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hifidobakterii a laktobacilii lidského puivodu
pro vyrobu nizkodohfivanych syrii

Abstrakt

Cilem prace bylo ovéfeni vlivu technologického procesu
vyroby syrt eidamského typu na probiotické bakterie
v prubéhu zrani syrd po 30, 60 a 90 dnech. Syry byly
vyrabény za sterilnich podminek s pridavkem péti probio-
tickych kment laktobacilii a péti probiotickych kmeni bifi-
dobakterii do mléka pred vyrobou spolu se smetanovym
zékysem. V kontrolnich vyrobidch byl pouZit pouze
smetanovy zakys. Stanoveny obsah laktobacilil se pohybo-
val po celou dobu zrani nad hranici 10° CFU/g a syry mély
vyhovujici senzorické vlastnosti. U bifidobakterii byl
obsah bakterii nad hranici 10° CFU/g jen prvni den po
vyrobé, pouze u jednoho kmene i po 30 dnech. Senzorické
vlastnosti téchto syrd byly hodnoceny jako horsi. Fyzikalné
chemické hodnoty se u jednotlivych vyrob liSily jen malo.
Pro vyuZziti ve vyrobé eidamskych syra byly proto navrzeny
kmeny laktobacila.

Klicova slova: laktobacily, bifidobakteria, nizkodohii-
vané syry

Abstract

The aim of this work was to verify the technological
process of Edam cheese on probiotic bacteria during ripen-
ing at 30, 60 and 90 days. Cheeses were manufactured
under sterile conditions of five strains of probiotic
Lactobacillus and five strains of probiotic Bifidobacterium
together. In control production only cream starter was used.
The established count of Lactobacilli ranged throughout
the ripening was above limit of 10° CFU/g and cheese had
satisfactory sensory characteristics. Using Bifidobacteria
bacterial count reached above 10° CFU/g only the first day
after production and only for one strain after 30 days. The
sensory properties of the cheese were evaluated as worse.
Physiochemical values varied only little. Therefore, for use
in the manufactured Edam cheese, lactobacilli strains were
designed.

Key words:
cheese

laktobacilli, Bifidobacterium, Edam

Uvod

Na pracovistich MILCOM a. s. a VUM s. r. 0. byla v pfed-
chézejicich letech testovana rada bakterii izolovanych z lid-
skych zdrojii s probiotickymi G€inky (Cukrovska et al.
2009, Rittich et al. 2006). K testovani pro vyrobu syri byly
vybrany ty bakteridlni kmeny, které vykazovaly nejvyssi
probiotické ucinky a zaroven nejvys$i odolnost vici
fyzikdlnim a chemickym faktorim, jimz jsou vystaveny
v pribéhu vyroby syru a jejich zrani.

Abychom ziskali co nejpresnéjsi informace o zadouci
pritomnosti téchto bakterii ve vyrobenych syrech a v pri-
béhu jejich zrani a zaroven o jejich vlivu na pribéh téchto
procesi a vysledné vlastnosti syri, provedli jsme fadu
modelovych vyrob s maximalnim omezenim moZnosti
kontaminace. Nebylo mozZno pouZit sterilni mléko, protoze
by doslo k ovlivnéni technologickych vlastnosti suroviny
i vysledné kvality syrt. Proto bylo pouZito syrové mléko
z farmy, u néhoz byla vyloucena faze svozu, prejimky,
michani s jinym mlékem a skladovani pred pasteraci,
a mléko bylo pasterovano v laboratornich podminkach.
Pozadavek praktické sterility byl urcujici jak pro velikost
syri, tak pro nutnost nahradit technologicky krok
predlisovani a lisovani odstfedovanim v kyvetach. Vyrobni
postup byl modifikovan pro eidamské syry, jak uvadi
Hynes et al. (2000) a Shakeel-ur-Rehman et al. (1998).

Material a metody

K vyrobé minisyrd v laboratornich podminkich bylo
pouzito 5 kment laktobacila: Lactobacillus rhamnosus
RL3-P, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei RL4-P,
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei RL10-P,
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei RL19-P,
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum RL26-P
a 5 kmenu bifidobakterii: Bifidobacterium animalis subsp.
lactis RB1-MPP, Bifidobacterium bifidum RB9-MPP,
Bifidobacterium pseudocatenulatum RB22-6A, Bifido-
bacterium breve RB44-P, Bifidobacterium longum subsp.
longum RB50-P ze Sbirky mlékatskych mikroorganismi
Laktoflora® (MILCOM a. s., CZ). VSechny kmeny byly
pred pouzitim Cerstveé nakultivovany po dobu 24 h v M.R.S.
Broth (LAB094, Lab M Limited, UK), laktobacily pfi
30 °C, bifidobakteria pti 37 °C s pridavkem roztoku cystein
hydrochloridu (Sigma-Aldrich, C6852) o koncentraci
0,5 g/l v davce 1 ml/100 ml média.

Na zékladé provedenych pfedbéznych pokust byl zvolen
nésledujici pracovni postup:

1. Osetieni mléka. Plnotu¢né nehomogenizované syrové
mléko z automatu (Farma U Drhovskych, MalSice)
bylo pasterovano pii 62 °C 30 minut, potom ochlazeno
na 30-32 °C.

2. Srédzeni mléka. 300 ml mléka o teploté 32 °C
odméfenych do sterilnich nddob bylo upraveno pfi-
davkem 1 ml nasyceného roztoku CaCl2 a zakysano
6 ml smetanového zdkysu FD (Chr. Hansen’s, DK).
Soucasné bylo pfidano 0,15 ml prvniho fedéni testo-
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vané kultury laktobacilt nebo bifidobaterii. Po 30 mi-
nutich, eventudlné dosaZeni pH alespon hodnoty 6.3,
bylo zasyfeno 1 ml nafedéného syfidla: 3 ml syridla
CAGLIFICI CLERICI 1: 15 000 (MILCOM a. s.,
Tabor, CZ) do 50 ml odmérné barky.

3. Zpracovani syfeniny. VytuzZena syfenina byla pokraje-
na sterilnimi harfickami a 20 minut michana. Pak bylo
sterilné odlito 120 ml syrovatky a nahrazeno sterilni
vodou o teploté 32 °C a michdno 10 minut. Potom byla
odlita syrovatka a zrno prevedeno do sterilnich
odstfedovacich kyvet tak, aby mély stejnou hmotnost
pro odstfedovani.

4. Formovani a lisovani. Probihalo 10 minut pfi 320 g
v odstiedivce MPW-351 (Unimed Praha s.r.o., CZ)
vyhfivané na 30°C, pak byla odlita syrovatka a syry
byly odstfedovany pfi stejné teploté 60 minut pri
1 400 g. Po odliti syrovatky a obraceni syra pokraco-
valo odstfedovani stejnou rychlosti jesté¢ 30 minut.

5. Dokyséavani a soleni. Kyvety se syry byly pfemistény
do vodni 1azné 32 °C a ponechany dokysat na hodno-
tu pH 5,2 - 5,4. Poté bylo do kazdé kyvety pridano
26 ml solné lazné (330 g NaCl/l, pH 5,4, sterilovana
121°C 20 minut) o teploté 12 °C a ponechdno 5 minut.

6. Osychani a voskovani. Syry po vysoleni osychaly na
miiZce ve sterilnim boxu pfi 12 °C do druhého dne,
potom byly zvéazeny, byl odebran vzorek na analyzy
a syry navoskovany ponofenim do rozehtatého
syrafského vosku (OK servis, CZ). Jako nejvhodnéjsi
povrchové oSetfeni syrd bylo zvoleno voskovani, které
minimalizovalo riziko vysychani a nezddouci
zvySovani susiny takto malych syria béhem zrani.

7. Zréni. Pri 10-12 °C do stari 90 dnt.

V pribéhu jednotlivych vyrob byly odebirany vzorky
syrového mléka ke stanoveni celkového poctu mikroorga-
nismtl na GTK-AB agaru (MILCOM a.s., CZ) a stanoveni
aktivni kyselosti pomoci pfistroje inoLab pH 720 (WTW,
Weilheim, D). Vzorky pasterovaného mléka byly odebirany
ke kontrole mikrobiélniho sloZeni - celkovy pocet mikroor-
ganismil, enterokoky na KEA agaru (CM0591, OXOID,
UK), halotolerantni na MSA agaru (LAB0O7, Lab M
Limited, UK) mezofilni koky na M17 agaru (LAB092, Lab
M Limited, UK), heterofermentativni laktobacily na FHN
agaru (MILCOM a. s., CZ) - pH a ke stanoveni obsahu
susiny podle CSN ISO 570107-3. Syry pted voskovanim
byly zvazeny a z jednoho syra odebran vzorek ke stanoveni
zastoupeni  jednotlivych  skupin  mikroorganismi
(enterokoky, laktokoky, halotolerantni, fakultativné hetero-
fermentativni laktobacily, pfipadné bifidobakteria na TOS
Propionate Agar (YACULT, Pharmaceutical Industry
Co.Ltd, JAPAN) 57 ml + 3 ml roztoku Mupirocinu 1g/1), na
stanoveni aktivity vody na AwSprint (Novasina, CH)
metodou podle CSN ISO 21807, na stanoveni titradni
kyselosti (°SH) a aktivni kyselosti podle CSN 570530
a CSN 570107, na stanoveni niz$ich mastnych kyselin izo-
tachoforetickym analyzatorem EA 102 (VILLA Labeco,
SK) SOP ¢. 23 MILCOM a.s. a na stanoveni obsahu NaCl
argentometrickou metodou podle Mohra, SOP ¢&. 22,

Tab. 1 Primérné mikrobigini hodnoty miéka

vzorek parametr Zivné médium log CFU/ml
a podminky
syrové ml. | celkové mezofilni | GTK-AB (30°C,3 dny, aerobné) 5,32
pasterml. | celkové mezofilni | GTK-AB (30°C,3 dny, aerobné) 2,76
enteroky KEA (42°C, 2 dny, aerobné) 0,21
halotolerantni MSA (30°C,3 dny, aerobné) 1,21
mezofilni laktokoky | M17 (21°C, 5 dni, aerobng) 2,53
|r;)eterofermentativn|' FHN (30°C, 6 dni, anaerobné) 1,36
C.

Tab. 2 Primérné chemické hodnoty miéka

vzorek susina %
syrové ml. 6,78 -
paster.ml. 6,66 12,91

MILCOM a.s. Dalsi vzorek byl odebran po 30, 60 a 90
dnech, pak byl syr hodnocen i senzoricky.

Vysledky a diskuse

Primérné hodnoty vstupni suroviny jsou uvedeny v ta-
bulce 1 a 2. Vliv mikrobidlniho sloZeni mléka nebylo
mozné zcela eliminovat, protoZe sterilni mléko by mélo
natolik pozménéné vlastnosti bilkovin, Ze by nebylo mozné
zajistit standardni pribéh tvorby gelu a zpracovani
syfeniny, a konecné ani charakter vyrobku by neodpovidal
syru zvoleného typu. Proto je nutné pti hodnoceni pfitom-
nosti pridanych kultur pfihlizet i k vlivu mikrobidlniho
sloZzeni mléka, zvlast u skupiny laktobacilti, kde nebylo
mozné kultivaénim stanovenim na FHN agaru odlisit
puvodni a pridanou mikrofléru. Je sice zndma odliSnost
v citlivosti rGznych druhti laktobacili na razné druhy
antibiotik, (Danielsen et al. 2003, Zhou et al. 2005) ale
nelze timto zptsobem pfedem neidentifikované divoké lak-
tobacily selektivné stanovit v syru, podobné jako PCR
metodami (Settani et al. 2005). U syru s pridanymi bifi-

Tab. 3 Sledované chemické parametry v syrech
s testovanymi kmeny laktobacilli béhem zrani

testovany  parametr doba zrani (dny)
kmen 1 30 60 90
RL3-P susina (%) 52,72 50,86 50,76 51,46
NaCl (%) 1,38 1,05 1,23 1,11
pH 510 4,90 491 4,96
RL4-P susina (%) 52,80 53,21 53,20 -
NaCl (%) 1,15 1,03 1,29 -
pH 515 514 5,30 5,47
RL10-P susina (%) 52,18 53,81 52,64 53,11
NaCl (%) 0,96 1,00 1,05 1,19
pH 5,07 5,21 5,18 5,27
RL19-P susina (%) 50,23 50,79 51,90 51,68
NaCl (%) 1,23 0,95 1,12 0,96
pH 5,09 4,87 4,75 4,82
RL26-P susina (%) 53,89 52,83 - 53,06
NaCl (%) 1,61 1,40 - 1,18
pH 5,15 4,99 - 5,02

MLEKARSKE LISTY é. 151

XXI




VEDA, VYZKUM

Tab. 4 Sledované chemické parametry v syrech
s testovanymi kmeny bifidobakterii béhem zrani

testovany  parametr doba zrani (dny)

kmen 1 30 60 90
RB1-MPP susina (%) 51,26 51,92 50,58 51,20
NaCl (%) 1,39 1,22 1,19 1,23

pH 5,11 5,00 4,93 5,03

RB9-MPP susina (%) 53,72 52,27 51,43 51,16
NaCl (%) 1,37 1,03 1,10 1,07

pH 511 5,00 4,99 5,00

RB22-6A susina (%) 49,95 50,18 49,76 | 49,65
NaCl (%) 1,19 1,16 1,16 1,18

pH 5,09 4,85 4,83 4,89

RB44-P susina (%) 51,60 50,81 52,46 50,72
NaCl (%) 1,40 1,30 1,09 1,00

pH 5,16 4,93 4,97 4,15

RB50-P susina (%) 51,46 50,98 50,44 50,48
NaCl (%) - 1,17 1,29 1,12

pH 5,01 4,88 4,87 4,78

dobakteriemi je vyhodnoceni poctu CFU jednoznacné,
protoze je lze kultivacné odliSit na diagnostickém agaru
TOS Propionate Agar s mupirocinem.

Vyrobené syry s pridavkem laktobacila mély celkové
niz§i hmotnost a vyssi suSinu neZ syry vyrobené s pii-
davkem bifidobakterii, ale rozdily byly malé a hodnoty se
li§ily u jednotlivych testovanych kmenii. Hodnoty obsahu
susiny, obsahu NaCl a pH v pribéhu zrani jsou uvedeny
v tabulce 3 pro syry s laktobacily a tabulce 4 pro syry s bifi-
dobakteriemi. Udaje o dvou kontrolnich vyrobéich pouze
s kulturou FD jsou uvedeny v tabulce 5.

Z prubéhu zmén kyseliny mlécné stanovené izota-
choforeticky pro syry s pridavkem laktobacilt (graf. 1)
bylo zfejmé, Ze se jeji obsah po vyrobé lisil u pokusnych
i kontrolnich syrti jen malo, béhem prvnich 30 dnti zrani se
zvySoval a teprve poté postupné klesal. Nejvyssi hodnoty
2 280 mg/100 g doséhl syr s ptidavkem Lactobacillus rham-
nosus RL3-P. U syra s pridavkem bifidobakterii (graf. 2)
rovnéZ stoupal obsah kyseliny mlécné od 1. do 30. dne po
vyrobé, ale pokles obsahu kyseliny mlééné po dalsi dobé

voevs

zrani byl pozvolnéjsi. Nejvyssi hodnoty 2 237 mg/100 g

Tab. 5 Sledované chemické parametry v kontrolnich
syrech béhem zrani

kontrolni  parametr doba zrani (dny)
vyroba 30 60

1 susina (%) 52,94 53,58 53,60 52,82
NaCl (%) 1,40 1,01 1,16 1,20

pH 5,20 519 5,31 5,27

2 susina (%) 51,63 50,47 50,40 50,20
NaCl (%) 1,25 1,26 1,18 1,13

pH 5,06 4,90 4,88 4,91

dosahl syr s ptidanim Bifidobacterium animalis subsp.
lactis RB1-MPP a nejnizsi 1 869 mg/100 g syr s Bifido-
bacterium breve RB44-P, coz byla hodnota srovnatelna
s kontrolnimi vyrobami pouze se smetanovou kulturou FD.

Za vyznamny pro praktické vyuZiti ve vyrob& syrt
povazujeme obsah probiotickych mikroorganismil. Podle
FAO/WHO (2001) musi probioticky vyrobek po celou
dobu pouZitelnosti obsahovat minimalng 10° Zivych bungk
probiotickych bakterii. Toto kritérium spliiovaly minisyry
vyrobené s laktobacily prakticky po celou dobu 90 dni a to
i po odecCteni obsahu heterofermentativnich laktobacili
v kontrolnich syrech v odpovidajicicim stadiu zrani. Prosté
ode¢teni je v tomto pfipadé utkon pouze spekulativni,
protoze nelze s jistotou predpokladat nartst stejného poctu
puvodnich heterofermentativnich druhG v pfitomnosti
jinych ndmi pfidanych laktobacilid. Celkovy pocet hetero-
fermentativnich laktobacili dosdhl v jedné kontrolni
vyrob& maximalné 4x10° CFU/g po 90 dnech zrani, droven
pritomnosti téchto laktobacilii byla v ostatnich vzorcich
odebiranych z kontrolnich vyrob maximélné fadovée
10° CFU/g.

U syru s pfidanymi bifidobakteriemi byly nejvyssi pocty
CFU/g vzdy 1. den po vyrobé fadové 10° CFU/g, u kmene
RB9-MPP jesteé i po 30 dnech zrani. U kmene RB1-MPP se
po 30 dnech pokles stabilizoval na hodnotach fadovée
10° CFU/g az do staii 90 dnd. U ostatnich kmend v celém
prabéhu zrani postupné pocty CFU/g klesaly aZ na hodno-
ty fadové 10° aZ méné nez 10' CFU/g. Prostiedi ve zrajicich
syrech zfejmé neni pro rhst té€chto bakterii nejvhodnéjsi
a tyto se proto jevi jako vhodnéjsi do Cerstvych syri, kde
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Graf 1 Zména obsahu kys. mlééné v syrech s testovanymi
kmeny laktobacili béhem zrani

Graf 2 Zména obsahu kys. mlééné v syrech s testovanymi
kmeny bifidobakterii béhem zrani
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Obr. 1 Pocty CFU/g sledovanych skupin mikroorganismi v syrech s testovanymi kmeny laktobacili béhem zrani

by bylo pravdépodobnéjsi udrZeni poctu bunék potfebnych
pro probiotické u€inky v organismu konzumenta.

Vysledky stanoveni vSech sledovanych skupin mikroor-
ganismu v syrech s laktobacily jsou na obr. 1, s bifidobak-
teriemi na obr. 2 a v kontrolnich syrech na obr. 3.

Pri senzorickém hodnoceni byly syry s pridavkem laktoba-
cil hodnoceny jako vice prozrdlé, mély jemnéjsi konzistenci
a nazloutlou barvu. Syry vyrobené s pridavkem bifidobakterii
mély kompaktni jemnou konzistenci, Zddnd oka, svétlejsi
barvu a chut vesmés kyselejsi a mirn€ nahorklou az horkou.

Zaver

V této praci bylo testovano pouziti 5 probiotickych
kment laktobacilt a 5 probiotickych kment bifidobakterii,
jiz dfive izolovanych ve VUM s. r. 0. a MILCOM a. s.., pfi
vyrobé syra s nizkodohfivanou syfeninou v laboratornich
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RL26-P podminkach s maximalnim omezenim vlivu kontaminace
béhem vyroby.
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T T byt oznacovany jako probiotické vyrobky. U kment bifi-
2 77 i dobakterii byly stanoveny dostatecné pocty Zivych bunck
5 _ o e . A
® s o e pouze 1. den po vyrobé a béhem zrani klesaly Pod
L B pOZZldOVE'lfle hodnoty. qu/zm testgvanych k}ntenu bifi-
2 4 - ) dobakterii v technologii nizkodohfivanych syri se tedy
1 %0 ° - / nejevi jako perspektivni vzhledem k nezadoucim sen-
0 . -’ s, .0 s O a W
N zorickym vlastnostem syrii. Kyselost syri byla po vyrobé
doba zrani (dny) v v L, .. ~ 2 @ o
vy$§i a béhem doby zrani klesala pomaleji nez u syrti s pfi-

davkem probiotickych laktobacild. Pro vyrobu probiotic-
kych syrd s testovanymi bifidobakteriemi by bylo mozné
pouZit napt. enkapsulaci bunék.
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Obr. 2 Pocty CFU/g sledovanych skupin mikroorganismii v syrech s testovanymi kmeny bifidobakterii béhem zrani
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Obr. 3 Pocty CFU/g sledovanych skupin mikroorganismd v kontrolnich syrech béhem zrani
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