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ABSTRAKT

Teoreticka Cast bakalarské prace je zaméfena na vyrobu syru eidamského typu, na bioche-
mické zmény béhem zrani a mozné zplisoby akcelerace béhem zrani. Pro praktickou ¢ast
byl zrealizovén zraci pokus eidamské cihly, kdy po 3 dnech zrani v bézném zracim sklepé
s teplotou 10 = 2 °C byla ¢ast vyroby piemisténa do ,,zraci komory*, kde po zbytek doby
zrani syry byly pfi teplot€¢ 16 £ 1 °C. Byl proveden mikrobidlni rozbor se zaméfenim na
mlécné bakterie, koliformni bakterie a celkové poéty mezofilnich bakterii. U syra zrajiciho

pfti teploté 16 &+ 1 °C byly zaznamenany vyssi pocty vSech sledovanych mikroorganismil.

Kli¢ova slova: syr eidamského typu, akcelerace zrani, mlé¢né bakterie, koliformni bakterie

a celkové pocty mezofilnich bakterii.

ABSTRACT

The theoretical part of this thesis is focused on the production of Edam cheese type, bio-
chemical changes during ripening and possible ways of acceleration of ripening process. In
the practical part of thesis, the experiment with Eidam cheese was rarried out. Two ripe-
ning temperatures were applied — control samples (at 10 °C) and accelerated samples (at 16
°C). Microbial analysis was focused on lactic acid bacteria, coliform bacteria and total
numbers of mesophilic bacteria. The higher amount of microorganisms were recorded du-

ring ripening at 16 °C.

Keywords: Edam-type cheese, acceleration of ripening, lactic acid bacteria, coliform bacte-

ria, total numbers of mesophilic bacteria.
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UvVOD

Syr miizeme definovat jako mlécny vyrobek ziskany srdzenim bilkoviny kaseinu z mléka
pomoci syfidla nebo jiného vhodného koagulac¢niho ¢inidla (piidavek cCistych mlékaren-
skych kultur, které produkuji kyselinu mléénou) s ndslednym prokysdnim a oddélenim po-
dilu syrovatky. Nejranéjsi d€jiny o vzniku prvniho syra pochazi z 3. stoleti pfed naSim le-
topoctem. Vyrobu syri zasadnim zplisobem ovlivnily nésledujici faktory, chov zvifat na
mléko na rozdil od diivéjsSiho lovu. Zjisténi, ze mléko miizeme za urcitych podminek srazet

a objev syfidla.[3]

Jak uzZ vypliva z definice, syr je bohaty zdroj bilkovin, zejména jeho dileZitost spociva
V obsahu esencidlnich aminokyselin. Je vhodnym zdrojem vapniku, vitaminid rozpustnych
Vv tucich jako je vitamin A, E, D a K. Dale konzumace syra je vhodna u jedinct trpici lak-
tozou intoleranci, coZ je onemocnéni, kdy v téle chybi enzym [ — galaktosidaza a laktoza je
Vv tlustém stievé rozklddana za tvorby plynu a ¢asto doprovadzena prijmovymi stavy, proto-

ze laktoza je rozlozena béhem formovani a béhem prvnich dni zrani.[3,23]

Zrani syra predstavuje slozity fyzikaln€ chemicky a biochemicky déj, ¢imz syr po vysoleni
ziska typickou chut, vini konzistenci, coz komplexné nazyvame ,,syrovy buket”. Zrani
syri probihd fadové nckolik dni, tydni ¢i mésicti. Z ekonomického hlediska dlouhodobé
zrani je velmi naro¢né. Existuji snahy dobu zrani zkratit. Alternativou je akcelerace neboli
urychlovani zrani, ¢imZ dochazi k urychleni zejména rozkladu bilkovin. Rozklad laktozy
probihd béhem lisovani a prvnich dni zrani, tudiz neni nutné jej urychlovat. A rozklad
mlééného tuku u tvrdych a polotvrdych syri povazovan spise za nezadouci. Akcelerace
zrani lze dosahnout nékolika zpiisoby (zvysena teplota, pfidavek enzymatickych ptipravki
(exogenni enzymy), ptidavek chemicky a fyzikalné¢ modifikované kultury, ptidavkem gene-
ticky modifikovanych mikroorganismt, ptidavek doplitkovych kultur, ptidavek vyluht ze
zralych syrit). OvSem akceleraci zrani mize dochézet k rychlejSimu rozvoji mikroorganis-

mi.[3,5,10]

Bakalafska prace je zaméfena na urychlovani zrani pomoci zvysené teploty. Teoreticka Cast
je zaméfena na vyrobu syrt eidamského typu, biochemii a akceleraci zrani. V praktické
¢asti byl realizovan zraci pokus, kde po 3 dnech zréani pii teploté¢ 10 + 2 °C byla ¢ast Sarze

pfemisténa do ,,zraci komory* s teplotou 16 + 1 °C. Mikrobidlni analyza byla zaméfena na
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stanoveni aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismi, mlé¢nych bakterii, koli-

formnich baktertii.
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. TEORETICKA CAST
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1 MLEKO JAKO SUROVINA PRO VYROBU SYRU

Zakladni surovinou pro vyrobu syru je u nas kravské mléko. Je ziejmé, ze kvalitni syr vy-
robime pouze z kvalitni suroviny. Nejvétsi naroky jsou kladeny na mikrobialni kvalitu sy-
rového mléka. Coz ovlivituje technologické vlastnosti mléka. Vedle celkovych pocti
mezofilnich mikroorganismu je nadale vhodné sledovat koliformni bakterie, jako mozné
puvodce fekalniho znecisténi, které jsou vSak béhem tepelného oSetfeni inaktivovany.
Psychrofilni mikroorganismy se pomalu rozmnoZzuji i1 pfi teplotach pod 10 °C. Tepelnym
osetfenim jsou zniceny, ale produkuji termorezistentni lipasy a proteasy, které mohou nega-
tivné ovlivnit technologické vlastnosti suroviny (napt. néktefi zastupci rodu Pseudomo-
nas). Termorezistentni mikroorganismy mohou pfezit tepelné oSetieni a opét negativné
ovliviiovat surovinu (napi. n€ktefi zastupci rodu Bacillus). Sporotvorné anaerobni mikro-
organismy prezivaji ve formé spor i tepelné oSetfeni a mohou tak zpisobit napiiklad vady

3

zrajicich tvrdych syrti oznacované jako

Clostridium).[1,10]

¢ pozdni dufeni ,,. (napf. néktefi zastupci rodu

Prvotady vliv na jakost mléka ma zeméd¢lska prvovyroba. Mezi hlavni faktory ovliviiujici
vlastnosti mléka patii zdravotni stav dojnice, vyziva dojnice, hygiena ziskavani mléka.
MIéko musi pochazet od zdravych dojnic, protoZze naptiklad zanét mlécné zlazy miize z4-
sadn¢ ovlivnit sloZzeni mléka (Gbytek kaseinu, laktosy, naruseni rovnovahy soli). Nesmi
obsahovat inhibi¢ni latky. Vyskyt inhibi¢nich latek, produkty lipolytickych zmén, nedosta-
tek iontl a volnych aminokyselin v mléce ma negativni vliv na kvasnost (neboli kysaci
schopnost, ptredstavuje rozhodujici parametr, zda v mléce dobie porostou piidané Cisté
mlékarenské kultury), syfitelnost mléka (ovlivnéna obsahem vapniku v mléce, schopnost
koagulovat po ptidavku syfidla) a také negativné ptsobi na zrani syri. Musi mit pozadova-
né senzorické vlastnosti (barva, chut’, viin¢, konzistence), musi byt skladovano pfti teploté
od 4 - 6 °C. Zasadni vyznam pro vytéznost vyroby a slozeni syra ma chemické slozeni mlé-
ka. Na vytéznost ma vliv predevsim obsah kaseinu. Obsah tuku v susiné je dan pomérem
tuku a kaseinu. Pro syfitelnost mléka je dilezity vyskyt vapenatych iontl a také genotyp
dojnice. [1,10]
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2 TECHNOLOGICKE OPERACE

2.1 Pasterace mléka

Pasteraci se rozumi zahtev mléka ¢i smetany pfi teploté do 100 °C pii pH mléka (smetany),
kdy dochazi k usmrceni prevazné vegetativnich mikroorganismtl, za pfedpokladu minimal-
nich chemickych zmén suroviny. Pasteraci zajistime zdravotni nezdvadnost suroviny a také
se zvysi jeji trvanlivost. RozliSujeme nekolik typt pasteracniho zdhtevu (vysoka pasterace,
Setrna pasterace, dlouhodoba pasterace). Pro syrafskou vyrobu se pouziva prevazné Setrna
pasterace, coz je obvykle ekvivalentni osetfeni na 72 °C po dobu 15 s. Tento typ pasterace
indikuje inaktivaci alkalické fosfatazy a je zachovana aktivita lakoperoxidazy. Nedochazi
ke znacnym chemickym zméndm mléka. K denaturaci bilkovin dochézi pouze z 15%. Mo-

hou prezit n€které sporotvorné nebo termorezistentni mikroorganismy.

Tepelné osetfeni 1ze doplnit baktofugaci nebo membranovymi procesy. V daném piipadé
lze pouZit jen Setrnou pasteraci, kterou inaktivujeme enzymy a naslednym pouzitim bakto-

fugace ¢i membranovych procest zbavime mléko mikroorganismu.[1,3]

Baktofugace pifedstavuje mechanické odstraiovdni mikroorganismti z mléka za pomoci
odstredivé sily. Dochazi k odlouceni az 90% mikroorganismil. K nejvétsi G¢innosti dochazi
pii teploté 60 °C az 75 °C. S vysokym obsahem bakterii do kalového prostoru odchazi i
malé mnozstvi mléka nazyvany baktofugat. Proto se baktofugat steriluje a vraci zpét. Bak-
tofugace predstavuje Setrnéjsi zplisob oSetieni mléka a to z divodu uziti nizsich teplot.

[3.6]

Membranové procesy piinesly revoluci do vyroby mléka mléénych vyrobku. V praxi se
vyuzivaji 4 zpusoby membranovych separaci, a to mikrofiltrace, ultrafiltrace, nanofiltrace a
reverzni osmoza. Po aplikaci membranovych procestt vzdy ziskdme permemat a retentat.
Permedt predstavuje filtrat, kapalinu, kterd pfechéazi pres membranu. A retentat predstavuje
koncentrat. Mikrofiltraci se odd¢luji c¢astice s molekuldrni hmotnosti vEétsi nez
200 000Da.Na membranach dochézi k zachyceni mikroorganismi a velkych makromolekul
¢i jejich shluki. Mikrofiltraci 1ze tedy nahradit pasteraci mléka. Jedna se o Setrnéjsi zptuisob
oSetfeni, kde se uziva nizSich teplot, a tudiz dochazi k minimalizaci chemickych zmén
mléka. Ultrafiltrace je proces, pii kterém dochazi k selektivnimu odd€lovani makromolekul

s molekulovou hmotnosti 1000-200 000Da z rozpoustédla a rozpusténych latek. Tudiz do-
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chazi ke koncentraci napiiklad bilkovin z mléka ¢i syrovatky. Také se pouziva ke standar-
dizaci obsahu bilkovin.Nanofiltrace je proces, ktery koncentruje organické latky a zachyti
mineralni latky s vyjimkou Na" a CI" Ize ji tedy vyuZit k ¢aste¢né demineralizaci mléka.
Reverzni osmoéza se uplatiluje pfi Setrném zahuStovani syrovatky, permedtu ¢i re-

tentatu.[3,6,13,20]

2.2 Standardizace

Pro kazdy druh syra je charakteristicky obsah su$iny, tuku, respektive tuku v susiné. Proto
se béhem tepelného oSetieni se provadi standardizace mléka. Obsah tuku a bilkovin
Vv pribehu roku neni konstantni, méni se béhem ro¢niho obdobi, proto se musi jejich pomér

zohlednit, aby bylo dosazeno neménného obsahu t.v.s.

Standardizaci bilkovin lze také provadét pomoci ultrafiltrace, kterd piedstavuje proces, pii
kterém dochazi k oddélovani makromolekul z rozpoustédla a rozpusténych latek, ¢imz do-

cilime koncentrace bilkovin.[1,6,10]

2.3 Homogenizace

Cilem homogenizace je zmenSeni velikosti tukovych kulicek pod 1 pm. Tim docilime mi-
nimalizace samovolného vyvstavani mlééného tuku. Tuk musi byt v kapalném stavu, proto
se homogenizace obvykle provadi pfi 55 — 80 °C. Homogenizovat miiZzeme celou surovinu

nebo pouze smetanu.

Homogenizace pti vyrobé tvrdych a polotvrdych syrti se neprovadi. Ziskame sice rychleji
se tvofici sraZzeninu, ale ta ma mnohem jemnéjsi texturu a dochézi k menSimu uvoliiovani
syrovatky, coz je pti vyrobé syri nezadouci. Tuk mutize byt mnohem nachylnéjsi k oxidaci.

Vyjimku tvofi syry s plisni v tésté, kde probiha fizena lipolyza.[3,9]

2.4 Pridavek technologicky diilezitych pridatnych latek

Chlorid vapenaty - tepelné oSetieni ma vliv na vapnik v komplexu kalcium-kaseinat x kal-
cium fosfat. Pfeména sloucenin vapniku rozpustnych na nerozpustné ma vliv na zhorSené
vlastnosti gelu a pfipadné uvoliiovani syrovatky. Technologicka davka je 10 - 40 ml nasy-
cené¢ho roztoku na 100 1 mléka. Dusi¢nan draselny — poziva se u polotvrdych a tvrdych syrii

k potlaceni naptiklad koliformnich bakterii. Koliformni bakterie jsou plynotvorné mikroor-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

ganismy, které vlivem heterofermetativniho rozkladu laktosy tvoii Hy, coz byva oznacova-
no jako pfi¢ina tzv. skorého dufeni. Pokud je dufeni zptisobeno sporulujicimi bakteriemi,
pak hovoiime o pozdnim dufeni. Lysozym — uziva se jako nahrada za dusi¢nan draselny.
Lysozym piedstavuje enzym, ktery zptisobuje rozklad bunéénych stén nezddoucich mikro-
organizmu, a tudiZ potlacuje jejich Zivotaschopnost. Nisin — jedna se o antibiotikum
s mikrobicidnimi vlastnostmi na G* bakterie, zejména rod Clostridium, ktery miize byt po-
tencionalnim pivodcem tzv. pozdniho dufeni. Barviva — ptidavek barviv je typicky hlavné
u tvrdych syrt. Pfidavkem se zajisti intenzivni barva, odstranéni sezoénnosti v dusledku
nedostatecnosti zelené pice. Zelena pice je zdrojem karotenoidu, coz jsou zluté az ¢erveno-

fialové latky a jsou provitaminem vitaminu A.[1,3,10,15]

2.4.1 Pridavek ¢istych mlékarenskych (zakysovych) kultur

Cista mlékarenska (zakysova) kultura je definovany pocet Zivych mikroorganisma, které
jsou zamérné pridany za ucelem zahajeni fermentace, ptipadné zajiStuji ucelné vlastnosti
vyrobku. Vyrobu syri nelze uskutecnit bez pridavku zakysovych kultur, zakysové kultury
sjednocuji z mikrobialniho hlediska surovinu. Ktera pti vyrobé vykazuje standardni jakost.
Zakladni vlastnosti zakysovych kultur je rozklad laktézy a nasledna produkce kyseliny
mlécné. Kyselina mlééna je nadéle rozkladana na celou fadu produktu, které ovliviiuji cha-
rakteristické vlastnosti syra. Pfikladem muze byt vznik diacetylu z citratu. Produkci kyseli-
ny mléc¢né dochazi ke sniZzeni pH. Kyselé prostfedi vytvaii neptiznivé podminky pro pato-

genni mikroorganismy, a tudiz dochazi k jejich potlaceni. [9,12]

Primérni startovaci bakterie obvykle délime vzhledem k teploté na mezofilni a termofilni.
Mezofilni startovaci kultury jsou tvofeny z rod Lactococcus a Leuconostoc. Dominantni
postaveni maji obvykle tzv. kyselinotvorné koky Lactococcus lactis subsp. lactis a Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris. Zvané mikroorganismy laktozu zkvasuji homofermentativ-
nim zpsobem a produkuji L(+) izomer kyseliny mlé¢né.Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris je citlivéjsi k vnéjsim faktorim, napiiklad neroste pii teplotach nad 45°C nebo pii 4%
koncentraci NaCl a pfi opétovném pieockovani se jeho obsah v mezofilnich kulturach sni-
zuje. Déle soucasti mezofilni kultury jsou tzv. aromatvorné koky, které kromé& produkce
kyseliny mlé¢né rozkladaji citrat v mléce a vzniké oxid uhli¢ity a smés ctyfuhlikatych slou-
¢enin, kde biacetyl je nositelem typického aroma. Typickym zéastupcem je Lactococcus

lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, ktery se vyznacuje homofermentativnim rozkla-
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dem laktoézy a dale heterofermentativni zastupci jsou Leuconostoc lactis a Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris, ktefi z laktozy tvoii D(-) izomer kyseliny mlécné, oxid
uhlicity a acetat ¢i ethanol. Mezofilni kultury 1ze rozdélit na nearomatické a aromatické.
Nearomatické kultury se uplatiiuji pti vyrobe produktii, kde neni zddouci produkce plynu a

aromatickych latek, prikladem muze byt syr holandského typu.

Vyznamnou vlastnosti rodu Lactococcus je homofermentativni rozklad laktozy, nékteré
kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis produkuji nisin, coz je antibiotikum, které inhibuje
G" bakterie zejména klostridii. Jsou to G*, fakultativné anaerobni koky. Optimalni teplota
rastu je 30°C. Lactococcus lactis subsp. lactis dobie roste v prostfedi do 4% koncentrace
NaCl. Lactococcus lactis subsp. cremoris je citlivéjsi na pfitomnost NaCl v prostiedi a
roste do 2% NacCl.

Rod Leuconostoc je fakultativné anaerobni, tvoii G* koky, laktozu rozklada heterofermen-
tativnim zptisobem. Vyslednymi produkty jsou kyselina mléc¢na, etanol, CO, , diacetyl.
Optimalni teplota rustu je 20 - 30 °C.[5,9,14,15]

2.4.2 Nezakysové kultury

Mikroflora hraje také svoji roli pii zrani syr. Jedna se 0 mikroorganizmy z prostfedi, jako
jsou je rod Lactobacillus, Propionebacterium (u né€kterych syru se uziva jako sekundarni
syrafska kultura),Enterococcus, kvasinky ¢i plisn€. Tyto mikroorganismy mohou pozitivné
ovlivnit senzorické vlastnosti syrii. AvSak ucinnost kvasinek a plisni je omezena, u vétSiny
syri je jejich pfitomnost spiSe nezadouci. Jsou nositeli nezddoucich senzorickych vlastnos-

ti. [9,14]

2.4.3 Pridavek sekundarnich syrarskych kultur

Pti vyrobé tvrdych syri se jako sekundarni kultury uplatiiuji zejména Lactobacillus casei
subsp. casei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lacto-
bacillus plantarum, dale Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus

casei., Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ,Enterococcus faecalis.

Laktobacily jsou G*, nepohyblivé, fakultativné anaerobni az mikroareofilni ty¢inky. Nékte-
ré druhy jako je napriklad Lactobacillus delbrueckii subsp .lactis patii mezi obligatné ho-

mofermentativni laktobacily, jejimz hlavnim produktem rozkladu laktdzy je kyselina mléc-
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na. Vétsinou jsou termofilni, optimalni teplota rustu je 30 - 45 °C pii pH 5,5-6,2. Naopak
jiné rody jako je napiiklad Lactobacillus casei subsp. casei patii mezi fakultativné hetero-
fermentativni laktobacily, které pii nedostatku laktozy produkuji kyselinu octovou, etanol

¢i kyselinu mravenci.

Rod Enterococcus tvoii G ,aerotolerantni koky. Vyraznym zptisobem fermentuji sacharidy,
nékdy i za ovlivnéni senzorickych vlastnosti. Enterococcus faecalis je zna¢n¢ proteolitycky
druh. Rod Enterococcus je zna¢né odolny, dobie snasi teploty v rozmezi 10 - 45 °C a dobie
roste i v prostiedi s 6,5% NaCl. [4,14,15]

2.5 Koagulace mléka

Srazeni kaseinu je podstatou vyroby vSech syra. Jedna se o fyzikéln€ — chemicky d¢j, kdy
mléko (sol) se méni na polotuhy koagulat (gel) a dochazi k vyvlo¢kovani kaseinu. Srazeni
kaseinu muze probihat jak kyselou tak sladkou cestou. Pokud mluvime o kyselém srazeni,
pak se jednéd o koagulaci vlivem nahlé zmény pH, kdy pH se blizi isoelektrickému bodu.
Kyselé srazeni je typické pro vyrobu predevs§im tvaroht. Sladké srazeni probiha za ptisobe-
ni syfidla, kde dochédzi k naslednému probojovavani ,,vapnikovymi mustky* a vznikaji
utvary, které vypadavaji z roztoku. Sladké srazeni miizeme rozdé€lit na primarni, sekundar-
ni a popiipad¢ tercialni fazi. V primarni fazi dochazi k destabilizaci pivodniho uspofadani
frakci kaseinu. Syfidlové enzymy rozstépi w—frakci kaseinu mezi 105/PHE/ -106
/IMET/aminokyselinou, ¢imz dojde k naruseni hydrofilniho obalu kaseinové micely. Zbytek
po roztépeni a to 1-105 AMK se nazyva para-k kasein a 106-169 AMK glykomakropeptid.
V primarni fazi je dilezitd pfitomnost enzymu syfidla, teplota do 60 °C a pfitomnost Ca?*
neni nutna. Naopak u sekundéarni faze srazeni je pfitomnost Ca*" nesmirné nutn4, protoze
vlivem oddéleni makropeptidu dochédzi k vlastni koagulaci kaseinovych micel, které se
pomoci vapnikovych mistkll zacinaji spojovat.vysledkem je trojrozmérna struktura, ktera
uvnitf uzavird syrovatku. Tzv.tercidlni faze je charakteristicka pisobenim proteolytickych
enzymu syfidla, které je vSak nezddouci. Dochazi ke ztratdm rozpustnych peptidt a do sy-
rovatky, coZ se negativné projevi na vytéznosti a také vznikem hotkych peptidi. Ty se
tvoii predev§Sim z B-kaseinu a agi-kaseinu. Pokud koncentrace vzniklych peptidii neni

velka, tak dojde k naslednému odbourdni enzymy ptidanych ¢istych mlékarskych kultur.
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Kaseinové frakce jsou od zdravych dojnic vazany do kaseinovych micel, coz jsou velké
koloidni utvary. Zakladimi frakcemi jsou, a—frakce, ktera se dale déli na ag; a ag P, k frak-

ci kaseinu. Ostatni frakce jako y1, v2 v3, A lze povazovat za hydrolyzaty. [1,3,5,10,11]

Jako syfidlové enzymy lze povazovat pouze ty, které maji vysokou schopnost §tépit kappa
kasein. Sytidlové enzymy podle povahy aktivniho centra patiéi mezi tzv. karboxylové nebo
aspartatové proteindzy. Klasické syridlo je extrakt ze zaludku sajicich telat, jehoz hlavni
slozkou je chymosin. Dale syfidla mohou byt rostlinného piivodu, napiiklad vytazek z mo-
ruse, fikovniku apod. V soucasné dobé se daleko Castéji pouzivaji mikrobidlni syfidla, resp.
Syfidla produkovana geneticky modifikovanymi mikroorganismy. Pfikladem mohou byt
druhy jako Aspergillus niger, Escherichia coli, Cryphonetria parasitika, Rhizomucor mie-
hei apod. [10]

2.6 Zpracovani syfeniny

Zpracovavanim syfeniny ziskdme syraiské zrno o pozadované velikosti. Tento proces zaci-
na krajenim. Nasleduje drobeni, které predstavuje dal$i zmensovani zrna. Zde se pouziva
vétsi frekvence syraiskych harf. Kvalita zpracované syfeniny se posuzuje podle velikosti
zrn, mnozstvi syraiského prachu a vzhledu syrovatky. Naslednym vytuzovanim se docili

postupné zmenseni syrafského zrna a také se zvysi jeho tuhost.

U polotvrdych a tvrdych syrt ptichazi na fadu dal$i operace zvana dohtivani, kdy dochazi k
postupnému zvySovani teploty na teplotu dosouseni, coz piedstavuje vydrz (michini, vytu-
zovani) pii této teploté. Cilem je opétovné zmenSeni zrna a odvod syrovatky. U syra
z nizkodohtivané syfeniny se pro piihiivani uziva teplota v rozmezi 38 - 42 °C. ZvySeni
teploty se docili pfidavkem technologické vody o teploté obvykle 60 - 90 °C a pii soucas-
ném odpusténi syrovatky. Pomér odpusténé vody a syrovatky se nazyva praci pomér. Pii-
davkem technologické vody docilime jemnéjsi a méné vyrazné chuti, protoze se snizi kon-

centrace vSech slozek, pfedevsim vSak laktozy.[1,2,3]

2.7 Tvarovani

Tvarovani je proces, kdy syr dostava dany tvar o odpovidajici velikosti a hmotnosti. K tva-
rovani se uziva blokovych nebo individualnich tvofitek vyrobenych z plastu nebo kovu.

Syry eidamského typu ziskavaji tvar lisovanim, coz piedstavuje proces, kdy dochazi
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k odvodu syrovatky za tlaku vyssiho, nez je atmosfericky (hydraulické nebo pneumatické
vany). Lisovani probihd ve dvou fazich. V prvni fazi dochazi k ptedlisovani za pouziti
tlaku 0,005 — 0,05 MPa po dobu 25 - 30 min. Poté nasleduje lisovani po dobu 20 — 60 min
a tlaku 0,01 — 0,05 MPa.[1,3]

2.8 Soleni

Soleni ma vliv na vyslednou chut’ syra, ovliviluje aktivitu enzymu a kultur pfi zrani. Sal
také plsobi ¢astecné konzervacné€, ovliviiuje stravitelnost bilkovin. Zpeviiuje se povrch
syru, ovliviiuje konzistenci syru. Syry eidamského typu maji stfedni obsah soli. Mnozstvi
se pohybuje v rozmezi 1,5 % - 3 %. Soleni se obvykle provadi v solné lazni. Do solné 1azné
se syry vkladaji jednotlivé, v kontejnerech ¢i solna lazen naplavovaci, kde syry jsou unase-
ny proudem a mnozstvi soli v syru zavisi na délce naplavovaciho kanalu. Dal$i moznosti je
také dvoutepelné soleni, které zajistuje dostateCné prokysani pied zranim. V prvni tzv.
teplé solné lazni syry prokysavaji po dobu jednoho dne a teploté 16 — 18 °C a koncentraci
18 - 20 %. Ve druhé fazi pfichdzi na fadu tzv. chladna solna lazen, kde se syry dosoluji pii
teploté 10 — 12 °C 1 — 2 dny. Parametry solné lazné musi byt pribézné upravovany, protoze
dochazi naptiklad k ubytku soli nebo dochazi ke zvySeni teploty. Doba soleni zavisi na
velikosti syra a na parametrech solné 1azné. K vyrovnani obsahu NaCl dochéazi béhem prv-

nich dnd zrani.[1,3,10]

2.9 Priprava pred zranim

Po vysoleni musi syry oschnout z divodu dobrého ptichyceni voskovych natéra, nebo aby

se zabranilo rustu plisni, pokud syry budou zrat v plastovych obalech.[3]

2.10 Zrani

Zrani je soubor fyzikalnich, chemickych a biochemickych ptfemén, kdy vysledkem je ,,sy-
rovy buket®. Nejprve dochdzi k rozkladu laktdzy bakteriemi mlééného kvaseni za vzniku
kyseliny mlécné. K rozkladu laktézy dochazi béhem lisovéani, soleni a posledni zbytky
lakzy jsou rozloZzeny béhem prvnich dnl zrani. Nejintenzivnéjsi rozklad laktozy vSak na-
stava béhem lisovani. Vznikla kyselina mlé¢na uvolni z kaseinu vapnik za vzniku mlé¢na-
nu vapenatého. V konetné fazi z kaseinu vznikd monokalciumkaseinat, ktery bobtna

v pfitomnosti NaCl. Vznikla stl se podili na slepovani syfeniny a na vzniku homogenni
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struktury. Také dochazi ke snizeni kyselosti syra a to jednak vazbou kyseliny mlééné, ale
také mikrobiologickym rozkladem. Soucasn¢ probihd proteolyza — rozklad bilkovin. K
rozkladu bilkovin dochazi ptlisobenim proteolytickych mikroorganismii ¢istych kultur,
zejména Cinnosti jejich enzymi. Nejprve vnikaji peptidy o vysoké molekulové hmotnosti a
poté peptidy s nizkou molekulovou hmotnosti, které jsou vétSinou hoiké a typické pro
mladé syry (pfi delSim zrani hotkost zmizi). Naslednym rozkladem vznikaji kratsi peptidy,
dipeptidy az aminokyseliny.Lipolyza, neboli rozklad tuku probiha velmi omezené, u tvr-

dych a polotvrdych syru je povazovana spise za nezadouci.[1,3,10]

Pro zrani syra se uziva specialnich prostor zvanych syraiské sklepy, kde jsou dané¢ vhodné
klimatické podminky, jako teplota nebo vlhkost vzduchu. Zrani syri eidamského typu pro-
biha pfi teploté 6 - 12 °C po dobu 5 - 8 tydnt s 80 az 90% vlhkosti. [3,10]
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3 BIOCHEMIE ZRANI

Po vysoleni ma vétsina syru kiidové bilou barvu, mohou byt tuhé nebo kiehké. Jsou bez
chuti a zépachu, s viditelnym solnym prstencem pod pokozkou. Teprve v pribéhu zrani
dostava syr typickou chut, vini, vzhled konzistenci liSici se podle typu syra — tzv. ,,syrovy
buket”“. VSe je zplsobeno slozitymi biochemickymi pfeménami béhem zrani. Pro syry
Z nizkodohtivané syfeniny je typickd barva smetanova az syrové zluta, povrch celistvy,

hladky. Konzistence jemna, celistva. Chut’ a viiné ptijemné& nakysla, mlécna.

Zrani je slozity enzymaticky proces, kdy dochazi k rozkladu laktozy (glykolyza), bilkovin
(proteolyza) a v nékterych piipadech tuki (lipolyza). Lipolyza je zddouci hlavné u syrt
S plisni v tésté, jako je naptiklad syr Niva. Ale u syra z nizkodohtivané syieniny se jedna

spise o nezadouci jev. [2]

3.1 Metabolismus laktézy

Laktoza (mléény cukr) je disacharid slozeny =z glukozy a galaktozy (4-O-B-D-
galaktopyranosyl-D-glukopyranosa). Gluk6za se nachazi v krvi jako produkt hydrolyzy
polysacharidi z krmiv dojnice a odtud se dostavd do mlécné Zlazy. Izomeraci glukozy

v mlécné Zlaze vznika galaktoza. V kravském mléce je jeji obsah 4,7 %. [3,8,18]

K rozkladu laktézy dochazi ptisobenim bakterii mlééného kvaSeni za vzniku kyseliny
mlééné. K rozkladu dochazi béhem formovani syrd. K nejintensivnéjsimu rozkladu laktozy
vSak dochéazi béhem lisovani. Vznikla kyselina mlécnd odstépi z kaseinu vapnik za vzniku
mléénanu vapenateho. V konecné fazi rozkladu vznikd monokalciumkaseinat, ktery v pfi-
tomnosti NaCl bobtna. Vépenaté soli kaseinu davaji vznik homogenni struktute syrt. Vaz-
bou kyseliny mlé¢né nebo jejim mikrobidlnim rozkladem dochézi ke snizeni kyselosti syra.

V pribéhu 24 hodin je tieba u tvrdych syrti dosahnout pH 5,2. [10,17]

3.2 Proteolyza

Bilkoviny jsou proteiny vysokomolekularniho charakteru. Zakladni stavebni jednotkou jsou
aminokyseliny, které jsou spojeny peptidovou vazbou. Hlavni fetézec se sklada z opakujici
se struktury NH-CHR;-CO-NH-CHR;+1)-CO-. Obsah bilkovin v kravském mléce ¢ini 3,3

%. Obsah bilkovin je dan geneticky, ale do jisté miry Ize ovlivnit a to energetickou hodno-
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tou krmné davky. Nizsi obsah bilkovin signalizuje nedostate¢né energetickou krmnou dav-

ku dojnice[3,7]

Proteolyza neboli rozklad bilkovin je charakteristicky biochemicky znak u tvrdych a tvr-
dych syrd. Jedna se o hydrolyticky proces, ktery probiha v kyselém prostiedi. K rozkladu
bilkovin dochazi plisobenim proteolytickych mikroorganismi resp. ptisobenim jejich en-
zymu Cistych kultur. Proteolyzou nejprve vznikaji vysokomolekuldrni peptidy a poté niz-
komolekularni peptidy. Nékteré nizkomolekularni peptidy mohou zptisobovat hotkou chut’
syra, coz je typické pro mladé syry. Pii del$i dobé zrani vSak hotka chut zmizi. Poté vzni-
kaji kratsi peptidy, dipeptidy az aminokyseliny (napiiklad tyrosin a tryptofan u syra zrajici
S plisni v téste). U nékterych syrt nastava degradace aminokyselin az na sirovodik ¢i amo-
niak, které ovliviiuji senzorické vlastnosti syra (napiiklad syr zrajici s mazem na po-

vrchu).[1,2,3,10,17]

3.3 Lipolyza

Lipidy jsou nizkomolekularni pfirodni latky. Patii k energeticky nejbohatsim latkam, pfi
jejich odbouravani se uvoliiuje velké mnozstvi energie.
Lipidy délime na:

e Homolipidy (jednoduché) — obsahuji ve své molekule pouze mastnou kyselinu a

glycerol

e Heterolipidy (sloZzené) — obsahuji ve své molekule jak mastnou kyselinu a glycerol,
tak navic navazany jiny prvek ¢i slozku

e Komplexni lipidy

e Doprovodné latky lipidi

Mlécny tuk obsahuje predev§sim TAG, DAG, volné mastné kyseliny a fosfolipidy, este-

ry ketokyselin, cholesterol a jiné latky v nevyznamném mnozstvi. Obsah mlééného tuku

¢ini 3,8 %. Obsah tuku z4visi na druhu plemene, na ro¢nim obdobi, dale obsah tuku za-

visi na stadiu laktace a kvalité mléka.[3,8,18]

Lipolyza je charakteristickd pro syry s plisni v tésté, kde vlivem lipolytické mikroflory

dochazi k rozkladu tukl za vzniku typickych metylketont, které davaji charakteristic-

kou vlni a aroma. U syril polotvrdych a tvrdych se jedné spise o nezddouci jev. Meta-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

bolismus mastnych kyselin probihd v nékolika krocich. Nejprve dochazi k uvoliiovani
mastnych kyselin lipolytickymi mikroorganismy. Mastné kyseliny ovliviluji senzorické
vlastnosti syrt, dalsimi reakcemi z nich vznikaji aldehydy, ketony ¢i alkoholy. Dal§im
krokem v metabolismu mastnych kyselin nastava oxidace ketokyselin a nasledna de-
karboxylace na metylketony. Produkce metylketoni ovliviiuje celd fada faktort, ptikla-

dem muze byt teplota, pH. [3,5,10,17,25]
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4 AKCELERACE ZRANI

Zrani syri mize piedstavovat velmi dlouhodoby proces. Nékteré syry zraji jen nékolik tyd-
nu, ale nekteré jako je naptiklad parmazan ¢i velmi vyzraly ¢edar i nékolik let. Doba zréni
souvisi s obsahem vody v syrech, ale také na typu syra a velikosti. Cim mensi je obsah vo-
dy, tim pomalejsi bude zrani. Také po ekonomické strance je dlouhodobé zrani velmi na-

ro¢né.[5]

Tabulka 1: Klasifikace ptirodnich syrt podle konzistence ve vztahu k obsahu vody

v tukuprosté hmot¢ syra [ 16]

Skupina syri Obsah v %
Extra tvrdy mén¢ nez 47vcetné
Tvrdy 47 az 54,9
Polotvrdy 55az 61,9
Polomékky 62,0 az 68,0 vcetné
Mekky vice nez 68,0 %

A z téchto divodu se zacina ¢im dal Castéji pfistupovat k urychlovani zrani — tzv. akcelera-
ci, plati zde pfedpoklad, ze se nezméni vlastnosti syra (chut, textura,...)Rozklad laktozy
neni nutné urychlovat, protoZe zbytkové mnoZstvi laktosy se rozlozi v n¢kolika prvnich
dnech béhem zrani. Akcelerace se pievazné tyka proteolyzy a to u syrt tvrdych a polotvr-

dych.[5]

Akceleraci zrani 1ze provést 6 zptsoby :
1. ZvySenim teploty
2. Pridavkem enzymatickych pifipravki (exogenni enzymy)
3. Ptfidavkem chemicky a fyzikaln€ modifikované kultury
4. Ptidavkem geneticky modifikovanych mikroorganismil

5. Ptidavkem dopliikovych kultur
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6. Pridavkem vyluhu ze zralych syri

4.1 ZvySeni teploty

Dané zraci teploty a doba u riznych druht syra se zna¢né 1isi a zavisi na pozadované tech-
nologii. Syry eidamského typu zraji pfi teploté 6 - 12 °C po dobu 5 - 8 tydnd. Pfi danych
parametrech syr ziska pozadované vlastnosti (barva, textura, aroma, chut’). Teploty nad 20
°C zpusobuji, ze syr je me¢kky a deformuje se. U syri zrajicich volné mtize také dochazet
k odpafeni velkého mnozstvi vody a vysychani syra. Je také pravdépodobné, Ze vSechny
biochemické reakce neprobéhnou stejné a ve stejném rozsahu. Tudiz prostor pro velké
rozpéti teplot je pomérné omezeny. Doba zrani se miize zkratit az o 50 %. Teplota mtze
byt zvysSena v jakékoliv fazi zrani. Syry vhodné pro urychleni zrani zvySenim teploty by
méli mit dobré fyzikalné chemické vlastnosti, Syry s vysokym pH, nizkym obsahem NaCl a
s vysokou vlhkosti jsou nevhodné. Nevyhodou této metody mize byt pomérné rychlé mik-

robialni kazeni syri a mozna nevyrovnana chut’.[5,16]

4.2 Exogenni enzymy

Enzymy jako takové jsou pfimo zodpovédné za zrani syri.. Zrani by mohlo byt urychleno
vétSim piidavkem syfidla, syfenim pii niz§im pH ¢i pouzit pfidavek praSkoveého syfidla
(napf. pii soleni). Ale zvySovani syfidla neni vhodna varianta. Nedojde k urychleni zrani a

navic dochazi ke vzniku hotké chuti.

Dalsi variantou je naptiklad uziti plazminu. Plazmin neovliviiuje chut, urychluje zrani. Ale
je prili§ drahy pro komeréni Gi¢ely. Plazmin je mozné naklonovat ze zastupci rodu Lacto-
coccus, ktery by mohl byt pouzit jako starterova bakterie. Plazmin by se uvolnil béhem
zrani. Také nékteré druhy rodu Lactobacillus mohou byt vhodnym nositelem, ale rozklad
probiha v omezené v mite. Mléko obsahuje 4 krat vice plasminogenu nez plazminu. Akti-
vaci plasminogenu naptiklad urokinasou dochazi k urychlovani zrani. Nevyhodou této me-
tody jsou vysoké ndklady. Vyzkumy ukazuji, ze nakladny plazmin je moZné nahradit

trypsinem. U¢inky trypsinu dosud nebyly ovéfeny.[5]

Mezi exogenni enzymy také patii proteinazy bakterie Bacillus subtilis s vhodnou kombina-

ci s teplotou nebo s laktdza negativni kulturou. Dosavadni studie ukazaly, Ze uzitim tohoto
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enzymu doslo k podstatnému urychleni zrani. Jiné ndzory se zna¢né lisi a navic dochazi k

vadam chuti a textury.

Zaclenéni exogennich proteinaz s sebou piinasi nékolik problému. VéEtsina enzymi jsou
rozpustnd ve vod¢, tudiz odchdzi do syrovatky. Pokud ma byt syrovatka nadale vyuzivana,
tak pfipadné enzymy musi byt inaktivovany. Diraz je kladen na teplotu, ktera by nem¢la

zpusobit denaturaci sérovych bilkovin.

V nékterych piipadech je vhodné pouzit exogenni lipazy, zejména u vyroby syrt s plisni.

Tim docilime zlepSeni senzorické kvality. [5,16]

4.3 Chemicky a fyzikalné modifikované kultury

Zakysové bakterie jsou zodpovédné za vznik typickych senzorickych vlastnosti syra, a pro-
to je zfejmé vyuziti nékterych vlastnosti téchto bakterii pro urychleni zrani. Obecné jsou
mozné 4 postupy. Naptiklad vybér kultur, které rychleji podléhaji 1yzy, neboli rozkladu
buiikky. Tim tedy dochézi k rychlejsi enzymatické ¢innosti a rychlej§imu pribéhu zrani.
Ovsem tato metoda vyzaduje dal$i zkoumani. Déle je mozny piidavek oslabenych zakyso-
vych kultur. PouZzitim oslabenych zékysovych kultur regulujeme mnozstvi kyseliny mlécné,
kde nadmérné rychla produkce je nezadouci. K oslabeni bunék lze pouzit enzym lysozym,

¢i teplotni Sok.[5,16]

4.4 Geneticky modifikované mikroorganismy

Geneticky modifikované mikroorganismy jsou mikroorganismy u niz byl upraven proteoly-
ticky systém. AvsSak syr vyrobeny pomoci geneticky upravenych mikroorganismti mél

prazdnou chut’ a k vyraznému urychleni zrani a rozvoji aroma nedoslo.[5,18]

4.5 Dopliikové kultury

Doplnkové kultury ovliviluji zrani syrti a tim 1 vznik typickych senzorickych vlastnosti.

Ptikladem mohou byt zastupci rodu Propionebacterium nebo Brevibacterium.[5]
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4.6 Pridavek vyluhii ze syra

Extrémnim piipadem urychlovéani zrani je pfidavek vyluhti ze syri. Mlady syr ¢i tvaroh se
z homogenizuje a tato suspenze se piida pii vyrobé piirodnich syru za piedpokladu urych-

leni zrani syra. [5,16]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této bakalarské prace bylo zalozit zraci pokus pozorovat vliv akcelerace zrani na

vybrané skupiny mikroorganismu v piirodnim syru eidamského typu.
Pro vypracovani bakalatské prace bylo dilezité fesit nasledujici dil¢i ukoly.

= Zpracovat reSer$i o vyrobé syru z nizkodohtivané syieniny eidamského typu, bio-

chemii zrani a o zptisobech akcelerace zrani

= Realizovat zraci pokus a sledovat vliv akcelerace zrani pomoci zvysené teploty na

vybrané skupiny mikroorganismu

= Stanovit celkové pocty mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroor-

ganismil, mlécné bakterie a koliformni bakterie

» Na zaklad¢ teoretické Casti a stanovenych vysledki formulovat vysledky
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Vyroba eidamské cihly

U vyrobce byla vyrobena Sarze cihel, které byly posléze pouzity pro zraci pokus. K vyrobé
eidamské cihly bylo pouzito plnotu¢né pasterované mléko, jehoz tucnost byla upravena
odstfedénym pasterovanym mlékem. Po pfidavku smetanového zakysu nasledovala doba
prokysavani. Poté byl ptidan chlorid vapenaty, dusi¢nan draselny, barviva a v neposledni
fad¢ syfidlo. Smés se nechala srazet. Nasledovalo zpracovani syfeniny — krajeni, drobeni,
vytuzovani, piihfivani, dosouseni. Zrno se poté vypustilo do lisovaci vany, kde doslo nej-
prve Kk ptredlisovani a poté k vlastnimu lisovani, ¢imz syr ziskal tvar. Syry byly vlozeny do
solné 1azné&, poté okapany a rozkrojeny na pilky baleny do cryovaku a ulozeny do zraciho

sklepa pii teploté 10 £ 2 °C.

6.2 Zraci pokus

Sarze eidamské cihly byla uskladnéna ve zracim sklepé s teplotou 10 + 2 °C. Po 3 dnech
byla ¢ast cihel premisténa do ,,zraci komory*, kde po zbytek doby zrani syry tj. 74 dni byly
pfi teploté 16 = 1 °C. Pii rozboru, byla cihla vZdy rozdélena na 5 ¢asti, ale vzorky odebira-

ny pouze z prvnich 3 ¢asti a vzdy zevnitf platu, viz. obr.1

Obrazek 1: Znazornéni odebirani platu
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Jednotlivé platy byly oznaceny pismeny A,B,C smérem ke stiedu syra. Z jednotlivych plati
byly odebrany vzdy 2 vzorky. Vzorek oznaceny jako 1. byl z okrajovych Casti syra a vzorek

oznaceny jako II. byl ze sttedové ¢asti,viz. Obr.2.
Syr zrajici pfi teploté 16 = 1 °C byl rozd¢€len stejnym zptusobem na 5 ¢asti, avSak jednotlivé
platy byly ozna¢eny AA,BB,CC. Okrajové Casti jsou oznaCeny opét I. a stfedova cast 1L,

viz. obr.2

Obrazek 2: Znazornéni odebirdni vrstev

6.3 Metody mikrobiologického stanoveni

6.3.1 Stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich

mikroorganismi

Pro stanoveni CPM bylo tfeba navazit 2 az 5 g vzorku, ktery se nafedil devitindsobkem
fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace, s kterou jsme ziskali 0. fedéni. Poté se
ptipravilo pfislusné desitkové fedéni do piipravenych sterilnich zkumavek s 9 ml fyziolo-

gického roztoku. Ockovani se provadélo roztérem 0,1 ml na sterilni petriho misku S pidou
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PCA. Vzdy bylo provedeno dv¢ az tii desitkové vhodné fedéni a ockovano na nejméné dvé

petriho misky. Kultivace probihala pfi teploté 30 °C /24 hodin

Kultiva¢ni piida PCA je neselektivni medium slouzici ke stanoveni celkového po¢tu mezo-
filnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismi. Pida obsahuje trypton,

kvasni¢ny extrakt a glukozu. [20]

6.3.2 Stanoveni bakterii mlééného kvasSeni

Pro stanoveni bakterii mlé¢ného kvaseni bylo tieba navazit 2 az 5 g vzorku, ktery se natedil
devitinasobkem fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace, s kterou jsme ziskali
0. fedéni. Poté se pfipravilo piislusné desitkové fedéni do ptipravenych sterilnich zkuma-
vek s 9 ml fyziologického roztoku. Oc¢kovani se provadélo roztérem 0,1 ml na sterilni PM
s pidou M17 a MRS. VZdy bylo provedeno dvé¢ aZ tf1 desitkové vhodné fedéni a o¢kovano
na nejméné dvé petriho misky. Kultivace na ptidé M17 probihala pfi teploté 30 °C /24 ho-
din a inkubace na ptidé MRS probihala pfi teploté 30 °C /48 hodin

Pida M17 je zivné médium bohaté na Ziviny a slouzi ke stanoveni mlécnych koku (strep-

tokoky, laktokoky, leukonostoky). [20]

Kultiva¢ni pida MRS slouzi ke stanoveni laktobacilti. Obsahuje pepton, dextrozu a citrat

amonny, octan sodny a kyselinu octovou. [20]

6.3.3 Stanoveni koliformnich bakterii

Pro stanoveni koliformnich bakterii bylo tfeba navazit 2 az 5 g vzorku, ktery se natedil
devitinasobkem fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace, s kterou jsme ziskali
0. fedéni. Poté se pfipravilo pfislusné desitkové fedéni do ptipravenych sterilnich zkuma-
vek s 9 ml fyziologického roztoku. Ockovani se provadélo roztérem 0,1 ml na sterilni PM
spudou EA. Vzdy bylo provedeno dvé az tfi desitkové vhodné fedéni a ockovéno na

nejméné dvé petriho misky. Kultivace probihala pti teploté 37 °C /24 hodin.

Endlv agar obsahuje laktézu, fuschin coz je cervené bazické barvivo slouzici k potlaceni
G" bakterii a k diikazu aldehydd, které vznikaji jako §t&pné produkty laktozy. Pida ma na-
rizovélou barvu a je nutno ji chranit pfed plisobenim svétla, protoze dochazi ke Stépeni

laktozy a dochazi ke zméné barvy na tmavé Cervenou.[20]
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6.3.4 Stanoveni sporotvornych mikroorganismi

Pro stanoveni sporotvornych bakterii bylo tfeba navazit 2 az 5 g vzorku, ktery se natedil
devitinasobkem fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace, s kterou jsme ziskali
0. fedéni, které se inaktivovalo ve vodni 1azni o teploté 80 °C po dobu 10 minut. Po ochla-
zeni vzorku se pfipravilo piislusné desitkové fedéni do piipravenych sterilnich zkumavek
s 9 ml fyziologického roztoku. O¢kovani se provadélo prelivem 1 ml vzorku sterilni ptidou.
Pro stanoveni aerobnich sporotvornych mikroorganismt se pro kultivaci pouzivala ptida
PCA, pro stanoveni anaerobnich sporotvornych mikroorganismi se pro kultivaci pouzivala
puda RCA, a také bylo tieba vytvofit anaerobni podminky pomoci anaerostatu. Vzdy bylo
provedeno dv¢ az tfi desitkové vhodné fedéni a ockovano na nejméné dve petriho misky.

Kultivace probihala pfi teploté 37 °C /48 hodin.

Kultivaéni piida RCA je zivné médium obsahujici kasein enzymové hydrolyzaty a hovézi
extrakt jako zdroje uhliku, dusiku, vitaminid a mineralnich latek. Kvasnicovy extrakt doda-

va B-komplex vitamint, které stimuluji rust bakterii. Dale dextr6zu a chlorid sodny.[22]

6.3.5 Stanoveni enterokoku

Pro stanoveni sporotvornych bakterii bylo tfeba navazit 2 az 5 g vzorku, ktery se natedil
devitinasobkem fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace, s kterou jsme ziskali
0. fedéni, které se inaktivovalo ve vodni lazni o teploté 80 °C po dobu 10 minut. Po ochla-
zeni vzorku se pfipravilo pfislusné desitkové fedéni do piipravenych sterilnich zkumavek
s 9 ml fyziologického roztoku. O¢kovani se provadélo prelivem 1 ml vzorku sterilni padou
SBA. VZdy bylo provedeno dvé az tfi desitkové vhodné fedéni a ockovano na nejméné dvé

petriho misky. Kultivace probihala pfi teploté 37 °C /48 hodin.

Kultiva¢ni ptida SBA je selektivni médiem obsahujici tryptozu a kvasnicny extrakt, které
jsou hlavnim zdrojem vitamint, dusiku, mineralnich latek ¢i aminokyselin. Déle glokézu,

fosforecnan draselny, azid sodny, ktery tvoii selektivni ¢inidlo a trifenyltetrazolium chlo-

rid. [20]
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7 VYSLEDKY

Béhem 74. denniho prub&hu zrani byl sledovan vliv zvySené teploty (16 = 1 °C) na vybrané
skupiny mikroorganismii a nasledné porovnan s po¢ty mikroorganismut v syru zrajicim pii
teploté 10 + 2 °C. Analyza byla zaméfena na stanoveni celkovych poctli mezofilnich ae-
robnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismii, stanoveni mléénych bakterii a koli-

formnich bakterii v jednotlivych platech a vrstvach (obr. 1. a 2.).

7.1 Stanoveni CPM

Pfi stanoveni celkovych pocti mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroor-
ganismu byly prokazany vyssi po¢ty mikroorganismu u syru zrajici ve ,,zraci komoie® pfti
teploté 16 = 1 °C ve vSech platech i vrstvach, ale pouze v prvnich 14. dnech zrani. Béhem
nasledujicich dni zrani vSak vyS$$i pocty mikroorganismil byly stanoveny u syru zrajici ve
zracim sklepé pfi teploté 10 £ 2 °C a to ve vSech vrstvach i platech. Pocty mikroorganismu

V pribchu zrani u obou syrti maji klesajici charakter.
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Obrazek 3: Celkové pocty mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mik-
roorganismu zrajicich v syrech eidamského typu ve zracim sklep€ pii teploté 10 +

2°C
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Pocet mikroorganism {logaritmovano)
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Obrazek 4: Graf celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerob-
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Obrazek 5: Graf porovnavajici celkové pocty mezofilnich aerobnich a fakultativné

anaerobnich mikroorganismt zrajicich v syru eidamského typu ve zracim sklepé

pfi teploté 10 + 2 °C a ,,zraci komote* pii teploté 16 + 1°C
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7.2 Stanoveni bakterii mlééného kvasSeni

7.2.1 Stanoveni mléénych bakterii na kultivaéni piidu M17

Od pocatku zrani jsou pocty mikroorganismu u syra zrajicim ve zracim sklepé pfi teploté

10 £ 2 °C v jednotlivych vrstvach a platech nizsi nez u syra zrajicim ve ,,zraci komote* pfi

teploté 16 = 1 °C. V prabéhu prvnich 28. dni zrani neni rozdil v poctech mikroorganismu

nijak markantni. V nasledujicim 56. a 74. dni jsou vSak rozdily ponékud vétsi. Pocty mik-

roorganismu v prubéhu zrani u obou syrit maji klesajici tendenci.
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Obrazek 6:Graf stanoveni mléénych bakterii zrajicich v syru eidamského typu ve
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Obrazek 7: Graf stanoveni mlé¢nych bakterii v syru eidamského typu zrajicich ve

»zraci komote™ pii teploté 16 + 1°C
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Obrazek 8: Graf porovnavajici stanoveni mléénych bakterii v syru eidamského ty-
pu zrajicich ve zracim sklepé pfi teploté 10 + 2 °C a ,,zraci komote* pfti teploté 16

+1°C

7.2.2 Stanoveni mléénych bakterii na kultivaéni piidu MRS

U stanoveni mlécnych bakterii za pouziti kultiva¢ni pidy MRS jsou pocty mikroorganismi
vétsi u syru zrajiciho ve ,,zraci komote® pfi teploté 16 £ 1 °C ve vSech vrstvach i platech
nez u syru zrajiciho ve zracim sklepé pii teploté 10 £ 2 °C. U obou syrti maji pocty mikro-

organismu v prib&hu zrani klesajici tendenci.
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Obrazek 9:Graf stanoveni mlécnych bakterii zrajicich v syru eidamského typu ve

zracim sklepé¢ pii teploté 10 £2 °C
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Obrazek 10: Graf stanoveni mlé¢nych bakterii v syru eidamského typu zrajicich ve

»Zraci komote® pfi teploté 16 £ 1 °C
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Obrazek 11: Graf porovnavajici stanoveni mlé€nych bakterii v syru eidamského
typu zrajicich ve zracim sklepé pii teploté 10 £ 2 °C a ,,zraci komoie* pfi teploté

16+1°C

7.3 Stanoveni koliformnich bakterii

Pocty koliformnich bakterii jsou u syra zrajiciho ve ,,zraci komote* pii teploté 16 = 1 °C
znaén€ vys$i nez u syru zrajiciho ve zracim sklepé pii teploté 10 + 2 °C. AvsSak u syra zra-
jiciho pfi vyssi teploté nastava u vzorku 2BB a 2CC mirny pokles po¢tu mikroorganismii,
coz jsou ale stale vyssi hodnoty nez u syru zrajiciho ve zracim sklepé pii teploté 10 £ 2 °C.

U obou syrit maji pocty koliformnich mikroorganismti v prubéhu zrani klesajici tendenci.
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Obrazek 12:Graf stanoveni koliformnich bakterii zrajicich v syru eidamského typu
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Obrazek 13: Graf stanoveni koliformnich bakterii v syru eidamského typu zraji-

cich ve ,,zraci komote* pfi teploté 16 + 1°C



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

3,50
5 3,00 “1A
.C
g B2A
£ 250 1.8
© o
53 % 2.8
= 2,00 [
E [ e 1C
8 L “
Eb 1,50 b #2.C
g L o LAA
% 1,00 = #2 AA
- e
K L : 1.BB
Q s
& 050 ~ #2.BB
~ %1.CC
0,00 H
=2.C
14 28 56 74
Dny odhéru

Obrazek 14: Graf porovnavajici stanoveni koliformnich bakterii v syru eidamské-
ho typu zrajicich ve zracim sklepé& pfti teploté 10 + 2 °C a ,,zraci komote* pfi tep-

lot¢ 16 +1 °C

7.4 Stanoveni sporulujicich mikroorganismi a enterokok

Béhem 74. denniho zrani se syr zrajici ve ,,zraci komote® pfi teploté 16 = 1 °C nafoukl, na
fezu byla znacna oka a dutinky, byl mazlavy a z toho diivodu se 74. den stanovily aerobni a
anaerobni sporulujici mikroorganismy a enterokoky, abychom vyloucily pfipadné pozdni
dufeni syrt nebo kontaminaci. Pro porovnani byl rozbor proveden i u syru zrajiciho ve zra-

cim sklepé pfti teploté 10 £ 2 °C.

7.4.1 Aerobni sporulujici mikroorganismy
Pti mikrobialnim rozboru bylo zjisténo, Ze syr zrajici ve zracim sklepé pfi teploté 10 + 2 °C
obsahuje vyssi pocty aerobnich mikroorganismill nez syr zrajici ve ,,zraci komote* pfi tep-

lotd 16 + 1 °C. Viedéni 107 je vys§i podet aerobnich mikroorganismii ve vzorku
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1A,2A,1B a 2C a pii fedéni 107 je vyssi pocet u 1C. V fedéni 10? je vyssi pocet aerobnich

mikroorganismu u syra zrajiciho pti vyssi teploté pouze u 1BB.
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Obrazek 15: Graf stanoveni aerobnich sporulujicich mikroorganismd v syru ei-

damského typu zrajicich ve zracim sklepé€ pfi teploté¢ 10 £ 2 °C
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Obrazek 16: Graf stanoveni aerobnich sporulujicich mikroorganismu v syru ei-

damského typu zrajicich ve ,,zraci komote* pfi teploté 16 + 1 °C
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Obrazek 17: Graf porovnavajici stanoveni aerobnich sporulujicich mikroorganis-
mu v syru eidamského typu zrajicich ve zracim sklepé pii teploté 10 + 2 °C a

,»Zraci komote® pti teploté 16 £ 1 °C

7.4.2 Anaerobni sporulujici mikroorganismy

Stanovenim anaerobnich mikroorganismil bylo zjiSténo, Ze u syra zrajiciho ve ,,zraci komo-
e’ pii teploté¢ 16 = 1 °C jsou v fedéni 10t 102 vyssi hodnoty u vzorku 1BB, 2BB, 1CC,

2CC. A vyssi hodnota byla také stanovena u syra zrajiciho ve zracim sklepé¢ pii teploté 10 +

2°CtovVv 2A.
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Obrazek 18: Graf stanoveni anaerobnich sporulujicich mikroorganismu v syru ei-
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Obrazek 19: Graf stanoveni anaerobnich sporulujicich mikroorganismu v syru ei-
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Obrazek 20: Graf porovnavajici stanoveni anaerobnich sporulujicich mikroorga-

nismil v syru eidamského typu zrajicich ve zracim sklepé pfti teploté¢ 10 +2 °C a

»Zraci komote* pti teploté 16 = 1 °C
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7.4.3 Stanoveni enterokoku

Mikrobidlni rozbor ukézal, ze v syru zrajiciho ve zracim sklepé pii teploté 10 &= 2 °C neby-
ly stanoveny zadné enterokoky. U syra zrajiciho ve ,,zraci komote* pfi teploté¢ 16 = 1 °C

byla prokazana piitomnost pouze v 1CC, avsak v 10 i v 107 fedéni.
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8 DISKUZE

Stanovenim poc¢tu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganisma byly
Vv prvnich 14. dnech zjistény vyssi pocty mikroorganismi u syra zrajici ve ,,zraci komoie*
pti teploté 16 + 1 °C a to ve vsech vrstvach i platech. V nasledujicich dnech je vSak nartst
mikroorganismt pozorovan u syra zrajici ve zracim sklepé pii teploté¢ 10 + 2 °C a opét ve

vsech vrstvach i platech.

Pii teploté 16 + 1 °C mikroorganismy rychleji rostou v porovnani s teplotou 10 + 2 °C, ale
také dochazi k rychlejsi 1yzi buné€k, proto dochazi v prvnich 14. dnech k nartistu mikroor-
ganismil u vzorku syra zrajicim ve ,,zraci komote* pii teploté¢ 16 = 1 °C a naslednému po-

klesu.

Od pocatku zrani jsou pocty mlécnych bakterii stanovenych na Zivnou ptidu M17 vyssi u
syra zrajiciho pii vyssi teploté (16 = 1 °C) v porovnani se syrem zrajicim ve zracim sklepé
pii teploté¢ 10 + 2 °C a to ve vSech vrstvach i platech. Po prvnich 28 dnech zrani rozdil
Vv poc¢tech mikroorganismt nebyl nijak velky, avsak 56. a 74. den byly rozdily ponékud
vétsi. Pocty mlécnych bakterii stanovenych pomoci Zivné plidy MRS byly opét vyssi u syra
zrajiciho pii vyssi teploté (16 £ 1 °C) nez u syra zrajici ve zracim sklepé pfi teploté 10 £ 2
°C ve v8ech vrstvach 1 platech. Porovname-li po¢ty mikroorganisml stanovenych na ziv-

nou pidu M17 a MRS , tak po¢ty mikroorganismil na zivné piidé M17 jsou znacn¢ vyssi.

Zivna ptida M17 se vétsinou pouziva ke stanoveni mléénych kokii a ptida MRS ke stano-
veni mlécnych ty¢inek.[20] Pti vyrobé syru z nizkodohtivané syfeniny se jako zakladni
(primarni) klutura pouziva tzv. smetanovy zakys obsahujici zejména koky, diplokoky a
fetizky. Bakterie rodu Lactobacillus ziejmé pochazi z prostiedi, jako nezakysova kultura.
Bakterie po morfologické strance tvofi ty¢inky. Mnozstvi pfidané primarni kultury je 1 -
2% a obsah nezakysové kultury je v podstatné nizsi.[3,14] Z toho vyplyva skutecnost
vétsich pocti mikroorgansimi na Zivné ptidé M17.

Pocty koliformnich bakterii jsou vyssi u syra zrajiciho ve “zraci komoie” pii teploté 16 +
1 °C ve vS8ech vrstvach i platech nez u syra zrajicim ve zracim sklepé pii teploté 10 + 2

°C. Avsak u jednoho vzorku byl pozorovan pokles, coz jsou ale stale vys$si hodnoty neZ u

syra zrajici pfi teploté 10 =2 °C.

Koliformni bakterie patii do Celedi Enterobacteriaceae. Obsah koliformnich bakterii

Vv potravinach slouzi jako indikator dodrzeni technologickych postupil pfi jejich ziskéni,
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zpracovani, chlazeni a spravné hygieny a sanitace. Jsou G’ fakultativné anaerobni nebo
aerobni tyCinky. Fermentuji laktozu za tvorby plynu, a tudiz mohou byt pfi¢inou tzv. sko-
rého dufeni u tvrdych syrt. [14,19] Viditelné projevy skorého dufeni se ani u jednoho ze
sledovanych syri neprojevily. Kontaminace koliformnimi bakteriemi muze pochazet z

prostiedi.

V 74. den zrani byly stanoveny také aerobni a anaerobni sporulujici mikroorganismy a en-
terokoky z divodu nafouknuti syra zrajiciho ve ,,zraci komote* pii teploté¢ 16 = 1 °C.
V analyzovaném vzorku syra byly zietelné dutinky a trhlinky na fezu, a také byl mazlavy.
Z diivodu porovnani vysledka byl mikrobialni rozbor proveden i u syra zrajiciho ve zracim

sklepé pfi teploté 10 =2 °C.

Byly prokazany vyssi pocty aerobnich sporulujicich mikroorganismu u syra zrajiciho ve
zracim sklepé pfi teploté 10 = 2 °C a to u ¢tyf vzorkd. U syra zrajiciho ve ,,zraci komote*
pti teploté¢ 16 + 1 °C byl prokdzan vyssi pocet aerobnich sporulujicich mikroorganismii

pouze u dvou vzorki.

Pocty anaerobnich sporulujicich mikroorganismt byly vyss$i u syra zrajiciho ve ,,zraci ko-

moie* pfi teploté¢ 16 = 1 °C a to u Ctyf vzorkd.

Sporotvorné mikroorganismy maji vysokou rezistenci, jejich spdry ptezivaji i teplotu 100
°C. Sporotvorné¢ mikroorganismy muizeme rozdélit vzhledem ke vztahu ke kysliku na ae-
robni popf. fakultativné anaerobni (ptikladem muize byt rod Bacillus) a anaerobni az aero-
tolerantni (piikladem mitize byt rod Clostridium). Rod Bacillus je G*, vétsinou tvoii delsi
ty¢inky, $té€pi bilkoviny a metabolizuje aminokyseliny za tvorby amoniaku. Sacharidy fer-
mentuje s vyraznou tvorbou kyselin a plynu. Pfitomnost aerobnich sporulujicich bakterii
indikuje primarni ¢i sekundarni kontaminaci surovin, potravin nebo pfedméti, které byly
v kontaktu s danou surovinou. VétSina je silné proteolyticka. Rod Clostridium fermentuje
sacharidy za tvorby kyseliny maselné, octové, oxidu uhli¢itého, vodiku Bilkoviny rozklada
za vzniku hnilobnych produktii, jako je sirovodik ¢i amoniak. Jsou producenty velkého

mnozstvi plynt, a proto jsou ¢astou pficinou tzv. pozdniho dufeni.[14,19]

Mikrobialnim rozborem se v syru zrajicim ve zracim sklepé pfi teploté¢ 10 = 2 °C nepotvr-
dil vyskyt enterokokti. Pfitomnost byla prokazana u syru zrajiciho ve ,,zraci komote* pfii

teploté 16 = 1 °C pouze u jednoho vzorku.
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Enterokoky jsou G* bakterie vyskytujici se ve stfevnim traktu ¢lovéka, nékterych zvifat i
hmyzu. Nékteré kmeny jsou vSak patogenni. Enterokoky jsou povazovany za indikatory
fekalniho znecisténi pitych vod a trovné sanitace mlékarenskych provozu. Intenzivné fer-
mentuji sacharidy, coz mlze byt pfi¢inou nezadoucich senzorickych vlastnosti potravin.
Enterokoky maji také vyS$i termorezistenci vici fyzikdlnim a chemickym
vliviim.[14,19]Ptitomnost enterokokti mize signalizovat pravdépodobnou kontaminaci z
prostiedi (enterokoky jsou Castou soucasti nezakysovych kultur)nebo se muze jednat o kon-

taminaci zptisobenou béhem baleni syri.[14]
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9 ZAVER

V prubéhu 74. dni zrani syru eidamského typu byl sledovan vliv zvySené teploty (16 + 1

°C) na vybrané skupiny mikroorganismu (mezofilni aerobni a fakultativné anaerobni mik-

roorganismy, mlécné bakterie, koliformni bakterie) a nasledn¢ porovnan se syrem, ktery

zral ve zracim sklepé pfi teploté 10 + 2 °C. Byly zji$tény nasledujici vysledky:

>

Byly prokazany vyssi poCty celkovych poctii mezofilnich aerobnich a fakultativné
anaerobnich mikroorganismu u syru zrajiciho ve ,,zraci komote* pii teploté 16 = 1
°C, ale pouze v prvnich 14. dnech zrani. Béhem nasledujicich dni zrani vSak vyssi
pocty mikroorganismu byly stanoveny u syru zrajici ve zracim sklepé pii teplote 10

+2 °C.

Od pocatku zrani jsou pocty mlécnych bakterii stanovenych na Zivnou pidu M17 u
syra zrajiciho ve ,,zraci komote® pii teploté 16 +1 °C vyssi nez u syra zraciho ve

zracim sklepé€ pfi teploté 10 = 2 °C.

Za pouziti zivné pidy MRS jsou pocty mlécnych mikroorganismua vétsi u syra zraji-
ciho ve ,,zraci komote* pfti teploté¢ 16 + 1 °C nez u syru zrajiciho ve zracim sklepé

pfi teploté 10 =2 °C.

Pocty koliformnich bakterii jsou u syra zrajiciho ve ,,zraci komote* pfi teploté 16 +
1 °C znacn€ vyssi nez u syru zrajiciho ve zracim sklepé€ pfii teploté¢ 10 + 2 °C.
Avsak u syra zrajiciho pfi vyssi teploté nastava u dvou vzorkli mirny pokles poctu
mikroorganismu, coz jsou ale stale vys$i hodnoty nez u syra zrajicim ve zracim

sklepé pfi teploté 10 + 2 °C.

Dale bylo zjisténo, ze syr zrajici ve ,,zraci komote® pfti teploté¢ 16 £ 1 ma vyssi po-
¢ty aerobnich sporulujicich mikroorganismii u dvou vzorkl z Sesti v porovnani se

vzorkem syra zrajiciho pfi teploté 10 + 2 °C.

Stanovenim anaerobnich sporulujicich mikroorganismi bylo zjisténo, Ze u syra zra-
jicim ve ,,zraci komoie* pfi teploté 16 £ 1 °C jsou vyS$i hodnoty mikroorganismu u
péti vzorkl. U jednoho vzorku je vSak hodnota nizsi v porovnéani se vzorkem syra

zrajiciho pii teploté 10 £ 2 °C.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka o1

» Pritomnost enterokokl byla prokazana u syra zrajiciho ve ,,zraci komote® pfi teplo-
té¢ 16 = 1 °C pouze u jednoho vzorku. Syr zrajici ve zracim sklep¢ pii teploté 10 £ 2

°C byl na ptitomnost enterokokil negativni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PCA  Plate Count Agar

RCA Reinforced Clostridial Agar.

MRS De Man Rogosa Sharpe Agar

EA .Endiv agar

CPM  Celkové pocty mikroorganismu
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PRILOHA I: SCHEMA VYROBY SYRU EIDAMSKEHO TYPU [1]
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