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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyvad zmeénami senzorické kvality, profilu tékavych latek a
mikrobialniho profilu dvou syra zrajicich pod mazem, Olomouckych tvarizk(i a Romaduru,
béhem jejich skladovani po dobu Ctyt tydnu.

Senzoricka analyza, konkrétné hodnoceni vzhledu, barvy, textury, viné a chuti, prokazala
rozdily mezi obé€ma syry, které se zvétSovaly v prubéhu skladovani (dozravani). Nejvetsi
rozdily byly zaznamenany v hodnoceni chuti, u tvarizkli se béhem prozravani zlepsovala, u
Romaduru naopak zhorSovala.

Analyza tékavych latek pomoci headspace mikroextrakce na pevnou fazi ve spojeni s
plynovou chromatografii a hmotnostni detekci odhalila pfitomnost 57 latek, patficich do 9
chemickych skupin. Slozeni syrt se li§ilo z hlediska poctu i obsahu sloucenin, nejpocetnéjsi
byly alkoholy, ketony a kyseliny. V Romaduru kvantitativné prevazovaly estery, v tvarazcich
sirné slouceniny. Béhem dozravani se celkové mnozstvi tékavych latek v tvarizku zvysovalo,
u Romaduru tomu bylo naopak.

Mikrobialni rozbor prokazal pfitomnost rozmanitého mikrobiomu na povrchu syri. Mezi
mikrobialnim slozenim syrG byly mirmné rozdily. Nebyla dokazana zmeéna mikrobioumu
v prubéhu zrani. Metoda qPCR byla pouzita pro identifikaci pfitomnych mikroorganisma.

KLIiCOVA SLOVA

syry zrajici pod mazem, mikrobialni profil, senzoricka kvalita, t€kavé latky, PCR, SPME,
GC-MS



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the changes in sensory quality, volatile compounds profile and
microbial profile of two smear ripened cheese, Olomoucké tvarizky and Romadur, during
their storage for four weeks.

The sensory analysis, specifically the assessment of appearance, colour, texture, aroma and
taste, showed differences between the two cheese, which increased during storage (ripening).
The greatest differences were observed in the assessment of taste, which improved during
ageing for Olomoucké tvarizky and deteriorated for Romadur.

Analysis of volatile compounds by headspace solid-phase microextraction coupled with gas
chromatography and mass detection revealed the presence of 57 substances belonging to 9
chemical groups. The composition of the cheeses varied in terms of number and content of
compounds, with alcohols, ketones and acids being the most abundant. In Romadur, esters
predominated quantitatively, and in Olomoucké tvartzky, sulphur compounds. The total
amount of volatile substances in tvarizky increased during maturation, whereas the opposite
was true for Romadur.

Microbial analysis showed the presence of a diverse microbiome on the surface of the cheese.
There were slight differences between the microbial composition of the cheese. There was no
evidence of change in the microbiome during ripening. The qPCR method was used to
identify the microorganisms present.

KEYWORDS

smear ripened cheese, microbial profile, sensory quality, volatile compounds, PCR, SPME,
GC-MS
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1 UVOD

Vyroba syru, fermentované potraviny na béazi mléka, umoziuje nejen zachovani
(bioprezervaci) nutri¢né bohatého produktu pro vyzivu clovéka v 1épe prepravitelné podobg,
ale zaroven transformuje mléko na potravinu s lepSi stravitelnosti. Syr obecné nese velkou
vyzivovou hodnotu, diky vysokému obsahu bilkovin, tukd, vitamina (A, B2, B12 a v mensi
mife folatu, neboli kyseliny listové), esencialnich aminokyselin, mineralti (vapnik, fosfor,
hof¢ik, s malym obsahem zeleza a chloridu sodného) a nizkému obsahu sacharidi
(v stopovych mnozstvich). Celkove lze fict, Ze vyroba syra piedstavuje efektivni zpasob, jak
pfemeénit mléko na potravinu s vynikajici vyzivovou hodnotou.

Pastevci v Alpskych oblastech vyrabéli z mléka ziskaného od pasoucich se krav na
vymezeném prostoru v horach typické syry ve tvaru velkych bochnikd s tvrdou kirkou
a pfitomnosti ok. Tyto syry se vyznacuji svym dlouhym zranim, nizkym obsahem vlhkosti
a dlouhou trvanlivosti, proto jim bylo umoznéno tyto bochniky dopravovat z hor do udoli
a absolvovat dlouhé cesty. Oproti tomu mékké zrajici syry byly mensi velikosti s mékkou
strukturou vhodné pro prodej na vesnicich a doméci spotiebu, nemusely tim padem
podstupovat dlouhé cesty.

Ve Francii vznikaly kvetouci mékké syry s kturkou, presnéji syry porostlé plisni jako je
Penicillium camemberti, nazyvajici se Camembert ¢i Brie. Vedle toho vznikaly dalsi mekké
syry s kurkou, avSak misto plisné byly porostlé komplexni bakterialni kulturou a spadaji
do kategorie syra zrajicich pod mazem. Tento druh syra (Miinster, Limburger nebo Téte de
Moine) se poprvé objevil v Evropé v klasterech, kde slouzil jako ndhrada masa u mnohych
mnisskych fadu, protoze konzumace masa byla striktné zakazana.

Mezi nejznaméjsi druhy patii Tilsit, Comté, Trappist, Havarti, Taleggio a jiz zminény
Limburger a Miinster pochazejici pfedevsim z Rakouska, Belgie, Némecka, Francie a také ze
Svycarska.

V Némecku se vyrabi hned nékolik syri z kyselého tvarohu (napt. Harzer, Mainzer
a Handkiise), necha se vyvinout mazova kultura a syr podléha zrani. V Ceské republice jsou
jim pfibuzné Olomoucké tvartizky.

Syry zrajici pod mazem jsou znamy svou charakteristickou aromatickou vani. Z tohoto
divodu je tato prace zameéfena na identifikaci latek zptsobujicich tuto vini v prabéhu zrani
Ceskych syri Olomoucké tvarizky a Romadur. Dale jakym zpasobem zrani ovliviuje
senzorické vlastnosti a mikrobialni profil téchto syru.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Syry zrajici pod mazem
Pod pojmem syry zrajici pod mazem se rozumi skupina pfirodnich mekkych nebo
polomékkych syri slesklou naoranzov€lou kurkou. Jsou charakteristické vyvojem
komplexnich mikrobidlnich kultur (mikrobiom je tvofen halotolerantnimi kvasinkami a
grampozitivnimi bakteriemi, pfedevsim koryneformni bakterie, stafylokoky a mikrokoky) na
svém povrchu béhem zrani. Zrani postupuje od kurky do stfedu. Nejbéznéji je povrch
ostfikovan solnym roztokem bakterii Brevibacterium linens a kvasinek Debaryomycces
hansenii, a Geotrichum candidum. Jejich pisobenim béhem zrani je pozitivné ovlivnén vyvoj
charakteristické pikantni viiné a chuti a méknuti syrového tésta [1; 2; 3]

V Ceskych zemich je muazeme najit pod nazvem JihoCesky syreCek, Romadur,
Olomoucké tvartizky, kdy je v Losticich nedaleko Olomouce zacal vyrabét pan Josef Wessels
i se svymi potomky, ktefi jsou dnes jedinymi vyrobci a vyroba tvarazki vydrzela dodnes. [5]

mékke a polomékkeé syry poloterdé syry turdé syry
Brick (US) Appenzeller (CH) Bergkise (AT, CH, DE)
Epoisses (FK) Danbo (DK) Comte (FK)
Langres (FR) Havarti (DK) Esrom (DK)
Limburger (DE) Jurakiise (CH) Gruyére (CH, FR)
Livarot (FR) Kenhem (NL)
Maroilles (FR) Mutschli (CH) zrajici syry z kyselého tvarohu
Mont d'Or (FR) Raclette (CH, FR) Harzer, Mainzer (DE)
Minster (DE, FR) Ridder (MO) Quargel (CZ, DE, AT)
Port de Salut (FR) Salers (F)
Romadur (DE, BE) St. Paulin (Suisse) (CH, FR) syjry zrajici pod mazem s plisni
Saint Nectaire (FR) Téte de Moine (CH) Chaumes (FR)
Trappiste (FR) Tilsit (CH, DE) Pont 'Evéque (FR)
Vacherin Mont-d"Or (CH) Vacherin Fribourgeois (CH) Reblochon (de Savoie) (FR)

Winzerkise (CH) Taleggio (IT)

AT- Rakousko; CH - Swycarsko; CZ - Ceskd republika; BE - Belgie; DE - Némecko; DK - Dansko; FR -
Francie; IT - Italie; ML - Holandsko; MO - Norsko; US - Spojené staty americke

Obrazek 1: Prehled druhii syru zrajicich pod mazem produkovanych prevazné v Evropskych zemich;
prevzato a upraveno z [6]

2.1.1 Spotreba syruv Ceské republice
Podle Ceského statistického ufadu je za poslednich deset let priméma spotieba syrd v kg na
jednoho obyvatele za rok velmi podobna. V roce 2022 byla celkova spotieba syra 13,8 kg
syrd na jednoho obyvatele za rok, z toho 11,7 kg tvorily pfirodni syry. Rok 2010 je poslednim
rokem ve statistice, pro ktery jsou znama data pro pfirodni meékké syry, kam se fadi 1 syry
zrajici pod mazem. Z celkovych 13,2 kg na obyvatele za rok Cinila spotfeba piirodnich
meékkych syri 2,7 kg na obyvatele za rok, tedy 20,45 %. [7]



2.2 Technologie vyroby syru zrajicich pod mazem
Vyroba syru zrajicich pod mazem se sklada z nékolika stézejnich kroku, jako je pfiprava
mléka a jeho ohrati, pridani startovaci kultury a syfidla, krajeni, formovani a lisovani
s naslednym solenim (koncentrace roztoku chloridu sodného okolo 18 %) a proces konecného
zrani (udrzeni vhodné vlhkosti vzduchu nad 95 % a teploty okolo 8-15 °C). Jednotlivé kroky
jsou mirné odlisné pro mekké a tvrdé syry zrajici pod mazem, jak je znazornéno na Obrazek
2. [6]

Soleni je provadéno bud’ ru¢né obalenim v soli (pfevazné tvrdé syry) nebo pomoci
stroje rozstfikujiciho solny aerosol anebo v solné lazni. Mékké syry se louhuji v solné lazni
1,5-4 hodiny, poloméekké az tvrdé syry mohou byt ponechany louhovat i1 vice nez 24 hodin
podle obsahu vlhkosti syra a jeho velikosti. U syri vyrabénych z tvarohu je tvaroh promichan
s tzv. zracimi solemi, jako napfiklad hydrogenuhliitan sodny a uhlicitan vapenaty.

CIRENT
PASTERACE A BAKTOFUGALCE
TERMIZACE T i micka MIKROFILTRACE
STANDARTIZACE
mékke syry : tvrdé syry
35°C Povafeni 52°C
L]
mezofilni termofilni
Startovaci kultury a
pfidani syfidla
Koagulace
Krajeni
1
Synereze
mensi formy Formovani a vetEi formy
iZE[ EEj tlak
nizsi tlak Wytlagent vy
i
solna lazen Soleni suché soleni
!
~15-20°C . ~12-15C
2-4 tydny Zrani 6-12 mésicl

Casté postrikovani solnym roztokem mazovych kultur a
otaceni; » 95% relativni vikosti

Obrazek 2: Typické kroky vyroby povrchové zrajiciho syru s mazem sestavajici se z ohfevu miléka,
pridani startovacich kultur, formovani a lisovani syreniny s naslednym solenim, i proces konecného
zrdni v podminkdch prostiedi, které se lisi pro vyrobu syra s tvrdou nebo mékkou finalni strukturou;

upraveno a prevzato z [6]



2.2.1 Technologie vyroby tvaruzku

Cely proces zaCina piijmem tzv. nesyfeného primyslového tvarohu z odstfedéného
mléka, ktery je vyroben kyselym srazenim, od dodavateli. Je provedena kontrola kvality
dodaného tvarohu v laboratofi a schvaleni jeho kvality. [2; 8]

Pro nastartovani celého procesu je potreba tvaroh odkyselit. To se provadi pfidavkem
mineralnich soli (Na2CO3, CaCO3) [3.8]. Zde jeste n€jakou dobu probiha zrani tvarohu. Aby
byla konecnéa smés tvarohu optimalné kysela a méla spravny obsah susiny, je nezbytné vybirat
tvaroh ve spravném case. [8]

Po navazeni tvarohu je smes tvarohu pfevezena ve voziku do formovaci mistnosti.
Kultury jsou aplikovany v prubéhu piepravy do formovaciho stroje, coz zajistuje
transformaci tvarohové hmoty na tvarizkovinu. Na formovacim stroji probiha formovani do
pozadovaného tvaru. Nerezové rosty poskladané do stohu sjednotlivymi tvarizky jsou
premistovany do susarny, kde zapoc¢ne cely proces zrani. [8]

Zrani postupuje smérem od povrchu ke stiedu tvarizkd. Potom nasleduje koupani
neboli omyvani tvarizkd vodni clonou se provadi za ucelem omyti tvarizkt od kvasinek
vzniklych béhem prvnich dnd nazravani. Po koupani jsou celé stohy prevezeny do susarny.
Cely objem susarny se chladi. Jakmile tvarizky oschnou, stohy jsou pievezeny do chlazenych
boxu, v nichz se v zavislosti na stavu pro zrani a teploty vné&jSiho prostiedi voli teplota
v rozmezi od 6 °C do 15 °C. [8]

Skladani tvarazk( se nazyva rolovani. Jednotlivé tvartzky se z nerezovych rostu
seskladaji do malych stizkd, ty se nasledné uschovaji do beden v chladicim zafizeni, zde
probiha zrani. Tvartzky se bali do specialni folie, ktera je propustna pro plyny a umozni
tvartuzku ,,dychat“. [8]

2.2.2 Technologie vyroby Romaduru

Vychozi surovinou pro vyrobu Romaduru je kravské mléko. Nejprve dochazi
k oSetfeni mléka pasteraci (72 °C po dobu 15 s nebo 63 °C dobu 30 min). Syr je vyrabén
v nékolika mensich vanach o objemu 1200 litri pro zachovani pruznosti a mékkosti syrového
tésta. [9]

Na druhy den se mléko zahfeje na teplotu 33 °C jsou pfidany zékladni kultury
mlécného kvaSeni rozkladajici laktozu a také syftidlo pro sladké srazeni mléka. Tim dochazi
k vytvafeni syfeniny a syr prokysava. [9]

Syfenina se kréji rucné za pouziti tzv. harf (horizontalni harfa a vertikalni harfa), aby
se srazenina nakrajela na stejn€ velké kousky a tim dala vzniknout syrovému zrnu. Nejdiiv se
tato smés opatrné pretahuje rucné (pokrajeni, 10 minut odpocinek, pretahnuti, 10 minut
odpocinek), potom se automaticky micha 10 minut, kdy dochazi k vytuzovani zrna. Smeés je
vypousténa na odkapni pas, ktery zajistuje odkapani syrovatky. [2; 9]

Pak dochazi k formovani, §tosovani a odkapavani syra na odkapni draze. Zrno pada do
zafizeni, které formuje malé hranolky do plastovych tvoritek. Tvofitka sestavena do stohu



putuji na odkapni drahu, kde je automaticky cely stoh béhem 17-20 hodin otaCen a syr
prokysava. [2; 9]

Soleni je provadéno na druhy den v solné lazni a trva cca 60 minut az nékolik hodin.
Po vysoleni jsou hranolky rozlozeny na zraci paletky, skladajici se z nerezovych dratd tak,
aby se syru dotykaly co neymensim povrchem. Paletky jsou pfevezeny na dva dny do zraciho
sklepa, kde se na povrch syru aplikuje kultura kvasinky Geotrichum candidum, ktera ma za
ukol odkyselit povrch syra, dochazi tedy ke zvySeni pH. Nasledné je na povrch aplikovana
mazova kultura Brevibacterium linens spolu se solnym roztokem, ktera na povrchu vytvari
oranzovy maz. OSetfeni solnym roztokem s mazovou kulturou je provedeno vicekrat pro
dosazeni kvalitniho povrchu. [9]

Syry zraji 2 tydny (14-15 dnt) ve zracim sklepé, kde se udrzuje optimalni teplota
14 °C a vlhkost okolo 80 %. V zavéru zrani je provedeno posledni oSetfeni v oSetfovaci lince,
syry jsou osuseny a vychlazeny. [9]

Romadur je balen do specialni kasirované folie, ktera ma vliv na zrani vyrobku béhem
skladovani a na udrzeni Cerstvosti vyrobku a vysledny zabaleny vyrobek je pfipraven k
expedici ke spotiebiteli. Narozdil od limburského syra, kde se mazova kultura dasledné omyje
a pomémé dlouho susi az do zaschnuti povrchu, je mazova kultura na povrchu Romaduru
ponechana a syr si své vlastnosti udrzi 1 béhem uchovavani v lednici. Cela vyroba od mléka
po zabaleny vyrobek trva 17 dnt. [9]

2.3 Zranisyru
Procesem zrani se oznaCuje zména v rozvoji aroma, chuti a textury a tento proces se
vyznacuje zménou mikroflory zrajiciho produktu. Probihd smrt a lyze startovacich bunék,
rozvoj sekundarniho mikrobiomu (komplexni grampozitivni bakterie u syra zrajicich pod
mazem) a méknuti syrového tésta. [3]

Je to pomémé pomaly a cenové naroCny proces, ktery nelze plné€ kontrolovat a
predpovidat. Doba zrani se lisi pro jednotlivé druhy syrt, u syra srazenych syfidlem se doba
zrani pohybuje od dvou tydnt az po dva roky. Pro syry napftiklad cheddarového typu (6-12
mesictl) znamena delsi doba zrani jeho vyslednou vy$si cenu, narust ceny syru se pohybuje od
1,5 % do 3 % za jeden mésic zrani. [10; 3]

V minulosti se syry nechavaly zrat v jeskynich, kde se teplota pohybovala okolo
vyuzivaji specialni mistnosti, kde je mozné docilit konstantnich hodnot. Teplotni optimum se
1i§i pro kazdy typ syru. Gouda a Eidam zraje pfi 10-14 °C. Modré syry, Camembert nebo syry
zrajici na povrchu pii 10-15 °C. [10]

2.4 Mikrobiologicky profil syri zrajicich pod mazem
Povrch syru je velmi riznorody, nachazi se na ném bakterie, kvasinky i plisné. Kazdy
mikroorganismus ma svou roli v ramci zrani, at uz se jedna o ptfimou metabolickou aktivitu
nebo uvolnovani enzymu do syrové matrice prostiednictvim autolyzy. Mikroorganismy se daji
rozdélit na tzv. startovaci bakterie mlé¢ného kvaseni a sekundarni mikrobiotu. [11]



Ukolem startovacich kultur, kam se daji zafadit predev§im Lactococcus, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii, a Lactobacillus helveticus, je snizeni pH na
pozadovanou hodnotu diky produkci dostatecného mnozstvi kyselin. Maji dosah 1 pfi zrani,
kdy se jejich enzymy uCastni proteolyzy, lipolyzy a tvorby aromatickych latek
z aminokyselin. [11]

2.4.1 Bakterie (sekundarni mikrobiota)
Na povrchu prevazuji zejména koryneformni bakterie (Agrococcus, Arthrobacter,
Brachybacterium,  Brevibacterium,  Corynebacterium, Curtobacterium, Leucobacter,
Mpycetocola, Microbacterium, Rothia a Rhodococcus spp.) a mnoho druhii bylo nalezeno v
raznych syrech, zejména Tilsit. [12; 13]

Vsechny koryneformni bakterie se jevi pod mikroskopem jako grampozitivni,
nepravidelné tvarované tyCinky nevytvarejici spory. Druhy nékterych téchto rodd jako je
Arthrobacter, Brachybacterium, Brevibacterium, a Curtobacterium prochazeji béhem rastu
pfeménou tycinka/kok, pficemz tyCinkovity tvar dominuje ve fazi exponencialniho ristu a
kokovity dominuje ve fazi zpomaleného ristu nebo ve stacionarni fazi. [12; 14]

Jejich dalSimi vlastnostmi je, ze jsou halotolerantni, mezofilni, aerobni a dobfe
nesnasejici kyselé prostfedi. Nékdy mizou byt az alkalofilni. Z dGvodu Spatné snasenlivosti
nizkého pH jsou bakterialni kultury aplikovany az po plsobeni kvasinek v brzké zraci fazi.
[10]

Predpokladalo se, ze Brevibacterium linens je nejvice dominantni bakterii na povrchu
syri. Nedavno ale doslo k rozdéleni B. linens na dva druhy, a to Brevibacterium linens a
Brevibracterium aurantiacum. 1 podle Obrazek 3 je patrné, ze B. aurantiacum se stava
dominantnéj§im druhem a nachézel se ve vSech 5 testovanych syrech studie. [12]
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Limburger Rebiochon Livarot Tilsit Gubbeen

Tyéinky

AGrococeus casel

Arthrobacter anlaitensis - . . }
Brachybactenium alimentanium - -
Brachybacterium faecium

Brachybactenum tyrofermentans "

Brevibactenium auantiacum - - - - -
Brevibacterium helvolum

Brevibacterium linens : i 4
Corynebacterium casei - - - +
Corynebacterium variabilis + + -+
Corynebacterium favescens " i i
Curtobactenum faaccumiaciens 4
Leucobacter spp. -

Microbacterium gubbeenense ‘ ; i

Microbacterum lacticum - +

Mycelocola reblochanii -

Rothia spp.

Koky

Kockuria kristiniae +

Kocuria varans t

Macrococcus Spp. - -

Staphylococculs awreus -
Staphylococcus capitatis

Staphylococcus equorum/cofmi ; 4 4
Staphylococcus epigdermidis - - -
Staphylococcus hominis -
Staphylococcus saprophyticus :

Staphylococcus sciu -

Staphylococcus xylosus

+ indikace MO na povrehu syra

Obrazek 3: Prehled koryneformnich bakterii na povrchu riiznych syrii zrajicich pod mazem; prevzato
a prelozeno z [12]

2.4.2 Kvasinky
Kvasinky jako je Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Yarrowia lipolytica a
Candida spp. jsou pridavany na povrch za ucelem jeho odkyseleni z pH 5 az na pH 6,5, ¢imz
podporuji rist mazovych kultur (katabolismus laktatu produkovaného startovacimi kulturami
na propionat, acetat, CO> a H2O; deaminace aminokyselin glutamatu a aspartatu; tvorba
amoniaku), a to z davodu, Ze bakterie Brevibacterium linens nerostou pii hodnoté pH niZzsi
nez 6. Dale také podporuji rist Brevibacterium linens produkci nékterych vitamina. Avsak je
potieba kontrolovat rust kvasinek, jelikoz jejich pfemnozeni by znamenalo inhibici rustu

ostatni mikroflory a nedostateCny rust by znamenal snizeni chutového profilu syru. [10; 3;
15]

2.4.3 Kontaminanty
Pti vyrobé syra je hlavnim cilem zachovat nezavadnost a udrzet kvalitu syri. Nanestésti se
mohou vyskytnou urcité patogenni druhy bakterii, a to zejména u syra zrajicich na povrchu
vyrabénych tradicni metodou, které se snadno mohou dostat do piirozeného mikrobiomu.
Jedna se zejména o Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes. Vedle
bakterii se mezi kontaminanty daji zaradit 1 plisné produkujici mykotoxiny. [3]
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V Evropské unii je mnozstvi téchto patogenti ve vyrobcich kontrolovano pomoci
Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 (aktualizovano o ES ¢. 1441/2007) [16]. , Nafizeni
Komise (ES) €. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 stanovi mikrobiologicka kritéria pro
nekteré mikroorganismy a provadéci pravidla, ktera musi provozovatelé potravinaiskych
podnikti dodrzovat pii provadéni obecnych a zvlastnich hygienickych opatieni. Je to tedy
souhrn postupti a pravidel, podle kterych se majitelé provozoven musi fidit, aby dodrzeli
nezavadnost svych vyrobkda.

V Ceské republice plati CSN 56 9609 a je ur&ena jako navod pro stanoveni a aplikaci
mikrobiologickych kritérii pro potraviny v kterémkoliv stadiu potravinového fetézce, od
prvovyroby az ke kone¢nému spotiebiteli“. [17]

Mlécné vyrobky kontaminované bakterii Listeria monocytogenes predstavuji az
polovinu pfipadd propuknuti listeridzy souvisejici s potravinami. L. monocytogenes je
vSudypfitomna bakterie a dokaze prezit 1 ve Spatnych zivotnich podminkach a adaptovat se.
Neni pro ni problém nizké pH, velmi slané prostfedi (az 12 % NaCl) ani nizké teploty.
Kontaminace muze pochazet ptimo z mléka (pasterizaci je ale inaktivovana) nebo jako post-
kontaminace na povrchu tfeba z divodu Spatnych hygienickych podminek. [14; 18]

Staphylococcus aureus je dalsi z patogent vytvarejici zdravotni riziko pro lidi, kvali
produkci enterotoxint zpusobujicich otravu (projevem je nevolnost, zvraceni, bolest bficha).
Opét je to vSudypiitomna bakterie, mikrobiom na povrchu pro ni vytvafii pfihodné podminky
pro rozmnozovani, a tak se snadno jeji pocet zvysi pres limit udavany v ES ¢. 1441/2007 nad
10° KTJ/g, nastane produkce enterotoxinii, jez zistanou aktivni a jsou odolné vii¢i nizkému
pH, termostabilni a odolavaji proteolytickym dé&jam. [14]

2.44 Mikrobiologicka kontrola kvality
Na povrchu syrt je rozmanity mikrobiom. Pro jejich identifikaci at’ uz pfi vyzkumu nebo pfi
vyrob€, pro stanoveni Cistoty kultur a zjisténi patogend byly dlouhou dobu pouzivany
kultivacni metody. Tyto metody maji nevyhodu v tom, ze musi byt pfesné dodrzeny postupy
kultivace a spravné teploty, jinak muze dojit k nepfesné identifikaci (zaména fenotypovych
vlastnosti) a zaberou vice ¢asu. Také je nutno mit hluboké znalosti v oboru mikrobiologie pfi
jejich identifikaci. Pro zlepSeni je to spojeno s mikroskopickym vySetienim. [19]

Nejcastéji vyuzivané metody ke stanoveni mikroorganismd jsou molekularné
diagnostické metody. VSechny tyto metody jsou zalozeny na nékteré z variant analyzy DNA
neboli deoxyribonukleové kyseliny, jez se amplifikuje (namnozuje) metodou zvanou
polymerazova fetézova reakce. [19]

Oproti kultivaénim metodam je PCR specificka, rychla a citliva. PCR vyuziva tzv.
primery (syntetické oligonukleotidy — kratké, jednovlaknové useky DNA). Primer lze laicky
nazvat jako vychozi bod pro vytvoreni komplementarniho fetézce DNA, ktery je hybridizovan
ve sméru 5" az 3" enzymem zvanym DNA polymeraza. [20]
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PCR se sklada ze tii kroku[20]:

1. Denaturace — pii teploté vyssi nez 95 °C; dochazi k rozpleteni dvousroubovice

2. Annealing (navazani) — pii teplot¢ 50-60 °C; dochazi knasednuti primeru
na jednotlivé cilové useky DNA

3. Elongace (prodlouzeni) — obvykle pfi teploté 72 °C; pfipojeni DNA polymerazy
a syntéza noveho fetézce DNA

Tyto 3 kroky se opakuji do nasyntetizovani dostatetného mnozstvi DNA, toto
opakovani 1ze nazvat jako cyklus a obvykle jich probéhne 20-40. [20]

Metoda PCR nazyvand konvencni neobsahuje v amplikonu zadné fluorescencni
barvivo a je kombinovana s gelovou elektroforézou pro vizualni zobrazeni PCR produktu za
pouziti napfi. ethidium bromidu pod UV zatfenim. [20]

Metoda Real time PCR vyuziva fluorescen¢ni sondy a barviva a lze tak amplikony
sledovat v prubéhu reakce. Lze to sledovat pravé diky navazani téchto fluorescencnich sond
na amplifikovanou DNA. Fluorescencni signal je nasledné detekovan a lze tak urcit mnozstvi
DNA v pavodnim vzorku. [20]Na konci polymerazové fetézové reakce muze byt nastavena
tzv. melt analyza (analyza pomoci kiivek tani). Teplota tani (Tm) oznacuje teplotu, pii které
zastava hybridizovana pouze polovina DNA fetézce. Sleduje se zména fluorescence za
pomoci fluorescencnich sond jako SYBR Green (které jsou pfidavany v mnozstvi, které
neovliviiuje samotnou reakci) pfi linearnim zvySovani teploty. [21]

Mikrobialni kontroly mlécnych vyrobka at’ uz kultivacné nebo pomoci PCR se tykaji tyto
zakony a normy:

- 132/2004 Sb. o mikrobiologickych pozadavcich na potraviny

- CSN EN ISO 7218 Mikrobiologie potravin a krmiv - V3eobecné pozadavky
a doporuceni pro mikrobiologické zkouseni

- CSN ISO 6887 Mikrobiologie potravinového fetézce - Piiprava analytickych vzorkd,
vychozi suspenze a desetinasobnych fedéni pro mikrobiologické zkouSeni (obsahuje
vice Casti a tyka spravnych postupu piipravy vzorku, specifickych pravidel pro vzorky
mléka a mlécnych vyrobku a dalsi)

- CSN EN ISO 11133 Mikrobiologie potravin, krmiv a vody - Pfiprava, vyroba,
uchovavani a zkouSeni vykonnosti kultivac¢nich pad

- CSN ISO 21527-1 Mikrobiologie potravin a krmiv - Horizontalni metoda stanoveni
po¢tu kvasinek a plisni - Cast 1: Technika pogitani kolonii u vyrobk s aktivitou vody
vyS$i nez 0,95

- CSN EN ISO 22174 Mikrobiologie potravin a krmiv - Polymerazova fetézova reakce
(PCR) k prikazu mikroorganismti pusobicich onemocnéni z potravin - VSeobecna
ustanoveni a definice

- CSN P CEN/TS 17329 Obecné smérnice pro validaci kvalitativnich PCR metod v
realném &ase - Cast 1: Validace v jedné laboratofi; &ast 2: Spolena studie
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2.5 Senzorické vlastnosti syru zrajicich pod mazem
Syry jsou predevSim konzumovany pro jejich vysoce cenénou vyzivovou hodnotu a
vychutnavany pro jejich komplexni a rozmanitou chut. Senzorické vlastnosti syrt urcujici
jejich konzumni kvalitu jsou vlastnosti, které¢ jsou vnimany lidskymi smysly prevazné pti
konzumaci. Tyto vlastnosti 1ze popsat jako vzhled a barva, viin€ neboli aroma, chut’ a textura.
[10; 3; 15]

2.5.1 Funkéni role mazové kultury
senzorickych vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou vysledkem dobfe vyvazeného rdstu a
metabolickych aktivit mikroorganismu tvoricich povrch. [10]

Vzhled a barva

Povrch syrti zrajicich pod mazem se vyznacuje svym lesklym vzhledem a oranzoveé hnédou
barvou, ktera je zpusobovana produkci pigmentt bakterii jako Arthrobacter, Brevibacterium,
Micrococcus, Staphylococcus. Sama Brevibacterium linens produkuje tfi aromatické
karotenoidni pigmenty — isorenieraten, 3-hydroxy-isorenieraten, 3,30-dihydroxy isorenieraten.
[10]

Textura

Mezi riznymi faktory ovliviiujicimi texturu syra je kliCovym prvkem pH. ZvySeni pH,
typické zejména pro meékké syry, pii zrani vede k postupnému zjemneéni textury, ktera ziskava
krémovéjsi konsistenci. Vedle pH ovliviiuje texturu také intenzivni proteolyticka a lipolyticka
aktivita mikroflory. [10]

Aroma, chut

Syrové aroma souvisi s tvorbou tékavych a polotékavych latek, jako jsou kyseliny, aldehydy,
alkoholy, estery, ketony a sirné slouCeniny. Tyto latky zpasobujici aroma vznikaji
metabolickymi cestami (zejména glykolyza, proteolyza, lipolyza a utilizace citratu) a také
katabolickymi procesy aminokyselin. Methanthiol je béznym prekurzorem sirnych sloucenin,
ktery zasadné prispiva k typickému aroma a pochazi zejména z katabolismu L-methioninu
pisobenim mikroorganismt. L-methionin mize byt pfeménén i na dalsi sirné slouceniny jako
je dimethyldisulfid nebo spolu s dal§imi aromatickymi aminokyselinami muzou byt
transaminovany na o-ketokyseliny, jez jsou dale pfeménovany na aldehydy, alkoholy,
karboxylové kyseliny, hydroxykyseliny. Kromé toho je také za rozvoj typického aroma a chuti
zodpovédna enzymaticka hydrolyza triglycerida (triacylglycerold) na mastné kyseliny a
ptibuzné tékavé latky (napf. methylketony, sekundarni alkoholy)[10]. Vznik aromatickych
latek z triacylgylcerolti je graficky znazornén na Obrazek 4.
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[10]
Dale se tomuto tématu vénuji v 2.6 Aromatické latky syra.

Prostfednictvim riznych obrannych systému jako je kompetice (napi. o zakladni
ziviny nebo prostor) a amensalismus (produkce antimikrobidlnich latek) je mikroflora
schopna branit syr proti nezadoucim mikroorganismiim. Tim je ovlivnéna i trvanlivost syru.
Mezi takové ochranné mikroorganismy muzeme zatadit Pediococcus acidilacti diky produkci
bakteriocinu. [10; 22]

2.6 Aromatické latky syru
Jak jiz bylo popsano, zranim, a tedy plisobenim pfitomnych mikroorganismua na povrchu syt
(koryneformni bakterie, gram-pozitivni koky a kvasinky) dochazi k produkci mnoha
aromatickych latek. Déje se tak dasledkem metabolické a enzymatické aktivity, kdy jsou
rozkladany makronutrienty na aminokyseliny, mastné kyseliny a kyselinu mlécnou. jez jsou
prekurzory celé fady senzoricky aktivnich latek. Pisobi prevazné peptidasy, proteinasy, lipasy,
esterasy a dalsi. [22; 23]

Jedna se o Sirokou skupinu latek. Aromatické slouceniny jsou prevazn€ hydrofobni
(lipofilni) a v disledku toho maji tendenci koncentrovat se v syrovém tuku. [10; 15; 24]

Aromatické latky tvoti alkoholy, estery, ketony a aldehydy, karboxylové kyseliny,
sirné slou€eniny, dusikaté latky, fenolické slouceniny (naptiklad p-kresol, m-kresol), v mensi
mife také terpeny a laktony. Obecné se celkova koncentrace tékavych aromatickych latek ve
vétSin€ syrt zvysuje v prub&hu zrani. Ale mize se ménit slozeni a koncentrace jednotlivych
chemickych skupin, jako jsou napiiklad aldehydy pieméiujici se na piislusné
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alkoholy a kyseliny, nebo miZze stoupat koncentrace esteri diky esterifikaci alkoholi a
kyselin. Ketony mohou byt redukovany na sekundarni alkoholy, a tak se koncentrace ketonu
muze v prubéhu zrani snizovat. [23]

Volné aminokyseliny v prubéhu zrani diky aktivité jak startovaci kultury, tak i
sekundarniho mikrobiomu svou koncentraci zvySuji, a to predevSim lysin, y-aminomaselna
kyselina, valin, leucin a prolin. Arginin svou koncentraci miize snizit. Hlavnimi prekurzory
senzoricky aktivnich latek jsou phenylalanin, tyrosin, tryptofan a také vétvené aminokyseliny
jako je valin, leucin a izoleucin. [22]

Methionin je povazovan za hlavni zdroj TSS, jako je methional a methanthiol
odpovédny za Stiplavou az Cesnekovitou vuni. Phenylalanin mize byt metabolicky preménén
na 2-phenylethanol. Tékavé mastné kyseliny, jako jsou octova, 2-methylpropanova, méselna,
3-methylmaselnd a 2-methylmaselnd, vznikaji oxidativni dekarboxylaci z a-ketokyselin
pivodem z vétvenych aminokyselin. [22]

Nekteré tékavé latky, prestoze jsou ve velké mife v syru zastoupeny, nemusi
zpusobovat silnou aromatickou vuni (pachy). Proto je mozné tékavé latky nevyznamné
(neutralni) a aromaticky aktivni. Ty muzou mit i ve velmi malé koncentraci velky vliv na
vini. Mize se jednat o viné zemité (2-ethyl-3,5-dimethylpyrazin), travové (nonanal),
koutové, karamelové (butan-2,3-dion), sladké, kokosové (o-dekalakton), alkoholové, ovocné
(ethylbutyrat), vine ruze (fenylethylalkohol), vin€ hub nebo plisni (okt-1-en-3-ol, okt-1-en-3-
on), po ¢esneku, cibuli a zeli (sirné slouceniny jako dimethyldisulfid) a fada dalSich. [25; 26]

2.7 Metody pro stanoveni tékavych latek
Za UcCelem identifikace t€kavych latek zpusobujicich vini (pach) byli vyvinuty techniky,
umoziujici je detekovat, popfipadé i urcit charakter viiné. Existuje pies 600 tekavych latek
identifikovanych v riznych syrech. [23]

Pro extrakci tekavych latek se pouziva hned nékolik technik.

2.7.1 Extrakéni techniky

V 70. a 80. letech 20. stoleti byly vyvinuty destilacni techniky ve vakuu. Ty jsou vhodné pro
extrakci syrové tékavé faze, protoze operace za snizeného tlaku je zajimavou alternativou k
pouziti vysokych denaturujicich extrakénich teplot. Pomoci téchto technik se tékavé
slouCeniny extrahuji ze syrové matrice aplikaci vakua pifi mirnych teplotaich a jejich
kondenzaci v lapacich obvykle chlazenych kapalnym dusikem. Nevyhodou téchto metod je,
ze je potieba vét§i mnozstvi vzorku (cca 50-150 g) a jsou Casove naro¢né, at’ uz se jedna o
ptipravu tak o samotny destilacni cyklus (n€kolik hodin). Vodné destilaty je nutné extrahovat
do vhodného rozpoustédla, jako je dichlormethan. Od této metody se opousti z divodu jeji
nizké reprodukovatelnosti a opakovatelnosti. [10]

Solid-phase microextraction (SPME), neboli mikroextrakce tuhou fazi byla vyvinuta
v 90. letech 20. stoleti pro vyextrahovani tékavych organickych sloucenin ve vode. V
soucasné¢ dobé je to nejrozSifené§i technika pro extrakci tékavych latek syru diky své
jednoduchosti, rychlosti, flexibilit€ a nizké cené ru¢niho zatizeni. [10]
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SPME vyuziva rozdélovani analyti mezi roztok nebo parni fazi a tenky povrch
kifemenného vlakna tvofeny adsorbujicim polymernim materidlem. Tento proces je obvykle
spojen s injekCni stfikackou, ktera slouzi pfimo jako nastroj pro vstfikovani. Jde o
rovnovaznou techniku, kterou Ize snadno automatizovat, ale ziskavani analytl zavisi na jejich
tékavosti, polarité, rozdélovacich koeficientech, objemu vzorku, teplot¢ a na vlastnostech
materialu pokryvajiciho vlakno. Kompozitni materidly spojené s polydimethylsiloxanem
(PDMS), jako naptiklad Carboxen (CAR)/PDMS a divinylbenzen (DVB)/CAR/PDMS,
predstavuji nejvhodné€jsi kombinace polymert pro extrakci té€kavych sloucenin v syru.
Vzhledem k malému objemu a tenkému filmu adsorbentu je citlivost omezena nizkymi
dosazitelnymi koncentracnimi faktory a v pribéhu extrakce muze dojit k urcitym
konkuren¢nim jeviim mezi extrahovanymi slouceninami. Vyhodou je, Zze se nepouzivaji
rozpoustédla a je potieba mensich objemu vzorku. [10]

Nové vznikaji 1 techniky zalozené na SPME, které maji za cil vylepSit omezeni této
techniky (zlepSeni citlivosti a snizeni konkurencnich jevii mezi extrahovanymi slouc¢eninami).
Mezi tyto metody patti HSSE — high capacity headspace sorptive extraction; SBSE — stir bar
sorptive extraction; SPDE — solid-phase dynamic extraction; ITEX — in-tube extraction.[10;
24]

A B Cc D E
SPME ' HSSE | SBSE SPDE ' ITEX
| |
SPME fiber . - |
Extract tir bas
holder for ] Coating I B b Class 2.5 mL Headspace
autosampler Adsorption |! | Magnet 2.5 mL Headspace syringe ' syringe
g Al | Extraction phase [ Zoomed view
< g ——— il Sorbent
Silica I I Zoomed view 300 pr] {*
rod | I |/ material
Absorption | packing
| | (Partitioning) | | Sample
g ¥ oo IExlractitm |
.1 | stirbar : / U
<l . l 1./ Special
| \ Extraction phase | Ex::";:?“ 3 . / external heater
Zoomed view st WAX phase coating J for thermal
| | N\, Zoomed vew h
| | — Headspace vial : desorption
In s
\Inw:hwqub‘esleel needle g - Steel needle
. | | Conical tip with | X
| SPME side port ! ~ Headspace vial
S ; l Sample : “\ Conical tip with
. ~ Conical tip wit
} Sample | | _. Stir bar ; j
Stir | tir bar | ! side port
bar ! : : ~ Sample

Obrazek 5: Mikroextrakce tuhou fazi (pfima nebo headspace) (A), vysokokapacitni sorp¢ni headspace
extrakce (B), sorp¢ni extrakce na michadélko (C), dynamicka extrakce pevnou fazi, extrakce ve
zkumavce (E); upraveno a pievzato z [24]

2.7.2 Chromatografické metody
Plynova chromatografie (GC) je nejb€znéji pouzivana analytickd metoda pro separaci a
identifikaci t€kavych sloucenin. Techniky GC pouzivaji mobilni fazi, coz je inertni nosny plyn
(jako je helium, vodik, dusik nebo argon), ktery nese extrahované tékavé slouceniny pies GC
kolonu. Uvnitf kolony tvoii tékavé slouceniny slabé elektrostatické interakce se stacionarni
fazi na zaklad€ polarity slouCenin. Polarita stacionarni faze se méni, obvykle v zavislosti na
analytech, které maji byt separovany. K eluci jednotlivych slouc¢enin dochazi za rtiznou dobu,
zavisi na tékavosti analytu a na stupni interakce se stacionarni fazi. Analyty jsou nasledné
identifikovany detektorem. Pfi problémech detekce latek eluujicich v podobny cas je
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vyuzivano tandemovych technik jako je dvojdimenzionalni plynova chromatogratie GCxGC.
[10; 24]

2.7.2.1 Kapildrni kolony

Kapilarni kolony mohou mit polarni stacionarni faze (jako je polyethylenglykol nebo
polyethylenglykol modifikovany kyselinou nitrotereftalovou), coz vede k velmi ucinné
separaci polarnich sloucenin, jako jsou kyseliny a nékteré alkoholy. Alternativné mohou mit
kolony nepolarni stacionarni faze (jako je PDMS, fenyl-methylpolysiloxan) pro separaci
sloucenin s nizkou polaritou, jako jsou aldehydy, ketony, estery, aminy, uhlovodiky a fenoly.
Nepolarni kolony byvaji mnohem stabilnéj$i nez polarni kolony. V poslednich letech jsou
popularn€j§i  kolony se stfednimi stacionarnimi fazemi (fenyl-methylpolysiloxan,
kyanopropylfenyl-methylpolysiloxan nebo kyanopropylfenyldimethylpolysiloxan), které jsou
vhodnéjsi pro detekei Sirsiho spektra polarnich a nepolarnich tékavych latek. [24]

2.7.2.2 Detektory

Po oddéleni na koloné GC je nezbytné identifikovat a méfit t€kavé sloucCeniny. Detekéni
systémy, které jsou pouzivany, jsou riznorodé a sofistikované, a vybér vhodné technologie
zavisi na analyzovaném produktu a rozsahu sledovanych analyti. Detektory, které jsou
nejCastéji vyuzivany ve vyzkumu v mlékarnach pro identifikaci a méfeni, zahrnuji:
hmotnostni spektrometricky detektor, plamenové ionizacni detektor, dale také plamenovy
fotometricky detektor a pulzni plamenovy fotometricky detektor, tyto jsou charakteristické
plamenovou emisi putujici do fotonasobice, coz je zpusobeno spalovanim tékavych sloucenin.
Poté muze byt plamenova emise kazdé slouceniny elektronicky oddélena a zpracovana jako
signal. Dals§i moznosti je provadét analyzu pomoci lidského ¢ichu GC-olfaktometrie (GC-O).
[10; 24] Pomoci GC-O lze také stanovit prahové hodnoty vnimani a intenzita vané pfi
raznych koncentracich. [25]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1 Chemikalie

e Agar6za pro gelovou elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

e Destilovana voda (FCH VUT Brno, CR)

e Destilovany fenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Ethanol 96% pro UV (Penta Chemicals, Chrudim, CR)

e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Helium, Gistota 4.8., v tlakové lahvi s redukénim ventilem, SIAD, Cesk4 republika

e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chloroform (Lachema, Brno, CR)

e Imerzni olej (Lachema, Brno, CR)

e Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

e Jod (Sigma, St. Louis, USA)

e Jodid draselny (Sigma, St. Louis, USA)

e Krystalova violet (Sigma, St. Louis, USA)

e Kiyselina boritd (Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)

e Lysozym (Reanal, Budapest, Mad'arsko)

e Midori Green Advance DNA-Stain (Nippon Genetics Europe GmbH, Duren,
Neémecko)

e Nanaseci pufr Yellow load (Top-bio, Praha, CR)

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

e Polyetylenglykol (PEG) 6 000 (Sigma, St. Louis, USA)

e Proteinasa K (100 pg/ml) (Reanal, Budapest, Mad'arsko)

e SDS — dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e SYTO-9 qPCR 2x Master mix (Top-Bio, Praha, CR)

e Taq DNA polymeréaza 1.1, 1 U/ul (Top-Bio, Praha, CR)

e Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, Némecko)

e Tris-hydroxymethyl-aminomethan — Tris-baze (Ampresco, Solon, USA)

3.1.2 Kultivaéni média

e Agar s dichloranem, bengalskou Cerveni a chloramfenikolem — Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol Agar (HiMedia Laboratories, Mambai, Indie)

e Czapkiv agar — Czapek-Dox Modified agar (Condalab, Madrid, Spané&lsko)

e Masopeptonovy agar — Nutrient agar No. 2 (HiMedia Laboratories, Mambai, Indie)

e Sladinovy agar — Malt Extract Agar Base (w/ Mycological Peptone) (HiMedia
Laboratories, Mambai, Indie)

3.1.3 Pristroje
e Analytické vahy KERN EW (Novot, SK)
e BagSystem (Interscience Saint-Nom-la-Breteche, Francie)
e Centrifuga Mini spin plus (Eppendorf, Hamburg, SRN)
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e Eksikator (KARTELL)

e Hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

e Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0, Gaithersburg, Maryland, USA

e Magneticky separator life (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)

e NanoDrop 2000 UV-VIS spectrofotometr (Thermo Scientific, Wilmington, USA)

e Opticky mikroskop

e Plynovy chromatograf TraceTM 1310 se split/splitless injektorem, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA

e Rotor-Gene 6000 (Corbett Research UK Ltd, Cambridge, United Kingdom)

e Termostat

e UltraLum EB-20E UV transilluminator (Paramount, USA)

e Vortex (BioSan, Lotyssko)

e Zafizeni pro elektroforézu Mini gel unit 12x14 cm (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

3.14 Pracovni pomiucky
e Automatické pipety
e Bézné laboratorni sklo a vybaveni
e SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA
e Sterilni Eppendorfovy zkumavky

3.1.5 Roztoky
0,5 M EDTA (186,1g EDTA -2H>0 rozpusténo v 800ml destilované vody za stalého michani,
pomoci NaOH bylo pH upraveno na hodnotu 8,0. Roztok byl doplnén destilovanou vodou do
1000 ml. Sterilizace probihala 20 minut pii 121 °C)

1 M Tris-HCI (12,1 g Tris-baze rozpusténo v 80 ml destilované vody, pomoci HCI bylo pH
upraveno na hodnotu 7,8. Roztok byl doplnén destilovanou vodou do 100 ml. Sterilizace
probihala 20 minut pii 121 °C)

20 % SDS (20 g SDS rozpusténo v 80 ml destilované vody pii teploté 68 °C; upraveno HCI
na pH 7,8; doplnéno destilovanou vodou do 100 ml. Sterilizace probihala 20 minut pfi
121 °C)

Proteinasa K (1 mg/ml) (10 mg proteinasy K bylo rozpu§téno v 10 ml sterilni destilované
vody. Roztok byl rozdélen do zkumavek a uchovavan v mrazaku.)

Lyzacni roztok A (Roztok byl pfipraven ze zasobnich roztoka 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M
EDTA (pH 8,0). Bylo smichano 1 ml 1M Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
a doplnén destilovanou vodou do objemu 100 ml.)

Lyzacni roztok B (K lyzacnimu roztoku A byl pfidan lysozym na vyslednou
koncentraci 3,0 mg/ml.)
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3 M octan sodny (V 800 ml destilované vody bylo rozpusténo 408,1 g trihydratu octanu
sodného. Pomoci ledové kyseliny octové bylo pH upraveno na hodnotu pH 5,2. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou do 1 000 ml. Sterilizace probihala 20 minut pii 121 °C)

TE pufr (Roztok byl pfipraven sterilné ze zasobnich roztoku 1M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5M
EDTA (pH8,0). Byl smichan 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul EDTA (pH 8,0) a 98,8 ml
destilované vody.)

Fenol (Destilovany fenol nasyceny v TE pufru, pH 7,8, uchovavan v chladnicce)
CIZ (Smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1. Uchovavan pii laboratorni teploté)

5M NaCl (58,4 g NaCl bylo rozpusténo ve 150 ml destilované vody. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou na objem 200 ml. Sterilizace probihala 20 minut pii 121 °C.)

70% Ethanol (70 ml 96% ethanolu bylo smichano s 26 ml sterilni destilované vody.)

40% PEG 6000 (40 g polyethylenglykolu 6000 bylo rozpusténo v 60 ml sterilni destilované
vody. Po rozpusténi byl celkovy objem doplnén na 100 ml. Roztok byl uchovavan v
chladnicce.)

5 x TBE pufr (54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo v 600 ml destilované
vody. Poté bylo pfidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnéno destilovanou vodou do 1000
ml. Pfed pouzitim byl TBE pufr 10x fedén na vyslednou koncentraci.)

3.2 Analyzované vzorky
Vramci této prace byly analyzovany dva typy syrt zrajicich pod mazem: Olomoucké
tvarazky, A.W. spol. s r.0., zakoupené v bézné trzni siti nebo ziskané pfimo z vyrobny v
Losticich, zmrazené, a Romadur, Madeta a.s., zakoupeny v bézné trzni siti. Syry jsou
vyrobeny v Ceské republice. Informace o vzorcich Olomouckych tvarGzkd jsou uvedeny v
Tabulka 1 a o vzorcich Romaduru jsou uvedeny v Tabulka 2.

Obrdazek 6: Zmrazeny vzorek Olomouckého tvarizku
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Obrazek 7: Vzorek Olomouckych tvariizki, ukdzka Sarze 1016 122

Tabulka 1: Informace o vzorcich Olomouckych tvariizku [27]

Produkt Olomoucké tvaruzky, A.W. spol. s r.o.

Sarze L051 141, L112 161, L0O16 122

SloZeni | Tvaroh, Jedla sil, Regulatory kyselosti: E 500, E 170, Mlékarské kultury
Hodnoty Susu;z (%) TVS_ (%) Obsal; 2011 (2

MEKKYy Zrajict syr

Obrazek 8: Vzorek Romaduru, ukdazka Sarze L1 20.11.2023 15:37

Tabulka 2: Informace o vzorcich Romaduru [28]

Produkt Romadur, Madeta a.s.

Sarze L1; L2 30.3.2024 15:51
Migko, jedla sul, mlékarské kultury. Syr byl vyroben bez pouziti syfidla

Slozeni zivo¢isného puvodu.
SuSina (%) TVS (%) Obsah soli (g)
Hodnoty 44 40 25

Pro senzorickou analyzu a detekci t€kavych latek byla pouzita Sarze L016 122
(Olomoucky tvarizek) a L2 30.3.2024 15:51 (Romadur), dale bude pouZzivano oznaceni T1,
T2, T3 aR1, R2, R3 viz Tabulka 3.

Pro kultivacni vySetfeni a qPCR byly pouzity vSechny Sarze uvedené v Tabulka
1,Tabulka 2. Podrobné znaceni je uvedeno v Tabulka 3.
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Tabulka 3: Vysvétlivky k oznaceni analyzovanych vzorkil

FT zmrazeny tvaruzek (1 — 0. tyden; 2 - po 2 tydnech; 3 — po 4 tydnech)
R romadur (1 - po zakoupeni; 2 - po 2 tydnech; 3 — po 4 tydnech)

T tvaruzek (1- po zakoupeni; 2 - po 2 tydnech; 3 — po 4 tydnech)

TO tvarazek okraj (1 - po zakoupeni; 2 - po 2 tydnech; 3 — po 4 tydnech)
TS tvaruzek stied (1 - po zakoupeni; 2 - po 2 tydnech; 3 — po 4 tydnech)
RO romadur okraj (1 - po zakoupeni; 2 - po 2 tydnech; 3 — po 4 tydnech)
RS romadur stied (1 - po zakoupeni; 2 - po 2 tydnech; 3 — po 4 tydnech)

3.3 Pouzité metody

3.3.1 Chromatografické stanoveni tékavych latek

Byla pouzita metoda headspace mikroextrakce na pevnou fazi ve spojeni s plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci (HS-SPME-GC-MS).

Na predvazkach byly navazeny 2,0 g vzorku (rozdélen na vysecCe a rozkrajen na malé

kousky) do 10 ml sklenéné vialky, septum bylo vlozeno do vicka a vialka byla uzaviena.

Podminky analyzy jsou uvedeny v Tabulka 4Tabulka 5.

Identifikace probihala za pomoci

programu Xcalibur 2.2, kdy byly

latky

identifikovany pomoci knihovny hmotnostnich spekter NIST/EPA/NIH (s nimiz jsou
porovnavana naméfena hmotnostni spektra). Mnozstvi detekovanych latek byla vyjadieno

pomoci ploch piki a rel. % zastoupeni.

Tabulka 4: Podminky SPME extrakce

Doba inkubace (temperovini) 25 min
Doba extrakce 15 min
Teplota agitatoru (teplota extrakce a inkubace) | 40 °C
Agitator zapnuty 5s

| Agitator vypnuty 60 s
Mnozstvi vzorku 2g
Hloubka ponoreni vlakna do vialky 20 mm
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Tabulka 5: Podminky GC-MS analyzy

Kapildrni kolona 7B-Wax | Leplota injektoru (teplota 240 °C
desorpce)
Doba desorpee Smin | Dévkovéni: splitless ventil uzavien 10
Tonizace EI Energie zonizaénich 70 eV
elektronu
g:i()l:lnbak(?opi(:nli(e)ll;::;u 40 mm Teplota iontového zdroje 200 °C
Nosny plyn helium Skenovaci rozsah m/z 30-300 amu
Prutok nosného plynu | 1 ml/min Cas skenu 3,0 min
Celkova doba analyzy | 60 min Rychlost skenovani 0,2s
40 °C s vydrzi 2 min
Vzestupny gradient 3 °C/min do 110 °C s vydrzi 10
Teplotni program min
Vzestupny gradient 5 °C/min do 200 °C s vydrzi 0
min
Parametry kolony 30m x 0,25 mm x 0,5 um

3.3.2 Senzoricka analyza
Na kazdou senzorickou analyzu bylo pfitomno 15 hodnotiteld. Dotaznik pro hodnoceni
vyrobku se skladal ze tii Casti. Prvni ¢ast se tykala hodnoceni vzhledu a barvy, konzistence,
chuti a viin€. Druha Cast byla zaméfena na profil vyrobku — byla tedy hodnocena slana,
kysela, hotka a pfipadn€ ,jina“ chut’ a intenzita vineé. Ve tfeti Casti byla hodnocena celkova
pfijatelnost zakoupenych vzorka. K hodnoceni byly pouzity grafické stupnice o délce 10 cm.

Hodnotitelim bylo k ohodnoceni podano vzdy 40-50 g kazdého syra. Jako
neutralizator chuti byl hodnotitelim poskytnut tukovy rohlik a pitna voda.

Vysledky senzorické analyzy jsou zobrazeny jako pramér hodnoceni vSech hodnotitelt
(n=15) a jsou znazornény graficky. Chybové usecky jsou vyjadfeny jako smérodatna
odchylka méfeni. Dotaznik je uveden v Ptiloha 8.

3.3.3 Stanoveni mikrobialniho profilu
Vsechny navody byly pievzaty zmateriald Ing. Stépanky Trachtové, Ph.D, pokud neni
uvedeno jinak.

3.3.3.1 Priprava homogenizdtu pro mikrobiologicky rozbor a izolaci DNA

Sterilné bylo navazeno 10 g vzorku realného vyrobku, ktery byl vlozeno do sterilniho sacku s
membranou BagFilter. K navazenému vzorku byl pfidan 10nasobek sterilni vody (100 ml).
Sacek BagFilter se vzorkem je vlozen do stomacheru a vzorek byl homogenizovan 10 minut
za obcCasného zastaveni a promichani obsahu sacku. Po ukonceni homogenizace bylo z
prostoru za membranou sterilni pipetou odebrano 20-30 ml homogenizatu do sterilnich
plastovych zkumavek. Takto pfipravené homogenizaty byly déale pouzity ke kultivaci nebo
zamrazeny pro dalsi pouziti.

24




3.3.3.2 Kultivace mikroorganismit na agarovych plotnach
Pomoci desitkového fedéni byly z homogenizati vyrobka pripraveny do Eppendorfovych
zkumavek vzorky o fedéni 10° a 102 Vzorky byly nafedény sterilni vodou. Vzorky byly
zaoCkovany po 100 pl na pfedem pfipravené plotny se Ctyfmi typy médii (SA, MPA, DRBC,
CZA) a kultivace probihala pii 25 °C. Vychazelo se z CSN ISO 21527-1. Pro kazdy vzorek a
médium byla paralelni stanoveni. Kultivace probihala v tydnu po zakoupeni, po dvou tydnech
a poté po 4 tydnech od zakoupeni.

Priprava médii

Pouzita kultivacni média MPA (Sirokospektralni médium), SA (médium ke stanoveni poctu
kvasinek a plisni), DRBC (médium ke stanoveni poctu kvasinek a plisni) a CZA (médium ke
kultivaci vlaknitych mikroskopickych hub vcetné nékterych ptdnich bakterii) byla pfipravena
dle navodu vyrobce.

3.3.3.3 Mikroskopické vySetreni
Navod byl prevzat portalu E-learning predmétu Praktikum z mikrobiologie vyu¢ovaném na
FCH VUT v Brné.

Priprava nativhiho preparatu

Na opalené podlozni skli¢ko byla do stfedu sklicka nanesena kapka sterilni vody a vyzihanou
klickou bylo do ni pfeneseno malé mnozstvi kultury. To bylo dukladné rozmichano a suspenze
byla prekryta krycim sklickem. Pfipraveny preparat byl ihned pozorovan pod mikroskopem
pod zvétSenim 40x10.

Priprava fixovaného prepardtu

Na opalené podlozni sklicko byla do stfedu sklicka nanesena kapka sterilni vody a vyzihanou
klickou bylo do ni pfeneseno malé mnozstvi kultury. Po dikladném rozmichani suspenze byl
vytvoren natér o plofe cca 2 cm?. Preparat byl ponechan uschnout a nasledné zafixovan nad
plamenem (3x protahnut nad nesvitivym plamenem). Po vychladnuti byl preparat obarven nad
umyvadlem.

Gramovo barveni

Na preparat bylo kapnuto par kapek krystalové violeti, ponechano 30 sekund a omyto vodou.
Pak bylo na preparat kapnuto par kapek Lugolova roztoku, ponechano 60 sekund a tento
roztok byl nejprve omyt vodou a poté ethanolem, dokud z né&j odchazi barvivo. Pak byl
nakapnut karbolfuchsin, ktery byl ponechan 60 sekund. Preparat byl oplachnut vodou a
ususen vzduchem. Buriky byly pozorovany imerznim objektivem. Se zvétSenim 1000x. Pii G*
byly bunky fialové, pii G™ byly burky razoveé.

3.3.3.4 Priprava hrubych lyzdtii bunék
1 ml homogenizatu byl napipetovan do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky a suspenze byla
centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut. Nasledné byl supernatant opatrné slit a
k sedimentu byl opét napipetovan 1 ml homogenizatu. Suspenze byla znovu zcentrifugovana
pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut. Sediment byl ponechan dikladné okapat a dale
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resuspendovan v 1 ml roztoku A. Suspenze byla centrifugovana pii 14 500 ot./min po dobu
5 minut. Poté byl supernatant opatrné slit a k sedimentu bylo pfidano 500 pl lyza¢niho
roztoku B s lysozymem. VSechny vzorky byly dukladné€ rozsuspendovany a za obcasného
promichani inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 1 hod. K suspenzi bunék bylo pfidano
12,5 ul 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (100 pg/ml). VSe bylo promichano a ponechano k
inkubaci do druhého dne pii 55 °C. Pokud bylo potieba s lyzaty pracovat pozdéji nez dalsi
den, byly uchovany pii —20 °C.

3.3.3.5 Izolace DNA fenolovou extrakci
K 500 pl hrubého lyzatu bunék bylo pfidano 500 ul fenolu. Smés byla kyvavym pohybem
promichavana 4 minuty a poté centrifugovana 5 minut pii 14 500 ot/min. Po centrifugaci byla
do cisté Eppendorfovy zkumavky odebrana vodni faze obsahujici DNA. K vodni fazi s DNA
bylo pfidano 700 pl roztoku CIZ (chloroform:isoamylalkohol, 24:1) a smés byla opét
kyvavym pohybem michana po dobu 4 minut. Smés byla opét centrifugovana pii 14 500
ot/min po dobu 5 minut a poté byla odebrana vodni faze do cisté Eppendorfovy zkumavky.

Ke vzorku DNA ziskaného fenolovou extrakci bylo pfidana 1/20 objemu 3 M octanu
sodného (30 ul) a vzorek byl promichan. Do kazdé zkumavky bylo pfidino 1 ml
96% ethanolu, smés byla promichana a DNA byla srazena pti —20 °C po dobu 30 minut.
Nasledné byla smés centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 15 minut a supernatant byl
opatrné slit. Po sliti supernatantu byl sediment DNA vysusen v exikatoru 30 min. DNA byla
rozpusténa v 50 ul TE pufru. Takto precisténa DNA byla uchovavana v chladni¢ce pii
teploté 8 °C.

3.3.3.6 Izolace DNA magnetickymi cdsticemi
Pro izolaci DNA byly pouzity magnetické mikrocastice poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-
ethylene dimethacrylate-co-[2-(methacryloyloxy)ethoxyJacetic acid)-coated iron oxide,
nadale oznaCované jako Fkol7. Jedna se o superparamagnetické Castice, které byly
syntetizovany tymem Ing. Daniela Horaka, Ph. D. na Ustavu makromolekularni chemie,
Akademie véd CR v Praze.

Separacni smés byla namichana v presném poradi, které uvadi Tabulka 6.

Tabulka 6: Jednotlivé slozky separacni smési pro izolaci magnetickymi casticemi

Slozka v daném portadi Objem (ul)
1 5 M NaCl 400
2 DNA (lyzat bunek) 100
3 PEG 6000 (40%) 400
4 | Magneticky nosi¢ (2-mg-ml™) 100
Celkem 1000

Vysledna koncentrace PEG 6000 je 16% hm, NaCl 2M. Smés vSech slozek v
Eppendorfové zkumavce byla inkubovana 30 minut pii laboratorni teplot€. Poté byla kratce
stoCena na minicentrifuze a umisténa do magnetického separatoru. Magnetické Castice byly
separovany 10-15 minut pfi laboratorni teploté. Po odebrani supernatantu bylo do zkumavky
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ptidano 1 000 ul 70% etanolu, vzorek byl promichan a magnetické Castice byly separovany
pomoci magnetického separatoru. Ethanol byl odpipetovan a DNA navazana na magnetické
nosice byla znovu promyta ethanolem (70%, 500 ul). Zbyly ethanol byl odparen v exsikatoru
a DNA adsorbovana na magnetické nosi¢e byla eluovana do 50 pl TE pufru. Zkumavky
obsahujici nosi¢e s DNA byly do nasledujiciho dne uchovany v chladni¢ce. Dalsi den byly
pomoci magnetického separatoru magnetické ¢astice odseparovany a eluat obsahujici DNA
byl odebran do cistych Eppendorfovych zkumavek. Takto precisténa DNA byla uchovavana
v chladnicce pii teploté 8 °C.

3.3.3.7 Priprava bakteridlni DNA z jedné kolonie
Sterilni plastovou klickou byla nabrana jedna kolonie z Petriho misky. Kolonie byla
rozsuspendovana v Eppendorfové zkumavce s 50 pl sterilni vody. Zkumavky byly kratce
sto¢eny na centrifuze a povareny v cycleru pii 99 °C po dobu 10 minut. Vzorek byl vychlazen
na laboratorni teplotu.

3.3.3.8 Stanoveni koncentrace a cistoty DNA

Pomoci pfistroje NanoDrop 2000 byla proméfena absorbance izolované DNA. Jako blank pro
kalibraci byl pouzit TE pufr. Do pfistroje byl pro proméfeni koncentrace a Cistoty vzorku
pipetovan objem 3 pl roztoku DNA. Byla méfena absorbance pro vinové délky 230 nm, 260
nm a 280 nm. 230 nm znaci minimum absorbance pro DNA, 260 nm zna¢i maximum
absorbance pro DNA a 280 nm znafi maximum absorbance pro proteiny. Z hodnoty
absorbance pro 260 nm byla stanovena koncentrace DNA ve vzorku. Hodnoty A2ze0/A2s0
a Aneo/A23o znadi, jak Cista vyizolovana DNA je.

3.3.3.9 Polymerdzova retézovd reakce v redlném case
PCR v realném case (qPCR) byla pouzita pro amplifikaci specifickych sekvenci DNA, za
pouziti primerd pro doménu Bacteria (primery Feub a Reub) ((Haarman, Knol 2006)) a pro
celkové kvasinky (primery NL1F/NL4R) . Sekvence primert a velikost specifického produktu
je uvedena v Tabulka 7.

Tabulka 7: Informace tykaji se specifickych primerii pro provedeni PCR reakce pro doménu Bacteria
(Feub/Reub) a celkové kvasinky (NLI1F/NL4R)

Velikost
Specifita Primer Sekvence primeru (5-3") specifického Zdroj
produktu (bp)

F eub 5’- TCC TAC GGG AGG CAG
Domeéna CAGT-3’ 466 [29]
Bacteria R eub 5’-GGA CTA CCA GGG TAT CTA

ATCCTG TT-3'

NLIF 5'-GCA TAT CAATAA GCG GAG
Celkové GAA AAG-3' 500 [30]
kvasinky 5'-GGT CCG TGT TTC AAG ACG

NL4R G3'

PCR byla provedena pomoci komerc¢niho qPCR 2x SYTO-9 Master Mixu (Top-Bio),
ktery je urCen pro narocn€jsi analyzu vzorkt pomoci metody qPCR pomoci interkalacniho
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barviva SYTO-9. Vysledny objem pro PCR byl 25 pl. Stejnym postupem byla pfipravena i
negativni kontrola, aby se mohla vyloucit pfipadna kontaminace. Misto DNA matrice bylo
pouzito ekvivalentni mnozstvi PCR vody. Mnozstvi komponent do qPCR sm¢si je uvedena v
Tabulka 8.

Tabulka 8: Priprava qPCR smési za pouZiti primerii specifickych pro doménu Bacteria (Feub/Reub) a
primerii specifickych pro celkové kvasinky (NLI1F/NL4R)

Fz;;)“/;:zlylb Primery NL1F/NL4R
BERIEomponentyty daneminoradi Objem komponent | Objem komponent

(D) (ub)
1 voda pro PCR 10,5 9.5
2 | gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top bio) 12,5 12,5
3 Primer 1 0,5 1,0
4 primer 2 0,5 1,0
5 DNA matrice 1,0 1,0

PCR byla provedena pomoci cycleru Rotor-Gene 6000 dle programu uvedeném
v Tabulka 9. PCR byla optimalizovana tak, aby byla citliva, specificka, rychla a usporna.
Pouzita teplota hybridizace (55 °C) a pocet cykli (30) vede ke snizeni amplifikace
nespecifickych produkti PCR.

Tabulka 9: Nastaveni pro provedeni PCR reakce za pouZiti primerii pro doménu Bacteria (Feub/Reub)
a primeri specifickych pro celkové kvasinky ((NL1F/NL4R)

Stanoveni Doména Bacteria Celkové kvasinky
Primer Feub/Reub NLI1F/NL4R
Prodlouzena denaturace 95 °C/5’ 94 °C/5’
Denaturace 95 °C/30” 94 °C/20”’
Pripojeni primeru 55°C/30” 55°C/20”
Syntéza DNA 72 °C/60"" 72 °C/20""
Prodlouzena syntéza 72 °C/5’ 72 °C/3’

Melt analyza 50-99 °C (1 °C/5"") 50-95°C (1 °C/5")
Pocet cyklu 30 40

Melt analyzou neboli analyzou kfivek tani se d& ovéfit, zda je PCR produkt totozny
s amplikonem hledanych druha bakterii a kvasinek za pouziti teploty tani (Tm). K tomuto
ucelu byly vybrany nékteré rody bakterii a kvasinek uvedenych v Tabulka 10, jejichz DNA
byla pouzita jako pozitivni kontrola.
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Tabulka 10: Mikroorganismy pouZité pro pozitivni kontrolu

Mikroorganismus Sbirkové cislo
Bifidobacterium animalis CCM 4988
Lactobacillus helveticus CCDM 121
Brevibacterium linens CCDM 200
Saccharomyces pastorianus CCY 21-6-3
Kluyveromyces marxiamus var. lactis | CCY 26-12-6
Candida vini CCY 29-39-3
Pichia farinosa CCY 39-4-2
Geotrichum candidum CCF 5692

3.3.4 Agarosova gelova elektroforéza
Specifické produkty PCR o velikosti 466 bp pro doménu Bacteria a 500 bp pro celkové
kvasinky byly detekovany pomoci gelové elektroforézy na agarose (1,8%, 0,5xTBE pufr).

Do Erlenmayerovy bailky byl pfipraven 1,8% agarosovy gel rozpusténim 2,7 g agarosy
ve 150 ml 0,5 x TBE pufru. Smés byla rozvatena v mikrovlnné troubé do uplného rozpusténi.
Po vychladnuti na cca 60 °C byla smés promichana a bylo pfidano 5 ul fluorescencniho
Midori Green Advance Strain barviva. Smés byla nalita do vaniCek s hiebinkem, kde byla
ponechana nejméné 30 minut ztuhnout. Po uplynuti ¢asu byl z gelu vyjmut hiebinek. PCR
produkty byly promichany a kratce centrifugovany. Ke kazdému bylo pfidano 5 ul nanaseciho
pufru. Do komurky gelu bylo naneseno vzdy 10 pl smési produktu PCR s nanasecim pufrem.
Do jedné z komurek bylo naneseno 5 ul DNA standardu (100 bp Zebiicek). Vanicka s gelem
byla vlozena do elektroforetické vany a gel byl prelit 0,5 x TBE pufrem. Elektroforéza
probihala pfi konstantnim napéti 60 V po dobu 1 hodiny a 45 minut. Po skonceni
elektroforézy byl gelovy blo¢ek vyhodnocen v UV svétle na transilluminatoru. Byla potizena
fotografie.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Predkladana prace je zaméfena na chemickou, mikrobiologickou a senzorickou analyzu syra
zrajicich pod mazem. Tyto syry jsou charakteristické zluto-oranzovym mazem, ktery se za
aerobnich podminek tvofi na jejich povrchu, a vyraznou, pikantni chuti a vini. Byly
analyzovany dva vybrané druhy téchto syrt, Olomoucké tvarizky a Romadur. Pfrestoze patii
do stejné kategorie syrt, existuji urCité odliSnosti v jejich vyrob€, které by se mély projevit i
v jejich rozdilnych vlastnostech.

Vzhledem k tomu, Ze tyto syry mohou prozravat jest¢ dlouhou dobu po expedici, byl
proveden skladovaci pokus trvajici 4 tydny, kdy v pravidelnych intervalech byly vzorky
podrobeny analyzam. Cilem bylo vyhodnotit jednak rozdil mezi obéma druhy syra, a jednak
jejich zmény v prabéhu skladovani (dozravani). Sledované parametry: senzorické vlastnosti,
mikrobialni profil a profil t€kavych latek.

4.1 Senzoricka analyza
Senzoricka analyza byla zaméfena na hodnoceni jednotlivych senzorickych vlastnosti —
vzhledu a barvy, konzistence, chuti a viné€ vzorkd, zaroveri byly hodnoceny vybrané
deskriptory chuti — slana, kysela, hotka a pfipadné ,jina“ chut’; vzhledem k tomu, ze béhem
prozravani lze oCekavat zvyraznéni viné diky pokracujicim rozkladnym pochodim, byl tento
deskriptor hodnocen samostatné. Na zavér byla hodnocena celkova senzoricka piijatelnost
vzorkt. Na Obrazek 9 je ukazka syra pripravenych na senzorické hodnoceni.

Obrazek 9: Ukazka vzorkii syrii pro hodnotitele.; vlevo tvariiZek, vpravo Romadur

4.1.1 Vizualni zmény pri skladovani vzorki syra
Nejprve byly vzorky podrobeny jednoduchému vizualnimu hodnoceni (fotografie na Obrazek
10-15).
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Obrazek 10: Vzorek tvarizku po zakoupeni (t = 0 tydnii)

Obrazek 11: Vzorek tvariZku po dvou tydnech od zakoupeni (t = 2 tydny)

Obrazek 12: Vzorek tvariiZzku po ctyfech tydnech od zakoupeni (t = 4 tydny)

Nejvyrazn€j§im rozdilem na prvni pohled pfi porovnani vzorku Olomouckého tvartzku
v prubéhu skladovani je, Ze po Ctyfech tydnech byl tvarizek na povrchu oranzovy, misty az
cervenooranzovy, leskly a na povrchu se objevily bilé tecky. Pti skladovani dochazelo nejen
ke zmén€ na povrchu (zména barvy, vzhledu a tvaru), ale také ke zmeéné uvnitf. Postupem
Casu se zmenSovalo tvarohové jadro a po Ctyfech tydnech jiz bylo Spatné viditelné. Vzorek se
staval méné€ pruznym a méknul (od okraje po stied). Chut’ a viin€ byla pfedmétem provedené
senzorické analyzy. Detailni popis zmén v pribéhu zrani je uveden v Tabulka 11.
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Tabulka 11: Zmény v pribéhu skladovani Olomouckych tvariizkii

T1 T2 T3
Tvar nedeformovany nedeformovany lehce deformovany
Vzhled matny leskly leskly
Barva povrchu zlatozluta oranzovozluta oranzova, tvorba biljch
teCek na povrchu
grazné bilé . e skoro nepatrné tvarohové
vy L. nazloutlé jadro pat
o tvarohové jadro jadro
Prurez na lomu ; . 1</ .
pevna zrala , mekdi zrala vrstva skoro v
zrala vrstva . oy
vrstva celém prifezu
Pruznost evnd ruzna ruzn az mekei
omakem P P P
Chut’ * * 5
Viné Charakteristicka* Charakteristicka* Intenzivni*

* Predmétem senzorické analyzy

Obrazek 14:

Obrazek 13: Vzorek Romaduru po zakoupeni (t = 0 tydnii)

Vzorek Romaduru po dvou tydnech od zakoupeni (t = 2 tydny)
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Obrazek 15: Vzorek Romaduru po ctyrech tydnech od zakoupeni (t = 4 tydny)

I v ptipadé Romaduru v pribéhu skladovani doslo ke zméné barvy. Bézova barva se
meénila na bézovo-oranzovou. Vzhled povrchu z pivodni matné presel na vlhky. Po Ctvrtém
tydnu se stal stfed Romaduru krémov¢jsi. Chut’ a viin€ byla pfedmétem provedené senzorické
analyzy. Detailni popis zmén v pribéhu zrani je uveden v Tabulka 12.

Tabulka 12: Zmeny v prubéhu skladovani Romaduru

R1 R2 R3
Tvar nedeformovany nedeformovany lehce deformovany
Vzhled matny vlhky vlhky
oy , béZovo-oranzova,
o~ bézova, mirné€ namodrala o ,
Barva povrchu bézova . mirné namodrala
mista .
mista
o , , pevny, lehce
Prurez na lomu pevny pevny krémovy
AL evna evna evna
omakem p p p
Chut’ * * *
Viné Charakteristicka™* Charakteristicka™* Intenzivni*

* Predmétem senzorické analyzy

4.1.2 Senzorické hodnoceni
Pro srovnani byly vytvoreny grafy pro jednotlivé senzorické analyzy. Odchylka v hodnoceni
se pohybovala od 15 do 30 mm (tj. 15-30 %), coz je u senzorické analyzy pfijatelné, zvlasté u
méné zkusenych hodnotitelt.

Pokud srovname oba syry (tvarizky vs. Romadur), z grafi 16-21 je patmné, ze rozdily mezi
nimi nejsou vyrazné, a to v priubéhu celého skladovaciho pokusu.

Senzorické hodnoceni po zakoupeni

Ihned po zakoupeni (Obrazek 16) jsou jejich vzhled, barva, konzistence, chut’ i viiné
hodnoceny podobn¢, zhruba jako velmi dobré. Markantnéjsi rozdily byly v profilovém testu,
kdy byl tvarizek hodnocen jako slanéjsi a s vyraznéjsi vani (Obrazek 17).
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Tvarizek byl okomentovan jako s ostiejSi a vtiravou vani, Romadur jako s velmi
pfijemnou a intenzivni syrovou vuni, avSak slab$i oproti tvarGzkim. Konzistence
hodnotitelim pfipadala u tvarizku pfilis tuha.

120

—
S
(=]

80

40
20

Pramérmé hodnoceni (mm)
[®))
S

o

Vzhled a Konzistence  Chut Viné  Prijatelnost
barva (textura)

Parametr (-)

®m Tvartizek ™ Romadur

Obrazek 16: Vysledky senzorické analyzy obou vzorkii T1 a RI pro "vzhled a barva", "konzistence
(textura)", "chut*, ,viné " a , prijatelnost (t = 0 tydnii)

Slana chut
100

Intenzita viiné Kysela chut’

= Tvaruzek

= Romadur

Jina chut’ Horka chut’

Obrazek 17 Vysledky profilového testu obou vzorkii T1 a R1 (t = 0 tydnii)
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Senzorické hodnoceni po dvou tydnech od zakoupeni
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—
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0

Pramérné hodnoceni (mm)

Vzhled a Konzistence  Chut Viné  Prijatelnost
barva (textura)

Parametr (-)
® Tvaruzek ™ Romadur

Obrazek 18: Vysledky senzorické analyzy obou vzorkii T1 a RI pro "vzhled a barva", "konzistence

x

(textura)", "chut*, ,viné* a , prijatelnost™ (t = 2 tydny)

Slana chut
100

Intenzita viiné Kysela chut’

= Tvaruzek

= Romadur

Jina chut Hortka chut’
Obrazek 19: Vysledky profilového testu obou vzorkit T2 a R2 (t = 2 tydny)

Po dvou tydnech se hodnoceni mirné zhorsilo, vzorky lze oznacit jako dobré ve vSech
sledovanych vlastnostech (Obrazek 18), a zvétsil se i rozdil v intenzit€é viné a slané chuti
(Obrazek 19).
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Senzorické hodnoceni po ctyrech tydnech od zakoupeni
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Vzhled a Konzistence  Chut Viné  Prijatelnost
barva (textura)
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® Tvaruzek ™ Romadur

Obrazek 20: Vysledky senzorické analyzy obou vzorkii T3 a R3 pro "vzhled a barva", "konzistence

x

(textura)", "chut™, ,viiné* a , prijatelnost (t = 4 tydny)

Slana chut
100

Intenzita viiné Kysela chut’

= Tvaruzek

= Romadur

Jina chut’ Horka chut’

Obrazek 21: Vysledky profilového testu obou T3 a R3 vzorkii (t = 4 tydny)

Po dalSich dvou tydnech skladovani (t=4) (Obrazek 20) se vysledky pfili§ nezménily, u
tvaruzka se ale objevila ,jina™ chut, kterou hodnotitelé nazvali kvasni¢éna a u Romaduru
naopak zaznamenali chut hotkou (Obrazek 21). Tvarizek byl komentovan stale jako moc
slany a pomérné lepivy, avSak vynikajici. Néktefi hodnotitelé by tvarizek dokonce nechali
zrat o tyden déle.

Zajimavé je, ze z hlediska celkové pfijatelnosti byl na zacatku pokusu jako lepsi
hodnocen Romadur, uz po druhém tydnu to ale byly tvarazky.
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4.1.3 Zmény béhem skladovani (dozravani)

U vzorku Olomouckych tvarazka v prabéhu skladovani podle hodnotitelti klesala piijemnost
vzhledu a barvy syru, méné se jim zamlouvala konzistence. Avsak chut ohodnotili jako
nejlepsi po Ctvrtém tydnu skladovani. Po ¢tvrtém tydnu skladovani se zlepsila i celkova
piijatelnost vzorku. Viné se podle hodnotitelti po nultém tydnu stala méné intenzivni. Jako
nejpiijatelné€jsi byl zvolen vzorek po Ctvrtém tydnt nicméné rozdily jsou malé, a tak nelze
tvrdit, Ze by se chutnost/celkova pfijatelnost tvarizki béhem skladovani vyraznéji zlepSovala,
nebo zhorSovala. (Obrazek 22)
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]
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Vzhled a Konzistence  Chut Viné  Prijatelnost
barva (textura)
Parametr (-)

BTl mT2 mT3

Obrazek 22: Porovnani tvariizkii v ramci skladovani pro "vzhled a barva", "konzistence (textura)",
"chut*, ,,viiné“ a ,, prijatelnost po zakoupeni, po 2 tydnech, po 4 tydnech

Dle hodnotitelt se ve druhém i ¢tvrtém tydnu u Olomouckych tvarazka zvysila kysela,
horka, a ,,jina“ chut i intenzita viné oproti nultém tydnu. Slanost se zvysila az ve Ctvrtém
tydnu skladovani. Od druhého tydne se vice zvysila hotkost tvarazkl. (Obrazek 23)
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Slana chut
100

Intenzita viiné Kysela chut’

Jina chut’ Horka chut’
T1 T2 T3

Obrazek 23: Olomoucké tvarizky — profilovy test, zmény béhem skladovdni

U vzorku Romaduru v ramci skladovani klesala podle hodnotitelt celkova pfijatelnost
(Obrazek 24), méné se jim zamlouvala barva 1 celkovy vzhled. Konzistence u Romaduru se
podle hodnotitelti piili§ nemeénila. Po ¢tvrtém tydnu skladovani se zhorSila i chut a viné se
stala mirné intenzivnéj§i. Jako nejpiijatelnéj§i vzorek byl hodnotiteli oznacen R1 — syr ihned
po zakoupeni.
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ER1 mR2 mR3

Obrazek 24: Porovnani Romaduru v ramci skladovani pro "vzhled a barva", "konzistence (textura)”,
"chut*, ,,viiné“ a , prijatelnost po zakoupeni, po 2 tydnech, po 4 tydnech

Vramci skladovani se u Romaduru projevovala hotkost, po cCtyfech tydnech
hodnotitelé zaznamenali o dost vyraznéjsi hotkost oproti druhému tydnu (resp. oproti 0O
tydnu). Dale se také zvySovala intenzita viné€ v zavislosti na délce skladovani. Podle
hodnotitelti se slanost mirn€ snizila po Ctyfech tydnech skladovani. (Obrazek 25)
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Obrazek 25: Romadur — profilovy test, zmény béhem skladovdni

Celkové 1ze konstatovat, ze zmény béhem zrani syri maji vyznamny vliv na jejich
senzorickou kvalitu a pfispivaji k vytvoreni charakteristickych vlastnosti danych syra.

4.2 Stanoveni tékavych latek

Pro ziskani celkového prehledu o té€kavych latkach, které jsou produktem metabolickych
aktivit pfitomnych bakterii a kvasinek, byla vyhodnocena naméfena data z metody
HS-SPME-GC-MS. Pro lepsi zorientovani byla data znazornéna pomoci sloupcovych graft a
tabulek. Na Obrazek 26 je patrné, ze Olomoucké tvaruzky obsahuji vice t€kavych latek nez
Romadur. Predpoklad, Ze se v prabéhu zrani bude zvySovat celkovy pocet tékavych latek
v ramci skupin, se potvrdil, jak je znazornéno na Obrazek 27. To muze byt zpusobeno jiz
zminénou enzymatickou aktivitou mikroorganismt a diky ni mohla vznikat §irsi skala latek
v prubéhu skladovani (zrani). VSechny tékavé latky detekované v prabéhu skladovani jsou
usporadany do tabulky, ktera je umisténa v Ptiloha 1.
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Obrazek 26: Celkovy pocet identifikovanych latek ve vzorcich Olomouckych tvarizkii a Romaduru

podle skupin
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Obrazek 27: Celkovy pocet identifikovanych latek ve vzorcich syrit Olomouckého tvariizku a
Romaduru v prisbéhu skladovdni

V obou vzorcich bylo celkem identifikovano 57 t€kavych latek, 23 tékavych latek bylo
totozné identifikovano v obou vzorcich. Tekavé latky identifikované ve vzorcich lze zaradit
do 9 skupin, a to do sirnych sloucenin, dusikatych sloucenin, alkoholt, ketonu, kyselin,
esterti, fenolickych latek, terpent a laktond. Z vysledki je patrné, Ze nejzastoupenéjsSimi
skupinami co do poctu identifikovanych latek byly alkoholy a ketony. Nasledovaly kyseliny a
estery. Dusikaté slouCeniny, terpeny, fenolické latky a laktony se ve vzorcich objevovaly
méne Casto. Pfesné pocty identifikovanych latek nalezicich do skupin jsou uvedeny v Tabulka
13.
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Tabulka 13: Pocet identifikovanych tékavych latek dle skupiny pro syry Romadur a Olomoucky
tvariizek

Slrfor Pocet i(’ientifikovano)':ch tékavych Pocet ifientifikovanych tékavych
latek ve tvaruzku (-) latek v Romaduru (-)

Alkoholy 11 6
Dusikaté slouceniny 2 2
Estery 6 5
Ketony 12 8
Kyseliny 5 8
Fenolické latky 3 2
Terpeny 2 0
Lakton 0 1
Sirné slouceniny 3 4
Celkem 44 36

o 147
=
;E 12 1 l m Sirné slouceniny
—_ = 10 - m Lakton
é 3 4 B Terpeny
E . - — = Fenolické latky
8 I ® Kyseliny
a 4 1 il Ketony
2 . I Estery
0 4. . . . . . . . -_| Dusikaté slouceniny
T1 T2 T3 R1 R2 R3 m Alkoholy

Vzorek

Obrazek 28: Obsah jednotlivych skupin v pribéhu skladovani vyjadien pomoci plochy piku (-)

Z grafu (Obrazek 28) je patrné, ze se celkové mnozstvi t€kavych latek v tvarizku
behem skladovaciho pokusu (Ctyfi tydny) zvySovalo, kdezto u vzorku Romaduru tomu bylo
naopak a dochazelo k poklesu. Mnozstvi alkoholi se ve vzorku tvarizki v pribéhu
skladovani zvySovalo, stejné tak jako mnozstvi kyselin a esterd. U vzorku Romaduru
dochazelo v prabéhu skladovani ke zvySovani mnozstvi ketona a kyselin, ale také dochazelo
ke snizovani mnozstvi esterd a z mensi miry i alkoholi. Procentualni zastoupeni skupin latek,
behem skladovani je vyjadieno v Obrazek 29.
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Obrazek 29: Obsah jednotlivych skupin v pribéhu skladovani vyjadien pomoci procentualniho
zastoupeni (%)

Na prvni pohled je patrné, ze se slozeni obou syri (Romadur vs. tvartzek) lisi. V obou
grafickych znazornénich si lze povSimnout, ze vzorek Romaduru obsahuje z velké ¢asti estery
(vznikajici esterifikaci kratkych volnych mastnych kyselin a primarnich nebo sekundarnich
alkoholt; popiipadé alkoholyzou). Praveé vyssi obsah tuku u syra Romadur Ize povazovat za
zdroj prekurzort pro vyssi obsah esteri v ramci vSech skupin. Enzym esterazu zodpoveédnou
za esterifikaci mohou mit streptokoky, mezofilni a termofilni laktobacily. Pfitomnost
y-dekalaktonu v Romaduru lze téz vysvétlit vy$§im obsahem tuku, kdy esterifikaci hydroxy
mastnych kyselin vznikaji laktony jakozto dalsi latky odpoveédné za aroma syra. [31]

Mnozstvi sirnych slou¢enin, kam patfi dimethyl disulfid, dimethyl trisulfid a dimethyl
sulfon a methylthiohexanoat, bylo u vzorku Olomouckych tvarizka vétsi nez u vzorku
Romaduru. Opét je to spjaté se zakladnimi slozkami syra, kdy Olomoucky tvarizek ma veétsi
obsah bilkovin nez Romadur. Produkce sirnych latek souvisi s pfitomnosti bakterie
Brevibacterium linens a dalSich koryneformnich bakterii a kvasinek, zejména Geotrichum
candidum. D¢je se tak enzymaticky degradaci methioninu, prekurzoru methanthiolu, ze
kterého se autooxidaci vytvari aromatické latky jako je dimethyldisulfid, dimethyltrisulfid a
nékteré thioestery (jako u Romaduru detekovany methylthiohexanoat) U tvarazku po dvou
tydnech skladovani nastal pokles v mnozstvi sirnych latek, ovSem po 4 tydnech lze vidét
opétny narust té€chto latek. U vzorku Romaduru v ramci skladovani a zrani podle oCekavani
mnozstvi sirnych latek vzrostlo. (Obrazek 30)
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Obrazek 30: Zobrazeni zmény v obsahu sirnych sloucenin v pribéhu skladovani vyjadiené pomoci
plochy piku (-)

Mezi té€kavé latky, které byly detekovany u obou syra (Pfiloha 1) patfily: pentan-2-on,
dimethyl disulfid, heptan-2-on, 3-methylbutanol, acetoin, dimethyl trisulfid, nonan-2-on,
trimethylpyrazin, kyselina octova, 2-ethylhexanol, undekan-2-ol, ethylester kyseliny
kaprinové, benzylmethyl keton, 2-tridekanon, fenylacetat a-methyl-benzeneethanol, kyselina
kapronova, dimethylsulfon, fenylethyl alkohol, isopropyl muyristat, kyselina kaprylova,
p-cresol, 2-ethylfenol.

Prave fenylethyl alkohol, ktery se nachazel v obou druzich syra spolu s fenylacetatem
vznikaji enzymatickym odbouranim fenylalaninu a zpusobuji Stiplavou, hotkou a sviravou
nejen vuni, ale i chut’ a jsou spojovany s pachuti syra. [32]

V tvarizku byly nejvice zastoupeny sirné latky jako dimethyldisulfid
a dimethyltrisulfid, dale benzylmethylketon a ethylester kyseliny kaprinové. Ve stopovém
mnozstvi se zde objevil o-pinen. Pfitomna byla také kyselina isovalerova neboli
3-methylbutanova kyselina odpovédna za silny Stiplavy odér.

Nejvice zastoupenou latkou v Romaduru byl 3-methylester kyseliny maselné, a na
rozdil od kyseliny 3-methylbutanové jakoZzto jeji ester ma ovocnou vuni. V Romaduru byla
také z velké Casti zastoupena kyselina isobutanova a opét fenylethyl alkohol. Zajimavou
identifikovanou latkou byl y-dekalakton, ktery ma ovocnou, kokosovou vini a hraje roli ve
vysledném aroma syru. [25]

Bakterie Brevibacterium linens produkuje kromé sirnych latek 1 nami detekované latky jako
3-methylbutanol, kyselinu 3-methylbutanovou, kyselinu octovou, pentan-2-on. [33] Tyto latky
byly identifikovany u obou syrti, coz miZze souviset sjeji piitomnosti na povrchu. Rod
Streptococcus muze produkovat acetoin nebo butan-2-on (ten byl detekovan ve vétSim
% zastoupeni u Romaduru) [34].

Je patrné, ze mikrobialni slozeni m4 vliv na produkované tékavé latky
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4.3 Mikrobialni profil syru

Mikrobialni profil syrt je jednim ze zakladnich aspektd jejich kvality a bezpeCnosti. V
prubéhu vyroby i u finalnich vyrobkii samotnych je sledovana pfitomnost predev§im
patogennich mikroorganismi. Casto je sledovana piitomnost i mikroorganismd, které maji
pozitivni efekt na senzorické 1 technologické vlastnosti vyrobku. Za timto ucelem jsou v
soucasnosti kromé klasickych kultivacnich technik stale castéji vyuzivany molekuldrné
diagnostické metody, zalozené zejména na polymerazové fetézové reakci (PCR). Obecné se
jedna o metody, které umoziuji detekci specifickych sekvenci DNA a tim kvalitativni nebo i
kvantitativni vyhodnoceni mikrobialniho profilu nejen syrt. Pfipadné je vyuzivana kombinace
mikroskopickych, kultiva¢nich i zminénych molekularné diagnostickych technik.

V ramci predkladané prace bylo provedeno klasické kultivacni vySetfeni a soucasné
byla z testovanych vzorka syrt izolovana DNA, ktera byla po ovéfeni Cistoty a koncentrace
pouzita jako DNA matrice do PCR za pouziti vybranych specifickych primert.

4.3.1 Kultivaéni vySetieni
Kultivaéni vySetfeni podle 3.3.3.2 bylo provedeno ze vzorka FT1-3, R2-3, T1-3, tyto
vysledky v tabulce uvedeny nejsou. V Ptiloha 9 jsou uvedeny vysledky kultivacniho vySetieni
vzorkl Olomouckych tvarazkt (TO1-3, TS1-3) a v Ptiloha 10 jsou uvedeny vysledky vzorku
Romaduru (RO1-3, RS1-3). Do tabulek byla zaznamenavana ptitomnost mikroorganismil na
agarovych plotnach (média MPA, CZA, SA, DRBC) a pro obé fedéni (10%a 102)

Obrdazek 31:Ukdzka kultivacniho vySetient pro vzorek Romaduru s fedénim 107, zleva ROI-RO2-RO3.
Meédium vievo nahore: SA, vpravo nahore: CZA, vlevo dole: DRBC, vpravo dole: MPA

Obrdazek 32: Ukdzka kultivacniho vySetieni pro vzorek Olomouckych tvarizkii s Fedénim 107?; zleva
TOI1-TO2-TO3. Médium vlevo nahore: SA, vpravo nahore: CZA, vievo dole: DRBC, vpravo dole: MPA
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Na zakladé morfologickych a mikrobiologickych znaki bylo rozliSeno u
Olomouckych tvarazkia 9 morfologicky rozdilnych mikroorganismt, u Romaduru jich bylo
rozliSeno 7. Pod mikroskopem bylo pozorovano: ovalné kvasinky, kulaté kvasinky, kvasinky
ve tvaru obdelniku, tyCinky 1 koky.

Z divodu raznych morfologickych zmén mikroorganismu (tvorba hyf, zmén vzhledu
matny x leskly, barevné zmény) kultivovanych na médiich, byla identifikace pomérné€ narocna
a komplikovana. Dle literatury muze mit rod Brevibacterium za riznych svételnych podminek
(tma x svétlo) odliSnou miru produkce barviv, a v ramci rustu mohou ménit svij tvar (pfi
ranném stadium jsou jako tyCinky, ve stacionarni fazi existuji jako kulaté utvary - koky).
Neékdy byl mikroorganismus vizualné zaznamenan pfi fedéni 1072 u fedéni 10° zaznamenan
nebyl. Predpokladam, Ze to bylo zptisobené dominanci jednoho mikroorgnaismu nad druhym
a zamezenim rustu. Podminky skladovani (dozravani) hraji dalezitou roli v mnozstvi a poctu
druht mikroorganismu.

Na prvni pohled nebylo zifeymé, zda-li jsou rozdily mezi jednotlivymi kultiva¢nimi
vySetfenimi v rozestupech dvou tydnt. U vzorku Romaduru (Obrazek 31) se u RO s fedénim
102 nevyskytovaly okrouhlé bil¢ lesklé vroubkované vypouklé mikroorganismy, po dvou
tydnech se objevily 3 kolonie a po Ctyfech tydnech se vyskytovalo vice kolonii. Aby bylo
mozné kolonie spocitat a porovnat je mezi sebou, musely by byt zavedeny dal§i nasobky
fedéni. Na Obrazek 31 a Obrazek 32 lze vidét nepatrna zména v pribéhu zrani, kdy piibylo
vice kolonii, popt. byly vétsi. Aby se toto tvrzeni potvrdilo, navrhovala bych provedeni vice
analyz a provedeni skladovaciho experimentu v rozdilnych teplotach.

Dle publikovanych studii dochazi v prab&hu zrani k prevladani bakterialniho mikrobiomu nad
kvasinkami, jejichz mnozstvi by se mélo od druhého tydne zrani snzovat. [35] Tyto zavéry se
mi vSak v ramci predkladané prace nepodafilo potvrdit.

Odebirani stiedu syra bylo také hiife proveditelné, zejména ke kone¢né fazi skladovani
(po ctyfech tydnech), z divodu roztékani se mazu na povrchu. I pfes sterilizaci nastroju
odebrani ¢istého stiedu bez mazu z povrchu nebylo mozné.
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Pro ukazku byly uvedeny jen nejvyraznéjsi mikroorganismy. Ze vzorku FT1 byla
preockovana oranzova leskla kulata vypoukla. V souladu sudaji uvadénych v rade
publikacich se domnivam, ze se jedna o Brevibacterium linens. (Obrazek 33).

At
G

Obrazek 33: Oranzova leskla bakterie preockovand z FT1

Dale byla vybrana kvasinka pfeo¢kovana z média DRBC z TO1. Pod mikroskopem se
jevila jako ovalna kvasinka, svym tvarem i morfologii odpovidala kvasince Geotrichum
candidum. Na Obrazek 35 je kvasinka, nejspiS opét Geotrichum candidum, avsak po delSim

Case kultivace lze vidét, ze kolem vytvoftila vlakna. Tato kvasinka se objevovala i na vzorcich
Romaduru.

Obrazek 34: Ovdlna kvasinka preockovana z DRBC ze vzorku TO1
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Obrazek 35: Ovalnad kvasinka preockovand z T

Dale byla ptfeockovana mlécna leskla kulata z média CZA ze vzorku R1 (Obrazek 36),
ktera po kultivaci ziskala nazloutlou barvu. Pod mikroskopem se jevila jako G+ ty€inky. Lze
se domnivat, ze se jedna o Casto zastoupeny rod bakterii Arthrobacter spp. na povrchu syru
typu Limburger a Romadur, CZA podporuje rast pudnich bakterii, kam se fadi i Arthrobacter
spp-

Obrazek 36: Preockovand bakterie z média CZA z RS1

Ze vzorku RO3 byla odebrana zvinéna bila matna kulatd vypoukld (Obrazek 37). Pod
mikroskopem byly vidét shluky kulatych kvasinek. Morfologicky odpovida Debaryomyces
hansenii.
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Obrazek 37: Kvasinka z média S4 z RO3

4.3.2 Izolace DNA, spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty

Celkova DNA izolovana z odebranych vzork syrid metodou fenolové extrakce a pomoci

magnetickych Castic byla podrobena spektrofotometrickému stanoveni koncentrace a Cistoty.

Absorbance byla zmeéfena trikrat pro kazdy vzorek. Vysledné hodnoty byly uvedeny
jako pramér tii naméfenych absorbanci. VSechny vystupni hodnoty z pfistroje Nanodrop jsou

uvedeny v Tabulka 14.

Tabulka 14: Hodnoty namérené koncentrace a hodnoty absorbanci pro vzorky DNA izolované
magnetickymi cdsticemi a fenolem

DNA izolovana magnetickymi Casticemi DNA izolovana fenolem
Vzorek Koncentrace A260 | A280 | A260/A280 Koncentrace A260 | A280 | A260/A280
(ng/pl) (ng/pb
Tla 108,8 22 | 1,7 1,3 1455,0 29,1 | 16,3 1,8
T1b 99,2 20 | 1,5 1,3 2484.3 49,7 | 22,1 2,3
FTla 108,4 22 | 1,6 1,3 1253,8 25,1 | 14,9 1,7
FT1b 112,2 22 | 1,7 1,3 2148,0 43,0 | 22,4 1,9
T2a 138,4 28 | 2,1 1,3 1150,3 23,0 | 14,7 1,6
T2b 127.9 26 | 1,9 1,3 2197.,8 44,0 | 23,2 1,9
FT2a 73,4 1,5 | 1,1 1,3 1824,0 36,5 | 20,9 1,7
FT2b 101,5 20 | 1,5 1,3 1827,8 36,6 | 18,0 2,0
R2a 101,6 20 | 1,6 1,3 1054,8 21,1 | 14,1 1,5
R2b 101,8 20 | 1,6 1,3 1479,9 29,6 | 18,0 1,7
FT3a 94,9 1,9 | 1,5 1,3 18744 37,5 21,1 1,8
FT3b 91,3 1,8 | 14 1,3 1096,0 21,9 | 14,6 1,5
T3a 116,2 23 | 1,8 1,3 965,9 19,3 | 12,7 1,5
T3b 103,6 2,1 | 1,6 1,3 1359,0 2721173 1,6
R3a 94,4 1,9 | 1,5 1,3 1408,7 28,2 | 17,8 1,6
R3b 80,7 1,6 | 1,3 1,3 1267,0 25,31 16,4 1,5
TOla 78,8 1,6 | 1,2 1,3 21237 42,5 24,5 1,7
TOI1b 65,1 1,3 ] 1,0 1,3 2007,2 40,2 | 23,3 1,7
TSla 48,5 1,1 | 1,0 1,1 2110,8 42,2 1234 1,8
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Tabulka 14 - pokracovdni: Hodnoty namérené koncentrace a hodnoty absorbanci pro vzorky DNA
izolované magnetickymi casticemi a fenolem

DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi DNA izolovana fenolem
Vzorek Koncentrace Az60 | A280 | A260/A280 Koncentrace Az60 | A280 | A260/A280
(ng/pl) (ng/pl)
TS1b 59,0 1,2 | 1,0 1,2 1209,1 24,2 | 15,7 1,5
ROla 80,8 1,6 | 14 1,2 1455,2 29,1 | 18,7 1,6
RO1b 45,7 0,9 | 0,9 1,1 1821,6 355 | 17,5 2,0
RS1a 89,6 1,8 | 14 1,3 1322,0 26,4 | 16,9 1,6
RS1b 90,0 1,8 | 14 1,3 2347,6 47,0 | 21,6 2,2
TO2a 66,8 1,3 | 1,0 1,3 1204,3 24,1 | 12,6 1,9
TO2b 80,7 1,3 | 1,0 1,3 3584,0 71,7 | 333 2,2
TS2a 98,4 2,0 | 1,7 1,2 25374 50,7 | 21,9 2,3
TS2b 102,9 2,1 | 1,8 1,1 10080,2 201,6 | 130,2 1,6
RO2a 77,9 1,6 | 1,2 1,3 1392,7 27,9 | 14,5 1,9
RO2b 69,7 14 | 1,1 1,3 2449 4 49,0 | 21,7 2,3
RS2a 89,3 1,8 | 14 1,3 5188,2 103,8 | 59,2 1,8
RS2b 87,1 1,7 | 14 1,3 2263,5 45,3 | 20,8 2,2
TO3a 109,9 22 | 1,7 1,3 915,8 18,3 | 11,7 1,6
TO3b 95,4 1,9 | 1,5 1,3 1980,2 39,6 | 21,5 1,8
TS3a 86,4 1,7 | 1,3 1,3 1858,0 37,2 | 20,9 1,8
TS3b 79,4 1,6 | 1,2 1,3 21654 433 | 233 1,9
RO3a 46,2 0,9 | 0,7 1,3 1811,6 36,2 | 20,0 1,8
RO3b 40,3 0,8 | 0,7 1,2 2255,7 45,1 | 23,5 1,9
RS3a 130,3 2,6 | 2,0 1,3 2280,9 45,6 | 23,5 1,9
RS3b 128,7 2,6 | 2,0 1,3 1845,7 36,9 | 20,3 1,8

vzorek RI chybi z ditvvodu ztraty; a—1. duplikdat b—2. duplikat

Izolace fenolem méla lepsi vysledky z hlediska ziskané koncentrace vzorku.

Koncentrace vyizolované DNA fenolem byla az nekolikandsobné vétSi nez u izolace
magnetickymi ¢asticemi. V tomto pfipadé je vSak nutné brat v ivahu i mnozstvi hrubého
lyzatu, ktery byl pro izolaci DNA pouzit. V pfipad€ izolace fenolem to bylo 500 ul u
magnetickych ¢astic jen 100 ul. Lze si také povSimnout, Ze hodnota poméru Azeo/A2so je u
magnetickych ¢astic pruméme 1,3, u izolace fenolem je hodnota v rozmezi od 1,6-2,3. Idealni
pomér pro &istou DNA by mé&l byt v rozmezi od 1,8 — 2,0. Cisté&jsi DNA se tedy povedla ziskat
pfi izolaci fenolem. OvSem ani tak se neda fict, ze by vSechny vzorky izolované fenolem byly
Cisté. Odchylku od idealni hodnoty mohla zplsobit kontaminace samotnym fenolem nebo
proteiny (na coz ukazuje pomeér Azeo/A2go nizsi nez 1,8) a RNA (Azeo/A2g0 nizsi nez 2,0).
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4.3.3 Polymerazova retézova reakce v realném case
Byla provedena specificka gPCR pro prikaz domény Bacteria, tedy bakterialni DNA a
celkovych kvasinek ve vSech vzorcich uvedenych v .

. Amplifikace probihala za pouziti primerd specifickych pro doménu Bacteria a celkové
kvasinky uvedené v Casti 3.3.3.9 v Tabulka 7. VSechny vzorky DNA ziskané izolaci
magnetickymi Casticemi a izolaci fenolem byly nafedény na findlni koncentraci celkové DNA
10 ng/ul tak, aby koncentrace vSechny vzorkii DNA mély jednotnou vyslednou koncentraci
pouzitou pro reakci qPCR.

Vysledky qPCR, konkrétné analyzy kiivek tani, tedy teploty tani (Twm) jsou uvedeny v .

Tabulka 15: Vysledky qPCR pro prokdzdni pritomnosti bakterii a kvasinek pouZitim DNA vyizolované

dvéma zpiisoby — izolaci magnetickymi Cdsticemi a izolaci fenolem

Bakterie Kvasinky Bakterie Kvasinky
MC Fenol MC Fenol MC Fenol MC Fenol
Vzorek | Tm (°C) | T (°C) | T (°C) | T (°C) | Vzorek | T (°C) | T (°C) | Tin (°C) | T (°C)

FTla - 88,5 - 86,2 TOla - - 86,5 86,5
FT1b - - - - TOlb 88,5 - - 87,0
FT2a 88,3 - 86,5 - TO2a 88,5 - 86,7 86,5
FT2b - 88,7 86,7 - TO2b - 88,5 87 86,3
FT3a 88,2 89,3 - - TO3a 88,2 - 86,5 86,8
FT3b - - - - TO3b 88,5 88,5 86,7 86,5
R2a 87,5 - 86,5 - TSla - 88,8 - 86,7
R2b 87,5 - 86,5 86,3 TS1b 88,7 - 86,7 86,3
R3a 87,5 - 86,5 - TS2a - 88,5 86,8 86,2
R3b 87,5 - - - TS2b - 88,5 - 86,8

Tla - 88,8 86,7 86,5 TS3a 88,5 - 86,7 -
Tlb - 88,5 - - TS3b 88,8 88.8 86,7 86,5
T2a - - 86,5 86,7 ROla 87,8 - 86 86,5
T2b - - 86,5 86,5 RO1b 87,7 87,8 86 85,8
T3a - - 86,5 - RO2a - - 86,5 86,0
T3b 88,5 88,7 86,5 86,5 RO2b - 87,8 86,5 86,0
RO3a 87,7 - 86 86,5
RO3b 87,5 87,8 86 86,2

RSla - 89,7 - -

RS1b - - 87 -

RS2a 87,5 - 86,8 -

RS2b 88,0 - - -

RS3a - - - -
RS3b - - 87 86,7

vzorek R1 chybi z ditvodu ztraty; a—1. duplikat b-2. duplikat; - produkt nebyl detekovan

Soucasné byla provedena qPCR analyza za pouziti DNA ziskané pfimo z jednotlivych
kolonii, které narostly v pribéhu vyse uvedeného kultivacniho vySetieni jednotlivych vzorka.
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Byly vybrany vzorky: 2x RO3 na SA, RO1 na DRBC, TSI na CZA, TO1 na DRBC, TOI na
SA, podrobny popis kolonii je uveden v Tabulka 16
Tabulka 16: Popis kolonii a vysledky qgPRC se specifickymi primery pro doménu Bacteria a celkové

kvasinky s DNA izolovanou z uvedenych kolonii vyjdadienych hodnotou teploty tani v bodeé nejvyssiho
piku

Kvasinky | Bakterie
Vzorek | Médium Popis Tm (°C) | Tm (°C)
RO3 SA Bila leskla kulata vypoukla - 87,7
RO1 DRBC Okrouhla bila matna kulata vypoukla - -
TS1 CZA Okrouhla mlécna leskla kulata vypoukla - 87,8
TO1 DRBC Okrouhla bild matna vroubkovana plocha 87,5 -
TO1 SA ZvInéna mlécna matna vroubkovana plocha 86,5 -
RO3 SA ZvInéna bila matna kulata vypoukla 85,8 -
- nezaznamendno

Tabulka 17: Teploty tdni odpovidajici pozitivnim kontrolam pri provedeni gPCR specifické pro doménu
Bacteria (primer Feub/Reub) a celkové kvasinky (primer NLIF/NLAR)

MO Pozitivni kontrola Tm (°C)
Lactobacillus helveticus CC 87,8
Bakterie | Bifidobacterium animalis 87,8
Brevibacterium linens 89,7
Candida vini 86,5
Geotrichum candidum 85,5
Kvasinky | Kluyveromyces marxianus 88,3
Pichia farinosa 85,5
Saccharomyces pastorianus 86,5

Dosazené teploty tani (Tabulka 16) byly porovnany s teplotami tani produkti PCR
ziskanych za shodnych podminek pomoci DNA jednotlivych pozitivnich kontrol (Tabulka
17), které tvotily mikroorganismy, jejichz vyskyt byl v daném typu vyrobku predpokladan.

Zvlnéna bila matna kulatd vypoukla (RO3 z SA) se se svou naméfenou teplotou tani
85,8 °C pohybovala blizko teplot tani pozitivnich kontrol Geotrichum candidum (85,5 °C)
a Pichia farinosa (85,5 °C). Pichia je podrod Debaryomyces Hansenii, proto by se dalo tvrdit,
ze je to skuteCné Debaryomyces Hansenii. Zvinéna mlé€na matna vroubkovana ploché (TO1
z SA) se s teplotou tani 86,5 °C shoduje u pozitivnich kontrol na Candida vini (86,5 °C) nebo
Saccharomyces pastorianus (85,6 °C) Okrouhld bild matnd vroubkovana plocha (TO1
z DRBC) s teplotou tani 87,5 °C se pohybovala mezi pozitivni kontrolou na Candida vini
(86,5 °C) nebo Saccharomyces pastorianus (85,6 °C) a Kluyveromyces marxianus (88,3°C).
Tato data jsou graficky znazornéna na Obrazek 38.

Bila leskla kulata vypoukla (RO3 z SA) s teplotou tani 87,7 °C a okrouhlé bild matna kulata
vypoukla steplotou tani 87,8 °C se shoduji s pozitivni kontrolou na Lactobacillus
helveticus CC (87,8 °C) nebo Bifidobacterium animalis (87,8 °C). Bifidobacterium animalis
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tvofi mlécné az bilé kolonie, proto se lze domnivat, ze se jedna o bakterie rodu
Bifidobacterium.
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Obrazek 38: Vystup z qPCR se specifickymi primery NL1F/NL4R pro celkové kvasinky ze vzorkit TO1 z DRBC, TOI 7 SA a RO3 z SA
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Pomoci qPCR byla potvrzena pritomnost kvasinek ve vzorcich TO1 z DRBC, TO1 z SA
a RO3 z SA. Pritomnost bakterii byla potvrzena ve vzorku RO3 z SA a TS1 z CZA. Melt
analyza je znazornéna na obrazku 38. U vzorku RO1 DRBC se bohuzel nepodafilo potvrdit,
ze se jedna o kvasinku, nebyl detekovan odpovidajici produkt PCR, i kdyz mikroskopicka
analyza prokazala pfitomnost kulatych bun€k, jejichz velikost by odpovidala buiikam
kvasinek. To mohlo byt zptisobeno Spatnym promichanim DNA pied provedenim reakce.
Popis kolonii je uveden v Tabulka 16.

Pro dakladnéjsi identifikace amplifikovanych produkti byla provedena elektroforéza
s 1,8% agarosovym gelem. Ta potvrdila vysledky qPCR a nepfitomnost nespecifickych
produkti. PCR. Na agarosovém gelu byly detekovany produkty gPCR pro doménu Bacteria o
velikosti 466 bp a pro celkové kvasinky o velikosti 500 bp u vSech vzorkd, u kterych byla
zaznamenana fluorescence z Tabulka 15 .

Mikrobiologicky rozbor (kultivace na ztuzeném médiu 1 mikroskopicka analyza) potvrdil,
ze by vsSechny vzorky meély obsahovat bakterie i kvasinky. To se ale u vSech vzorkt
nepodafilo prokazat pomoci gPCR. Divodem muze byt, ze ziskana DNA, které byla pouzita
jako DNA matrice do PCR byla nafedéna na koncentraci 10 ng/ul, pficemz se jedna o
koncentraci celkovou. Zahrnuje tedy jak bakterialni, tak kvasinkovou DNA. Proto se mizeme
domnivat, koncentrace cilové (at’ uz kvasinkové nebo bakterialni) DNA byla pod limitem
detekce qPCR. V nasledujicich pracich proto navrhuji upravit vzorky na vys$si koncentraci, a
to 100 ng/ul. Soucasné je nutné poznamenat, ze metody izolace DNA magnetickymi Casticemi
a fenolem poskytly rozdilné vysledky v koncentraci i1 kvalité¢ ziskané DNA. Zde se zieymé
projevila komplexnost vzorkt, pro které je charakteristicky vysoky obsah latek, které mohou
ovlivnit zmifiovanou kvalitu DNA. Zejména se jedna o vysoky obsah proteint a raznych soli.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo vyhodnotit zmény senzorické kvality, profilu tekavych latek a
mikrobialniho profilu dvou vybranych syru zrajicich pod mazem, Olomouckych tvarizki a
Romaduru, v prabéhu skladovani po dobu ¢tyt tydni.

Senzorickd analyza podle ocekavani ukéazala wurcité rozdily v senzorickych
vlastnostech mezi obéma syry, které se zvétSovaly v prubéhu skladovani (dozravani). Z
hlediska celkové prijatelnosti byl na zacatku pokusu jako lepsi hodnocen Romadur, na konci
pokusu to byly tvarizky. Romadur byl hodnocen jako jemnéjsi, s mirn€j$i vini, kdezto
Olomoucké tvaruzky vykazovaly intenzivng€js§i vini.

Zmeény béhem prozravani probihaly u obou syrt odlisneé. U tvarizka dochazelo ke
zmeéné barvy, vzhledu, tvaru, syry byly méné pruzné a mékci, nicméné chut’ se zlepsovala a
vzorek nejvice prozraly byl hodnocen jako celkové nejlepsSi/nejpiijatelnéjsi, i kdyz se u néj
objevila mirna kvasni¢nd chut. U Romaduru béhem dozravani doslo ke zhorSeni barvy i
vzhledu, ale predevsim se zhorSila chut’ a viin€, hodnotitelé zaznamenali hotkou chut’; jeho
celkova prijatelnost naopak klesala.

Se senzorickymi vlastnostmi, pfedevsim chuti a vini, souvisi i odliSny profil t€kavych
latek. Analyza tekavych latek pomoci HS-SPME-GC-MS odhalila pfitomnost hned 57 latek,
ztoho 23 jich bylo spolecnych pro oba syry. Identifikované latky byly rozdéleny do 9
chemickych skupin, nejpocetnéjsi byly v tvartzcich alkoholy a ketony, v Romaduru ketony a
kyseliny.

I z hlediska obsahu se sloZeni obou syru lisilo; v Romaduru kvantitativné prevazovaly
estery, v tvaruzcich sirné slouCeniny. Sirné slouCeniny, latky zpusobujici charakteristické
pikantni aroma, se vSak nachazely v obou syrech a byly odhaleny ¢tyfi, a to dimethyldisulfid,
dimethyltrisulfid, dimethylsulfon a methylthiohexanoat.

Béhem dozravani se celkové mnozstvi tékavych latek v tvaruzku zvySovalo, u Romaduru
tomu bylo naopak. S tim velmi pravdépodobné souvisi 1 vySe zminéné hodnoceni piijatelnosti
syru, ktera se u tvaruzka zvySovala, u Romaduru naopak.

Oba syry se lisily v ramci senzorickych vlastnosti i obsahu tékavych latek, proto lze
konstatovat vliv mikroflory na tyto parametry. Pro vyrobu syrd zrajicich pod mazem
(Olomouckych tvarizkd i Romaduru) se pouzivaji rozdilné kombinace kultur B. linens,
Lactococcus spp., Streptococcus spp., Bifidobacterium spp., Arthrobacter spp a kvasinek
Debaryomycces hansenii, Geotrichum candidum, Kluyveromyces marxianus aj. Pro detailnéjsi
pochopeni vlivu mikroflory na obsah tékavych latek a senzorické kvality bude v nasledujicich
pracich feSeno zarazeni mikroorganismt do rodi a druht.

Mikrobiologicka analyza potvrdila pfitomnost bakterii a kvasinek na okraji i ve stfedu
obou syrd. Na zakladé morfologickych znaki a pomoci PCR bylo ve tvarizcich nalezeno 9
morfologicky rozdilnych mikroorganismti, u Romaduru jich bylo nalezeno 7. Z divodu
morfologickych zmén nelze s jistotou urcit zménu mikrobiomu v prubéhu skladovani.
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Pomoci qPCR se podafilo prokazat pfitomnost bakterii a kvasinek jen v nékterych
vzorcich, protoze cilova DNA byla zfejmé pod limitem detekce této metody. Proto bude
predmétem nasledujicich praci s cilem prikazu mikroorganisml podilejicich se na aroma
zkoumanych syrt, optimalizace metody véetné zisku DNA v lepsi kvalite€, piipadné pouZiti
PCR v kombinaci s jinymi molekularné-diagnostickymi metodami.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

bp — pary bazi

CAR — Carboxen

CIZ — smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1
CZA — Czapkav agar

DRBC - agar s dichloranem, bengalskou Cerveni a chloramfenikolem
DVB - divinylbenzen

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

GC - plynova chromatografie

HS-SPME-GC-MS - headspace mikroextrakce na pevné fazi
MC — magnetické Gastice

MO — mikroorganismus

MPA — masopeptonovy agar

nd — nebylo detekovano

PCR - polymerazova fetézova reakce

PDMS - polydimethylsiloxan

PEG - polyethylenglykol

gPCR - poloymerazova fetézova reakce v realném Case

Rt — retencni Cas

SA - sladinovy agar

SDS - dodecylsulfat sodny

SPME - mikroextrakce tuhou fazi

st. — stopové mnozstvi

TBE pufr — Tris-borat-EDTA pufr

TVS — tuk v susiné
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8 PRILOHY

Priloha 1: Prehled identifikovanych tekavych latek v Olomouckém tvarizku a Romaduru

Tvariazek Romadur
u 1 . . - . . Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha
Poradi Nazev slouceniny Rt (min) Skupina Tlp( %) sz( %) T3p( %) Rlp( %) R2p( %) R3p( %)
1 Butan-2-on 4,2 Keton nd nd nd 5,8 18,7 33,7
2 Pentan-2-on 5,9 Keton 7,8 5,6 5,1 0,7 1,9 2,5
3 3-methylpentan-2-on 6,9 Keton nd 6,8 2,0 nd nd nd
4 Butan-2-ol 7,5 Alkohol nd nd nd nd 1,2 2.4
5 Dimethyl disulfid 8,7 Sima 19,5 18,6 19.9 0,2 0,9 2.9
slou¢enina
6 3-methylbutan-2-ol 11,1 Alkohol nd nd 0,1 nd nd nd
7 a-Pinen 11,2 Terpen nd nd st. nd nd nd
8 5-methyl-hexanon 11,4 Keton nd nd 0,1 nd nd nd
9 Heptan-2-on 13,4 Keton 4,9 1,2 1,8 0,5 0,8 2,1
10 D-limonen 13,3 Terpen 1,9 1,2 0,5 nd nd nd
11 3-methylbutanol 14,6 Alkohol 23 5,4 2,4 1,5 2,6 43
12 Ethylester kyseliny 15,4 Ester nd ot. 0.2 nd nd nd
kapronové
13 Acetoin 17,7 Keton 0,4 0,5 0,2 0,9 0,5 0,2
14 2,5-dimethylpyrazin 19,3 Dusvlkqta nd nd nd st. st. 0,2
slou¢enina
15 Heptan-2-ol 19,3 Alkohol 1,8 1,0 0,3 nd nd nd
16 6-methyl-5-hepten-2-on 19,8 Keton 0,4 nd 0,2 nd nd nd
17 Pentan-3-ol 20,1 Alkohol nd 0,7 0,1 nd nd nd
18 Dimethy] trisulfid 21,4 Sima 20,1 0,8 1,7 st. st. 0,5
slou¢enina
19 Nonan-2-on 21,9 Keton 8.3 2,1 2.9 0,2 0,3 0,9
20 Hexadekan-2-ol 22,3 Alkohol nd 0,2 nd nd nd nd
21 Methylthiohexanoat 224 Sima nd nd nd nd 0,1 0.2
slou¢enina
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Priloha 1 — pokracovani: Prehled identifikovanych tékavych latek v Olomouckém tvarizku a Romaduru

Tvaruzek Romadur
vy . ‘. . . Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha
Poradi Nazev slouceniny Rt (min) Skupina T1 (%) T2 (%) T3 (%) R1 (%) R2 (%) R3 (%)
22 Trimethylpyrazin 23,1 Dusvlkqta st. 0,7 0,2 st. 0,3 0,1
slouéenina
23 Ethylester kyseliny 242 Ester 1,8 nd 0,1 nd nd nd
kaprylové
24 | “-methyl-2-oxopentanova |, 5 Kyselina nd nd nd 0.4 0.4 0.2
kyselina
25 3-ethyl-2,5- 245 Dusikata nd 0.4 0.1 nd nd nd
dimethylpyrazin sloucenina
26 Dekan-2-on 24,8 Keton nd 0,6 0,8 nd nd nd
27 Kyselina octova 25,5 Kyselina nd 0,4 0,1 3.8 0,5 0,5
28 2-ethylhexanol 26,5 Alkohol 1,0 0,9 0,2 0,2 0,8 1,0
29 Nonan-2-ol 27,9 Alkohol 1,0 0,7 0,3 nd nd nd
30 Pentadekanol 28,4 Alkohol nd nd nd 0,3 0,3 0,3
31 Kyselina propionova 29,7 Kyselina nd nd nd 0,6 0,4 0,4
32 Kyselina isobutanova 31,4 Kyselina nd nd nd 10,5 7,2 3,6
33 Undekan-2-ol 32,3 Keton 1,2 0,7 0,5 nd 0,1 0,3
34 Ethylester kyseliny 35,4 Ester 1,6 1,6 3.9 nd 12 1.8
kaprinové
35 Kyselina maselna 36,2 Kyselina nd nd nd nd 0,2 nd
36 Dodekan-2-on 374 Keton nd 0,3 0,4 nd nd nd
37 Diethylester kyseliny 38,3 Ester nd 0.3 0.3 nd nd nd
butandiové
38 3-methylester kyseliny 38,4 Ester nd nd nd 60,3 52,4 30,0
maselné
39 Kyselina izovalerova 38,8 Kyselina 1,4 1,8 0,8 nd nd nd
40 Fenylaceton 40,4 Keton 10,6 10,7 5,5 0,1 0,5 0,6
41 Tridekan-2-on 43,8 Keton 0,4 0,4 0,1 nd nd 0,1
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42 Fenylacetat 44,0 Ester nd 0,2 3,0 nd nd 0,3
43 Kyselina kaprinova 44,2 Kyselina 4.6 nd 5,5 nd nd nd
Priloha 1 — pokracovani 2: Prehled identifikovanych tékavych latek v Olomouckém tvarizku a Romaduru
Tvaruzek Romadur
vy . ‘ . . Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha | Rel. plocha
Poradi Nazev slouceniny Rt (min) Skupina Tlp( %) sz( %) T3p( %) Rlp( %) R2p( %) R3p( %)
44 o-methyl-benzeneethanol 44,4 Alkohol nd 9,0 26,3 nd 0,3 0,1
45 Ethylester kyse}my 449 Ester nd nd nd nd nd 0,2
dodekanové
46 Kyselina kapronova 45,7 Kyselina 0,7 nd 0,5 1,2 0,5 0,5
47 Fenol, 2,4-bis(1,1- 46,6 Fenol 0.4 nd 0.2 nd nd nd
dimethylethyl) ’ ’ ’
. Sirna
48 Dimethylsulfon 46,5 . . 2.7 0,6 0,9 0,1 0,5 0,1
sloucenina
49 Fenylethyl alkohol 47,1 Alkohol 1,6 22,9 5,8 10,7 6,5 5,9
50 Kyselina kaprinova 48,4 Kyselina nd nd nd 0,2 nd 1,5
51 Undekanol 48,6 Alkohol nd nd 0,1 nd nd nd
52 Dodekanol 49,0 Alkohol 1,2 nd 0,2 nd nd nd
53 Isopropyl myristat 49,9 Ester nd 0,3 0,9 0,1 nd 0,7
54 Kyselina kaprylova 51,2 Kyselina 1,8 nd 3,0 1,2 0,6 2,0
55 p-cresol 51,3 Fenol 0,2 2,7 2,7 0,1 nd nd
56 v-Dekalakton 52,5 Laktony nd nd nd 0,2 0,2 0,1
57 2-ethylfenol 53,2 Fenol 0,1 0,3 0,1 nd nd st.

Znacenti vzorkii viz Tabulka 3; Rt — retencni cas, nd — nebylo detekovano, st. — stopové mnozstvi
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Priloha 2: Ukazka chromatogramu tékavych ldtek ve vzorku Olomouckého tvarizku po zakoupeni (t=0 tydni). Identifikace latek v tabulce v Priloha 1

RT: 0.00 - 53.46

603 3.08 31

Relative Abundance
o
=
1
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16.23

2492

21.42

41.83

21.99
51.63
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Priloha 3: Ukdzka chromatogramu tékavych ldtek ve vzorku Olomouckého tvarizku po dvou tydnech od zakoupeni (1=2 tydny). Identifikace latek v tabulce v

Priloha 1

RT: 0.00 - 53.45

Relative Abundance
£n
(=]
1

47.06

40.38 44.39

16.11
16.98 1931 21.90

Time (min)
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Priloha 4: Ukdzka chromatogramu tékavych latek ve vzorku Olomouckého tvariizku po ctyrech tydnech od zakoupeni (t=4 tydny). Identifikace latek

v tabulce v Priloha 1

RT: 0.00 - 53.44

Relative Abundance

1005
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40.43
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I
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Time {min)
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Priloha 5: Ukazka chromatogramu tékavych ldtek ve vzorku Romaduru po zakoupeni (t=0 tydnii). Identifikace ldtek v tabulce v Priloha 1

Relative Abundance
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68


http://25.60_2U.93

Priloha 6: Ukazka chromatogramu tekavych latek ve vzorku Romaduru po dvou tydnech od zakoupeni (t=2 tydny). Identifikace ldtek v tabulce v Priloha 1

RT: 0.00 - 53.45
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Priloha 7: Ukazka chromatogramu tékavych ldatek ve vzorku Romaduru po ctyrech tydnech od zakoupeni (t=4 tydny). Identifikace latek v tabulce v Priloha 1

RT: 0.00 - 53.45
100~ 38.49
90§ 416 419
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Relative Abundance
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Priloha 8: Ukdzka dotazniku pro senzorické hodnoceni syrii zrajicich pod mazem

Dotaznik pro senzorické hodnoceni svru zrajicich pod mazem

Vazeni hodnotitel €,

Zhodnot'te prosim nasledujici vzorky syru.

Hodnotitel: Kufak — nekurak
Datum: Muz — Zena
Cas:

Zhodnot'te predlozeny vzorek v nasledujicich znacich, vysledky (kody vzorkl) vyznacte do
uvedenych grafickych stupnic, pfipadné vlastni ptipominky popiste slovné.

Cast & 1

Vzhled a barva

Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnotte vzhled syri.

Nepfijatelny Vynikajici

Popis krajnich bodii:

Vynikajici — pravidelny tvar, na povrchu charakteristicky zluto-oranzovy maz, na fezu mozné
drobné dutinky, patrné tvarohovité jadro

Nepiijatelny — deformace povrchu, vzhled narusen dufenim syra, vyskyt plisn€, barevné
skvrny, vyskyt bublinek a jiné vady

Pripominky
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Konzistence (textura)

Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot'te konzistenci (texturu) vzorku.

Neptijatelna Vynikajici

Popis krajnich bodhi:
Vynikajici — meékka, pruzna, hladka, homogenni

Nepiijatelna — piili§ mékka, roztékava, lepiva, nehomogenni

Pripominky

Chut

Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot'te chut’ vzorku.

Neptijatelna Vynikajici

Popis krajnich bodii:
Vynikajici — vyrazna pikantni chut’, pfiméfen¢ slana, syrova

Nepiijatelna — necista, zIlukla, prili§ slana, horka, zatuchla, ostie kysela, ¢pava, kvasnicovita,
mydlova, piipadné jiné vady

Pripominky
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Vuné

Pomoci uvedené grafické stupnice ohodnot'te vini vzorku.

Nepiijatelna

Popis krajnich bodhi:

Vynikajici — vyrazna pikantni viiné

Nepfijatelna — necCista, neptijemna, ostre kyseld, ptfipadn¢ jiné vady

Pripominky

Cast &2

Profilovy test

Posud’te uvedené diléi vlastnosti u kazdého vzorku.

Slana chut’

Vynikajici

Neznatelna

Kysela chut’

Velmi silna

Neznatelna

Velmi silna
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Horka chut

Neznatelna

»Jina* chut’

Velmi silna

Neznatelna

Intenzita vuné

Velmi silna

Neznatelna

Casté&. 3

Ohodnot’te celkovou piijatelnost vzorkt

Velmi silna

Nepfijatelny vzorek

Vynikajici vzorek
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Priloha 9: Vycet mikroorganismiu identifikovanych na agarovych plotnach v priibéhu skladovani vzorku Olomouckych tvarizkil

Médium | Redéni | Polet nalezii | Tvar Barva Vzhled Okraje Profil | TO1 | TO2 | TO3 | TS1 | TS2 | TS3 MO
okrouhly | oranzova leskly kulaté vypoukly | + - - + - + G+ koky
10° 3 okrouhly | mlééné-Zluta | leskly kulaté vypoukly | + + + + + + Bakterie
okrouhly bila leskly | vroubkované | plochy - - - - - + Bakterie
MPA okrouhly | oranzova leskly kulaté vypoukly | + - + + - + G+ koky
102 4 okrouhly | mlééné-Zluta | leskly kulaté vypoukly | + - + + + + Bakterie
okrouhly mlécna leskly | vroubkované | plochy - - - - - + -
okrouhly bila leskly | vroubkované | plochy + - + - - + Kvasinka
okrouhly bila leskly | vroubkované | vypoukly | + + - + + + kI\f::sl;tlia
10° 3 okrouhly | mlécnd | leskly |  kulaté | vypoukly | + | + | + | + | + | + B
. <~ . . . Koky, ty¢inky
CZA okrouhly mlécna leskly | vroubkované | vypoukly | - - + - - + ’
. 3 okrouhly | bil leskly |  kulaté | vypoukly | film | film | + | + | + | + klj;l:ﬁlia
okrouhly mlécna leskly kulaté vypoukly | + + + + + + ..
; — ; - - Koky, ty¢inky
okrouhly zluta leskly kulaté vypoukly | - - + - - +
DRBC 10° 1 okrouhly bila matny | vroubkované | plochy + + + + + + Kvasinka
102 1 okrouhly bila matny | vroubkované | plochy + + + + + + Kvasinka
zvlnény mlécna matny | vroubkované | plochy + + + + + + Kl‘(lzls;?;(a
10° 3 okrouhly | oranzova | leskly | kulat¢ |vypoukly | + | + | + | + | + | + | G+koky
SA okrouhly bila matna kulaté vypoukly | + + + - - - Bakt.erie
zvlnény mlécna matny | vroubkované | plochy + + + + + + KIZSIS;[];@
107 3 okrouhly | oranzovd | leskly | kulaté |vypoukly | + | + | + | + | + | + | G+koky
okrouhly bila matna kulaté vypoukly | + + + + + + Bakterie
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Priloha 10: Vycet mikroorganismii identifikovanych na agarovych plotnach v prubéhu skladovani vzorku Romaduru

Médium | Redéni | Potet nalezii Tvar Barva | Vzhled OKkraje Profil RO1 | RO2 | RO3 | RS1 | RS2 | RS3 MO

107 5 okrouhly | mlééna | leskly | vroubkované | vypoukly + + + + + + Kvasinka

MPA okrouhly bila leskly kulaté vypoukly + + + - + + Bakterie
102 5 okrouhly | mlééna | leskly | vroubkované | vypoukly + + + + + + Kvasinka

okrouhly bila leskly kulaté vypoukly + + - - + + Bakterie

zvlnény bila matny kulaté vypoukly + + + + + + Kvasinka

10° 3 okrouhly bila leskly kulaté vypoukly - - + - + + Bakterie

SA okrouhly | mlécna | leskly kulaté vypoukly - - - + + + Bakterie
zvlnény bila matny kulaté vypoukly + + + + + + Kvasinka

102 3 okrouhly bila leskly kulaté vypoukly - - + - + + Bakterie

okrouhly | mlécna | leskly kulaté vypoukly - - + + + + Bakterie
109 ) okrouhly | mlécna | leskly kulaté plochy + + + film - - G+ bakterie

CZA okrouhly bila leskly | vroubkované | vypoukly - + + - + + kvasinka
102 ) okrouhly | mlécna | leskly kulaté plochy + + + film - - G+ bakterie

okrouhly bila leskly | vroubkované | vypoukly - + + - + + kvasinka

DRBC 10° 1 okrouhly bila matny kulaté vypoukly + + + + + + Kvasinka
102 1 okrouhly bila matny kulaté vypoukly + + + + + + Kvasinka
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