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ABSTRAKT

Predmétem mé prace je porovnani mikrobialniho slozeni mezi farmarskym a mlékarenskym
typem syru Saint-nectaire a vliv doby a teploty skladovani na vyvoj mikrobialniho slozeni,
obsah mastnych kyselin a aromatickych latek.

Pomoci RT-PCR byly identifikovany vybrané mikroorganismy. U farmaiského typu Saint-
nectaire byly oproti mlékarenskému typu navic identifikovany Penicillium roqueforti
a fuscoglaucum. U obou typa syru bylo detekovano nejvys$si mnozstvi vybranych
mikroorganisma u syru Cerstvého. Pii skladovani pfi 20 °C se objevil nartst oproti syru
Cerstvému u téchto mikroorganismt: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Cladosporium herbarum a Penicillium commune a camemberti, a dale byla zaznamenana
pfitomnost kontaminantl a patogennich organismi. Po tydnu skladovani pii 20 °C $lo
0 Micrococcus luteus, Salmonella enterica a Staphylococcus aureus a po dalSich dvou tydnech
skladovani byla navic identifikovana Listeria monocytogenes.

Obsah mastnych kyselin a té€kavych latek byl porovnan u péti vzorka: syr Cerstvy, syr
skladovany v lednici po dobu jednoho tydne a tii tydna a syr skladovany pii 20 °C po dobu
jednoho tydne a tfi tydnt. Byl zméfen obsah vazanych a volnych mastnych kyselin, oboji
pomoci GC-FID. Obsah vazanych mastnych kyselin byl srovnatelny u vS§ech méfenych vzorkd.
Nejvyssi obsah volnych mastnych kyselin byl u syru po tfech tydnech skladovani pti 20 °C.
Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou je kyselina palmitova. Tékavé latky byly stanoveny
pomoci metody HS-SPME-GC-MS. Nejvice t€kavych latek bylo identifikovano v syru po tfech
tydnech pii 20 °C a v syru po tydnu v lednici. Nejvice zastoupenymi skupinami byly alkoholy,
ketony a kyseliny.

ABSTRACT

The aim of my work is the comparison of microbial composition between farmtype and
dairytype of Saint-nectaire cheese and the influence of storage time and temperature on the
development of microbial composition, content of fatty acids and aromatic substances.
Selected microorganisms were identified by RT-PCR. In addition, Penicillium roqueforti and
fuscoglaucum have been identified in the Saint-nectaire farm type compared to the dairy type.
In both types of cheese, the highest amount of selected microorganisms was detected in fresh
cheese. When stored at 20 °C, an increase over fresh cheese occurred in the following
microorganisms: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Cladosporium
herbarum and Penicillium commune and camemberti, and the presence of contaminants and
pathogens was noted. After one week of storage at 20 °C, they were Micrococcus luteus,
Salmonella enterica and Staphylococcus aureus, and after another two weeks of storage,
Listeria monocytogenes was identified.

The fatty acid and volatile compounds were compared for five samples: fresh cheese, cheese
stored in the refrigerator for one week and three weeks and cheese stored at 20 °C for one week
and three weeks. The content of bound and free fatty acids was measured, both by GC-FID.
The content of bound fatty acids was comparable in all measured samples. The highest content
of free fatty acids was in the cheese after three weeks of storage at 20 °C. The most common
fatty acid is palmitic acid. Volatiles were determined by HS-SPME-GC-MS. The most volatiles
were identified in the cheese after three weeks at 20 °C and in the cheese after one week in the
refrigerator. The most represented groups were alcohols, ketones and acids.
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UVOD
Francouzské syry patii k nevyhlasenéjsim a zaroven nevyraznéjsim syrim na svété. Klicem
jejich tspéchu je duraz na kvalitni suroviny a tradini vyroba predavajici se po staleti.

Jednim ztéchto syrt je i Saint-nectaire, jehoz nazev v piekladu znamena svaty nektar,
vyrabéjici se od 17. stoleti ve francouzském regionu Auvergne. Pro jeho velkou oblibu se jeho
vyroba v poloviné 20. stoleti rozdé€lila na dvé casti. Prvni zplsob vyroby zistava striktné
tradiCni, kdy se syr vyrabi z nepasterizovaného mléka, diky cemu je kazdy syr original. Druhy
zpusob je modernizovana, velkoobjemova vyroba z pasterizovaného mléka, diky které je
vysledny produkt vzdy vice méné stejny. Hlavnim rozdilem mezi témito vyrobami je pocatecni
uprava mléka, ze které se odviji predev§im mikrobialni slozeni vyslednych syra.

Dulezitymi parametry pro syr jsou samoziejmeé chut’ a viné. Nejvétsi vliv na tyto senzorické
vlastnosti maji mastné kyseliny a aromatické latky, které se méni se starnutim syra. Ve Francii
neni nezvyklé skladovat syry i pii pokojové teploté, diky cemuz se plnohodnotné rozvine jeho
chut a viiné. Takové skladovani ale mize byt nebezpecné z hlediska mikrobialni kontaminace
patogennimi organismy.

Najit tedy vhodné skladovani pro nejlepSi senzoricky zazitek bez otravy jidlem neni
nejjednodussi. Byly pouzity nastroje moderni analytické chemie a molekularni genetiky
abychom porovnali data z pfistroju s hodnocenim samotnych konzumentt.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Charakterizace a rozdéleni syru
Vyhlaska ¢. 397/2016 Sb., zabyvajici se pozadavky na mléko, mlé¢né vyrobky, mrazené krémy
a jedlé tuky a oleje, definuje syr jako mléény vyrobek vyrobeny vysrazenim mlééné bilkoviny
z mléka pusobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagulacnich Cinidel. Tento vysrazeny podil
syrovatky je oddélen a nasledné se necha prokysat nebo zrat [1].

Syry mizeme délit dle nékolika riznych kritérii.

Mezi zakladni rozdéleni syrti patii déleni podle vyse zminéného typu srazeni mléka na:
* sladké,
* kyselé [2].

Dle druhu pouzitého mléka muzeme syry délit na kravské, ov¢i, kozi nebo syry ziskané
ze syrovatky [2].

Podle zptiisobu zrani rozeznavame syry:
* nezrajici vCetné tvarohu:
- Cerstveé,
- termizované,
* zrajici:
- od povrchu do vnitini hmoty syra (syry s mazem),
- prevazné v celé hmotg,
* plisiiové:
- s plisni na povrchu a speciality s plisni na povrchu 1 uvnitf tésta,
- s plisni uvnitf tésta [3].

Podle obsahu susiny:
o tvrdé,
» mékké.

Hlavnim rozdilem mezi témito skupinami je procentudlni obsah vody. Tvrdé syry mohou
obsahovat maximalné 45 % vody, naopak mékké syry minimalné 45 % vody [2].

1.2 Obecna technologie vyroby syra
Pti vyrobé dochazi k velkému mnozstvi fyzikalné-chemickych a biochemickych zmén. Syry
vznikaji oddélenim syrovatky po koagulaci mléka. V syru jsou soustfed’ovany hlavni slozky
mlécné suSiny, hlavné kasein a mlécny tuk. Naopak v syrovatce se nachazi vétSina vody,
laktozy, bilkovin a soli [4, 5]. Technologické operace a dalsi vyrobni postupy jsou u vétSiny
syra obdobné. Odlisnosti kone¢nych vyrobkl se projevuji uz nepatrnou zménou v procesu.
Vyroba zrajicich syru je ¢asové i technologicky slozitéjsi nez u syru nezrajicich [6]. Hlavni
kritéria z hlediska kone¢ného slozeni jsou: obsah tuku, obsah vody, hodnota pH syru, mnozstvi
fosforeCnanu vapenatého, ktery zistane v syru a mnozstvi syfidla zachovaného v syfeniné [7].

1.2.1 Uprava mléka

Prvnim krokem je odstranéni hrubych necistot pomoci filtrace a centrifugace. K redukci
mikroorganismi v mléce se vyuziva pasterace. Pro mléko vyuzivané v syraiském primyslu
se pouziva Setrnd pasterace, aby nedochdzelo k denaturaci bilkovin a tvorbé komplexu
s kaseinem, takZe k-kasein je piistupny pro pisobeni syfidla [6, 8]. Setrna pasterace, se provadi

9



pii cca 75 °C po dobu 15 az 30 s. BEéhem tepelneho oSetfeni se provadi i1 tzv. standardizace
mléka, ktera upravuje obsah tuku tak, aby byl dosazen u hotovych syra pozadovany obsah tuku
v susSiné [4, 5].

1.2.2 Pridavek mlékarenskych kultur

Dalsim dualezitym krokem je oCkovani pasterovaného mléka Cistymi mlékarskymi kulturami,
které zajisti spravny prabéh syfeni a zrani. Zakladni kulturou pro v§echny druhy sladkych syrt
je smetanovy zakys. Piidavek zakysovych kultur je dulezity pro Upravu kyselosti mléka pred
syfenim, pro fermentaci laktozy a tvorbu kyseliny mlécné, nebo se uplatiiuje pii proteolytické
a lipolytické aktivité béhem zrani a ma rovnéz vliv na senzorické vlastnosti (syrového vyrobku).
Plisfiové syry vyuzivaji kromé& smetanového zakysu plistiovou kulturu Penicillium roqueforti
(syry s plisni v tést€) nebo kulturu Penicillium camemberti (syry s plisni na povrchu) [5, 9].

1.2.3 Syreni

Syfeni neboli srazeni kaseinu je fyzikalné-chemicky proces, ktery prestavuje zakladni
technologicky krok pii vyrobé syri. Kasein se z mléka maze koagulovat pii srazeni kyselém,
kdy se hodnota pH snizi na hodnotu blizkou jeho izoelektrickému bodu (pH = 4,6). Dal§im
typem koagulace, ktera se pouziva pro vétSinu typu syru, je (sladké) srazeni ptisobenim syfidla
[4, 8,10].

Sladké srazeni je zalozeno na S§tépeni specifické peptidové vazby. Podstatou primarni
(enzymatické) faze je Stépeni peptidové vazby tvorené aminokyselinami ve frakci x-kaseinu
pomoci enzymil za vzniku para-k-kaseinu a glykomakropeptidu. Dochazi k destabilizaci
kaseinovych micel, které jsou citlivé na pfitomnost vapenatych ionti. Viskozita mléka klesa
a vznikaji nové micelarni Utvary spojené hydrofobnimi vazbami. V sekundarni (koagulacni)
fazi dochazi k seskupovani parakaseinovych micel a k tvorbé gelové struktury za pfitomnosti
Ca’* iontl. Micely se nejdfive zafadi do fetdzcd a poté vytvori trojrozmérnou gelovou sit.
Nasleduje synereze neboli smrStovani gelu do sebe za uvoliovani syrovatky a utuzeni
srazeniny. Posledni terciarni faze ovliviiuje zrani syri proteolytickym pusobenim zbytku
sytidla [3, 4].

Celkova doba syfeni se obvykle pohybuje kolem 30 minut. Na kvalitu syfeniny ma vliv teplota,
koncentrace syfidlového enzymu a kyselost mléka [10]. Aktivni slozkou klasického syfidla,
které se ziskava extrakci telecich zaludkd, je enzym chymosin (rennin). V disledku omezenych
zdroji jsou misto né pouzivany dal§i enzymové preparaty zivoCisného, rostlinného nebo
mikrobialniho ptvodu [5, 10].

1.2.4 Zpracovani srazeniny

Prvnim krokem zpracovani je krajeni gelu, ktery ma potiebnou tuhost. Po rozdrobeni vznika
syraiské zrmo. Cim jemng&jsi zrno, tim tvrd§i syr se vyrobi, protoZe se uvolni vice syrovatky.
Provadi se pomoci soustavy plochych nebo strunnych nozi ulozenych v ramu, tzv. syraiskych
harf, otacejicich se v riznych vyskovych rovinach po dobu asi 20 minut. Vzniklé syrové zrno
o velikostech 3—15 mm se nasledné opatrné micha, aby nedoslo k roztfisténi Castic na tzv. sy-
rafsky prach, ktery by byl odvadén spolecné se syrovatkou, cimz by se snizila vytéznost [3, 5].

1.2.5 Formovani a soleni

Syry, které se dostavaji k béznému spotiebiteli, maji az na vyjimky svij typicky tvar a velikost.
Ty se ziskavaji formovanim do riznych tvoritek. Jejich ukolem neni pouze dodat syrovym
zrnum pozadovany tvar, ale také je oddélit od zbytku syrovatky. Mékké syry se lisuji vlastni
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vahou, je nutné je otacet. Polotvrdé a tvrdé syry se lisuji narastajicim tlakem o 0,005-0,04 MPa
po dobu 60 minut a déle. ZvySovani tlaku vede k uzavieni povrchu syru a zamezeni odtékani
syrovatky. Béhem lisovani probiha dalsi prokysavani. Na rozdil od volného uvoliiovani
syrovatky, kdy na povrchu vznika jemna, hladka, celistva vrstvicka, se pusobenim tlaku vytvari
pevna, tuha karka [4, 5].

Existuje nekolik riznych postupt soleni syra: soleni do zrna, soleni na sucho a soleni v solné
lazni. NejCast&ji se vyuziva soleni v solné lazni o koncentraci 18-22% chloridu sodného
pfi teploté¢ 10—15 °C pfiblizné hodinu po lisovani. Doba soleni je zavisla na pozadovaném
obsahu soli, velikosti a tvaru syra [3]. Soleni syra je dulezity krok ovliviiujici celou fadu
vlastnosti. Vyznamné zlepSuje chut konecného vyrobku, reguluje obsah vody, zpeviiuje
texturu, tvar a ma vliv na aktivitu enzymu a kultur v posledni fazi vyroby. Obsah soli v syrech
je v rozmezi 0,5-2 % [5].

1.2.6 Proces zrani

Vsechny syry s vyjimkou téch, které se konzumuji Cerstvé, podléhaji poslednimu procesu
v syraiské vyrobni technologii, zrani. Béhem zrani syru dochéazi k vyznamnym zménam
ve struktufe 1 slozeni, které ve vysledku davaji syru jeho specifické senzorické vlastnosti jako
chut, aroma, texturu a vzhled. Zranim dochazi rovnéz k mikrobiologickym zménam, piedevsim
k rozvoji sekundarni mikroflory, zodpovédné zejména za vznik charakteristického aroma a
chuti syrua [4, 7].

Tvrdé syry zraji soucasné v celé hmot€, jedna se o tzv. anaerobni zrani, kdy se bilkoviny
rozkladaji velmi pomalu pouze na aminokyseliny. Po urcitém case se enzymové a mikro-
biologické zmeény zastavi, zatimco vyparovani vody pokracuje. Tvrdé syry maji proto vysokou
trvanlivost. Pivodci tohoto zrani jsou predevsim syfidla, mikrobialni proteolytické enzymy
a plazmin [5, 11].

V sekundarnim (aerobnim) zrani se §tépi aerobnimi mikroorganismy rychle na amoniak, oxid
uhlicity a vodu. Prochazi pomalu od povrchu dovnitf a vytvari charakteristicky maz [5].

Vznik charakteristickych senzorickych vlastnosti zpisobuje preména tii zakladnich slozek
mléka — laktozy, mlééného tuku (lipolyza) a bilkovin (proteolyza). Za vSechny procesy jsou
zodpovédné enzymy, mezi které fadime proteolytické enzymy, lipazy Stépici triglyceridy
a enzymy rozkladajici aminokyseliny a mastné kyseliny vCetné jejich derivatu [4].

Vyrazné zmény pii zrani jsou predev§im u konzistence syru. Ta je zavisla na bobtnani
parakaseinu, na které ma vliv obsah kyseliny mleécné. Pfi optimalnim mnoZstvi kyseliny mlécne
vytvari parakasein laktat. Ten je rozpustny v 5% roztoku chloridu sodného pfi pH 5,2. Sodné
ionty v parakaseinu vytésni vapenaté ionty, ¢imz se syr zvla€ni a nabobtna. Pokud je vSak
piebytek kyseliny mlécné, netvorii se laktat, ale nerozpustny bilaktat. Konzistence je tuha,
protoze jsou vapenaté ionty vytésneény kyselinou [5].
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1.3 Saint-nectaire

1.3.1 Historie vyroby

Tento syr se po staleti vyrabi v regionu Auvergne ve Francii. Prvni zminka o syru Saint-nectaire
(v ptekladu svaty nektar) pochazi z let 16501670, kdy byl povazovan za venkovsky syr, jelikoz
zrani probihalo na slamé. Na konci 17. stoleti se dostal az na stil francouzského krale
Ludvika XIV, ¢imz si ziskal oblibu i ve vysSich vrstvach.

Do prvni poloviny 20. stoleti byla vyroba Saint-nectaire vyhradné farmarska. V roce 1947 byl
uznan Unii pro Slechténi a zusSlechtovani mlécnych vyrobkl a roku 1955 ziskal syr
kontrolované oznaeni pavodu AOP (v Cestiné CHOP). Od tohoto roku produkce prudce
vzrostla a roku 1964 se produkce rozdélila na dva typy syru: ,fermier (farmatsky) a , laitier*
(mlékarensky, vyrabény velkoobjemove).

V roce 2017 se prodalo 14 000 tun syru Saint-nectaire, ¢cimz se stal nejprodavanéj§im AOP
farmatskym syrem v Evropé [12].

1.3.2 Charakterizace syru a jeho vyroby

Saint-nectaire je polomekky, lisovany syr, s plisni na povrchu kury, ktera je v procesu zrani
pravidelné omyvana [13]. Jeho chut a textura zavisi hlavné na biochemické aktivité
mikroorganisma, které se v syru béhem procesu zrani vyvijeji [14].

Striktn€ se vyrabi pouze z mléka krav chovanych v 69 obcich lezicich v horské oblasti Puy-de-
Dome. Na téchto farmach je omezen pocet krav na hektar, kravy musi byt na pastvé minimalné
160 dni v roce a zimni krmivo musi obsahovat alespori 50 % sena [12].

Startovacimi kulturami jsou Streptococcus thermophilus a Lactococcus lactis, syfeni probiha
hodinu pomoci sladkého srazeni. Srazenina je poté nakrajena na zrna o velikosti odpovidajici
zrnu pSenice az kukufice. V dalsi fazi je zrno oddéleno od syrovatky a umisténo do formy, kde
je syr nasolen hrubou soli z obou stran a zabalen do vlhké Inéné latky. Dale je syr po dobu 10
hodin lisovan a nasledné presunut ke skladovani na maximaln¢ jeden tyden pii teploté 8—10 °C
[15].

Ke zrani jsou syry pievezeny do sklepl. Tato faze je nejdulezitéjsi v celé vyrob€, syr zde
ziskava své specifické senzorické vlastnosti. Hlavni jsou tfi podminky: teplota 8—12 °C, vlhkost
vys8i nez 90 % a pravidelné vétrani. Syry se v prubéhu prvnich tii tydni dvakrat omyvaji
v osolené vod¢ a tydné se obraceji a potiraji. Minimalni doba zrani pro klasicky Saint-nectaire
je 28 dni, pro mensi La petit Saint-nectaire je to 21 dna [12].

Tésné po formovani a prvnich dnech zrdni ma syr svétle zlutou barvu a je bez znamek
mikrobialniho rastu. Od ¢tvrtého dne Ize pozorovat na povrchu bilou krustu a od Sestého dne
1ze na povrchu pozorovat bila vlakna plisni. Devaty den se barva za€ina meénit na Sedo/hnédou.
Ke konci zrani (25. —=30. den) 1ze na povrchu pozorovat oranzovo/rizova mista. Od Sedesatého
dne zacina kdra syru tvrdnout, zatimco uvniti se stava tekutéj§im, a barva se méni na tmavsi
zlutou [13].
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1.3.3 Druhy Saint-nectaire
Od roku 1964 rozlisujeme dva druhy: farmarsky a mlékarensky.

1.3.3.1 Saint-nectaire fermier

Vyrabi se pouze na farmach, dvakrat denné, po rannim a veCernim dojeni. K vyrob¢ se pouziva
nepasterizované mléko, diky ¢emuz je kazdy syr senzoricky i mikrobialnim slozenim original,
na druhou stranu ale muze syr obsahovat nevyznamné mnozstvi patogent jako jsou Salmonella
enterica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus nebo Escherichia coli. Védci vSak
tvrdi, Ze velké mnozstvi mikroorganismi z mléka na povrchu chrani syr pied vstupem téchto
patogenu. Farmarsky Saint-nectaire ma vyrazné Sedou kiru [16].

1.3.3.2 Saint-nectaire laitier

Je vyrabén z Setrné€ pasterizovaného mléka. Toto oSetfeni umoziuje standardizaci obsahu tuku,
homogenitu vyrobenych produktt po cely rok a vyssi bezpe¢nost z hlediska bakteriologickych
rizik. Aktualné veskera produkce mlékarenského typu Saint-nectaire pochazi pouze ze Ctyt
mlékaren. Syr vyrobeny timto zplisobem ma bilo/oranzovou az nartizovélou kiru [12].

1.3.4 Mikrobiologické slozeni
Hlavnimi a startovacimi mlékarenskymi kulturami jsou Streptococcus thermophilus
a Lactococcus lactis. V prabéhu zrani syru se slozeni mikroorganisma velmi lisi.

Na zrani syru Saint-nectaire maji rozhodujici vliv tyto kvasinky: Torulopsis sphaerica,
Torulopsis candida, Kluyveromyces lactis, Candida sake, Candida intermedia, Yarrowia
lipolytica a Debaryomyces hansenii, ktera je nejzastoupen¢jsi kvasinkou v tomto syru [17, 18,
19].

Seda barva syru je piipisovana kvasinkové houb& Geotrichum candidum, ktera soutasné svymi
enzymy podporuje lipolytické a proteolytické reakce. Dal§imi plisnémi na povrchu mohou byt
Cladosporium herbarum, Penicillium mucor nebo Penicillium camemberti [17, 20].

Prvni dva dny jsou dominantni hlavné bakterie mlééného kvasSeni Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis a Streptococcus cremoris a dale kvasinky druhG Debaryomyces
a Torulopsis. Ctvrty den se za&inaji objevovat Geotrichum candidum a Penicillium mucor. Od
dvacatého dne se zacinaji hojn€ vyskytovat Brevabacterium linens a Arthrobacter arilaitensis
[13].

1.4 Aromatické latky
Aromatické latky jsou tékavé senzoricky aktivni slozky, které ovliviiuji vini a chut’ potravin.
Tyto parametry jsou nejdulezitéjsimi pii vybéru spotiebitelem.

Chut’ a vini tvofi smési riznych skupin organickych t€kavych latek, které jsou pfirozenou
soucasti potravin nebo vznikaji béhem zpracovani enzymovymi nebo chemickymi reakcemi.
Termin aromatické latky zahrnuje veSkeré vonné a chutové latky, jez pasobi na Cichové a
chutové receptory, latky, které vytvaii dojem viné a chuti, tzv. flavour [21, 22].

Tyto vonné a chutové latky fadime do rtiznych chemickych skupin, jako jsou napf. aldehydy
a ketony, karboxylové kyseliny a jejich derivaty atd. Jen vyjimec¢né se u potravin setkame s tim,
ze by jejich vyslednou chut, barvu a vini ur¢ovala pfitomnost jen jediné substance ¢i nékolika
malo latek VétSinou se jedna o slozitou smés vice sloucenin [10].
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Aromatické latky v syrech vznikaji béhem zrani, zejména zakladnimi metabolickymi procesy:
proteolyzou, lipolyzou a metabolismem laktozy, laktatu a citratu. Unikatni chut riznych typt
syru je vysledkem rovnovahy mezi t€kavymi a netékavymi chemickymi slouceninami a kazdy
vyrobek ma jedinecné slozeni t€kavych sloucenin [23].

Dosud bylo identifikovano vice nez 600 tekavych latek zjisténych v syru. OvSem jen mala Cast
z téchto latek je opravdu odpoveédna za chut i aroma syru [24].

1.4.1 Alkoholy

Jako aromatické latky se hlavné uplatiiuji volné primarni alkoholy a jejich estery. S biosyntézou
alkoholt jsou spojeny rtuzné metabolické drahy jako metabolismus laktézy a aminokyselin,
methyl-ketonova redukce a degradace mastnych kyselin hlavné linolové a linolenové [23, 25].

Nejcastéjsi alkohol, ktery je oznaCen jako kliCovy odorant ve vétSin€ syrd, je 1-okten-3-ol.
Tento alkohol je hlavni aroma aktivni slouceninou mékkych syra, jako je Camembert, pfirodni
a krémova Gorgonzola a Mozzarella, ale je také kliCovym odorantem tvrdého syru [24].

Mezi alkoholy s rozvétvenym fetézcem v syrech (napt. Mozarella) patii 3-methylbutan-1-ol,
ktery zpuasobuje piijemnou vuni Cerstvych syrd. K sekundarnim alkoholiim, které vznikaji
enzymatickou redukci methylketond, se fadi heptan-2-ol, ktery ma krémovou piichut [23, 24].

1.4.2 Estery

Estery patfi k nejrozsifenéjSim slouceninam v potravinach. Vznikaji esterifikaci, tj. reakci
mastnych kyselin s primarnimi nebo sekundarnimi alkoholy. Vétsina esterti nalezenych v syru
ma sladké a kvétinové aroma. Hraji dualeZitou roli pii formovani ovocného charakteru syru.
ZvySena koncentrace ethanolu zpusobuje broskvo/meruiikové, karamelové, hruskové nebo
paprikové aroma a snizené vnimani mydlového aroma nebo chuti po vafeném zeli [24, 26].

Vyznamnym typem estert, vyskytujicim se v potravinach jako vonné latky, jsou laktony. Jedna
se o cyklické slouceniny vznikajici esterifikaci hydroxykarboxylovych kyselin. Podle poctu
atoml uhliki mezi uhlikem s navazanou hydroxylovou skupinou a karboxylovou funkéni
skupinou jsou déleny na B-laktony, y-laktony a o-laktony. y-laktony a o-laktony, vznikajici
dehydrataci prislusnych hydroxykyselin se Casto vyskytuji jako vonné latky v potravinach.
Laktony pfispivaji k maslovému charakteru syru. Také jsou obvykle spojeny s vyraznymi
vunémi broskve, merunky nebo s kokosovymi vinémi. Jednim z nejcastejSich a dilezitych
laktont pritomnych v syru je d-dekalakton. Tato latka je klicovy odorant pro Hermelin a syr
ementalského typu [8, 27, 28].

1.4.3 Furany

Furany jsou znamé jako vyrazné aromatické slouCeniny, které vznikaji v prabéhu zpracovani
jako produkty Maillardovych reakci. Diky své piijemné chuti a viini jsou vyrabény synteticky
v prumyslovém méfitku a jsou Siroce pouzivany jako aromatické latky pro potraviny a napoje.
Nejvyznamnéjs§i slouCeninou je 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furan (furaneol), ktery se
pravdépodobné tvoii v prub&hu vareni a dava syrim ofiskové aroma. Dalsi vyznamny furan je
5-ethyl-4-hydroxy-2-methyl-3(2H)-furan (homofuraneol), ktery pfispiva ke karamelové
a sladké vuni [24, 29].
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1.4.4 Aldehydy a ketony

Tekavé aldehydy a ketony patii k nejdilezit€j§im vonnym a chutovym latkam. V potravinach
se vyskytuji bud’ jako primarni nebo sekundarni latky enzymovych a chemickych reakci.
Mohou byt jak zadouci, tak i nezadouci nositelé viné a chuté potravin. A tak ¢asto slouZzi jako
indikatory nezadoucich senzorickych zmén ¢i zmén vyzivové hodnoty potravin [10].

Ketony maji charakteristickou ovocnou, kvétinovou nebo houbovou plesnivou vini, proto hraji
vyznamnou roli jako zadouci 1 nezaddouci aromatické slozky potravin. Ketony jsou hlavni
slozkou mlécnych produkt [24].

Mezi ketony nachazejici se v syrech (napt. Gouda nebo Camembert) patii nonan-2-on, oktan-
3-on, dekan-2-on a undekan-2-on, které maji charakteristické ovocné, kvétinové ale 1 plisfiové
aroma. Dulezitym ketonem je okt-1-en-3-on, ktery ma charakteristické houbové aroma a
pochazi z drah kyseliny linolové a linolenové [24, 27, 30].

Jednim z nejdilezitéjsich diketonu je 2,3-butandion (diacetyl). Produkce 2,3-butandionu je
predevsim v disledku Cinnosti bakterii mlécného kvaseni, pfedev§im Lactococcus lactis. Tato
tékava latka je ocefiovana pro svou maslovou a ofechovou vini a byla identifikovana jako
klicovy prvek aroma Hermelinu, Ementéalu a ¢edaru, stejné jakol-okten-3-on [24].

Aldehydy vznikaji z aminokyselin bud’ transaminaci, coz vede k pfechodnym imidim, které
mohou byt dekarboxylovany, nebo Streckerovou degradaci. Aldehydy jsou povazovany
za piechodné a nestabilni latky syri, protoze se siln€ §tépi na primarni alkoholy nebo dokonce
oxiduji na odpovidajici kyseliny. Tyto slouCeniny proptjcuji syrim charakteristické kvétinové
aroma. Témeér vSechny nasycené alifatické aldehydy maji vyznam jako aromaticky aktivni latky
[24, 26].

Mezi aromatické aldehydy vyskytujici se v syrech fadime fenylethanal, ktery vznika degradaci
fenylalaninu. Linearni aldehydy, jako jsou n-butanal, n-pentanal, n-hexanal a n-nonanal jsou
pomeérné bézné v syrech. Linearni aldehydy jsou velmi nepiijemné, kdyz jejich koncentrace
prekroCi urcitou hranici. Jsou charakterizovany jako aroma zelené travy a bylin. Hexanal je
jeden z nejhojnéjsich aldehyda a dava aroma pazitkové nebo po nezralém ovoci. Nonanal
muzeme popsat také jako aroma po rizich. 2-nonenal dava stejné jako hexanal pazitkovou chut
[23, 24, 26].

1.4.5 Sirné slouceniny

Tekavé sirné slouceniny maji dulezity vliv na chut’ syrd. Sirné slouceniny vznikaji nejcastéji
degradaci methioninu a jsou vysledkem Stépeni vazeb mezi uhlikem a sirou. Tyto slouceniny
jsou znamé silnym Cesnekovym aroma. Jejich viné je také oznaCovana jako kvétakova, typicka
chut po zeli a brokolici.

Nejcastéjsi slozkou syru je methional (3-methylthiopropanal). Vyznacuje se také Stiplavym,
drazdivym aroma a hraje dilezitou roli ve vonném profilu typt syru jako Hermelin, Cedar,
Emental, kozi syr a dalSich. Pfispiva pozitivné k chuti syru v nizkych koncentracich, ale pfi
vysoké koncentraci byl zji§tén bramborovy off-flavour [24, 31].

Methanthiol je dalsi dalezita slouCenina obsahujici siru. Mnoho mikroorganismu je schopno
vyrabét methanthiol z methioninu, obzvlasté Penicillium camemberti, Geotrichum candidum.
Methanthiol je jednim z charakteristickych aroma slou¢enin Camembertu a ¢edaru [24].
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1.5 Mastné kyseliny
Mastné kyseliny (MK), organické karboxylové kyseliny s alifatickymi uhlovodikovymi fetézci
dlouhymi 4 az 24 uhlikd, jsou vyznamnymi vyzivovymi slozkami lipidl a vyskytuji se ve v§ech
jejich druzich [10, 32].

Vétsina prirozené se vyskytujicich MK ma sudy pocet uhliku v fetézci, ktery se sklada typicky
z 12 az 24 uhlika. Sudy pocet uhliki v fetézci je zpusoben biosyntézou z dvouuhlikatého
prekurzoru ve formé kyseliny octové. Ve vétsin€ z nich se vyskytuje linearni uhlovodikovy
fetézec. Vyjimku tvoifi MK v bakteriich, které¢ obsahuji rozvétvené nebo dokonce cyklické
struktury [32, 33].

Neesterifikované mastné kyseliny se oznacuji jako volné mastné kyseliny (VMK), pro néz je
typicka vyrazné amfipatickd povaha a velmi nizké zastoupeni v zivych systémech. V tucich
a lipidech membran jsou mastné kyseliny esterifikovany alkoholy (glycerolem, sfingosinem
nebo cholesterolem) [34].

Triacylglyceroly (TAG) jsou tvofeny glycerolem esterifikovanym tfemi mastnymi kyselinami.
Pokud obsahuji stejné mastné kyseliny, nazyva se molekula jednoduchy TAG. Slozeny TAG
obsahuje dvé nebo tfi riazné mastné kyseliny. Tuky ve stravé obsahuji predev§im kyselinu
palmitovou, stearovou, olejovou a linolovou. Nenasycené mastné kyseliny se nejcastéji vazi
na prostfedni atom uhliku v molekule glycerolu. [34, 35].

Obecné je znamo, ze mastné kyseliny s poc¢tem uhlikt vétS§im jak 12 nehraji tak velkou roli
v chuti vzhledem k jejich vysokému prahu vnimani. Mastné kyseliny s fetézcem kratkym nebo
sttedné dlouhym se sudym poctem uhlikti (C4—C12) maji mnohem niz$i prah vnimani, a proto
charakteristické aroma. Naptiklad kyselina ethanova a propanova maji typickou octovou vuni.
Kyselina butanova ptichut’ po zluklém syru [24, 27].

1.5.1 Rozdéleni mastnych kyselin

Mastné kyseliny je mozné rozdélit podle délky retézce na MK s kratkym fetézcem (C3—-C6),
se sttedné dlouhym fetézcem (C8—C10), s dlouhym fetézcem (C12—C18) a s velmi dlouhym
fetézcem (>C18). Dale lze d¢lit podle pritomnosti dvojné vazby na nasycené a nenasycené,
které se dale d€li na mononenasycené a polynenasycené mastné kyseliny podle poctu dvojnych
vazeb [32, 34].

1.5.1.1 Nasycené mastné kyseliny

Jsou bézné obsazeny v pfirodnich lipidech s rovnym, nerozvétvenym fetézcem o sudém poctu
uhlikd. MK s niz§im poétem uhliku, napiiklad kyselina maselna nebo kapronova, se typicky
objevuji v mlééném tuku.

Dalsi hojné se vyskytujici MK v mlécném tuku je kyselina myristova, ktera se na slozeni jinych
lipidu podili jen z 1-2 %, zatimco v tuku mlé¢ném, kokosovém nebo palmojadrovém tvoii az 10 %.

Palmitova kyselina je nejrozsifenéjsi nasycenou MK, vyskytuje se jak v lipidech zZivocisnych tkani
(20-30 %), tak v rostlinnych olejich ze semen (5-30 %) a v palmovém oleji (> 40 %) [10, 36].
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1.5.1.2 Mononenasycené mastné kyseliny

Vzajemne se od sebe lisi jak poctem atomt uhlikl, tak i polohou dvojné vazby a jeji
prostorovou orientaci. U pfirodnich mononenasycenych MK nalezneme konfiguraci zpravidla
cis, malokdy pak trans, ke které dochazi pfi ztuzovani tukt (hydrogenaci).

Nejrozsitenéjsi je kyselina olejova, ktera se alesponi v malém mnozstvi vyskytuje v téméf vSech
rostlinnych 1 zivocisnych lipidech [10, 33].

1.5.1.3 Polynenasycené mastné kyseliny

V ptirodnich lipidech se vyskytuji spise zfidka. Nejbéznéjsi polynenasycenou MK je kyselina
linolova, ktera napfiklad ve slunecnicovém oleji tvori az 60 % sloZeni. Dalsi dulezitou MK je
kyselina linolenova vyskytujici v pletivech rostlin, nejvice pak v semenech Inu. Kyselina
linolova 1 linolenova jsou pro ¢loveéka esencialni, tzn. musi je pfijimat v potrave, protoze je
nedokaze syntetizovat de novo [10, 33].

1.5.2 Esterifikace mastnych kyselin

Esterifikace patii mezi hlavni reakce mastnych kyselin, pfi niz karboxylova kyselina reagujici
s alkoholem poskytuje ester. Pro estery a pro prirodni tuky jsou charakteristické inter-
esterifikacni reakce katalyzované acidobazickymi katalyzatory nebo enzymy.

Pti alkoholyze dochazi k reakci triacylglycerolu s alkoholem, ktera dava vzniknout esterim
mastnych kyselin (MK) za odlucovani glycerolu. Nejcastéji se vyuziva methanol, se kterym
vznikaji methylestery MK. Protoze MK, nejsou tékavé je potfeba je pro analyzu pomoci
plynové chromatografie (GC) prevést na tékavé methylestery. Esterifikaci lze provést za
bazické ¢i kyselé katalyzy [10, 34].

1.6 Plynova chromatografie
Chromatografie je separacni proces zalozeny na rozdé€lovani sloucenin mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze — pohyblivou (tzv. mobilni) a nepohyblivou (tzv. stacionarni). U plynové
chromatografie je mobilni fazi plyn (tzv. nosny plyn), ktery musi byt inertni. NejCastéji se jako
nosny plyn vyuziva dusik, vodik nebo helium. Aby byl zajistén optimalni pratok plynu kolonou,
je nutné, aby tlak na zac¢atku kolony byl vyssi nez na konci.

Plynova chromatografie se uplatiiuje pii déleni, identifikaci a stanoveni vSech slozek, které 1ze
prevést bez rozkladu do plynné faze. Separace slozek analytu probiha na koloné podle velikosti
afinity ke stacionarni fazi. V porovnani s kapalinovou chromatografii ma v komplexnim
usporadani vétsi separacni ucinnost, selektivitu, rozliseni a citlivost [38, 39, 40, 41].

Princip této metody spociva v aplikaci vzorku obsahujiciho analyt do vyhfivaného prostoru
injektoru, kde dojde k odpareni. Stanovované latky musi byt proto tékavé a teplotné stabilni.
Jejich bod varu by pfi atmosférickém tlaku nemél byt vyssi nez 360 °C [38, 40]. Molekuly
vzorku jsou poté unaSeny nosnym plynem na kolonu podle bodu varu a jejich volatility [39].

V kolong¢ se analyty sorbuji na stacionarni fazi (bud’ se rozpoustéji v zakotvené fazi (GLC) nebo
se adsorbuji na pevny sorbent (GSC). Zdrzeni ve stacionarni fazi je fizeno hodnotami tlaku par
a afinitou dané latky ke stacionarni fazi, pfiCemz mobilni faze nema pfimy vliv na separaci.
Z kolony nakonec vystupuji jednotlivé separované latky. Latky, které se sorbuji mélo, vystupuji
z kolony nejdfive a maji nejkratsi retencni ¢asy. Z kolony vstupuji latky do detektoru, jehoz
signal odpovida zménam jejich koncentrace v nosném plynu vystupujicim z kolony [38, 39].
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1.6.1 Instrumentace plynového chromatografu

Hlavnimi castmi plynového chromatografu jsou: zdroj nosného plynu, regulator pratoku,
injektor, kolona, termostat, detektor a fidici a vyhodnocovaci zafizeni které je schopné
zpracovat signal z detektoru (obvykle pocitac). Obecné schéma plynového chromatografu je
znazornéno na obrazku 1.

Zdroj nosneho

plynu TC}O

Davkovaé m

=
Kolona |Detektor] | >
] Ridici a
Termostatovany vyhodnocovaci
prostor zafizeni

Obrazek. 1: Obecné schéma plynového chromatografu [42]

1.6.1.1 Injektory

Pro zajisténi optimalni i€innosti separace je tieba vnést vzorek do chromatografického systému
v co mozna nejmensim mnozstvi. Vzorek je nastfikovan do injektoru pfes pryzové septum,
rucné injekéni stfikackou, nebo automaticky pomoci autosampleru. Obvyklé mnozstvi
nastiikovaného vzorku je 1 pl.

Jsou mozné dva typ nastfiku na kolonu: s déliCem (split) a bez délice toku (splitless).
Pti davkovani bez délice toku (splitless injection) je cely nastiiknuty vzorek odpafen a unasen
proudem nosného plynu do kolony [40].

Davkovani s delicem toku (split injection) se pouziva v piipadé, pokud je vzorek
koncentrovangjsi, ptfipadné pokud existuje obava z kontaminace nebo pretizeni kolony.
V tomto mddu je vzorek v lineru bleskové odpatfen a smisen s nosnym plynem. Pfevazna Cast
této smesi je uvolnéna do atmosféry a pouze jeji zlomek je transportovan do kolony [43].

1.6.1.2 Kolony

V soucasnosti se v plynové chromatografii nejcastéji pouzivaji kapilarni kolony. Tyto kolony
jsou tvoreny kapilarou z taveného kfemene, skla nebo nerezu, ktera je z venku potazena filmem
polymeru, ktery ji chrani pfed zlomenim nebo jinym mechanickym poskozenim. Délka byva
nejCastéji v rozmezi 10-100 m. Vnitini pramér 0,1-1,0 mm, nejéastéji 0,25 mm. Bézné
vyuzivané jsou tyto typy kapilarnich kolon:

e PLOT - vrstvicka pevného sorbentu je na vnitini stran€ kolony,
e SCOT - vrstvicka nosice na vnitini sténé kapilary smocena stacionarni fazi,
e  WCOT - tenky film stacionarni faze vytvoreny pfimo na vnitinim povrchu kolony [44, 39].

18



V minulosti byly vyuzivany kolony napliiové, které se v dnesni dobé vzhledem k ucinnosti
separace pfili§ nevyuzivaji. Jsou zhotoveny napt. z nerezové oceli, skla, Al, Cu, Ni. Jejich délka
je 1 az5 m a primér 2 az 6 mm. Stacionarni faze tvoii 1-10 hm. % nosice a mize byt nepolarni
1 polarni. Pro adsorpéni chromatografii se jako stacionarni faze pouzivéa napiiklad silikagel,
alumina nebo adsorbenty na bazi polymert [39].

1.6.1.3 Detektory

Hlavnim ukolem detektoru je poskytnout odlisny signal pifi prachodu nosného plynu
obsahujiciho eluovanou slozku oproti prichodu nosného plynu samotného. Detektor by mél
poskytovat maximalni rychlost odezvy, stabilni signal, co nejniz§i meze detekce, selektivitu
a citlivost. Mezi zakladni typy detektorti patii plamenovy ionizacni detektor (FID), detektor
elektronového zachytu (ECD), plamenovy fotometricky detektor (FPD), fotoionza¢ni detektor
(PID), termoionizacni detektor (AFID) a hmotnostni spektrometr (MS) [44].

1.6.1.4 Plamenové ionizacni detektor (FID)
Je nejvhodnéjsim detektorem pro stanoveni organickych latek v potravinach, diky své
univerzalnosti a nizkému limitu detekce [45].

K ionizaci dochézi ve vodikovém plameni hoficim teplotou kolem 2 200 °C, ktery vznika
exotermickou reakci plynného vodiku se vzdusnym kyslikem za vzniku vody. Plyn vychazejici
z kolony je veden do plamene, kde dojde ke spaleni organickych latek v ném pfitomnych
a ke vzniku iontd.

Sbérna elektroda je umisténa nad plamenem a mezi ni a tryskou se vytvorti elektrické pole.
Generovany slaby elektricky proud je detekovan a znamenavan, pfi¢emz odezva detektoru FID
je obecné umérna poc¢tu uhliki v molekule analytu. Slozky vzorku jsou nasledné identi-
fikovany porovnanim s retencnimi Casy standardii a kvantifikovany zpravidla metodou
absolutni kalibrace [46, 47].

1.6.2 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME — Solid Phase Micro Extraction), je jednoducha sorpcni
metoda Casto vyuzivana v plynové chromatografii. Je vhodna pro kapalné i tuhé vzorky.
Vyhodou této techniky je Casova nenarocnost a nepiitomnost organickych rozpoustédel béhem
sorpce [48].

Principem metody je, ze se vzorek zahfivd ve vialce, ve které nasledné dochazi k sorpci
analyzovanych aromatickych latek na kiemenné vlakno pokryté vrstvou polymeru. Analyt je
na vlakno sorbovan, dokud neni dosazeno rovnovahy. Poté je vlakno presunuto do pfistroje,
kde je vystaveno vysoké teploté, pfi cemz dochazi k desorpci analytd. Vystavenim vysoké
teploté také soucasné dochazi k vypaleni vlakna, které je ptipraveno k dalsi analyze [49].

SPME mize probihat tfemi zptsoby podle umisténi vlakna. Mize jit o pfimou extrakci, kde je
vlakno ponoteno piimo do vzorku, o extrakci z prostoru nad vzorkem (HS — Headspace) nebo
o extrakci pfimo ze vzorku, ale s vlaknem oddélenym membranou. Vyhodou HS extrakce je
snadna pfiprava vzorku k analyze [50].
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1.7 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je separacni technika zalozena na interakci iontd v plynné fazi
na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z).

Nejprve je vzorek preveden do plynné faze a nasledné€ je ionizovan v iontovém zdroji. lonty
jsou nasledné elektrostaticky urychlovany a poté vylétaji z iontového zdroje do hmotnostniho
analyzatoru. Separace iontli v hmotnostnim analyzatori mize podle aplikace rovnéz probihat
pomoci ruznych technik. Nejvice vyuzivané jsou kvadrupdly, iontova past nebo priletovy
analyzator (TOF). Po separaci zadoucich ionti podle poméru m/z jsou ionty detekovany
na detektoru, obvykle se vyuziva elektronovy nasobi¢ nebo Faradayav detektor.

Vystupem je tzv. hmotnostni spektrum, coz je zdznam, ktery popisuje zavislost intenzity signalu
(osay) na poméru m/z [51].

1.7.1 Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Tato technika slouzi k identifikaci a kvantifikaci tekavych latek, které jsou pfitomny
v komplexnéjSich smésich. Spojeni téchto dvou metod nam dava vysokou separacni ti€innost
amoznost stanovit nezndmé slouceniny. Kazdy analyzovany vzorek ziska jako wvystup
chromatograf z GC a hmotnostni spektrum, které nam umozni jednotlivé slozky identifikovat
a porovnat s knihovnou spekter [39].

Nejvetsim problémem pro spravnou funkénost techniky je pracovni tlak, ktery se mezi GC
a MS 1isi az o 9 tadu, proto je nutny vykonny vakuovy systém. V souCasnosti se vyuZzivaji uzké
kapilarni kolony s malym pratokem, které se zavadi pfimo do iontového zdroje [52].

1.8 Polymerazova retézova reakce (PCR)
Metoda je zalozend na amplifikaci pozadovanych sekvenci nukleovych kyselin. Jeji
specificnost je zalozena na pouziti dvou vychozich nukleotidovych jednotek (primert), které
hybridizuji do komplementarnich sekvenci opacnych vlaken DNA a ohrani¢uji zadanou
sekvenci. Proces probiha v termocykleru, ktery umoziiuje cyklicky ménit teplotu az o nékolik
desitek stupnid béhem par sekund. Vysledkem polymerazové fetézové reakce je obrovské
mnozstvi kopii vybrané sekvence DNA.

V tradi¢ni PCR se detekce a kvantifikace amplifikované sekvence provadi na konci reakce
po poslednim cyklu PCR a zahrnuje post-PCR analyzu, jako je gelova elektroforéza a analyza
obrazu. V kvantitativni PCR v realném case (Casto zkracené na Real-time PCR nebo RT qPCR)
se produkt PCR méfi v kazdém cyklu [53, 54, 55].

1.8.1 Prubéh PCR

Bézné amplifikace probiha pii 25-40 cyklech, mnozstvi cykli se odviji od pocatecni
koncentrace DNA templatu a pozadovaného mnozstvi vyslednych amplikond. Kazdy cyklus se
obecné sklada ze tfi kroku: denaturace, hybridizace primerd a syntézy DNA. Cyklické
amplifikaci pfedchazi pocatecni iniciace pii teploté denaturacniho kroku a po ukonceni vSech
cykll probiha finalni elongace, pii které dochazi k dosyntetizovani DNA [56, 57].

Faze jednoho amplifika¢niho cyklu tedy jsou:
Denaturace —probiha 10-30 sekund pii teploté 94-98 °C, pri této teploté dochazi k rozruseni

vodikovych mustkt a tim k rozdé€leni dvouvlaknové DNA.
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Hybridizace primeru —probiha 30—60 sekund pii 50-68 °C. V tomto kroku nasedaji na jedno-
vlaknovou DNA spefické primery. Teplota hybridizace primera zavisi na jejich teploté tani,
ptfi¢emz teplota hybridizace by mela byt o 2—5 °C nizsi.

Syntéza DNA —probiha bézné pii 72 °C a ptiblizné 15 sekund na 1 kbp. V tomto kroku dochazi
pomoci DNA polymerazy k syntéze DNA ve sméru 5'— 3' od mista nasednuti primeru [53, 58].

1.8.2 Real-time PCR (RT-PCR)

Rozdil mezi béznou PCR a RT-PCR je v pouziti fluorescencnich sond ¢i interkalacnich barviv,
diky kterym je mozné méfit mnozstvi naaplifikované DNA po kazdém cyklu. Pokud je ve
vzorku Casta urcita sekvence (DNA nebo RNA), je pozorovan jeji signal v diivéjsich cyklech;
pokud je sekvence vzacna, je amplifikace pozorovana v pozd¢jsSich cyklech. Pro RT qPCR je
optimalni pocet cykli 25-35, protoze pii pfili§ vysokém poctu cyklu se také zvySuje pocet
nespecifickych produkti PCR [53].

Sondy jsou navrzeny tak, aby hybridizovaly s templatem mezi dvéma primery. Pouziti sond
oznacenych riznymi barvivy umoziiuje soucasnou detekci a kvantifikaci vice cilovych useku
v jedné tzv. multiplexni reakci. Pro detekci se pouzivaji dva typy sond, a to bud dsDNA
s navazanym fluorochorem, anebo ty, které detekuji specifické PCR produkty prostiednictvim
pouziti fluorochorti vazanych na oligonukleotidech.

Pro detekci mame moznost vyuzit §irokou Skalu komeréné dostupnych fluorescenénich DNA
barviv jako napftiklad ethidium bromid, YO-PRO-1, SYBR® Green nebo SYBR® GOLD.
Nejvice pouzivané barvivo je SYBR® Green. Toto barvivo béhem reakce absorbuje modré
sVEtlo (Amax = 497 nm) a emituje zelené svétlo (Amax = 520 nm) [59].

Vystupem z méfeni metodou PCR je amplifikacni kfivka. Jedna se o zavislost intenzity
fluorescence na poctu cykla. Kiivka nabyva esovitého tvaru (obrazek 2).
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Obrazek 2: Amplifikacni kiivka, kterd je vystupem méfeni RT-PCR

Marm. Fluoro

Threshold

Ct hodnoty

Nejdilezitéjsim bodem amplifikacni kiivky i celé RT-PCR je Ct (,treshold cycle®). V tomto
bodu intenzita fluorescence piekro&i prahovou hodnotu detekce. Cim vys$§i je potateéni
koncentrace templatu v reak¢éni smési, tim diive fluorescencni signal piekroci prah detekce
a tim nizsi je hodnota Ct [58, 59].
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1.8.2.1 VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM)

Analyza kiivek tani je metoda vyuzivana ke zjisténi nukleotidového slozeni produktu po skonceni
RT-PCR. Je zaloZena na postupném zvySovani teploty po poslednim cyklu PCR. HRM sleduje malé
rozdily v profilech kiivek tani a hodnotach teplot tani analyzovanych vzorku. Pomoci této metody
je také mozné identifikovat nespecifické produkty PCR nebo dimery primera [60].

Teplota tani (Tm) je teplota, pii které je 50 % ptitomnych dvousroubovic DNA denaturovano.
Tm zéavisi na délce retézce DNA a v ném pritomném mnozstvi bazi guaninu (G) a cytosinu (C).
Ty jsou navzajem spojeny tfemi vodikovymi vazbami, diky kterym jsou stabiln€jsi nez AT [61].

Vysokého rozlisSeni je dosahovano pouzitim tzv. DNA saturujicich barviv, to znamena,
ze dochazi k plné saturaci (zaplnéni) vSech mist na dvouietézcovych molekulach DNA. Béhem
postupného zahtivani dochazi k taveni dvousroubovice DNA, ¢imz se z ni barvivo uvoliuje
a dochazi k poklesu fluorescence [62, 63].
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Obrazek 3: Piiklad HRM kivky

1.9 Gelova elektroforéza
Nejbezné€jsi metodou pouzivanou k detekci produkti PCR je gelova elektroforéza. Jedna se
o separacni metodu, ktera je zalozena na migraci nabitych ionti a molekul nesoucich naboj
v elektrickém poli. Rychlost pohybu, resp. draha, kterou za urcity cas molekula urazi, je pfimo
umeérna intenzité vlozeného elektrického pole a celkovému naboji molekuly [55].

Pro detekci DNA se nejbéznéji pouziva agardézovy gel, ktery je nasledné umistén do elektro-
foretické komory, kterd je poté pfipojena ke zdroji napéti. Diky uniformnimu negativnimu
naboji DNA putuji vSechny vzorky k anod¢ a neni potfeba predesla tiprava [64].

Pro posouzeni velikosti jednotlivych produkti jsou vyuzivany markery molekulovych
hmotnosti. Jsou to komerén€ dostupné smeési fragmenti DNA o definované velikosti. Porovnani
polohy ziskanych produkti PCR s odpovidajicim fragmentem markeru slouzi k odhadu jeho
velikosti [55].
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Seznam pouzitych pristroju, vybaveni a chemikalii

2.1.1

Pristroje

Centrifuga 5430 R, Eppendorf

Automaticky izolator QuickGene80

NanoDrop 2000, Thermo Fisher

PCR cycler, MyCycler, Bio Rad

RT-PCR cycler, Rotor-gene Q, Qiagen

Plynovy chromatograf TRACE GC, ThermoQuest, plameno-ioniza¢ni detektor,
split/splitless injektor, kapilarni kolona DB WAX (30 m x 0,32 mm x 0,5 pum)
Plynovy chromatograf TraceTM 1310 se split/splitless injektorem Thermo Fisher
Scientific

Hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole, Thermo Fisher Scientific
Inkubéator Incucell

Inkubator myTEMP Miny, Digital Incubators

Lednice, Guzzanti

Laboratorni vahy s presnosti na 2 desetinna mista, Scout Pro

Analytické vahy s pfesnosti na 4 desetinna mista, GR-202, AND A&D INSTRUMENT
LTD

Vodni lazen, LGH W16

Vortex-Genie 2, Mo Bio

Odstiedivka, Hermle Z 100 M

Digestor

Topné hnizdo, Brnénska Drutéva

Vakuova rotacni odparka

Zdroj pro elektroforézu

Mikrovinny autoklav, Microjet

Box aura miny, Bioair intruments

Termoblok, thermo-shaker 100C, Biosan

Mikrovlnna trouba, Hyundai

Vybaveni

Kit pro izolaci DNA syra, QuickGene, DNA tissue kit S

Kit pro izolaci DNA pozitivnich kontrol, Qiagen, DNeasy UltraClean Microbial Kit
Boxy pro skladovani syrt

Elektroforeticka komora, hiebinek, forma na gel

Automatické pipety s rozsahy 0-2 pl, 1-10 pl, 1-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl
Mikrozkumavky 1,5 ml; 500 pl a 100 pl

Centrifugacni zkumavky 10 ml

Petriho misky

Délici nalevka

Destilacni barika 50 ml

Sklenéna pipeta 5 ml; 10ml; 20 ml

Zkumavka

Navazovaci 1zicky
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2.14

Kadinka
Chladi¢ pro extrakci dle Soxhleta

Chemikalie

Ethanol 99,8 %, Honeywell

Ethanol 96 %, Lach:ner

Methanol, Lach:ner

HClI, Lach:ner

Diethylether, Lach:ner

Petrolether, Penta

Isooktan, Penta

NaOH, Lach:ner

Methanolicky roztok bortrifluoridu, Sigma-aldrich

NacCl

Agar se sladinovym extraktem, Sigma-aldrich

Tryptic soya agar, Sigma-aldrich

Zaklad pro krevni agar, Sigma-aldrich

Agaroza, Serva

Kasni¢ny extrakt, Himedia

Trypton, Serva

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), VWR chemicals
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Sigma-aldrich
Kyselina octova 99,8 %, Lach:ner

Velikostni standard pro elektroforézu 100 bp, Nippon genetics

GelRed® Nucleic Acid Stain 10000X Water, Sigma-aldrich

PCR komponenty

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, BioLabs

PCR voda

5X Phusion HF pufr

10 mM dNTPs

Phusion DNA polymeraza

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix

2.1.5

Plyny

Helium 4.8, SIAD
Vodik 5.5, SAID
Vzduch 5.0, SAID
Dusik 5.0, SAID
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2.1.6 Pouzita média a gely
Pro vSechna média byla pouzita ultraista (tzv. milliQ) voda. Média byla sterilovana
v mikrovinném autoklavu. Gel pro elektroforézu byl pfipraven v mikrovinné troubé.

F1: Pét gramu agaru se sladinovym extraktem bylo navazeno na 100 ml vody.

B2: Byly navazeny 4 gramy zakladu pro krevni agar na 100 ml vody a po vychladnuti
na 50 °C bylo pfidano 10 ml defibrinované krve.

B71: Ctyfi gramy komeréné prodavané smési Tryptic soya agaru byly navaZeny
na 100 ml vody.

LB: Na 100 ml vody byl navazen 1 g NaCl, 1 g tryptonu a 0,5 g kvasni¢ného extraktu.
V ptipadé ptipravy tuhého LB média bylo pfidano jesté 1,4 g agarozy.

50x koncentrovany TEA pufr: Na jeden litr bylo navazeno 242 g Tris, 18,6 g EDTA
a odméteno 57,1 ml kyseliny octové.

Agardzovy gel na elektroforézu: Byl pfipravovan 1,2% gel, tedy 1,2 g agardzy
na 100 ml 1x koncentrovaného TEA pufru.
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2.1.7 Primery
Pro navrzeni primerQ byl pouzit online program Primer-Blast a sekvence DNA pfistupné
z databaze NCBI

Tabulka 1: Seznam pouZitych primeri

D¢élka

Mikroorganismus Sekvence produktu
Streptococcus F |CTTGGATGAGTTGCGAACGG 388 bp
thermophilus R |ACTTTCCACTCTCACACCCG

F |TAATGGCCTACCAAGCCGAC 277 bp
Brevibacterium linens R |GGACAACGCTCGTACCCTAC

F |ATTAGTGGCGAACGGGTGAG 432 bp
Arthrobacter arilaitensis  |R | TTGCGCCCTACGTATTACCG

F | ACGCAAGTCTGATGGAGCAA 324 bp
Lactobacillus bulgaricus |R | ACGCATTACACCGCTACACA

F |CTGGAACTGAGACACGGTCC 338 bp
Salmonella enterica R |CAGCCTGCCAGTTTCGAATG

F |CGAAGGCGACTTTCTGGTCT 447 bp
Staphylococcus aureus R |TTGTCACCGGCAGTCAACTT

F | AACCAGAAAGCCACGGCTAA 357 bp
Listeria monocytogenes R |GCGGAAACCCCCTAACACTT

F | TGGGTGGATTAGTGGCGAAC 383 bp
Mikrococcus luteus R |CAGGTACCGTCACTTTCGCT

F |CGATGGCGATGGACAGTAAG 207 bp
Penicillium camemberti R |TACTTGTCACCGCTGGCCTA

R |TCTAGTTCGTAGAACGCGCC 210 bp
Geotrichum candidum F |GCGTCTACCAATTTCGCCAC

R |AATCGAACCCCACACCTTCC 240 bp
Debaryomyces hansenii F | GTGCTGCGACTGTTCGATTC

R |CAAATCGAGGAATCACAAGTCT z literatury
Penicillium caseifulvum F |GAGTAAGCATTGGCCTCGAC

R |GGCATCGATGAAGAACGCAG 283 bp
Penicillium commune F |ATTTGGGTTGATCGGCAAGC

R |ATCTCTTGGTTCCGGCATCG 253 bp
Penicillium fuscoglaucum |F | TGACAAAGCCCCATACGCTC

R |ATTGCAACCAGACTTGCTCG 197 bp
Cladosporium herbarum |F | ACGACCATTACGCCAGCATC

R |GACCGCATTTAACGGCCAAG 120 bp
Penicillium roqueforti F |CGGCTGGGTAACGGATCTAC

R |TGAGTAACGCGTGGGGAATC 179 bp
Lactococcus lactis F |TATCATCGCCTTGGTGAGCC

R |AGTTTCGGGAATGTGGCTCC 229 bp
Fusarium domesticum F |CAGGATCGGTCGATGATGCG
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2.2 Analyzované vzorky
Byly analyzovany dva typy syru Saint-nectaire jejichz hlavnim rozdilem je pravé mikrobialni
slozeni, které se lisi diky pouziti pasterizovaného a nepasterizovaného mléka.

Prvnim byl farmafsky Saint-nectaire zakoupeny nebaleny v prodejné francouzskych syru
v Praze. K tomuto syru neni znamé datum vyroby ani spotieby. I z tohoto divodu byl syr vyuzit
pouze pro analyzu mikrobiadlniho slozeni. Vzorky tohoto syru byly métreny po zakoupeni a po
tfech tydnech skladovani v lednici.

Hlavnim pfedmétem zkoumani byl mlékarensky typ syru La petit Saint-nectaire. Vzorky tohoto
syru byly méfeny po koupi, po tydnu a tfech tydnech v lednici a po tydnu a po tiech tydnech
pii 20 °C.

Vsechny syry mlékarenského typu byly zakoupeny v prodejné Makro a celé méfeni véetné
senzorické analyzy probehlo v udavané dobé¢ trvanlivosti, ktera byla pro syr po tfech tydnech
skladovani do dne 14. 4. 2022.
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Obrazek 4: Predni strana obalu ml¢karenského typu (laitier=ml¢karensky) Saint-nectaire
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typ
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2.3 Mikrobialni slozeni

2.3.1 Izolace DNA ze vzorku syra
Pro izolaci DNA ze vzorku syra byl pouzit kit DNA tissue kit S (Quick-Gene) pro izolaci DNA
z zivoci$nych tkani.

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo navazeno 0,05 g syru, bylo pfidano 180 ul MDT pufru a 20 pl
EDT a obsah byl ponechan lyze pii 55 °C a 250 rpm tfi hodiny. Zkumavky byly nasledné
centrifugovany tii minuty pfi laboratorni teploté a 10 000 rpm.

Supernatant byl prepipetovan do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek a bylo ptidano 180 ul LDT.
Obsah zkumavek byl promichan vortexem, stocen a dale inkubovanpii 70 °C a 250 rpm 10
minut. Nasledné bylo pfidano 240 pl 99,8% ethanolu a zkumavky byly opét promichany na
vortexu a stoCeny, ¢imz vznika hotovy lyzat.

V dalsim kroku byl cely obsah pfenesen a prefiltrovan pomoci kolony s fritou, kde doslo
k zachyceni DNA. Frita byla tfikrat opakované promyta 750 ul WDT do zasobni nadoby.
V poslednim kroku byly kolony pfeneseny nad nové 1,5 ml mikrozkumavky a na fritu bylo
naneseno 200 ul elucniho pufru, ktery byl po 90 sekundach inkubace ptes fritu prefiltrovan.

Vysledna koncentrace a Cistota byla zméfena na pfistroji NanoDrop. Pro méfeni bylo naneseno
1,5 wl vzorku, ktery byl zméten pii 220-350 nm. Typicky pik pro DNA se objevuje pfi 260 nm
a pro urceni Cistoty se pouziva pomér absorbanci 260/280 nm, ktery nam urcuje pfipadnou
ptitomnost RNA nebo proteinti v naS§em vzorku. Idealni hodnota tohoto pomeéru pii méfeni
DNA je 1,8-2,0. Jako druhy se pouziva pomér 260/230, ktery vypovida o pfitomnosti
nezadoucich organickych sloucenin. Idealni hodnota tohoto poméru je 2,0-2,2.

2.3.2 Ovéreni pritomnosti vybranych mikroorganismu pomoci RT-PCR
Kvuali velkému mnozstvi vzorki a pro presnéjsi stanoveni obsahu DNA jednotlivych
mikroorganismu, byla pouzita RT-PCR s naslednou HRM analyzou.

Pro tuto analyzu byla vyizolovand DNA fedéna na koncentraci 10 ng/ul a byl pouzit stejny
teplotni program jako v pfipadé€ stanoveni patogent (viz. tabulka 2).

Vse bylo piipravovano na ledu, aby se piedeslo degradaci komponentt ¢i DNA matrice. Pouzity
reakcni objem byl 25 ul. Objemy jednotlivych komponenti jsou uvedeny v tabulce ¢.3. Pouzita
master mix jiz obsahoval fluorescencni barvivo SYBR, diky némuz je mozné sledovat nartst
amplifikované DNA v jednotlivych cyklech a pozdéji bod tani produkta pii HRM analyze. Pro
stanoveni bodu tani byl pouzit program, kdy byla teplota navySovana postupné o 0,1 °C od
50 °C do 99 °C vzdy po péti sekundach.
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Tabulka 2: SloZeni smési pro RT-PCR
Komponenty | Objem [ul]

PCR voda 9,5

SYTO PCR
SYBR Master
mix 12,5

Foward primer | 1

Reverse primer | 1

Temlat DNA |1

2.3.3 Priprava pozitivnich kontrol pro PCR

Z navrzenych primerd byly vybrany organismy dostupné v Ceské sbirce organismd. Tyto
organismy byly doruceny v lyofilizované forme¢, vhodn€ rozkultivovany a nasledné byla
vyizolovana jejich DNA, ktera pti PCR slouzila jako pozitivni kontrola reakci.

Pro patogenni organismy byl objednan standard jiz vyizolované DNA.

Tabulka 3: Seznam organismii z Ceské sbirky mikroorganismii s poticbnymi teplotami a médii pro kultivaci

Néazev CCM Teplota

organismu Cislo kultivace [°C] | Médium
Cladosporium

herbarum F-455 25 F1
Arthrobacter sp. | 4474 20-25 B2
Brevibacterium

linens 2782 30 B71
Penicillium

camemberti F-378 25 F1
Penicillium

commune F-327T |25 F1

Déle byly pouzity kultury zlaboratofe mikrobiologie, konkrétn€ Micrococcus luteus a
Penicillium roqueforti.

2.3.3.1 Izolace DNA pozitivnich kontrol

Aby mohly byt jednotlivé organismy pouzity jako pozitivni kontroly, bylo nutné vyizolovat
jejich DNA. Pro tuto izolaci byl pouzit kit DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen). Izolace
timto kitem ma vice a hrubsi lyza¢ni kroky, a proto se hodi pro izolaci DNA 1 z Cistych
plisiiovych kultur, které maji odolnéj§i bunécné stény.

Kultury byly kultivovany 12 hodin pted izolaci v tekutém médiu. 1,8 ml narostlé kultury bylo
centrifugovano 30 spfi 10 000 x g, supernatant byl vylit a pelet rozsuspendovan 300 pl
PowerBead roztoku, vortexovan a cely objem byl pfesunut do PowerBead zkumavky. Do
zkumavky bylo ptidano 50 ul SL roztoku, 10 minut byla vortexovana na maximalni vykon a
nasledné centrifugovana 30 s pfi 10 000 x g. Supernatant byl pfesunut do nové zkumavky a
bylo pfidano 100 pl IRS roztoku. Obsah byl vortexovan, inkubovan 5 minut pfi 4 °C a nasledné
centrifugovan 60 s pfi 10 000 x g.
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Supernatant byl opét presunut do nové zkumavky a bylo pfidano 900 ul SB roztoku, obsah byl
kratce zvortexovan a dale presunut do zkumavky s fritou (pro zachyceni DNA) a centrifugovan
30 s pfi 10 000 x g. Pro§ly supernatant byl vylit a do zkumavky bylo napipetovano 300 pl
roztoku SB a centrifugovano 30 s pii 10 000 x g, supernatant byl opé&t vylit a pro vysuSeni frity
byla zkumavka centrifugovana dalSich 60 s pti 10 000 x g.

Frita byla pfesunuta do nové sbérné zkumavky, na jeji povrch bylo naneseno 50 pl elu¢niho
pufru a nasledovala centrifugace 30 s pfi 10 000 x g. Koncentrace vyizolované DNA byla
zmeétena spektrofotometricky na NanoDropu.

2.4 Stanoveni obsahu mastnych kyselin

2.4.1 Extrakce tukii ze syru a gravimetrické stanoveni procentualniho obsahu
mastnych kyselin

Syr byl nakrajen na malé kousky a na analytickych vahach byl navazen 1 g do zkumavky, do

které bylo nasledné napipetovano 5 ml 35% HCI. Smés ve zkumavce byla zahtivana ve vodni

lazni pii 80 °C do rozpusténi. Obsah zkumavky byl pomoci 5 ml ethanolu kvantitativné

preveden do délici nalevky, do které bylo dale pridano 9 ml diethyletheru a 9 ml petroletheru.

Smés byla promichéna a inkubovana 30 minut pro oddéleni fazi.

Nasledné byla odebrana horni €ira faze do predem zvazené destilacni bariky s kulatym dnem a
do délici nalevky bylo ptidano 4,5 ml diethyletheru 1 petroletheru, v§e bylo promichano a opét
inkubovano 30 minut. Po inkubaci byla odebrana ¢ira horni faze do stejné bariky. Tento postup
byl proveden celkem dvakrat.

Po celkem trech extrakcich byl obsah destilacni bariky odpafen pomoci vakuové odparky pfi
40 °C. V destilacni bance poté zustal pouze Cisty tuk. Baika byla zvazena a gravimetricky (dle
vzorce 1) byl uren procentudlni obsah tuku v méfeném vzorku syra.

mtuk " 100 %

Weuke = My
wuk  procentualni obsah tuku [%]
mui  hmotnost vyextrahovaného tuku ze vzorku [g]
msyr  Navazka syru [e]

2.5 KEsterifikace mastnych kyselin
Prevedeni MK na methylestery masnych kyselin (MeMK) za kyselé katalyzy se provadi
pouzitim methanolu v pfitomnosti kyseliny sirové nebo toxického fluoridu boritého jako
katalyzatort. Mechanismus spociva v protonaci kyseliny methanolem za tvorby meziproduktu,
ktery nasledné ztraci proton a vznikd MeMK. Reakce je vratnd, ale zaroven je zapotiebi
methanol v prebytku a bezvodé prostiedi. Voda je siln€jsim donorem elektronu nez methanol a
nevznikal by potiebny meziprodukt [37].

2.5.1 1Izolace volnych mastnych kyselin
Pro tuto izolaci byla zvolena kysela esterifikace s bortrifluoridem jako katalazytorem. Volné
mastné kyseliny jsou esterifikovany zahtivanim v pfebytku bezvodého methanolu.
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Do baiky stukem byl pfidan varny kaminek a 5 ml 10% methanolického roztoku
bortrifluoridu. Barika byla vlozena do aparatury s topnym hnizdem a pfipojena ke zpétnému
chladici.

Po tfech minutach varu byly do baiiky ptes chladi¢ napipetovany 3 ml isooktanu. Poté byl var
bezprodlen¢ ukoncen a barika z aparatury vyjmuta.

Ke smési bylo pfidano 20 ml nasyceného roztoku NaCl, vse bylo dikladné promichano a barika
byla doplnéna po hrdlo stejnym roztokem NaCl. Po 5 minutach stani a ustaleni fazi byly
automatickou pipetou odebrany 2 ml z horni Ciré faze do 2 ml vialky.

Takto pfipraveny roztok byl méfen pomoci GC-FID nefedény a desetkrat fedény pomoci
isooktanu.

2.5.2 Izolace vazanych mastnych kyselin

Glyceroly jsou v prvnim kroku transmethylovany pomoci methanolického roztoku NaOH na
methylestery a pfitomné volné mastné kyseliny jsou pfevedeny na soli. V druhém kroku jsou
soli mastnych kyselin pfevedeny na methylestery reakci s methanolickym roztokem
bortrifluoridu.

Do batiky s tukem byl ptidan varny kaminek a 4 ml 0,5 mol-1"! methanolického roztoku NaOH.
Barika byla vlozena do aparatury s topnym hnizdem a pfipojena ke zpétnému chladici.

Po deseti minutach varu bylo do baiky ptes chladi¢ napipetovano 5 ml methanolického roztoku
bortrifluoridu. Po dalSich dvaceti minutach varu byla esterifikace ukoncena 3 ml isooktanu a
barika byla vyjmuta z aparatury.

Ke smési bylo ptidano 20 ml nasyceného roztoku NaCl, vse bylo dikladné promichano a baika
byla doplnéna po hrdlo stejnym roztokem NaCl. Po 5 minutach stani a ustaleni fazi byly
automatickou pipetou odebrany 2 ml z horni Ciré faze do 2 ml vialky.

Takto pfipraveny roztok byl méfen pomoci GC-FID nefedény a stokrat fedény pomoci
isooktanu.

2.5.3 Podminky méieni methylesteru mastnych kyselin pomoci GC-FID
Kazdy vzorek fedény i nefedény byl zméfen dvakrat.

e Plynovy chromatograf, TRACE GC, ThermoQuest Italia S. p. A, Italie
e Autosampler AI/AS 3000
e Kapilarni kolona DB WAX (30 m x 0,32 mm x 0,5 pum)
e Teplotni program
o 50°C 1 min
o Vzestupny gradient 25 °C-min-1 do 200 °C se zadrzenim 0 min
o Vzestupny gradient 3 °C-min-1 do 230 °C se zadrzenim 30 min

o Celkova doba analyzy: 47 min
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e Vstup

o Teplota injektoru: 250 °C

o Splitless time: 1 min

o Davkovani: 1 pl, splitless autosampler

e Nosny plyn

o Prutok dusiku: 1 ml-min-1

e Plamenové-ionizaéni detektor (FID)

o Teplota detektoru: 250 °C

o Prutok vzduchu: 350 ml-min-1

o Prutok vodiku: 35 ml-min-1

o Make-up dusiku: 30 ml-min-1

2.54 Vypocty pro stanoveni obsahu mastnych kyselin ve vzorku
Pomoci GC-FID byly zaznamenany methylestery mastnych kyselin, které byly porovnany se

standardy (viz. tabulka 4) pomoci jejich retencnich ¢asti. Pomoci plochy jednotlivych pika

standardd a namétenych vzorkua byla vypocitana koncentrace jednotlivych mastnych kyselin.

Tabulka 4: Seznam pouZitych standardii mastnych kyselin a jejich retencni Casy, plochy

iku a koncentrace

Rt [min] | ¢y [mg-g!'] | P«[mV-s] | Mavemk [g/mol] | Mk [g/mol]
Kyselina kapronova C6:0 5,330 04| 24816103 130,187 116,160
Kyselina kaprylova C8:0 6,500 04| 23945147 158,241 144,214
Kyselina kaprinova C10:0 7,610 04| 24768160 186,295 172,268
Kyselina laurova C12:0 8,880 04| 23847200 214,349 200,322
Kyselina tridekanova C13:0 9,650 0,2| 10843620 228,376 214,349
Kyselina myristova Cl14:0 10,570 04| 19750867 242,403 228,376
Kyselina myristoolejova Cl4:1 10,960 0,2| 10132703 240,387 226,360
Kyselina pentadekanova C15:0 11,640 0,2 8900266 256,430 242,403
Kyselina palmitova C16:0 12,940 0,6 | 24202520 270,457 256,430
Kyselina palmitoolejova Cl6:1 13,320 02| 8184814 268,441 254,414
Kyselina heptadekanova C17:0 14,390 02| 7185718 284,484 270,457
Kyselina stearova C18:0 16,090 04| 13172497 298,511 284,484
Kyselina olejova Ci8:1 16,490 04| 20584343 296,495 282,468
Kyselina linolova Ci8:2 17,320 0,2| 13376777 294,479 280,452
Kyselina a-linolenova Cl18:3 18,620 02| 6215424 292,463 278,436
Kyselina arachova C20:0 20,290 04| 11990880 326,565 312,358
Kyselina eikosapentacnova | C20:5 27,060 0,2] 11172675 316,477 302,451
Kyselina erukova C22:1 27,990 0,2| 3818453 352,603 338,576
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Vztahy pro vypocet koncentrace MK:

_ Pumemk |

CMeMK = Pu st
_ rMK
CMk = MeMK
rMeMK

Muk = Cuk *Vio

_ Mmumk
Myz

CUZ

cmemk koncentrace MeMK v extraktu [mg-ml™]
cs koncentrace standardu [mg-ml™']

Pwmemk plocha piku MeMK extraktu [mV:s]

P« plocha piku standardu [mV-s]

cmk koncentrace MK v extraktu [mg-ml™]
MMk molarni hmotnost MK [g-mol™]

M;Memx molarni hmotnost MeMK [g-mol™']
mmk hmotnost MK v barice [mg]

Vio objem isooktanu (3 ml)

cv, koncentrace MK ve vzorku [mg-g™']

my, navazka vzorku [g]

2.6 Stanoveni aromatickych latek pomoci GC-MS

ey
2)

3)
“4)

Do 10 ml vialek byly navazeny 2 g z kazdého vzorku syra tak, aby vzorek obsahoval vnitini 1

vngj$i Cast syru. Kazdy vzorek byl zméten dvakrat.

Podminky stanoveni pomoci HS-SPME-GC-MS:

e HS-SPME: DVB/CAR/PDMS vlakno, 2 g vzorku v 10 ml vialce, doba inkubace: 5 min,

teplota inkubace: 40 °C, doba extrakce: 30 min, doba desorpce: 7 min, michani

e Teplota inletu: 250 °C
e Prutok nosného plynu: 1 ml/min

e Teplotni program: 40 °C (1 min), 2 °C/min do 100 °C (3 min), 5 °C/min do 130 °C

(5 min), 2 °C/min do 220 °C (2 min)

e MS detekce: teplota transfer line: 245 °C, iontovy zdroj: elektronova ionizace pii 70 eV,

teplota iontového zdroje: 230 °C, skenovaci rozsah: 30-300 m/z

2.7 Senzoricka analyza

Pro senzorickou analyzu byly vybrany tfi vzorky syru: Cerstvy, skladovany v lednici tyden a tfi
tydny. Syr byl nachystan pfiblizné na 15 g kousky a hodnoceni podéavali neskoleni hodnotitelé
z fad nasi fakulty. Hodnoceni probihalo online na vlastnich zafizenich hodnotiteli pomoci

Google Formulate (viz ptfiloha 1 a 2).
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Warm. Fluora,

3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Stanoveni pFitomnosti vybranych mikroorganismia pomoci RT-PCR
Pro RT-PCR byly pouzity vzorky vyizolované DNA, celkem §lo o sedm vzorka: syru La petit
Saint-nectaire mlékarenského typu Cerstvy, skladovany tyden pii 4 a 20 °C a skladovany tfi
tydny pii 4 a 20 °C a dale Saint-nectaire farmatského typu Cerstvy a skladovany tyden pii 4 °C.
Pouzité primery jsou v tabulce 1.

Pro ovéfeni pfitomnosti byly v prvni fad€ vybrany startovni mlékarenské kultury Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus bulgaricus a Lacococcus lactis [13]. Dale organismy hojné se
vyskytujici po 20. dni zrani (plati pro vSechny pouzité syry) Brevibacterium linens,
Arthrobacter arilaitensis a Debaryomyces hansenii [13,15]. Dalsi skupinou jsou patogenni
mikroorganismy nejcastéji napadajici mlééné vyrobky a syry: Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes [65,66]. Jejich pfitomnost byla ovéfena pro
stanoveni bezpecnych podminek skladovani syru Saint-nectaire. Posledni skupinou jsou plisné
bézné se vyskytujici v syrech s povrchovou plisni Penicillium camemberti, caseifulvum,
commune, roqueforti a fuscoglaucum, dale Cladosporium herbarum, Fusarium domesticum a
Geotrichum candidum (kvasinkova houba) [17, 20].

Vystupem meéfeni je pfedev§im zaznam pripadného narustl intenzity fluorescence v zavislosti
na poctu ubéhlych cykld. Z tohoto zaznamu bylo pomoci programu Rotor-Gene 6000
vypocitana hodnota Ct, diky které mizeme porovnat pavodni mnozstvi pfitomné DNA ve
vzorcich. Threshold hodnota byla volena tak, aby vsSechny kiivky byly v dany okamzik
rovnobézné.

Déle byla provedena HRM analyza, kterd nam potvrzuje piitomnost dané DNA a dokaze odhalit
ptipadné dimery primera ¢i nespecifické produkty.

Vsechny vzorky byly vyhodnoceny zptsoby, které jsou vysvétleny na obrazcich 7-11 a
souhrnné vysledky jsou zaznamenany v tabulce 5.

Threshold

1 2 3 4 & E 7 g2 El 10 " 12 12 14 15 1€ 17 12 19 20 21 22 2z 24 28 26 27 28 29 30 al 22 2

Obrazek 7: Priklad vyslednych kiivek zaznamenavajici prubéh nartstu fluorescence pro Arthrobacter arilaitensis
v péti vzorcich mlékarenského typu Saint-nectaiere. Vzorek 1 je syr cerstvy, 2 po tiech tydnech pii 20 °C, 3 po tydnu
pii 20 °C, 4 po tiech tydnech v lednici a vzorek 5 je po tydnu skladovani v lednici.
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Na obrazku 7 mizeme porovnat mnozstvi DNA Arthrobacter arilaitensis v pivodnich
vzorcich. Nejvice DNA bylo ve vzorku Cerstvého syra a nejméné ve vzorku po tydennim

skladovani v lednici.
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Obrazek 8: Priklad zaznamu z HRM analyzy DNA tfi riiznych mikroorganismui
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Obrazek 9: Zaznam z HRM analyzy Cladosporium herbarum, je patmé, Ze pritomnost DNA je pozitivni ve vSech

vzorcich

Na obrazku 8 muzeme vidét, ze vysledny pik se objevuje na riznych mistech, ktera jsou pro
dané primery. Mohlo by byt pochyb o ptfitomnosti DNA ve vzorku 3, kdyz se ale podivame na
zaznam pouze pro tento primer (obrazek 9) lze s jistotou urcit pfitomnost DNA tohoto

mikroorganismu v puvodnim vzorku.
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Obrazek 10: Ze zaznamu narustu fluorescence pro Penicillium fuscogloucum. Vzorek 1 je pozitivni kontrola, vzorky
2 a3 jsou z farmarského typu Saint-nectaire, 2 po tfech tydnech v lednici a 3 ¢erstvy.
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Obrazek 11: HRM analyza pro stejné vzorky jako jsou na obrazku 10

Podle kiivek fluorescence zaznamenanych na obrazku 10 mizeme teoreticky uvazovat o tfech
pozitivnich vzorcich (oznacenych 1-3). Diky HRM analyze, zaznamenané na obrazku 11,
muzeme se spolehlivosti fict, Ze pozitivni jsou pouze vzorky 1 a 2.
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Tabulka 5: Souhmny zaznam o pfitomnosti vybranych mikroorganismuti ve vzorcich syru La petit Saint-nectaire,
mlékarensky typ, dalezitym ukazatelem je hodnota Ct a dale zda-li je pritomnost mikroorganismu ve vzorku

pozitivni/negativni
La petit Saint-nectaire, mlékarensky typ
5 Tyden v 3 tydny v Tyden pii 3 tydny pfi
Cerstvy lednici lednici 20 °C 20 °C
hodnota hodnota hodnota hodnota hodnota
Mikroorganismus p/n |Ct p/n |Ct p/n |Ct p/n |Ct p/n |Ct

Streptococcus thermophilus | P 20,59 |p 2391p 20,69 |p 20,15 |p 18,69
Lactobacillus bulgaricus P 27,15|p 31,31 |p 27,35 |p 31,07 |p 24,82
Brevibacterium linens p 31,85|p 32,14|p 3299 |p 32,05(p 28,03
Lactococcus lactis p 19,451 p 22,69 | p 19.21p 25,12 |p 19,33
Arthrobacter arilaitensis p 2241 1p 26,61 |p 24,32 |p 24,19 |p 23,49
Micrococcus luteus n -|n - |n -|p 2452 |p 26,24
Fusarium domesticum p 24,03 | p 30,51 |p 27,11 |p 28,01 |p 28,31
Geotrichum candidum p 26,34 | p 29,86 | p 2942 |p 30,26 | p 29,56
Cladisporium herbarum n 30,25|p 31,87 |p 3049 |p 29,78 | p 30,73
Penicillium commune p 30,04 |p 32,04 |p 30,75 |p 29,72 |p 31,53
Penicillium camemberti p 31,20 | p 29,53 |p 32,69 | p 30,71 |p 32,72
Debaryomyces hansenii p 25,07 |p 2843 |p 29.321p 30,36 |p 24,94
Penicillium caseifulvum n -|n -|n -|n -|n -
Penicillium roqueforti n -|n -|n -|n -|n -
Penicillium fuscoglaucum |1 -|n -|n -|n -|n -
Salmonella enterica n -|n -|n -lp 28,37 |p 30,37
Staphylococcus aureus n -|n -|n -|p 28,33 |p 31,10
Listeria monocytogenes n -|n -|n -|n -|p 32,82
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Graf 1: Srovnani Ct hodnot pro tii vzorky (Cerstvy, 1 a 3 tydny v lednici) mlékarenského typu Saint-nectaire,
muzeme fici, Ze ¢im niz§i je hodnota Ct v porovnani s ostatnimi (pouze pro jeden mikroorganismus), tim vyssi bylo
mnozstvi dané DNA ve vzorku
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Graf 2: Srovnani Ct hodnot pro tii vzorky (Cerstvy, 1 a 3 tydny pii 20 °C) mlékarenského typu Saint-nectaire,
muzeme fici, Ze ¢im niz§i je hodnota Ct v porovnani s ostatnimi (pouze pro jeden mikroorganismus), tim vyssi bylo
mnozstvi dané DNA ve vzorku

U vétSiny vybranych mikroorganismi muzeme sledovat, ze nejnizsi hodnota Ct, a tedy nejvétsi
obsah DNA, byl u syru Cerstvého. Vyjimkou v obou srovnanich je Penicillium camemberti,
v grafu 2 dale: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Cladosporium herbarum
a Penicillium commune. V grafu 2 dale vidime, Ze s piibyvajicim ¢asem pii 20 °C nardsta také
pocet patogennich organismi a kontaminanta jako: Micrococcus luteus, Salmonella enterica,
Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus.
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Tabulka 6: Souhmny zaznam o pritomnosti vybranych mikroorganismu ve vzorcich syru Saint-nectaire, farmarsky

typ
Saint-nectaire, farmarsky typ
5 3 tydny v
Cerstvy lednici
hodnota hodnota
Mikroorganismus p/n | Ct p/n |Ct

Streptococcus thermophilus | p 21,83 |p 23,09
Lactobacillus bulgaricus p 28,47 |p 33,09
Brevibacterium linens n -lp 31,67
Lactococcus lactis p 23,16 |p 28,88
Arthrobacter arilaitensis p 17,49 | p 27,31
Micrococcus luteus n -lp 22,77
Fusarium domesticum p 26,28 |p 29,34
Geotrichum candidum p 28,84 | p 31,47
Cladisporium herbarum n -|p 32,29
Penicillium commune p 29,80 | p 29,37
Penicillium camemberti p 2941 |p 32,72
Debaryomyces hansenii p 25,18 |p 27,06
Penicillium caseifulvum n -|n -
Penicillium roqueforti p 29,22 |p 27,67
Penicillium fuscoglaucum | n -|lp 25,58
Salmonella enterica n -|n -
Listeria monocytogenes n -|n -
Staphylococcus aureus n -|n -
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Graf 3: Srovnani Ct hodnot pro dva vzorky farmarského typu Saint-nectaire

m Cerstvy
= 3 tydny v lednici

I u tohoto typu syra muzeme vidét, ze nejnizsi hodnoty Ct ma az na vyjimky (Penicillium
commune a Penicillium roqueforti) syr Cerstvy. U syru po tfech tydnech v lednici je opét
viditelny pfirastek novych mikroorganismu: Brevibacterium linens, Micrococcus luteus,
Cladosporium herbarum a Penicillium fuscoglaucum.
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3.2 Obsah mastnych kyselin
Lipidy byly ze vzorkl izolovany extrakci smési diethyletheru a petroletheru, nasledné byla
provedena esterifikace MK za pouziti bortrifluoridu jako katalyzatoru a volné a vazané mastné
kyseliny byly podrobeny analyze za pouziti GC-FID (viz kap. 2.4). Mastné kyseliny byly
identifikovany na zakladé srovnani reten¢nich Casu s prislusnymi standardy, kvantifikace byla
provedena srovnanim ploch pika se standardy o znamé koncentraci (tabulka 4).

Bylo zméfeno pét vzorkt mlékarenského typu syru La petit Saint-nectaire. Pro kazdy vzorek
byly méteny vazané a volné mastné kyseliny ve dvou opakovanich.

3.2.1 Volné mastné kyseliny

Presné koncentrace vSech identifikovanych mastnych kyselin v¢etné smérodatné odchylky a
relativni smérodatné odchylky jsou zaznamenany v tabulce 7, a znazornény graficky v grafech
4-8.
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Graf 4: Srovnani celkového obsahu volnych mastnych kyselin
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Graf 5: Srovnani obsahu nasycenych, mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin v jednotlivych
vzorcich
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Graf 8: Srovnani obsahu jednotlivych mastnych kyselin
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V grafu 4 vidime postupny nartst celkového obsahu volnych mastnych kyselin s nartistem doby
skladovani v lednici 1 pti 20 °C.

Z grafu 5 muzeme fict, ze pomér nasycenych, mononenasycenych a polynenasycenych volnych
mastnych kyselin zistava ve vSech vzorcich pfiblizn€ stejny.

Nejvice zastoupené VMK jsou porovnany v grafu 8. Ve vsech vzorcich pfevazovala kyselina
palmitova dosahujici v maximalni koncentraci 41,87 mg-g’'.

Celkovy obsah volnych mastnych kyselin byl pro &erstvy syr 41,12 mg-g™!, pro syr po jednom
tydnu v lednici 60,16 mg-g™!, pro syr po tiech tydnech v lednici 96,93 mg-g™!, pro syr po tydnu
pfi 20 °C 84,99 mg-g™! a pro syr po tfech tydnech pii 20 °C 103,05 mg-g..
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Tabulka 7: Obsah jednotlivych volnych mastnych kyselin ve vzorcich mlékarenského typu Saint-nectaire

Cerstvy Tyden v lednici Tti tydny v lednici Tyden pii 20 °C Tti tydny pii 20 °C
relativni relativni relativni relativni relativni

Cmk smérodatnd |smérodatna |°MK smérodatnd |smérodatna |SMK smérodatn [smérodatna |“MK sm&rodatna [smérodatna |“MK smérodatnd |smérodatna
MK |[mgg"] |ode hylka |odchylka [mgg'] odchylka [odchylka |[mg-g : odchylka |odchylka |[[mg: g1 |ode hylka |odchylka [mgg'] odchylka odchylka
C6:0 0,62 0,02 3,6 045 0,01 24 1,15 0,01 09 0,96 0,01 0.8 1,71 0,01 0,5
C8:0 0,51 0,01 2,3 0,36 0,01 23 091 0,02 2,7 0,78 0,01 09 1,30 0,01 0,8
C10:0 1,27 0,01 0.8 1,05 0,01 14 1,85 0,03 14 2,13 0,01 0,5 2,88 0,03 1,0
C12:0 1,73 0,04 22 1,52 0,02 1.5 2,60 0,03 1,2 3,22 0,02 0,6 4,03 0,05 1,2
C13:0 0,05 >0,01 1,0 0,04 >0,01 1,1 0,08 >0,01 3,1 0,02 >0,01 84 0,12 >0,01 14
Cl14:0 5,68 029 52 6,86 0,24 35 13,38 0,39 29 10,75 027 2,5 15,08 092 6,1
Cl4:1 0,61 >0,01 0,8 0,62 0,04 6.8 1,07 0,04 33 1,30 0,04 2,7 142 0,02 1,1
C15:0 0,34 >0,01 1,1 0,76 0,01 0.8 0,55 0,02 4,1 0,82 >0,01 02 2,15 0,09 42
C16:0 16,30 0,67 4,1 23,80 0,15 0,6 41,87 1,03 2,5 28,67 043 1,5 38,18 2776 72
Cl6:1 1,14 0,01 09 1,56 0,24 15,5 2,55 0,14 5,6 2,90 0,02 0,6 3,66 0,03 0,8
C17:0
C18:0 3,49 0,59 16,9 6,80 0,01 02 997 0,80 8,0 11,43 0,77 6,7 8,33 1,08 12,9
Ci8:1 8,03 1,17 14,6 14,44 0,29 2,0 18,61 1,26 6,8 18,87 0,18 1,0 20,79 048 2,3
Cl182 0,71 0,01 09 0,95 0,03 37 1,13 0,06 5,5 1,76 0,05 2,8 1,66 0,05 30
Cl183 0,64 0,03 54 0,97 >0,01 >0,1 1,20 0,05 42 1,38 0,04 2,7 1,73 0,02 1,0
C20:0 0,01 >0,01 72 0,01 >0,01 6,1
C20:5
Cc22:1
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3.2.2 Vizané mastné kyseliny
Presné koncentrace vSech identifikovanych mastnych kyselin vCetné smérodatné odchylky a

relativni smérodatné odchylky jsou zaznamenany v tabulce 8 a znazornény graficky v grafech
9-14.
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Graf 9: Srovnani celkového obsahu vazanych mastnych kyselin
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Graf 10: Srovnani obsahu nasycenych, mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin v jednotlivych
vzorcich
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Graf 13: Srovnani obsahu jednotlivych mastnych kyselin
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V grafu 9 vidime, Ze celkovy obsah vazanych mastnych kyselin se markantné neménil a pro
viechny méfené syry je koncentrace okolo 300 mg-g™'.

Celkovy obsah vazanych mastnych kyselin byl pro &erstvy syr 302,57 mg-g™!, pro syr po
jednom tydnu v lednici 305,41 mg-g™!, pro syr po tfech tydnech v lednici 298,22 mg-g™!, pro
syr po tydnu pii 20 °C 299,80 mg-g™! a pro syr po tfech tydnech pii 20 °C 306,33 mg-g..

V grafu 10 miZeme usoudit, ze pomér nasycenych, mononenasycenych a polynenasycenych
vazanych mastnych kyselin zistava ve vSech vzorcich pfiblizné stejny.

Nejvice zastoupené vazané mastné kyseliny jsou porovnavany v grafu 8. Ve vSech vzorcich
opét pievazovala kyselina palmitova dosahujici v maximalni koncentraci 126,04 mg-g™..

47



Tabulka 8: Obsah jednotlivych vazanych mastnych kyselin v mlékarenském typu Saint-nectaire

Cerstvy'f Tyden v lednici Tti tydny v lednici Tyden piti 20 °C Tti tydny pii 20 °C
smérodatnd | relativni smérodatnd |relativni smérodatnd |relativni smérodatnd |relativni smérodatnd | relativni
CMK odchylkka |gmérodatna [SMk odchylka smérodatna  |SMk odchylka smérodatna  |SMk odchylkka  |gmérodatna  [SMk odchylka  |gmérodatna

MK [mg-g'] [[mgg'] |odchylka [%] |[mg'g'] |[mg'g"] |odchylka [%]|[mg-g"] [[mgg'] |odchyka [%] |[mg'g'] |[mg'g'] |odchylka [%]|[mg-g"] |[mgg'l |odchylka [%]
C6:.0 191 0,07 36 1,76 0,03 1,8 191 0,21 11,1 231 0,21 89 2,54 0,23 9,2
C8:0 141 0,03 2,0 1,33 0,02 1,2 1,52 0,26 174 1,93 022 11,6 193 0,02 1,0
C10:0 4,09 0,11 2,6 4,79 0,19 4,0 3,89 0,96 24,7 4,75 0,69 14,5 4,96 042 8,5
C12:0 6,86 0,10 1.5 5,99 0,01 0,1 5,85 1,15 19,6 7,37 1,13 154 7,73 0,51 6,6
C13:.0 0,22 0,01 4,6 0,28 0,01 25 0,18 0,05 30,2 0,24 0,03 14,6 0,25 0,02 74
Cl14:0 35,05 0,39 1,1 32,95 045 14 31,98 8,05 25,2 35,06 5,90 16,8 38,58 3,52 9,1
Cl4:1 3,16 0,07 23 2,89 0,04 1,2 2,51 0,71 283 3,04 0,52 17,0 341 0,32 93
C15:0 4,14 0,07 1,6 4,23 0,01 0,2 4,33 097 22,5 1,93 0,69 35,7 437 0,42 9,7
C16:0 125,17 0,02 00| 12604 1,20 09 123,07 2841 23,1 117,30 17,56 150 123,57 10,52 8,5
Cl6:1 6,13 0,05 09 5,79 0,11 1,9 5,12 1,65 323 5,85 0,05 0.8 6,66 0,16 25
C17:0 1,52 0,02 1,6 1,68 0,05 32 1,75 0,04 2,0 149 0,07 4,7 1,78 0,05 2,6
C18:0 35,54 0,40 1,1 40,94 0,78 1,9 44,88 13,93 31,0 41,46 531 12,8 39,66 9,46 239
Cl18:1 6945 0,64 09 66,01 0,68 1,0 63,51 24,54 38,6 67,16 8,30 13,1 64,08 11,60 18,1
C182 4,83 0,05 1,0 3,87 0,01 03 3,09 0,29 93 449 0,25 5,6 2,82 0,33 11,7
Cl183 3,11 0,01 03 345 0,05 1,3 3,52 0,86 24.5 2,93 1,05 35,8 4,00 0,29 73
C20:0 1,10 0,01 0,7 248 0,01 04

C20:5 0,11 0,01 5,7
C22:1 341 0,13 39
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3.3 Stanoveni tékavych aromatickych latek
Tekavé aromatické latky byly stanoveny pomoci metody HS-SPME-GC-MS a identifikovany
na zakladé srovnani hmotnostnich spekter s dostupnou knihovnou spekter. Pti identifikaci byly
brany v uvahu pouze slouceniny s faktorem shody vyS$§im nez 800. Obsah je vyjadfen
semikvantitativné pomoci procentualniho zastoupeni ploch pfislusnych piki na
chromatogramu. Kazdy vzorek byl méfen dvakrat.

Bylo zméfeno celkem pét vzorka syra La petit Saint-nectaire: Cerstvy, skladovany tyden a tfi
tydny v lednici a skladovany tyden a tfi tydny pii 20 °C.

Prehled identifikovanych slou€enin je uveden v tabulkach 9 a 10, graficky znazornén v grafech
15-18.

Tabulka 9: Aromatické latky identifikované v syru Cerstvém a skladovaném tyden a tfi tydny v lednici

Cerstvy Tyden v lednici | Tii tydny v lednici
Nazev Skupina |Rt Joplocha | Rt Joplocha | Rt Joplocha Zdroj
acetylaceton aldehyd 5,64 16,76 5,63 1,47 [67]
2-kyanoacetamid ostatni 6,53 0,86
dimethyldisulfid ostatni 8,53 10,58
dekamethylcyklopentasiloxan | ostatni 10,76 1,40| 10,76 0,63
heptan-2-on keton 12,66 5,17 12,66 11,81] 12,66 27,31 [72]
D-limonen terpen 13,00 4,31 (13,10 1,37 [68]
L-limonen terpen 13,31 1,20 [68]
pentanol/amyalkohol alkohol 13,78 1,70 [67]
isoamylalkohol alkohol | 13,86 28,37 13,82 11,80 [72]
kyselina propionova kyselina 16,09 0,48 [69]
2,4-dithiapentan ostatni 17,17 0,95 17,15 6,49
heptan-2-ol alkohol | 18,58 0,32] 18,56 6,10 18,54 1,67 [69]
nonan-2-on keton 21,45 3,33| 21,46 12,35] 21,46 15,82 [72]
non-8-en-2-on keton 23,81 1,241 23,81 2,66 [67]
kyselina octova kyselina 24,90 0,74 [70]
2-ethylhexanol alkohol 25,74 0,88 [72]
nonan-2-ol alkohol 27,06 1,47 [72]
batan-2,3-diol alkohol 28,27 0,80
kyselina isomaselna kyselina | 30,65 1,08| 30,48 1,291 30,45 1,50 [69]
kyselina maselna kyselina | 38,15 8,01 | 34,82 2,17(37,92 12,81 [69]
2-methyl oktanoat ester 35,54 4,87 [69]
fenylaceton keton 40,71 0,08
formamid aldehyd 44,53 0,50
kyselina mlééna kyselina | 44,67 0,40 [71]
kyselina kapronova kyselina 47,72 2,86 [67]
2-fenylethylalkohol alkohol | 50,10 8,71 50,06 0,66 | 50,03 1,83 [72]
hexylcinnamaldehyd aldehyd 54,92 0,13
kyselina kaprylova kyselina 56,15 0,53 [67]
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Graf 14: Srovnani poctu (na ose y) identifikovanych latek jednotlivych skupin
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Graf 15: Srovnani procentualni plochy piku jednotlivych skupin ve vzorcich
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Byla stanovena procentualni plocha piku (z plochy vSech oznacenych pikit), diky tomuto udaji
muzeme semikvantitativné uréit mnozstvi pritomné tékavé latky. U syru Cerstvého nejvetsi Cast
tvorily alkoholy zabirajici 37,4 % celkové plochy pikd. U syru po tydnu skladovani v lednici
témér vyrovnané dominovaly alkoholy s 21,71 % a ketony s 25,4 %. Po tfech tydnech v lednici
tvorily alkoholy mensinu a naprosto pievladly ketony s 45,87 % celkové plochy pikd.
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Tabulka 10: Aromatické latky identifikované v syru Cerstvém a skladovaném tyden a tii tydny pii 20 °C

Cerstvy Tyden pii 20 °C | Tii tydny pii 20 °C
Nazev Skupina | Rt [s] | %plocha | Rt [s] Joplocha | Rt [s] Joplocha | Zdroje
3-methylbutanal aldehyd 4,27 3,84 [70]
ethanol alkohol 4,65 6,52 [72]
acetylaceton aldehyd 5,64 16,76 5,61 8,84 5,62 3,26 [67]
trimethylsilanol ostatni 6,95 0,53
buthylether ester 7,30 1,93 [72]
dimethyl disulfid ostatni 8,53 10,58 8,51 16,25
isoamyl acetat ester 10,18 0,39
3-methyl-butan-2-ol alkohol 10,49 3,38 [70]
dekamethylcyklopentasiloxan | ostatni 10,76 1,40
heptylcyklohexan ostatni 11,86 0,57
heptan-2-on keton 12,66 5,17 12,63 12,40 12,63 9,94| [70]
D-limonen terpen 12,92 12,57 12,94 3,05 [68]
pentanol/amyalkohol alkohol 13,85 5,06 [67]
isoamylalkohol alkohol 13,86 28,37 [72]
ethyl kapronat ester 14,76 0,71 [72]
2,4-dithiapentan ostani 17,17 0,95 17,12 6,50 17,13 0,31
heptan-2-ol alkohol 18,58 0,32 18,56 3,19 18,55 1,89 [70]
dimethyl trisulfid ostani 21,09 0,56
nonan-2-on keton 21,45 3,33 21,42 6,53 21,43 1048 | [70]
non-8-en-2-on keton 23,77 1,29 [67]
kyselina octova kyselina 24,87 1,78 [70]
nonan-2-ol alkohol 27,03 0,56 27,03 0,51 [72]
kyselina isomaselna kyselina| 30,65 1,08 30,49 1,30 30,47 0,10] [69]
udekan-2-on keton 31,37 0,43 [72]
methyl ester kyseliny
oktynové ester 35,51 1,28
kyselina isovalerova kyselina 37,93 14,20 37,96 1,43 [70]
kyselina maselna kyselina| 38,15 8,01 34,84 0,90 34,82 0,36 [69]
2-methyl oktanoat ester [69]
fenylaceton keton 40,71 0,20
kyselina mlééna kyselina | 44,67 0,40 [71]
kyselina kapronova kyselina [67]
kyselina valerova kyselina 47,73 0,59 47,92 0,62 [71]
2-fenylethylalkohol alkohol 50,10 8,71 50,04 0,82 50,04 3,86 [72]
hexylcinnamaldehyd aldehyd
kyselina kaprylova kyselina [67]
fenol alkohol 54,10 1,50 54,09 16,60 [72]
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Po tydny skladovani pti 20 °C (viz graf 18) klesl obsah alkoholti na 14,51 % (oproti 37,4 % u
syru Cerstvého) a narostl obsah ketonli na 19,13 % a kyselin na 18,77 %, jejich obsah byl
v tomto vzorku celkové nejvyssi. U syru skladovaného tfi tydny pii 20 °C opét vzrostl obsah
alkoholt na 33,22 %, jak ale mizeme vidét v tabulce 10, ve vétSin€ pripadd se jednalo
predev§im o alkoholy, které v Cerstvém syru nebyly identifikovany. Druhou nejzastoupené;si
skupinou u tohoto vzorku byly ketony s 22,14 %.

Kompletni ptehled chemickych skupin identifikovanych sloucenin je zndzornén v tabulce 11.

Maximalni pocet identifikovanych tékavych latek bylo v syru po tfech tydnech pii 20 °C a
v syru po tydnu v lednici, a to 23. V syru po tydnu pii 20 °C bylo identifikovano 19 tékavych
latek, v syru Cerstvém 12 a v syru po tfech tydnech v lednici bylo identifikovano nejméné
tékavych latek, konkrétne 11.

Tabulka 11: Zaznam poctu identifikovanych latek z jednotlivych skupin ajejich procentualni zastoupeni (kde 100 %
je plocha vsech oznacenych pika).

5 Tii tydny v Tfi tydny pii 20
Cerstvy Tyden v lednici lednici Tyden pii 20 °C °C
pocet | %oplocha | pocet | %oplocha | pocet | %oplocha |pocet | %oplocha | poéet | %oplocha
alkohol 3 37,40 6 21,71 3 5,20 6 14,51 6 33,22
aldehyd 1 16,76 2 1,60 1 0,50 1 8,84 1 3,26
keton 2 8,50 3 25,40 4 45,87 3 19,13 4 22,14
kyselina 3 9,49 6 8,07 2 14,31 1 12,57 1 3,05
ester 1 4,87 1 1,28 3 3,03
terpen 2 5,51 1 1,37 5 18,77 4 2,51
ostatni 3 12,93 3 7,98 2 7,07 4 17,65

Identifikované tékavé latky byly porovnany s ¢lanky pouzivajici metodu HS-SPME-GC-MS na
jinych druzich syri. Nejbliz§im pfibuznym je syr Cantal pochazejici také z oblasti Auvergne
[67-70]. Pro dalsi srovnani byl vybran portugalsky syr Queijo de Azeitdo, ktery ma podobné
tésto jako Saint-nectaire a jako posledni syr Red-Veined [71, 72].
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3.4 Senzoricka analyza
Hodnotitelé vyplnovali své hodnoceni do online formulaii Google Forms, kde automaticky
dosloi k vyhodnoceni dat a tvorbé grafi. Hodnotily se vzhled a barva, konzistence, viiné a chut’
(flavour) nejprve jednotlivych vzorkii na bodové stupnici 1 = 5 (nejlepsi = nejhorsi vzorek).
Po vyftazeni syra kontaminovanych patogennimi organismy byly hodnoceny pouze tii vzorky:
Syr Cerstvy a skladovany v lednici tyden a tfi tydny.

15-1 EE> N BN+ EES

Vzhled a barva Konzistence (textura) Vané Chut (flavour)

Obrazek 12: Hodnoceni jednotlivych aspekti cerstvého syru, na ose y je zaznamenana ¢etnost hodnoceni na bodove
stupnici 1 = 5 (nejlepsi = nejhorsi vzorek)

' B2 3 s S
15

Vzhled a barva Konzistence (textura) Vuné Chut' (flavour)

Obrazek 13: Hodnoceni jednotlivych aspektii syru skladovaného jeden tyden v lednici, na ose y je zaznamenana
Cetnost hodnoceni na bodove stupnici 1 = 5 (nejlepsi = nejhorsi vzorek)

20 mET EN2 U3 s BN

15

10

Vzhled a barva Konzistence (textura) Viné Chut' (flavour)

Obrazek 14: Hodnoceni jednotlivych aspekti syru skladovaného tfi tydny v lednici, naose y je zaznamenana Cetnost
hodnoceni na bodové stupnici 1 = 5 (nejlepsi = nejhorsi vzorek)
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I Vzhled abarva M Konzistence /textura 00 Vang [l Chut (flavour)

20

10

Vzorek F457 Vzorek K986 Vzorek S235

Obrazek 15: Vyhodnoceni nejlepsiho vzorku pro jednotlivé hondocené aspekty, vrozek F457 je syr Cerstvy, K986
po tydnu skladovani v lednici a S235 po tiech tydnech skladovani v lednici

Pro jednoduché srovnani skoére jednotlivych syra byla provedena suma celkového hodnoceni
vSech hodnocenych parametri. JelikoZ nejlepsi hodnoceni mélo hodnotu 1, znamena nizsi skore
lepsi vysledek. Celkova suma pro Cerstvy syr byla 376, pro syr skladovany tyden v lednici 403
a pro syr po tfech tydnech v lednici 296. Nejlépe tedy dopadl tfi tydny skladovany syr.

Toto hodnoceni se dale potvrdilo pii poslednim hodnoceni (viz. obrazek 15), kde byl pro
jednotlivé parametry vybiran nejlepsi vzorek syra a tfi tydny skladovany syr byl nejCastéji
oznacovan jako nejlepsi, poté syr Cerstvy a jako posledni syr skladovany tyden v lednici.

15

Obrazek 16: Oblibenost plisiiovych syni, praiméma oblibenost plisfiovych syri byla 6,375 na stupnici od 1 do 10
(1 bylo nejméné a 10 nejvice)
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4 ZAVER

Prvni Casti prace bylo srovnani mikrobialniho slozeni mezi farmarskym a mlékarenskym typem
syru Saint-nectaire a dale srovnani mnozstvi pritomnych mikroorganisma v zavislosti na dobé
a teploté skladovani. Pro tuto analyzu byla pomoci kitu izolovana DNA z péti exemplaia
mlékarenského typu La petit Saint-nectaire: Cerstvého, skladovaného v lednici po dobu jednoho
a tii tydna a skladovaného pii 20 °C po dobu jednoho a tfi tydnt. Dale z farmarského typu
Saint-nectaire: ¢erstvého a po tfech tydnech skladovani v lednici.

Zvolené mikroorganismy (viz. tabulka 1) byly identifikovany pomoci RT-PCR a diky zdznamu
narustu fluorescence a tim ziskanym Ct ¢asim bylo porovnano mnozstvi DNA jednotlivych
mikroorganismu v pavodnich vzorcich.

Z naméfenych dat vyplyva, Ze nejvyssi obsah mikroorganismi je v syru ihned po koupi.
Vyjimkou je Streptococcus thermophilus,u kterého bylo detekovano vétsi mnozstvi u syru
skladovanych v lednici nez u syru Cerstvého.

Pii skladovani pii 20 °C je situace podobna, zvySuje se ale obsah mikroorganismu
Streptoccocus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Cladosporium herbarum a Penicillium
commune. Jiz po prvnim tydnu se objevily nékteré kontaminanty Micrococcus luteus a
patogenni organismy Salmonella enterica a Staphylococcus aureus. Ve tretim tydny mimo
lednici jsme poté detekovali ve vzorku 1 patogen Listeria monocytogenes.

Z vysledka je patrné, Zze ani jeden ze zpusobu skladovani neni pro vyvoj mikroorganismu
idealni. Udavanou teplotou pro vhodné skladovani jsou 4 °C (pfiblizn€ odpovidajici teploté
v lednici), které jsou standartni teplotou pro uchovavani mlécnych vyrobka. Z technologie
vyroby Saint-nectaire vime, ze zrani probiha pii 8-12 °C, coz by byla pravdépodobné idealni
teplota skladovani.

Ze senzorické analyzy ale vyplyva, ze obsah mikroorganismi se vyznamné nepodepisuje na
senzorickych vlastnostech syru. Nejlépe hodnocenym syrem byl syr po tfech tydnech
skladovani v lednici, ktery dosahoval stfednich hodnot pifi porovnavani obsahu
mikroorganismiu.

Rozdil v mikrobidlnim slozeni mezi mlékarenskym a farmafskym typem je patrny na prvni
pohled. Z vybranych mikroorganismi byly Penicillium roqueforti a fuscoglaucum
identifikovany pouze u farmarského typu. Dale je pravdépodobné, ze u farmarského typu nebyl
ptitomen Brevibacterium linens, ktery byl identifikovan v malém mnozstvi az po tfech tydnech
skladovani. Jeho pfitomnost ale mize byt zpisobena skladovanim s mlékarenskym typem.
Stejnym zptuisobem mohlo dojit ke kontaminaci Cladisporium herbarum.

Po tfech tydnech se u farmarského typu jako u jediného ze vzorkt v lednici objevil kontaminant
Micrococcus luteus, coz miZze byt zptisobeno vyrobou z nepasterizovaného mléka.

Celkové se mnozstvi identifikovanych mikroorganismu v jednotlivych typech vyrazné nelisil.
Dle zdroji 17 a 20 by méla byt vyrazna Seda barva pripisovana kvasinkové houbé Geotrichum
candidum. Ta ale nebyla ve farmafském druhu pfitomna ve vétSim mnozstvi nez
v mlékarenském. Za Sedou barvu tedy pravdépodobné zodpovidaji jiné mikroorganismy, které
nebyly vybrany pro tuto analyzu.
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Dulezity vliv na senzorické vlastnosti syru maji mastné kyseliny. V této Casti byl porovnavan
obsah volnych a vazanych mastnych kyselin v syru La petit Saint-nectaire: Cerstvého,
skladovaného v lednici po dobu jednoho a tii tydna a skladovaného pii 20 °C po dobu jednoho
a tii tydnd. V prvni fad€ byl vyextrahovan tuk ze vzorku syra, ze kterého byly dale pomoci
esterifikace ziskané methylestery. Jejich slozeni bylo zméteno pomoci GC-FID.

Obsah vazanych mastnych kyselin se béhem skladovani vyznamné neménil a byl srovnatelny
u vSech méfenych vzorki (pfiblizné 300 mg-g'). Obsah volnych mastnych kyselin s ¢asem
skladovani vzrustal, vys$si obsah byl naméfen u syra skladovanych pii 20 °C. Nejvyssi obsah
volnych mastnych kyselin byl naméfen u syru po tfech tydnech skladovani pfi 20 °C s hodnotou
103,05 mg mastnych kyselin na 1 g vzorku.

Pomér nasycenych, mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin zistaval ve
vSech pripadech velmi podobny.

Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou (u vazanych i volnych) ve vSech vzorcich byla
kyselina palmitova dosahujici ve vazané formé 126,04 mg-g! a ve volné 41,87 mg-g..

Senzorické analyze byly podrobeny jen vzorky syru zlednice, u kterych byl zfetelny vyvoj
volnych mastnych kyselin (postupné stoupajici obsah). Dalo by se tedy predpokladat, ze
senzorické hodnoceni bude mit s Cas skladovani stoupajici nebo klesajici tendenci ale nem¢lo.
Obsah mastnych kyselin pravdépodobné nebyl nejdilezité€j§im parametrem ovliviiujicim
vysledné senzorické vlastnosti syru.

Posledni Casti této prace bylo stanoveni tékavych latek, které vyznamné ovliviiuji senzorické
vlastnosti daného pokrmu. Tékavé latky byly stanoveny pomoci SPME-GC-MS z péti vzorktu
La petit Saint-nectaire: Cerstvého, skladovaného v lednici po dobu jednoho a tfi tydna a
skladovaného pfi 20 °C po dobu jednoho a tfi tydnda.

NejzastoupenéjSimi skupinami byly alkoholy, ketony a u syru tyden skladovaného mimo
lednici kyseliny.

U syra skladovanych v lednici (které byly predmétem senzorické analyzy) doslo k vyrazné
zmeéné u skupin alkoholy, aldehydy a ketony. U Cerstvého syry byla absolutné nejzastoupené;)si
skupina alkoholt a dale aldehydd. Po tydnu skladovani klesa obsah alkoholt i aldehydua a
vyrazné stoupa obsah ketonu. Po tfech tydnech skladovani jsou nejzastoupenéjsi skupinou
ketony a druhou kyseliny.

I presto, Ze slozeni a mnozstvi tekavych latek se u Cerstvého a tfi tydny skladovaného syra
vyrazng lisi, byly hodnotiteli vyhodnoceny jako senzoricky podobné ptijemné, zatim co tyden
skladovany syr, ktery je téméf primérem ostatnich vzork( byl vyhodnocen jako senzoricky
nejmén¢ piiveétivy.

Vystupem spojeni senzorické analyzy s ostatnimi meéfenimi je, ze 1 pfes naméfend data a
predpokladané trendy je mnoho dalSich parametrd, které zodpovidaji za celkovy dojem
z potraviny a senzorické hodnoceni, obzvlast neskoleného panelu, je tedy vzhledem
k vysledkiim analyz zcela subjektivni.
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6 PRILOHY

Jste kurak?

Ano

Ne

WVék

Jake je vase pohlavi? ©
Zena
Muz

Mepreji i uvadét

Jaka je vage obliba plisnovych syrd?

Zhodnofte viastnosti vzorku F457 (jako ve kole) *

Vzhled a barva
Kenzistence (te...
Viné

Chut {flavour)

Priloha 1: Prvni ¢ast dotazniku pro senzorické hodnoceni
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Zhodnotte vlastnosti vzorku K986 (jako ve Skole)

Vzhled a barva
Konzistence (te..
Vingé

Chut {flavour)

Zhadnotte viastnosti vzorku 5235 (jako ve Skole)

zhled a barva
Konzistence (te..
Vine

Chut {flavour)

Vyhodnofte nejlepsi vzorek v jednotlivych kategoriich (zaskrinéte u kazde kategorie jeden nejlepsi
vzorek)

Vzhled abarva  Konzistence ftextu... Winé Chut (flavour)

Vzorek FAST |:| D D D
Vzarsk K986 ] ] ] ]
Vzorek 5235 4 4 4 [l

Priloha 2: Druha ¢ast dotazniku pro senzorické hodnoceni
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