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ABSTRAKT

Predmétem diplomové prace bylo sledovani vyvoje mikrobidlni diverzity u modelovych
vzorkl pfirodnich syrt typu gouda od pocatku vyroby a béhem zrani. Pro ucely této di-
plomové prace byly vybrany dva druhy obalovych materidli, ve kterych probihalo zrani
analyzovanych vzorktl syrii. Konkrétné se jednalo o syraisky vosk a ochranny natér Plasti-
coat. Vybrané indikatorové skupiny mikroorganizma byly nasledné¢ stanovovany pomoci
kultivacnich a molekularné-biologickych metod. U kultiva¢niho stanoveni byla pouzita
klasicka plotnova metoda s vyuzitim selektivné¢ — diagnostickych pid. Pro molekularné-
biologické stanoveni byla ziskand mikrobialni DNA z modelovych vzorkd zmnozena po-
moci metody PCR a nésledné separovana za vyuZiti techniky denaturacni gradientové ge-
lové elektroforézy (DGGE). Pro sekvenovani DNA byla vyuzita Sangerova metoda a me-
toda NGS (Next-Generation Sequencing). Vysledky u obou metod prokazaly vyraznou
dominanci bakterii mlééného kvaSeni po celou dobu zrani. Ze vSech modelovych vzorki
syri byl izolovan Lactococcus lactis subsp. lactis. 1zolovand mikrofléra jednotlivych mo-

delovych vzorkt syri se odvijela od pouzitych startovacich kultur.

Klic¢ova slova: piirodni syr, zrani syri, kultivacni stanoveni mikroorganizmt, izolace DNA

z ptirodnich syrii, PCR, DGGE, sekvenace DNA

ABSTRACT

The aim of this thesis was to monitor the development of microbial diversity in model
samples of natural Gouda cheeses from production and during ripening. For the purpose of
this work two types of packaging materials were used for ripening. Specifically it was a
wax used for cheeses and protective coating called Plasticoat. Selected indicative groups of
microorganisms were analysed with use of cultivation and molecular biological methods.
Plate method using selective-diagnostic media was used for the culture assay. Microbial
DNA obtained from model samples was multiplied by PCR method and separated using
the DGGE technique. The Sanger method and Next-Generation Sequencing (NGS) were

used for DNA sequencing. The results of both methods showed a dominance of lactic acid



bacteria during the cheese maturing. Lactococcus lactis subsp. lactis was isolated from all
cheese model samples. The isolated microflora of the model cheese samples was derived

from used starter cultures.

Keywords: ripened cheese, cheese ripening, culture determination of microorganisms,

DNA isolation from natural cheeses, PCR, DGGE, DNA sequencing
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UvVOD

Ptirodni syry a mlé¢né vyrobky obecné jsou nedilnou soucasti ve straveé cloveéka jiz fadu
let. V soucasné dob¢ je na trhu nabizen rozmanity sortiment pfirodnich syr. Nejcastéjsi je
konzumace syrit vyrobenych z kravského mléka, i presto vsak na trhu existuji syry vyrabé-

né z mléka koziho, ov¢iho nebo buvoliho.

Vétsina prirodnich syrti nebyva konzumovana ihned po vyrobé. Diilezitym faktorem, ktery
ovlivituje vysledné organoleptické vlastnosti piirodnich syri, je zrani. Doba zrani se pro
kazdy druh syru li§i. Mize se pohybovat v fadu tydnt, mésicti i let. Vyznamnou roli pfi
zrani ma pridavek tzv. Cistych mlékarskych kultur, které v zavislosti na vybraném druhu
nasledné ovlivni nejdilezitéjsi senzorické vlastnosti pro spotiebitele, a to chut’ a viini. Di-
lezité je vSak sledovat i pfipadné kontaminujici mikroorganizmy, které by mohly zrani a

vysledné vlastnosti negativné ovlivnit.

Pro sledovani vyvoje a zmén mikroflory béhem zrani syrti je mozno vyuzit klasickych kul-
tivac¢nich metod, které jsou pomérné¢ rychlé i finan¢né a ¢asové nenarocné. Je vSak nutno
dbat na aseptickou praci. Pro stanoveni vybranych indikatorovych mikroorganizmt se Cas-
to vyuziva selektivné-diagnostickych plid. Kromé kultivaénich metod existuji 1 metody
non-kultivac¢ni, kam jsou fazeny naptiklad imunologické metody nebo molekularné-

biologické metody.

Tato diplomové prace je zaméfena na sledovani zmén mikrofléry v priib&hu zrani ptirod-
nich syrii typu gouda za vyuziti kultiva¢nich a molekularné-biologickych metod, pficemz
kultivacni metody jsou zde pouzivany spiSe jako referencni ukazatel vyvoje mikroflory.
Pro ptesnéjsi stanoveni jednotlivych druhti mikroorganizmi byla vyuzita technika PCR-
DGGE (denaturacni gradientova gelova elektroforéza) s naslednou sekvenaci mikrobidlni
DNA. Pro sekvenovani DNA byly vyuzita Sangerova metoda a pro vybrané vzorky i mo-

derni metoda NGS (Next Generation Sequencing).
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I. TEORETICKA CAST
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1 TECHNOLOGIE VYROBY SYRU

Spravny technologicky postup a vybér kvalitnich surovin je zakladem pro vyrobek poza-
dované jakosti. V ptfipad¢ ptirodnich syri se vyroba, az na nékteré kroky, ptili§ nelisi.
Zpravidla se pro vyrobu syri pouzivaji tzv. kaseinova mléka, tedy mléka od prezvykavci,
z nichz nejvyssi podil tvoii mléko kravské. Kravské mléko obsahuje pfiblizné 3,5 % bilko-
vin, pfi¢emZ kaseinové bilkoviny jsou zde zastoupeny az z 80 %. Vyroba fady mléénych

vyrobkl je zaloZena praveé na sraZeni bilkovin kaseinu [1, 2].

Zakladnimi surovinami pro vyrobu syri jsou mléko, syfidlo a mlékaiské kultury. Dale je
mozno pouzit i rizné ochucujici slozky jako bylinky, koteni, poptipadé se pro vyvoj aroma

pouziva uzeni [1].

Popsany technologicky postup v této diplomové praci je vztazen na syr typu gouda, u jehoz
vzorkd bylo provadéno sledovani mikrobidlni diverzity od jeho vyroby, vcetné¢ vstupni

suroviny (mléka) a nasledn¢ béhem zrani.

1.1 Technologicky proces vyroby prirodnich syru

Vyroba syrt je pomérné jednoduchy postup, ktery vsak zahrnuje slozité fyzikalni a che-
mické procesy, zahrnujici koagulaci mléénych bilkovin (pfedev§im kaseinu). Dodrzeni
vhodné zvoleného postupu je velmi dllezité, jelikoZ vysledna reologické a fyzikélni vlast-
nosti syru jsou zavislé na chemickych interakcich molekul kaseinu [3]. Faktory, které

ovliviuji tyto, interakce jsou:

- hodnota pH

- rozpusténi koloidniho fosfore¢nanu vapenatého
- proteolyza

- teplota

- slozeni syru (pfedevsim obsah kaseinl a rozptyleni tukovych kuli¢ek) [4]

1.1.1  Uprava mléka

Uprava mléka pro vyrobu syrti zahrnuje piedevsim pasteraci, tedy tepelné o3etfeni, které
zajisti eliminaci potencidlnich patogennich mikroorganizmi a inaktivaci jejich enzymi.
Tento krok je zasadni, jelikoz vyskyt patogenti by mohl ovlivnit bezpecnost findlniho pro-
duktu a ohrozit zdravi spotiebitele. Pasterace je zpravidla zdhfev na teplotu 72 °C po dobu

15 sekund. Nejcastéji je pro pasteraci mléka pouzivan deskovy pritokovy pastér a cely
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proces byva vétSinou plné automatizovan. Ukazatelem spravného provedeni pasterace je
negativni fosfatdzovy test. Bylo zjisténo, ze kombinace doby zdhtevu a teploty pro inakti-
vaci alkalické fosfatazy v mléce byla dostate¢na pro usmrceni Mycobacterium tuberculo-
sis, jakozto cilovy mikroorganizmus pro pasteraci. Tudiz se fosfatdzovy test zacal provadét

jako jedna z rutinnich kontrol kvality surovin [5, 6, 7].

Existuji i alternativni postupy pro eliminaci nezadoucich mikroorganizmti v mléce. Radi se
mezi n¢ ultrafiltrace a baktofugace. Tyto postupy je mozno vyuzit pii odstranéni spor mik-
roorganizmil, které bézn¢ piezivaji pasteracni zdhiev a mohou zptisobit nezadouci zmény
ve finalnim produktu. Piikladem mohou byt sporulujici bakterie Clostridium spp., které
jsou zodpoveédné za pozdni dufeni syrii. V ptipad¢ vyuziti alternativnich zptisobti eliminace
mikroorganizmi je vSak nutno podotknout, Ze nenahrazuji samotnou pasteraci. Nedochazi
zde totiz k inaktivaci enzymi, které mohou byt produkovany patogennimi mikroorganizmy

a rovnéz predstavuji zdravotni riziko pro spotiebitele [4, 8].

1.1.2 Priprava a pridavek mlékarenskych kultur

Miékarenské kultury hraji kli¢ovou roli pfedevSim pfi zrani syra. Diky produkci kyseliny
mlécné dochdzi ke snizeni pH syru a nasledné i k biochemickym a fyzikdlnim zménadm
béhem zrani. Pro vyrobu syru typu gouda jsou vyuZzivany mezofilni kultury, nejcastéji Lac-
tococcus lactis. Kultury se vyskytuji bud’ ve zmrazené koncentrované podobé¢, nebo
v lyofilizované form¢. Pfed samotnou inokulaci dochézi zpravidla k jejich rekonstituci
rozmichanim definované hmotnosti kultury v mirné zahfatém mléce, které bude pouzito
pro vyrobu syru. Kultury se do mléka ptidavaji 30-45 minut pted syfenim. S piidavkem
¢istych mlékarenskych kultur v pfipadé velkého objemu vyrobniku a jeho vicenasobného
plnéni béhem dne je spojovano riziko kontaminace bakteriofagy, které mohou narusit vy-
robni proces zejména ve fazi fermentace. Tomuto riziku Ize predchédzet spravnou sanitaci

vyrobniho zatfizeni a zvolenim fagové rezistentnich kultur [1, 5, 9].

1.1.3 Koagulace mléka (syFeni)

Syteni je proces zahrnujici ptidavek koagula¢niho ¢inidla do mléka, pfreménu mléka na
polotuhy gel a néslednou synerezi. Pii synerezi dochdzi k uvolilovani syrovatky a vzniku
syfeniny. Koagulaéni ¢inidla byvaji kapalné koncentraty, které je mozno piidavat v odmée-
feném mnozstvi ptimo do vyrobniku. V soucasné dob¢ se z etickych a ekonomickych di-

vodi jiz nepouziva chymozin ziskany z zaludki telat. Pouzivana syftidla jsou ¢asto mikro-
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bidlniho ptivodu, odvozené naptiklad od mikroorganizmu Rhizomucor miehei nebo jinych

geneticky modifikovanych mikroorganizmi [4, 5, 9, 10].

Srazeni mléka nastava po piidavku koagula¢niho ¢inidla rozruSenim vazeb k-kaseinu mezi
105 a 106 aminokyselinou za vzniku hydrofobniho para-k-kaseinu, ktery zistava
v syfenin€ a hydrofilniho k-kaseinmakropeptidu, ktery odchéazi do syrovatky. Timto proce-
sem dojde k destabilizaci kaseinovych micel a ndslednému spojovéani do trojrozmérné
struktury (gel). Popsany zpiisob byva jinym zpiisobem nazyvan jako sladké srazeni. Po
piidavku koagulacniho ¢inidla je michdni pozastaveno, aby doslo ke tvorbé gelu. Tento

proces trva okolo 40 minut [1, 9].

1.1.4 Zpracovani syfeniny

Po vytvoreni kompaktni syfeniny pfichazi na fadu proces krajeni na kostky o velikosti
6-10 mm. Pro tento ucel jsou pouZzivany specialni syrafské harfy, které mohou mit rizné

v

tvary. Nejcast&jsi je vSak tvar obdélniku. Krajeni syfeniny se provadi za tcelem podpory
tomto procesu opét dochdzi k michéni syfeniny, aby se zamezilo shlukovani syrafskych
zrn. Nekdy byva do procesu zahrnuto 1 tzv. dohfivani syfeniny a prani syrafského zrna. U
syrt s nizkodohfivanou syfeninou (gouda, eidam) dohfivani probih4d soucasné pii prani
syrafského zrna pfi teploté 36 - 37 °C. Praci proces slouzi ke snizeni obsahu laktdzy [4, 5,

10].

1.1.5 Lisovani a formovani

Po zpracovani je syfenina vypousténa do predlisovaci vany pro oddéleni syrovatky od sy-
raiského zrna. Vana se zakryje vikem a mirnym tlakem se ponechd odkapat prebytec¢na
syrovatka. Poté nésleduje krajeni syrové hmoty na bloky a plnéni do plastovych nebo nere-
zovych forem. Formy se zatizi a dochézi k dalSimu uvoliiovani syrovatky, pfi¢emz formy

je nutno pravidelné otacet [5].

1.1.6 Soleni

U syrt holandského typu soleni probiha v solnych laznich. Koncentrace chloridu sodného
se pohybuje v rozmezi 18 - 22 % a teplota 1azné€ byvéa 10 - 15 °C. Doba soleni zavisi na
velikosti a tvaru syru a rovnéz na pozadovaném obsahu soli. Tvrdé syry zpravidla obsahuji

vice soli nez syry mekkeé [9].
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1.1.7 Zrani syria

Zréani syru je slozity biochemicky proces, ktery zahrnuje né€kolik fazi. Méni se senzorické
vlastnosti syru, reologie a textura, dochazi ke zméndm mikroflory. Zrani mize probihat
bud’ v celé hmoté¢ syru, nebo na jeho povrchu. VétSinou se vSak oba typy zrani vzajemné
dopliuji. V ptipadé syru zrajicich v celé hmoté se pouzivaji rizné typy ochrannych natért

(vosky) nebo zraci folie [1, 9].

V prvni fazi zrani dochazi predevSim k preménam laktozy, ptesnéji feCeno probiha anae-

robni glykolyza za vzniku laktétu, ktery je substratem pro dalsi reakce [1].

Ve druhé fazi zrani dochdzi k lipolyze a metabolizmu mastnych kyselin. V syrech vyrobe-
nych z pasterizovaného mléka je aktivita lipdz sniZena, jelikoz tyto enzymy byly tepelnym
zahifevem inaktivovany. Lipolytické enzymy jsou v malém mnozstvi produkovany nékte-
rymi mléénymi bakteriemi, avSak u syrit holandského typu neni lipolyza natolik rozséhla
jako napftiklad u plisnovych syrii. Mastné kyseliny jsou zodpovédné za vyslednou chut’
syru. Obecné vsak syry jako eidam, gouda nebo ¢edar maji nizky obsah mastnych kyselin
(udava se 200 - 1000 mg kg™ ') v porovnani s nivou, kde je obsah mastnych kyselin udavan

okolo 30 000 mg kg ' [1].

Tteti faze zrani zahrnuje proteolyzu a katabolizmus aminokyselin. Jedna se o sled nejslozi-
kaseinu mize dojit ke zmén¢ textury. Pii proteolyze vlivem zvyseni produkce amoniaku se
zvySuje pH. Pfitomnost peptidii miZe negativné nebo pozitivné ovlivnit chut’. Proteolyza
probiha piedevs§im diky produkci proteolytickych enzymii mléénych bakterii a pfitomnosti
syfidla. Pti reakcich, kde se uplatiuji volné aminokyseliny, dochézi k tvorbé fady aroma-
tickych latek (napt. aldehydy, ketony, estery, kyseliny). V ptitomnosti volnych aminokyse-
lin je Casty vznik biogennich amind, které ve vysokych koncentracich mohou pfedstavovat

zdravotni riziko [1].
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2 MIKROORGANIZMY VYUZIVANE PRI VYROBE PRIRODNICH
SYRU
Mikroorganizmy vyuzivané pro vyrobu pfirodnich syri mohou byt rozdéleny do dvou sku-

pin, na zaklad¢ jejich optimalni ristové teploty, na mezofilni (optimalni rstova teplota

okolo 32 °C) a termofilni (optimalni riistova teplota mezi 37 - 45 °C) [11].

Tradi¢ni taxonomické déleni udava, ze se jedna o Sirokou skupinu grampozitivnich mikro-
organizmt, jejichz spole¢nym znakem je produkce kyseliny mlécné, jakozto primarniho
produktu. Rody fazené do LAB (LAB - Lactic acid bacteria) jsou nasledujici: Carnobacte-
rium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus
a Weissella. RovnéZ jsou do této skupiny fazeny i bakterie Bifidobacterium. Razeni mikro-
organizmt do skupiny LAB se dnes provadi na zaklad¢ sekvencnich dat rRNA nebo sek-
venaci DNA. Tyto metody se ukazaly jako spolehlivéjsi, jelikoz nejsou zavislé na podmin-

kach rastu a lze rozlisit 1 jinak obtizné¢ identifikovatelné skupiny [4, 11, 12].

Dal$im moznym délenim mikroorganizma vyuzivanych v technologii vyroby syri je roz-
déleni na primarni (startovaci) kultury, sekundarni a tzv. non-starterové kultury (NSLAB —

Non-starter lactic acid bakteria).

2.1 Primarni (startovaci) kultury

Startovaci kultury hraji kli¢ovou roli ve vSech fazich vyroby syri a nasledné i béhem zrani.
Zpravidla se pouzivaji bakterie mlééného kvaseni, které jsou schopny metabolizovat lakto-
zu za vzniku kyseliny mlééné. Produkce kyseliny mlécné je dllezitd z hlediska snizovani
pH vyrobku a nasledné inhibici moZné nezaddouci mikroflory. U komeréné vyrabénych
syrd jsou primarni kultury peclivé vybirany a zdmérné pfidavany do mléka pred samotnym
syfenim [1, 5].

U syri holandského typu jsou vyuzivany pfedev§im mezofilni kultury, konkrétné
Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris, ¢asto v kombinaci
s Leuconostoc spp. [1, 5, 13]. U syrtu s vysokodohtivanou syfeninou je Zadouci vyuZziti
termofilnich kultur napt. Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus [1, 5].

Néhodn¢ piitomné kultury vyskytujici se v mléce, jako napt. Enterococcus faecium nebo
Enterococcus faecalis, jsou vyuzivany pouze u nékterych lokalné vyrabénych druhti syri.

U komer¢né vyrabénych syrii tento postup vétSinou neni mozny, jelikoz mléko je pied vy-
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robou podrobeno pasteraci a dochézi tedy k pomérné vyznamné redukci pritomnych mik-

roorganizmi [1, 5].

2.2 Sekundarni kultury

Zatimco primarni kultury jsou ptidavany za ucelem produkce kyseliny mlécné a snizovani
pH v syru, sekundéarni kultury plni hlavni funkci pfedev§im béhem zréni. Jedna se o vyvoj
vysledné chuti a aroma. V neposledni fad¢ se podileji i na utvareni textury syru béhem
zrani. Z bakteridlnich kultur jsou vyuzivany piedev§im Propionibacterium freudenreichii
nebo Brevibacterium linens, z kvasinkovych kultur naptiklad Debaryomyces hansenii. Me-
zi vyznamné zéstupce plisnovych kultur jsou fazeny Geotrichum candidum, Penicillium
roqueforti a Penicillium camemberti [1, 4].

Nékteré mikroorganizmy jsou schopny utvaret na povrchu i typické zabarveni, zpisobené
oranzovymi, ¢ervenymi nebo hnédymi pigmenty. Tyto pigmenty jsou produkovany napft.
Brevibacterium linens nebo Staphylococcus equorum. Tyto pigmenty se stavaji viditelnymi
v piipad¢, ze celkovy pocet Zivotaschopnych bunék presdhne 10° CFU/em?, coz se proje-

vuje zejména u tzv. kyselych syrt [4].

2.3 Non - starterové kultury (NSLAB)

Mezi non-starterové kultury jsou fazeny predevSim mezofilni druhy bakterii mlé¢ného
kvaSeni. Jedna se hlavné o fakultativné a obligatné heterofermentativni laktobacily, které
se pfirozen¢ vyskytuji v syrovém mléce, poptipad¢ se jedna o mikroorganizmy z vnéjSiho
prostiedi béhem zpracovani. Mnoho druhtit NSLAB bylo izolovano z povrchil technologic-
kych zatizeni, popiipadé odtokovych zafizeni nebo podlah, kde jsou schopny vytvéiet bio-

filmy [14, 15, 16, 17].

U syra vyrobenych z pasterizované¢ho mléka se jedna o nepatogenni druhy LAB, které ne-
predstavuji zdravotni riziko pro ¢loveka. Vzhledem k modernim hygienickym postuptim je
pocet NSLAB v Cerstvém syru velmi nizky, avSak béhem zrani se mize navySovat, jak je
mozno vidét z obrazku 1, ktery zaznamendva zmény v mikrobidlni populaci béhem zrani

syru Cedar [18].
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Obr. 1: Zmény v populaci startovacich LAB a NSLAB, ke kterym obvykle dochazi

v syru cedar behem zrani [18]

Mezi vyznamné non-starterové mikroorganizmy izolované z pfirodnich syrh lze pfifadit
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus rham-

nosus nebo Lactobacillus plantarum [17, 18].

Non-starterové kultury mohou zrani syr ovlivnit jak pozitivng, tak i negativné. Z pozitiv-
niho hlediska mohou mit vliv na utvéafeni chuti a aroma, kdy napftiklad zesiluji urcitou chut’
nebo naopak vytvareji atypické, ale presto Zadouci, viiné. V jinych pfipadech mohou vy-
tvaret bioaktivni peptidy nebo volné aminokyseliny, coz muze urychlit proces zrani. Rov-

néz byly prokdzany i probiotické ucinky NSLAB [18, 19, 20].
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3 ULOHA MIKROFLORY PRI ZRANI PRIRODNICH SYRU

Vlastnosti, které jsou typické pro kazdy druh syru, izce souvisi s mikrobialnim slozenim a
také se vzdjemnymi interakcemi mezi pfitomnymi mikroorganizmy. Existuje mnoho fakto-
rt, které mohou ovlivnit mikrobidlni diverzitu v syrech. Mezi nejdiilezitéjsi z nich patii
predevsim typ mléka a slozeni primarnich startovacich kultur. V neposledni fadé€ jsou roz-

hodujicimi faktory i vyrobni prostiedi a technologicky postup [21, 22, 23].

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2, syratské kultury mohou byt déleny na zaklad¢ technolo-
gického vyuZiti na primarni, sekundarni a popiipadé i non-starterové. Uloha mikroflory pfi
zrani syru je raznorodd, zavisi na druhu mikroorganizmu a s tim souvisejici typ metaboli-
zmu. Pravé znalost fyziologie mikroorganizmli umoznuje standardizaci a upravu chuti sy-
ri. Aplikaci vhodné startovaci kultury 1ze vyrdbét syry o pozadovaném chemickém slozeni

a organoleptickych vlastnostech [24].

3.1 Vyznam primarnich (startovacich) kultur

Jako primarni startovaci kultury jsou vybirany homofermentativni bakterie mlééného kva-
Seni, které maji schopnost rychlé tvorby kyseliny mlé¢né bez jinych vedlejsich produkti
metabolizmu. U syrt s nizkodohtivanou syfeninou se jednd o druhy Lactococcus lactis
subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris. V piipad€ syrit s vysokodohiivanou

syfeninou se vyuziva ptedevsim Streptococcus thermophilus [1, 5].

Jak jiz bylo uvedeno, hlavni tlohou primarnich kultur je tvorba kyseliny mlé¢né. Ta vznika
v malém mnozstvi uz béhem piidavku startovacich kultur pted syfenim. Substratem pro
tvorbu kyseliny mlé¢né je disacharid laktoza. Pii produkci kyseliny mlééné dochéazi ke
snizovani pH, coZ pfi vyrob¢é napomaha k tvorbé srazeniny. Hlavnim diivodem je piede-
v§im fakt, ze pouzivana sytidla jsou enzymy, jejichz aktivita je nejvyssi v oblasti kyselého
pH. Mira a rozsah okyseleni ma v pozdéjSich fazich vliv na utvateni textury diky demine-

ralizaci kaseinovych micel, jelikoz tyto micely jsou nadchylnéjsi k proteolyze [1].

Kyselina mlé¢na ve znacné mife poskytuje chut’ findlniho produktu, zabratiuje ristu neza-
doucich mikroorganizmil a vytvafi optimalni podminky pro zrani, coz ve vysledku ovliv-

fiuje kvalitu a bezpe¢nost vyrobku [25, 26, 27].

Nekteré kmeny Lactococcus lactis jsou diky schopnosti produkovat nisin ¢asto vyuzivany

v potravinaiském primyslu. Nisin je polypeptid vyuzivany ke konzervaci potravin diky
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bakteriocidnim ucinkiim. Nisin je U¢inny pifedev§im proti grampozitivnim bakteriim,
v pfipadé technologie vyroby syrii miize byt vyznamna inhibice Listeria monocytogenes,
ktera se fadi mezi podminén¢ patogenni mikroorganizmy a muze se vyskytovat ve zrajicich
syrech. Zaclenéni téchto kment bakterii mezi startovaci kultury mtize slouzit jako alterna-
tiva chemickych ptisad. Dilezité je vSak vSechny nové izolované druhy bakterii produkuji-
cich bakteriociny fadné charakterizovat a zhodnotit, zda jsou vhodné pro vyuziti pii vyrob¢
potravin. V praxi to znamena urcit typ produkovaného bakteriocinu, vyhodnotit antimikro-

bidlni spektra a ucinnost a v neposledni fadé také technologicky relevantni schopnosti [28].

3.2 Vyznam sekundarnich kultur

Sekundarni kultury vyuZivané v technologii vyroby syrit zahrnuji bakterie, kvasinky a plis-
né. Svoji tlohu plni zejména pii zrani syrh, kdy se podileji na utvareni typické chuti a vi-
né, textury a celkového vzhledu. Kromé rodu Propionibacterium a heterofermentativnich
laktobacill, sekundarni bakteridlni kultury rostou hlavné na povrchu syru. Kvasinkové a
plisiiové kultury jsou schopny rlstu jak na povrchu, tak i uvnitt syrt, avSak tato schopnost

opét zavisi na druhu mikroorganizmu [1].

Bakterie propionového kvaseni (PAB — propionic acid bakteria) jsou vyuzZivany u syrt
Svycarského typu, u kterych je charakteristickd tvorba ok, jelikoZ pii metabolizmu laktatu
dochazi k tvorbé kyseliny propionové a produkci oxidu uhli¢itého. Pfitomna kyselina pro-
pionova pak dava témto syrim typickou nasladlou chut’. Nékteré studie rovnéz prokazaly
pfiznivy G€inek PAB na stfevni mikrofloru u lidi, jelikoZ jsou schopny prezivat v travicim
traktu, inhibovat rist nezddoucich bakterii v tlustém stfeveé a podporuji rist bifidobakterii

1, 29, 30].

Nékteré¢ druhy koryneformnich bakterii a stafylokoki mohou vytvaret na povrchu syr
typické zabarveni diky produkci pigmentd. Casto se vyuziva napiiklad Brevibacterium
linens, tvotici oranzovo-Cerveny pigment, avSsak mnoho druhti Brevibacterium neprodukuje
zadny pigment. Stafylokoky jsou typické vytvafenim oranZzovych pigmenti. Bakterie rodu

Arthrobacter mohou produkovat typické cervenohnédé pigmenty [1, 4].

Plisnové kultury (P. camemberti, P. roqueforti) jsou vyuzivany piedevsim diky produkci
exopeptidazovych a endopeptiddzovych enzymd, které jsou vyznamné piedevsim pii pro-
teolyze. Pro syry s obsahem plisnovych kultur je rovnéz typicka rozsahla lipolyza, coz ve

vysledku ovlivituje texturu syrt. Plisn€ vytvareji také charakteristickou chut’ a aroma. Co
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se tyka produkce mykotoxintl, zdravotni riziko pro spotiebitele je nizké, jelikoz pouzivané
druhy plisni produkuji mykotoxiny ve velmi malém mnozstvi. Kvasinky jsou pouzivany
predevsim jako doplitkové kultury pro plisnové syry a syry zrajici na povrchu, kde podpo-

ruji rast dalSich mikroorganizmt [1].

3.3 Vyznam non-starterovych kultur

Non-starterové kultury jsou piedevsim heterofermentativni laktobacily, které jsou pfiroze-
nou soucasti mikroflory tepelné neoSetfeného mléka. V hojné mife se vyskytuji i ve zraji-
cich syrech, kde mohou plnit funkci utvafeni zajimavych chuti a aroma, jelikoz vykazuji
velkou rozmanitost vlastnosti. Jako substrat pro sviij metabolizmus jsou schopny vyuzivat

volné peptidy a aminokyseliny, které se nachéazeji ve zrajicich syrech [1, 31].

NSLAB mohou mit rovnéZ negativni u¢inky v podobé¢ vad syri. MiZe se jednat o negativ-
ni dopad na vyslednou chut’ syru v podob¢ riznych pachuti nebo hotkych chuti, nezadouci
produkci plyni nebo tvorba krystald laktatu vapenatého, které spotiebitelé Casto mylné

povazuji za kontaminaci plisni [20].

Uloha heterofermentativnich laktobacilil pii vytvafeni chuti pfi zrani syrii je v porovnani
s homofermentativnimi laktobacily stile velmi nejasna, tudiZ jejich vyuZiti jako doplitko-
vych kultur se nachazi v rané fazi. Stale jsou objevovany nové druhy NSLAB a do bu-

doucna se ptredpoklédda i mozné Castéjsi vyuziti [1].
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4 MIKROBIOLOGIE ZRANI PRIRODNICH SYRU A MOZNOSTI
SLEDOVANI VYVOJE MIKROFLORY

Bakterie, kvasinky a plisn¢, jsou nedilnou soucasti syru a jsou zde pfitomny od samotného
pocatku vyroby a po celou dobu zrani. Pozitivné, ale i negativné, piispivaji k zrani bud’
piimo prostfednictvim své metabolické aktivity, nebo nepfimo uvoliovanim enzymii do
syrové matrice prostiednictvim autolyzy. Prostiedi syru podporuje rist mikroorganizmd,
avSak mikrobidlni diverzita se v pribchu zrani dynamicky méni. Na rozdil od vétSiny
mlécnych vyrobku, které vykazuji biologickou, biochemickou a fyzikdlné-chemickou sta-
bilitu, jsou syry kvili své mikrobiologické a biochemické dynamice pfirozené nestabilni.
Béhem vyroby a zrani je tedy nutno ptedpoklédat, Ze pokud mikrobiologické intervence
nejsou kontrolované, mize dochazet ke vzniku nezddoucich zmén v kvalité vyrobku [1,

32].

4.1 Zpisoby sledovani vyvoje mikroflory

Existuji dva hlavni ¢initelé podilejici se na mikrobialni diverzné syrt. Bakterie mlécného
kvaSeni (LAB), které jsou do syru pfidavany zamérné — tedy startovaci kultury a sekundar-
ni kultury, a tzv. non-starterové kultury (NSLAB), coz je v podstat¢ ndhodné pfitomna
mikroflora. Pro sledovani vyvoje mikroorganizmi v syrech je diilezité, aby mikrofléra byla
sledovéna jako jeden celek. To znamend identifikaci a charakterizaci jednotlivych kompo-

nentl. Postupy pouzivané k dosaZeni téchto cilt zahrnuji:

1) kultiva¢ni metody s fenotypovou charakterizaci
2) kultiva¢ni metody nasledované metodami charakterizace na molekularni rovni

3) metody zavislé pouze na molekuldrni charakterizaci [1, 33].

Kultivaéni metody s vyuzitim selektivné-diagnostickych pid mohou poskytovat uzitecny
prehled o mikrobidlnim slozZeni syru. Fenotypové znaky jsou vSak zavislé na podminkach
kultivace a rovnéZ je tato metoda limitovana z hlediska citlivosti, jelikoz existuji i mikro-
organizmy naro¢né na kultivaci [33].

v

Z pohledu piesné€jsiho stanoveni mikrobidlni diverzity se jako vhodné&j$i jevi metody zavis-
1¢ na molekularni charakterizaci. Tyto metody jsou nej¢astéji zaloZeny na analyze nukleo-

vych kyselin (DNA, RNA), proteinli nebo mastnych kyselin [33].
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4.2 Faktory ovliviiujici mikrobiologii syrii

Ruast mikroorganizmu v syrech je ovlivnén fadou fyzikalnich parametrti. Zasadni vliv mayji
predevsim obsah vody, koncentrace soli, pH a pfitomnost organickych kyselin a teplota
zrani.

Zvysena aktivita vody (ay) podporuje rist mikroorganizmu. Béhem prvnich fazi vyroby je
aw ~ 0,99, coz umoznuje rast startovacich kultur. Ke snizovani obsahu vody dochazi az
behem odtoku syrovatky, béhem lisovani a soleni. Bakterie pouzivané jako primarni kultu-
ry, tj. Lactococcus lactis nebo Streptococcus thermophilus maji obecné¢ vy$s$i minima ay

potiebné pro rist. Udavaji se hodnoty vyssi nez 0,93 [33, 34].

Optimalni pH pro rist mikroorganizmi se pohybuje v neutrdlni aZ mirné¢ kyselé oblasti
hodnot. V ptipadé poklesu pH pod hodnotu 5 se rist ¢asto pozastavuje. Pii akumulaci or-
ganickych kyselin v ranych fazich zrani, predevsim kyseliny mlécné, se pH syru pohybuje
v rozmezi 4,5 — 5,3, coz neumoziuje rust bakterii citlivych na nizké pH. Rovnéz nedisoci-
ované formy organickych kyselin jsou ¢innymi inhibitory ristu nezddoucich mikroorga-

nizmu [33, 35].

Mikroorganizmy podilejici se na zrani mikroorganizmi mohou byt mezofilni (optimalni
teplota ristu ~ 32 °C) nebo termofilni (optimélni teplota ristu 35-45 °C). Vysledna zraci
teplota je kompromis mezi potiebou podporovat zrani a rlst sekundarni mikrofléry a sna-
hou o zabranéni riistu nezadoucich mikroorganizmi. Vyssi teploty podporuji rychlejsi zra-
ni, avSak je zde riziko vyskytu nezddoucich zmén v texture a senzorickych vlastnosti [33,

36].

4.3 Mikrobialni diverzita zrajicich syru

Rozmanitost bakterii mlééného kvaseni v syrech je velmi Sirokd. Literarni Gdaje popisuji
pfiblizné 35 rGznych hlavnich druhi bakterii mlééného kvaseni naleZicich do 7 rodd. Ob-
vykle nejvyssi rozmanitosti je dosazeno do dvou mésicii od pocatku zrani. Pocty bunék
bakterii mlé&ného kvaseni se pohybuji v rozmezi 10® - 10° KTJ g n&kolik mésicti béhem
zrani, avSak béhem této doby dochdzi ke zménam druhového zastoupeni. Zpocatku zde
prevazuji vysoké pocty LAB, které byly pouzity jako startovaci kultury. Jejich pocet se
postupné s dobou zrani snizuje. Naopak pocty NSLAB, které byly plivodné nizké
(10%-10° KTJ g ') se mohou zvysovat a ve vysledku doséhnout 10’-10° KTJ g po nékolika
mésicich zrani [14, 32, 37, 38].
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Mikrobialni diverzita byla sledovana naptiklad u zrajiciho syru ¢edar, kde byly nejéastéji
izolovany Lb. paracasei, Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. brevis. Naopak
u holandskych syra, jako je gouda, je biologickd rozmanitost LAB zdokumentovana jen
slabé. Ze syru gouda byly nejcastéjSimi izolaty Lactococcus lactis, z non-starterovych kul-
tur pak Lb. casei, Lb. paracasei a Lb. rhamnosus. Vys$§i mikrobialni rozmanitost obecné
vykazuji syry vyrabéné z tepeln€ neosetieného mléka v porovnani se syry, které byly vyro-
beny z pasterizovaného mléka. NSLAB jsou vSak v pasterizovaném mléce stale pfitomny,
jelikoz nekteré druhy laktobacilii a enterokokl jsou schopny ptrezit pasteracni teploty [1,

39, 40, 41, 42].

4.3.1 Interakce mezi LAB a NSLAB

V pivodni suroving, tedy v mléce, se zpocatku pocet laktobacili pohybuje okolo
10> KTJ ml™ pii zachovani spravnych hygienickych podminek. Piitomné laktéza nejprve
podporuje rast startovacich kultur, avSak po vyCerpani substratu dochazi k postupnému
zpomaleni riistu. Naopak dochazi ke zvySovani poctu non-starterovych bakterii. Nékteré
studie naznacuji, ze NSLAB jsou schopny vyuzivat i jiné alternativni zdroje pro svij rist.
Naptiklad lyzaty starterovych LAB mohou slouzit jako zdroj energie pro NSLAB. Bakteri-
alni autolyza nastava praveé po vycerpani zdroji uhliku, poptipadé¢ se jedna o reakci na za-
hiivani nebo pfitomnost soli. VEétSina NSLAB je schopna fermentovat ribozu, coz indukuje
acetat kinazovou cestu pentdézoveého cyklu a zisk dalsi energie ve formé ATP [1, 20, 32,

43].
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5 MOLEKULARNE-BIOLOGICKE METODY VYUZIVANE
V MIKROBIOLOGII POTRAVIN

Jelikoz mnoho bézn¢ se vyskytujicich mikroorganizmti neni mozno kultivovat v laborator-
nich podminkach, molekularné-biologické metody umoziuji detekci 1 obtizné kultivova-
telnych mikroorganizmi. Principem molekularné-biologickych metod je analyza nukleo-
vych kyselin, které byly izolovany z urcitého vzorku, a je zde tedy zahrnuta cela mikrobi-
alni populace. Separace jednotlivych molekul nukleovych kyselin probihd pomoci polyme-
razové fetézové reakce (PCR), vétSinou v kombinaci s denaturac¢ni gradientovou gelovou
elektroforézou (DGGE). Postup pro detekci mikroorganizmii pomoci molekularné-
biologickych metod zahrnuje izolaci nukleovych kyselin (nejcastéji DNA), amplifikaci
DNA, detekci PCR produktli a naslednou identifikaci mikroorganizmt [44, 45, 46].

5.1 Izolace DNA

Izolace mikrobidlni DNA z potravin je pomérn¢ slozity proces, v porovnani s izolaci DNA
z kultiva¢nich médii, jelikoz potraviny jsou heterogenni smési, které¢ kromé mikroorgani-
zmil obsahuji 1 jiné sloZky. Predev§im se jedna o latky organického plivodu, tedy sachari-
dy, bilkoviny, lipidy, organické kyseliny, alkoholy apod. Anorganické latky se zde nacha-

zeji predevsim ve formé soli nebo ionth [46, 47, 48].

Vyse uvedené chemické slou¢eniny mohou pusobit jako tzv. PCR inhibitory, proto ma
extrakce DNA o dostatecné koncentraci a Cistot¢ zdsadni vyznam. Proces ziskani DNA je

kombinaci fyzikalnich a chemickych metod, které zahrnuji 4 klicové body:

- homogenizace vzorki

aplikace lyzac¢nich ¢inidel

precisténi vzorkl za pomoci pufri, detergenti nebo enzymu

extrakce DNA za vyuziti organickych ¢inidel [48]

Pro homogenizaci jsou vyuZzivany homogenizacni zafizeni, tzv. stomachery, poptipadé
mixéry. Jako lyzac¢ni €inidla jsou nejcastéji vyuzivany lysozym, proteinaza K nebo muta-
nolysin, které jsou schopny rozrusSovat stény bakterii. Pfedev§im nékteré druhy grampozi-
tivnich mikroorganizmi jsou odolné vici lyzaénim cinidlim diky chemickému sloZeni
jejich bunééné stény. V tomto piipadé mize byt vhodna i mechanicka lyza bungk, ktera je
zalozena na rozbijeni bunécnych stén bakterii za vyuziti mikro¢astic v kombinaci

s vibracemi pfi vysokych rychlostech [48, 49].
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Extrakce DNA se provadi za vyuziti organickych rozpoustédel. Velmi znama je metoda
extrakce pomoci fenol-chloroformu v kombinaci se srdZenim pomoci etanolu. Nicméné
vzhledem ke snaze omezit pouzivani toxickych latek je mozno dnes vyuzit k izolaci DNA
komer¢ni kity, které jsou zalozeny na vazbé DNA na pevny nosi¢. Pevnym nosi¢em muize
byt naptiklad membrana na bazi oxidu kifemicitého. Pfi vazbé DNA na dany nosi¢ dochézi
k odstranovani necistot pomoci pufr a nasledné eluci z membrany za vyuziti pufru s niz-
kym obsahem soli napt. Tris-EDTA (tris(hydroxymethyl)aminopentan - ethylendiamino-
tetraoctova kyselina = TE pufr [48].

5.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR (polymerase chain reaction) je metoda pouzivana k amplifikaci specifick¢ho tseku
DNA. Tato reakce probiha v zatizeni zvaném termocykler. SloZeni reakéni smési byva
nasledujici:

mikrobialni DNA

- primery

- reakéni pufr

- DNA polymerazu (velmi casto Taq DNA polymeraza)
- chlorid hotecnaty

- smés modifikovanych nukleotidt [50]

Specifické primery jsou zde vyuZivany k ohranieni poZadovaného useku DNA, ktery je
urcen k amplifikaci. Jedna se o kratké jednotetézové useky DNA, které se navazou na jed-
notlivé konce mikrobidlni DNA. Odtud nésledné probih4 syntéza nového komplementarni-
ho fetézce DNA s pomoci DNA polymerazy. Z ptivodné jednotetézové molekuly DNA tak
vznikéa dvoufetézova molekula, kterd je poté denaturovana za vzniku dvou jednofetézovych
molekul. Ty jsou poté opét pomoci DNA polymerazy doplnény na dvoutetézové. Tento

cyklus je n€kolikrat opakovan a mikrobidlni DNA je tak n€kolikrat zmnozena [51, 52].
Jeden cyklus ma celkem 3 faze:

1) denaturace (94 °C, 30 s)
2) nasedani primert — annealing (50-65 °C, 90 s)
3) syntéza DNA (72 °C, 60 s) [52]

Tyto cykly jsou opakovany 25-35krat. Celkova doba PCR reakce trva ptiblizn€ 2-3 hodiny
[52].
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5.3 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Technika DGGE je zalozena na rozdilné mobilité ¢astecné denaturovanych molekul DNA
v gradientovém gelu. Rychlost denaturace zavisi v tomto pfipad¢ 1 na poc¢tu vodikovych
mustki. Useky obsahujici A-T pary denaturuji rychleji nez useky obsahujici G-C pary,
které jsou stabilnéjsi z divodu obsahu trojné vazby. Z toho diivodu jsou pouzivany primery
obsahujici tzv. G-C svorku, jedna se tedy o tsek bohaty na G-C pary, ktery denaturuje po-

maleji, coz ve vysledku zptsobi lepsi a viditelnéjsi prouzky pfti vizualizaci gelu.

Pro DGGE je vyuzivan polyakrylamidovy gel s postupné se zvySujici koncentraci denatu-
rujicich latek - mocCoviny a formamidu. Reakce probihd za zvysené teploty (60 °C) a v za-
vislosti na velikosti elektrického napéti probihd v fadu n€kolika hodin (az 18 h). Pro lepsi
vizualizaci je gel obarvovan, velmi Casto se pouZiva barvivo SYBR Green. Jedna se o ze-
lené fluorescencéni barvivo s vysokou afinitou k dvoutetézové DNA, které se navaze mezi
vlakna DNA a umoznuje tak vizualizaci. Vazané barvivo se adsorbuje pfi vinové délce
497-520 nm. Stejn¢ tak muze byt pouZit i ethidiumbromid (EtB), ktery mé vSak silnéjsi
mutagenni U¢inky v porovndni se SYBR Green. Z tohoto ditvodu je preferovano spiSe pou-

ziti barviva SYBR Green [52, 53, 54, 55].

5.4 Metody sekvenace DNA

V soucasné dobé existuje celd fada technik, které jsou vyuZivany pro sekvenovani DNA.
Neustale dochézi k jejich zdokonalovani, aby vyhovovaly potfebam biotechnologii. Pfede-
v§im je snaha vyvijet techniky, které by byly vysoce citlivé, rychlé a aby mnozstvi potieb-
s ndslednou analyzou dat. Separace DNA probiha pomoci elektroforézy. Nejbéznéjsi me-

tody detekce jsou zalozeny na principu fluorescence [56].

Nejstarsi technikou je Maxam-Gilbertova metoda sekvenovani, které je zaloZzena chemické
degradaci jednotlivych typti bazi. Ctyfi vzorky radioaktivné zakonéenych fragmenti jsou

Stépeny dle typu bazi, pficemz jejich separace probihd pomoci elektroforézy [56].

V soucasnosti je nejvice pouzivanou metodou Sangerovo sekvenovani. Po denaturaci DNA
analyzovaného vzorku je jednovlaknovd DNA smichana s DNA polymerdzou, primery,
deoxyribonukleotid trifosfaty vSech Ctyf bazi a smés je rozdélena do ctyi zkumavek. Ke
smeési je pfidan do kazdé zkumavky vzdy jeden typ dideoxynukleotid trifosfatu (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP), které se nahodné zacleni do syntetizovaného fetézce misto pii-
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slusného deoxyribonukeotid trifosfatu. Separace fragmentt probiha opét pomoci elektrofo-
rézy. Naslednd analyza zahrnuje znaceni fragmenti DNA fluorescen¢nimi barvivy a po

analyze kapilarni elektroforézou je vysledkem sekvenogram [56, 57, 58].

5.4.1 Sekvenovani druhé generace (NGS)

I presto, ze Sangerova metoda stale patii mezi nejpouzivanéjsi techniky sekvenovani DNA,
v soucasnosti se ¢asto vyuzivaji i nové objevené metody tzv. sekvenovani druhé generace
(NGS — Next Generation Sequencing). Principem téchto metod je paralelni sekvenovani
milioni fragmentd DNA, coz ve vysledku vede k ziskani velkého mnozstvi dat, které
umoznuji presné nahlédnuti do urcité variace DNA. Metoda NGS muze byt pouzita pro
sekvenovani specifickych oblasti genu nebo i celych genomt. Sekvenovani druhé generace
ma uplatnéni napiiklad v klinické genetice pfi zkoumani genovych mutaci, v mikrobiolo-
gii, kde nahrazuje klasické kultivaéni metody pro charakterizaci mikroorganizmil.
V potravinafstvi je mozno vyuzit metod zalozenych na analyze DNA pro zkoumdani pfi-
padného falSovani potravin. Rovnéz ma své vyuziti i v onkologii, jelikoz se ptredpoklada,
ze rakovina je zpusobena somaticky ziskanymi mutacemi a jedna se tedy o onemocnéni
genomu. Hlavni nevyhodou NGS vSak zlistdva zavedeni poZadované infrastruktury,
zejména se jednd o kapacitu pocitace a tlozisteé, a také potieba kvalifikovaného persondlu
pro zpracovani komplexni analyzy a interpretaci dat, coZ ve vysledku znamend, ze NGS

metoda je v porovnani se Sangerovou metodou nakladngjsi [59, 60, 61].
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

6 CILPRACE

Cilem prace bylo zhodnotit rst a druhové zastoupeni mikroflory v modelovych vzorcich
syru holandského typu od pocatku vyroby a béhem zrani za vyuziti kultiva¢nich metod a

molekularné-biologickych metod.
Dil¢i cile prace zahrnovaly:

- sledovani vyvoje mikroflory vné a uvnitf syru
- zhodnoceni, zda typ obalu ovliviiuje slozeni mikroflory
- zhodnoceni a porovnani mikrobidlniho zastoupeni s modelovymi vzorky, u nichz

byla pouzita odlisna startovaci kultura.
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7 KULTIVACNI STANOVENI

Modelové vzorky byly odebirany v piedem dané dny, piicemz kultivac¢ni stanoveni bylo
provedeno v den odbéru. Modelové vzorky se liSily v zavislosti na piidané kultufe a dru-
hem zraciho obalu. Kromé vzorkl syrii bylo v den vyroby navic provedeno kultivaéni sta-
noveni mikroorganizmt mléka (pfed pasteraci a po pasteraci), které¢ bylo pouzito pro vyro-
bu, a provozniho zakysu. Vzorky urcené pro izolaci DNA bylo mozno zmrazit a uchovat

pii -80 °C, aby izolace DNA mohla byt efektivnéji provedena az pii vétSim poctu vzorkd.

7.1 Znaceni vzorku

Pti kultivaénim stanoveni bylo pouzito jednoduché oznaceni vzorkil syrt kody, které byly
odvozeny od pouzité kultury a druhu obalového materidlu (tab. 1). Jednotlivé misky byly
navic vzdy oznaleny pfislusSnym datem odbéru a mistem, z které ¢asti syru byl vzorek
odebran (O — okraj, S — stfed). Pii izolaci DNA bylo pouzito znaceni ¢isly (tab. 2). Vzorky
odeslané na sekvenaci byly rovnéz oznaceny ¢isly, kdy kazdé Cislo predstavovalo vyfezany

prouzek DNA z gelu (obr. 6).

Tab. 1: Znaceni vzorki syru pri kultivacnim stanoveni

Kodd vzorku Druh obalového materialu Kultura
KN Lactococcus lactis subsp. lactis
PN Plasticoat Lactococcus lactis subsp. cremoris
DN Lactobacillus casei
KV Lactococcus lactis subsp. lactis
PV Potravinaisky vosk Lactococcus lactis subsp. cremoris
DV Lactobacillus casei

- K- bézna zakysova kultura (kontrolni vzorek),
- P — kmen produkujici biogenni aminy,

- D — kmen degradujici biogenni aminy,

- N -—obal Plasticoat,

-V — obal potravinarsky vosk
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Tab. 2: Priklad znaceni vzorkii pri izolaci DNA

Cislo vzorku Kaéd vzorku Odebrana ¢ast Datum odbéru
43 DVO syr okraj
44 DVS syr stied
45 KVO syr okraj
46 KVS syr stted >0
47 PVO syr okraj
48 PVS syr stfed
49 KNO syr okraj
50 KNS syr stred
51 PNO syr okraj e
52 PNS syr stfed
53 DNO syr okraj
54 DNS syr stfed

Zarizeni a pomucky:

e Viahy (KERN)

e Laboratorni sklo

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)
e Plastové sacky

e Plynovy kahan

e Stomacher Lab Blender 400 (Seward)

e Vortex-Genie 2 (QUIAGEN)

e Chemikalie: 70% etanol, sterilni destilovana voda, sterilni fyziologicky roztok

Pouzité kultivaéni pudy:

e Masopeptonovy agar (MPA; HiMedia)) — celkovy pocet aerobnich a fakultativné
anaerobnich mikroorganizma (CPM)

e Slanetz-Bartley agar (SB; HiMedia) — stanoveni enterokoku

e Endo agar (HiMedia) — stanoveni enterobakterii

e MI17 agar (Merck) — stanoveni mléénych kokii
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e MRS agar (deMan-Rogosa-Sharpe agar; Merck) — stanoveni laktobacilii (mlé¢nych
tyCinek)
e Agar s glukdzou, kvasnicnym extraktem a chloramfenikolem (CHYGA; HiMedia)

— stanoveni kvasinek a plisni

Vzorky byly odebirany z vnéjsi a sttedové ¢asti syru. K 5 g odebraného vzorku bylo ptida-
no 45 ml sterilni destilované vody. Takto pfipraveny vzorek v plastovém sacku byl nasled-
n¢ vlozen do stomacheru a homogenizovan po dobu 5 minut. Po vyjmuti z homogenizacni-
ho zafizeni bylo pipetovano 500 pl vzorku do zkumavek se 4500 pl sterilniho fyziologic-
kého roztoku. Obsah zkumavky byl dikladné¢ promichan na vortexu. Z ptipravené zku-
mavky bylo odebrano 500 pl vzorku a opét pieneseno do dalsi zkumavky s fyziologickym

roztokem. Timto postupem bylo provedeno tzv. desitkové fedéni vzork.

Na jednotlivé plotny s kultiva¢ni piidou bylo pipetovano vzdy 100 pl pfipravené suspenze
o urcitém fedéni. Suspenze byla dukladné rozetiena sterilni hokejkou a ponechdna

uschnout. Kultivace probihala dle typu kultivaéniho média:
- 24 h pfi teploté 30 °C — CPM, mlécné koky,
- 24 h pti teploté 37 °C — enterobakterie, enterokoky
- anaerobni kultivace 48 h pfi teplot€ 30 °C — mlécné ty€inky

- 5 dni pfti teploté 25 °C — kvasinky a plisné

Po kultivaci byl spocitan nartst jednotlivych kolonii.
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8 IZOLACE DNA

Izolace DNA z modelovych vzorkl byla provedena za vyuziti komeréniho kitu PowerFood
Microbial DNA Isolation Kit (Quiagen), ktery je specialn¢ urcen pro izolaci mikrobialni
DNA z potravin. Vyuziti komeréniho kitu je efektivni z hlediska poskytovani dostate¢né

koncentrace a istoty DNA.

8.1 Priprava vzorkii pro izolaci DNA

Zatizeni a pomucky:

e Vihy (KERN)

e Laboratorni sklo

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)
e Plastové sacky

e Plynovy kahan

e Stomacher Lab Blender 400 (Seward)

e Vortex-Genie 2 (QUIAGEN)

e Centrifuga Hermle Z 300 K (Biotech)

e Chemikalie: 70% etanol, sterilni destilovana voda

Modelové vzorky byly opét odebirdny z vnéjsi a stfedové ¢asti syru. K 5 g vzorku bylo
pridano 15 ml sterilni destilované vody a cely obsah byl homogenizovan po dobu 5 minut.
Homogenizovana suspenze byla prefiltrovana pres sterilni gazu do 15ml plastovych zku-
mavek. Zkumavky s pfipravenou suspenzi byly centrifugovany 20 minut pfi teploté 4 °C.
Vznikly supernatant byl postupné odpipetovan a sediment byl ndsledné pouZit pro izolaci

mikrobialni DNA.

8.2 1Izolace DNA

Zarizeni a pomucky:

e PowerFood Microbial DNA Isolation Kit (QUIAGEN)
e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)

e Vortex-Genie 2 (QUIAGEN)

e Vortex V-1 plus (Biosan)

e Termostat blokovy Bio TDB-100 (Biosan)
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Centrifuga minispin plus (Eppendorf)

Ostatni jednorazové plastové a ochranné pomucky

Postup pii izolaci DNA byl proveden na zaklad¢ ptilozeného navodu od vyrobce komerc-

niho kitu:

1.

10.

K ziskanému bunéénému sedimentu po centrifugaci v kapitole 8.1 bylo ptfidano
450 wl roztoku PF1 (lyza¢ni roztok). Pfed pouzitim byl roztok zahtat na teplotu
55 °C, aby nedoslo k jeho vysrazeni. Za ucelem lepsiho rozpousténi byly zkumavky
s lyzanim ¢inidlem promichdny na vortexu.

Resuspendované bunky byly premistény do rozbijecich zkumavek. Zkumavky byly
umistény do vortexového adaptéru do horizontalni polohy a intenzivné promicha-
vany pii nejvyssi rychlosti po dobu 10 min.

Obsah rozbijecich zkumavek byl centrifugovan 1 min pii 14 500 RPM (revolutions
per minute - pocet ota¢ek za minutu). Pii tomto kroku jsou rozbité buniky shromaz-
d'ovany po stranach zkumavky, zatimco DNA ziistava v supernatantu. Supernatant
byl poté ptenesen do €isté 2ml zkumavky.

K supernatantu bylo ptidano 100 pl roztoku PF2, ktery slouZi k odstranéni organic-
kych a anorganickych sloucenin a zbytkti bun¢k. Smés byla kratce promichana na
vortexu a nasledné inkubovéana 5 min pfi teplote 4 °C.

Poté byla smé&s centrifugovana 1 min pfi 14 500 RPM.

Supernatant obsahujici DNA byl ptenesen do €isté 2ml zkumavky. K supernatantu
bylo pfidano 900 pl roztoku PF3. Smés byla kratce promichana na vortexu. 600 pl
smési ve zkumavce bylo pfeneseno do kolonky a centrifugovano 1 min pfi
14 500 RPM. Prefiltrovana tekutina byla vylita. Tento krok bylo podle navodu pfi-
lozeného vyrobcem nutno rozd¢lit na 3 faze.

Kolonka se zachycenou DNA byla pfemisténa do Cisté 2ml zkumavky a naplnéna
650 pl promyvaciho roztoku PF4. Vzorky centrifugovany po dobu 1 min.

Do kolonky bylo pfidano 650 pl promyvaciho roztoku PF5. Obsah byl opét centri-
fugovan (1 min, 14 500 RPM), aby doslo k odstranéni zbytkli roztoku PF4
z membrany.

Ptefiltrovana tekutina byla ze zkumavky vylita a kolonka byla opét centrifugovéana,
po dobu 2 min pii 14 500 RPM za tc¢elem odstranéni roztoku PFS5.

Kolonka byla pfenesena do Cisté 2ml zkumavky. Do kolonky bylo ptfidano 30 pl

roztoku PF6 (elu¢ni pufr). Pfed samotnou centrifugaci byla kolonka ponechana
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10 min pfi pokojové teploté, z divodu lepSiho uvolnéni DNA z membrany do puf-
ru.
11. Kolonka byla centrifugovana po dobu 1 min pii 14 500 RPM a nasledn¢ byla ze

zkumavky vyjmuta.

Mnozstvi DNA bylo zméteno pomoci fluorimetrické spektroskopie.

8.3 Meéreni koncentrace DNA

Zarizeni a pomucky:

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)
o QFX fluorimetr (DeNovix)
e AccuGreen High Sensitivity dsDNA kit (Biotium)

Na zékladé mnozstvi vzorki byla pfipravena smés pufru a fluorescenc¢niho barviva (mnoz-
stvi pro jeden vzorek: 200 ul pufru a 1 pl barviva). Pfipravena smés byla napipetovana do
malych zkumavek v mnozstvi 190 pl. Ke smési bylo pfiddno 10 pl DNA. Princip méteni
DNA fluorimetrickou metodou spociva v excitaci a emisi pouzitého fluoroforu. Fluorofor

je detekovan pomoci ptistroje, ktery je vybaven filtry pro detekci zelené fluorescence [62].
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9 METODA PCR-DGGE

Polymerazova tetézova reakce se provadi z diivodu namnozeni konkrétniho tiseku ohrani-
¢en¢ho specifickymi primery za ucelem zisku vyssi koncentrace DNA. Princip polymera-
zové fetézové reakce byl podrobnéji popsan v kapitole 5. 2. Byly provedeny 2 amplifika¢ni
kroky, které se odliSovaly poctem cykli a druhem pouzitych primert (viz déle). Po dvou
amplifikacnich krocich nasledovala denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE),

jejiz princip je podrobnéji popsan v kapitole 5. 3.

9.1 Polymerazova retézova reakce

Zarizeni a pomucky:

e PCR box AURA PCRTM (BIOAIR)

e Vortex V-1 plus (Biosan)

e Termocykler AerisTM (ESCO)

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)

e Ostatni jednordzové plastové a ochranné pomticky

e Chemikalie: sterilni destilovana voda pro PCR, GoTaq Hot Start Green MasterMix
(Promega), primery (FD1, RD1, 341F-GC, 907R)

9.1.1 1. amplifika¢ni krok

Prvni amplifikacni krok slouzi pfedev§im ke zmnoZzeni useku 16S rDNA. Celkovy objem
reakéni smési byl 20 pl. Reakéni smés (tab. 3) byla napipetovana do sterilnich PCR stripi.
Jeden PCR strip je sloZzen z 8 mikrozkumavek s vi¢ky. Do kazdé mikrozkumavky byl
k reakéni smési piidan 1 pl izolované DNA. PCR stripy byly poté vloZzeny do termocykle-
ru. Podle druhii pfiddvanych primert byl nastaven teplotni a Casovy profil PCR reakce

(tab. 4). Po skonceni reakce byly produkty pouzity ve 2. amplifika¢nim kroku.
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Tab. 3: Slozeni reakcni smesi pro 1. amplifikacni krok
Slozky MnozZstvi pro 1 reakci [pl]

Sterilni destilované voda 7

Master mix 10

Primer FDI1 1

Primer RD1 1

DNA 1
Tab. 4: Teplotni a casovy profil prvni reakce

Faze PCR Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykla

Pocatecni denaturace 95 120 1
Denaturace 95 30
Nasedani primeru (annealing) FD1 60 30 9
Elongace 72 90
Denaturace 95 30
Nasedani primeru (annealing) RD1 56 30 24
Elongace 72 90
ZavereCna extenze 72 600 1

9.1.2 2. amplifika¢ni krok

Druhy amplifika¢ni krok slouZzi opét k dalSimu zmnozeni useku 16S rDNA. Jsou vSak vyu-

Zivany jiné primery, jelikoZ poté nasleduje separace DNA pomoci techniky DGGE. Pro

lepsi vizualizaci gelu po DGGE jsou vyuzivany primery, obsahujici tzv. G-C svorku. G-C

svorka je usek bohaty na G-C pary (tab. 7), ktery denaturuje pomaleji, coz ve vysledku

zplisobi ostfejsi a 1épe viditelné prouzky pii vizualizaci gelu (viz kapitola 5.3). Celkovy

objem reakéni smési pro druhy amplifika¢ni krok byl 30 pl. SloZeni reakéni smési je uve-

deno v tab. 5, teplotni a ¢asovy profil PCR reakce je uveden v tab. 6.
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Tab. 5: Slozeni reakcni smesi pro druhy amplifikacni krok

Slozky MnozZstvi pro 1 reakci [pl]

Sterilni destilovana voda 10,5

Master mix 15,0

Primer 341F-GC 1,5

Primer 907R 1,5

DNA 1,5

Tab. 6: Teplotni a casovy profil druhé reakce
Faze PCR Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykla

Pocatecni denaturace 95 120 1
Denaturace 95 30
Nasedani primeru (annealing) 60 30 35
Elongace 72 60
Zavérecna extenze 72 600 1

Tab. 7: Sekvence pouzitych primerii

Primer Poradi bazi
FDI1 5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ [63]
RDI 5" AAGGAGGTGATCCAGCC 3’ [63]
341F-GC 5’ (GC-svorka) CCTACGGGAGGCAGCAG 3’ [64]
G-C svorka | CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGA [64]
907R 5" CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 3’ [65]

9.2 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

9.2.1 Sestaveni aparatury pro DGGE

Zarizeni a pomucky:

¢ DGGE set sklenénych desek (C. B. S. Scientific Company)

e Gumové tésnéni pro DGGE (C. B. S. Scientific Company)




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

e Svorky, spacery, vertikalni hiebinky pro DGGE (C. B. S. Scientific Company)
e Kazeta pro DGGE z plexiskla (C. B. S. Scientific Company)

Postup pro sestaveni aparatury pro DGGE byl nasledujici:

1. Sklenéné desky byly pied pouzitim diikladn€ omyty etanolem a vylestény.

2. Po obvodu zaobleného skla bylo natazeno tésnéni do tvaru pismene U. Sklo bylo
poté polozeno na laboratorni stiil trubkovitou ¢asti t€snéni nahoru.

3. U vnitinich okraji tésnéni byly umistény spacery (odd€lovace), které zajistovaly
vytvofeni prostoru mezi sklenénymi deskami.

4. Na sklo s tésnénim bylo polozeno siln¢jsi sklo s vyfezem. Skla byla po obvodu za-

jisténa klipsy. Takto sestavena aparatura byla postavena do vertikalni polohy.

9.2.2 Priprava gelu

Zarizeni a pomucky:

e Analytické vahy ADVENTURER Pro d=0,0001 g (OHAUS)

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)

e (QGradient maker, 2x 20 ml (C. B. S. Scientific Company)

e Magnetické michadlo v€etné magnetlh Hei-Mix S (Heidolph)

e Mini-peristaltickd pumpa MPP-100-220 (C. B. S. Scientific Company)

e Ostatni jednorazové plastové a ochranné pomucky

e Chemikalie: sterilni destilovana voda, 70% ethanol, 40% bis-akrylamid, amonium

persulfat, mocovina, formamid, tetramethylethylendiamin

Pro pfipravu gelu byly pouzity denatura¢ni roztoky, obsahujici akrylamid (Sigma-
Aldrich/Merck), formamid (Sigma/Aldrich/Merck) a mocovinu (Sigma-Aldrich/Merck).
Tyto roztoky byly pfipraveny v 30% a 70% koncentraci (tab. 8).

1. Pted pfipravou gelu byly marker gradientu, spojovaci hadicka a jehla dikladné
promyty destilovanou vodou. Po promyti byly oba ventily markeru gradientu uza-
vieny a jehla byla umisténa mezi skla aparatury pro ptipravu gelu.

2. Do 50ml plastové zkumavky bylo odméteno 15 ml 30% denaturacniho roztoku.

Stejné mnozstvi 70% denaturacniho roztoku bylo odméteno i do druhé zkumavky.
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. Nasledné bylo do kazdé zkumavky ptidano 104,4 pl 10% roztoku APS (persiran

amonny — amonium persulfat; Sigma-Aldrich/Merck) a 6,5 ul TEMED (tetramethy-
lethylendiamin; Sigma-Aldrich/Merck). Zkumavky byly dikladné promichéany.

Do levé ¢asti markeru gradientu byla nalita smés obsahujici 30% denatura¢ni roz-
tok a do pravé Casti byla nalita smés obsahujici 70% denaturaéni roztok.

Bylo zapnuto magnetické michani a zaroven mini-peristaltickd pumpa. Oba ventily
byly soucasn¢ otevieny.

Po naplnéni prostoru mezi skly byl do aparatury zasazen hiebinek s 22 zuby.

Polymerace gelu trvala pti pokojové teploté piiblizné 1 hodinu.

Tab. 8: Slozeni denaturacnich roztoki

Slozka 30% roztok 70% roztok
40% bis-akrylamid [ml] 18,8 18,8
Formamid [ml] 12,0 28,0
Mocovina [g] 12,6 29.4
50% TAE pufr [ml] 2,0 2,0

9.2.3

Pribéh elektroforézy

Elektroforeticky tank obsahujici 1% TAE pufr (Tris-acetat-EDTA; Sigma-
Aldrich/Merck) byl vytemperovan na teplotu 60 °C.

. Z ptipraveného gelu byl opatrné vyjmut hiebinek. Rovnéz byly odstranény 1 svorky

a tésnéni na spodni hrané desek bylo uvolnéno.

Sklenéné desky s gelem byly vyiezem dovnitf pfiloZzeny ke kazeté z plexiskla a za-
jistény svorkami.

Kazeta byla ponofena do tanku s pufrem. Ke kazeté byla pfipojena hadicka, ktera
zajistovala protékani pufru vytvorenym prostorem mezi sklem a kazetou.

Jamky byly dikladné¢ vymyty pufrem s pomoci pipety, aby doslo k odstranéni
zbytkli nezpolymerovaného roztoku.

Do jamek bylo nasledn€ nanaseno 8 pl PCR produktu, pti¢emz do prvni a posledni
jamky bylo naneseno 6 pl markeru Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo
Scientific).

Elektroforéza probihala pfi napéti 90 V po dobu 999 minut.
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9.2.4 Barveni a vizualizace gelu

Zatizeni a pomucky:

e Ttepacka Titramax 100 (Heidolph)

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)

e UVP Visi-Blue transiluminator (Analytik Jena)

e Chemikalie: 1% TAE puft, barvivo SYBR Green (ThermoFisher Scientific)

1. Barveni gelu po elektroforéze probihalo v barvici lazni, ktera byla pfipravena od-
meétfenim 400 ml 1% TAE pufru. K pufru bylo ptidano 40 pl fluorescenéniho barvi-
va SYBR Green (ThermoFisher Scientific).

2. Kazeta se sklenénymi deskami byla vyjmuta z tanku. Po odstranéni tésnéni a space-
i byla skla od sebe opatrné oddélena, aby nedoslo k poskozeni gelu. Zaroven byl
cely proces provadén tak, aby gel ziistal na silnéj$im skle s vyrezem.

3. Sklenénd deska s gelem byla vlozena do barvici 14zn¢ a celda nadoba byla prekryta
hlinikovou folii.

4. Barveni probihalo 30 minut pfi mirném protiepavani ldzné na tfepacce, aby doslo
k dikladnému obarveni gelu.

5. Obarveny gel byl pfenesen ze skla na transiluminator a prosvicen modrym svétlem.

Pomoci programu GeneSnap byla pofizena fotografie osviceného gelu.

9.2.5 Purifikace, sekvenace DNA a identifikace mikroorganizmii

Vybrané tseky DNA (prouzky; bandy) byly po vizualizaci z gelu vyfiznuty skalpelem a
vloZzeny do 1,5ml sterilnich eppendorfovych mikrozkumavek se sklenénymi kuli¢kami.
Nasledné bylo do zkumavek ptfidano 200 pl destilované vody uréené pro PCR a obsah
zkumavek byl michan na vortexu v horizontalni poloze po dobu 30 minut. Vzorky byly

poté ponechdny 24 h pfi teploté 4 °C, aby doslo k difuzi DNA z gelu do vodného prostiedi.

Nasledné¢ byla provedena PCR, kdy slozeni reakéni smési bylo obdobné jako v druhém
amplifikaénim kroku (viz tab. 5). Rozdil byl pouze v pouzZitém primeru, kdy namisto 341F-
GC byl pouzit primer 341F. Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce byl rovnéz stejny jako v
druhém amplifikacnim kroku (viz tab. 6).

Purifikace byla provedena za pomoci kitu NucleoMag 96 PCR (Macherey-Nagel), ktery
vyuziva principu reverzibilni adsorpce nukleové kyseliny na paramagnetické kulicky obsa-

zené ve specidlnim puftru.
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Postup purifikace DNA (PCR produktu) byl nasledujici:

1.

Jelikoz byl objem PCR produktu 30 pl, dle ndvodu bylo nutno navysit objem na
50 ul. Ke kazdému PCR produktu bylo ptidano 20 pl sterilni destilované vody ur-
¢ené pro PCR reakce. Takto pfipravena smés byla napipetovana do specidlni mag-
netické desticky (obr. 2)

Naésledné bylo ke kazdému PCR produktu v magnetické desticce pridano 150 pl
roztoku, ktery byl pfipraven smichdnim 138 pl vazebného pufru MP1 a 12 pl roz-
toku NucleoMag P-Beads, ktery obsahoval paramagnetické kulicky. Desticka se

smési byla poté michana na ttepacce po dobu 5 min.

. Po promichani byla desticka poloZzena na magneticky separator (obr. 3) po dobu

2 minut. Supernatant byl odstranén.

Desticka byla sejmuta z magnetického separdtoru a sediment byl promyt 300 pl
roztoku MP2. Smés byla promichdna pomoci pipety a desticka byla opét vlozena na
magneticky separator na dobu 2 min. Po separaci byl supernatant odstranén.
Nasledovalo promyti 300 pl roztoku MP3, kdy smés byla opét michana za pomoci
pipety a magneticky separovana po dobu 2 minut. Po separaci byl vzdy odstranén
supernatant. Tento krok byl opakovén celkem 2x.

Sediment na dné desticky byl poté dikladné vysusen pii teplot¢ 55 °C po dobu
10 minut.

K vysusenému sedimentu bylo pfidano 50 pl roztoku MP4, smés byla promichana
pomoci pipety a inkubovana 5 minut pii pokojové teploté. Nasledovala magneticka
separace po dobu 2 minut a pfeneseni supernatantu do elucni desticky.

Takto ptfipravené vzorky byly pfeneseny do mikrozkumavek s ptisluSnym oznace-
nim vzorku. Vzorky bylo moZno kratkodob& uchovat pii teploté 4 °C, nez byly

odeslany na sekvenaci. Sekvenace byla provedena spolecnosti SEQme s.r.o.
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Obr. 2: Magneticka desticka [66]

Obr 3: Magneticky separator [67]
Obdrzené vysledky ze sekvenace bylo nejprve nutno opravit v programu GATCViewer.
Oprava byla provedena na zakladé kontroly chromatogramu, kdy byly doplnény chybéjici
nukleotidy, poptipadé byly nekteré nukleotidy nahrazeny. Nasledn¢ byly zjisténé nukleoti-
dové sekvence porovnavany se znamymi sekvencemi bakterii v databazi BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool). Tato databaze je zaloZena na principu vyhleddvani nejvice
podobnych sekvenci bakterii k zadané sekvenci DNA. Program vypiSe jednotlivé druhy
bakterii s nejvice podobnou sekvenci véetné spolehlivosti identifikace. Idealni spolehlivost

identifikace se pohybuje v rozmezi 96-99 %.

Vysledky vzorkl analyzovanych metodou NGS byly zpracovany spolecnosti SEQme s.r.0.
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

10.1 Kultivaéni stanoveni

Bylo pouzito celkem 6 druhii kultivac¢nich ptid. Kultiva¢ni stanoveni bylo pouzito jako
referencni ukazatel, kdy byla sledovéna pfitomnost indikatorovych mikroorganizmii za
vyuziti selektivné-diagnostickych ptd. V pifipadé vyznamnych rozdili byla vypocitana

hodnota KTJ mI™ (poget kolonii tvoticich jednotek na 1 ml vzorku):

primeérny pocet kolonii

_ -1
hodnota redéni x 10 = KTJ ml

Piida MPA (masopeptonovy agar) je univerzalni kultivaéni médium, které je vyuzivano ke
stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorgani-
zmu. Je vhodné spise pro rdst nenarocnych, respektive méné naro¢nych, bakterii. Jiz od
pocatku bylo mozno na této pid¢ pozorovat velky nartist bakterii, ktery se s postupem zra-
ni pfili§ nemenil. Je to pravdépodobné dano tim, Ze behem zrani se celkovy pocet mikroor-
ganizmul nesniZuje, pouze se meéni jejich druhové zastoupeni. Z tohoto diivodu byly vyuZzi-
ty prave selektivné-diagnostické ptidy. Vyznamné rozdily v po¢tu mikroorganizmi mezi
jednotlivymi druhy obalG nebyly zaznamenany. Rovnéz nebyly pozorovany vyznamné
rozdily v po¢tu mikroorganizmtl v ptipadé odbéri z okraje nebo stfedu. Celkovy pocet
mikroorganizmi byl ur€ovan i u surovin pouzitych pro vyrobu, tedy u mléka pred zahte-
vem a po zahievu. Celkovy pocet mikroorganizmil v nepasterizovaném mléce by nemél
prekrogit 10° KTJ ml™. V piipadé piekrogeni této hodnoty se mize jednat o nezadouci
zdravotni stav zvifete, od kterého bylo mléko ziskano, popiipadé o nespravnou sanitaci
prostifedi a pouzitych zafizeni. Pofet mikroorganizmil v nepasterizovaném mléce byl cca

3,8.10* KTJ ml™.

CHYGA agar (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar) je selektivné-diagnostickd ptida,
vyuzivand pro zjisténi pfitomnosti a poctu kvasinek, poptipad€ plisni, v mlécnych produk-
tech. Pfitomnost kvasinek a plisni byla zaznamenédna u vzorkii mléka, které bylo pouzito
pro vyrobu. V piipad¢ nepasterizovaného mléka byla vypocitdna primérna hodnota kolonii
tvoficich jednotek 1,9.10* KTJ ml™. U pasterizovaného mléka byl podet kolonii v priméru
45 KTJ ml". Nepasterizované mléko obsahuje velmi riznorodou mikrofloru, které zahrnu-

je bakterie, kvasinky i plisn¢. Po pasteraci dochdzi k vyznamné, ne vSak uplné, redukci
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poc¢tu mikroorganizmi [1]. Kvasinky a plisné mohou byt v nepasterizovaném mléce pfi-
tomny. Jedna se pravdépodobné o kontaminanty z vnéjSiho zpracovatelského prostiedi. Po
tepelném zahievu nemusi byt zcela inhibovany z divodu mozné tvorby spor, které jsou
tepelné rezistentni [68]. U modelovych vzorkli nebyla zaznamenana ptitomnost kvasinek
ani plisni. Zdivodnénim by mohl byt fakt, ze jiz v ranych fazich zrani dochazi k rychlému
snizovani pH syru diky rychlému pomnozeni startovacich kultur, které¢ produkuji kyselinu
mlécnou. Nizké pH mize zpomalovat rist plisni, které pottebuji delSi dobu pro sviij rist
nez bakterie. DalSim faktorem, ktery muze ovlivnit rast plisni je i pfitomnost obalového
materialu, ktery zabranuje piistupu vzduchu (kysliku) a omezuje kontaminaci povrchu syru
plisnémi.

Pro zjisténi pfitomnosti a poctu enterobakterii je vyuzivana ptida Endo. Jeho selektivita je
vytvofena kombinaci sifi¢itanu a bazického fuchsinu, které potlacuji riist gram-pozitivnich
bakterii. U nepasterizovaného mléka byl zjistén pocet mikroorganizmi cca 100 KTJ ml™.
U pasterizovaného mléka nebyla zjisténa pfitomnost koliformnich bakterii. Koliformni
bakterie zpravidla neptezivaji pasteracni zahfev. Tudiz jejich pfipadna pfitomnost ve vy-
sledném vyrobku je spiSe disledkem sekunddrni kontaminace zptisobené nespravnou ma-
nipulaci pfi vyrobé. U Zadného z modelovych vzorki syrii nebyla zjisténa pfitomnost koli-

formnich mikroorganizmti béhem zrani.

Pro stanoveni pfitomnosti bakterii rodu Enterococcus byl vyuzit Slanetz-Bartley agar. En-
terokoky jsou bakterie nenaro¢né na kultivaci v porovnani s jinymi bakteriemi, jsou tedy
schopny rist na této selektivné-diagnostické piidé. V nepasterizovaném mléce byla zjist€na
pritomnost enterokokil v mnoZstvi cca 500 KTJ ml". U pasterizovaného mléka byl pocet
enterokokii cca 100 KTJ ml”. Pfitomnost enterokokti byla zaznamenana i pii kultivaci
vzorkl provoznich zakyst. V malém mnoZstvi byl zaznamenan rast enterokokti u modelo-
vych vzorkli béhem celé doby zrani. Enterokoky obecné patii mezi mikroorganizmy, které
jsou pomérné rezistentni vici vysokym teplotam. Rovnéz dobfe rostou v piitomnosti
NaCl. Jedna se o piirozenou mikrofloru traviciho traktu zvitat i ¢lovéka, mohou se vSak
nachazet i v pud¢, vodé€ a na rostlinach [69]. Jejich Cetnd pifitomnost mize poukazovat na
mozné fekdlni znecisténi, avSak v fadé mlécnych vyrobkli mohou mit technologicky vy-
znam [1].

Pida M17 je vyuZivana pro detekci bakterii rodu Lactococcus, ptipadné dalSich mléénych

kokt. Obsahuje glycerofosfat disodny, ktery inhibuje riist vétSiny druhti laktobacila [70].

V nepasterizovaném mléce byl pocet laktokoki cca 1,1.10* KTJ ml™. V pasterizovaném
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mléce byl naopak pocet téchto bakterii ve srovnani s nepasterizovanym mlékem pomérné
nizky, ptiblizng 700 KTJ ml™. Zna&né mnozstvi bakterii rodu Lactococcus bylo zazname-
nano v provoznich zakysech, kde Lactococcus byl pouzit jako startovaci kultura, jednalo se
konkrétné o zakysy pro syry s kodem K a P. V provoznim zakysu pouzitém pro vyrobu
syri s kodem D byly laktokoky rovnéz piitomny, avSak v niz§im poc¢tu. B¢hem zrani jed-
notlivych modelovych vzorki syrtt bylo mozno pozorovat pomérné rychly nartst bakterii
rodu Lactococcus. Nejvyssi pocet mikroorganizmt byl u vSech modelovych vzorkl za-
znamenan po dvou meésicich zrani. Poté se pocet téchto mikroorganizmii pozvolna snizoval
(obr. 4, obr. 5). Jak poukazuje obr. 1 v kapitole 2.3, je pfedpokladem, Ze poCty primarnich
startovacich kultur se po urcité dob¢ zrani snizuji na ukor rastu non-starterovych mikroor-
ganizmu. Je to dano predevsim dostupnosti substratu, v ptipadé primarnich kultur se jedna

o laktézu [1] (viz kapitola 4.3.1).

MRS agar je vyuzivan pro kultivaci bakterii rodu Lactobacillus. Jeho selektivitu zajist'uje
pritomnost acetatu sodného. Nepasterizované mléko produkované za hygienickych podmi-
nek miize obsahovat az 10° KTJ ml™ laktobacild [71]. V tomto piipadé byl po&et mikroor-
ganizmu 190 KTJ ml™, coZ priblizn& odpovida hodnot& v uvedené studii. Vé&tsina laktoba-
cili je inaktivovana tepelnym zahtfevem, avSak né€které kmeny mohou pasteracni zahiev
prezit. U vzorki pasterizovan¢ho mléka vSak nebyla zaznamenana pfitomnost laktobacilil.
Vyskyt laktobacili byl zaznamenédn u provozniho zakysu pro vyrobu syrt s kodem D, kdy
Lactobacillus casei byl pouZit jako startovaci kultura. Vyraznéjsi nartist bylo mozno pozo-
rovat rovnéZz po dvou mésicich zrani. PredevS§im u vzorkll skédy P a D (kultury
s pridavkem producenta biogennich amint - P a degradéra biogennich amint - D), u kte-
rych byl pouzit jako obalovy material potravinaisky vosk. Stejné rozdily v ristu laktobaci-
14 byly u vzorkil s kody P a D zaznamenany i v nasledujicich mésicich zrani. Modelové
vzorky balené potravinaiskym voskem vykazovaly vyS$$i narist laktobacildi, nez vzorky
balené materidlem Plasticoat, u kterych byl naopak zaznamenéan vys$$i nartst laktokokt
(obr. 4, obr. 5). Jelikoz laktobacily jsou fakultativné anaerobni, poptipad¢ i mikroaerofilni
mikroorganizmy, potiebuji pro sviij metabolizmus pouze minimalni mnoZstvi kysliku a
malé mnozstvi oxidu uhli¢itého (2 — 10 %) [72], 1ze predpokladat, ze v syrech balenych
materiadlem nepropustnym pro kyslik (vosk) mohou rlst a mnozit se. Rozdilny rist lakto-
bacilti a laktokokl pfi pouziti riznych obalovych materidli by tak mohl poukazovat na
riznou propustnost materidlu pro plyny. Laktokoky jsou obecné fazeny mezi fakultativné

anaerobni mikroorganizmy. To znamend, Ze mohou rust i bez pfitomnosti kysliku, avSak
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aerobni metabolizmus umoziuje vyssi zisk ATP [68]. Dalo by se tedy ptfedpokladat, Ze pfi
vy$$im mnozstvi kysliku (obalovy material Plasticoat) porostou rychleji laktokoky nez
laktobacily. U modelovych vzorkl s kddem K nebyl pozorovan tak vyrazny nartst lakto-

bacilti jako u vzorki P a D.

Jak je patrné na obr. 4 a 5, obecné laktokoky rostou vyrazné rychleji nez laktobacily. Lak-

tokoky tedy vykazovaly nejvyssi podty KTJ ml™ béhem celé doby zrani.
14
12
10

8 B [aktokoky
O laktobacily
O enterokoky

pocet MO [log KTJ ml!]

Nl = = T

kvéten cerven cervenec srpen listopad

Obr. 4: Graf vyvoje mikroflory u syru s kulturou L. lactis subsp. cremoris (obal

Plasticoat)
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Obr. 5: Graf'vyvoje mikroflory u syru s kulturou Lb. casei (obal Plasticoat)

10.2 Identifikace mikroorganizmi za vyuziti molekularné-biologickych

metod

Ve vSech fazich zrani modelovych vzorki syrhi byla prokdzdna pomérné znacna variabilita
mikroorganizmil. Zatimco v ranych fazich zrani byly nalezeny pfedev§im mlécné bakterie,
které byly pouzity jako startovaci kultury, u pozdé¢jSich odbéra se podatilo identifikovat 1

zastupce non-starterovych mikroorganizmil.

Velka rozmanitost mikroflory byla pozorovéana u nepasterizovaného mléka, kde se podatilo
identifikovat mikroorganizmy Brevibacillus brevis, Enterococcus faecium, Lactobacillus
paracasei a Lactococcus lactis subsp. lactis. U pasterizovaného mléka byl identifikovan
predevsim Lactococcus lactis subsp. lactis, Brevibacillus brevis, Streptococcus thermophi-
lus a ojedinéle 1 Enterococcus faecium. Pravé Brevibacillus brevis byl nalezen u pasterizo-
vaného mléka a déle pak i u syrti s kodem P (startovaci kultura L. lactis subsp. cremoris) a
D (startovaci kultura Lb. casei). Vyskyt tohoto mikroorganizmu u syrii Sarze D rovnéz
prokazala metoda NGS (viz obr. 7 a 8). Brevibacillus brevis je sporotvorna bakterie bézné
se vyskytujici ve vodé nebo v pide€. Pravé diky tvorbé spor, které jsou obecné termore-
zistentni [68], byl jeho vyskyt prokdzan u tepelné osetfeného mléka a nasledné i u modelo-
vych vzorkl syrt béhem celé doby zrani. Stejné tak byl ze vS§ech modelovych vzorki syri,

vcetné mléka, izolovan i1 Enterococcus faecium, ktery sice netvofi spory, avSak enterokoky



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

obecné patii mezi pomérné odolné mikroorganizmy, které mohou pfezit pasterizacni teplo-
ty [73]. Lactobacillus paracasei byl izolovan spole¢né s Lactobacillus fermentum a Lacto-
bacillus casei z modelovych vzorkl syrit D, kde Lactobacillus casei byl pouzit jako starto-
vaci kultura. Zatimco Lactobacillus casei bylo mozno nalézt ve vzorcich jiz na pocatku
zrani, Lactobacillus paracasei a Lactobacillus fermentum byly z modelovych vzorkl izo-
lovany piiblizn€¢ po dvou mésicich zrani. AvSak Lb. casei a Lb. paracasei vykazuji vza-
jemnou podobnost sekvenci, tudiz genova analyza, zaloZzend na sledovani ribozomu 16S,
nemusi byt v tomto ohledu zcela spolehliva a je zde mozna zdména téchto mikroorganizmt
[74]. Enterokoky a laktobacily patfi mezi vyznamné zastupce non-starterovych mikroorga-
nizm, jejichz vyskyt se s postupem doby zrdni pozvolna zvysuje na tkor primarnich star-
terovych mikroorganizmi [18]. Dominantni mikroorganizmus u vS§ech modelovych vzorki
syri po celou dobu zrani byl Lactococcus lactis subsp. lactis. Vyskyt vétSiny vyse uvede-
nych mikroorganizmi byl rovnéz prokazan ve studii zaméfené na sledovani mikrobidlni
diverzity mlécnych bakterii v syrech holandského typu, kde byly navic izolovany i druhy

jako Lb. plantarum, Lb. rhamnosus nebo Lb. curvatus [40].

U metody NGS Ize z nasledujicich obrazkl vyvodit, jak se ménilo zastoupeni mikroorga-
nizmu v pribéhu zrani. Na obrdzcich 7 a 8 se nachazi vzorky, kdy doba zrani nepiekracuje
2 mésice. U téchto vzorkl byla pozorovdna pomérn¢ zna¢na rozmanitost. Byli zde proka-
zani predev§im zastupci rodd Lactococcus, Paenibacillus, Lactobacillus a Enterococcus
(obr. 7). Obrazek 9 zobrazuje zastupce identifikovanych rod u vzorki, kdy doba zrani
byla delsi neZ 2 mésice. Zde byli identifikovani zastupci rodti Lactococcus a Lactobacillus.
V porovnani obrazkem 7 zde nebyla tak vyznamna rodova rozmanitost, jelikoz ptiblizné
po dvou mésicich zrani se v syru nachéazi pfedevsim zastupci mlécnych bakterii, které mayji

diky optimalnim podminkam a dostatku zivin optimalni podminky pro rozmnoZovani.
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Obr. 6: Gel z DGGE, 1. mésic zrani

Pozn. (M — marker, N — nepasterizované mléko, P — pasterizované mléko, KN — provozni
zakys s L. lactis subsp. lactis, PN — provozni zéKys s L. lactis subsp. cremoris, DN — pro-
vozni zakys s Lb. casei, KNO — syr s L. lactis subsp. lactis okraj, KNS — syr s L. lactis sub-
sp. lactis stied, PNO — syr s L. lactis subsp. cremoris okraj, PNS — syr s L. lactis subsp.
cremoris stted, DNO — syr s Lb. casei okraj, DNS — syr s Lb. casei stied)
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Obr. 7: Vysledky NGS pro vybrané modelové vzorky syri rod

Pozn. DNS — syr s Lb. casei stied (obal Plasticoat), KNS — syr s L. lactis subsp. lactis stied
(obal Plasticoat)
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Obr. 8: Vysledky NGS pro vybrané modelové vzorky syri - tiida
Pozn. DNS — syr s Lb. casei stied (obal Plasticoat), KNS — syr s L. lactis subsp. lactis stied

(obal Plasticoat)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Leuconostoc
Undibacterium

Lonsdalea
Other
Sematia

Agdovorax
Acinetobacter
Enterococcus
Gluconobacter
Graminela
Group
Lactobacilus
Lactococcus
Tatumela

Rod
Agaia
Bombela

DNS

DVS

DVS

DVS

DNS

DNS

DVS
Vzorek

100-
75-
s0-
25-

0-

1ysZOUY

Obr. 9: Vysledky NGS pro syr s kulturou Lb. casei
Pozn. DNS — syr s Lb. casei stied (obal Plasticoat), DVS — syr s Lb. casei stied (obal po-

travinafsky vosk)
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Tab. 9: Shrnuti identifikovanych mikroorganizmii

Identifikovany mikroorganizmus

Vzorek

Lactococcus lactis subsp. lactis

Nepasterizované mléko

Pasterizované mléko

Vsechny syry
Lactococcus lactis subsp. cremoris | Syry Sarze P
Lactobacillus casei Syry Sarze D

Lactobacillus paracasei

Nepasterizované mléko
Pasterizované mléko

Syry Sarze D

Lactobacillus fermentum

Syry Sarze D

Brevibacillus brevis

Nepasterizované mléko
Pasterizované mléko

Vsechny syry

Enterococcus faecium

Nepasterizované mléko
Pasterizované mlé¢ko

Vsechny syry

Streptococcus thermophilus

Pasterizované mléko
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ZAVER

Tato diplomova prace byla vénovana sledovani vyvoje mikrobialni diverzity u modelovych
vzorkl pfirodnich syra typu gouda od vyroby a béhem zrani. Pro ucely této diplomové
prace byly vybrany dva druhy obalovych materiald, ve kterych probihalo zrani analyzova-
nych vzorkt syrt. Jednalo se o syraisky vosk a ochranny natér Plasticoat. Vybrané indika-
torové skupiny mikroorganizmt byly stanovovany pomoci kultiva¢nich a molekularné-

biologickych metod.

U kultivaéniho stanoveni byla pouzita klasickd plotnovad metoda s vyuzitim selektivné —
diagnostickych piid. Kultivaéni stanoveni prokazalo velmi rozmanité zastoupeni mikroor-
ganizmu nejen u modelovych vzork syrd, ale také u pouzitych surovin. Nejvyssi rozmani-
tost mikroorganizmi byla zaznamendna u nepasterizovaného mléka, kde byl pozorovan
nartst koliformnich bakterii, enterokokd, laktokok i laktobacili, jelikoz obecné je nepas-
terizované mléko pomérné rozmanity mikrobiologicky systém. U jednotlivych Sarzi byla
vyvijejici se mikroflora zavisld na ptidané startovaci kultufe. To znamena, Ze u Sarzi K a P
byl jiz od pocatku zaznamenéan znaény nariist mlécnych kok, které byly pouzity jako star-
tovaci kultury. Naopak u Sarze D, kde byl jako startovaci kultura pouzit Lactobacillus ca-
sei, bylo moZno pozorovat narist laktobacilll jiZ v prvnim mésici zrani. Tento pocet se
vSak postupné snizoval na tkor zvySujiciho se poctu laktokokt, které jsou schopny rych-
lejSiho rlstu. Nebyl pozorovan vyznamny vliv obalu na celkové mikrobidlni sloZeni syrt,
avSak byl pozorovan rozdil v poctu mikroorganizmii mezi stejnymi Sarzemi zrajicimi
v riznych obalovych materidlech. Tento jev byl nejvyraznéjsi u Sarzi P a D, kdy u obalo-
vého materidlu Plasticoat byl po tfech mésicich zrani zaznamenan vyssi pocet laktokokt
nez laktobacild. Naopak u syrt, které zraly v potravinaiském vosku, byl po tfech mésicich
zrani zaznamenan vyss$i pocet latobacilti. Tento jev by mohl byt zpiisoben rozdilnou pro-

pustnosti materiald pro plyny.

Identifikace mikroorganizmi zaloZend na sekvenaci izolované bakterialni DNA prokazala
vyskyt rozmanité mikrofléry béhem celé¢ doby zrani. U modelovych vzorka syrt byly za-
stoupeny predevsim bakterie mléEného kvaSeni, konkrétné Lactococcus lactis subsp. lactis,
ktery byl izolovan ze vSech modelovych vzorkl. V nemalé mite byl u Sarze P zaznamenan
vyskyt Lactococcus lactis subsp. cremoris, u Sarze D poté Lactobacillus casei. Ze vSech
Sarzi byl izolovan 1 Enterococcus faecium a Brevibacillus brevis, které by mohly byt faze-

ny ke kontaminujici mikrofléfe. U Sarze D se podatilo identifikovat i zastupce non-
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starterovych bakterii Lactobacillus paracasei a Lactobacillus fermentum. U zadné Sarze
nebyl pozorovan vyskyt jiné kontaminujici mikrofléry, jako napiiklad koliformni bakterie

nebo salmonely.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

APS amonium persulfat

bp base pairs (pary bazi)

BLAST basic local alignment search tool

DGGE  denaturacni gradientova gelova elektroforéza

DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

EDTA  etylendiamintetraoctova kyselina

EtB ethidiumbromid
KTJ kolonie tvoftici jednotky
LAB lactic acid bakteria (bakterie mlé¢ného kvaseni)

MRS deMan, Rogosa and Sharpe agar

NSLAB non-starter lactic acid bakteria (non-starterové mlééné bakterie)

PCR polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
RPM revolutions per minute (pocet otacek za minutu)
sp. species (druh)

subsp. subspecies (poddruh)
TAE tris-acetat-EDTA

TEMED tetramethylethylendiamin
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