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ABSTRAKT

Diplomova préace se zabyva problematikou laktozy a jejiho ubytku v riiznych krocich vy-
roby a v prubéhu zrani ptirodnich syrti holandského typu. Byly vyrobeny 4 rtizné modelo-
vé vzorky piirodnich syrt holandského typu o dvou riznych tu¢nostech a za pouziti 2 sy-
rafskych kultur s odliSnym slozenim. U téchto vzorkl byl zkouman vliv tu€nosti syri a
pouziti riznych syratfskych kultur na zmény v obsahu laktozy béhem vyroby a na zacatku
zrani téchto syru. Ke sledovani obsahu laktozy byla zvolena metoda vysokou¢inné kapali-
nové chromatografie s refraktometrickou detekci. Déle byla sledovana hodnota pH, titracni

kyselost a obsah susiny.

Aktivni kyselost v pribéhu vyroby a na pocatku zrani syru klesala, titra¢ni kyselost naopak
stoupala, coz odpovida postupnému okyselovani zptisobenému odbouravanim laktézy na
kyselinu mlécnou, coz potvrdily 1 vysledky stanoveni obsahu laktozy, kdy v pritbéhu vyro-
by a za prvnich 48 hodin zrani doslo k Ubytku laktézy, az na mnozstvi, které je zvolenou
metodou nedetekovatelné. Obsah suSiny v syrech se zvySoval, coz odpovidd odstranéni
syrovatky lisovanim a vysychani syrtt béhem prokysavani a na pocatku zrani. Tucnost syra
prubéh fermentace laktozy nijak vyrazné neovlivnila. Naproti tomu kultura CHN-22 fer-

mentovala laktdzu rychleji, nez kultura Flora Danica.

Klicova slova: laktdza, ptirodni syr holandského typu, syrafska kultura, tu¢nost, HPLC- Rl



ABSTRACT

This thesis deals with the lactose and its decrease in various stages of production and du-
ring maturation of natural Dutch type cheeses. There were produced four different model
samples of natural Dutch type cheese with two different fat contents using two cheese cul-
tures with different composition. For these samples, the influence of fat content and cheese
cultures on changes in the content of lactose during production and early maturation, was
examined. High performance liquid chromatography method with refractive index detecti-
on was used to determine the lactose content. Furthermore, pH, titratable acidity and dry

matter content were observed.

The active acidity during the production and at the beginning of maturation of cheese
decreased. Conversely, titratable acidity increased, corresponding to the gradual acidifica-
tion caused by the fermentation of lactose, which was confirmed by the results of the de-
termination of lactose: during production and for the first 48 hours of aging the amount of
lactose was decreased to an amount which is undetectable by the chosen method. Dry mat-
ter content of the cheese increased which corresponds with the removal of the whey by
pressing and drying of the cheese during fermentation and early maturation. Fat content of
cheeses did not significantly affect the fermentation of lactose. In contrast, CHN-22 cultu-

re fermented lactose faster than Flora Danica culture.

Keywords: lactose, natural Dutch type cheese, cheese culture, fat content, HPLC-RI
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UVOD

Ptirodni syry holandského typu, jejichz nejbéznéjsimi zastupci jsou Eidam a Gouda, tvoti
dalezitou slozku potravy ¢lovéka a maji vysokou nutricni hodnotu. Maji vysoky obsah
bilkovin, mineralnich latek — zejména vapnik a vitamint. Spotieba syrii v Ceské republice
roste a vyrovnava se spotiebé v Evropské unii, kterd se pohybuje v priméru okolo 17 kg
na osobu roéné. Nejvyssi spotieby syrti v Evropské unii dosahuje Recko a ¢&ini 31 kg

na osobu ro¢ne.

Lakt6za nebo-1i mlécny cukr je hlavnim sacharidem mléka u vSech savct. Jedna se o disa-
charid, jehoz hlavnimi slozkami jsou gluko6za a galaktéza, spojené B-(1—4) glykosidickou
vazbou. Béhem zrani syri dochazi k fermentaci laktozy prostrednictvim bakterii mlééného
kvaseni za vzniku kyseliny mlécné, kterd je prekurzorem pro vznik senzoricky aktivnich
latek, které davaji syrim typickou chut a vini. Laktéza je Stépena enzymem J3-

galaktozidazou.

Mnozstvi laktozy v syrech lze stanovit riznymi metodami, napf. 1ze vyuzit polarimetrii,
spektrofotometrii, refraktometrii, chromatografii a rizné chemické metody. Spolehlivou

metodou pro stanoveni laktozy je metoda HPLC za pouziti refraktometrické detekce.

V teoretické ¢asti se diplomova prace zabyva charakteristikou a vyrobou syri holandského
typu, strukturou a metabolizmem laktozy. Dale je v praci popsana uprava vzorku pied sta-
novenim laktézy a samotné moznosti stanoveni laktozy, kde je detailnéji popsdna metoda
HPLC s refraktometrickou detekci. Prakticka ¢ast diplomové prace spocivala ve vyrobé
ptirodnich syrt holandského typu o dvou riznych tu¢nostech a za pouziti dvou rtuznych
syrafskych kultur a nasledném sledovéani ubytku laktézy v prib¢hu vyroby a zréni téchto
syri. Cilem préace bylo zkoumat vliv pouzitych syrafskych kultur a tunosti syri na zmény

laktozy béhem vyroby a zrani syrt ptirodnich syra holandského typu.
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|. TEORETICKA CAST
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1 SYRY HOLANDSKEHO TYPU

Dle vyhlasky Ministerstva zemédélstvi 77/2003 Sb. v platném znéni je syr definovan jako
mléény vyrobek vyrobeny vysraZenim mlécné bilkoviny z mléka pisobenim sytfidla nebo

jinych vhodnych koagulaénich ¢inidel, prokysanim a oddélenim podilu syrovatky [1].

Piirodni syry lze rozdélit podle zminéné vyhlasky dle konzistence ve vztahu k obsahu vody
Vv tukuprosté hmoté syra na extra tvrdé, tvrdé, polotvrdé, polomékké a mekké. Podle zpa-
sobu srazeni mléka lze ptirodni syry rozd¢lit na syry sladké srazené sytfidlem a syry kyselé
srazené snizenym pH k izoelektrickému bodu [1,2]. VétSina syru patii mezi syry sladké, ke
kyselym syrim fadime napf. Olomoucké tvariizky, piipadné tvarohy, které v CR tvoii sa-
mostatnou skupinu, zatimco ve svéte se fadi mezi kyselé syry. Vyrabi se také syry, u kte-

rych se uplatiiuje sladké 1 kyselé srdzeni.

Podle obsahu tuku v susiné¢ délime syry na vysokotu¢né (min. 60 % t.v.s.), plnotucné
(min. 45 % t.v.s.), polotu¢né (min. 25 % t.v.s.), nizkotu¢né (min. 10 % t.v.s.) a odtu¢néné
(méné nez 10 % t.v.S.). Dle zrani se pfirodni syry rozdé€luji do téchto kategorii: syr nezraji-
ci Cerstvy, syr nezrajici termizovany, syr zrajici na povrchu, syr zrajici s mazem na po-
vrchu, syr zrajici v celé hmoté, plisfiovy syr s tvorbou charakteristické plisné na povrchu,
plisiiovy syr s tvorbou charakteristické plisn¢ uvniti hmoty a dvouplisnovy syr [1].

Syry holandského typu jsou polotvrdé, ptipadné tvrdé ptirodni zrajici syry vyrabéné
z kravského mléka sladkym srazenim pomoci syfidel. Vétsinou se jedna o syry s obsahem

tuku v susiné okolo 45 %, specifikem ¢eského trhu jsou méné tuéné syry, s obsahem tuku

Vv susing 30 %, ptipadné i méné [3].

Hlavnimi zastupci syrt holandského typu jsou Edam/Eidam a Gouda. Nejznaméjsim ces-
kym zastupcem je Eidamska cihla, ptipadné Eidamsky blok [4].

1.1 Vyroba syrii holandského typu

Vyroba vsech druhti ptirodnich syri zahrnuje obvykle podobné kroky. Modifikaci jednot-
livych krokt se ziskd produkt pozadovanych vlastnosti. Pro syry holandského typu je ty-

pické prani syrového zrna a doh#ivani pfi nizké teploté [2].

1.1.1 Vybér mléka

Pro vyrobu syra je dulezitda mikrobiologicka jakost vychozi suroviny, kravského mléka.

Dalsim ukazatelem kvality mléka je pocet somatickych bunck. Mléko nesmi obsahovat
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rezidua antibiotik, kterd inhibuji bakteridlni kultury. Obsah volnych mastnych kyselin
Vv mléce zplisobuje nezadouci chutové vady hotového syru. SloZeni syru je ovlivnéno slo-
zenim mléka pouzitého na jeho vyrobu, zejména obsahem tuku, bilkovin, vapniku

a pH mléka [2,5].

1.1.2 Tepelné oSetieni mléka

Tepelné osetfeni mléka se provadi za ucelem zajisténi zdravotni nezavadnosti sniZzenim
poctu patogennich mikroorganizmi a technologicky nezddoucich mikroorganizmi, které
mohou negativné ovlivilovat vyrobni proces a mohou byt také ptvodci vad vyrobe-
nych syrt. Pasteracni zahtev také prodluzuje trvanlivost syrti. Pouziva se Setrna pasterace
pti teploté 72 °C po dobu 15 s [5]. Vysokou pasteraci (85 °C nékolik sekund) dochazi ke
zvySené denaturaci syrovatkovych bilkovin, kterd zptisobuje vétsi vazbu vody, snizeni su-
Siny a zhorSeni jakosti syru. Albumin a globulin zadrzuji vice vody, kterou nelze nasled-

nymi technologickymi operacemi odstranit. Proto nelze pouzit vysokou pasteraci [3,6,7,8].

K posouzeni Gi€innosti pasterace se pouziva pasteracni efekt PE (%).

CPM, — CPM,
= =%

PE = 100
CPM,

Kde CPMy je pocet mikroorganizmt pied pasteraci a CPMp je pocet mikroorganizmi
po pasteraci. Legislativni pfedpisy vyzaduji, aby mléko bezprostiedné po provedeni paste-

race vykazovalo negativni test na alkalickou fosfatazu [9].

1.1.3 Uprava mléka

Obsah tuku a bilkovin v syru je dan vyrobnim protokolem. Jejich vzajemny pomér je regu-
lovan standardizaci mléka smisenim smetany ¢i plnotu¢ného mléka a odstfedéného mléka
na pozadovanou tu¢nost. Obsah bilkovin se ve mléce zvySuje pomoci membranovych sepa-
racnich procest — ultrafiltraci. Béhem tepelného oSetfeni se méni rozpustny vapnik na ne-
rozpustny. Vapnik je dulezity pro pribéh koagulacni faze. Jeho nedostatek zhorsuje reolo-
gické vlastnosti gelu a zplsobuje problémy s odtékanim syrovatky. Obsah vapniku
se upravuje piidavkem chloridu vapenatého, ktery slouzi k ,,obnoveni* syftitelnosti mléka.
Hodnota pH mléka se standardizuje pfidavkem glukono-delta laktonu [2,5]. Dale
se do mléka piidavaji bakterie mlééného kvaseni, které jsou dilezité pro fermentaci lakto-
zy na kyselinu mlé¢nou a snizeni pH. Jako bakterie mlécného kvaseni se oznacuje obsahla

morfologicky heterogenni skupina fermentujicich mikroorganizmti, které jsou vybaveny
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intracelularnimi a extracelularnimi enzymy. Z intracelularnich enzyma obsahuji zejména
peptidazy, lipazy a enzymy katabolizujici aminokyseliny. Z extracelularnich enzymu jsou
to napf. endopeptiddzy. VSechny tyto enzymy jsou dileZité pii zrani syrt a podili
se na vyvoji senzoricky aktivnich latek. Bakterie mlééného kvaseni se v syru mnozi,
ale soucasné dochazi k jejich ubytku. Zrani syra je ovliviiovano autolyzou bunék bakterii
mlécného kvaseni uvolnénim vnitiniho obsahu buiiky a aktivnich intracelularnich enzymu
do prostiedi syra [30]. Bakterie mlééného kvaseni se d€li na obligatné homofermentativni
(rod Pediococcus, Lactococcus), obligatné heterofermentativni (Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides, Lactobacillus brevis) a fakultativné heterofermentativni (Lacto-
bacillus casei subsp. casei). Dle optimalni teploty Ize bakterie mlé¢ného kvasSeni rozdélit
na mezofilni s optimalni teplotou 30 °C (Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. cremoris) a termofilni, jejichz
optimalni teplota ristu je 40 — 52 °C (napft. Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
helveticus) [10,11,12,13,14].

Pii vyrobé syrti se do mléka pfidava dusiCnan draselny, ktery plisobi jako ochrana
pred dufenim syrd, které je zptisobeno koliformnimi bakteriemi a bakteriemi maselného

kvaSeni [3,7].

Pro zlepsSeni barvy je povoleno pridavat syrafska barviva jako je annatto, karoten, bixin,
norbixin a paprikovy extrakt. Musi byt dodrZzeno nejvyssi povolené mnozstvi pfidavku

téchto barviv. [15].

1.1.4 Syreni mléka

Pieména mléka na syfeninu spo¢iva ve dvou zakladnich krocich: acidifikaci a koagulaci.
Acidifikace se provadi kyselinou mlé¢nou, ktera vznika fermentaci mlééného cukru lakto-
zy prostiednictvim bakterii mlécného kvaseni. Snizeni pH brani rozvoji nezadouci mikrof-
lory a podili se na také na konzervaci. Dilezitym krokem pii vyrobé vSech syri je koagu-
lace mlé¢né bilkoviny kaseinu na gel. Pii vyrobé syru holandského typu dochazi ke koagu-
laci mlécnych bilkovin pomoci syfidla. k-Kasein se nachazi na povrchu kaseinové micely.
Piisobi jako ochrana ostatnich kaseinovych frakci citlivych na pfitomnost vapenatych ion-
ta. Prvni fazi je koagulace prostiednictvim enzymového $tépeni peptidové vazby v« -
kaseinové frakci mezi 105. (fenylalaninem) a 106. aminokyselinou (metioninem) za vzniku

hydrofobniho para-k-kaseinu a hydrofilniho glykomakropeptidu [3].
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Vznikly hydrofobni para-k-kasein zlistava soucasti koaugulatu. Glykomakropeptid odchazi
spolu se syrovatkou. Sekundarni fazi je koagulacni faze, béhem které se tvoii trojrozmérny
gel vyplnény syrovatkou. Jiz v této fazi dochazi k synerezi, coz je uvolnéni syrovatky zpi-

sobené smrstovanim koagulatu. Synereze dale pokracuje béhem zpracovani syfeniny [2].

Tercialni faze mtZze probihat v pribéhu nasledného zpracovani syfeniny a zrani syrt. Tato
faze pfimo nesouvisi s koagulaci. V prubéhu tercialni faze vznikaji hoiké peptidy rozkla-

dem a- a f-kaseinu. Jedna se o nezadouci pisobeni enzymu syftidla [3,5,16].

Pribéh sladkého srazeni ovliviluje zejména teplota mléka, kterd musi byt nad 15 °C,
aby sladké srazeni prob&hlo. NiZsi teplota inhibuje sekundarni fazi sraZeni. Srazeni také
ovlivituje obsah vapenatych iontli. Jejich rostouci koncentrace zvySuje rychlost sladkého
sraZeni. Na rychlost srazeni mé déle vliv hodnota pH mléka. Jeho mirné sniZeni, zpiisobené
fermentaci laktézy na kyselinu mléénou bakteriemi mlééného kvaSeni, urychluje proces

srazeni [10,16].

Vv

ka. Kvili nedostatku této suroviny se pouzivaji mikrobidlni, rostlinné nebo zivoci§né pre-
paraty s podobnym ucinkem. Ze sytidel mikrobialniho piivodu se pouzivaji izolaty z plisni
Rhizomucor miehoi a Cryphoctria parasitica. Ze syfidel zivo¢isného puvodu se vyuziva
pepsin, piipadné v kombinaci schymozinem. K rostlinnym syfidlim patii enzymy
z n¢kterych rostlin (napf. artyCok zeleninovy, artyCok kardovy, ostropestiec mariansky,

ananas pravy a fikovnik) [3,17,18,19].

Syfidlo se ptidava ve formé zredéného roztoku, aby bylo mozné dobie promichat syfidlo
Vv celém objemu mléka. Teplota mléka se pfed jeho ptidavkem upravuje na 30 — 33 °C.

Mléko po zasifeni je ponechano v Klidu a dochazi k samotnému srazeni [3].

1.1.5 Zpracovani syfeniny

Zpracovani syfeniny zahrnuje operace jako je krajeni a drobeni, michani, odpousténi syro-
vatky a prani syrového zrna. Tyto operace slouzi k oddéleni potiebného mnozstvi syrovat-
ky ze syfeniny (Synereze) a Kk tvorbé syrového zrna. Béhem zpracovani syfeniny dochazi

K vytuzovani vytvofeného syrového zrna [3,20,21].

Mezi faktory, které ovliviiuji synerezi, patii pasteracni teplota, teplota syfeni, obsah bilko-
vin a velikost zpracovaného syraiského zrna. Pouziti vysSich pasteracnich teplot zvySuje

stupen denaturace sérovych bilkovin, coz zplsobuje vétsi vazbu vody v syfening. Vyssi
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teplota syfeni, vySsi obsah bilkovin a mensi velikost syrafského zrna zpisobi rychlejsi sy-
nerezi. Horsi synerezi zptisobuje pouziti vysSich pasteracnich teplot, nizka teplota syfeni

a vyssi obsah tuku [11,22].

Prvni operaci je krajeni syfeniny, které se provadi po dosazeni optimalni tuhosti gelu.
Ke krajeni se pouzivaji kovové ramy vyplnéné podélnymi a svislymi kovovymi nozi, tzv.
syraiské harfy. Prvni prokrojeni musi byt provedeno opatrné, aby se zamezilo mechanic-
kému rozbiti gelu a uvolnéni tzv. syrového prachu, cozZ jsou drobné ¢astice syfeniny, které

odchazeji spolu se syrovatkou. Je nutné také zabranit slepovani a sedimentaci zrna [5,6,7].

Béhem drobeni, coz je dal§i zmenSovani jiz pokrajeného zrna, se tvoii zarodky zrn, které
se dal§im zpracovanim zmensSuji na pozadovanou velikost. K drobeni zrna dochazi hned
poté, co se na feznych plochach syfeniny objevi syrovéatka. Typ vyrabéného syra a jeho
pozadovana suSina udava velikost a tuhost syrového zrna. Pfi vyrobé syrt holandského

typu se zrno zpracovava spise na mensi velikost a vétsi tuhost [5,6,8,23,24].

Po krajeni a drobeni nésleduje michani, které podporuje dalsi odstranovani syrovatky
a tvorbu kompaktngjsiho syrového zrna. V pocatecni fazi je zrno kiehké, proto se musi

michani provadét Setrné [3,25].

Po ziskani syrového zrna pozadované velikosti se provadi odpousténi Casti syrovatky
pies sito syrovatkovym potrubim. Odpousténi syrovatky by mélo byt rychlé, aby nedocha-
zelo ke slepovani syrového zrna. Objem odpusténé syrovatky je lisi dle typu vyrabéného

syra [3].

Po odpusténi pozadovaného mnozstvi syrovatky nasleduje vytuzovani zrna, kdy se syfeni-
na micha (u syrt holandského typu nékolik desitek minut) a prani syrového zrna ptidav-
kem teplé vody, kterd soucasné sniZzuje obsah laktézy v zrnu a dohfiva jej na teplotu do-
souseni. Upravou koncentrace laktozy se snizi pH na 5,2 az 5,4, jinak by pH klesalo

na jesté nizsi hodnoty [3].

Zaroven s pranim zrna probihd i dohfivani, coz je zvySeni teploty, z teploty syfici na teplo-
tu dosouseci, které se provadi za stalého michani. Dosouseci teplota se u tzv. nizkodohii-
vanych syrt (mezi které fadime syry holandského typu) pohybuje v rozmezi 36 — 42 °C
podle pozadované tucnosti syra. Dohfivani se u syri holandského typu provadi ptidavkem
praci vody o teploté 60 — 90 °C. DileZity je tzv. praci pomér — tedy pomér odpusténé syro-

vatky a mnozstvi ptidané praci vody [3].
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Dohfivani syrového zrna zajistuje rozvoj termofilnich mikroorganizmt a zvysuje tuhost
syrového zrna. Prudké dohtivani mize zptisobit uzavieni povrchové vrstvy zrna a tim uza-
vieni vétsitho mnozstvi syrovatky zadrzené uvnitf syrového zrna. Doba dosouseni se fidi

dle pozadované susiny vyrabéného syra, fadoveé probiha desitky minut [23,26].

Po ziskani syrového zrna pozadovanych vlastnosti nésleduje vypousténi. Syrové zrno
se bud’'to ¢erpa pomoci specidlnich cerpadel do tvofitek nebo se vypousti samospadem.
Dulezité je, aby bylo zrno ponofeno v syrovatce, nesmi béhem vypousténi osychat. Vy-

pousténi by mélo byt provadéno Setrné [6].

1.1.6 Formovani a lisovani syra

Pro formovéani se pouzivaji plastovd nebo kovova tvofitka s perforovanym plastém

pro odtok syrovatky. Tvofitka jsou bud’ individualni, nebo blokova [7].

V pribéhu formovani dochazi k intenzivnimu rozvoji bakterii mlééného kvaSeni, které
rozkladaji laktézu na kyselinu mléénou. Béhem lisovani musi byt zajiSténa stabilni teplota.
Pokles teploty zastavi Cinnost bakterii mlééného kvaSeni, které se uplatituji v nasledujicich
technologickych krocich, zejména se podili na zrani syrt. Pfi vyrob€ tvrdych syri neni
samovolny odtok syrovatky dostate¢ny, proto se pouziva mechanické lisovani, které¢ zajisti
rychlé spojeni syrového zrna a hladky povrch syra. Vyssi sila zajisti t€snéjsi spojeni zrn,
vetsi odvodnéni syrového zrna, pravidelny tvar syra a vytvoieni pevné a uzaviené pokozky
na povrchu syra. Lisovaci tlak je postupné zvySovan. Rychlé zvyseni tlaku by zptsobilo
uzavieni povrchu syra, ¢imz by se zamezilo dalsimu odtoku syrovatky. Lisovani je proces,
pii kterém dochazi k tvarovani syra. Doba lisovani se fidi podle typu a velikosti vyrabéné-

ho syra. Pouziva se tlak 25 — 55 kPa [2,3,6,8,27,28].

1.1.7 Soleni

Dalsim krokem po lisovani je soleni. Tento krok je hlavnim Cinitelem, ktery ovliviiuje
vodni aktivitu syrd a tim rist bakterii. Stl inhibuje neZadouci mikrofloru a zpomaluje ¢in-
nost bakterii mlécného kvaseni. Stil ma také vliv na aktivitu enzymii, které fidi biochemic-
ké zmény Vv prubéhu kysani a zrani syrd [5]. Soleni ovliviiuje organoleptické vlastnosti
syri a usnadiiuje dalsi uvolnéni syrovatky zptisobené zvysenym osmotickym tlakem. Dale

sul ovliviiuje konzistenci a povrch syra [3,5,8,16].
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Obsah soli v raznych typech syru je odlisny. U syri holandského typu se mnozstvi soli
pohybuje v rozmezi 1,5 — 3,0 %. Soleni se provadi nejéastéji v solnych laznich ponofenim

syru do roztoku NaCl [6]. Pouzivaji se solné 1azn¢ s obsahem 18 — 22 % NaCl [7,27].

Teplota soleni se pohybuje v rozmezi 10 — 15 °C. Doba soleni se fidi tvarem, velikosti
a pozadovanym obsahem soli u hotového syra. Rychlost soleni zavisi na koncentracnim
spadu, ktery je nejvyssi na zacatku procesu. Je nutné monitorovat parametry solné 1azné
a udrzovat je na pozadovanych hodnotach. Je dulezité upravovat pH a dopliovat ubytek

soli. V prub¢hu soleni se uvoliuje teplo, proto je nutné solnou lazen chladit [2,3,6,8].

Béhem soleni se sil dostava postupné od povrchu syra ke stfedu. Nejvyssi obsah NaCl
je v pokozce syra a v solném prstenci pod povrchem syra. Nejméné soli se nachazi ve stie-
du syra. V procesu zrani dochdzi k vyrovnani obsahu soli prostfednictvim difuze a zménou

jednotlivych syrovych zrn na celistvou hmotu [6].

Béhem soleni difunduje NaCl do syrt a ze syrt do solné 1dzné difunduji rozpustné soli
a cast syrovatky, ¢imz se dale upravuje susina. Solna lazen musi mit pH odpovidajici pro-

kysanému syru, coz je pro tvrdy syr pH 5,2 [29].

Po nasoleni se syry nechaji nékolik hodin oschnout a nasleduje baleni do obalt. Syry zraji-
ci v celé hmoté se po nasoleni osetfuji ochrannym plastovym natérem, voskem nebo se bali
do zracich polopropustnych folii. Povrch syrii mize byt oSetfovan 2 — 3% solnym rozto-
kem nebo Inénym olejem. Zraci folie a natéry tvoii bariéru, kterd nepropousti kyslik a vodu
a je propustna pro CO,. Zraci folie zaroven zabranuji ¢innosti povrchové mikroflory.

Oschnuté a zabalené syry se piesunuji do zracich sklepu [7,27,29].

1.1.8 Zrani

Zrani predstavuje slozity proces biochemickych reakei, které probihaji v syrech vlivem
mikrobialnich enzymu bakterii mlééného kvaseni, enzymii syfidla a sekundarni mikroflory,
coz jsou mikroorganizmy piezivajici pasteraci nebo mikroorganizmy, které se dostanou
do mléka po pasteraci. U syrd vyrabénych ze syrového mléka se uplatiuji také pivodni
enzymy mléka — zejména proteinazy a lipazy. Dochazi ke zméndm v chemickém sloZeni,
slozité¢ organické molekuly se preménuji na latky jednodussi. Vysledkem téchto zmén

je ovlivnéni konzistence, chuti, viin¢ a barvy syru [2,30,31].

Biochemické procesy, ke kterym dochazi v pribéhu zrani syr lze rozdélit na primarni

a sekundarni reakce. Priméarni biochemické zmény zahrnuji glykolyzu, pfeménu laktézy,
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lipolyzu a proteolyzu. Produktem téchto reakci jsou kyselina mlécna, volné aminokyseliny
a volné mastné kyseliny. Tyto zmény jsou Casto nasledné piekryty fadou sekundarnich
katabolickych zmén sloucenin ziskanych primarnimi reakcemi na latky tvofici aroma sy-
rt [2]. Biochemické zmény zahrnuji metabolizmus zbytkové laktozy, laktatu a citratu, me-
tabolizmus volnych mastnych kyselin a volnych aminokyselin. Radi se sem dekarboxylace,
transaminace, eliminace, desulfurace, deaminace a dal$i. Laktdza je rozkladana zakysovy-
mi, piipadné nezdkysovymi bakteriemi za vzniku kyseliny mlé¢né a dalSich kyselin snizu-

jicich pH syra. Nasledkem snizeného pH je potlacen rist nezadouci mikroflory [5,7,32].

Zrani syri muze probihat dvéma zplisoby: anaerobné v celé hmoté syra nebo aerobné
od povrchu dovniti prostfednictvim povrchové mikroflory. VétSinou probihaji oba typy
zrani spole¢né. U syrt holandského typu pfevladd anaerobni zrani. Podminky zrani ovliv-
fuyji rychlost zrani, tvorbu kliry a mazu, ztraty hmotnosti a zavisi na typu vyrabéného syra.
Dilezitymi parametry pro zrani jsou doba a teplota. Pro syry holandského typu nékolik
mésici pii teploté 8 — 14 °C [7].

vvvvvv

teinaz syfidla a bakterii mlécného kvaseni dochazi k hydrolyze kaseinid. Proteinazy, napf.
plazmin, jsou také béZné€ obsazeny v mléce. Kasein je béhem proteolyzy rozkladan nejdii-
ve na vysokomolekularni peptidy a pozdéji na nizkomolekuldrni peptidy, které mohou
byt déle Stépeny az na volné aminokyseliny, které jsou mikrobidlnimi enzymy rozkladany
na senzoricky aktivni latky: aldehydy, alkoholy, aminy, fenoly a karbonylové slouceniny.
Mnozstvi volnych aminokyselin je ovlivnéno délkou zrani, tedy stupném proteolyzy. Be-
hem zrani mohou vznikat 1 biogenni aminy, které mohou ve vysokém mnozstvi predstavo-
vat zdravotni riziko. U dlouhozrajicich syrti mohou vznikat téZ hotké peptidy s negativnimi

senzorickymi vlastnostmi [11,33,34,35,36].

V prubehu lipolyzy jsou prostiednictvim lipaz St€peny esterové vazby mezi glycerolem
a mastnymi kyselinami. Vzniklé volné mastné kyseliny jsou substratem pro tvorbu fady
t€kavych latek, jako jsou alkoholy, aldehydy a ketony. Lipolytické enzymy pochazi
z mléka a bakterii mlééného kvaseni. Vyznamnym zdrojem lipaz je také sekundarni mi-
kroflora. Rozsahla lipolyza je typicka pro syry s plisni v tésté [11,33,34,35,36]. Metaboli-

zmu laktézy a z ni vznikajici kyseliny mlécné jsou vénovany kapitoly 2.2 a 2.3.

Béhem zrani syrt dochazi také k vyrazné zméné konzistence syrd, kterd je jednim ze za-

kladnich jakostnich parametri. Bobtnani parakaseinu ovliviiuje obsah kyseliny mlécné.
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V optimalnim mnozstvi kyseliny mlécné se tvofi parakasein laktat, ktery je pii pH 5,2 roz-
pustny v 5% roztoku chloridu sodného. Sodné ionty vytésni v parakaseinu vapenatém va-
penaté ionty a konzistence nasoleného syru se postupné zvlaciuje. Pokud je prebytek kyse-
liny mlé¢né, reakce nenastava, tvofi se nerozpustny bilaktat a dochazi k vytésnéni vapniku

kyselinou a vysledny syr ma tuhou konzistenci [7].

Mléko obsahuje nizké mnoZstvi citratu, piiblizng 8 mmol.I", jehoz v&tsi &ast odchazi
do syrovatky. Ve srazeniné je zachyceno malé mnozstvi citratu, ktery je rozkladan citrat
pozitivnimi druhy Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis za tvorby diacetylu,
acetatu a acetoinu, které se podili na vyslednych senzorickych vlastnostech. Metabolizmus
citratu je dilezity zejména u syrt holandského typu pro tvorbu aroma. Rozkladem citratu
vzniké také oxid uhli¢ity, ktery je dilezity pro tvorby malych ok, které jsou pro syry ho-
landského typu charakteristické. Zadouci je ptitomnost 3 — 5 ok v nékroji [2,5,37].

Za anaerobnich podminek mize dochazet k rozkladu laktatu na kyselinu maselnou a vodik
prostiednictvim  Clostridium spp., coz zpusobuje nezadouci pozdni dufeni syra
[2,11,37,38]. Castou vadou je skoré dufeni, ke kterému dochazi zejména na zacatku zrani.
Tato vada se projevuje tvorbou malych nepravych ok v disledku tvorby plynu. Nezadouci

oka zptsobuji houbovitou konzistenci syra. Pivodce této vady jsou zejména koliformni

bakterie [10,11].
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2 LAKTOZA

Laktoza je hlavni sacharid mléka u vSech savcl a je syntetizovana pouze v mléénych zla-
zach savcl, proto se nazyva mléény cukr. Z dalSich sacharidii obsahuje mléko stopové
mnozstvi glukozy, fruktozy, glukézaminu, galaktézaminu, kyseliny neuraminové a neut-
ralni a kyselé oligosacharidy. Obsah laktozy v kravském mléce zavisi na plemeni, zdravot-
nim stavu mlécéné Zlazy, a zejména na fazi laktace. Koncentrace laktozy v kravském mléce
se pohybuje okolo 4,8 %. Laktoza a rozpustné ionty, jako jsou Na*, K" a CI, jsou hlavni
slouceniny ovliviiujici osmoticky tlak ve mléce. Behem mastitidy se zvysSuje obsah NaCl,
coz vede ke zvySeni osmotického tlaku, které je kompenzovano snizenim obsahu laktdzy.
Laktéza je dulezitou slozkou nezbytnou pii vyrobé mlécnych produktl, vcetné syri
a je ptitomna ve vSech vyrobcich vyrabénych z kravského mléka. Relativni sladivost lakto-

zy dosahuje asi 20 — 40 % sladivosti sacharozy [2,39].

Mnozstvi laktozy v syrech je niz$i nez v mléce, coz je zplisobeno odchodem vétSiny lakto-
zy v prubehu vyroby do syrovatky. Zbyvajici laktéza je pfeménovana béhem zrani na kyse-

linu mlé¢nou. Zralé syry tedy obsahuji pouze stopové mnozstvi laktozy [29,39].

2.1 Struktura a vlastnosti laktozy

Laktoza je redukujici disacharid slozeny z glukézy a galaktdzy, které jsou spojeny B -
(1—4) glykosidickou vazbou (vzorec viz Obr. 1). Laktéza se Ve vodnych roztocich mtize
vyskytovat ve form¢ a- a B-anomeru. a a  forma laktézy maji odliSnou rozpustnost, tvar,
velikost krystalli a sladivost. V molekule laktozy je obsazen asymetricky uhlik, diky kte-

rému je laktoza schopna stacet rovinu polarizovaného svétla [2,5].

Systematicky nazev laktozy je O- B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-D-glukopyranéza. Stravi-
telnost laktdzy je nizkd. Nejstabilnéjsi forma laktézy je monohydrat a-anomeru. V této
formé krystalizuje laktéza z vodnych roztokd pii teplot¢ do 93,5 °C. Hygroskopicky a-
anhydrid vzniké pti suseni ve vakuu za teploty nad 100 °C. Bezvody B-anhydrid vznika
krystalizaci z vodnych roztoki pfi teploté vyssi nez 93,5 °C. Amorfni hygroskopickad smés

a- a B-laktozy vznika rychlym susenim roztoku laktozy, napt. pii suseni mléka [39].
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Obr. 1: Laktoza [39]

2.2 Metabolizmus laktozy

Zakladem vyroby syrt je rozklad laktézy na kyselinu mlé¢nou ¢innosti bakterii mlééného

kvaSeni. B&zné& k této reakci dochazi pomoci startérovych kultur jiz v prubéhu ptipravy

a zpracovani syfeniny ¢i v prvnich fazich zrani. Bakterie mlé¢ného kvaSeni rozkladaji
laktozu na glukozu a galaktézu pomoci enzymu B-galaktozidazy (nazyvany také laktaza).
Galaktdza je néasledné pfeménéna na glukozu. Obsah zbytkové laktdzy se béhem prvnich
12 hodin zrani snizuje ne nedetekovatelné mnozstvi (pod 0,1 %). Rychlost rozkladu zbyt-
kové laktozy je ovliviiovana obsahem NaCl v syfeniné [11,40]. Vétsina laktdozy odchazi
v pribehu technologického zpracovani jako lakt6za nebo kyselina mlécnd do syrovatky.
Obsah laktdzy v syfeniné na konci vyrobniho procesu se pohybuje v rozmezi 0,1 — 0,8 %
[2,20,33]. Homofermentativnim mléénym kvaSenim je laktéza rozkladana glykolyzou
zejména startérovymi bakteriemi. Heterofermentativni bakterie neobsahuji glykolytické
enzymy. Stépeni probiha cestou fosfoketolazovou. Schéma pribéhu glykolyzy prostiednic-

tvim homo- a heterofermentativnich bakterii je uvedeno na Obr. 2. Pokud rozklad laktozy
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neni dokoncen pomoci Cistych mlékaiskych kultur, je ukoncen prostiednictvim nezakyso-

vych bakterii mlééného kvaseni [11,38,41].

Glukéza
Homofermentativni Heterofermentativni
Glukoza-6-P Glukoza-6-P
Fruktoza-6-P 6-fosfoglukonat
Fruktoza-1,6-DP Ribuléza-5-P
Glyceraldehyd-3-P —\ Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
X,
H.0 ¢ ¢

2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Etanol

Obr. 2: Glykolyza prostfednictvim homofermentativnich a heterofermentativnich bakterii

mléc¢ného kvaseni [40]

2.3 Metabolizmus kyseliny mlécné

Hlavnim produktem rozkladu laktézy je pyruvat. Ten je dale pfeménén pomoci NAD-
laktatdehydrogenazy mikrobialniho ptuvodu na L- nebo D-laktat, ptipadné jejich smés.
Rozklad laktozy je rychly a zacind jiz pii syfeni, nejintenzivnéji probiha ptfi formovani
a lisovani a je ukon¢en max. do 24 hodin od poc¢étku zrani. Okyselenim je inhibovana ne-

zadouci mikroflora, dadle ma okyseleni vliv na zastoupeni soli v syru a texturu syfeniny.
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Dochazi k uvolnéni vépniku z kaseinu, vznika mlé¢nan vapenaty, tvoii se monokalcium-
kaseinat, diky kterému se zrna syfeniny slepuji, a vznika homogenni hmota. Podle druhu
syru muze byt kyselina mléc¢na dale rozkladana mnoha cestami na jiné karboxylové kyseli-
ny, které ovliviiuji senzorické vlastnosti vyslednych syrt. Jedna se zejména o kyselinu oc-
tovou a propionovou vznikajici ¢innosti Propionibacterium spp. Dal$imi produkty rozkla-
du kyseliny mlécné jsou voda, CO; a jiné latky, coz je ovliviiovano skladbou a charakte-
rem sekundérni zakysové kultury. Pyruvat slouZzi jako substrat pro tvorbu fady senzoricky
aktivnich latek jako jsou acetoin, acetaldehyd, diacetyl a etanol. Tyto latky vytvareji ma-
selnou a jogurtovou chut’ a viini. Nezakysové bakterie mlééného kvaSeni mohou kyselinu
mlécnou v syrech oxidovat na kyselinu octovou a oxid uhli¢ity. V anaerobnich podmin-
kach mize byt kyselina mlé¢na prostrednictvim Clostridium spp. rozkladana na kyselinu

maselnou a vodik a dochazi k nezadoucimu pozdnimu dufeni syra [2,11,38,41].
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3 METODY STANOVENI LAKTOZY

3.1 Uprava vzorkii pred stanovenim

Ze vzorki potravin se sacharidy zpravidla izoluji pomoci extrakce, cozZ je zakladni, nejjed-
nodussi separacni metoda. Pouziva se k ¢isténi analytu ze vzorku za pouZiti rozpoustédla.
V principu dochézi k pfechodu slozky vyskytujici se ve smési latek v kapalné nebo tuhé
fazi do jiné kapalné faze. Extrakéni Cinidla obsahuji vodu, chloroform, alkoholy — napf.
metanol Ci etanol nebo smési téchto latek. Za pouziti vhodného rozpoustédla je extrakce

velice Gi¢inna separac¢ni metoda [42,43,44].

Po extrakci se ziska roztok laktézy, ktery je nutno nasledné upravit pomoci &ifeni. Cifeni
je provadéno za tcelem odstranéni bilkovin a zakald. K ¢ifeni lze pouzivat pouze ¢ifidla,
ktera neadsorbuji cukry. Pfidanim ¢itidla k extraktu dojde ke vzniku srazeniny. Nasledné

je pomoci filtrace ziskan ¢iry roztok [43,45].

3.1.1 Izolace laktézy z mléénych vyrobki

Pti izolaci sacharidt destilovanou vodou ptfechéazi rozpustné sacharidy do destilované vo-
dy. K extrakci se pouziva destilovana voda ohiata na 50 °C. Extrakce probiha nékolik mi-

nut. Ziskany extrakt je dale podroben pusobeni Cificich ¢inidel [43,46].

Izolaci sacharidll lze provadét také extrakci etanolem, za pouziti jeho 80% roztoku. Ex-
trakce probiha asi hodinu a provadi se za laboratorni teploty. Ziskany extrakt je dale zfil-
trovan. K nerozpustnému zbytku se ptidd dalsi podil etanolu. Smés se znovu zahiiva ve
vrouci vodni 1azni s pouzitim zpétného chladice. Ziskany extrakt je doplnén na urcity ob-
jem a poté nasleduje filtrace. Z prefiltrovaného extraktu je odpatren etanol ve vrouci vodni
lazni do sucha. Nasleduje vysraZzeni nerozpustnych latek rozpusténim odparku ve vodé
a zahtfevem. Tato metoda se pouziva zejména u vzorkd, u kterych mohou vznikat enzyma-

tické zmény [43,44,46].

3.1.2 Zpisoby ¢ireni extrakti

Cirici ¢inidlo se voli podle pouzité metody stanoveni a druhu analyzovaného vzorku. Jako
c¢ifidla se pouzivaji latky srdzejici koloidni latky. PouZiva se Cifeni podle Carreze, Cifeni
neutralnim nebo zasaditym octanem olovnatym, Cifeni podle Herlese, které je zaloZeno

na pouziti zasaditého dusi¢nanu olovnatého a cCifeni kyselinou fosfowolframovou. Déle
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je mozné také vyuzit kyselinu trichloroctovu, hydroxid hlinity, tanin, aktivni uhli a kyseli-

nu wolframovou. Je mozné vyuzit i ¢ifeni pomoci ionexu [43].

Principem Carrezova Cifeni je vytvoreni objemné srazeniny hexakyanoZeleznatanu zine¢-
natého. Pouzivaji se dvé ¢inidla — Carrez I, coz je 30 % siran zine¢naty a Carrez II,
coz je 15 % hexakyanozeleznatan draselny. 100 ml cukerného roztoku se vyc€ifi pouzitim
5 ml ¢inidla Carrez I a 5 ml ¢inidla Carrez II. Tento zpiisob Cifeni je vysoce ucinny zejmé-
na v kyselém prostiedi. U alkalickych a neutralnich roztokti se musi nejprve provést okyse-
leni pouzitim mirn¢ zfedéné kyseliny octové. Carrezovym cifenim dojde k dokonalému
odstranéni bilkovin. Slizovité latky se timto Cifenim odstrafiuji méné. Podstata Cifeni

je vyjadiena v této reakci [43,47]:

2 ZnSOy4 + Ky[Fe(CN)s] — Zny[Fe(CN)g] + 2 K,SO4

3.2 Moznosti stanoveni laktozy

Laktozu je mozné v mléénych vyrobcich stanovit nékolika metodami. Lze vyuzit polarime-
trii, oxidoredukéni titraci, spektrofotometrii, chromatografii, gravimetrii. Déale je mozno
vyuzit kolorimetrické nebo enzymatické stanoveni laktozy [52]. Laktozu muzeme také
stanovit metodou infracervené spektroskopie ve stfedni oblasti spektra — MIR nebo meto-

dou infracervené spektroskopie Vv blizké oblasti spektra — NIR [48].

3.2.1 Stanoveni laktézy polarimetricky

Laktoza obsahuje ve své molekule asymetricky neboli chiralni uhlik, ktery nese ¢tyfi od-
lisné substituenty, a proto patfi mezi opticky aktivni latky, které jsou schopny stacet rovinu
polarizovaného svétla. Tato vlastnost — opticka otacivost se méfi na piistroji polarimetru.
Polarimetrické stanoveni lze pouzit pouze na vzorky, které¢ obsahuji pouze jednu opticky

aktivni latku [49,50,51].

Koncentrace opticky aktivni latky a uhel oto€eni roviny polarizovaného svétla jsou piimo
umérné a lze je vyjadrit vztahem:

a=[o]p”lc,
kde o je uhel oto&eni roviny polarizovaného svétla, [a]p?° je m&rna ota&ivost latky pri tep-

loté 20 °C a vlnové délce dubletu D sodikové vybojky (589,3 nm), 1 je tloustka vrstvy op-

ticky aktivni latky v dm a ¢ je koncentrace mé&fené latky v jednotkach g.ml™ [5,50].
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Lakt6za monohydrat ma mérnou otacivost pii teplote¢ 20 °C +52,6 °C a bezvoda laktoza
+55,4 °C. Pred polarimetrickym stanovenim laktézy musi byt ze vzorku mléka nebo mléc-
ného vyrobku nejprve odstranény dalsi slozky jako jsou bilkoviny a tuky vysrazenim —
vytifenim a néslednou filtraci. Ciry filtrat obsahujici laktézu je preveden do kyvety
a Vv polarimetru je zméten uhel otoCeni roviny polarizované¢ho svétla. Koncentrace laktozy

ve vzorku je potom vypocitana pomoci vys$e uvedeného vztahu [2,5,52,53].

3.2.2 Stanoveni laktézy oxidoredukeni titraci

Laktéza obsahuje v molekule glukézy volny poloacetalovy hydroxyl — uhlik C1 majici
redukujici ucinky, diky némuz redukuje oxidacni €inidla. Pfi stanoveni laktozy se vétSinou
vyuziva redukce médi v alkalickém siranu méd’natém — Fehlingovo Cinidlo nebo redukce
chloraminu T. Pfed stanovenim musi byt ze vzorku nejprve odstranény bilkoviny a tuky

pomoci vysrazeni a filtrace [5].

Alkalicky roztok siranu méd’natého laktdza za varu redukuje na oxid méd'ny. Ten je odd¢-
len filtraci, nasleduje vysuSeni a zvazeni. Oxidaci jednoho molu laktdzy (360 Q) se ziska
1 mol oxidu médného (143 g). Mnozstvi siranu méd’natého, ktery nepodlehl redukci,

se stanovi jodometricky:

2CuSO4 + 4HI — Culs + 2K,S0O4 + 1,
I, + 2NayS,03 — 2Nal + NayS,0¢

Dnes se dava prednost pouziti chloraminu T pfed siranem méd’natym, protoze bod ekviva-

lence pii titraci Fehlingova ¢inidla neni pfilis ostry [50,54].

3.2.3 Stanoveni laktézy spektrofotometricky

Reduk¢ni vlastnosti laktozy lze vyuzit k vyredukovani kovu, ktery je nasledné stanoven
pomoci spektrofotometrie. Pouziva se napft. chlorid palladnaty v tzv. paladometrické meto-
dé, kdy oxidoredukéni reakce mezi redukujicim cukrem a palladiem bézi stechiometricky
| kvantitativné (1:1). Stanoveni musi nejprve pfedchazet odstranéni tukt a bilkovin. Reak-
ce probihd za alkalickych podminek. Absorbance se méfi pii vlnové délce 410 nm. Obsah

laktozy ve vzorku se vypocitd pomoci kalibra¢ni kiivky [55].
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3.2.4 Stanoveni laktézy gravimetricky

Gravimetrické stanoveni laktézy vyuzivé redukujicich vlastnosti laktdézy. Oxid médny,
ktery vznikl redukci z Fehlingova €inidla, je vysuSen a zvdzen. Ekvivalentni obsah laktozy

k obsahu oxidu méd’ného je urc¢en z Munson-Walkerovych tabulek [53].

3.2.5 Stanoveni laktézy kolorimetricky

Kolorimetrické stanoveni vyuziva porovnani intenzity zabarveni roztoku o neznamé kon-
centraci s intenzitou zabarveni roztokd o znamé koncentraci. Jedna se o subjektivni optic-
kou metodu. Laktéza je redukujici cukr, ktery reaguje za varu v silné kyselém prostiedi
s fenolem a antronem vznikem barevnych roztokli. Tato metoda je pomérné citliva,
za predpokladu, Ze v roztoku neni pfitomen dalsi redukujici cukr. Stanoveni musi probihat

za ptesné stanovenych a kontrolovanych podminek [5,49,52].

3.2.6 Stanoveni laktézy enzymaticky

Existuje né€kolik metod enzymatického stanoveni laktézy. Piikladem je Boerhinger-
Mannheimova metoda. Laktoza pfitomné ve vzorku je nejprve hydrolyzovana na glukézu
a galaktozu pomoci enzymu [-galaktozidazy za ptitomnosti vody. Nasleduje oxidace D-
galaktozy prostiednictvim NAD® na kyselinu galaktonovou za pfitomnosti -
galaktézdehydrogenazy. NADH se stanovi spektrofotometricky pii 340 nm. Obsah laktozy
je imérny mnozstvi redukovaného NADH, pokud se provede korekce na ptivodné piitom-

nou glukézu ve vzorku podle slepé zkousky.
D-galaktoza + NAD' — galaktonova kyselina + NADH + H”
Jedna se o piesnou a spolehlivou metodu. Vzhledem k pouziti enzymi tato metoda vyzadu-
je zvysenou kontrolu teploty a ¢asu [48,53,56].
3.2.7 Stanoveni laktézy chromatograficky
Laktézu mizeme stanovit pomoci plynové chromatografie nebo pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC).
3.2.7.1 Stanoveni laktozy plynovou chromatografii

V plynové chromatografii je vzorek davkovan do proudu plynu, pomoci kterého je dale
unaSen kolonou, ktera je naplnéna stacionarni fazi. Slozky jsou zachycovany na koloné¢

na zéklad¢ jejich odlisné schopnosti vdzat se na stacionarni fazi. Slozky vychazejici
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Z kolony jsou detekovany pomoci detektoru. Pouziti plynové chromatografie je v ptipadé¢

vvvvvv

Nejcastéji se vyuziva silylace [48,51].

3.2.7.2 Stanoveni laktozy vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Pro stanoveni laktozy ve vzorcich ml¢ka a mlécnych vyrobcich se dnes bézné vyuziva vy-
sokoucinna kapalinova chromatografie. Nevhodn¢jsi kombinaci je pouziti refraktometric-
kého detektoru. Vzorek je nejprve vysrdZzen pomoci Cifidel a poté piefiltrovan. Nasledné
je ptipraveny filtrat vstiikovan do kolony obsahujici stacionarni fazi, ktera je na bazi sili-
kagelu s kyano- nebo aminoskupinami. Jako mobilni faze je nejéastéji pouziva smés aceto-

nitrilu s vodou. Rychlost pritoku mobilni faze byva volena 1 — 2 ml.min™ [57].

Mnozstvi laktozy ve vzorku je kvantifikovano porovnanim pikt s piky standardii na zakla-

dé kalibracnich ptimek a jejich regresnich rovnic [52,53,57].
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4 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

O separaci slozek vzorku v kapalinové chromatografii rozhoduji interakce slozek vzorku
se stacionarni fazi a pouzitd mobilni faze. Analyty jsou béhem separace rozdélovany mezi
mobilni a stacionarni fazi. Doba, jakou Vv jednotlivych fazich analyty stravi, se odviji

od afinity analytu k témto fazim [51].

Zakladem vysokoucinné kapalinové chromatografie se stalo klasické kolonové provedeni.
Pro G¢innou separaci je zapotiebi pouzit dostate¢né mala zrnicka sorbentu, aby kladla pro-
tékajici kapaliné odpor. A proto je nutné pracovat za vysokého tlaku. V ptipadé¢ HPLC
je mobilni faze do systému pifivadéna za pomoci vysokotlakého ¢erpadla. HPLC je metoda
vhodnd pro stanoveni i velmi malych mnozstvi zejména organickych analyti
v komplikovanych matricich. Kapalinovy chromatograf (schéma viz Obr. 3) sestava
ze zasobniku mobilni faze a Cerpadla, které slouzi k uchovani a transportu mobilni faze,
sméSovaciho zafizeni, ddvkovaciho zafizeni (autosampler, manudlni davkovaci ventil),

kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni (pocitac a software) [51,58,59].

HPLC kolona

— —

L 4
Automaticky
davkovaé vzorku

} o—— : L)
J

A Ridici a

vyhodnocovaci

Zisobnk — . zafizeqt
mobilni Vzorek
i Pumpa Detektor

Odpad

Obr. 3: Schéma kapalinového chromatografu [58]
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Jako zasobniky mobilni faze se nejcastéji pouzivaji sklenéné nadoby o objemu 0,1 — 2,5 1.
Zasobniky jsou opatfeny ryskami a uzavieny plastovym uzavérem z inertniho plastu.

V uzavéru jsou predvrtany otvory pro teflonové hadicky [60].

Kapalina se do kolony &erpa pomoci membranovych nebo pistovych ¢erpadel. Castgji jsou
pouzivéana Cerpadla pistova. Hlavnim pozadavkem na cerpadlo je zajisténi konstantniho
pritoku mobilni faze (asi 0,1 — 10 ml.min™?). Dobra &erpadla dosahuji pritoku
v mikrolitrech az desitkach mililitri za minutu s mensim nez 1% kolisanim pratoku za tla-

ku az 35 MPa [51].

SloZeni mobilni faze je v ptfipad¢ izokratické eluce stdlé, v piipad€ gradientové eluce
je slozeni mobilni faze v prabéhu separace ménéno. Pomoci naprogramovaného smésova-
ciho zafizeni za pouZiti zdsobnikli riznych kapalin je moZzné pfipravovat smés mobilni faze
se stalym slozenim nebo prostfednictvim tohoto zafizeni lze ménit slozeni mobilni faze

Vv priibéhu separace [51].

K davkovani vzorku lze pouzit rizné druhy davkovaciho zafizeni-miize byt pouzito in-
jekeéni zatizeni ovladané ru¢né ¢i automaticky nebo dadvkovaci obtokové kohouty. Nejcas-

t&ji je pouzivan Sesticestny ventil s davkovaci smyckou [51,58].

Pro vétSinu analyz se pouzivaji kolony vyrobené z nerezové oceli nebo tvrzeného skla.
Kolony jsou vétsinou v podobé rovnych trubic naplnénych velmi malymi ¢aste¢kami staci-
onarni faze o velikosti 5 — 10 um o velkém povrchu. Délka kolon se pohybuje v rozmezi
10 — 50 cm. Pomér praméru a délky byva 1:20 — 1:100, nejéastéjsi praimér kolon byva 2 —
6 mm. Pro analytické vyuziti se pouzivaji kratsi kolony o délce 15 — 25 cm a priméru 4,6 —
5 mm. Primér prazdné kolony musi byt velmi maly, aby ze vSech pozic stanovované latky
vV mobilni fazi bylo blizko k f4zi stacionarni, coz umozni rychlé ustaveni rovnovahy. Bézny
prittok mobilni faze je 1 — 2 ml.min™. Pro rychlé separace se pouZivaji kolony o délce
3 cm, které spotiebuji mén& mobilni faze, s pritokem 4 ml.min™. Analytické kolony jsou
plnény néplni o priméru 3 — 10 um, kratsi kolony se plni naplni jemnéj$i. Kolony o délce
25 — 50 cm a priméru 1 — 2 mm maji vysokou ucinnost a malou spotiebu mobilni faze,
pritok 10 — 100 pl.min™. K ochrang hlavni kolony pfed ne&istotami a nerozpustnymi mate-
ridly slouzi predkolony. Umist'uji se mezi Cerpadlo a davkovaci zafizeni nebo mezi davko-
vaci zafizeni a analytickou kolonu. Jedna se o kratké kolony naplnéné stejnym sorbentem
jako kolona, které zachycuji mechanické necistoty a latky, ireverzibilné se vazici na kolonu

[51,58, 60,61].
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U modernich pfistroji je jejich Cinnost fizena prostfednictvim pocitace, ktery muaze tidit
davkovani vzorku, rychlost pratoku a slozeni mobilni faze, Casovy prabéh gradientu teplo-
ty, postkolonovou derivatizaci a zejména zdznam a vyhodnoceni chromatogramu integraci

plochy pod pikem a porovnanim s kalibra¢ni kiivkou [59].

Za chromatografickou kolonou se nachazeji detektory, které slouzi k zaznamu rozdilu
Vv signalu mezi prichodem cisté mobilni faze a mobilni faze, kterd obsahuje stanovanou
slozku. Detektory se rozdé€luji na destrukéni, u kterych dochazi ke zméné stanovované
slozky, a nedestruk¢ni detektory, u kterych se stanovované slozky chemicky neméni. Dal-
Sim zplsobem déleni je rozdéleni na hmotnostni a koncentracni detektory. Princip hmot-
nostnich detektorti je v reakci na zménu hmotnostniho toku analytu v mobilni fazi vstupu-
jici do detektoru. Princip koncentraénich detektorli spociva v reakci na zménu hmotnostni
koncentrace analytu v eluentu nezavisle na rychlosti pfivodu analytu do detektoru.
Pro detekci v HPLC se pouzivaji ¢tyfi principy: detekce spoleéné vlastnosti univerzalni
pro vSechny analyty, kam patii RID - refraktometricky detektor, aerosolovy detektor nabi-
tych ¢astic a odpafovaci detektor rozptylu svétla. Dale mohou byt detekovany specifické
vlastnosti analytu. K témto detektorim fadime UV-VIS detektor, fluorescenéni, elektro-
chemicky, radioaktivni, vodivostni a chemiluminiscenéni detektor. Dal$im principem
je detekce zmén mobilni faze, kam patii acrosolovy detektor nabitych ¢astic, hmotnostni
spektrometrie a odpafovaci detektor rozptylu svétla. Posledni moznosti jsou spojené tech-
niky, kam patii hmotnostni spektrometrie, infracerveny detektor a nuklearni magneticka

rezonance [59].

Detektory pouzivané v HPLC by mély byt citlivé pro stanovované latky a malo citlivé
na mobilni fazi. Pritocna cela detektoru musi udrzet tésnost a vydrzet tlak mobilni faze.
Nejvice se pouzivaji optické a elektrochemické detektory. Mezi optické fadime fotome-
tricky, fluorescencni a refraktometricky detektor. K elektrochemickym detektorim patii
voltametricky a vodivostni detektor. Pfi analyze cukrl je nejvyuzivangjSim detektorem

refraktometricky detektor [51].

Refraktometricky detektor (viz Obr. 4) méfi rozdily mezi indexem lomu proteklé mobilni
faze s analytem a Cisté mobilni faze. Pokud pouZzita mobilni faze obsahuje slozku vzorku,
objevi se vychylka. Detekéni limit refraktometrického detektoru je 107 g.ml™. Detektor
neni pfili§ citlivy, ale ma univerzalni pouziti. Pfi pouziti refraktometrického detektoru
je nutné piisné dodrzovat konstantni teplotu [51]. Refraktometricky detektor mize byt vy-

uzit pro kvantifikaci riiznych analytl, zejména se vyuziva pro detekci sacharidi. Mezi vy-
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hody tohoto detektoru patii i moznost aplikace detekce bez vyskytu fluorescen¢nich
a chromofornich skupin ¢i dalsich specifickych vlastnosti stanovované latky [44,62]. Kvuli
velkym zménam indexu lomu mobilni faze nelze pouzit refraktometrickou detekci pro mo-

bilni fazi eluce s gradientem [62].

mobilni faze

®_*

lampa

deli¢ srovnavaci latka
paprsku

Obr. 4: Schéma refraktometrického detektoru

(interferometricky model) [51]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem teoretické ¢asti této diplomové prace bylo charakterizovat pfirodni syry holandského
typu a jejich vyrobu, popsat metabolizmus laktézy a zmény, ke kterym dochéazi béhem
vyroby a zrani syrt. Déle bylo cilem teoretické Casti prace popsat moznosti stanoveni sa-

charidii pomoci HPLC s refraktometrickou detekci v syrech.

Cilem praktické casti této diplomové prace bylo vyrobit 4 rizné ptirodni syry holandského
typu o dvou riznych tu€nostech a za pouziti dvou rtiznych syrafskych kultur s mirn¢ odlis-
nym slozenim. V téchto vyrobenych vzorcich nasledné stanovit obsah laktozy a vyhodnotit
vliv tu¢nosti a pouzitych syrafskych kultur na zmény laktézy v pribchu vyroby a zrani
syri za pouziti metody HPLC s refraktometrickou detekei a statistické vyhodnoceni ziska-
nych vysledkli. U vyrobenych vzorka byly sledovany zmény aktivni a titracni kyselosti

a ubytek laktézy v riznych krocich vyroby a na zacatku zrani syrt.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Material

Zakladnim materialem bylo mléko z Farmy Kudlov, ze kterého se vyrabély 4 rtizné Sarze
syrit holandského typu. Na vyrobu byly pouzity 2 riizné kultury s mirn€¢ odliSnym slozenim
(Flora Danica a CHN-22) a wvyrabély se syry o 2 riznych tucnostech
(cca 10 % a 50 % t.v.s.). Obé pouzité syraiské kultury byly od vyrobce Christian Hansen
a jednalo se o mezofilni aromatické kultury produkujici aroma a CO,. Ob¢ kultury vyrobce
doporucuje pro vyrobu syri holandského typu a dodava je v lyofilizované podobé. Kultura
Flora Danica méla nasledujici slozeni: Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc,
Lactococcus lactis subsp. lactis, a Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis.
Kultura CHN-22 obsahovala tyto mikroorganizmy: Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a Lacto-
coccus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis. Kultury se teda lisily v zastoupeni leuko-

nostokd.
6.2 Vyroba syri

6.2.1 Priprava pied vyrobou

Vsechny pracovni pomucky, které piisly do kontaktu se surovinou, meziproduktem a hoto-
vymi syry (mimo smrstitelné folie) byly dezinfikovany ponorem pied zahdjenim vyroby
a v prubehu vyroby syrt. K dezinfekci byl pouzit ptipravek DIVOSAN AKTIV o koncen-
traci 0,5 % s dobou plsobeni minimalné¢ 15 minut. Vsechny pomticky byly pfed pouzitim
dikladné oplachnuty pitnou vodou k zamezeni pfenosu rezidui dezinfek¢nich latek do pro-
duktu. Pomucky, které byly dezinfikovany pomoci UV-zafeni, nebylo nutné oplachovat
pitnou vodou. Prostory vyroby byly pted vyrobou ptes noc (po dobu 4 hodin) vysviceny
UV-lampou. Se syry a meziprodukty se manipulovalo v rukavicich. Konve na mléko byly
oSetfeny parou pomoci vyvijeCe pary, ¢imz byla zajiSténa devitalizace pritomné mikroflo-
ry. Po oSetfeni byly uzavieny vikem, aby se zabranilo sekundarni kontaminaci.

Parou byly dekontaminovany i vnitini prostory vyrobniku a standardiza¢ni nadoby. Du-
kladn¢ byly oSetfeny zejména hiie dostupné ¢asti zafizeni jako ventily, vypusté a rizné

nerovnosti.
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6.2.2 Zakladni oSetfeni a iprava mléka

Nejprve bylo mléko odstiedéno pomoci laboratorni odstfedivky FT15B. Syrové mléko
bylo pred odstiedénim piedehiato v nadobé s meziplastém na teplotu 37 °C. Teplota byla
odecitana pomoci vpichového digitalniho teploméru. Po odstiedéni nasledovala standardi-
zace tu¢nosti mléka. U syru s vyslednou tucnosti cca 10 % t.v.s. bylo mléko standardizo-
vano na 0,5 % tuku a u syrd s vyslednou tuc¢nosti cca 50 % t.v.s. bylo mléko standardizo-
vano na tu¢nost 3,5 %. Mléko bylo standardizovano ve standardiza¢ni nadobé odvazenim
suroviny, tj. smetany (o tucnosti 35 %) a odstiedéného mléka (o tu¢nosti 0,05 %). Standar-
dizované mléko bylo pasterovano diskontinudlnim zptisobem ve vyrobniku syrii pii teploté
65 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ bylo mléko ochlazeno a vytemperovano na inokula¢ni

a syftici teplotu 32 + 1 °C.

Poté bylo mléko inokulovano syraikou kulturou. Bylo navazeno 0,75 +0,05 g mezofilni
koncentrované lyofilizované kultury Flora Danica nebo CHN-22. Navazena kultura byla
dokonale rozpusténa ve 30 ml mléka o teploté 32 £ 1 °C. K mléku ve vyrobniku bylo déle
pfidano 17,5 ml nasyceného roztoku CaCl;, pro podpofeni syfeni. Smés mléka byla doko-

nale promichana a kultura se nechala reaktivovat 20 minut za sou¢asného michani.

6.2.3 Syreni mléka a zpracovani syreniny

K mléku bylo za stalého michani pfidano 1 120 pl syfidla Chy-Max M (Chr. Hansen), kte-
ré bylo fedéno v desetinasobku pitné vody. Smés byla kratce intenzivné promichana a poté
zklidnéna pohybem michadla opacnym smérem a ponechéana v klidu po dobu 30 minut.
Michadlo i teplomér byly pfed syfenim z vyrobniku vyjmuty, aby nebyla narusena tvorba

gelu.

Po 30 minutach syfeni byla syfenina podélné i pfi¢né prokrojena pomoci syraifské harfy.
Pokrajena sytenina byla ponechana 10 minut v klidu, kdy dochéazelo k uvoliiovani syrovat-
ky. Poté byla syfenina 20 minut opatrné¢ ru¢né¢ michdna. V pribéhu michani dochazelo
k drobeni a vytuzovani zrna. Za stalého michani bylo pies sito odebrano 10 1 syrovatky
a k syrafskému zrnu bylo velmi pomalu ptidano 7 1 vody o teploté 60 °C tak, aby teplota
vzrostla na 37 °C, tedy na teplotu dohfivani syraiského zrna. Dosouseni probihalo 30 mi-

nut za stdlého michani pomoci michaciho zatizeni pfi maximalnim vykonu michadla.

Syfenina byla nalévana do pfedem piipravenych piedlisovacich forem, které byly vylozeny

syrafskymi plachetkami. Syfenina se nechala 30 minut pfedlisovat a kazdych 10 minut
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byla ota¢ena kviili rovnomérnému odtoku syrovatky. Syfenina z kazdé formy byla rozkra-
jena na 12 stejné velkych kouski, které byly vloZeny do lisovacich forem, vyloZenych sy-
rafskymi plachetkami. Syfenina byla lisovana pomoci lisovacich zavazi. Lisovani trvalo
celkové 90 min. Po kazdych 30 minutach se zvySovala hmotnost zavazi. Tlak pfi lisovani
byl postupné zvysSovan z 8,5 kPa na 25,5 kPa. Vylisované syry byly ulozeny do nadob

a umistény pies noc (na dobu 15 hodin) do lednice (6 + 1 °C) K prokysani.

6.2.4 Soleni a baleni syri

Po prokysani byly syry soleny v Solné lazni o koncentraci 20 % NaCl. Solna lazen byla
piipravena ze 4,5 1 pitné vody a 1,125 kg soli. Soleni probihalo pfi laboratorni teploté (25 +
1 °C) po dobu 30 minut.

Nasolené syry byly oSetfeny antimykotickou suspenzi (pfipravek DELVOCID XT1). Syry
byly ponofeny do 3 % suspenze na 4 sekundy, tak aby byla ponofena celd plocha syra.

Po osetfeni se syry nechaly 1 hodinu oschnout.

Oschlé¢ syry byly zabaleny do smrst'ovaci kryovakové folie pomoci vakuové balicky. Zaba-
lené bloky byly ponoteny do horké vody na 2 sekundy, aby doslo ke smr§téni folie. Ozna-

¢ené bloky syrt byly ulozZeny ve zraci komote (12 + 1 °C).

6.3 Analyza vzorki

Z kazdé ze 4 vyrob bylo odebrano celkem 12 vzorkt. Prvnim odbérem bylo syrové mléko,
nasledoval odbér standardizovaného mléka, syrovatky a syra ihned po lisovani. Dalsi vzor-
ky syra byly odebrany po 3, 6, 9, 12 a 15 hodinach prokysavani. Poté byly odebrany vzor-
ky syra na zacatku zrani, a to 12, 24 a 48 hodin po soleni. Oznaceni odebranych vzorkt
je uvedeno v Tab. 1. Schéma odbéru vzorkd bylo navrzeno dle prostudované literatury,
pozdéji nez 48 hodin po zacatku zrani je laktéza ptitomna pouze v mnozstvi, které je zvo-

lenou metodou HPLC-RI nedetekovatelné [11,40].

U kazdého vzorku byla stanovena hodnota pH, titracni kyselost, obsah suSiny (n = 3)
a laktézy (n = 4). Obsah suSiny byl analyzovan z divodu vyjadieni mnozstvi laktdzy
v susiné vzorku. pH bylo méfeno pomoci vpichového pH metru (Eutech). Titracni kyselost
byla u vzorkii mléka a syrovatky stanovena pomoci automatického titratoru HI 84529
(HANNA Instruments). U vzorkl syrii se titraéni kyselost stanovovala titraéné¢ pomoci

0,25 mol.I" NaOH na indikator fenolftalein. Susina byla stanovena vazkové suSenim
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pii 102 °C do konstantniho ubytku hmotnosti s pouzitim motského pisku jako nasédvaci

hmoty podle CSN ISO 6731 [63] a CSN EN ISO 5534 [64].

Tab. 1: oznaceni odebranych vzorkl

Cislo vzorku Vzorek

1 Syrové mléko

2 Standardizované mléko

3 Syrovatka

4 Syr ihned po lisovani

5 Syr v priabéhu prokysavani — 3h
6 Syr v prubéhu prokysavani — 6h
7 Syr v prubéhu prokysavani — 9h
8 Syr v pribéhu prokysavani — 12h
9 Syr v prabéhu prokysavani — 15h
10 Syr v pribéhu zrani — 12h
11 Syr v priabéhu zrani — 24h
12 Syr v prabéhu zrani — 48h

Pted vlastnim stanovenim laktozy byla provedena ptiprava vzorku, a to odlisné pro mléko,

resp. syrovatku a pro syr.

V piipadé¢ syrového a standardizovaného mléka a syrovatky bylo odpipetovano
25 ml vzorku do 100 ml odmérné banky. Ke vzorku bylo ptidano 5 ml ¢inidla Carrez |
a vzorek byl lehce promichan. Poté bylo pfiddno 5 ml ¢inidla Carrez II a vzorek byl opét
lehce promichan. Vzorek s ¢inidly se nechal 15 minut srazet za obCasného promichani ob-
sahu v banice. Po 15 minutach byla odmérna banka doplnéna po rysku destilovanou vodou
a obsah byl dobfe promichan. Takto pfipraveny vzorek byl ptefiltrovan ptes papirovy filtr
KA 5 (pomala rychlost filtrace) [65].
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V piipadé vzorku syra byl nejprve syr homogenizovan pomoci mixéru. 25 g vzorku bylo
Vv tfeci misce homogenizovano s 30 ml destilované vody o teploté 50 °C a vzorek byl na-
sledné kvantitativné preveden do kadinky. Nasledovala extrakce laktézy po dobu 30 minut
na magnetickém michadle vyhiivaném na 50 °C. Teplota byla kontrolovana vpichovym
teplomérem. Po extrakci byl vzorek kvantitativné pfeveden do 100 ml odmérné banky.

Dalsi postup byl stejny jako u vzorka mléka a syrovatky [65].

Ptipravené filtraty vzorkd byly prefiltrovany pies stiikackovy filtr s velikosti port
0,22 pm (Cronus) a u takto pripravenych vzorkli byl stanovovan obsah laktézy pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie na kapalinovém chromatografu Shimadzu LC-
20AD Prominence. Byla pouzita kvartérni pumpa, pétikanalovy degaser DGU-20Asg, au-
tosampler SIL-20ACyr a detekce probihala na diferencialnim refraktometrickém detektoru
RID-20A (v$e Shimadzu). K analyze byla pouzita kolona Agilent Zorbax NH; o rozmérech
4,6 x 250 mm x 5 um), pted kterou byl zatfazen predkolonovy cartridge filtr s velikosti po-
ra 0,2 um (Optimize Technologies).

Separace probihala za izokratické eluce. Jako mobilni fadze byla pouzita smés acetonitril —
voda v poméru 80:20. Rychlost pritoku mobilni faze byla 1,6 ml.min™. Celkova délka

jedné analyzy byla 32 minut.

Pro kvantifikaci obsahu lakt6ézy ve vzorcich byla sestrojena kalibra¢ni kiivka v koncen-
traénim rozmezi 1 — 10 g.I™. V t&chto rozpétich byla zavislost plochy piku na koncentraci
sacharidu linearni. Kazdy bod kalibracni kiivky byl proméfen 3x. Z regresni rovnice

byl vypocitan obsah laktdzy v g.100 g * vzorku a piepogitan na obsah suginy.

Ziskané vysledky byly podrobeny statistické analyze za pouziti Studentova t-testu srovna-
vajiciho stfedni hodnoty dvou nezavislych soubort na hladiné vyznamnosti 5 %. Pro statis-

tické hodnoceni byl vyuzit program StatK25.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

7 VYSLEDKY A DISKUZE

Charakteristika jednotlivych vyrobenych Sarzi syri je uvedena v Tab. 2. Obsah susSiny,
tuku v susin¢ a soli byl stanoven na konci zrani syra (po 3 mésicich), pfi¢emz tato stano-
veni nebyla soucasti diplomové prace; hodnoty jsou uvedeny jen z divodu charakteristiky

vyrobenych syrt.

Tab. 2: Charakteristika jednotlivych vyrobenych syrii

Oznaceni | Tucénost Kultura SuSina | Tuk v suSiné | Siil
syra mléka (%) (%) (%) (%)
S1 3,5 Flora Danica | 54,4 50,9 19
S2 0,5 Flora Danica | 48,7 13,4 2,4
S3 3,5 CHN-22 53,8 51,4 1,9
S4 0,5 CHN-22 47,3 13,4 2,0

Z tabulky je patrné, ze suSina syrti S2 a S4 je niZ$i nez susina syrt S1 a S4, coz je samozie-
jmé dano niz§im obsahem tuku, ktery je soucasti susiny syrti. Obsahy t.v.s. vSech syri
zhruba odpovidaji o¢ekavanym hodnotam, tj. 10 a 50 % t.v.s. Obsah tuku v su$iné se muze
mirn¢ odliSovat z diivodu raznych faktort, zeyména zplsobu lisovani, na kterém je zavisly
obsah suSiny syra. Obsah soli se u vSech ¢tyf Sarzi pohyboval v rozmezi 1,9 — 2,4 %,

coz jsou bézné hodnoty obsahu NaCl v syrech holandského typu [12].

V Tab. 3 jsou uvedeny vytéznosti jednotlivych vyrobenych Sarzi syri. Z vysledku je patr-
né, Zze zatimco mnozstvi ziskané syrovatky je pro vSechny syry cca stejné (29,4 — 31 Kkg),
mnozstvi syri je zavislé na vychozi tucnosti mléka, resp. vysledném obsahu t.v.s..
V piipad¢ pouziti odtuc¢néného mléka byly vytéznosti podstatné nizsi nez pii pouziti plno-
tu¢ného mléka, a to 0 1,35 — 4,4 kg. Tento fakt souvisi s niz§im obsahem tuku a suSiny.
Celkova mnozstvi syrovatky a syrti byla ovS§em pro vSechny vyrobené Sarze opét srovna-

telna (33,8 — 34,1 kq).
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Tab. 3: Vytéznosti vyrobenych syrt

Oznaceni | MnozZstvi MnozZstvi MnoZstvi Syrovatka +
syra mléka (kg) | syrovatky syru (kg) syry (kg)
(kg)
S1 35 29,65 4,40 34,05
S2 35 30,95 3,00 33,95
S3 35 29,40 4,40 33,80
S4 35 30,90 3,05 33,95

7.1 AKktivni kyselost

Na Obr. 5 jsou porovnany naméfené vysledky hodnot pH u vSech 4 vyrobenych Sarzi syrt.
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Obr. 5 : Vysledky aktivni kyselosti
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V grafu je vidét klesajici trend hodnot aktivni kyselosti, ktery odpovidd postupnému oky-

selovani prostiedi vznikem kyseliny mlé¢né béhem fermentace laktozy [11,40].

Vychozi hodnota pH mléka se pohybovala v priméru v rozmezi od 6,46 do 6,68 (P >
0,05), coz je bézna hodnota pH syrového mléka [18]. Hodnota pH u syrovatky byla vzdy
niz$i nez hodnota pH mléka, jak syrového tak i standardizovaného (P < 0,05). Hodnota pH
syrovatky se pohybovala v praméru v rozmezi 6,27 — 6,42 (P > 0,05). V priméru se lisila
hodnota pH v syrovatce (vzorek ¢. 3) 0 0,20 na rozdil od syrového mléka (vzorek €. 1).
Bézné se hodnota pH sladké syrovatky pohybuje v praméru okolo 5,9 — 6,4 [66,67], coz
byl u Sarze S4 a to 0 0,10. Naopak nejvyssi pokles aktivni kyselosti mezi témito vzorky byl
u Sarze S3 a to 0 0,28. Jiz Cerstvé vylisovany syr (vzorek €. 4) ma statisticky vyznamné
vzorky €. 1 a €. 4 byl opét u Sarze S4 (o 0,12), naopak nejvyssi pokles mezi témito vzorky
byl opét u Sarze S3 (0 0,35). Primérna hodnota pH u ¢erstvé vylisovaného syra se pohybo-
vala mezi 6,25 - 6,40 (P > 0,05).

V pribéhu prokysavani doslo k intenzivnimu snizeni aktivni kyselosti, které je statisticky
vyznamné (P < 0,05), primérné o 0,85 mezi vzorkem ¢. 4 a vzorkem ¢&. 9. Nejvétsi pokles
hodnoty pH byl u Sarze S1, kdy aktivni kyselost klesla mezi témito vzorky o 0,95, naopak
nejnizsi pokles hodnot pH mezi témito vzorky byl u Sarze S2, a to o 0,71. Hodnota
pH u vzorku syra po 15 hodinach prokysavani se pohybovala v priméru v rozmezi 5,30 —
5,61 (P >0,05). K poklesu hodnoty pH doslo jesté 12 hodin po soleni a to primérné o 0,31
mezi vzorky ¢. 9 a €. 10. Primérnd hodnota pH ve vzorku syra odebraném 12 hodin po
soleni se pohybovala v rozmezi 5,01 — 5,38. Dalsi pokles aktivni kyselosti uz byl jen mi-
nimalni. Pokles hodnot pH mezi vzorky ¢. 9. a ¢. 12 byl statisticky vyznamny (P < 0,05).
Celkovy pokles aktivni kyselosti byl primérné o 1,48. U Sarze S1 je celkovy pokles hodnot
pH mezi vzorky ¢. 1 a ¢. 12 0 1,56, a to z hodnoty 6,54 na 4,98. U Sarze S2 se hodnota
pH celkove snizila ze vSech Sarzi nejméné, a to z hodnoty 6,46 na 5,30, tedy o 1,16. U Sar-
7e S3 je celkovy pokles aktivni kyselosti z hodnoty 6,68 na 4,92, tedy o 1,76, ktery je
ze vSech Sarzi nejvétsi. U Sarze S4 se hodnota pH celkové snizila o 1,45, a to z hodnoty
6,52 na 5,07. Hodnota pH vzorkl hotovych syrti odebranych 48 hodin po soleni se pohy-
bovala v rozmezi od 4,92 do 5,30 (P > 0,05), coz jsou bézné hodnoty pH pro syry holand-
ského typu [23]. Ze ziskanych vysledku je také patrné, Ze G¢inek obou pouzitych kultur
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byl obdobny, coz mize byt dano tim, ze ob& kultury jsou ur¢eny pro vyrobu syra holand-

ského typu.

7.2 Titra¢ni kyselost

Na Obr. 6 jsou porovnany namétfené vysledky titraéni kyselosti (vyjadiené jako °SH)
U vSech 4 vyrobenych Sarzi syrii. V grafu je vidét stoupajici trend hodnot titra¢ni kyselosti,

ktery odpovida postupnému okyselovani prostiedi vznikem kyseliny mlé¢né [11,40].
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Obr. 6: Vysledky titra¢ni kyselosti

Hodnota titra¢ni kyselosti u vychozi suroviny se pohybovala v rozmezi od 6,37 °SH
do 6,50 °SH, coz odpovida hodnotam titra¢ni kyselosti pro normalni mléko [70]. Hodnoty
byly u vSech $arzi srovnatelné (P > 0,05). Hodnota titra¢ni kyselosti u syrovatky (vzorek ¢.

3) byla vZdy niz§i nez u syrového mléka (vzorek €. 1), v priméru o 1,80 °SH (P < 0,05).
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Primérna hodnota titracni kyselosti syrovatky se pohybovala mezi 4,60 °SH az 4,70 °SH.
Hodnoty titra¢ni kyselosti se u jednotlivych Sarzi vyznamné nelisily (P > 0,05). U Cerstvé
vylisovaného syru (vzorek ¢. 4) hodnota titracni kyselosti statisticky vyznamné vzrostla na
selosti byl u Sarze S1, a to o 16,6 °SH, naopak nejvyssi vzrist byl u Sarze S3, atoo
21,45 °SH. Hodnota titracni kyselosti u vzorku Cerstvé vylisovaného syra se pohybovala
prumérné v rozmezi od 22,97 °SH do 27,38 °SH (P < 0,05). Béhem prokysavani doslo
K intenzivnimu nartistu hodnoty titra¢ni kyselosti. Primérny nartst titracni kyselosti mezi
vzorky ¢. 4 a ¢. 9 je statisticky vyznamny, a byl 22,75 °SH (P < 0,05). NejniZsi vzrust tit-
racni kyselosti mezi témito vzorky byl u Sarze S2 (o 17,96 °SH), naopak nejvice se titracni
kyselost zvysila mezi témito vzorky u Sarze S1 (o 31,08 °SH). Ve vzorku syra po 15 hodi-
nach prokysavani se pohybovala hodnota titracni kyselosti v priméru od 44,92 °SH do
54,05 °SH. Mezi vzorkem €. 9 (syr po 15 hodinach prokysavani) a vzorkem ¢&. 12 (syr po
48 hodinach v pribéhu zrani) se titraéni kyselost statisticky vyznamné zvysila, praimérné o
35,91 °SH (P < 0,05), kdy nejnizsi vzrist titracni kyselosti byl u Sarze S1 (0 28,77 °SH) a
naopak nejvyssi vzrist titracni kyselosti mezi t€émito vzorky byl u Sarze S2 (o 41,61 °SH).
Hodnota titra¢ni kyselosti u vzorki syri odebranych 48 h po soleni se pohybovala v pri-
méru od 82,82 °SH do 87,47 °SH. Praimérny celkovy nartst hodnot titraéni kyselosti byl 0
S2 se titra¢ni kyselost celkové zvysila 0 80,06 °SH. V piipadé sarze S3 byl celkovy vzrust
titracni kyselosti 0 76,56 °SH. Nejrozsahlejsi zvyseni titracni kyselosti bylo u Sarze S4, a to
0 80,97 °SH. Z namétenych vysledkl titracni kyselosti je patrny podobny uc¢inek obou

pouzitych kultur, coz potvrzuji i ziskané vysledky aktivni kyselosti (viz Obr. 5).

7.3 SuSina

V Tab. 4 jsou uvedeny stanovené vysledky obsahu susiny u vSech vyrob. Primérna hodno-
ta susina vychozi suroviny, tedy syrového mléka (vzorek €. 1) se pti porovnani vSech Sarzi
vyrazné nelisila, pohybovala se v rozmezi od 13,33 do 13,97 % (P > 0,05), coz odpovida
béznym hodnotam pro obsah susiny v mléce, ktery se pohybuje mezi 12 az 14 % [68]. Su-
Sina mléka standardizovaného na niz$i tu¢nost byla samoziejmé nizsi (P < 0,05), (pramér-
né 0 2,61 % nez susina mléka standardizovaného na vyssi tucnost, pravé z ditvodu rozdilu
Vv obsahu tuku, ktery je soucasti susiny. U syrovatky (vzorek ¢. 3) se obsah susiny statistic-

ky vyznamng¢ lisil v porovnani s mlékem, byl téméf o polovinu nizsi (P < 0,05). Hodnota
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susiny stanovena u syrovatky se pohybovala v praméru v rozmezi od 6,72 do 7,11 % (P >
0,05). Bézny obsah suSiny v syrovatce se pohybuje vV rozmezi 5 — 7 %, ¢emuz stanovené
hodnoty odpovidaji [66,67]. Primérny obsah susiny u vzorkl Cerstvé vylisovanych syrt se
pohyboval v rozmezi od 41,29 % do 52,77 % (P < 0,05). V prubéhu prokysavani doslo
K postupnému nartstu obsahu suSiny vlivem mirného vysychani syri. Primérny nartst

obsahu suSiny mezi vzorky ¢. 4 a ¢. 9 byl statisticky vyznamny, zvysil se 0 1,36 % (P <

0,05).

Tab. 4: Obsah suSiny v prub&hu vyroby a zrani syra

Vzorek Susina (%)
S1 S2 S3 S4

1 13,54 £ 0,02 13,48 +£ 0,02 13,33+ 0,04 13,97 £ 0,05
2 12,86 + 0,05 10,02 + 0,04 12,90 + 0,04 10,53 + 0,03
3 6,97 £0,04 6,72 +£ 0,04 7,06 + 0,03 7,11 £0,02
4 52,77 £0,24 41,29 £ 0,32 50,86 £ 0,06 42,36 £ 0,05
5) 52,98 £0,51 40,39 + 0,24 52,05+0,17 43,94 £ 0,07
6 51,43 +0,51 43,38 + 0,09 53,24 + 0,20 4438 £ 0,22
7 52,25 £ 0,66 42,33+ 0,05 52,91 + 0,08 44,42 4+ 0,18
8 52,08 £0,20 43,63+ 0,17 53,60 £0,11 44,37 £ 0,26
9 53,71 £0,21 42,15 +0,03 52,39+ 0,28 44,48 + 0,23
10 53,99 + 0,05 47,70 + 0,06 54,91 0,07 46,90 + 0,06
11 54,05 + 0,02 48,67+ 0,16 53,50 + 0,03 46,57 £ 0,09
12 55,21+ 0,04 46,40 + 0,08 54,55+0,16 47,03 £0,26

K dalS$imu mirnému nariistu obsahu suSiny u vyrobenych syri doslo po Soleni syri,
coz je dano tnikem nékterych slozek susiny do solné lazné. Vlivem zvySeného osmotické-

ho tlaku téZ dochazi k uniku syrovatky. Obsah suSiny u vzorki syra odebranych
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po 15 hodinach prokysavani (vzorek €. 9) byl primérné v rozmezi od 42,15 % do 53,71 %
(P < 0,05). Narutst obsahu susiny mez vzorky ¢. 9 a ¢. 12, tedy v prab¢hu prvnich 48 hodi-
nach zrani, byl statisticky vyznamny (P < 0,05). Primérna hodnota susiny u vzorkt ode-
branych po 48 hodinach po soleni (vzorek ¢. 12) se pohybovala mezi 46,40 % az 55,21 %
(P <0,05), coz odpovida hodnotam suSiny u syru, které uvadi zdroj [69]. Mirny narust
obsahu suSiny V prub&hu prvnich 48 hodin zrani byl zptsoben tim, ze kryovakové folie,
ve kterych byly syry zabaleny, jsou polopropustné a béhem zrani tak dochazi
Kk postupnému vysychani syrti. Obsah susiny u vzorkt $arze S1 a S3 byl vyssi nez u vzorkt
Sarze S2 a S4 (prumérné o 10,88 %) (P < 0,05), coz je dano vys$im obsahem tuku, ktery

je soucasti susiny, u Sarzi S1 a S3.

7.4 Laktoza

Timto experimentem byl sledovan vliv rizné tu¢nosti syrit a riznych pouzitych kultur
na ubytek laktdzy v pribéhu vyroby a zrani ptirodnich syrt holandského typu. Ke snizova-
ni obsahu laktézy dochéazi prostfednictvim procesu fermentace, kdy se laktéza rozklada
¢innosti bakterii mlééného kvaSeni na kyselinu mlécnou a dalsi produkty, dilezité pro cha-

rakteristické senzorické vlastnosti syru [2,7,11,40].

Hodnoty obsahu laktézy byly ziskdny vypoctem pomoci rovnice kalibracni kiivky
pro laktozu, uvedené¢ na Obr. 7. Kalibra¢ni kiivka zobrazuje zavislost plochy pikl
na koncentracich jednotlivych roztokti standardl laktézy. Z kalibracni kiivky je patrna

mez stanovitelnosti pro laktozu (LOQ — limit of quantification — 1 g.I™).

Na obr. 8 je zobrazen vyfez chromatogramu smésného standardu cukrii o koncentraci jed-

notlivych sacharida 10 g.I"".

V Tab. 5 jsou uvedeny stanovené vysledky obsahu laktozy u jednotlivych Sarzi. Vysledky

jsou uvedeny v hmotnostnich % vztazenych na obsah suSiny.
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Tab. 5: Obsah laktozy v pribéhu vyroby a zrani syrt

Vzorek Laktoza (% suSiny)

S1 S2 S3 S4
1 39,67 + 1,85 41,27 +£2,16 41,12 £2,07 39,98 £ 1,92
2 41,36 £2,07 54,66 + 2,38 40,88 £ 1,92 53,40 £ 2,51
3 86,52 + 3,43 87.28 = 3,50 81,57 +3,17 82,59 + 3,56
4 4,00+ 0,15 5,70 £ 0,29 3,95+0,16 5,72+ 0,34
5 3,41 +£0,08 527+0,17 3,58+ 0,07 3,88+ 0,09
6 2,96 + 0,05 3,88 + 0,09 3,30 £ 0,06 3.55+0,07
7 2.64 % 0,06 3.16 = 0,07 3,14 £ 0,06 3.43+0,08
8 2,56 + 0,07 2,53 + 0,06 2,72 £0,05 2,82+ 0,06
9 1,55+0,04 1,62 +0,03 0,96 + 0,03 1,14 +£ 0,05
10 1,08 + 0,03 0,80 + 0,03 NS* NS
11 NS NS NS NS
12 NS NS NS NS

*NS — nestanoveno (obsah lakt6ézy pod mezi stanovitelnosti)

Ve vzorcich ¢. 1, tedy v syrovém mléce je obsah laktézy u vSech Sarzi srovnatelny
(P > 0,05). Primérna hodnota obsahu laktézy v syrovém mléce se pohybovala od 39,67 %
do 41,27 % v susin€. Ve vzorku €. 2 je obsah laktéozy v mléce standardizovaném na nizsi
tucnost statisticky vyznamné vyssi (primérna hodnota u Sarze S2 54,66 %, pramérna hod-
ka, které ma vyssi obsah suSiny (S primérnou hodnotou obsahu laktézy u Sarze
S1 41,36 %, primérna hodnota obsahu laktozy u Sarze S3 40,88 %) (P < 0,05). Ve vzorku
€. 3 (syrovatka), je obsah laktozy srovnatelny v ramci dvojic syra S1 — S2 (primérna hod-
nota u Sarze S1 byla 86,52 %, primérna hodnota Sarze u S2 byla 87,28 %) a S3 — S4 (pra-
mérnd hodnota u Sarze S3 byla 81,57 %, primérna hodnota u Sarze S4 byla 82,59 % )
(P >0,05). Usyra S3 a S4, u kterych byla pouzita kultura CHN-22, je patrny statisticky
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vyznamné niz§i obsah laktozy (P < 0,05) — je tedy pravdépodobné, Ze tato kultura fermen-
tovala jiz v pribéhu prvnich fazi vyroby syrt vétsi ¢ast laktozy, nez kultura Flora Danica.
U vzorku €. 4 je ve vSech Sarzich patrny vyrazny pokles obsahu laktozy v susing Cerstveé
vylisovaného syra (P < 0,05), coz odpovida odchodu nejvétsiho podilu laktozy do syrovat-
Ky [2,7]. V syrech S2 a S4 je obsah laktdzy statisticky vyznamné vyssi (P < 0,05) (pramér-
na hodnota obsahu laktézy u syra S2 byla 5,70 %, praimérna hodnota u syra S4 byla
5,72 %), nez u syrtt S1 a S3 (praimérné o 1,74 %) coz je opét zplsobeno nizsi susinou
téchto vzorkll syrt s nizsi tucnosti. U vzorkll 5 — 9 Ize pozorovat postupny pokles obsahu
laktozy v pribéhu prokysavani syrii. Srovname-li obsah laktdzy na zacatku a na konci pro-
kysavani (po 15 hodinach), je rozdil statisticky vyznamny (P < 0,05). Béhem prokysavani
dochdzi k postupnému smazani rozdili mezi rizné tuénymi syry — na konci prokysavani
jizrozdily v obsahu laktézy nejsou tak vyrazné (obsah tuku ma tedy na obsah laktozy
vliv zejména u mléka, a cca v prvnich 6 hodinach prokysavani syrti). V prubéhu prokysa-
vani doslo k nejvyssimu poklesu obsahu laktozy u Sarze S1, kdy klesla hodnota obsahu
laktozy z 3,41 % po 3 hodinach prokysavani na 1,55 po 15 hodindch prokysavani, tedy
0 45,5 %, coz je témé&f o polovinu. U Sarze S2 doslo v pribéhu prokysavani k poklesu ob-
sahu laktozy z 5,28 % na 1,62 %, tedy o 30,6 %. U Sarze S4 se hodnota obsahu laktozy
snizila z 3,88 % po 3 hodinach prokysavani na 1,14 % po 15 hodinach prokysavani, tedy
0 29,4 %. Nejniz8i pokles obsahu laktozy byl u Sarze S3, kdy byl obsah lakt6zy na zacatku
prokysavani (po 3 hodinach) 3,58 % a po 15 hodinach prokysavani klesl na 0,96 %, tedy
027,0 %. U vzorku ¢. 10 (syr v prvnich 12 hodindch zrani) lze konstatovat, ze kultura
CHN-22 fermentovala laktézu na kyselinu mléénou o néco rychleji, nez Flora Danica —
usyrt S3 a S4 totiz laktéza nebyla detekovana jiz 12 hodin po soleni; na rozdil od syri
vyrobenych s pouzitim kultury Flora Danica, kde laktoza nebyla detekovana az 24 hodin
po soleni. Rychlejsi fermentace kulturou CHN-22 nebyla potvrzena pii monitorovani zmén
aktivni a titrani kyselosti (a¢inek obou kultur byl v tomto ohledu srovnatelny). To muize
byt zptisobeno napf. fermentaci jinych cukri nez laktoézy (zejména volné glukozy, galakto-
zy, fruktézy, aminocukrt, deoxycukrt a fosforecnych esterti cukrit), které se v mléce také
vyskytuji [70], ale které byly pod mezi stanovitelnosti pouzité metody. Navic aktivni
a titracni kyselost predstavuji sumu vsech kysele reagujicich slozek mléka, tedy nejen ky-

seliny mlécné vzniklé fermentaci laktozy.
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ZAVER

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva ptirodnimi syry holandského typu, jejich cha-
rakterizaci a vyrobou, dale prace popisuje strukturu a metabolizmus laktdzy. Teoreticka
¢ast prace se také vénuje upravé vzorki pred stanovenim laktozy a dale prace popisuje

moznosti stanoveni laktdzy, zejména metodu HPLC s refraktometrickou detekeci.

Praktické ¢ast diplomové prace je zamétena na sledovani obsahu laktézy v pritbéhu vyroby
a na zacatku zrani pfirodnich syra holandského typu. Pro sledovani zmén v obsahu laktozy
byly vyrobeny 4riizné modelové vzorky syria. Vyrobené vzorky se liSily v tu¢nosti a v pou-
zitych syrafskych kulturach. Pro vyrobu vzorka syrit byl zvolen teoreticky obsah tuku
v susiné 10 % a 50 % (vychozi tu¢nost mléka pro vyrobu téchto syrd byla 0,5 a 3,5 %).
Syratské kultury pouzité pro vyrobu syrit byly Flora Danica a CHN-22, obé od vyrobce

Christian Hansen. Kultury se liSily v obsahu leukonostoka.

K analyze byly odebirany vzorky podle zvoleného odbérového schématu, podle prostudo-
vané literatury. Ukonceni odbéru vzorkl bylo navrzeno spravné, coz potvrdila prakticka
¢ast experimentu - u kultury CHN-22 nebyla laktoza detekovana jiz 12 hodin po soleni a u

kultury Flora Danica nebyla laktoza detekovana 24 hodin po soleni.

Hodnota pH u vychozi suroviny, tedy u syrového mléka, byla od 6,46 do 6,68. Postupné
pH klesalo az na 4,92 az 5,30, coz je hodnota pH naméfena u hotovych vzorkd syrd po
prvnich 48 hodinach zrani. Titra¢ni kyselost byla u vzorku syrového mléka zjisténa
v rozmezi od 6,37 °SH do 6,50 °SH. Tato hodnota postupné vzrostla az na 82,82 °SH az
87,47 °SH, coz je titra¢ni kyselost vzorkt syrti po 48 hodinach zrani. Zjisténé hodnoty ak-
tivni a titracni kyselosti odpovidaji postupnému okyselovani prostiedi, které je zptisobeno
fermentaci laktozy na kyselinu mléénou. Namétené hodnoty susiny se zvySovaly z 13,33
az 13,97 %, coz je obsah suSiny zjistény u syrového mléka, az na 56,40 % az 55,21 %, coz
jsou hodnoty obsahu suSiny zjisténé ve vzorcich syru po prvnich 48 hodinach zrani. Nartst
obsahu susiny je dan odchodem syrovatky pfi lisovani a soleni a také vysychanim syra

béhem zrani.

Analyzou laktoézy byl zjiStén obsah laktézy v suSin€ u syrového mléka od 39,67 % do
41,27 % v susin€. Z vysledkli obsaht laktozy zjisténych v syrovétce, které byly u syri vy-
robenych za pouziti kultury CHN-22 nizsi, 1ze usuzovat, ze kultura CHN-22 fermentovala
vetsi Cast laktozy jiz v pribéhu zacatku vyroby, nez kultura Flora Danica. Obsah laktozy

Vv pribé¢hu vyroby syrt klesal az na 0,80 az 1,08 % Vv syru po prvnich 12 hodinach zrani
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v piipadé pouziti kultury Flora Danica. Pfi pouziti kultury CHN-22 byl srovnatelny obsah
laktozy (0,96 az 1,14 % v suSing) zjistén jiz po 15 hodinach prokysavani syru. Obsah
laktozy byl pod mezi stanovitelnosti pouzité metody jiZ po 12 hodinach zrani v piipadé

aplikace kultury CHN-22 a po 24 hodinach zrani u kultury Flora Danica.

Zéaverem lze tedy fict, ze u kultury CHN-22 byla fermentace laktézy na kyselinu mlécnou
néco rychlejsi, nez u kultury Flora Danica. Byl tedy prokazan vliv pouzité kultury na obsah
laktézy v syrech. Rozdilna tu¢nost vzork syrt snizovani obsahu laktézy v pribéhu vyroby

a prvnich 48 vyznamn¢ hodindch zrani syri neovlivnila.

Na priibéh zrani ptirodnich syrti holandského typu maji zajisté vliv i jiné faktory, které by

bylo zajimavé dale analyzovat.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CPM
FRU
GAL
GLU
HPLC
LAK
LOQ
MAL
MIR
NADH
NIR
PE
RID
SAC

UV-VIS

Celkovy pocet mikroorganizmd.

Frukt6za

Galaktoza

Glukoza

High Performance Liquid Chromatography/Vysokot¢inna kapalinova chromatografie.
Lakt6za

Limit of quantification/Mez stanovitelnosti

Maltédza

Middle Infrared/Stedni infracervend oblast
Nikotinamidadenindinukleotid

Near Infrared/Blizka infraervena oblast

Pasteracni efekt

Refractive index detector/Refraktometricky detektor
Sachardza

Ultraviolet and Visible Spektroscopy/Ultrafialova a viditelna spektroskopie
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