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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva posouzenim vlivu skladovani francouzského
plistiového syra Brie de Meaux (AOC) na jeho obsah té€kavych (aromatickych) sloucenin,
volnych a vazanych mastnych kyselin a mikrobialni slozZeni, v souvislosti s jeho senzorickou
kvalitou.

Teoreticka Cast je vénovana syrum s bilou plisni na povrchu. V ¢asti experimentalni je
posouzen vliv teploty a doby skladovani na senzorickou kvalitu a bezpeCnost syra. V ramci
skladovaciho experimentu byly syry uchovavany po dobu 21 dni v 5 °C (jeden volné lozeny,
druhy vakuovany) a pii 20 °C. Vzorky byly hodnoceny pomoci SPME-GC-MS z pohledu
tékavych (aromatickych) latek. Mastné kyseliny byly identifikovany a kvantifikovany pomoci
GC-FID po pievedeni na methylestery pomoci BF3. Pro mikrobialni profil byla vyuzita
metoda RT-PCR.

Ve vzorcich bylo identifikovano 59 tékavych sloucenin, které pfispivaji k chutovym
vlastnostem syra. Mezi mastnymi kyselinami byly v majoritnim mnozstvi zastoupeny
kyseliny palmitova, olejova, myristovda a stearova. Mikrobialni profil potvrdil v syru
uchovavaném pii 20°C kontaminant Micrococcus Iluteus, ostatni kontaminanty nebyly
detekovany pozitivné. Ze senzorického hlediska byl nejlépe hodnocen syr standardni
(analyzovan ihned po zakoupeni) spolecné se syrem uchovavanym pii 5 °C ve vakuované
formeé po dobu 21 dni.

Klicova slova
Plisfiové syry, tekavé latky, senzoricka kvalita, MK, SPME, GC-FID/MS



ABSTRACT

This thesis deals with the assessment of the effect of storage of French Brie de Meaux
(AOC) on its volatile (aromatic) compounds, free and bound fatty acids and microbial
composition, in relation to its sensory quality.

The theoretical part is devoted to cheeses with white mould on the surface. In the
experimental part, the influence of temperature and storage time on the sensory quality and
safety of cheese is assessed. In the storage experiment, the cheeses were stored for 21 days at
5 °C (one bulk, one vacuumed) and at 20 °C. The samples were evaluated by SPME-GC-MS
for volatile (aromatic) compounds. Fatty acids were identified and quantified by GC-FID after
conversion to methyl esters using BF3. RT-PCR method was used for microbial profile.

Fifty-nine volatile compounds were identified in the samples and contribute to the
flavour characteristics of the cheese. Among the fatty acids, palmitic, oleic, myristic and
stearic acids were predominant. The microbial profile confirmed Micrococcus luteus as
a contaminant in cheese stored at 20°C, while the other contaminants were not detected
positively. From a sensory point of view, the standard cheese (analysed immediately after
purchase) together with cheese stored at 5 °C in vacuum form for 21 days was the best
performing cheese.

Key words
mould cheese, volatile compounds, sensory quality, FA, SPME, GC-FID/MS
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UvVOoD

Syry s bilou plisni na povrchu jsou u spotiebitelti stale oblibenéjsi. Poptavka po nich
roste a jsou §iroce konzumovany po celém svété. Konkrétné francouzské syry jsou casto
vyhledavanou specialitou. Jsou znamy svoji kvalitou, ktera vSak, zejména u plisiovych syra,
muze byt v prub&hu zrani promeénliva.

Kvalita téchto syri souvisi nejen s kvalitou pouzitého mléka, ale i mléCnymi
bakteriemi, plisnovou kulturou a technologii zpracovani. V prabéhu zrani dochazi
k biochemickym zménam a produkci tékavych sloucenin, které jsou dulezité pro aroma i chut
syru.

Hlavnim cilem prace bylo posouzeni vlivu a bezpecnosti skladovani francouzského
plistiového syra Brie de Meaux (AOC) na jeho obsah té€kavych (aromatickych) sloucenin,
volnych a vazanych mastnych kyselin a mikrobialni slozZeni, v souvislosti s jeho senzorickou
kvalitou. Syr byl skladovan pfi chladirenské teploté (5 °C) a pii teploté pokojové (20 °C)
v Casovém useku 21 dni. Analyza tékavych slouCenin byla provedena pomoci GC-MS, ktera
kombinuje vysokou citlivost, dobrou separaci a reprodukovatelnost. Profil mastnych kyselin
byl vyuzit GC-FID. Mikrobialni pfitomnost byla ovéfena vysoce specifickou metodou
RT-PCR. Zavérem bylo provedeno senzorické hodnoceni pro zji§téni spotiebitelského optima
konzumentt.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Syry s bilou plisni

Vyhlaska €. 397/2016 Sb. definuje zrajici syr takto: ,, jako ,,zrajici syr “ Ize oznacit syr,
u kterého po prokysani doslo k dalsim biochemickym a fyzikdalnim procesiim !,

Zrajici syry s bilou plisni na povrchu se fadi mezi syry piirodni'. Zrani syrd je
komplexni proces, ktery zahrnuje enzymaticky katalyzované reakce, které zpusobuji nejen
chutové, ale i texturni zmény?. Kombinace startovacich bakterialnich kultur a hub bilé plisng,
které na povrchu syrt tvoii povlak bile zbarvenych myecelii, vytvari charakteristické aroma,
vzhled i chut*’. K chuti mékkych nebo tvrdych syrii pfispivaji sloudeniny s nizsi
molekulovou hmotnosti, zejména sloudeniny t&kavé’. Mezi nejcast&jsi povrchové zrajici bilé
plisiiové syry se fadi Camembert a Brie*.

1.1.1 Camembert

Typickym piikladem povrchové zrajictho syru s bilou plisni na povrchu je
Camembert®. Tradi¢ni Camembert, chranény znackou piivodu AOC (Appellation d'origine
controélée), pochazi z Normandie (Camembert de Normandie) (viz Obrazek 1), vyrabi se ze
syrového mléka, coz je dilezitym aspektem pii jeho produkci, a spliiuje uréité vyrobni normy.
Zraje minimaln& 21 dni pii 11-13 °C a relativni vlhkosti 90 %°.

I kdyz jsou vyrobni procesy chranény znaCkou plivodu, nazev Camembert timto
zemépisnym oznaCenim chranén neni, proto lze tento nazev pouzit pro jiné syry tohoto typu
vyrobené v jinych &astech Francie &i svéta’,

Camembert ma v praméru 11 cm a tloustkou 2,5 cm. Jeho historie vzniku spada do
obdobi kolem roku 1790, kdy byl ve vesnici Camembert poprvé vyroben. Pivodné se tento
syr vyrabél v mistnich farmach, od pocatku 20. stoleti se vyrabi primyslové. Jeho vyroba se
z Normandie postupné rozsifila do celé Francie a posléze i do ostatnich zemi svéta®.

L Y

Obrazek 1: Zemépisna oblast AOC Camembert de Normandie”



1.1.2 Brie de Meaux

Francouzsky syr Brie de Meaux nese téz certifikované oznaceni AOC, tedy
kontrolované oznaCeni puvodu. Jeho nazev pochazi z mésta Meaux, které se nachazi
vychodné od Pafize a je centrem vyroby tohoto syra®. Aby tento syr mohl nést oznaéeni AOC
musi byt vyroben vyhradné ze syrového kravského mléka, které mu dodava vyraznou chut
i vini. Pasterovana verze Brie de Meaux se nazyva Fromage de Meaux.

Brie de Meaux se odliSuje od ostatnich zrajicich syra svym tvarem a velikosti. Syr ma
tvar nizkého valce s vyskou 2,5 cm a praimérem 35-36 cm (viz Obrazek 2), jeho hmotnost je
zhruba pul tietiho kilogramu™®. Na jeho povrchu se nachazi plstény povlak bilého mycelia,
ktery vznika v dasledku rastu Penicillium camemberti. Vnitiek je mékky a krémovity.
Obsah tuku v susiné se pohybuje v rozmezi 45-60 %*'°.

Obrazek 2: Syr Brie de Meaux — vyrobek a baleni!!

Mezi ostatni jemné fermentované syry s bilou plisni patfi Coulommier ¢i Carré de
I’Est.
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1.2 Technologie vyroby syri s bilou plisni

Technologie vyroby povrchové zrajicich syru s bilou plisni jsou velmi podobné. Stejné
tak jevy probihajici v prib&hu zrani’.

Tradi¢ni syry jako Camembert de Normandie ¢i Brie de Meaux se vyrabi ze syrového
kravského mléka, diky némuz je dosazeno vy$siho podilu tékavych aromatickych latek.
Existuji 1 jejich pasterované varianty, které jsou sice 1épe skladovatelné nez povrchové zrajici
syry vyrobené tradi¢ni technologii, avSak zahfivani muze inaktivovat enzymy a redukovat
mikroorganismy piitomné v mléce zodpoveédné za vznik aromatickych slouceniny béhem
fermentace’.

Pti vyrobé tradicniho syru Brie de Meaux se nechava nadojené syrové mléko odstat,
béhem této doby jsou do mléka pfidany piirodni mikrobialni kultury. Jedna se zejména
o mikroorganismy  Penicillium camemberti a Geotrichum candidum, které tvori
charakteristické vlastnosti tohoto syra'2.

V prabéhu vyroby je dulezité, aby postupné s Casem klesala teplota. Vyroba zacina
pii 30 °C srazenim mléka, které se provadi zhruba 1-2 hodiny syfidlem hovéziho ptavodu.
V prabéhu procesu postupné dochazi ke snizovani teploty az na 6 °C.

Po srazeni je nasledné koagulum preneseno do forem, kde pres perforované stény
odtéka syrovatka. Syr odpociva ve forméach 24 hodin. Béhem této doby vypusti veskerou
tekutinu. Timto je ziskana syfenina s nizkym obsahem mineralnich latek, jejiz pH se na konci
odkapavani pohybuje mezi 4,6—4,7. Nasledn€ je syr solen na sucho. Kolace syra jsou poté
presunuty do mistnosti, kde zistavaji pét az sedm dni, béhem kterych se pravidelné otaceji.

Na zacatku zrani je hodnota pH pfiblizné 5, diky bakteriim mlé¢ného kvasSeni. Nizké
pH Cerstvé vyrobeného syra je dobrym predpokladem ristu acidofilnich mikroorganismu jako
jsou plisn€ a kvasinky. Navic je nizké pH c¢asteCné selektivni pro rast béznych plisnovych
kontaminantd syra'!*!*. Hodnota pH se v pribéhu zrani diky témto mikroorganismim, které
oxida¢né metabolizuji kyselinu mlé¢nou ze syfeniny pro svij rast na CO2 a HO a produkuji
alkalické metabolity jako je NH3 z aminokyselin v syrech, zvySuje. Po dosazeni hodnoty
pH 5,8 je umoznén rist bakterii (tato hodnota pH je pro rist bakterii prahova)’. Na konci
zrani dosahuje pH neutralni hodnoty. K vzestupu pH dochazi nejdfive na povrchu syra a
postupné dochazi ke zvySovani pH az do jeho stfedu. Vznika tak gradient pH, se kterym je
u povrchove plisfiovych syrt spojena migrace vapniku a fosfatu ze stiedu syra k jeho povrchu.
Tento jev ma vliv na texturu, kdy syr dozrava smérem k jadru. ZvySovani pH v§ak nese riziko
ristu nezddoucich bakterii jako je napt. Listeria monocytogenes, Bacillus cereus aj."> ™',

Syr zraje minimalné€ Ctyfi tydny pfi teplote¢ 11-13 °C a relativni vlhkosti 90 %,
vétsinou je vSak doba zrani jesté delsi, tj. 7-8 tydna'®.

1.3 Mikrobialni profil syru s bilou plisni

Preménu mléka na syr zaji§tuje mikrobidlni populace, ktera tvofi komplexni a
dynamicky ekosystém, diky némuz dochazi k &etnym biochemickych reakcim!’
skupina, ktera se podili na vyrobé a zrani syra, jsou startovaci bakterie, které jsou tvoreny
bakteriemi mlééného kvaSeni — predevsim Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp.

. Prvni

cremoris. Tyto kultury dominuji béhem rané faze vyroby syra a i kdyz jsou postupné
nahrazovany sekundarni mikrobiotou, pfetrvavaji béhem celého procesu zrani'®,
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Proces pusobeni startovaci mikroflory zpusobuje rychlou tvorbu kyseliny mlécné,
prispiva k tvorbé syfeniny, zabranuje ristu patogennich bakterii a vytvari, zejména produkci
enzymu, optimalni biochemické podminky pro zrani. Ovliviuje tak senzorické vlastnosti
produkti! 718,

Zrajici syry s bilou plisni na povrchu jsou zaméré ovlivnény riznymi
mikroorganismy, které se podileji na technologickych a senzorickych vlastnostech syru.
Interakce mezi mikroorganismy ve fermentovanych potravinach jsou dulezitymi faktory, které
dodavaji syrum charakteristickou chut’, vzhled, texturu i vini. Syry zrajici na povrchu, bez
ohledu na odriidu syra, vykazuji podobnou mikrofloru'®-2°. Slozeni a vyvoj této mikroflory
je slozity, o to vic pfi pouziti syrového mléka pfi vyrob&’. Nepasterizované mléko obsahuje
velkou diverzitu bakterii pochazejicich z zivocisnych, lidskych i environmentalnich zdroji2!.

Plisng, které jsou pouzivané ke zrani mékkych syr@i, prosly postupnou domestikaci®2.
Nejbéznéjsi mlécné kvasinky a plisné, které se vyuzivaji pfi zrani syru, jsou Penicillium
camemberti, Geotrichum cadidum, Debaryomyces hansenii a Kluyveromyces lactis"**°.

V povrchové zrajicich syrech dominuje kultura Penicillium camemberti, ktera je
povazovéana za domestikovanou formu Penicillium commune®. K vyrobé syra se pouzivaji
pouze bilé formy této kultury, které se komercné lisi predevsim rychlosti rastu na povrchu
syra a hustotou mycelia®. P. camemberti roste kompaktné a vytvaii tak bily a kvétovy vzhled
kiry?®. Navic ma P. camemberti vysoky proteolyticky i lipolyticky potencial. Produkuje
extracelularni exopeptidazy, diky kterym se tvoii velké mnozstvi aminokyselin v syrech>*,
Pti produkci enzymi spolecné se spotiebou kyseliny mlééné dochazi k souCasnému zvySeni
hodnoty pH. Rist P. camemberti je pozorovan po 6—7 dnech zrani. Ve srovnani s ostatnimi
mikroorganismy dozravajici flory je rast extrémné rychly. Konec rastu je ukoncen za
2-3 dny. Za tu dobu je zménéno povrchové pH, vycCerpan laktat a produkuje velké mnozstvi
CO,, ktery miize urychlit proces zrani°.

Druhym dulezitym sekundarnim startérem, podilejicim se na zrani téchto syra, je
kvasinka Geotrichum candidum, ktera snizuje hotkost a hraje dualezitou roli v konkurenci
s nezadoucimi mikroorganismy. Spole¢né s Debaryomyces hansenii ptispiva k chuti a texture
diky jejich lipolytické a proteolytické aktivité?>. G. candidum, stejné jako P. camemberti
syntetizuje intra a extracelularni proteinazy (pH blizko 6,0). Dokaze odstranit horkost
pravdépodobné proto, ze ma velmi G¢innou peptidazovou aktivitu>2*.

G. candidum je velmi citliva na sal, a proto muze suché soleni, které se pii vyrobé
zejména syri typu Camembert a Brie pouziva, na urCitou dobu zastavit rist.

Vitalita P. camemberti a G. candidum je podstatna pro konkurenceschopnost vuci
ptipadnym kontaminantim?®. Podle publikace Decker a Nielsen?* ma P. camemberti nejvétsi
inhibiéni G¢inek na C. herbarum. Dieuleveux a kol.?® uvedli, ze G. candidum vyluduje
2-hydroxy-3-fenyl propanovou kyselinu, ktera je zndma svym Sirokym antimikrobialnim
ucinkem. Diky rychlé kolonizaci povrchu syra myceliem v zacatcich vyroby se omezuje
rozvoj mikroorganismii zptsobujicich kazeni*. K inhibici nezddouciho ristu kontaminantfi
pfispivaji 1 startovaci kultury. Ruast plisnovych kontaminanti na syru miZze zpusobit
nezadouci pachuté, mykotoxiny nebo zménu barvy povrchu. Mezi nejCastéjsi syrové
kontaminanty, které zplisobuji alimentarni onemocnéni zpusobené konzumaci syra patfi
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus a Escherichia coli®>.
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Po 2-3 tydnech, kdy je P. camemberti a ostatnimi kvasinkami katabolizovana kyselina
mlécna, dojde ke zvySeni pH (pfiblizné€ na hodnotu 5,8). Tyto podminky jsou dobré pro rist
bakterii, jedna z nejdilezit&jsich a nejéast&ji citovana je napt. Brevibacterium linens’.

Mikrobiota v bilych plisfiovych syrech je povazovana za klicovou pii produkci
tékavych aromatickych sloucenin. Pokud vSak dojde k nerovnovaze chutovych sloucenin,
jsou pozorovany chutové defekty, které jsou nezadouci. Mezi tyto vady patii odchylky vine

a chuti, tvorba biogennich aminfi, tvorba plynu, usazovani minerald atp'”.

1.4 Tékavé latky a mastné kyseliny v syrech s bilou plisni

Zrani syru je slozity a komplexni proces, ktery vede ke vzniku velkého mnozstvi
tékavych latek, tvorici aroma, vuni i chut bilych plisiiovych syri. Aroma a vuné téchto syru je
vysledkem jemné rovnovahy mezi vSemi tékavymi slouCeninami, které se v syrech
vyskytuji?’. Kazda slou¢enina nese charakteristicky pachovy ton, ktery se do urgitého
mnozstvi podili na syrovém aroma. V piipadé vétSich koncentraci miZze nastat ve vini
defekt?.

Charakteristicka chut syra je jednou z kvalitativnich slozek, kdy pfitomnost, obsah
a slozeni t&kavych latek v syru ma podstatny vliv na jeho kvalitu?®. Rozvoj charakteristické
syrové chuti ovliviluje i zrajici mikrobiota?.

K chuti syra pfispivaji zejména slouCeniny s niz§i molekulovou hmotnosti. Na rozdil
od sloucenin s dlouhym fetézcem (tj. > 12 atomu uhliku), které se v syrech sice nachazeji ve
vétsich koncentracich, avsak v chuti syra hraji pouze malou roli%.

VétsSina téchto tékavych slouCenin jsou produkty metabolismu tukt, bilkovin
a sacharidi. Obzvlasté metabolismus tukl tvori hlavni zdroj chuti v syrech s bilou plisni.
Molekuly pochazejici z téchto metabolickych cest jsou predevsim mastné kyseliny (MK),
ketony, methylketony, alkoholy, laktony, estery, aldehydy, sirné slouceniny a aminy
(viz Obrazek 3)>%".

1.4.1 Mastné kyseliny

Bilé plisiiové syry obsahuji velkou §kalu volnych MK, které vznikaji v syrech
vyrabénych ze syrového mléka z hydrolyzy glyceridi pfirozenou mlécnou lipazou. Tyto
lipazy neboli hydrolazy esterd glycerolu, hydrolyzuji triglyceridy za vzniku volnych MK,
mono- &i diacylglycerola?*.

K lipolyze pfispivaji lipdzy produkované mikroorganismy. Lipazy G. candidum
uvolfiyji prednostné kyselinu olejovou a ostatni nenasycené MK. P. camemberti je naopak
zacilen na triglyceridy slozené z MK s nizkou molekulovou hmotnosti?’. Niz&i podil volnych
MK, které maji zpravidla 2-6 C, pochazi zejména zrozkladu laktosy a aminokyslein.
Koncentrace tékavych molekul MK ovliviiuje pH syra?*.

Mezi kyseliny, které se nachazi v meékkych syrech, patii: octova, propionova,
2-methylpropionova,  butanova,  2-metylbutanova,  3-methylbutanova,  pentanova,
4-methylpentanova, hexanova, oktanova, dekanova, undekanova, dodekanova, tetradekanova,
oktadekanova, olejova, linolové a linolenova?.
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Obrazek 3: Tvorba aromatickych sloudenin z lipidii (upraveno)’”

1.4.2 Ketony a methylketony

V bilych plistiovych syrech jsou nejhojnéji zastoupenymi slou¢eninami methylketony,
jejichz spolecnymi prekurzory jsou MK. V tékavych frakcich jsou nejzastoupenéjsi nonan-2-
on a heptan-2-on. Methylketony mohou byt redukovany reduktazovou aktivitou
na odpovidajici sekundarni alkoholy?2*.

1.4.3 Alkoholy

Primarni a sekundarni alkoholy spolu s ketony jsou povazovany za nejdualezit€jsi
slouCeniny ve vini mékkych plisiiovych syrii. Dillezitou slouceninou ze skupiny alkoholl je
okt-1-en-3-ol, ktery se vyznaCuje charakteristickym houbovym tonem. Pokud se vSak
vyskytuje ve vysSich koncentracich zptisobuje ve vini vady. Dal§im dulezitym odorantem ze
skupiny primarnich alkoholti je 3-methylbutan-1-ol, ktery ma kvétinovy nadech.
Hlavnimi sekundarnimi alkoholy jsou heptan-2-ol a nonan-2-ol, které jsou odvozeny od
methylketond. V syrech se objevuje i ethanol, ktery ma pouze omezenou aromatickou roli,

aviak je prekurzorem estert>2*,
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1.4.4 Estery

Aroma vétSiny esterd, které se vyskytuji v syrech, je klasifikovano jako ovocné
a kvétinové. Mezi konkrétnimi tony, které jsou v odbornych publikacich citované, jsou
ananasové, bananové, meruiikové, hruskové, medové atd?’.

Estery jsou velice rozmanité. V syrech camembertového typu jsou kvantitativné
vyznamné 2-fenylethylacetat a 2-fenylethylpropanoat. Esterifika¢ni reakce probihaji mezi
kratkymi az stfedné dlouhymi fetézci MK a alkoholy (ethanolem) ziskanymi pii reakci
z fermentace laktozy nebo z katabolismu aminokyselin. Estery také mohou minimalizovat
ostrost a hoikost dodavanou MK ¢i aminy?.

1.4.5 Slouceniny siry

Mezi nejzastoupenéjsi slouCeniny siry pati dimethyldisulfid a dimethyltrisulfid, které
se vyskytuji ve vyzralejSich syrech. Za klicové producenty slouCenin siry v syrech jsou
povazovany koryneformni bakterie, zejména pak Brevibacterium linens. Slouceniny siry
jsou popisovany se silnym ¢esnekovym tonem?.
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Tabulka 1: Slouéeniny vyskytujici se bilych plisiovych syrech??’

Sloucenina

Desktriptory charakterizujici chut/aroma

Kyselina octova

octova, Stiplava

Kyselina propionova

octova, Stiplava

Kyselina 2-methylpropionova

sladka, jablecna, maslova, zlukla

Kyselina butanova (maselna)

syrova, tvarohova, zlukla, hnilobna

Kyselina izobutanova

aroma shnil¢ho jablka

Kyselina izovalerova

ovocna, aroma shnilé¢ho ovoce, aroma potu

Kyselina 3-methylbutanova

aroma shnilého ovoce, aroma potu

Kyselina 4-methylpentanova

Stiplava, syrova

paliva, stiplava, kysela, aroma syru s modrou

é‘ Kyselina hexanova (kapronova) plisni
)§ ) ; , zatuchla, ovocna, zlukla
° Kyselina oktanova (kaprylova) . .
= aroma vosku, mydla, kozi aroma
&; Kyselina 4-methyloktanova ovocna, aroma vosku, kozi aroma
~ Kyselina 4-ethyloktanova kozi aroma

Kyselina dekanova zlukla, mastna

Kyselina dodekanova mastna

Kyselina tetradekanova aroma vosku, mastna

Kyselina hexadekanova

Kyselina oktadekanova

Kyselina olejova

Kyselina linolova

Kyselina linolenova

Ethanol jemné ctherové aroma

Pentan-2-ol aroma fuselového oleje

Heptan-2-ol zemita, mastna, nasladla
B Nonan-2-ol melounova, tu¢na
f; Undekan-2-ol
< Okten-3-ol houbova

Okt-1-en-3-ol houbova

3-methylbutanol

ovocna, alkoholova

2-fenylethanol

kvétinova, aroma ruzi
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Propan-2-on

aroma acetonu

Butan-2-on aroma acetonu
Pentan-2-on ovocna, aroma acetonu
Hexan-2-on kvétinova, ovocna
Heptan-2-on zatuchla, aroma syru s modrou plisni
Oktan-2-on ovocna, zatuchla, kvétinova, bylinna
Nonan-2-on ovocna, zatuchla, kvétinova
%‘ Dekan-2-on ovocna, zatuchla
S
Q Undekan-2-on kvétinova, bylinna, aroma ruzi
Tridekan-2-on ovocna, lehce korenéna
Oktan-3-on houbova, ovocna, kofenéna
Okta-1,5-dien-3-on aroma listu pelargonie, pudni
4-methylpentan-2-on
Methylhexan-2-on
Okt-1-en-3-on houbova
Acetoin maslova
Diacetyl maslova
Acetofenon aroma pomerancového kvétu
Ethylacetat ananasova, aroma rozpoustédla
Ethylpropanoat ananasova
Ethyl butanoat ananasova, sladka, bananova, vornava
g‘ Ethylhexanoat ananasova, bananova, jable¢na
E Ethyl oktanoat meruiikova, vinna, kvétinova
Ethyldekanoat ovocna, hroznova
2-fenylethylacetat kvétinova, aroma rizi
fenylethylbutyrat kvétinova, medova, aroma ruzi
) dimethylsulfid cesnekova
E dimethyldisulfid if;léehl;o:;;jroma kv¢taku, aroma velmi
n

2,3,4-trithiapentan

aroma zrajiciho syru

17



1.5 Biochemické drahy probihajici v syrech v priabéhu zrani

Za aroma a chut syri je zodpovédna biochemicka aktivita spolecné s mikrobialni
florou, ktera k rozvoji charakteristické syrové chuti pfispiva®. Syrova chut je zptisobena fadou
chemickych zmén, které probihaji ve fazi zrani syrti. Vétsina sloucenin, ktera ovliviiuje chut
syra, jsou produkty metabolismu tukt, bilkovin a sacharidu.

Biochemické procesy béhem zrani syra lze rozdélit na primarni (lipolyza, proteolyza
a metabolismus zbytkové laktozy, laktatu a citratu) a sekundarni proces (metabolismus MK
a aminokyselin) (viz Obrazek 4)?%°.

Triacylglyceroly o :I:oou
(a) (b) () o
0 HO—C—COCH
Kaseiny e e ¢ !
Q s H0
° TN Laktoza f
7o COOH
i Chymosin o N
Meziprodukty a plazmin 0/ Citrat
peptidu K > '
i &"ﬁ" Fermentace za :
A ucasti '
Proteinazy z rodu Lactococcus
Lactococcus
0 : i
Kritké peptidy © o ,
o fl ] i
pepic s ui S |
a NSLAB Volné mastné kyseliny L-Laktat ,
0,0 b
Volné e] E
. . (=] H !
aminokyseliny I D-Laktat :
Enzymatické a " c/c"-:‘or-x ‘
chemické modifikace ’ TooH :
Tékavé aromatické slouéeniny Tékavé aromatické slouceniny P &s
/)’\‘#
S
&

[ TEKAVE AROMATICKE SLOUCENINY

Obrazek 4: Obecné biochemické drahy zrani syri: (a) proteolyza, (b) lipolyza a (c) metabolismus
laktozy, laktatu a citratu’

1.5.1 Glykolyza

Za glykolyzu jsou zodpovédné startérové bakterie mlééného kvaseni, které preménuji
laktézu na kyselinu mlécnou. Jedna se zejména o homofermentativni mezofilni laktokoky
Lactococcus (zejména rody Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp.
cremoris)>**,

Po predezrani, kdy je pH piiblizn¢ 6,3-6,4, se pfidava syfidlo. K intenzivnimu
okyseleni dochéazi hlavné beéhem formovani (pH asi 4,6—4,8). Po zpracovani osidluje povrch
syra mikroflora (pliseni P. camemberti, kvasinka G. candidum), které zpracovavaji kyselinu
mlécnou pro svij rust. Diky tomu dochazi k vyraznému zvyseni pH na povrchu, které se na
konci zrani udrzuje ptiblizn€ na pH 7. Uvnitf syra je narust pH pomalejsi. Zde je kone¢né pH
zhruba 6,0°%.
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Tato neutralizace napf. podporuje aktivitu zracich enzymu, jejichz pH optimum je
Casto blizké neutralnimu, dale pomahé v usazovani acid-senzitivnich bakterii na povrchu syra,
které prispivaji ke kvalité a tradicnim chutovym vlastnostem meékkého syra ¢i zpusobuje
migraci mineralu smérem k povrchu syra’.

1.5.2 Proteolyza

Vysledem proteolyzy jsou peptidy a aminokyseliny, které vedou prostfednictvim
enzymatickych a chemickych sekundarnich reakci k aromatickym slou¢eninam?’.

Proteolyza je katalyzovand proteindzami a peptiddzami pochazejicimi z bakterii
mlécného kvaleni, ze zbytkové aktivity syfidla (chymosin), mléka (zejména plasmin) ¢i jiné
mikrobialni kultury (G. candidum, P. camemberti aj.)".

1.5.3 Lipolyza

Zdrojem chuti v syrech s bilou plisni jsou produkty zejména z metabolismu tuka,
jelikoz vétSina aromatickych sloucenin je hydrofobni a jsou tedy rozpustnéj$i a vice vnimany
v tuku. Tuk se téz podili na ur€ovani textury’.

Dulezitym biochemickym procesem, ke kterému dochazi béhem zrani syra, je
odbouravani tukl neboli lipolyza, ktera vede k volnym MK (viz Obrazek 5), jez jsou dale
substraty pro navazujici reakce. Je zpusobena lipazovou aktivitou somatickych bunék
a mikroorganismi, zejména plisnémi, které jsou schopny vylucovat velké mnozstvi lipaz>2*.
Lipolyza je enzymaticka hydrolyza triacylglyceroli na MK, glycerol, mono- ¢i
diacylglyceroly. Pravé volné MK, zejména s kratkym a stfednim fetézcem, jsou dulezitymi
prekurzory katabolickych reakci, které jsou dale metabolizovany na tékavé aromatické
slouceniny (alkan-2-ony, laktony, methylketony), které davaji syru charakteristickou chut’.

R
\ (@)
c—o o—d’ il
7\ /S lipazy MG C—R
o CH,-HC A pE) N/
| \ R + EHEO JIFCH'D + 2R-COOH H=C-| 7H35
“—q HC mastné kyseliny
triacylglycerol C=0 oA (v tomto pfipadé se jednd
R monoacylglycerol o kyselinu stearovou)

(diacylglycerol, resp. glycerol)

Obrazek 5: Degradace triacylglyceroli™”
Lipolytické enzymy 3§tépi esterovou vazbu mezi mastnou kyselinou a glycerovym jddrem
triacylglycerolii za vzniku volnych mastnych kyselin, mono ¢i diacylglycerolii.

Lipolyza neni v celém syri homogenni, vyskytuje se zejména pod slupkou. Typicka
textura mékké cCasti povrchové zrajicich syri s bilou plisni je dana spojenim lipolyzy
s proteolyzou pii relativné vysoké hodnoté pH a dlouhém procesu zrani’.
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1.6 Moznosti stanoveni tékavych latek a mastnych kyselin v syrech

1.6.1 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Nejcastejsi metodou pro stanoveni tékavych slouCenin v syrech je plynova
chromatografie (GC) spojena s hmotnostni spektrometrii (MS) (GC-MS).

Pii GC dochazi k separaci sloucenin, které nasledné prechazi do MS, kde jsou
detekovany. Spojeni GC-MS kombinuje vysokou citlivost, dobrou separaci a
reprodukovatelnost®®>. Tomuto stanoveni vsak piedchazi extrakce tékavé frakce. Diive
probihala extrakce pomoci rozpoustédel. Pozdéji se vSak vyvinula technika mikroextrakce na
pevné fazi (SPME). SPME umoziuje jednoduse a rychle izolovat tékavé analyty jak
z pevnych, tak 1 kapalnych matric, proto se zacala pouzivat bézné ve spojeni s GC-MS pro
extrakci aromatickych latek v syrech. SPME je levna, bezrozpoustédlova a spolehliva
technika s vynikajici citlivosti a dobrou selektivitou®.

Tato technika se objevuje i v odbornych publikacich, které jsou zaméfeny zejména na
sledovani profilu tékavych aromaticky aktivnich latek b&hem zrani syrd. Vitova a kol.*
ve své praci srovnavali profil zrani bilych plisiovych syri vyrobenych v Ceské republice.
Identifikace byla provedena na zakladé porovnani retencnich cCasti standardnich latek
a srovnanim s knihovnou spekter. V praci bylo identifikovano 7 ketonu, 1 diketon,
11 alkohold, 5 MK, 2 estery, 3 aldehydy, 2 sloudeniny siry, uhlovodik a amoniak>”.

Techniku SPME-GC-MS pro identifikaci aromatickych sloucenin a jejich
potencialnich prekurzori vyuzil ve své praci také Suzuki-Iwashima a kol.?. V jejich praci byla
sledovana tvorba metabolith béhem procesu zrani na tfech typech modelovych syru
piipravenych fermentaci jednak vSech vyuzivanych mikroorganismu, syri fermentovanych
pouze s plisni €i pouze s bakteriemi mlécného kvaseni. V praci byla provedena komplexni
analyza tékavych slouCenin od prekurzori az po aroma souvisejici s charakteristickou chuti
syra s bilou plisni. Bylo identifikovano celkem 66 tékavych latek, ze kterych byly vybrany
latky dulezité pro pfirodni aroma, u nichz byly sledovany zmény jejich koncentraci v priabéhu
zrani. Timto testem a pfipravou syra objasnili u¢inky bakterii mlécného kvaseni a Penicillium
camemberti na vznik aromatickych slou€enin v syru s bilou plisni a docilili tak identifikace
mikrobialniho zakladu chuti’.

1.6.2 Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem

GC je metoda, ktera se v soucCasné dobé nejCastéji pouziva ke kvantifikaci hladin
jednotlivych MK v syru. Sklada se ze zdroje nosného plynu, systému zavadéni vzorku a
kolony. Béznym detektorem pro GC je plamenové-ioniza¢ni detektor (FID), ktery je robustni
s velkym rozsahem. GC-FID se $iroce pouziva v potravinafském pramyslu®. Prednosti je
vysoké rozliSeni, rychlost, citlivost a pfesnost analyzy. Nedostatkem naopak nutnost
pomocného spektroskopického systému pro potvrzeni identity piku, navic je analyza
pouzitelna pouze pro tepelné stabilni tékavé slouceniny.

FID vyuziva plamen vznikly spalovanim vodiku a vzduchu. Eluované slouceniny se
spaluji plamenem. Pod plamenem je umisténa sbérnad elektroda detekujici vzniklé ionty.
Velikost proudu, ktery je generovan témito ionty, souvisi s hmotnosti>2+3*.
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Slozeni MK a zmény jejich profilu béhem vyroby syra studovala Eisenstecken a kol .*.
V jejich praci srovnavali vzorky mléka ze Sesti geografickych oblasti Evropy. Jejich hlavnim
cilem bylo prostudovat moznosti rozliSeni vzorki pro piipadné potvrzeni pravosti
a geografického pavodu mj. prostudovanim zmén profilu MK béhem vyroby syra. Vyskyt
MK ve vzorcich mléka a syrt souvisi pfedev§im s krmenim a chovem hospodarskych zvifat.
Vysledky ukazuji, ze se profily vyznamné lisi podle mista odbéru vzorki. Metoda GC-FID
tedy muaze byt pouzita pro ovéfovani a kontrolu kvality mlécnych vyrobkd geografického
pavodu™®.

1.7 Moznosti identifikace mikrobialnich kultur

Vyroba potravin k zajisténi jejich kvality a bezpeCnosti zahrnuje nékolik kontrolnich
bodi pro mikroorganismy. Pro moznost jejich detekce, identifikace a kvantifikace bylo
vyvinuto nekolik molekularné-biologickych a mikrobiologickych metod. Tyto techniky se
pouzivaji nejen pro kontrolovani pfipadnych patogent vyskytujicich se v syrech, ale
i k posouzeni dynamiky ristu b&hem jejich zrani’3®. Znalost mikrobialnich kmend
ptfitomnych ve zrajicich syrech pfispiva k lepSimu pochopeni meénicich se vlastnosti syra
s ohledem na mikrobialni riist a aktivitu®’,

Metody identifikace mikrobidlnich kultur jsou zalozeny zejména na piimé analyze
DNA, jez nevyzaduji kultivaci bunék. Tyto techniky jsou rychlé, reprodukovatelné a presné.
Naopak od metod zavislych na kultivaci se postupné upousti. Tyto pfistupy jsou sice levné,
ale neefektivni a Casové narocné. Navic mnoho bakterialnich druhli nelze snadno nebo viibec
kultivovat na standardnich agarovych plotnach, coz miize zpisobovat problémy?32.

Nejcastéjsi metodou pro posouzeni pfitomnosti mikroorganismu, vyskytujicich se
v syru, je technika polymerazové tetézové reakce v redlném cCase (RT-PCR), ktera je vysoce
citliva, pfesna a zajistuje komplexni hodnoceni mikrobialnich kultur ¢i umoziiuje hledani
konkrétnich genti kodujicich enzymy?!-36-38,

V publikaci Monnet a kol.* vyvinuli spolehlivou a specifickou metodu pro
kvantifikaci bakterii z povrchu syri pomoci RT PCR a barviva SYBR green I, konkrétné pro
kvantifikaci Corynebacterium casei*®. Skupina Roggirello a kol.!® optimalizovala protokol
reverzni transkripce kvantitativni PCR k selektivni detekci zivé L. lactis v komplexnich
syrovych matricich!®.

1.7.1 Polymerazova retézova reakce

Prvnim krokem k provedeni PCR je extrakce nukleové kyseliny z potravinové matrice.
To se d€e mechanickou homogenizaci vzorku spolecné s piidavkem roztoku lytickych
enzymu (napf. lysozym, proteinaza K). Pfi nasledné extrakci, ktera mize byt provedena napft.
vyuzitim fenol-chloroformové extrakce ¢i extrakce na kolonkach, je ziskana nukleova
kyselina, slouzici jako templat, ktery je v PCR reakci amplifikovan pomoci specifickych
primer*®3°.

Po provedeni konvencni PCR mohou byt amplifikované useky detekovany pomoci
elektroforetickych metod. Ptikladem je gelova elektroforéza, denaturacni gradientova gelova
elektroforéza (DGGE) ¢i gelova elektroforéza s Casovym teplotnim gradientem (TTGE).

21



RT-PCR se od konvencni PCR 1isi tim, ze je provadéna v realném Case za piitomnosti
fluorescenc¢nich sond nebo barviv. Tato barviva mohou byt specificka a nasedat na konkrétni
useky ¢i interkalacni, ktera se vmezetfuji do dvouskroubovice DNA. Interkalacni metody
poskytuji relativné levnou a pomeérné citlivou metodu pro detekci dvouvlaknové DNA.
Nevyzaduji vyvoj specifickych sond, avSak detekcni specifita téchto testi zcela zavisli na
primerech’’.

RT-PCR se vyuziva ke stanoveni poc¢tu kopii cilové DNA ve vzorku. Je mozné ji tak
pouzit pfi posouzeni bezpe&nosti potravin & ke zkoumani kvality potravin®®.

Identifikace a kvantifikace mikroorganismua na povrchu syra je velmi obtizna. Pfi PCR
mohou vznikat problémy, jez ovliviiyji pfesnost a reprodukovatelnost metody. Prvnim z nich
je extrakce kvalitni nukleové kyseliny ze syrové matrice. Tento problém je zpusoben
inhibitory (soli, tuk a sacharidy), které je nutné redukovat. Dal§im dulezitym aspektem je
vybér spravnych primert, které zajistuji specifiCnost reakce, jelikoZz povrch syra Casto
obsahuje ¢etné bakterialni druhy, z nichz nékteré jsou tizké piibuzné*+.

Dulezitym hodnoticim kritérium je hodnota Ct (cycle of treshodl) neboli prahovy
cyklus. Tato hodnota oznacuje cyklus, kdy dochézi k narustu fluorescence nad prah pozadi.

Cim nizsi Ct, tim se ve vzorku vyskytuje vétsi koncentrace templatové DNA a naopak’**.

1.7.2 VysokorozliSovaci analyza krivek tani

Analyza tani svysokym rozliSenim (HRM, High Resoluting Melt) se vyuziva,
zejména po RT-PCR, pro ovéfeni spravnosti produkti (amplikoni) PCR. Jedna se
o pokrocilou formu analyzy kiivky tani. Principem analyzy kiivky tani je navazani barviva na
dsDNA. Toto navazani ma za nasledek narust fluorescence. Po skonceni amplifikace dochazi
ke zvySovani teploty a nasledné disociaci produkti. Navazané barvivo se postupné
z disociujici dsDNA uvoltiuje a je pozorovan pokles fluorescenéniho signalu*!.

Predpokladem analyzy HRM je pouziti vysoce koncentrovaného saturaniho barviva
(napt. LC Green PLUS, SYTO9, ResoLight), které umoziuje oznacit amplikony po celé
délce, tim mohou byt detekovany vSechny domény tani. Pro HRM je dulezité mit dobie
navrzené primery, aby byla zachovana specifita reakce. Idealni velikost amplikonu je
300 bp*l.

1.8 Senzorické hodnoceni syri

Syry jsou celosvétove oblibeny. Jejich vyrobni technologie 1 vlastnosti jsou rozmanité
a jsou konzumovany nejen pro svoji nutricni hodnotu. Senzorické vlastnosti jsou vnimany
lidskymi smysly prevazné pii konzumaci a urCuji stravovaci kvalitu syrd. Jedna se
o charakteristiky vzhledové, chutové a texturni*?.

Senzorické hodnoceni je potfebné nejen k urceni vlivu senzorickych vlastnosti na
konzumni kvalitu syra a jeho spotiebitelskou piijatelnost, ale také pro stanoveni relativnich
prednosti syrafskych postupt a vlivu slozeni na specifické senzorické vlastnosti syra*.

Vyzkumem, ktery by mohl pfispét ke zlepseni vyroby syra s bilou plisni v riznych
regionech svéta, tak aby byla zachovana jeho identita a zaroven dosSlo ke zlepSeni
senzorickych vlastnosti, se zabyval Galli a kol.** Cilem jeho studie bylo zhodnotit vliv
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proménnych (typ mlécnych bakterii, typ dozravajici plisné a zpasob ockovani) syra
camembert na vnimani jeho senzorickych vlastnosti*’.

Senzorické hodnoceni bylo provedeno pomoci kvantitativni popisné analyzy.
Pro hodnoceni bylo vybrano devét hodnotitelti, ktefi v prabéhu tii Skoleni definovali
terminologii pro senzorické vlastnosti syra s bilou plisni na povrchu a byli proskoleni
v senzorické analyze syra Camembert v riznych fazich zrani. Samotné senzorické hodnoceni
bylo provedeno ve tfech sezenich, kde bylo hodnoceno Sest vzorki. Degustatoii hodnotili
vnimané pocity tykajici se vzhledu, ving, chuti a textury pomoci 10-ti bodové stupnice
intenzity.

Pro statistické hodnoceni kvantitativni popisné analyzy byla pouzita vicerozmérna
analyza pomoci korela¢ni analyzy, analyza hlavnich komponent a analyza shlukova®.

Vysledky prokazuji, ze kombinace startovacich kultur, dozravajicich forem a zptsobu
ockovani vyrazn€ méni vzhled, texturu, vani i chut. Pfimo tak ovliviiuji senzorickou kvalitu
syra®.

Senzorické analyze bilych plisfiovych syrd se ve své praci vénoval i Judacewski
a kol.*. Jeden z jeho cild byl vyhodnotit vliv mezofilnich a termofilnich startovacich kultur na
fyzikéalné-chemické slozeni a senzorické vlastnosti po definovanych upravach ve zpracovani
zrajiciho syra s bilou plisni na povrchu*.

K senzorickému hodnoceni bylo pfijato 17 vyzkumnych pracovnikd, studentt
a techniku, ze kterych nasledné bylo vybrano 10, ktefi byli schopni kvalitativné i kvantitativné
popsat a rozlisit rozdily mezi vzorky syra. Byly vybrany jednotné popisy pro vzhled, zapach,
texturu, chut a doznivajici chut. Hodnotitelé se spolecné¢ dohodli na referencnim ramci
obsahujicim popis kazdé vlastnosti a jeji intenzity z divodu vytvofeni smyslové paméti
extrému méfitka a pro standardizaci jazyka pro popis produkti*.

Pro skoleni hodnoceni byl pfedlozen syr v riznych fazich zrani. Hodnotitelé
porovnavali a oznacovali vzorky na 9 cm nestrukturované skale s ohledem na intenzitu diive
diskutovanych atributd. Vzorky byly hodnoceny ve tfech sezenich, kazdy vzorek byl
hodnocen 5x*. Data byla vyhodnocena pomoci jednorozmeérnych a vicerozmérnych
matematicko-statistickych metod**.

I pfes velkou rozmanitost druhG syrtu, které potencialné vykazuji Sirokou Skalu
senzorickych charakteristik, byvaji Casto pfi senzorickém hodnoceni k popisu dominantnich
vlastnosti odliSnych typt syri pouzity podobné vyrazy**.

23



2 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni Cast prace se zabyva posouzenim vlivu teploty a doby skladovani na
senzorickou kvalitu a dal§i vybrané parametry komeréniho syra Brie de Meaux. Syr byl
hodnocen z pohledu tékavych (aromatickych) latek, vazanych a volnych MK, mikrobialniho
slozeni a senzorické kvality.

2.1 Analyzované vzorky

Pro veskeré analyzy byl zakoupen syr Brie de Meaux z potravniho fetézce MAKRO
v obchodni zralosti (viz Obrazek 6).

Obrazek 6: Syr Brie de Meaux
Brie de Meaux AOC, 175 g, zrajici, mekky, syr z nepasterizovaného mléka s plisni na povrchu, T.V.S.
45 %. Slozeni: nepasterované kravské mléko, jedld sul, mlécné kultury, barvivo: annatto.
Vyrobce: Fromagerie les Courtenay, 453 20 Courtenay, Francie.
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2.1.1 Skladovaci experiment

Syry byly ulozeny ve specidlnich nadobach (viz Obrazek 7) pii teploté 5 °C
(chladirenska) a 20 °C (pokojova) po dobu 21 dni. Analyzy byly provedeny na zacatku
(f. v Case TO — standard) a po 21 dnech skladovani (dozravani) (tj. T21) (viz Tabulka 2).

2.1.2 Laboratorni vybaveni a pouzité pracovni pomucky

Lednice (Guzzanti GZ 117A, Ceska republika)

Termostat (MY TEMP™ Mini, model H2200-HC; Benchmark Scientific, Inc., USA)
Nadoba na zrani a skladovani syra (Serowar, Polsko)

Vakuovacka potravin (SilvercrestKitche Tools Vakuova svarecka folii SV 125 C3,
LIDL) a folie na vakuovani

Obrazek 7: Nadoba na zrani a skladovani syra™
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Tabulka 2: Schéma skladovaciho experimentu

Teplota skladovani

Doba

Oznaceni °C skladovani Analyza
. SPME-GC-MS
1. série (TO), TO_STD 540 _ GC-FID
standard
RT-PCR
SPME-GC-MS
T21 5°Cvac SE2 21dni  GC-FID
vakuovany
RT-PCR
SPME-GC-MS
2. série (T21) T21 5°C S5+£2 21 dni GC-FID
RT-PCR
SPME-GC-MS
T21 20°C 20+ 2 21 dni GC-FID
RT-PCR

2.2 Analyticka ¢ast

2.2.1 Identifikace a kvantifikace tékavych latek

Tekavé (aromatické) latky byly extrahovany ze vzorkt syri pomoci SPME a poté
stanoveny pomoci GC-MS. Pouzitd metoda byla optimalizovana a validovana v ramci

bakalaiské prace Miroslava Koubka, 2016*.

2.2.1.1 Pristroje, laboratorni vybaveni a pouZité pracovni pomiicky

Plynovy chromatograf Trace 1310 se split/splitless injektorem (ThermoFisher

Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)

Hmotnostni detektor ISQ™ LT Single Quadrupole (ThermoFisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA)

SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Supelco, Bellefonte-Pensylvania, USA)

Pocitac se softwarem X-calibur

Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, verze 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)

Kompaktni vahy (EK-1200i, A&D, UK)

Vialky o objemu 10 ml se Sroubovacim magnetickym uzévérem

2.2.1.2 Plyny

Helium 4.8, v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska republika)

Dusik 5.0, vtlakové lahvi sredukénim ventilem

(SIAD, Ceska republika)

a kovovou membranou

Vodik 5.5, v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska republika)
Vzduch 5.0, v lahvi s reduké&nim ventilem pro kyslik (SIAD, Ceska republika)



2.2.1.3 Postup pripravy vzorki

Ze vzorku syra byl odebran reprezentativni vzorek o hmotnosti 2,0 g a vlozen do
vialky (viz Obrazek 8). Vialka byla vlozena do autosampleru plynového chromatografu a

spusténa analyza.

Obrazek 8: Vialka se vzorkem syru (2,0 g)

Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé srovnani hmotnostnich spekter sloucenin

s dostupnou knihovnou spekter, obsah sloucenin je vyjadien semikvantitativné na zakladé

ploch pikd.

2.2.1.4 Podminky SPME-GC-MS analyzy
Podminky SPME extrakce:

Doba inkubace (temperovani): 10 minut

Doba extrakce: 20 minut

Teplota agitatoru (teplota extrakce a inkubace): 40 °C
Agitator zapnuty: 5s

Agitator vypnuty: 60 s

Hloubka ponoteni vldkna do vialky: 20 mm
Mnozstvi vzorku: 2 g

Podminky GC-MS analyzy:

Kapilarni kolona ZB-Wax (30m x 0,25 mm x 0,5 um)

Teplota injektoru (desorpce): 240 °C

Doba desorpce: 20 min

Davkovani: splitless, ventil uzavieny 10 min

Hloubka ponoteni vldkna do injektoru: 40 mm

Nosny plyn: helium, pritok 1 ml-min™!

Teplotni program: 40 °C s vydrzi 2 min, vzestupny gradient 3 °C/min, do
110 °C s vydrzi 10 min, vzestupny gradient 3 °C/min do 200 °C s vydrzi 0 min
celkova doba analyzy: 65 min
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2.2.2 Identifikace a kvantifikace vazanych a volnych mastnych kyselin

Pro méfeni vazanych a volnych MK v syrech byla pouzita plynova chromatografie
s detekci plamenové ionizacnim detektorem (GC-FID).

2.2.2.1 Pristroje, laboratorni vybaveni a pouZité pracovni pomiicky

Plynovy chromatograf TRACE™ GC 2000 (ThermoQuest Italie S. p. A, Italie)
s plamenoveé-ioniza¢nim detektorem

Kapilarni kolona: DB-WAX s vysoce polarni stacionarni fazi (PEG); (30 m x 0,32 mm
x 0,5 um)

Analytické laboratorni vahy (GR-202-ED, A&D, UK)

Vakuova rotacni odparka (RV06-ML, IKA WERKE, Némecko)

Bézné laboratorni sklo a pomucky, délici nalevka, digestof, nuz, prkénko, zpétny
chladi¢, vodni laze, topné hnizdo

2.2.2.2 Chemikdlie

Ethanol 96 % (PENTA, Ceska republika)

Methanol 99,9 % (Merck, Némecko)

Diethylether p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
Petrolether p.a. (PENTA, Ceska republika)

Methanolicky roztok hydroxidu sodného (0,5 mol-1™)

Fluorid bority (10% methanolicky roztok) (Merck, Némecko)
Izooktan p.a. (PENTA, Ceska republika)

Chlorid sodny p.a. (nasyceny roztok)

2.2.2.3 Postup pripravy vzorki

Extrakce lipidu ze vzorku syra

Extrakce lipidii ze vzorku syra Brie de Meaux byla provedena podle normy CSN EN
ISO 1735:2005. Jednotlivé kroky kopirovaly postup, ktery je uveden v diplomové praci
Stefana Kucerky (2021)".

Vzorek syru byl jemné nakrijen a odvdzen na analytické vaze do zkumavky
v mnozstvi 1 g s presnosti na Ctyfi desetinna mista. Nasledné bylo k vzorku pfidano 5 ml 35%
HCI a smés byla zahtivana pti 80 °C ve vodni lazni az do uplného rozpusténi syru. Nasledné
byla smé&s ochlazena pod tekouci vodou a pomoci ethanolu (5 ml) prevedena do délici
nalevky. Poté bylo ke smési do délici nalevky piidano 9 ml diethyletheru a 9 ml petroletheru.
Po ptidavcich byla smés protfepana a nasledné se nechala 30 minut odstat pro ustaleni fazi.
Homi faze byla odebrana sklenénou pipetou a vlozena do bariky s kulatym dnem (50 ml).
Tato extrakce pomoci diethyletheru a petroletheru se opakovala poté jeSte¢ 2x avSak
s poloviénim mnozstvim rozpoustédel (. 4,5 ml). Dalsi dva extrakty byly pfidany do baiky
s prvnim extraktem a promichany. Nasledné bylo rozpoustédlo odpatené ve vakuové rotacni
odparce pri teploté 40 °C.
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Priprava metylesteri mastnych kyselin

Na pfipravu methylesterat MK (MEMK) byla pouzita kysela esterifikace
s katalyzatorem bortrifluoridem (BF3).

Pro tento postup byl vyuzit jiz vyextrahovany tuk (viz vyse) v barice s kulatym dnem.
Do bariky byly spole¢né s varnym kaminkem piidany 4 ml methanolického roztoku NaOH
(c=0,5 mol-I""). Baika byla nasledn& ptipevnéna ke zp&tnému chladi&i a vlozena do topného
hnizda. Obsah bariky se vafil do doby, nez nevymizely kapky tuku (5-10 min). Poté bylo do
banky pfidano 5 ml 10% BF3. Var se nasledné udrzoval 30 minut. Do vrouci smési bylo
nakonec pfidano 3 ml izooktanu a barika byla ihned odebrana ztepelného hnizda. Bez
jakéhokoliv chlazeni bylo pfidano 20 ml nasyceného vodniho roztoku NaCl a cely obsah
banky byl protfepan. Poté bylo pfidano vét§i mnozstvi nasyceného roztoku NaCl tak, aby
hladina dosahovala hrdla baiiky a byla tak 1épe zfetelna pro odebrani horni faze.

Z horni izooktanové vrstvy byl pipetou odebran cca 1 ml do vialky pro analyzu
vazanych MK pomoci GC-FID.

Kysela esterifikace volnych mastnych kyselin

Pro tento postup byl téz vyuzit jiz vyextrahovany tuk (viz vySe) v barice s kulatym
dnem. Do bariky, ktera byla pfipevnéna ke zpétnému chladici a vlozena do topného hnizda, se
pfidal varny kaminek a 5 ml methanolického roztoku BF3. Smés se pfivedla k varu. Pfesné po
3 minutach varu byly pfidany 3 ml izooktanu, destila¢ni barika byla vyjmuta z tepelného
hnizda a var byl zastaven.

Nasledny postup byl stejny jako pfi postupu kyselé esterifikace vazanych MK.

2.2.2.4 Podminky stanoveni GC-FID

Termostat — teplotni program
Teplota 50 °C 1 min.
Vzestupny gradient 25 °C-min! do 200 °C s vydrzi 0 min;
Vzestupny gradient 3 °C-min! do 230 °C se zdrzenim 30 min
Inlet
Teplota injektoru: 250 °C
Technika davkovani: splitless (ventil zavien 1 min), split flow 10 ml-min™!
Nosny plyn: dusik (priitok nosného plynu: 1 ml-min!)
Detektor: plaménové-ionizacni
Teplota detektoru: 250 °C
Priitok vzduchu: 350 ml-min’!
Priitok vodiku: 35 ml-min™!
Make-up dusiku: 30 ml-min’!
Celkova doba analyzy: 47 min
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2.2.2.5 Parametry pro identifikaci a vypocet kvantifikace mastnych kyselin

MK byly stanoveny ve formé MEMK na zakladé srovnani retencnich Casu
s retencnimi Casy standardl. Kvantifikace byla vypocitana z ploch piki MEMK ve srovnani
se znamou koncentraci a plochou piku standardu. Pfislusné hodnoty standardi jsou uvedeny

v Tabulce 3.

Tabulka 3: Standardy MEMK pouzité pro identifikaci a kvantifikaci

Nazev MK minl [mgoml Vsl g mob] fg. mort
Kyselina kapronova C6:0 533 0,4 24816103 130,187 116,160
Kyselina kaprylova C8:0 6,50 0,4 23945147 158241 144214
Kyselina kaprinova C10:0 7.61 0,4 24768160 186,295 172268
Kyselina laurova C12:0 8.88 0,4 23847200 214,349 200,322
Kyselina tridekanova ~ C13:0 9,65 02 10843620 228376 214,349
Kyselina myristova C14:0 1057 04 19750867 242,403 228376
Kyselina myristoolejova  C14:1%° 1096 02 10132703 240387 226,360
Kyselina pentadekanova C15:0 11,64 02 8900266 256,430 242,403
Kyselina palmitova C16:0 1294 06 24202520 270457 25643
Kyselina palmitoolejova  C16:1%° 1332 02 8184814 268441 254.414
Kyselina heptadekanova C17:0 1439 02 7185718  284.484 270,457
Kyselina stearova C18:0 1609 04 13172497 298511 284,484
Kyselina olejova C18:1% 1649 04 20584343 296,495 282468
Kyselina linolova C18:2812 1732 02 13376777 294479 280452
Kyselina a-linolenova ~ C18:32%12.15 1862 02 6215424 292463 278,436
Kyselina arachova C20:0 2029 04 11990880 326,565 312,358
glzzeszg:nmnové C20:5 27.06 02 11172675 316477 302.451
Kyselina erukova C22:1213 2799 02 3818453 352,603 338,576
Kyselina cis-

4.7,10,13,16,19- C22:6M710131619 3997 (2 4166824 342,523 328,496
dokosahexaenova

Tr — retencni cas MEMK, c, — koncentrace standardis MEMK, Ps— plocha standardii MEMK, Mrymvx

— molekulova hmotnost MEMK, Mryx — molekulova hmotnost MK
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2.2.2.6 Vzorce pro vypocet mnoZstvi MK v syru

1)

2)

3)

4)

Vypocet koncentrace MEMK (cmemk) v extraktu vzorku syra

__ Cs-PMEMK
CMEMK = = p_
S
CMEMK koncentrace MEMK v extraktu [mg-ml™]
PumEMK plocha piku MEMK v extraktu [mV-s]
cs koncentrace standardu [mg-ml™']
Ps plocha piku standardu [mV-s]

Vypocet koncentrace MK prepoctem z koncentrace MEMK
CMEMK ' MTMK

‘MK = MrMeEMK
CMK koncentrace MK v extraktu [mg-ml™']
CMEMK koncentrace MEMK v extraktu [mg-ml™]
Mrvk molarni hmotnost MK [g-mol™]

Mrvemk  molarni hmotnost MEMK [g-mol™!]
Vypocet mnozstvi v pivodnim objemu v barice
myg = cmk -V

MmMK celkova hmotnost MK v barice [mg]
CMK koncentrace MK v extraktu [mg-ml™']
\Y% objem izooktanu (3 ml)
Vypocet koncentrace MK v syru

Csyr = :ZMK

syr

Csyr [mg-g™]
Msyr navazka syra [g]

(1)

2)

)

(4)
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2.3 Mikrobialni ¢ast
2.3.1 Pristroje, laboratorni vybaveni a pouzité pracovni pomucky

Automaticky izolator QuickGene-Mini80 (FUJIFILM Corporation, Japonsko)
Cenrifuga 5430R (Eppendorf, Némecko)

Minicentrifuga HERMLE Z100 (Hermle LaborTechnik GmbH, Némecko)
My Cycler™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA)

Spektrofotometr NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific, USA)

Ttepacka temperovana TS-100C a termoblok SC-18/02C (Biosan, Lotyssko)
Vortex-Genie 2 (Mo Bio Laboratories, Inc., QIAGEN, Némecko)

2.3.2 Komponenty k RT-PCR

Kit pro izolaci QuickGene DNA tissue kit S (Kurabo, Japonsko)

qPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio s.r.o., Ceska republika)

Pozitivni kontroly MO (Ceska sbirka mikroorganismii, Ceska republika;
Merc KGaA, Némecko)

Primery (Merc KGaA, Némecko)

2.3.3 Izolace DNA ze vzorku

Izolace DNA ze vzorka syri Brie de Meaux byla provedena pomoci soupravy kitu
QuickGene. Izolace probihala podle navodu a pokyni vyrobce.

K izolaci celkové genomové DNA bylo navazeno do eppendorfovy zkumavky (1,5 ml)
pomoci analytické vahy 50 mg vzorku. Pfed inkubaci bylo ke vzorku pfidano 180 pul
tkanového lyzaéniho pufru (MDT) a proteinaza K (20 ul). Vzorek byl inkubovan nejméné
3 hodiny v 55 °C s jemnym michanim.

Po uplynuti doby inkubace byly vzorky zcentrifugovany (10 000 ot'min™!, 3 minuty)
a vznikly supernatant byl pfepipetovan do Cistych eppendorfovych zkumavek. Nasledné bylo
do zkumavky pfidano 180 ul lyzaéniho pufru (LDT) a zkumavka byla vortexovana (15 s)
a stoCena. Nasledovala inkubace pii 70 °C, 10 minut. Poté byly zkumavky sto¢eny a bylo
pridano 240 ul 99,8% ethanolu, opét byl cely objem vortexovan a stoCen.

Samotnd izolace probihala na pfistroji GC-Mini80 za vyuziti kolonky s fritou. DNA
zlyzatu se zachytila na kolonce, ktera byla nésledné¢ 3x promyta promyvacim pufrem.
Nasledné byla DNA eluovana elu¢nim roztokem (CDT).

Koncentrace a ¢istota vyizolované DNA byla stanovena na NanoDropu™ 2000.

2.3.4 Vybér primeru

Pro analyzu RT-PCR byly na zakladé odborné literatury!®20-232536  yybrany

mikroorganismy, vyskytujici se v bilych plistiovych syrech, zejména Brie de Meaux,
mikroorganismy pfitomné ve startovacich kulturach a pfipadné kontaminanty mléénych
vyrobka (viz Tabulka 4).

Primery byly navrzeny pomoci voln€¢ dostupného softwaru Primer-BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) dostupné z databaze NCBI, popt. byly dohledany
v literatuie™.
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Tabulka 4: Seznam mikroorganismu s jejich sekvenci primert pro RT-PCR

Mikroorganismus Zarazeni Délka produktu Sekvence primert
Penicillium camemberti Povrchové zrajici syry 207 bp Fw CGATGGCGATGGACAGTAAG
RV TACTTGTCACCGCTGGCCTA
Penicillium commune Povrchové zrajici syry 283 bp kW GGCATCGATGAAGAACGEAG
RV ATTTGGGTTGATCGGCAAGC
Geotrichum candidum Povrchové zrajici syry 210 bp W TCTAGTTCGTAGAACGEGCC
RV GCGTCTACCAATTTCGCCAC
Debaryomyces hansenii Povrchové zrajici syry 240 bp Fw AATCGAACCCCACACCTTCC
RV GTGCTGCGACTGTTCGATTC
Brevibacterium linens Bakterie na povrchu 277 bp W TAATGGCCTACCAAGCCGAC
RV GGACAACGCTCGTACCCTAC
T actococcus lactis Bakterie mlééného 179 bp FW TGAGTAACGCGTGGGGAATC
kvaSeni RV TATCATCGCCTTGGTGAGCC
Lactobacillus bulgaricus Bakterie mlééného 324 bp FW ACGCAAGTCTGATGGAGCAA
kvaSeni RV ACGCATTACACCGCTACACA
Streptococcsu thermophilus Bakterie mlééného 388 bp FW CTTGGATGAGTTGCGAACGG
kvaSeni RV ACTTTCCACTCTCACACCCG
Salmonella enterica Kontaminant 338 bp W CTGGAACTGAGACACGGTCC
RV CAGCCTGCCAGTTTCGAATG
Staphylococcus aureus Kontaminant 447 bp kW CGAAGGCGACTTTCTGGTCT
RV TTGTCACCGGCAGTCAACTT
Listeria monocytogenes Kontaminant 357 bp W AACCAGAAAGCCACGGCTAA
RV GCGGAAACCCCCTAACACTT
Micrococcus luteus Kontaminant 383 bp W TGGGTGGATTAGTGGCGAAC
RV CAGGTACCGTCACTTTCGCT

FW — predni primer (forward primer), RV — zadni primer (reverse primer)



2.3.5 RT-PCR reakce

Jako DNA matrice byly pouzity izolaty danych vzorka ¢i pozitivni kontroly nafedéné
na koncentraci 10 ng/ul. Celkovy objem smési byl 25 ul (viz Tabulka 5).

Tabulka 5: Mnozstvi komponent na 1 reakci PCR

1 reakce
SYTO PCR SYBR Mastermix (Top Bio) 12,5 ul
Primer FW (10 pmol/pl) 1wl
Primer RV (10 pmol/pul) 1wl
Voda pro PCR 9,5 ul
DNA matrice (10 ng) 1wl

Amplifikace byla provedena pomoci piistroje My Cycler™ (BioRad). Amplifika¢ni
profil je uveden v Tabulce 6.

Tabulka 6: Amplifika¢ni profil RT-PCR

Teplota [°C] Cas [s]
Inicia¢ni denaturace 98 180
Denaturace 95 30 35
Prisedani primera 58 30 \
cyklu
Extenze 72 60
Finalni extenze 72 300

Pro naslednou HRM analyzu byla teplota navySovana postupné po 5 s o 0,1 °C
v teplotnim intervalu 50-99 °C.

Vyhodnoceni bylo provedena pomoci softwaru Analysis-Only Rotor-Gene 6000 Series
Software, kde byly analyzovany kiivky tani a prahovy cyklus (Ct).

2.4 Senzorické hodnoceni

Senzorické hodnoceni probéhlo jednorazové a ucastnilo se ho 17 osob, které hodnotily
vzhled a barvu, konzistenci (texturu), vini a chut’ (flavour) pomoci 5-ti stupriové kategorové
ordinalni stupnice (vyborny — nevyhovujici); celkova pfijatelnost vzork byla hodnocena
pomoci poradového testu. Jako chutovy neutralizator byla pouzita voda a bilé pecivo.

Dotaznik pro senzorické hodnoceni je uveden v Priloze 4. Ukéazka senzorické analyzy
vzorkt Brie de Meaux je uvedena na Obrazku 9.
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Obrazek 9: Senzoricka analyza syri Brie de Meaux
Uvedené oznaceni vzorkii na obrdazku j kvili anonymité pri senzorickém hodnoceni. Standardni vzorek
(NM23), vzorek uchovdavany po dobu 21 dni pri 5 °C, volné lozeny (L5Z0) a vzorek vakuovany (V210),
vzorek uchovavany 21 dni ve 20 °C nebyl pri senzorickém hodnoceni nabidnut kvilli detekovanym

kontaminantiim (viz kapitola 3.2).

2.5 Statistické zpracovani vysledku

Vsechny statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru Statistica (verze 13.3;
TIBCO) ¢i programu Excel (Microsoft 365). Analyzy byly zpracované na hladiné
vyznamnosti a = 0,05.

Tekavé (aromatické) latky byly identifikovany porovnanim hmotnostnich spekter
s knihovnou spekter pomoci programu Xcalibur v2.2. Vysledky jsou prezentovany v tabulce
¢i semikvantitativné pomoci ploch pfislusnych piki v chromatogramu ve formeé sloupcovych
grafii. Veskeré analyzy byly provedeny ve dvou opakovanich (n = 2). Retencni ¢as (Tr) je
uveden jako aritmeticky primér.

Vysledky vazanych a volnych MK jsou uvedeny ve tvaru mg-g” syra = smérodatna
odchylka. Analyza byla provedena ve dvou opakovanich (n = 2). Celkovy pocet
identifikovanych vazanych i volnych MK je znazornén pomoci sloupcového grafu.

RT-PCR byla hodnocena pozitivné ¢i negativné na dany patogen,
popt. semikvantitativné pomoci Ct hodnot.

Vysledky senzorické analyzy jsou vyjadfeny jako median datového setu a zpracovany
pomoci neparametrické statistiky (Kruskal-Wallistv test), jelikoz data nebyla distribuovana
rovnomerne.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Prace se zabyva sledovanim a porovnanim zmeén jak chemickych, tak
mikrobiologickych v pribéhu dozravani syra Brie de Meaux. Zmény byly sledovany béhem
skladovaciho experimentu, kdy byl syr uchovavan pii chladirenské teploté (5 °C) bez obalu,
popt. zavakuovany (jako imitace nerozbaleného syra uchovavaného delsi dobu v lednici) a pfi
teploté pokojové (20 °C) po dobu 21 dni. V den nadkupu (TO) byly provedeny analyzy
tékavych (aromatickych) latek, véazanych a volnych MK a mikrobialniho slozeni.
Tyto vysledky byly brany jako standard (TO STD), se kterym byly nasledné€ srovnavany
vysledky po dobé 21 dni skladovéni syra (T21).

Pro stanoveni tékavych (aromatickych) latek byla pouzita metoda SPME-GC-MS.
Vzorky pro identifikaci vazanych a volnych MK byly zméfeny na GC-FID. Mikrobialni
kultura byla sledovana pomoci RT-PCR za vyuziti interkala¢niho barviva.

Na zavér byly vzorky hodnoceny senzoricky. Cilem prace bylo posoudit vliv
skladovaci teploty na uvedené chemické a mikrobiologické parametry a senzorickou
pfijatelnost syra.

3.1 Analyticka ¢ast

3.1.1 Identifikace a kvantifikace tékavych latek v syrech

Dle zméfenych dat bylo na chromatogramech vsech vzorkii syrti identifikovano
celkem 59 slouCenin, z toho 13 alkoholt, 8 karboxylovych kyselin, 12 ketont, 17 esterq,
5 sirnych sloucenin, 2 amidy, 1 aldehyd a 1 slou€enina zafazena do skupiny ostatnich. Té€kavé
(aromatické) latky byly identifikovany pomoci knihovny spekter a jejich retencnich Cast.

V Grafu 1 nize je uvedeno porovnani poctu identifikovanych tékavych latek
ve vzorcich syrd. Tyto udaje jsou téz porovnany pomoci relativniho obsahu pro jednotlivé
skupiny latek (viz Graf 2).

V naésleduyjici Tabulce 7 je uveden celkovy piehled vsech identifikovanych sloucenin.
Pfitomnost ve vzorku je oznalena v/, nepfitomnost x. Reprezentativni chromatogramy jsou
uvedeny v Ptiloze 1 a 2.
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Graf 1: Porovnani poctu identifikovanych tékavych (aromatickych) latek ve vzorcich syru; znaceni
vzorkit viz Tabulka 2.
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Graf 2: Porovnani relativniho obsahu identifikovanych latek ve vzorcich syri; zmaceni vzorkii
viz Tabulka 2
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Tabulka 7: Prehled t¢kavych (aromatickych) latek identifikovanych ve vzorcich syra Brie de Meaux

Tr

Nazev slouceniny Skupina [min] TO_STD T21_5°Cvac T21_5°C T21_20°C Reference
Ethanol alkohol 4,63 x x x v 227
Pentan-2-on keton 5.6 v x x v 27,33
Acetaldehyd aldehyd 5,59 X v X X

Acetamid amid 6,51 X v v x

Aceton keton 6,96 v x x x 27,33
Ethylbutanoat ester 7,28 X X X v 27,48
Ethyl 2-methylbutanoat ester 7,73 x x x v 2
Ethyl 3-methylbutanoat ester 8,25 x x x v 2
2?4-d1n1trofenyl 2’,2- ester $.36 v y y v
dimethylpropanoat

Dimethyldisulfid sirnd slouéenina | 8,50 v v v v 48
Hexan-2-on keton 8,77 v x x x 2
Pentyl 2-methylpropanoat ester 10,26 X X X v

Butan-2-ol alkohol 10,29 x v v x 27,4849
Pentan-2-ol alkohol 10,3 v v x x 27,48
3-methylbutan-2-ol alkohol 10,32 x v v x 4
Cyklobutan ostatni 11,78 v X x v

Heptan-2-on keton 12,67 v v v v 27,48
3-methyl-butan-1-o0l alkohol 13,76 x v x v 48,49
Pentan-1-ol alkohol 13,79 v x v x 8
3-methylbutanoat ester 14,47 x v v v 2
Ethylhexanoat ester 14,84 x v x v 27
Kyselina jantarova kyselina 15,95 x x v v 48
3-methylbutylbutanoat ester 16,15 X v X v

Oktan-2-on keton 17,06 v x x x 27,48
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Acetoin keton 17,21 v X x v

2. 4-dithiapentan sirna slouéenina 17,2 X v v X

Propyl hexanoat ester 18,44 X X X v

Heptan-2-ol alkohol 18.56 v v v v 27,3348
Ethylheptanoat ester 19,1 X X X v

Butan-1,2-diol alkohol 19,58 x x x v 33
Hexan-1-ol alkohol 19,98 x x x v 27
2-hydroxy-3-pentanon keton 20,3 X X X v

Dimethyltrisulfid sirnd slouéenina | 21,14 x v v v 8
Nonan-2-on keton 21,48 v v v v 27,3348
Methyl hexanthioat ester 22,02 X v X v

Ethyloktanoat ester 23,38 x x x v 2748
Non-8-en-2-on keton 23.82 v v v v 27,48
Isopentylhexanoat ester 2431 X X X v

Kyselina octova kyselina 24 86 x v v v 27
Cyclohept-4-en-1-on keton 25,29 X x v x

Nonan-2-ol alkohol 27,06 v v v v 27,48
Butan-2,3-diol alkohol 29.39 v v x v 33
Kyselina propionova kyselina 28,77 x v x v 27
Undecan-2-on keton 31,38 v x x v 27,3348
Propyloktanthioat ester 32,33 X v X v

Ethyldekanoat ester 34,33 x x x v 27,48
Kyselina maselna kyselina 34,87 v v v v 27,48
I(Z/ilsel'illlglimethylthlomethyl sirnd sloucenina | 36,03 X v v x

Kyselina 3-methylbutanova kyselina 38.04 v v v v 227
Fenylaceton keton 40,72 X v v v

Ethylfenylacetat ester 4418 X X X v
1-(4-methylfenyl)-ethanol alkohol 46,05 X v v v

Kyselina kapronova kyselina 47,69 v v v v 27,48
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Dimethylsulfon sirnd slouc¢enina | 49,74 X X v X
Fenylethylalcohol alkohol 50,07 v v v v 48
Methyl thiooktanoat ester 54,10 X v v v

Kyselina kaprylova kyselina 56,17 v v v v 2748
Hexanamid amid 57,46 X X x v

Kyselina kaprinova kyselina 63,03 x v v v 27,48

Tr — retencni cas; oznaceni vzorku viz Tabulka 2
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Z uvedenych vysledku je patrné, ze nejvétsi pocet t€kavych latek byl podle ocekavani
identifikovan v syru T21 20°C, ktery byl uchovavan po dobu 21 dni pii 20 °C.
Tento vysledek pravdépodobné spojuje predpoklad delsi doby zrani a téz 1 vhodnéjsi teploty
pro rist mikroorganismu, které se v tomto vzorku vyskytovaly v signifikantnim mnozstvi —
zejména P. camemberti, P. commune, Debaryomyces hansenii a bakterie mlécného kvasSeni
(viz kapitola 3.2), které pfispivaji k rozvoji aroma syri!820-3.

Nejnizsi pocet latek byl dle naSich predpokladt nalezen ve vzorku standardniho syra
(TO_STD). Standardni syr byl zakoupen v obchodni zralosti a nebylo tak mozné pozorovat
zmény ve zrani v prubéhu samotné vyroby syra. Mizeme vSak i zde pozorovat vyvoj
tékavych aromatickych latek ve srovnani se vzorky po 21 dnech skladovani.

Pti srovnani vzorka Brie de Meaux, které byly uchovavany po dobu 21 dni pfi teploté
5 °C (volné lozeny vs. vakuovana forma, tj. simulace nerozbaleného produktu), mél mirné
vys$si pocet tékavych latek syr vakuovany. Vyssi pocet aromaticky aktivnich latek je vitany do
doby, nez je prekroen prah rovnovahy, a tyto latky mohou byt ve vysSich koncentracich
divodem defekt ve viini i chuti>!”. V nagem piipadé byl vzorek syru T21 5°Cvac hodnocen
pfi senzorickém hodnoceni kladné.

Vysledky v identifikovanych poctech do urcité miry koresponduji s porovnanim
relativniho obsahu identifikovanych latek (Graf 2). V grafu 2 jsou uvedeny pouze hlavni
skupiny latek (alkoholy, kyseliny, ketony, estery a sirné slouc¢eniny). Amidy a aldehydy se ve
vzorcich, pokud vubec, vyskytovaly ve velmi malych mnozstvich. Nejvice zastoupenymi
slouCeninami z hlediska mnozstvi byly slouceniny siry, které bilym plisiovym syrim
dodavaji vyrazné &esnekovy ton*?’. I kdyz nebylo detekovano téchto sloucenin mnoho
(viz Graf 1), jejich celkové mnozstvi a koncentrace je ve vzorcich majoritni.
Jako nejzastoupendjsi sloucenina siry je v odborné literatufe citovan dimethyldisulfid?, ktery
se v nejveétsim mnozstvi vyskytuje 1 v nasich vzorcich. Jeho velky nepomér k ostatnim latkam
lze srovnat na chromatogramu v Pfiloze 1, kde jsou uvedeny vysledky vzorku T21 5°C
(nejvy§si pik — dimethyldisulfid s Rt 8,51 min). Dal§i sirnou slouceninu, ktera byla
identifikovana ve vétsing vzorkdi byl dimethlytrisulfid. Dle odbornych publikaci® se sirné
slouCeniny vyskytuji ve vyzralejSich syrech, coz téz dokazuji 1 nase vysledky, kdy jsou sirné
slouCeniny detekovany vyhradné u syrd po 21 dnech dozravani na rozdil od vzorku
standardniho. Za klicové producenty sirnych sloucenin v bilych plisiovych syrech je
povazovan predevsim Brevibacterium linens & koryneformni bakterie*®. V nasich vysledcich
pomoci RT-PCR byl vsak B. linens detekovan ve stopovych mnozstvich (viz kapitola 3.2).
Jelikoz sirné sloudeniny vznikaji rozpadem methioninu?*, mizeme piedpokladat, Ze v syrech
probihala vyznamna proteolyza.

Pfi srovnani s ostatnimi vzorky maji jednotlivé skupiny (alkoholy, kyseliny a estery)
nejveétsi zastoupeni ve vzorku T21 20°C. Vyjimkou jsou ketony, kde je nejvétsi podil
ve standardnim syru (TO _STD). Ketony a methylketony jsou produkty degradace MK.
Jsou dulezité nejen svym aroma, ale jsou téz prekurzory pro dalsi aromaticky aktivni latky —
zejména alkoholy a estery>?**. V priibéhu experimentu lze pozorovat trend, kdy se ketony
nachazeji z naSeho hlediska v nejméné vyzralém syru a postupné jejich mnozstvi klesa
a stoupa mnozstvi estert a alkoholt.
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Skupina esterd, které davaji syrum pfijemné kvétinové aroma, je v syrech velmi
rozmanita?. Tato rozmanitost je ziejma zejména u syra T21 20°C, kdy pocet esterd je
dvojnasobny ve srovnani s alkoholy ¢i kyselinami (viz Graf 1), avsak jejich mnozstvi jsou
srovnatelna (viz Graf 2).

Slouceniny, které byly identifikované ve vSech vzorcich jsou: heptan-2-on, heptan-2-
ol, dimethyldisulfid, nonan-2-on, non-8-en-2-on, nonan-2-ol, kyselina maselna, kyselina 3-
methylbutanova, kyselina kapronova a kaprylova. Konkrétné heptan-2-on a nonan-2-on jsou

nejhojnéji zastoupenymi ketony v tékavé frakci, coz potvrzuje i odborna literatura>*.

3.1.2 Identifikace a kvantifikace vazanych a volnych mastnych kyselin v syrech

Ve vzorcich bylo identifikovano celkem 15 MK, vazanych i volnych. MK byly
identifikovany na zakladé srovnani retencnich Casi MEMK s pfisluSnymi standardy.
Pripadné dalsi MK nebylo mozné s jistotou identifikovat, jelikoz nebyly k dispozici ptislusné
standardy. Kvantifikace byla provedena pomoci srovnani ploch pika se standardy o znamé
koncentraci (viz kapitola 2.2.2.5).

Vysledky identifikace a kvantifikace vazanych a volnych MK jsou uvedeny
v Tabulkéach 8 a 9 nize. Ukazka chromatogramu je ukazana v Ptiloze 3. V Grafu 3 je uvedeno
grafické znazornéni celkového obsahu vazanych a volnych MK.
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Graf 3: Celkovy obsah vazanych a volnych mastnych kyselin ve vzorcich syrl; zraceni vzorkii
viz Tabulka 2

Z vysledku je patmé, ze nejvyssi mnozstvi celkovych volnych MK bylo detekovano
podle ocekavani ve vzorku T21 20°C, tedy syru, ktery byl skladovan 21 dni pii 20 °C
(56,12 mg-g™). U vzorkii skladovanych pii 5 °C byl obsah volnych MK zhruba stejny, jako ve
standardu, z ¢eho lze usuzovat, ze pii nizké skladovaci teploté probiha lipolyza podstatné
pomaleji, nez pii 20 °C.
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Tabulka 8: Obsah vazanych mastnych kyselin ve vzorcich syri

Vazané MK [mg g syra]

Nazev MK TO STD T21 5°Cvac T21 5°C T21 20°C
Kyselina kapronova C6:0 2,77+0,28 3,05 +£0,59 2,98 +£0.54 2,46 +£0.09
Kyselina kaprylova C8:0 2,33+0,28 2,64 +0.54 2,68 +£0.43 2,20+0.,11
Kyselina kaprinova C10:0 6,91+ 0,49 7,55+ 0,80 7,60 + 0,63 6,61 + 0,33
Kyselina laurova C12:0 10,37+ 1,98 11,31+ 231 11,34 £ 1,79 10,46 + 1,37
Kyselina tridekanova C13:0 0,44 £ 0,01 0,42 £<0,01 0,46 £ 0,02 0,40 £0,01
Kyselina myristovéa C14:0 4338+9.16 48.60 +9.10 49.11+7,10 45,88 +7.04
Kyselina myristoolejova Cl4:1% 3,95+ 0,50 479+0,21 3,95+0.34 3,89 +£0.38
Kyselina pentadekanova C15:0 5,52 +£0.43 1,61 £0.,04 1,99 £0.01 1,73 £0,04
Kyselina palmitova C16:0 163,94 + 11,75 175,53+ 11,17 173,92 + 8 37 165,95 + 8,69
Kyselina palmitoolejova Cl6:1% 9,36+ 0,62 9,01+ 1,05 8,04 + 0,98 8,54 + 0,44
Kyselina heptadekanova C17:0 2,51 +£0.17 2,24+ 0,09 2,36 £ 0,06 2,18+0.11
Kyselina stearova C18:0 1,65 £0.08 1,45 £0.,05 1,68 £0.01 1,43 £0.05
Kyselina olejova Cl18:1% 67,47+9.12 76,88 + 8,66 75,99 + 10,40 73,23+ 12,18
Kyselina linolova C18:24912 4,94 + 0,65 491+0,18 5,87 +0.34 5,06 + 0,63
Kyselina a-linolenova C18:34-12.15 2,30+ 0,21 2.81+0,.21 3,19+0,22 2,85+ 0,44

Znaceni vzorki viz Tabulka 2
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Tabulka 9: Obsah volnych mastnych kyselin ve vzorcich syru

Volné MK [mg-g'syra]

Nazev MK TO STD T21 5°Cvac T21 5°C T21 20°C
Kyselina kapronova C6:0 0,46 £0.02 0,40 £0.01 0,42 £0.04 0,45 +£<0.01
Kyselina kaprylova C8:0 0.41+0,01 0,37 £<0.01 0,37 £ 0,03 0,44 +£<0,01
Kyselina kaprinova C10:0 1,03 £ 0,02 1,00 £<0,01 0,92 £ 0,05 1,36 0,01
Kyselina laurova C12:0 1,40 £0.01 1,43 £0,06 1,25 £ 0,04 1,96 £0.03
Kyselina tridekanova C13:0 0,05 £ 0,00 0,05+<0,01 0,04 £<0,01 0,07 £<0.01
Kyselina myristovéa C14:0 3,94+ 0.13 459 £0.35 3.87+0.25 7.00£0.19
Kyselina myristoolejova Cl4:1% 0,46 + 0,01 0,47 +0.,01 0,47 £0.,01 1,02 + 0,05
Kyselina pentadekanova C15:0 0,65 +£0,01 0,21 £<0.01 0,41 +£<0,01 0,46 + 0,04
Kyselina palmitova C16:0 11,91+ 0,73 15,29 +£ 0,94 12,35+ 0,53 22.82+£0.48
Kyselina palmitoolejova Cl6:1% 0,47+ 0,01 0,85+0,20 0,90 + 0,05 2,07 + 0,04
Kyselina heptadekanova C17:0 0,28 £0.00 0,19 £0.03 0,20 £0,01 0,33 £0,02
Kyselina stearova C18:0 2,56 £0,07 3,10 £ 0,60 2,46 +0.23 6,07 £0.55
Kyselina olejova Cl18:1% 482+021 6,67+ 1,11 5,40+ 028 9,89+ 0,33
Kyselina linolova C18:24912 0,52 + 0,04 0,97 +0,14 0,70 = 0,04 1,35+ 0,09
Kyselina a-linolenova C18:34-12.15 0,44 + 0,02 0,60 + 0,05 0,48 + 0,03 0,83 £ 0,06

Znaceni vzorki viz Tabulka 2
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Kromé MK uvedenych v Tabulkach 8 a 9 byly ve vzorcich syri detekovany kyselina
arachidova (C20:0), eikosapentaenova (C20:5) a erukova (C22:1), ale pouze v zanedbatelném
mnozstvi.

V Grafech 4 a 5 je uveden prehled vazanych MK v pribéhu zrani v ramci jednotlivych
MK. Z vyslednych dat je patmé, ze nejvyssi koncentrace ve vSech vzorcich dosahuje kyselina
palmitova (C16:0). Ve vys§ich podilech jsou téz kyseliny olejova (C18:14%), myristova
(C14:0) a laurova (C12:0). Ostatni vazané MK (viz Graf 4) nedosahuji mnozstvi nad
10 mg-g! syra.
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Graf 4: Piehled vybranych vazanych mastnych kyselin v prub&hu zrani v koncentraci nad 10 mg-g!
syra; znaceni vzorkii viz Tabulka 2; chybové uisecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.
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Graf 5: Piechled vybranych vazanych mastnych kyselin v pribéhu zrani v koncentraci do 10 mg-g™
syra; znaceni vzorkii viz Tabulka 2; chybové uisecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.
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Na Grafech 6 a 7 jsou uvedeny vysledky volnych MK. Jejich koncentrace v syru je
mensi, avSak jejich podily v ramci jednotlivych MK koreluji s mnozstvim vazanych MK.

Vyvoj volnych MK je nejzietelnéjsi zejména u vzorku syru T21 20°C, tedy vzorku,
ktery byl ulozen po dobu 21 dni pti 20 °C.
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Graf 6: Piehled volnych MK v priibéhu zrani v koncentraci nad 1 mg-g' syra; znaceni vzorkii
viz Tabulka 2; chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.
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Graf 7: Pfehled volnych MK v pribéhu zrani v koncentraci do 1 mg-g"' syra; znaceni vzorkii
viz Tabulka 2; chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.

Volné MK, zejména ty s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem, jsou uvolilovany
v pribé&hu lipolyzy a dale metabolizovany na methylketony a laktony?*.

V nasich vysledcich, které se shoduji s publikacemi zabyvajicimi se detekci a
identifikaci MK pomoci CG-FID v mléce a syrech®>, zaujima nejvyssi koncentraci kyselina

2
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palmitova (C16:0), mezi ostatni majoritnd zastoupené kyseliny patii: olejova (C18:14%),
myristova (C14:0), stearova (C18:0)*°.

Obecné lze fici, ze majoritni skupinou jsou nasycené MK, ktery tvoii zhruba /5 podil
oproti MK nenasycenym®>. Hlavnim zdrojem MK je krmivo a mikrobialni aktivita v bachoru,
profil MK ale téz ovliviiuji 1 genetické predispozice zvifat a v neposledni fadé€ i samotny
proces vyroby mlé&nych vyrobka?>.

3.2 Mikrobialni ¢ast
3.2.1 Izolace DNA ze vzorku

Izolace byla provedena pomoci komercniho kitu. Vysledky koncentrace vzorkl jsou
uvedeny v Tabulce 10 nize.

Tabulka 10: Vysledna koncentrace DNA v izolovanych vzorcich

TO _STD 6,1 ng/pl
T21 _5°Cvac 5.4 ng/pl
T21 5°C 17,8 ng/ul
T21 20°C 76,9 ng/ul

Znaceni vzorku viz Tabulka 2

Celkovou izolaci provazely problémy, které byly pravdépodobné spojené s vétSim
obsahem tuku ve vzorcich, ktery branil izolaci. Z toho divodu byl také vyzkouSen postup
s vyuzitim citratu trojsodného na odstranéni tukd dle publikace Unno a kol .>!. Tento postup se
vSak neujal. Proto byl vyuzit puvodni postup z komer¢niho kitu s drobnymi obménami (rtizné
mnozstvi materidlu syra, mechanické rozmélnéni atd.), diky nimz byla DNA z matrice syra
vyizolovana v piijatelné koncentraci a Cistoté.

3.2.2 Stanoveni vybranych mikroorganismi pomoci RT-PCR

Pro RT-PCR byly pouzity izolované vzorky, které byly nafedény na koncentraci
10 ng/ul (kromé vzorku TO STD a T21 5°Cvac, které byly pouzity v koncentraci ptivodni,
viz Tabulka 10).

Vysledky, které jsou uvedeny v Tabulce 11, byly hodnoceny pomoci hodnot Ct, diky
kterym lze porovnat mnozstvi DNA ve vzorcich. Ct hodnota byla nastavena vzdy pro trojici
vzorkt daného mikroorganismu.

Vysledky TO STD nebyly spravné amplifikovany, proto nejsou v praci uvedeny.
Reprezentativni vysledky z RT-PCR a analyzy HRM jsou zobrazeny na Obrazcich 10 a 11.
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Tabulka 11: Hodnoty Ct, srovnani prab¢hu zrani u jednotlivych mikroorganismu

T21 5°Cvac T21 5°C T21 20°C

Penicillium camemberti Ct 28,28 Ct 29,90 Ct 28,49
Penicillium commune Ct 22,51 Ct 21,87 Ct 27,43
Geotrichum candidum Ct 28,91 Ct 22,18 Ct 30,95
Debaryomyces hansenii Ct 24,19 Ct 22,87 Ct 25,97
Brevibacterium linens — Ct 31,09 Ct 30,72
Lactococcus lactis Ct 18,04 Ct 17,79 Ct 26,94
Lactobacillus bulgaricus Ct 24,04 Ct 23,54 Ct 24,13
Streptococcus thermophilus Ct 24,16 Ct 28,53 Ct 22,46
Salmonella enterica - -

Listeria monocytogenes = =

Micrococcus luteus — Ct 25,06

V Tabulce 11 jsou uvedeny Ct hodnoty u vzorki, které byly hodnoceny pozitivné. Cervené oznacend
pole znaci negativni vysledek RT-PCR. Cim nizst hodnota Ct, tim se predpoklada vyssi koncentrace

vstupni matrice ve vzorku. Znaceni vzorkii viz Tabulka 2.

VétSina analyzovanych mikroorganismu se vyskytuje ve vSech tiech vzorcich syra i po
21 dnech dozravani. Mnozstvi mikroorganismu P. camemberti se v jednotlivych vzorcich
nelisi. Vétsi rozdily vSak mizeme pozorovat u P. commune, ktery je ve vzorcich
uchovavanych v lednici vétsi nez ve vzorku, ktery byl 21 dni pfi 20 °C (amplifikacni kiivky
viz Obrazek 10).

U mikroorganismtu Geotrichum candidum a Debaryomyces hansenii je patmé, Ze
nejvyssi mnozstvi se nachazelo ve vzorku T21 5°C, ktery byl volné lozeny po dobu 21 dni pfi
5 °C. U ostatnich vzorki je jejich mnozstvi mensi. V dostupné literatuie® je uvedeno, ze
kvasinka Geotrichum candidum snizuje hotkost, tento fakt se u nasich vzorkd nepotvrdil,
jelikoz vzorek T21 5°C, kde bylo detekovano nejvyssi mnozstvi Geotrichum candidum byl
hodnocen jako velice hotky.

Vakuovany vzorek byl na Brevibacterium linens negativni, v ostatnich vzorcich byl
tento mikroorganismus detekovan ve stopovych mnozstvich (Ct > 30). Tento vysledek muze
byt zptisoben vys$§im pH syra, nez je pro Brevibacterium linens optimalni’.

Nejvétsi mnozstvi mikroorganismti bylo obecné detekovano ve skupiné€ bakterii
mlééného kvasSeni (Lactococcus lactis, Lactobacillus bulgaricus). Je patrné, ze se toto
mnozstvi drzi na urCité hladiné 1 po 21 dnech dozravani, ackoli postupem zrani zacina
dominovat sekundarni kultura. Kolonie L. lactis béhem pozdniho zrani syra zkoumali

118 ktefi ve své praci potvrdili perzistenci a zivotaschopnost téchto

Ruggirello a ko
mikroorganismt béhem celého procesu zrani, véetné pozdnich fazi'®.

Z kontaminanti byl vyhodnocen jako pozitivni pouze vzorek T21 20°C, a to

2

konktrétné na Micrococcus Iluteus. Vzorek uchovavany v lednici byl na kontaminanty
negativni, proto lze pfedpokladat bezpecnost tohoto vyrobku i po uchovavani delsi dobu pii
chladirenské teploté.
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Obrazek 10: Ukazka kiivek RT-PCR P. commune

Soucasné s RT-PCR byla provedena HRM analyza (viz Obrazek 11), diky niZ muzeme
urCit specifitu reakce. U vzorkl Geotrichum candidum a Lactobacillus bulgaricus bylo
detekovano v ramci HRM analyzy vice piki, coz mize znacit nespecifické produkty, dimery
primert ¢i kontaminaci cizi DNA. Tyto problémy jsou zpusobené ziejmé nespecifickym
nasedanim primerd. Tento nedostatek I1ze zlepsit napt. zvysenim teploty nasedani primera i
upravenim sekvence primerti. Vhodné by bylo téz pouZiti $picek s filtrem>2.
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Obrazek 11: Ukazka zaznamu HRM analyzy mikroorganismu Debaryomyces hansenii
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3.3 Senzorické hodnoceni syru

Cilem senzorického hodnoceni bylo posoudit jednotlivé vzorky z hlediska
konzumentt. Senzorického hodnoceni, které se uskuteCnilo na konci skladovaciho
experimentu, se ucastnilo 17 hodnotiteli.

Hodnotitelé ve vétsiné pripadt uvedli, ze maji mekkeé syry s bilou plisni na povrchu
velmi radi a konzumuji je pravideln€, pouze jeden hodnotitel uvedl, Ze tento druh syrt nema
prilis rad, ale nevadi mu. Dva hodnotitelé se v této otazce nevyjadrili. VSichni ziCastnéni byly
nekuraci.

Byly hodnoceny celkem 3 vzorky syrt skladované za ruznych podminek. Vzorek
standardni (TO_STD), vzorek vakuovany skladovany pii 5 °C po dobu 21 dni (T21 5°Cvac;
imitace nerozbaleného syra uchovavaného delsi dobu v lednici) a vzorek uchovavany volné
lozeny po dobu 21 dni téz pii teploté 5 °C (T21 5°C). Senzoricky dotaznik je uveden
v Priloze 4.

Vzorek T21 20°C uchovavany po dobu 3 tydntu ve 20 °C, nebyl k senzorickému
hodnoceni nabidnut z davodu rizika ohrozeni bezpecnosti, resp. vyskytu kontaminanta,
konkrétné Micrococcus luteus, ktery byly detekovany metodou RT-PCR (viz kapitola 3.2).

Senzorické vlastnosti, vzhled a barva, konzistence (textura), vin€ a chut (flavour)
byly hodnoceny pomoci 5-ti stupniové kategorové stupnice a poradového testu. V Tabulce 12
jsou uvedeny mediany jednotlivych sledovanych parametra, kde nejlepsi je hodnocen
¢islem 1, nejhorsi Cislem 5.

Tabulka 12: Vysledky senzorického hodnoceni syru

Barva a vzhled K&Ziitit::)ce Viné Chut
TO STD 2 4 1 2
T21 5°Cvac 2 1 2
T21 5°C 3 2 2 3

Vysledky jsou uvedeny jako medidn, pouZitd stupnice 1 — nejlepsi — 5 — nejhorsi; znaceni vzorkii viz
Tabulka 2.

Pro srovnani jednotlivych parametrd byl pouzit Kruskaluv-Wallistuv test, jelikoz
nasbirana data nepochazela, dle Shapiro-Wilkova testu, z populace s normalni distribuci.
Vzorky byly hodnoceny na hladin€ vyznamnosti 0,05.

Dle vysledktu se vzorky z hlediska vzhledu a barvy statisticky vyznamné nelisily.
Avsak z vysledka hodnoceni i ve vizualnim porovnani boxovych grafu (Graf 8) je patmé, ze
byl nejhiife hodnocen syr T21 5°C, kde se plisen nevyskytovala rovnomérn€, navic zde byly
naznaky defektu vzhledu ve formé& skvrn ¢i mramorovani barvy.

Ve vuni byly vzorky hodnoceny velice podobné, ani zde nebyla statisticka vyznamnost
potvrzena. Vzorky TO STD a T21 5°Cvac byly hodnoceny na vybornou, vzorek T21 5°C
o stupeti nize (viz Graf 9).
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Graf 8: Boxovy graf porovnani vzhledu a barvy vzorki;
(1 — nejlepsi — 5 — nejhorsi); znaceni vzorki viz Tabulka 2
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Graf 9: Boxovy graf porovnani viiné vzorkii;
(1 — nejlepsi — 5 — nejhorsi); znaceni vzorkii viz Tabulka 2
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Nejvétsi rozdily mezi vzorky byly pozorovany u konzistence neboli textury
(viz Graf 10). Nejhute byl hodnocen vzorek standardu (TO_STD), ktery nedrzel kompaktn€ a
roztékal se. Zde wvySel statisticky vyznamny rozdil mezi vzorkem STD a vzorky
uchovavanymi v lednici. Mezi obéma vzorky z lednice statisticky vyznamny rozdil nebyl.
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Graf 10: Boxovy graf porovnani konzistence (textury) vzorkd;

(1 — nejlepsi — 5 — nejhorsi); znaceni vzorkii viz Tabulka 2

V poslednim parametru, hodnoceni chuti (flavouru), vySel statisticky vyznamny rozdil
na hladin€ vyznamnosti 0,05 mezi vzorky TO STD a T21 5°C. Vzorek T21 5°C byl
hodnocen jako hotky, slany, po soustu drobivy v ustech. Vzorky z lednice se mezi sebou
statisticky vyznamné neli§i. Boxové grafy parametru chuti jsou ukazany na Grafu 11.
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Graf 11: Boxovy graf porovnani chuti (flavour) vzorki;
(1 — nejlepsi — 5 — nejhorsi); znaceni vzorki viz Tabulka 2

3.3.1 Poradovy test celkové prijatelnosti

Vysledky poradového testu celkové pfijatelnosti jsou vyjadfeny jednak v Grafu 12,
kde jsou uvedeny jednotlivé pocty hodnotitelt, ktefi méli poskladat vzorky od nejlepsiho
(1. misto) po nejhorsi (3. misto), téz i ve tvaru souctu poradi jednotlivych vzorka (Graf 13
nize).

Pocet hodnotitelu

S NN

MMM\

v
TO_STD T21 5°Cvac T21 5°C

= 1. misto (hodnocen jako nejlep§i) #®2. misto 3. misto (hodnocen jako nejhorsi)

Graf 12: Vysledky pofadového testu — jednotlivé hodnoceni posuzovatela
1 — nejlepsi — 3 — nejhorsi; znaceni vzorku viz Tabulka 2.
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Graf 13: Poradovy test celkové prijatelnosti (soucet poradi)
1 — nejlepsi — 3 — nejhorsi; znaceni vzorku viz Tabulka 2.

V hodnoceni poradového testu vySel syr standardni (TO _STD) spolecné se syrem
uchovavanym ve vakuované formé pti 5 °C po dobu 21 dni (T21_5°Cvac) se stejnym skore.

I kdyz mnoho hodnotiteld popisovalo chut i viini vzorku standardniho (TO_STD) jako
nejlepsi, vétSina dala prednost celkovému dojmu, proto na prvni misto volili vzorek
vakuovany (T21 5°Cvac). Cast hodnotiteld, ktefi hodnotili vzorek standardni na prvni misto
dopliiovali pfipominky, Zze je sice vzhledem roztekly, ale chuti a vini je nejjemnéjsi a
nejpiijemné;si.

Syr, ktery byl po dobu 21 dni uchovéavan rozbaleny v lednici (T21_5°C) byl hodnocen,
dle ocCekavani, nejhife. Tento vzorek byl hodnocen jako tvrd$i s barevnymi zménami,
chutové horky ¢i suchy.
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4 ZAVER

Mléko a mlécné vyrobky, zejména zrajici plisiové syry, jsou biochemicky
1 mikrobiologicky dynamické. Vyzkum v této oblasti je vyznamnou mérou vénovan analyze
jejich kvality.

Cilem této prace bylo sledovani a porovnani zmén aromatického profilu tékavych
sloucenin, analyza vazanych a volnych MK a téz sledovani vyvoje mikroorganismu vcetné
oveteni bezpecnosti pfi skladovani francouzského syra Brie de Meaux. Zavérem byla
provedena senzoricka analyza pro posouzeni spotiebitelského optima.

Zmeény byly sledovany béhem skladovaciho experimentu, kdy byl syr skladovan pfi
chladirenské teploté (5 °C), jak volné€ lozeny, tak zavakuovany (jako imitace nerozbaleného
syra uchovavaného del$i dobu v lednici) a pfi teploté pokojové (20 °C) po dobu 21 dni.

Ve vSech vzorcich bylo identifikovano téméf Sest desitek aromatickych latek, z toho
13 alkoholti, 8 karboxylovych kyselin, 12 ketond, 17 esterd, 5 sirnych sloucenin, 2 amidy a
1 aldehyd. T¢kavé aromatické latky byly stanoveny metodou SPME-GC-MS. Nejvétsi pocet
tékavych aromatickych latek byl identifikovan v syru, ktery byl uchovavan po dobu 21 dni pfi
20 °C. V tomto vzorku se nejhojnéji vyskytovaly slouceniny ze skupiny alkohold, kyselin
i esterd. Vyjimkou zlstava skupina ketont, u nichz byl nejvétsi podil detekovan v syru
standardnim.

Stanoveni vazanych a volnych MK pomoci GC-FID piedchazela izolace lipida ze
vzorkt pomoci smési rozpoustédel (diethylether, petrolether). Pro esterifikaci MK byl vyuzit
jako katalyzator BF3;. Celkovy obsah vazanych a volnych MK ve vzorcich syri se piilis
nemeénil. Z vysledkd je patrné, ze nejvyssi mnozstvi celkovych volnych MK bylo detekovano
podle ofekavani v syru, ktery byl skladovan 21 dni pii 20 °C (56,12 mg'g™"). U vzorki
skladovanych ptfi 5 °C byl obsah volnych MK zhruba stejny, jako ve standardu, z ¢eho lze
usuzovat, ze pii nizké skladovaci teploté probiha lipolyza podstatné pomaleji, nez pti 20 °C.
Ve vzorcich tvofila nejvét§si podil kyselina palmitova (C16:0), mezi ostatni majoritné
zastoupené kyseliny patii: olejova (C18:12%), myristova (C14:0), stearova (C18:0). Na profil
MK ma vliv zejména krmivo hospodatskych zvifat i zptsob zpracovani syra.

Mikrobialni profil byl sledovan pomoci RT-PCR za vyuziti interkalacniho barviva.
VétSina mikroorganismi se vyskytovala ve vSech analyzovanych vzorcich. Mnozstvi
mikroorganismu Penicillium camemberti, ktery je pro tento typ syri charakteristicky, se pfi
dozravani v chladirenské teploté a pii teplot¢ pokojové, neliSilo. Nejvétsi mnozstvi
mikroorganismii bylo detekovano ve skupiné bakterii mlééného kvaseni, coz dokazuje
perzistenci a zivotaschopnost téchto mikroorganismi i v pozdnich fazich zrani.

Nejvétsi pocet aromatickych latek i volnych MK byl identifikovan v syru 20 °C,
bohuzel celkovy rozvoj aroma pii pokojové teploté nese nebezpeCi vyskytu kontaminants,
které byly v tomto syru detekovany, proto nemohl byt srovnan v senzorickém hodnoceni.

Z hlediska senzorického hodnoceni byl stejné hodnocen syr vakuovany a standardni.
V chuti byl 1épe hodnocen syr standardni, §patné hodnoceni textury v§ak tomuto syru ubralo
na prijatelnosti. Pfijatelné a bezpecné je konzumovat i syr vakuovany, pokud se vyskytuje
urcitou dobu v lednici. AvSak po rozbaleni je vhodné syr co nejdiive spotiebovat, aby
nedochazelo k negativnim ovliviiovanim jeho senzorickych vlastnosti.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AOC
bp

Ct

FW
GC-MS

GC-FID

MEMK

RV
SPME

Chranéna znacka pavodu (Appellation d'origine controlée)
Komplementarni par bazi (base pair)

Prahova hodnota (cycle threshold)

Ptedni primer (forward primer)

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

(Gas chromatography — mass spektrometry)

Plynovéa chromatografie s plamenové€ ioniza¢nim detektorem
(Gas chromatography — Flame ionization detector)
Analyza tani s vysokym rozliSenim (High Resoluting Melt)
Methylester mastné kyseliny

Mastné kyseliny

Zadni primer (Reverse primer)

Mikroextrakce pevnou fazi (Solid Phase Microextraction)
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Pfiloha 1: Reprezentativni chromatogram — tékavé (aromatické) slouceniny: vzorek uchovavany po dobu 21 dni pfi 5 °C (volné lozeny); identifikace pikii viz
Tabulka 7
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Priloha 2: Reprezentativni chromatogram — té¢kavé (aromatické) slouéeniny; vzorek uchovavany po dobu 21 dni pii 20 °C; identifikace pikii viz Tabulka 7
RT: 0.00 - 65.45
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Priloha 3: Reprezentativni chromatogram — volné mastné kyseliny; vzorek standardu
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Ptiloha 4: Dotaznik pro senzorické hodnoceni syru Brie de Meaux

Dotaznik pro senzorické hodnoceni syru Brie de Meaux
DP Monika Mijkova

Vazeni hodnotitelé,

zhodnot'te, prosim, pfedlozené vzorky syrii. Pfedem de€kuji za spolupraci a svédomité vyplnéni formulafe. Pro
pfipadné pfipominky k hodnoceni ¢i vzorkim je prostor na druhé strané¢ formulafe.
Deékuji!

Hodnotitel: kurak / nekurak
Datum a Cas: Zzena / muz

Jaké je Vase stanovisko pred ochutnavanim?
a) Mekké syry s bilou plisni na povrchu mam velmi rad/a, konzumuji je pravidelné.

b) Mekke syry s bilou plisni na povrchu nemam pfili§ rad/a, ale nevadi mi.

c) Mekkeé syry s bilou plisni na povrchu nemam vibec rad/a, nekonzumuji je.

Senzorické hodnoceni pomoci stupnice

Zhodnotte predlozené vzorky v nasledujicich znacich, pouZijte uvedené stupnice nize, sva hodnoceni
zapiSte do uvedené tabulky pod Cisly.

Konzistence
Kod vzorku Vzhled a barva (textura) Vuné Chut’ (flavour)

Vzhled a barva
jemna kira s jemnym porostem bilé plisn¢; na fezu mekké, krémove,
1 Vyborny - kompaktni syrové tésto slamove zluté barvy, obCasné dutinky nejsou na
zavadu
2 Velmi dobry - nepatrné odchylky od deklarovaného vzhledu a barvy (viz bod 1)
mirmé¢ odchylky od deklarovaného vzhledu a barvy, tvar mirn¢
3 Dobry - deformovany, barva tésta mén¢ vyrazna, drobnéjsi zdvady v hladkosti

povrchu

velké odchylky od deklarovaného vzhledu a barvy, tvar deformovany,

4 Méné dobry a naznaky mramorovani barvy, mirné odchylky v hladkosti povrchu

vyrazné odchylky od deklarovaného vzhledu a barvy (viz bod 1);
deformovany vzhled, roztékani povrchu; skvrny netypické barvy (Cervené,
hnédé aj.), vyrazny porost plisn¢ netypické barvy (Cerna, zelend aj.).
Netypicka barva na fezu, tésto popraskané, zduielé aj. vady

5 Nevyhovujici -
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Konzistence (textura)

1 Vyborna konzistence m¢kkd, hladkd, krémova a jemna
2 Velmi dobra nepatrné odchylky od deklarované konzistence (viz bod 1)
3 Dobra mirné odchylky od deklarované konzistence, pfili§ m¢kka
4 Méné dobra velké odchylky od deklarované konzistence

L vyrazné odchylky od deklarované konzistence (viz bod 1); prili§ mékka az
5 Nevyhovujici o w1 . Lo

roztékava, fidka, lepivd, nchomogenni aj. vady
Viné

1 Vyborna vyrazna aromatickd syrova
2 Velmi dobra nepatrné odchylky od deklarované viing (viz bod 1)
3 Dobri mirné odchylky od deklarované viin€, viné pfilis vyrazna
4 Méné dobra velké odchylky od deklarované viing, viing piili§ ostra az nepiijemna

o vyrazné odchylky od deklarované vuné (viz bod 1); viné neCista,
5 Nevyhovujici

netypicka, nepiijemna piip. jiné vady

Chut’ (flavour = komplexni pocit v ustech pri konzumaci)

vyrazni, mléén¢ smetanova, maslova, nasladla s mirnou piichuti hub,

1 Vvborni liskovych ofiski nebo mandli; vin¢ Cista, harmonicka, cizi pfichuté jsou
vylou¢eny

2 Velmi dobra nepatmé odchylky od deklarované chuti (viz bod 1)
mirné odchylky od deklarované chuti, chut’ pfili§ vyrazna ¢i naopak

3 Dobri , . PV
nevyraznd, bez cizi piichuté

4 Méné dobri V§1}<e oc}rchylkry od deklmoYape chgt}, prili§ ostrd az nepiijemnd, vyskyt
cizich pfichuti ve velmi malé intenzité

o, vyrazné odchylky od deklarované chuti (viz bod 1); netypickd, nahorkla,
5 Nevyhovujici

necista, Zlukla, cizi pfichuté piip. jiné vady
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Hodnoceni celkové prijatelnosti vzorku — poradovy test

Seirad’te predlozené vzorky podle prijatelnosti (berte v ivahu vSechny vySe zminéné vlastnosti)

v;(o(l)'ﬁu Celkové byste vzorek hodnotili jako ... (a pro¢ ?)
1
(nejlepsi)
2
3
(nejhorsi)

Dékuji za vyplnéni formulafe. Pfipadné pfipominky k hodnoceni nebo vzorkiim

napiste zde:
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