zavislosti na sledovaném

vzorku

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou ptidavany do jogurtd jako probioticka
kultura. Vyrobek obsahujici tuto kulturu je pak oznacen jako vyrobek s probiotickou
kulturou. Soucasti diplomové prace bylo i sledovani poctu bakterii rodu
Bifidobacterium po celou dobu provadéného experimentu. Tabulka ¢. 13 a graf ¢. 10

znazoriuji vysledky ziskané béhem sledovaného obdobi u vsech tii vzorkd.

U vzorku ¢. 1 byl zjistén béhem skladovani vyrazny pokles bifidobakterii.
Pocateéni hodnota potu bakterii rodu Bifidobacterium byla 1,80x10® KTJ/g
(8,26 log KTJ/g), hodnota v21. dni se prili§ nelisila (3,40x10" KTJ/g tj. 7,53
log KTJ/g), avsak v nasledujicich dnech sledovani uz dochéazelo Kk vyraznému
poklesu na 3,60x10* KTJ/g (4,56 log KTJ/g) — 42. den a posledni den sledovani

(56. den) uz ve vzorku nebyly ptitomné zadné zivé bakterie rodu Bifidobacterium.

Vzhledem Kk tomu, ze Vyhlaska ¢. 77/2003 Sh. stanovuje pocet bifidobakterii
pii deklarovaném ukon&eni spotieby (21. den) na 10° KTJ/g, Ize konstatovat,

ze vzorek €. 1 v tomto ohledu splnil pozadavky vyhlasky.

U vzorku €. 2 1ze konstatovat, Ze 1 zde dochazi k postupnému snizovani poc¢tu
bifidobakterii v priibéhu skladovani, ale oproti vzorku €. 1 nebylo sniZzovani poctu
bakterii tak vyrazné. Poc¢ate¢ni hodnota byla oproti vzorku €. 1 niz$i, a to 2,34x10°
KTJ/g (6,37 log KTJ/g), nasledné byl zaznamenan dalsi pokles, nebot’ v den koncici
deklarované doby spotieby (21. den) byl pocet bakterii rodu Bifidobacterium
7,20x10° KTJ/g (5,86 log KTJ/g). Z uvedeného vysledku vyplyva, e vzorek &. 2
nesplnil pozadavky Vyhlasky ¢. 77/2003 Sb., nebot neobsahoval dostatecné
mnozstvi zivych bifidobakterii. Pokles pocétu bakterii rodu Bifidobacterium
V porovnani se vzorkem €. 1 byl pozvolny a posledni den sledovani (56. den) byl

pocet 1,18x10* KTJ/g (4,07 log KTJ/g).

Pocty bifidobakterii zjisténé u vzorku ¢. 3 v pribéhu skladovani vykazuji
velmi podobné hodnoty jako u vzorku €. 2, a to pocate¢ni pocet 1,90x10° KTJ/g
(6,28 log KTJ/g), v 21. dni byl podet nepatrné nizsi 5,13x10° KTJ/g (5,71 log KTJ/g)
a v poslednim dni sledovani (56. den) nepatné vyssi nez pocty bifidobakterii zjisténé

u vzorku & 2, a to 3,30x10* KTJ/g (4,52 log KTJ/g). Také u vzorku & 3 nesplnil
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dany vyrobek dostatecny pocet zivych bifidobakterii v den koncici deklarované doby

spotieby podle Vyhlasky ¢. 77/2003 Sh.

Tabulka ¢. 13) Zastoupeni rodu Bifidobacterium (KTJ/g) u sledovanych tfech

vzorkt
Vzorek Skladovani (dny)
0 21 28 42 56

log 8,26 7,53 4,56 2,00 0,00

potet | 1,80x10% | 3,40x10" | 3,60x10* | 1,00x10? 0,00
log 6,37 5,86 5,23 4,45 4,07

pofet | 2,34x10° | 7,20x10° | 1,70x10° | 2,80x10* | 1,18x10*
log 6,28 5,71 5,00 4,68 4,52

pofet | 1,90x10° | 513x10° | 1,00x10° | 4,80x10* | 3,30x10*

Graf ¢. 10) Zastoupeni rodu Bifidobacterium (log KTJ/g) u sledovanych tiech

vzorku
10,00 -
8,00 -
5’ 6,00 - . e
v vzorek ¢.
S 4,00 - B vzorek &. 2
®vzorek ¢. 3
2,00 -
0,00
0 21 28 42 56
Skladovani (dny)

Bifidobakterie vykazuji v mléce jen slaby rust. Potfebuji pfidavek rustovych
faktorti, aby doséahli pozadovaného poctu. Rist bifidobakterii podporuje napiiklad: k-

Kasein, a-laktalbumin, B-laktoglobulin, kvasniéni extrakt, treonin nebo cystein. Casto
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kvili nakladnosti obohacovani vyrobkli aminokyselinami se nékteré vyrobky
obohacuji prebiotickymi oligosacharidy. Patfi mezi né galaktooligosacharidy,
fruktooligosacharidy, isomaltooligosacharidy, inulin, rafinéza nebo laktuldza
(RUDOLFOVA, CURDA, 2005). Je mozné, ze ve sledovanych vzorcich nemély

bifidobakterie dostatek zivin pro svij rast a jejich pocty byly nizké.

Rovnéz vysledné pH na konci fermentace je kritickym faktorem pro pieziti
téchto bakterii. Pokud klesne pod hodnotu 4,4 pH, zplisobi tak snizeni poctu
bifidobakterii (SHAH, 2000). Hodnoty pH, které byly naméfeny u sledovanych
jogurtt, piredev§im u vzorku ¢. 2 a ¢. 3, kde na konci deklarované doby spotieby
vyrobek neobsahoval dostateény pocet téchto bakterii, neptesahly hodnotu pH 4,16.
Toto mohl byt jeden z faktord, pro¢ dany vyrobek nespliioval pozadavky Vyhlasky ¢.
77/2003 Sh.

DalSim faktorem piezivani bifidobakterii mohou byt vzajemné interakce mezi
pritomnymi druhy ve vyrobku. Vyzkumy provedené firmou Chr. Hansen ukazaly,
ze nékteré kmeny Streptococcus thermophilus rist bifidobakterii inhibuji (TAMINE,
2005).

Mezi dalsi kritické faktory patii 1 mnozstvi kysliku, ktery je
pro bifidobakterie toxicky. SHAH (2000) provedl studii, ve které zkoumal mnozstvi
kysliku v plastovych a sklenénych obalech a zjistil, Ze podil rozpusténého kysliku byl
vys8i u jogurtd v plastovych kelimcich. Vysoky pocet bakterii zistal v produktu
uloZeném ve sklenéném obalu, kde se pocet bifidobakterii dokonce zdvojnésobil.
Sledované vzorky ¢. 1, 2 a 3 byly vSechny V plastovych obalech, tudiz ptichéazi

Vv uvahu i tento vliv na pocet bakterii rodu Bifidobacterium.

Velice vyznamny vliv mohlo mit i kultivaéni médium, na kterém bylo
provedeno stanoveni poctu bifidobakterii. V této praci byl vyuzit MRS agar
se suplementem (dicloxalicin a L-cystein). KRAHULCOVA (2011) v obdobném
pokusu, kde byly pouzity vzorky bilych jogurtd, kultivovala bakterie rodu
Bifidobacterium na MRS agaru obohaceném o cystein pro podporu rustu
bifidobakterii a dale na MSMA agaru (Modified Skim Milk Agar). Autorka uvadi
nasledujici udaje - bakterie rodu Bifidobacterium byly na MRS agaru s cysteinem
V poctu 3,15x10’ KTJ/g (7,50 log KTJ/g), tato hodnota je podobnd hodnotdm,

kterych bylo dosazeno v této diplomové praci na MRS agaru se suplementem.
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Na MSMA agaru byl poget bakterii 1,35x10™ KTJ/g (10,13 log KTJ/g). Vzhledem
k tomu, ze autorka zjiStovala pocty bakterii pouze nulty den, je pravdépodobné, ze i
pii stanoveni za 21 dni (tzn. v den koncici deklarované doby spotieby) by tato
hodnota byla nad 10° KTJ/g, kterou uklada Vyhlaska &. 77/2003 Sh. pro podet
bakterii rodu Bifidobacterium. Divodem muze byt preference vyrobce klasického
MRS agaru bez suplementi pro zastupce rodu Lactobacillus. Pida MSMA je
doporucena vyrobcem pro kultivace vSech typtu mlécnych bakterii. Z toho vyplyva,
ze nelze presné fici, ze by vyrobce produktii sledovanych v této praci nedodrzel
podminky Vyhlasky ¢. 77/2003 Sb., ale je mozné, Ze nebyla zvolena nejvhodnéjsi
puda pro kultivaci bifidobakterii.

4.2.3 Celkovy pocet mikroorganismi v zavislosti na sledovaném vzorku

Tabulka €. 14 a graf ¢. 11 znazoriuji celkovy pocet mikroorganismi (CPM)
zjiStény u vSech vzorkd Vv pribéhu skladovani. CPM neni ukazatelem neZadouci
kontaminace, ale promitaji se vném i pocty bakterii kmene Lactobacillus,

Streptococcus nebo i bakterii rodu Bifidobacterium.

Pfipadné rozdily mezi CPM a souétem bakterii kmene Lactobacillus,
Streptococcus a bakterii rodu Bifidobacterium by mohly byt zpusobené druhem
pouzité kultivaéni ptidy. Pro stanoveni CPM byl vyuzit kultivaéni agar firmy Merck,
s.r.0., GTK agar, ktery je doporuc¢eny Mezinarodni mlékarenskou federaci (IDF) jako
standardni agar pro zjiSténi fakultativné anaerobnich mezofilnich bakterii (CPM)
v mléce. Kmeny Lactobacillus, Streptococcus a rod Bifidobacterium byly jednotlivé
kultivovany na ptidach se specifickym slozenim, které umoziuje jejich dobry rist.
Lze ftici, Ze agar GTK neni plné¢ vhodny pro stanoveni celkového poctu
mikroorganisml ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Z tohoto divodu mohou
vzniknout rozdily v poctu mezi CPM a souctem bakterii kmene Lactobacillus,
Streptococcus a bakterii rodu Bifidobacterium. Zjisténé hodnoty CPM nemaji

zéasadni vliv na posouzeni celkové kvality vyrabénych jogurtt.
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Tabulka ¢. 14) Celkovy pocet mikroorganismti (KTJ/g) u vSech tiech vzorku

prabéhu skladovani

Skladovani (dny)
Vzorek

0 21 28 42 56
. log 8,46 7,79 6,84 5,86 4,75
pocet | 286x10° | 6,10x10° | 6,90x10° | 7,30x10° | 5,60x10*
) log 7,56 6,97 5,54 5,52 5,46
pocet | 360x10" | 9,30x10° | 3,50x10° | 3,30x10° | 2,90x10°
3 log 7,66 6,82 5,72 5,68 5,61
pocet | 452x10" | 6,50x10° | 5,20x10° | 4,80x10° | 4,10x10°

Graf ¢. 11) Celkovy pocet mikroorganismi (log KTJ/g) u vSech tiech vzorku

Vv prubehu skladovani

10,00 -
8,00 -
5’ 6,00 - . e
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S 4,00 - ® vzorek ¢&. 2
Hvyzorek ¢. 3
2,00 -
0,00
0 21 28 42 56
Skladovani (dny)

Pro piehlednost je zde uvedena tabulka ¢. 15 a graf ¢. 12 zobrazujici soucet

poc¢tu kmend Lactobacillus, Streptococcus a rodu Bifidobacterium.
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Tabulka €. 15) Soucet poctu bakterii kmene Lactobacillus, Streptococcus a bakterii

rodu Bifidobacterium (KTJ/g) u vSech tiech vzorki v priabéhu skladovani

Vzorek Skladovani (dny)

0 21 28 42 56
. log 8,73 8,4 8,26 7,88 6,99
pofet |531x10°® |2.46x10° |1,80x10° |7,60x10" |9,80x10°
, log 9,44 9,2 8,72 8,11 7,55
pofet |277x10° [1,59x10° |530x10° |1,30x10° |3,53x10’
5 log 9,66 8,62 8,15 7,79 7,42
potet |458x10° |421x10° |1,40x10° |6,11x107 |2,64x10

Graf ¢. 12) Celkovy soucdet poétu bakterii kmene Lactobacillus, Streptococcus
a bakterii rodu Bifidobacterium (log KTJ/g) u vSech tfech vzorkl Vv pribéhu

skladovani
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M vyzorek ¢. 1

log KTJ/g
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Hvyzorek ¢. 3
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Skladovani (dny)

U vsech tii vzorkt bylo také provedeno stanoveni na pfitomnost koliformnich
bakterii, plisni a kvasinek. V zadném z analyzovanych vzorki nebyla potvrzena
pfitomnost téchto nezadoucich mikroorganismi, které by jinak mohly mit vliv
na kazeni jogurti nebo zpisobovat nezadouci biochemické zmény a tim mit

negativni vliv na lidské zdravi.
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4.2.4 Souhrnné vyhodnoceni vlivu sledovanych vzorki a doby skladovani

Tabulka ¢. 16 zobrazuje statistické vyhodnoceni vlivu sledovanych vzorka
na pramérny pocet bakterii kmenti Lactobacillus, Streptococcus a bakterii rodu
Bifidobacterium. Ze statistického hodnoceni vyplyva, ze se primérné logaritmické
hodnoty sledovanych bakterii vyznamné neliSily. Pro piehledn&j$i porovnani jsou
zde uvedeny také grafy ¢. 13 az 16 spocéty bakterii kmene Lactobacillus,
Streptococcus, Lactobacillus + Streptococcus a rodu Bifidobacterium. Na téchto
grafech je zfetelné, ze béhem sledované¢ho obdobi nedoslo k vyraznéjsim rozdilim

V poctu téchto bakterii v zavislosti na druhu sledovaného vzorku.

Tabulka ¢. 16) Vliv sledovaného vzorku na vybrané mikrobiologické ukazatele

1 2 3 p
[%2]
3 X 4,42 3,86 3,97
T 56
s 7 4 log 0,8968
5 = =
3 S 2,16 2,01 1,73
[%2]
5 X 7,99 8,61 8,33
o ~~
3 I
s 3 L log 0,4547
[<B]
n Sy 0,60 0,78 0,87
£
2 X 4,47 5,20 5,24
g 2 &
ST £ log 0,8201
._8 N—r
= Sy 3,53 0,95 0,74
+ o X 8,00 8,61 8,33
23 log 0,4740
=8 B 5 Sy 0,61 0,78 0,87
c o 1
28 > &
Lo = o v . X 1:2,13 1:2,92 1:2,65
e % prumerny 0.7075
- pomér | 0,86 178 1,72 ’

* x = prumérné hodnoty; Sy = smérodatna odchylka; p = statistickd vyznamnost;

56




Graf ¢. 13) Vliv sledovaného vzorku na pocet bakterii kmene Lactobacillus

delbrueckii ssp. bulgaricus (log KTJ/g)

log KTJ/g
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o
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3,86 (2,94x105) 397 (1,70x10°)
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* v zavorkach jsou uvedeny pocty sledovanych mikroorganismi (KTJ/g)

Graf ¢. 14) Vliv sledovaného vzorku na pocet bakterii kmene Streptococcus

salivarius ssp. thermophilus (log KTJ/g)
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o

3,50

8,61 (1,01x109)
8,33 (1,05x10%)
7,99(1,55x108)
1 2 3
vzorek

* v zavorkach jsou uvedeny pocty sledovanych mikroorganisma (KTJ/g)
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Graf ¢. 15) Vliv sledovaného vzorku na soucet bakterii kment Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (log KTJ/g)
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* v zavorkach jsou uvedeny pocty sledovanych mikroorganismi (KTJ/g)

Graf ¢. 16) Vliv sledovaného vzorku na pocet bakterii rodu Bifidobacterium (log
KTJ/g)
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* v zavorkach jsou uvedeny pocty sledovanych mikroorganismii (KTJ/g)

Pfipadné rozdily mezi jednotlivymi sledovanymi vzorky V poctu bakterii

kment Lactobacillus, Streptococcus a bakterii rodu Bifidobacterium by mohly byt
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zptisobené pouzitim rtznych komercné dostupnych forem Ccistych mlékarskych
kultur. Cisté mlékaiské kultury mohou byt v tekutém stavu, lyofilizované nebo
hluboko zamrazené (HRABE et al., 2006). Dalsim moznym divodem rozdilnych
pocti sledovanych bakterii mezi jednotlivymi vzorky, ktery piichazi v uvahu
u vyrobka s probiotickou kulturou, jsou rGzné zpisoby fermentace mléka,
kdy se probiotické mikroorganismy piidavaji do mléka spolecné se startovaci
kulturou. V tomto ptipad¢ probiotika rostou ve smési se startovaci kulturou jen velmi
pomalu. Druhym zpisobem je, ze probiotika rostou Vjedné ¢&asti mléka
(aby se docililo vysokého poctu jejich bunék) a mikroorganismy startovaci kultury
rostou Vv jiné casti mléka. Po ukonceni tohoto zplsobu fermentace se ob¢ Casti
smichaji dohromady. Ttfetim zplsobem je, Ze probiotickd kultura je vyuzita jako
startovaci kultura, poté se ale doba fermentace zvysi az na nékolik dni

(DRAKARLARAKOU et al., 2003).

Mezi dalsi vlivy plisobici na pocet bakterii ve vyrobku miize byt technologie
vyroby jogurtl. V CR se vyuzivd metoda klasickd termostatova, kdy fermentace
probihd ve spotiebitelském obalu, fermentace se ukoncuje diive pti vyssim pH (4,7 —
5,0), protoZze vychlazeni v obalu je relativné pomalé a fermentace ¢asteCné probiha
i béhem chlazeni (KADLEC et al., 2008). Druhym zptisobem fermentace je
fermentace tankova, kterd probihd v tancich a po ukonceni fermentace a promichéni
je jogurt plnén do spotiebitelskych obalii. Zde je mozné, jak jiz bylo uvedeno
v kapitole 4.2.1, Ze pfi dlouhodobé kultivaci a nizsi teploté méné rostou laktobacily,
coz ma za nasledek niz§i kyselost a méné typickou jogurtovou chut a vini
(SUSTOVA, LUZOVA, 2008). Vyrazny vliv na podet bakterii v jogurtu méa vysledné
pH na konci fermentace, které je kritickym faktorem pro pfeziti probiotického
mikroorganismu. Pokud klesne pod 4,4 pH, zptsobi tak snizeni poctu probiotik
(NEMECKOVA et al., 2011).

Tabulka ¢. 15 a grafy ¢ 17 a 18 znazoriuji vliv skladovani
na mikrobiologické ukazatele. Z vysledki uvedenych v tabulce ¢. 15 je patrné,
ze sledovany vliv byl statisticky vyznamny. Zhodnot stanoveného poctu
mikroorganismu je ziejmé, ze u vSech sledovanych mikrobiologickych ukazateld byl
zjistén pokles. Zatimco vSak primérné hodnoty poctu streptokokt klesaly v pribéhu
skladovani pozvolné (z 9,19 na 7,32 log KTJ/g), u druhych dvou mikroorganismu
byly poklesy prudké. V ptipadé laktobacili zhodnoty 6,56 na hodnotu
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1,56 log KTJ/g a u bifidobakterii z hodnoty 6,97 na hodnotu 2,86 log KTJ/g (graf
&. 17).

K postupnému poklesu poctu bakterii mlécného kvaseni béhem doby
skladovani dochézi ptredevsim z ditvodu vyc€erpani zivin, které jsou dilezité pro rist
téchto mikroorganismil. Mezi takové Ziviny patii zejména vitaminy a aminokyseliny.
Diky ristu bakterii se postupné zvySuje mnozstvi kyseliny mlééné ve vyrobku
a ta snizuje celkové pH, z ¢ehoz vyplyva, ze s delsim skladovanim dochézi ke zméné
prostiedi, které jiz neni vhodné pro rust bakterii mlééného kvaseni a zcela nevhodné

pro rust bifidobakterii (KADLEC, 2008).

Vzhledem k posouzeni poctu zivych bakterii v den deklarovaného ukonéeni
spotfeby lze uvést, Ze vSechny tfi vyrobky spliovaly pozadavky Vyhlasky
¢. 77/2003 Sh. pro stanoveni poctu bakterii rodu Lactobacillus a Streptococcus (viz
kapitola ¢. 4.2.1). Pfi stanoveni pocétu bakterii rodu Bifidobacterium pozadavky
Vyhlasky ¢. 77/2003 Sb. na pocet bakterii nebyly v den koncici deklarované doby
spotieby splnény u vzorku €. 2 a 3. Mozné divody jsou uvedeny v kapitole €. 4.2.2.

Vzorek ¢. 1 pozadavky Vyhlasky ¢. 77/2003 Sb. splioval.
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Tabulka ¢. 15) Vliv skladovani na vybrané mikrobiologické ukazatele

0 21 28 42 56 p

3 x | 656° | 516% | 4,10° | 3,04° | 1,56°

— R

Sl log 0,0000

§ s, | 1,01 0,15 0,23 0,63 0,45

3 x | 919¢ | 872% | 838 | 7.93® | 7320

(&) ~ o~

SR 1o 0,0018

2> ¢ g ’

% s, | 0,63 0,44 0,31 0,17 0,29

=

2 X | 697° | 637 | 493" | 371* | 2,86

S S5~

g T|  log 0,0307

o T~

= s, | 1,12 1,01 0,34 1,49 2,49

m

@ x | 9.22% | 8,72% | 838> | 7,93 | 732°

(&)

§ log 0,0013

E% s, | 0,59 0,44 0,31 0,17 0,29

? 3%

g2=

% Xx 11:143(11:169(1:205|1:2,71|1:4,96

© o v ,

2 prumeérny 0.0007

g pomér ’

— s, | 0,29 0,07 0,10 0,69 1,38
x | 7,89° | 7,19° | 6,03° | 569 | 527°

ar-\

% “H| oy 0,0004

s, | 049 0,52 0,70 0,17 0,46

* x = prumérné hodnoty; s, = smérodatna odchylka; p = statisticka vyznamnost

064 = hriméry s odlisnymi hornimi indexy se 1i3i na hlading vyznamnosti p<0,05
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Graf ¢&. 17) Primérné hodnoty pocti bakterii kmenti Lactobacillus, Streptococcus a

rodu Bifidobacterium v prubéhu skladovani (log KTJ/g)
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Graf ¢. 18) Vliv skladovani na soucet poctu bakterii kmene Lactobacillus

delbrueckii ssp. bulgaricus a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (log KTJ/g)
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5. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo sledovat zastoupeni probiotickych
mikroorganismti ve vybranych bilych jogurtech v pribéhu skladovani a porovnat
jejich mnozstvi s pozadavky dané legislativy. Prace byla také zaméfena na stanoveni

kyselosti jogurti, kterd ma vyznamny vliv na Zivotaschopnost probiotik.

vvvvvv

Nameétené hodnoty aktivni kyselosti se ménily pfedevSim mezi nultym dnem
sledovani a 21. dnem (tzn. v den koncici deklarované doby spotieby). U titra¢ni
kyselosti byly naméfeny pomérné nizké pocatecni hodnoty, které Vv pribéhu
skladovani mirn¢ stoupaly. Divodem, pro¢ sledované jogurty nemély optimalni
kyselost, mize byt doba a teplota fermentace, pfipadné sloZeni obou specifickych
kment jogurtové kultury. Pfi statistickém vyhodnoceni bylo zjisténo, ze primérné
hodnoty aktivni a titraéni kyselosti se statisticky vyznamné neliSily v zavislosti na

dobé¢ skladovani, ale statisticky vyznamné se liSily v zavislosti na vyrobci.

Pii stanoveni Lactobacillus a Streptococcus byl pocet téchto bakterii
vyrovnany pouze Vv nulty den u vzorku ¢. 1. Kmen Lactobacillus vykazoval pomérné
nizké zastoupeni u vSech vzorkd a Vv pribéhu skladovani dochazelo k dalSimu
kultivaci pfi nizsi teploté, kdy laktobacily rostou méné. Dal§im faktorem mohlo byt
nizké pH vyrobku. Kmen Streptococcus vykazoval u vSech vzorkli vysoky pocet
zivych bakterii po celou dobu sledovani. Pocate¢ni hodnoty se pohybovaly v fadech
10° — 10® KTJ/g. Na konci skladovani, tzn. 56. den, bylo zastoupeni poctu bakterii
Streptococcus mezi hodnotami 10° — 10’ KTJ/g, a to u viech sledovanych vzorkd.
Celkovy pocet kment Lactobacillus a Streptococcus v den koncici deklarované doby
spotfeby splioval pozadavky Vyhlasky ¢. 77/2003 Sb., ktera stanovuje celkové
mnozstvi téchto kulturnich mikroorganismi na 107 KTJ/g.

v

Mikroorganismy rodu Bifidobacterium byly u vzorku ¢. 1 v dostate¢ném
mnozstvi az do dne koncici deklarované doby spotieby, poté jejich pocet klesal a
posledni den skladovani (56. den), jiz nebyly pifitomné zadné zivé bakterie rodu
Bifidobacterium. U vzorka €. 2 a 3 byly zjistény nizké pocty uz pfi prvnim stanoveni
a v 21. dni byl pocet pouze v fadu 10°> KTJ/g. Tuto skutetnost lze vysvétlit ndkolika

moznymi puisobicimi faktory: nizké mnozstvi rastovych faktort, nizké pH vyrobku,
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vzajemné interakce mezi piitomnymi druhy (nékteré kmeny napiiklad bakterie
Streptococcus thermophilus mohou inhibovat rist bifidobakterii), mnozstvi
rozpusténého kysliku v produktu (kyslik je pro bifidobakterie toxicky), a v uvahu

pfichazi i to, Ze nebyla zvolena vhodna puda pro kultivaci rodu Bifidobacterium.

V zadném z analyzovanych vzorkl nebyla potvrzena ptitomnost nezadoucich

mikroorganismi, a to koliformnich bakterii, kvasinek a plisni.
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6. SUMMARY

The aim of the diploma thesis was to monitor occurrence of probiotic
microorganisms in representative white yoghurts during storage and to compare their
amounts with requirements of legal regulations. The work also focused on the

determination of pH in yoghurts which is essential for the probiotic viability.

Active and titratable acidity is one of the most important quality indicators.
The ascertained values of active acidity mostly changed between the zero and the 21%
(i.e. date of expiry). In titratable acidity, initial values were relatively low and they
slightly increased in the process of determination of titratable acidity. The reason
why the monitored yoghurt lacked the optimal acidity may be the fermentation time
and temperature, or composition of both specific yoghurt culture strains. During
statistical evaluation it was ascertained that average values of active and titratable
acidity did not significantly differ in relation to the storage time, but the statistical

differences were significant in relation to the manufacturer.

In the case of Lactobacillus and Streptococcus, even numbers were measured
only on day zero in sample No. 1. The representation of Lactobacillus strain was
relatively low in all the samples and its amount markedly decreased during the
storage period. This phenomenon could have been caused by long cultivation at low
temperature, which hinders the growth of lactobacilli. Another factor may have been
the low pH of the product. Streptococcus strain was represented by a large number of
live bacteria for the entire storage period. The initial values were approximately 10°
— 108 CFU/g. At the end of storage, i.e. on the 56™ day, the numbers of Streptococcus
bacteria were 10° — 10’ CFU/g in all the samples. The total number of Lactobacillus
and Streptococcus strains on the date of expiry complied with Decree No. 77/2003
Coll., which sets the total number of these cultures of microorganisms to 10’ CFU/g.

Bifidobacterium genus was represented in the sufficient amount in sample
No. 1 until the date of expiry and in comparison with day zero, the numbers
gradually decreased for the monitored period. No live bacteria of the Bifidobacterium
genus were present on the last day, i.e. day 56. In samples 2 and 3, low numbers
were ascertained during the initial measurement and on the 21% day, their number
amounted to 10° CFU/g. This can be explained by several possible factors affecting

the number of live bacteria: low amount of growth factors, low pH of the product,
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interaction between the present kinds of bacteria (certain strains, e.g. Streptococcus
thermophilus are likely to inhibit the growth of bifidobacteria), the volume of oxygen
dissolved in the product (oxygen is toxic for bifidobacteria) and we may also

consider the suitability of the ground for cultivation of Bifidobacterium genus.

It was also ascertained whether the samples contained undesirable
microorganisms, namely coliform bacteria, yeast and mold. Their presence was not

confirmed in any of the analyzed samples.
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8. SEZNAM ZKRATEK

SH - titracni kyselost podle Soxhlet-Henkela (je dana poctem mililitri odmérného
roztoku c(NaOH)= 0,25 mol.lI-1 spotiebovaného pfi titraci zkusebniho vzorku na

fenolftalein jako indikator).

KTJ - kolonie tvorici jednotky

CFU - colony-forming unit

CPM - celkovy pocet mikroorganismut

Lactobacillus - Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Streptococcus - Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
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