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ABSTRAKT

Tato bakalaiské prace se zabyva problematikou porovnani anglického syru s modrou plisni
Blue Stiltonu s bézn¢ dostupnymi syry stejného druhu Roquefortem a Nivou, ato z hlediska
mikrobidlniho slozeni, obsahu aromatickych tékavych latek a také pomoci senzorické analyzy.
Témito metodami je drahy syr Blue Stilton odliSen od béZznych a levnéjsich syri stejného druhu

v ramci Ceské republiky.

Metodou RT-PCR byla provéfovana ptitomnost 15 vybranych druhi mikroorganismu.
Pro Blue Stilton se ukazaly byt specifické 3 z nich, konkrétné bakterie Brevibacterium linens
a kvasinky Geotrichum candidum a Kluyveromyces lactis. Aromatické te€kavé latky byly
stanoveny metodou HS-SPME-GC-MS. Na aromatickém profilu vSech syri se nejvice podilely
latky heptan-2-on, nonan-2-on, non-8-en-2-on a kyseliny hexanova a oktanova. Syry je mozné
rozliit na zékladé podilu téchto latek na jejich aromatickém profilu nebo také dle mnozstvi
téchto latek v jednotlivych vzorcich. Provedené senzorické hodnoceni odhalilo, ze ve vétsing
parametru jako je vzhled, konzistence a chut’ je pro ¢eské spotiebitele nejpiijatelnéjsi syr Niva,
Vv kategorii vuné byl naopak nejoblibenéjsi Blue Stilton.

Na zakladé ziskanych dat dokdzeme diky specifickym mikroorganismim a jedine¢nému
aromatickému profilu rozlisit Blue Stilton od ostatnich syrti s modrou plisni.

KLICOVA SLOVA

Blue Stilton, Roquefort, Niva, syry s modrou plisni, RT-PCR, mikrobialni slozeni, GC-MS,
t€kavé aromatické latky, senzorickd analyza



ABSTRACT

This bachelor’s thesis focuses on the comparison of English blue-veined cheese Blue Stilton
with commonly available cheeses of the same type, Roquefort and Niva, in terms of microbial
composition, aromatic volatile content and also by sensory analysis. These methods distinguish
the expensive Blue Stilton cheese from common and cheaper cheeses of the same type
in the Czech Republic.

The presence of 15 selected species of microorganisms was determined by RT-PCR. Three
of them proved to be specific for Blue Stilton, specifically bacteria Brevibacterium linens
and the yeasts Geotrichum candidum and Kluyveromyces lactis. Aromatic volatile compounds
were determined by HS-SPME-GC-MS. Heptan-2-one, nonan-2-one, non-8-en-2-one
and hexanoic and octanoic acids were the most important substances contributing
to the aromatic  profile  of all cheeses.  The cheeses  can be distinguished  according
to the content of these substances in their aromatic profile or according to the amount of these
substances in the individual samples. The sensory evaluation revealed that in most parameters
like appearance, consistency and taste, Niva cheese was the most acceptable for Czech
consumers while Blue Stilton was the most popular in the aroma category.

On the basis of the obtained data, we are able to distinguish English Blue Stilton
from other blue-veined cheeses according to specific microorganisms and the unique aromatic
profile.

KEYWORDS

Blue Stilton, Roquefort, Niva, blue-veined cheeses, RT-PCR, microbial composition, GC-MS,
volatile aromatical substances, sensory analysis
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1 UVOD

Syry byly pavodné vyrabény pro prodlouzeni trvanlivosti mléka, jelikoz v sobé koncentruji
jeho vyzivové nejvyznamnéjsi slozky. Postupem casu se vyvinuly technologie vyroby
nejriznéjSich druhii syrti ajednim znich jsou také syry s modrou plisni, které jsou
V soucasnosti rozsitené po celém svété. V fadé zemi se syr tohoto typu vyrabi, avSak kazdy
z nich ma specifické vlastnosti, byt’ jsou v zakladu stejné. Takovymi ptiklady jsou syr z Velké
Britanie, Blue Stilton, francouzsky syr Roquefort a cesky syr Niva. A pravé zjisténim toho,
jak moc jsou tyto syry odlisné, se zabyva tato prace.

Syry byly porovnany z hlediska obsahu mikroorganismd, jelikoz kazdy z nich se muze lisit
Vv technologii vyroby, ale zejména v prostiedi, ve kterém potom zraje. Mikrofléra kazdého syru
ma poté vliv na jeho vlastnosti. Cinnosti mikroorganismt mohou vznikat specifické produkty,
které dodavaji syru typicky vzhled, barvu, chut' nebo aroma. Syry byly srovnany také z hlediska
aromatickych té€kavych latek, které spole¢né vytvati chut’ a vini produktu. Pravé pomér téchto
latek dokaze vzhledoveé velmi podobné syry jednoznacné chutove rozlisit.

Cilem prace jetedy najit zplsoby, jakymi je mozné rozliSit syr Blue Stilton, ktery
je nakladny a v Ceské republice témé&f nedostupny, od cenové dostupngjsich b&znych syri
Roquefortu a Nivy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Definice, druhy a déleni syri

Syrem se na zaklad¢ vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. oznacuje vyrobek vyrobeny vysrazenim mlééné
bilkoviny z mléka ptisobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagula¢nich ¢inidel, oddélenim
podilu syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim [1]. Tato vyhlaska zahrnuje pozadavky
na mléko, mlé¢né vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky aoleje. Upravuje ji vyhlaska
¢. 274/2019 Sb. o pozadavcich na mléko a mlé¢né vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky
aoleje [2].

Rozmanitost syri vyplyva zejména z rozdilnych technologii ti hlavnich operaci pfi vyrobé.
Jsou jimi sraZeni mléka, odkapavani syrovatky a zrani. Tyto procesy potom mohou piimo
¢i nepiimo ovliviiovat a diferencovat tak koneény vyrobek od vyrobku jinych [3].

Syry miizeme rozdélit do n€kolika skupin podle nejriznéjSich parametri. NejzakladnéjSim
z nich je déleni podle toho, zjakého mléka je syr vyroben, tedy obecné syry z kravského,
ov¢iho nebo koziho mléka, piipadné se vyuziva jejich kombinace. Existuji ale také syry ziskané
ze syrovatky.  Specifictéjsi  déleni uzse zaméfuji  narozdilnost vyrobkl  odvijejici
se od technologii vyroby jednotlivych syrt, pfipadné od jejich slozeni (napft. déleni podle
obsahu vody nebo tuku) [3].

Podle zptisobu srazeni (koagulace) mléka rozliSujeme syry vyrobené:

e sladkym srdZenim — srdzeni pomoci syfidlovych enzymii,
e kyselym sraZenim — sraZeni v blizkosti izoelektrického bodu kaseinové bilkoviny,
e kombinovanym srazenim [3].

Podle zpiisobu zrani rozeznavame syry:

e zrajici:

- zrajici pod mazem,

- zrajici v chladu,

- zrajici v solném nélevu,
e plisnové:

- s plisni na povrchu,

- Splisni v téste,

- dvouplisiové,
e nezrajici [2].

Syry, na nichz mizeme béhem zrani pozorovat riist plisné, se déli do dvou velkych kategorii:
syry zrajici na povrchu, pro néz je typicky rust plisné Penicillium camemberti pouze na jejich
povrchu, a modie zilkované druhy, tzv.syry splisni v tésté, které se vyznacuji rlstem
Penicillium roqueforti v celém objemu produktu. Ackoli tyto syry maji jako spole¢ny rys narust
plisng, jejich vyroba sev mnoha ohledech 1isi, atojak mezi zminénymi kategoriemi,
tak i v ramci konkrétnich vyrobkt. Specialni skupinou jsou syry s kombinovanym nardstem
plisné, které se vyznacuji plisnémi obou zminénych kategorii [4].



2.2 Technologie vyroby syri

Jednim z hlavnich diivodu, pro¢ mléko zpracovavame na syry, je prodlouzeni jeho trvanlivosti.
Toho umoziuje docilit proces fermentace mlééného cukru laktosy na kyselinu mléénou, déle
potom snizeni pH a vodni aktivity, piidavek soli a dalsi faktory. To vSe dopomaha k ziskani
produktu s delsi trvanlivosti a sou¢asné i nutri¢ni hodnotou podobnou mléku [4].

Velka vyhoda syra spoc¢iva v tom, ze V sob¢ koncentruji vétSinu nutricné nejvyznamnéjsich
slozek mléka. Samy o sob¢ jsou vlastné tvoteny zakladnimi slozkami mlééné susiny, predevsim
kaseinem a mlé¢nym tukem [4]. Obrazek 1 zobrazuje, jaké slozky mléka a v jakém pomeéru
do syra piechazi.

Pti vyrobé dochézi k uvolnéni tekutého podilu zvaného syrovatka. Ta obsahuje vSechny
ostatni slozky, které nebyly vysrazeny spole¢né s kaseinem a piesly do vodné faze. Obrazek 1
ukazuje, ze susina mléka, s vyjimkou tuku a pievazné ¢asti bilkovin, se do kone¢ného vyrobku
dostava jen ve velmi malém mnozstvi a uvoliiuje se do syrovatky [5]. Jeji slozeni je stejné jako
sloZzeni samotného mléka velmi variabilni a zavisi na charakteru pouzit¢ho mléka, ziedéni,
nebo itechnologickém postupu, jimz je ziskana [3]. Obvykle ale obsahuje kromé
syrovatkovych bilkovin také laktosu a stopova mnozstvi tuku a dusikatych latek [4].

;s voda
b/ Yo ““ :
zbyvajici N dons o
susina P -
10 - . -
(laktosa, )
NPN. ...
voda — 80
minerdlnil. | tteee. ““
...................................... N — 60
Cisté
57 bilkoviny bikoviny |
— 20
tuk tuk
................... o
0 ......................
MLEKO VR

Obrazek 1: Porovnani slozeni mléka a syra [4], upraveno autorem.

10



2.2.1 Miléko jako surovina

V ramci evropské unie je kK vyrobé az 92 % syri vyuzivano vyhradné kravské mléko.
O 4 % se rovaym dilem dé€li syry z ov¢iho a koziho mléka a zbytek tvoii vyrobky z mléka
dalsich zvitat, ptedevsim z buvoliho [6]. Druh mléka je pfi vyrob¢ zasadni, jelikoz jeho slozeni
ma velky podil na kvalit¢ vysledného produktu. Stejné tak dilezité je chemické slozeni
podilejici se na vytéznosti vyroby, coz udava zejména obsah kaseinu. Pomér tuku a kaseinu
ve vysledku ovliviiuje obsah tuku v susing, jeden z hlavnich parametrii. Pro dobrou syfitelnost
mléka neboli schopnost srazeni za pomoci syfidla, je nezbytnd ptitomnost rozpustnych
vapenatych iontt [4].

Syry podstatné ovlivituje i mikrobidlni kvalita pouzitého mléka. V pievazné vétSiné zemi
je povolena vyroba pouze z mléka pasterovaného, aby se zamezilo rozvoji mikroorganism,
které by ve vysledku méli negativni dopad na organoleptické a technologické vlastnosti
produktu. | pies tepelné oSetieni ale piezivaji spory nékterych mikroorganismi, které musi byt
odstranény jinym zpusobem, napt. baktofugaci. Hlavnim cilem je odstranit z mléka co nejvice
koliformnich a termorezistentnich bakterii zptisobujici dufeni syru [7].

2.2.2 Uprava mléka

Po ptejimce mléka v mlékarné jsou odstranény mechanické necistoty filtraci nebo centrifugaci.
Pfed dal$im zpracovanim musi dojit k tepelnému oSetieni a standardizaci. Nejcastéjsi zptsob
tepelného oSetieni je Setrna pasterace [4]. Ohiev na teplotu 72 °C po dobu 15 sekund zajist'uje
zniCeni patogenni mikroflory atim padem i zdravotni nezavadnost vyrobku [8]. Ptezivaji
jen sporotvorné mikroorganismy a dochazi k ¢aste¢né inaktivaci enzymu. Za téchto podminek
je pouze minimalné ovlivnéna chut’ a vlastnosti mléka. U kazdého typu syra jsou ovSem
parametry pasterace individualni [7].

Tepelné osetfeni byva doplnéno o ukon, jehoz cilem je odstranéni spor patogennich
mikroorganismu, které nebyly usmrceny béhem pasterace. Pfedevsim se jedna o baktofugaci,
resp. mikrofiltraci. Takto ziskany koncentrat je po UHT oSetfeni vracen zpét do mléka
pro vyrobu syra. Aby byl u kone¢nych vyrobki zajistén stabilni obsah tuku v susing, je nutno
provést standardizaci mléka. Dé&je se tak z divodu nestabilniho slozeni mléka v pribéhu roku.
Je tedy ptidavana smetana nebo plnotuéné mléko, abychom zajistili pomér tuku a kaseinu
typicky pro dany syr [4].

Proces homogenizace umoziuje rovnomérné rozptyleni tukovych kulicek v mléce,
ale uplatniuje se také u smetany pied jejim pouzitim ke standardizaci. Je provadéna protlacenim
mléka Uzkou Stérbinou pod tlakem, ¢imZ se dosdhne zmenseni tukovych kulicek pod 1 um.
Vlivem homogenizace je urychlen proces syfeni a do syrovatky potom piechazi méné tuku,
jenz zustane v syru [9]. Tato operace se uskuteCtiuje zejména U syri, které maji vyssi obsah
tuku, nebo je pfi jejich zrani uplatinovana lipolyza, kam spadaji i syry s plisni [8].
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2.2.3 Pridavek cistych mlékarskych kultur a predezrani

Zakladni kulturou pro vyrobu vétSiny tvarohti a syrd je mezofilni smetanova kultura, ktera byva
nasledné doplnéna dalS$imi kulturami charakterizujicimi konkrétni vyrobek. Smetanova kultura
a ¢ast kultury urcujici vyrobek [8] jsou pfidavany po pasteraci a ochlazeni mléka na teplotu
5az 12 °C apoté se smés necha do druhého dne tzv. predezrat. Tento krok pomuze obnovit
fyzikaln¢ chemické a mikrobialni vlastnosti mléka po tepelném zahtevu a zlepsuje rovnéz jeho
syfitelnost [4].

Kultury specifické pro dany vyrobek se piidavaji po zahiati mléka na teplotu syfeni (kolem
30 °C) piiblizn€¢ 30 minut pied samotnym syfenim. Mezofilni kultury mimo jiné také
fermentuji laktosu na kyselinu mléénou béhem procest srazeni a zpracovani syfeniny, upravuji
kyselost mléka pted syfenim, podileji se natvorbé senzorickych vlastnosti, textury
a konzistence vyrobku a uplatfiuje se také jejich proteolyticka a lipolyticka aktivita [7].

2.2.4 Srazeni

Koagulaci lze provést dvéma zpusoby, které je mozné kombinovat. Prvnim je vysrazeni
kaseinu poklesem pH na hodnotu blizkou jeho izoelektrickému bodu vlivem tvorby kyseliny
mlécné, ktera vznika pii fermentaci laktosy. Mluvime o tzv. kyselém srazeni, pii némz vznikaji
nejcastéji syfidlem obsahujicim chymosin, jenz je izolovan ztelecich zaludku [9]. Kromé
néj jsou ale také vyuzivany jiné enzymové preparaty Se stejnym uc¢inkem. Mohou byt
zivocisného, rostlinného, a dokonce i mikrobidlniho ptivodu, jelikoz nékteré mikroorganismy
jsou rovnéz schopny produkovat enzym zptsobujici srazeni (napt. Mucor pusillus) [10].

Enzymové srazeni Ize rozdélit natfifaze. V primarni fazi dochdzi k proteolyze
tzv. k — kaseinu, ktery obaluje ostatni kaseinové frakce achrani je tak pied vysrazenim
Ca?*ionty [11]. V sekundarni neboli koagulaéni fizi zn&j jsou odstépovany fragmenty
zvané glykomakropeptidy, které poté piechazeji do syrovatky. Ze zbytku kaseinu
se nasledné stiva para-i-kasein, ktery se pfeméni v gel pisobenim pravé Ca?* iontd. V tercialni
fazi pokracuje proteolyza kaseinu vlivem zbytkové aktivity syfidlovych enzymd, coZ je jiz d&j
nezadouci [7].

SraZeni zapocne pfidanim vhodné nafedéného syfidla do mléka, dikladnym promichanim
a ustalenim smési, ktera je ponechana v klidu, aby nebyl narusen proces tvorby gelu a predeslo
se ztratam. Doba syfeni se pohybuje v rozmezi 30 az 120 minut [9].

2.2.5 Zpracovani syfeniny

Pti dosazeni pozadované tuhosti gelu je syfenina syrafskymi harfami nakrajena na kostky, které
se poté rozdrobi az na syrové zro. Cim mensi &astice, tim vice syrovatky se uvolni a tim tvrdsi
syr ziskame [9]. Zrno se dale Setrné¢ micha, aby nedochazelo ke ztratam ¢asti, které by potom
odchazely do syrovatky a snizil se tak vytézek. U polotvrdych a tvrdych syri jsou navic
zafazeny i operace dohfivani a dosouseni. Pti dohfivani je zvySena teplota nad teplotu syfeni
a dosouseni spociva ve vydrzi pfi této teploté. S rostoucim zadhfevem je podpoiena synereze
neboli uvoliiovani syrovatky [4].
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2.2.6 Formovani

V této fazi je syrové zrno oddéleno od syrovatky nalitim do pfisluSnych perforovanych
tvoritek, ktera utvareji vysledny tvar produktu. Charakter takové formy je silné zavisly na druhu
vyrabéného syra. U mékkych syrt poté nasleduje odkapavani, kdy se za obcasného pirevraceni
syra ve formach vylouci syrovatka lisovanim vlastni vahou. U tvrdych syri nasleduje lisovani
na lisech [9].

2.2.7 Soleni

Tento krok ma velky vliv nejen na chut’ vyrobku, ale také ovliviiuje mikrobialni aktivitu
pfitomnych kultur a brani nezadouci kontaminaci [10]. Soleni se rovnéz podili na tvorbé
vysledné konzistence, jelikoz dochazi k nahrazeni vapenatych iontd v para-kaseinu ionty
sodnymi, cozzpeviuje povrch syru. U vétSiny vyrobku se obsah soli pohybuje mezi
0,5a 2,0 %, nicméné syry S plisni mivaji tyto hodnoty mezi 3,0-7,0 % [7]. Proces se nejcastéji
provadi nofenim do solné lazné, nicmén¢ vyjimkou neni ani soleni na sucho. U syru s plisni
V tésté je Casto aplikovana kombinace téchto dvou metod [10].

2.2.8 Zrani

Zrani ptedstavuje proces, pfi némz formované syry podléhaji riznym zméndm, které dotvareji
jejich vysledny charakter. Pro kazdy syr jsou opét typické v zavislosti na pouzité mikrobialni
kultufe. Jednim z téchto procest je rozklad laktosy, ktery ¢asteéné probiha jiz po ptidani kultur
do mléka. Polotvrdé a tvrdé syry jsou typické rozkladem bilkovin proteolytickymi enzymy
na nizsi peptidy a aminokyseliny, které vytvareji specifické senzorické latky. U syrt s plisni
je také klicovym procesem lipolyza, pii které se uvolnuji mastné kyseliny tvofici specifické
aroma produktu. Dalsimi reakcemi vznikaji také karbonylové slouceniny, typicky
methylketony, které jsou vyznamnou slozkou chuti syrt s plisni. Proces zrani zahrnuje
podminky, které se rtizni podle vyrobku. Jsou jimi doba zrani, teplota, vlhkost a ptipadné i dalsi
operace. Pro plisnové syry je kliovy piisun kysliku, ktery podporuje nartist samotné plisng,
at’ uz na povrchu nebo v tésté syra [10].

2.3 Syr Blue Stilton

Blue Stilton se fadi mezi polotvrdé syry s plisni v tésté podobné jako svétoveé znamé Roquefort,
Danish Blue nebo naptiklad Gorgonzola. Jejich spoleénym rysem je modré zilkovani v tésté
syra zpusobené plisni Penicillium roqueforti [9].

2.3.1 Charakterizace

Stilton je charakteristicky tvarem vysokého valce, vyrobou z plnotu¢ného pasterovaného
kravského mléka zahrnujici lisovani bez pouziti tlaku [12] a je rovnéz opatfen chranénym
oznaCenim puvodu povolujici vyrobu pouze ve Velké Britanii v oblastech Derbyshire,
Nottinghamshire a Leicestershire z tamniho mléka. V soucasné dob¢ jej vyrabi pouze sedm
uznanych syraren [13]. Chut’ Stiltonu je kyseld, svézi a krémova s drobivou strukturou, ktirka
je vlhka a hladka. Je rovnéz moznost pridavat do néj dalsi ptisady, které hraji vyznamnou roli
v senzorickych vlastnostech kone¢ného vyrobku. To se vSak provadi zejména u druhu
White Stilton. Blue Stilton vynika cistou, silnou chuti abohatou krémovou barvou
s modrozelenym zilkovanim [12].
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2.3.2 Druhy

Stilton se obecné vyrabi ve tiech variantach a to White, Blue a Mature/Vintage Stilton [12].
Jak nazev napovida White Stilton je bila verze Blue Stiltonu, u niz jesté nedoslo ke vzniku
modrého zilkovani. Mizeme jej tedy oznacovat za mladou a nedostateéné vyzralou verzi [13].
Tento syr je jemny a drobivéjsi a K jeho ochuceni je vyuzivano nejriiznéjSich piisad jako jsou
bylinky nebo cerstvé ovoce, napiiklad merunky, bortivky, brusinky apod. Vintage Stilton
je naopak druhem, ktery zraje podstatné delsi dobu, coz umozni dostatecné vyvinuti chuti [12].

2.3.3 Vyroba

Stilton se vyrabi v uvedenych oblastech z pasterovaného mléka produkovaného mistnimi stady.
Po pasteraci provadéné nejcastéji pii teploté 71 °C na 15 sekund se mléko ochladi na 26-32 °C
a ptida se do n¢j mezofilni zékys spole¢né s kulturou P. roqueforti. Teplota v této fazi vyroby
ma vyznamny vliv na texturu vzniklé syfeniny. Kvili kolisani teplot umléka je nutné
upravovat technologicky postup, aby bylo docileno konstantnich vlastnosti vyrobku [14].

Nasledné dochazi k zasiteni pomoci syfidla. To mize byt rostlinného ptivodu a syr tak bude
uréen i pro vegetaridny, nebo se pouzije chymosinové teleci sytidlo, které doda vyslednému
produktu lepsi chutové vlastnosti [13]. Vznikajici syfenina se necha usadit na dné¢ vany
a syrovatka se postupné¢ odebird v prib¢hu nasledujicich 12-18 hodin, poté se syienina
roztizne k usnadnéni odtoku syrovatky a na zavér se upln¢€ rozmeélni, nasucho nasoli a vlozi
do forem [15].

V dalsich piiblizn¢ sedmi dnech dochazi k lisovani vlastni vahou, pficemz se syry musi
pravidelné obracet. Béhem této doby je udrZzovano prostiedi s teplotou 26-30 °C a na zrani
se umisti do chladné&jsi mistnosti s teplotou 13-15 °C na 67 tydnti, béhem nichz se ochladi
a na povrchu se vytvoii kira. V posledni ¢asti vyroby se syry propichnou ocelovymi jehlami
a po dostate¢ném nartstu plisné (2—3 tydny) se piemisti do chladirny s teplotou 5 °C [15].

2.3.4 Mikrobialni sloZeni
Stilton je vyrabén z pasterovaného kravského mléka, které je okyseleno bakteriemi
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis nebo L. lactis subsp. cremoris. Jednou

vvvvvv

k modrému zilkovani a také zejména proto, ze umoznuje vznik ostré pikantni chuti [16].

Stejné jako ostatni plisnové syry ma Stilton heterogenni mikrobialni prostiedi s vyraznymi
gradienty pH, soli avodni aktivity, coz vytvari v rliznych Céastech syra riizné podminky
a vyskytuje se v nich tedy rovnéz rizna mikroflora. Rozdily jsou nejvice patrné Vv ramci
mikrobialniho slozeni kirky, modrych Zilek a bilého jadra. Lactobacillus plantarum je druhem,
ktery se hojn€ nachdzi ve vSech ¢astech syra, pficemz v celém syru lze nalézt mnoho jeho
kmeni, které také ptispivaji k aromatu vyrobku. Do syra se dostava jako soucast mikrobialnich
kontaminanti ze syrového mléka. Krom¢é n¢jlze ale nariznych mistech najit také
Enterococcus faecalis, Lactobacillus curvatus, Leuconostoc mesenteroides a dalsi
bakterie [16].
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Z tad kvasinek byvaji nejbéznéji pritomny druh Yarrowia lipolytica, kmeny Debaryomyces
hansenii, Trichosporon ovoides nebo Kluyveromyces lactis, které se mohou opét vyskytovat
zatimco K. lactis v modrém zilkovani a na povrchu, T. ovoides v modré Casti a D. hansenii
ve vnéjSich ¢astech a na povrchu. Na kufe Blue Stiltonu se mize také vyskytovat Candida
catenulata [17].

2.4 Syr Roquefort

Roquefort je oblibeny francouzsky syr prosluly prakticky po celém svéte a lze jej oznacit jako
jeden z nejznaméjsSich syrd s modrou plisni v tésté. Navic nalezi k pomérn¢ malé skupiné
plisniovych syrt piivodné vyrabénych z nepasterovaného mléka [15].

2.4.1 Charakterizace

Roquefort je syr vyrabény pod chranénym oznacenim puvodu z nepasterovaného ovciho
mléka, které je typické velmi nizkym obsahem karotenoidd, jenz se bézné podili na nazloutlém
zbarveni mléka. Vysledny syr je tedy nezvykle bily a je mozné zde pozorovat vyrazny kontrast
mezi syfeninou a plisni nachazejici se v celé hmoté¢ syra [15]. Patii do skupiny takzvanych
modrych syrd kvuli modie zbarvenym zilkam tvofenych plisni Penicillium roqueforti [18].
Proces zrani probiha pro tento syr velmi specificky v jeskynich ve vymezené oblasti
jihovychodni Francie. Vyzraly Roquefort se vyznacuje krémovou konzistenci s ostrou,
Stiplavou a slanou chuti [15].

242 Vyroba

Ov¢i mléko, které je vychozi surovinou pro vyrobu syru Roquefort, ma schopnost byt béhem
srazeni okyselovano vlastni mikroflorou. Proto se do néj nepfidava zadna startovaci kultura.
Jsou zde zastoupeny jak homofermentativni laktokoky, tak heterofermentativni leukonostoky
a dalsi bakterie mlécného kvaSeni, které produkuji jako vedlejsi produkt CO2 vytvarejici
Vv syfeniné otvory podporujici rist plisné béhem zrani. Mléko se srazi jehnécim sytidlem
aptiblizn¢ za 2 hodiny se vznikla syfenina nakraji, naockuje plisni P. roqueforti a vlozi
do perforovanych forem pro odvod syrovatky. Tam se necha odkapavat 4 az5 dni, pfi¢emz
se syry pravidelné obraci. Po uplynuti této doby se vyjmou z forem a jeden tyden se nasoluji
zasucha. Poté jsou propichnuty jehlami, ulozi se do vapencovych jeskyni a pfitamni
teploté 10 °C a relativni vlhkosti 95 % zraji 3—5 mésicti. Béhem toho je povrch syri zbavovan
nezadouci povrchové mikroflory [15].

2.4.3 Mikrobialni sloZeni

Jak bylo zminéno tento syr se vyznacuje predevsim rustem plisné Penicillium roqueforti, ktera
je pomérné Casta i U jinych syra podobného typu. Nicméné pro syr Roquefort se stala natolik
charakteristicka, ze ziskala oznaceni Roquefortska plisen [19]. Dals$imi vyznamnymi
mikroorganismy vyskytujici se V tomto syru jsou druhy rodu Streptococcus, zejména S. lactis
a S. cremoris. Proteolytické druhy patiici mezi stafylokoky, mikrokoky a enterokoky velmi
pravdépodobné zvysuji odolnost bakterii mlééného kvaseni vii¢i solim, coz je pomérné ditlezity
faktor urcujici vyslednou mikrofloru [20].
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Béhem procesu zrani na povrchu syra vznika silngj$i vrstva mazu tvofend kvasinkami,
nékolika druhy bakterii a také plisni Oidium lactis. | vyrobky, které jsou tohoto mazu na prvni
pohled zbaveny, obsahuji jeho zbytky v prasklinidch a dutindch. Rust téchto mikroorganismu
podminuji parametry prosttedi, které jsou udrzovany béhem zrani. Jde o povrch vyskytujici
se naptiklad i u syri Camembert, Brie, Limburg a dal$i. Nicmén¢ studie naznacuji, Ze tato
mazovitd vrstva nijak znatelné nepfispiva k tvorbé aromatu syra, jelikoz to vznikd
jiz diive [19]. Dalsi druhy, které se nachazi na povrchu syra jsou naptiklad Debaromyces
hansenii, v malém mnozstvi je mozny vyskyt i Kluyveromyces lactis [20] a ve vétsi Cetnosti
rizné druhy kvasinek rodu Candida (zejména C. famata a C. sphaerica). Nicmén¢ Cetnost
vyskytu jednotlivych druhi je zavisla na fazi vyroby, v niz se zrovna syr nachazi. Bylo zjisténo,
ze druh D. hansenii po fazi soleni prakticky vymizel, na rozdil od kvasinek rodu Candida, jimz
se naopak v tomto prostiedi dafilo 1épe [21].

2.5 Syr Niva

Niva je syr s modrou plisni vyrabény na izemi Ceské republiky a Slovenska s tradici od roku
1948, kdy byl tento syr poprvé oznafen nazvem Niva [22]. Nicméné syry s plisni v tésté
se Unas vyrabéli minimalné o padesat let diive jakozto Ceskd verze francouzského syra
Roquefort. Po tom, co Roquefort ziskal ochranné oznaceni ptivodu, musely nase plisinové syry
dostat jiné jméno a tim bylo pravé Niva [23].

2.5.1 Charakterizace

V soucasné dob¢ je Niva vyrabéna nékolika spole¢nostmi. NejvyznamnéjSimi z nich jsou
Madeta a.s. [24], Niva Dolni Pfim s.r.0.[22] aMiékarna Otinoves s.r.o. [25].
VSechny spolecnosti nabizeji rGzné varianty Nivy vcetné uzenych a odtuénénych druhd,
nebo druhu Niva Caesar, ktery ma typem pfipominat italsky syr s plisni, Gorgonzolu [24].
Nicméné puivodni Niva je vyrabéna z kravského mléka a vyznacuje se krémovou az svétle
hnédou barvou na povrchu, o€isténou kirkou a také narustem modrozelené plisng. Uvnitt
je tento syr krémové bily az svétle zluty s viditelnymi plishovymi zilkami a Stopami po vpichu
jehly, k ¢emuz dochazi béhem technologie vyroby. Textura syru je polomékka a drobiva, chut’
je slana, intenzivné aromaticka, ostra a Stiplava [12].

2.5.2 Vyroba

Pro vyrobu syru Niva se vyuziva mléko mistnich dojnic, idealné plemen, z nichz je ziskavano
mléko s vysokym obsahem bilkovin atuku. Pfed samotnou vyrobou je mléko vzdy
pasterovano. Vétsina mlékaren, které Nivu vyrabi, si zaklada na velkém podilu rucni vyroby,
ktery ma dle nich vliv na zachovani tradi¢ni chuti a vysoké kvality vyrobku [25]. Samotna
vyroba je V mnoha smérech velmi podobna ostatnim plisnovym syram. Po pasteraci mléka
dochazi k aplikaci startovaci kultury i plisnové kultury P. roqueforti a nasledné i k pridavku
syfidla [23]. Po koagulaci je syfenina rozkrajena a rozdrobena najemné syrové zrno a plni
se do forem valcovitého tvaru. Nasleduje lisovani vlastni vahou za pravidelného otaceni.
Poté dochézi k soleni nofenim v solnych laznich a propichnuti syru jehlami. Na zavér syry zraji
ve zracim sklepé 3—4 tydny [25].
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2.5.3 Mikrobiilni sloZeni

Jelikoz je Niva syrem, ktery se pfimo odviji od technologie vyroby Roquefortu, 1ze do jisté
miry ocekévat, ze budou mit velmi podobné mikrobidlni sloZeni. Stejné jako ostatni syry
s modrou plisni, je i Niva charakteristicka nartistem plisné P. rogueforti, ktera vyslednému syru
poskytuje charakteristické aroma zptsobovanou alkan-2-ony [15]. Podle dostupnych informaci
byly z Nivy izolovany také druhy bakterii rodi Enterococcus a Lactobacillus, konktrétné
L. brevis, L. buchneri [26].

2.6 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce neboli PCR je jednoducha, citliva, rychla a pomérné bézna
metoda pouzivana pro analyzu a amplifikaci DNA [27]. Obvykle je provadéna na pifedem
upravenych vzorcich, které prochazeji nékolika extrakénimi a ptipravnymi kroky zbavujicimi
vzorek conejvice inhibiénich faktor [28] (pfedev$im enzym( hydrolyzujici nukleové
kyseliny), které by ovliviiovaly samotnou analyzu [27]. Tyto metody purifikace DNA jsou
vétSinou Casoveé naro¢né, a navic nachylné ke kontaminaci, a ne vzdy vzorek dokonale zbavi
vSech inhibi¢nich latek [28].

2.6.1 Princip metody

Béhem samotné PCR analyzy je reakéni smés vystavena cyklu tii teplotnich zmén. Prvnim
krokem je denaturace, kdy teplota dosahuje 95 °C. Tato teplota denaturuje cilovou DNA
z dvouftetézcové (dsDNA) na jednofetézcovou (ssDNA) [28]. V dalsim kroku se teplota snizi
na piiblizné 55-65 °C (typicky 5-10 °C pod teplotou tani primeru), aby pary syntetickych
oligonukleotida (primery) mohly nasednout na cilovou sekvenci vzniklé SSDNA. V poslednim
kroku se teplota zvysi na 72 °C, coz umozni DNA polymeraze zapocit syntézu DNA [27].
Po kazdém cyklu téchto tii teplot se mnozstvi amplifikované DNA zdvojnasobi [29]. Celkovy
pocet cykli se pohybuje vrozmezi piiblizné 30-40, coz zajisti velké znasobeni pivodni
DNA [30]. Detekce pti PCR jerealizovana pomoci ruznych metod, které spocivaji
v kvantifikaci nasyntetizované DNA [31].

2.6.2 Real-Time PCR

PCR v realném case je charakteristicka tim, Ze cely proces probiha pouze v jedné zkumavce,
kde po ptipravé potiebnych komponent dochazi k amplifikaci a detekci fluorescence, jejiz
intenzita je umérna mnozstvi DNA templatu ve vzorku. Podstatny je rovnéz fakt, Ze analyza
probiha v jednom pfistroji bez dal§i manipulace se vzorkem, ¢imz se snizuje riziko
kontaminace vzorku. Pii tomto druhu PCR amplifikace probiha opét cyklickym zavadénim
danych teplot. Detekce se provadi nejc¢astéji pomoci fluorescen¢nich barviv, ktera se béhem
analyzy vazou na dSDNA apo excitaci zafenim vydavaji fluorescenéni signal, jenz
je zaznamenavan detektorem [28]. Tento signal se v prubéhu méfeni exponencialné zvétsuje
spolu s exponencialnim nartistem dsDNA. Vznikly signal je detekovan bud kontinualné
nebo pii prodluzovani kazdého cyklu PCR pfistroje. Pfikladem pouzivanych fluorescen¢nich
barviv mohou byt SYBR®Green nebo SYBR®Gold, ktera jsou snadno dostupna a vyuzivana
predevsim pro PCR Vv realné Case [31].
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2.6.3 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM)

Teplota tani oznacuje teplotu, pfikteré je 50 % piitomnych molekul DNA ve formé
jednovlakenné DNA. Je zavisla na délce DNA ataké na obsahu bazi GC (guanin-cytosin)
v DNA fragmentu, jelikoz ty jsou vzajemné spojovany tfemi vodikovymi mustky, zatimco
bod tani [32]. Analyzu pro stanoveni tohoto parametru byva mozno provést na vétSing
komeréné dostupnych pfistrojii, obvykle na konci PCR amplifikace [31]. Provadi se ¢asto
pii real-time PCR ke kontrole, zda doslo k vytvofeni spravnych produkti. Princip spoéiva
v tom, ze Kk amplifikaci dochazi v pfitomnosti barviva vazajici se na dsDNA, které v tomto
stavu vykazuje fluorescenci. Pti poslednim PCR cyklu je zvySovana teplota, ¢imz dochézi
Kk postupné disociaci dsDNA na SSDNA a tim je vyvazano barvivo, jez samostatné vykazuje
velmi nizkou fluorescenci [32].

2.7 GC-MS

Jde o techniku, ktera spojuje dvé metody, ato plynovou chromatografii (GC) a hmotnostni
a identifikaci organickych sloucenin V Sirokém spektru vzorkid [33]. Je nepostradatelna
Vv oblastech védy o zivotnim prostfedi, forenzni védy, 1ékaiského a biologického vyzkumu
a také v oblasti technologie a bezpe¢nosti potravin [34].

2.7.1 Aplikace vzorku

Pro aplikaci vzorku na kolonu se vyuziva metoda SPME neboli mikroextrakce tuhou fazi,
jelikoz vétSina analytickych pfistroji neni schopna zpracovat vzorek piimo. Zatizeni je tvofeno
z drzéku, v némz je zabudovano vlakno, které pfipomina injekéni stiikacku. Princip metody
spociva ve vyuziti vldkna z taveného oxidu kiemicitého, které je z vnéj$i strany potaZeno
tenkym filmem polymernich stacionarnich fazi. Tento film koncentruje organické analyty
z matrice vzorku na svém povrchu [35].

Vzorek se davkuje do vialky opatfené septem. Jehla SPME je pak schopna propichnout
prepazku, z ni se vysune vlakno, které absorbuje na sviij povrch analyty. V pfipadé pevnych
vzorkl je vyuzivan HS-SPME headspace [35], kdy vlakno absorbuje latky v plynné fazi
nad vzorkem do ustaleni nebo po urcitou dobu [36]. Poté je vlakno vtazeno zpét do jehly a jehla
je vlozena do injek¢niho portu pfistroje. K desorpci dochazi pii zahiati vlakna a analyty
se pienesou piimo do kolony k analyze [35].

2.7.2 Analyza vzorku

Princip plynové chromatografie, ktery se zde uplatiuje, spociva v t€kani vzorku ve vyhiivaném
vstupu nebo injektoru plynového chromatografu, ptfi¢emz uvolnéné slozky jsou nasledné
separovany v piipravené kolon¢. Klicovy je také fakt, ze cely systém je vyhiivan oddélenymi
pecemi pro injektory, kolonu, detektory a cestu k hmotnostnimu spektrometru. Rozhrani
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii se nachazi v ¢asti ptistroje, ktera zacina
na vystupu z kolony chromatografu a pokracuje ke vstupu do iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru [34].
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V hmotnostnim  spektrometru  je eluat  vychazejici  z chromatografické  kolony
ionizovan na kladné ionty molekul. Tyto ionty prochazeji pies vakuovou oblast, kde jsou
déleny na zédklad¢ poméru hmotnosti a ndboje m/z. Separace probiha v riznych typech
analyzatorii. Nejbéznéjsim analyzatorem vyuzivanym v GC-MS je kvadrupol [37], pod ktery
spadaji kvadrupodlové analyzatory (kvadrupolarni filtry) a iontové pasti. Méné Castéji ve spojeni
s plynovou chromatografii nalezneme analyzator doby letu (TOF). Po rozdé€leni v analyzatoru
jsou castice zaznamenavany detektorem [38]. Béhem méfeni ziskdvana data zpracovava
pocitac, pficemz na vystupu ziskdme hmotnostni spektrum piki, které jsou na zaveér
porovnavany s knihovnou pro identifikaci slou¢enin [34].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje, vybaveni a chemikalie

3.11

Pristroje

QuickGene-Mini80, FujiFilm

Termoblok, Thermo-Shaker 100C, Biosan

Centrifuga 5430 R, Eppendorf

Vortex-Genie 2, Mo Bio

Odstiedivka, Hermle Z 100 M

NanoDrop 2000, Thermo Fisher

Lednice, Guzzanti

Laboratorni vahy s ptesnosti na dvé desetinna mista, Scout Pro
Mikrovlnna trouba, Hyundai

Zdroj pro elektroforézu, MP-500P, Major Science
Transiluminator, Serva

RT-PCR cycler, LightCycler® Nano, Roche

Plynovy chromatograf TRACE 1310, Thermo Fisher Scientific
Hmotnostni detektor ISQ LT Single Quadrupole, Thermo Fisher Scientific

Vybaveni

Kit pro izolaci DNA z zivocisnych tkani (DNA tissue kit S)
Mikrozkumavky 1,5 ml; 100 pl

Automatické pipety

Nz

Erlenmeyerova barika, odmérny valec

Navazovaci 1Zi¢ky

Elektroforeticka komora, forma na gel, hiebinek

Vialky se septem o objemu 10 ml

Nadobi pro senzorické hodnoceni vzorkt

Chemikalie
Ethanol 96 %, Honeywell
Agardza, Serva
Tris-acetat EDTA pufr, VWR (50 x koncentrovany; 242 g Tris, 18,6 g EDTA a 57,1 ml
kyseliny octové na 1 litr v Erlenmeyerové bance)
Barvivo Midori Green Advance, Nippon genetics
Velikostni standard pro elektroforézu 100 bp, Nippon genetics
SYTO-9 gPCR 2x Master Mix, Top-Bio
PCR Ultra H20, Top-Bio
Plyny pro mobilni fazi
e Dusik 5.0, SIAD
e Vzduch synteticky 5.0 (kyslik 21 % + dusik 79 %), SIAD
e Vodik 5.5, SIAD
e Helium 4.8, SIAD
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3.1.4 Primery

K RT-PCR byly pievazné pouzity primery dostupné na fakulté. Soucasné ale byly vytvoieny
I tfi nové primery pomoci online programu Primer-Blast a databaze NCBI.

Tabulka 1: Seznam dostupnych pouzitych primerii.

Mikroorganismus Sekvence pggﬁiljtu
F | TAATGGCCTACCAAGCCGAC 277 bp
Brevibacterium linens R | GGACAACGCTCGTACCCTAC
F|GTGCTGCGACTGTTCGATTC 240 bp
Debaryomyces hansenii R|AATCGAACCCCACACCTTCC
F | TATCATCGCCTTGGTGAGCC 179 bp
Lactococcus lactis R|TGAGTAACGCGTGGGGAATC
F |CTTGGATGAGTTGCGAACGG 388 bp
Streptococcus thermophilus |R|ACTTTCCACTCTCACACCCG
F |GCGTCTACCAATTTCGCCAC 210 bp
Geotrichum candidum RITCTAGTTCGTAGAACGCGCC
F |ATTAGTGGCGAACGGGTGAG 432 bp
Arthrobacter arilaitensis R|TTGCGCCCTACGTATTACCG
F | CGATGGCGATGGACAGTAAG 207 bp
Penicillium camemberti R|TACTTGTCACCGCTGGCCTA
F | ACGACCATTACGCCAGCATC 197 bp
Cladosporium herbarum R|ATTGCAACCAGACTTGCTCG
F | TGACAAAGCCCCATACGCTC 253 bp
Penicillium fuscoglaucum |R|ATCTCTTGGTTCCGGCATCG
F | GAGTAAGCATTGGCCTCGAC z literatury
Penicillium caseifulvum R | CAAATCGAGGAATCACAAGTCT
F |ACGCAAGTCTGATGGAGCAA 324 bp
Lactobacillus bulgaricus R|ACGCATTACACCGCTACACA
F | CGGCTGGGTAACGGATCTAC 120 bp
Penicillium roqueforti R|GACCGCATTTAACGGCCAAG
Tabulka 2. Seznam nové vytvorenych primerii.
Mikroorganismus Sekvence prlzglli(ljtu
F |AGTGGCGTTGCTGATGATGA 420 bp
Yarrowia lipolytica R|CGTAAACCCAGACCACGTCA
F |ATGGCAGCTCTGGGATTGAC 478 bp
Kluyveromyces lactis R| TGTGACGCAGCCTATACCAT
F |GGTTTTACAATCACAGAAGGGTCA 343 bp
Trichosporon ovoides R|AAGCAACTCGCTCCTTTTGTT
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3.2 Analyzované vzorky

Piedmétem zkoumani byly vzorky tfi druhd syri s modrou plisni v tésté. Konkrétné se jednalo
o anglicky syr Blue Stilton od firmy Long Clawson Dairy, francouzsky syr Roquefort
od spolednosti Verniéres Fréres a Jihodeskou Nivu vyrobenou v Ceské republice firmou
Madeta. Vsechny syry byly zakoupeny v prodejné Makro. Stanoveni mikrobialniho slozeni
a aromatickych latek bylo provedeno v zaru¢ni dobé vyrobkii. Vzorky byly vybrany prave diky
své mikrobialni podobnosti, na zdkladé predchoziho zkoumani.

VERI/_\IIERES

Freres m—

Obrazek 2: Analyzované vzorky Blue Stilton, Roquefort Verniéres a Jihoceska Niva (zleva) v piivodnich
obalech.

b i U e ekl e

Obrazek 3: Analyzované vzorky Blue Stilton, Roquefort Verniéres a Jihoceska Niva (zleva).

22



3.3 Stanoveni mikrobialniho slozeni

3.3.1 Izolace DNA ze vzorki syra
K'izolaci DNA ze vzorku syra byl pouzit Kit pro izolaci DNA z zivoc¢i$nych tkani, Animal
Tissue kit S.

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo odebrano piiblizn¢ 0,05 g vzorku syra. Poté bylo ptidano
180 ul MDT pufru a20 ul EDT aobsah zkumavky byl lyzovan na termobloku pii 55 °C
a 250 rpm do uplného rozpusténi vzorku. Nasledné byly zkumavky s lyzatem stoceny
v centrifuze 3 minuty pii 10 000 rpm.

Pokud supernatant obsahoval tukovou fazi, byla vodna faze odebrana do Cisté
mikrozkumavky a znovu sto¢ena V centrifuze, dokud tukova faze nevymizela. V opa¢ném
pfipadé¢ byl supernatant bez tukové faze pouze piepipetovan do Cisté mikrozkumavky.
K ¢istému supernatantu bylo ptidano 180 ul LDT. Obsah byl 15 sekund michan na vortexu
a ithned kratce stoen na odstfedivce. Zkumavky byly inkubovany na termobloku pii 70 °C
a 250 rpm 10 minut. Dale bylo pfidano 240 ul 96 % ethanolu, zkumavka byla opét promichana
na vortexu a kratce stocena, ¢imz byl ziskéan lyzat.

Poté byl lyzat prefiltrovan pies kolonu s fritou, ktera byla umisténa na QuickGene. Tim doslo
k zachyceni DNA, ktera byla tfikrat promyta 750 ul WDT do zasobni nadoby. Na zavér byla
frita pfemisténa nad Cistou 1,5 ml mikrozkumavku. Po pfidani 100 pl elu¢niho pufru CDT
a nasledné inkubaci po 90 sekund byla izolovana DNA uvolnéna do zkumavky.

Koncentrace izolované DNA byla nasledn¢ zméfena na ptistroji NanoDrop. Bylo tak mozné
zjistit nejen koncentraci, alei ¢istotu DNA. Nasenzor pfistroje byla nanesena kapka
zvortexovaného izolatu a pfistroj vyhodnotil dané udaje. Pomér absorbanci 260/280 ukazuje
¢istotu nukleové kyseliny, kterd absorbuje typicky pifi 260 nm. Pti 280 nm naopak absorbuji
kontaminujici latky (typicky proteiny ¢i fenoly). Hodnota 1,8-2,0 byva uznavana pro DNA
bez vyssi koncentrace kontaminujicich latek. Dalsim parametrem je pomér absorbanci 260/230,
kdy pfi 230 nm absorbuji organické latky jako sacharidy, EDTA nebo fenolické latky.
Zde o¢ekavame hodnotu vrozmezi 2,0-2,2. Pfitomnosti kontaminantd se toto ¢islo
snizuje [39].

3.3.2 Elektroforéza izolované DNA

Na zaklad¢ nizké koncentrace izolované DNA a také nejednoznacnych vysledki pii stanoveni
pfitomnosti nékterych z mikroorganismti pomoci PCR byla provedena elektroforéza
v agarozovém gelu. Metoda slouzila K ovéfeni piitomnosti DNA v eluatu po izolaci
nebo ve druhém piipadé k tomu, zda doslo k amplifikaci DNA a miuzeme tedy vysledky
z PCR prohlasit za pozitivni.

Nejprve byl piipraven 1,0 % roztok agarézového gelu smisenim vypocteného mnozstvi
agarozy a TAE pufru. Smés byla nasledné zahtfivana v mikrovinné troub¢, dokud nezacala vafit,
poté byla promichana a znovu zahtivana K varu stejnym zpusobem az do tplného rozpusténi
veskeré agarozy. Obsah banky byl ochlazen pfiblizné na teplotu 60 °C, bylo ptidano detekéni
barvivo a smés byla opatrné promichana.
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Vytvorfeny gel byl nalit do tvofitka, do néhoz byl nasledn¢ vlozen hiebinek a po zatuhnuti byl
gel pienesen do elektroforetické vany. Gel byl ponofen do TAE pufru ado jamek bylo
naneseno 12 pl smési tvorené 3 pl loading bufferu a 9 ul vzorku DNA. Vzorky kvili jejich
nizké koncentraci nebyly fedény (bézné fedéno na koncentraci 100 ng/ul). Kromé vzorka byl
na gel nanesen také velikostni standard pro elektroforézu 100 bp od vyrobce Nippon genetics.
Elektroforeticka vana byla pfipojena ke zdroji abyla zahdjena samotna elektroforéza.
Ta byla ukon¢ena po uplynuti jedné hodiny. Gel byl nasledné¢ vyjmut azobrazen
pod transiluminatorem.

3.3.3 Stanoveni pritomnosti vybranych mikroorganismi

Do 100 pl zkumavek byla pripravena smés na PCR 0 celkovém objemu 25 pl tvofena 12,5 pl
Syto master mix obsahujici barvivo SYBR®Green, 2 ul DNA izolovaného ze vzorku syra, 1 pl
forward a 1 ul reversed primeru a 8,5 ul vody pro PCR. Smési ve zkumavkach byly kratce
stoCeny a vlozeny do pfistroje pro Real-Time PCR. Na propojeném pocitaci byly v programu
nastaveny nasledujici podminky pro 35 cyklu:

Tabulka 3: Podminky pri PCR.

Faze cyklu Teplota (°C) | Doba trvani (s)
Denaturace 95 30
Nasedani primerti 58 30
Syntéza DNA 72 60

Soucasné byla také provedena HRM analyza. Po ukonceni méteni byly vysledky zpracovany.
V piipadé nejednoznacnych vysledkd bylo méfeni doplnéno o elektroforézu (viz. 3.3.2).

3.4 Stanoveni tékavych aromatickych latek

Aromatické latky ve vzorcich syra byly stanoveny metodou GC-MS. Od kazdého vzorku byly
provedeny dvé méfeni. Ze vzorku byly vzdy odebrany 2 g z vnitini i vnéj$i ¢asti syra do 10 ml
vialek opatifenych septem. Po navazeni byly vzorky vloZeny do piistroje. Na kolonu byly
aplikovany pomoci autosampleru.

Podminky méfenti:

e HS-SPME: DVB/CAR/PDMS vlakno, 2 g vzorku v 10 ml vialce, doba inkubace: 5 min,
teplota inkubace: 40 °C, doba extrakce: 30 min, doba desorpce: 7 min, michani

e Teplota inletu: 250 °C

e Prutok nosného plynu: 1 ml/min

e Teplotni program: 40 °C (1 min), 2 °C/min do 100 °C (3 min), 5°C/min do 130 °C
(5 min), 2 °C/min do 220 °C (2 min)

e MS detekce: teplota transfer line: 245 °C, iontovy zdroj: elektronova ionizace pii 70 eV,
teplota iontového zdroje: 230 °C, skenovaci rozsah 30-300 m/z
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3.5 Senzoricka analyza

K senzorické analyze byly ptipraveny vSechny tii vzorky tak, Ze byly vyjmuty z pivodniho
obalu anakrajeny na kousky. Poté byl kousek kazdého syru umistén na papirovy tacek
a opatfen anonymnim tfimistnym koédem. Hodnoceni probihalo prostiednictvim online
formulate vytvoreného pomoci Google Forms (viz. Ptiloha 1, Ptiloha 2 a Ptiloha 3). Provadéli
ho neskoleni hodnotitelé¢ z fad nasi fakulty, ktefi nebyli pfedem informovani o konkrétnich
syrech, které se analyzy ucastnily.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Stanoveni mikrobialniho sloZeni

Cilem stanoveni mikrobidlniho slozeni bylo zjistit, zda syr Blue Stilton obsahuje specifické
mikroorganismy, které jsou pro néj typické a které by jej dokazaly specificky odlisit od jemu
podobnych syru. K analyze byly pouzity izolaty DNA ziskané z jednotlivych vzorkt. Ty byly
nasledné testovany na pfitomnost 15 druhti mikroorganismu (viz. Tabulka 1 a Tabulka 2).
Pro piesnéjsi stanoveni byly k analyze pouzity 2 DNA izolaty jednoho vzorku, a to z davodu,
Ze stanovované syry, a predevsim Blue Stilton maji pomérné rozmanitou mikrofléru na povrchu
a uvnitf tésta [17]. Izolaty mély navic pomérné nizkou koncentraci DNA, coz bylo zptisobeno
vysokou tu¢nosti vzorkli a DNA tudiz pfechdzela prevazné do tukové faze, zatimco jako izolat
slouzila faze vodna.

Pro samotnou RT-PCR analyzu byly pouzity pievazné primery, které byly dostupné
na fakulté. Vybrany byly zejména primery mikroorganismi, které jsou soucasti kultur
ptidavanych do syrii nebo se vyskytuji v syrech jako pfirozena souc¢ast jejich mikroflory. Cilem
bylo ale také prokazat, zda se ve vzorcich vyskytuji mikroorganismy Yarrowia lipolytica,
Kluyveromyces lactis a Trichosporon ovoides, které by na zakladé zdroji mély byt pfitomny
v Blue Stiltonu [17]. Jejich primery byly proto nové vytvoreny pomoci programu Primer-Blast
a databaze NCBI a byly otestovany u v§ech vzorki stejné jako jiz dostupné primery.

Meéfeni byla vyhodnocovana v programu pro Light Cycler Nano ze zaznamu nartstu
fluorescence v zavislosti na poc¢tu cykli. Pokud doslo k dostatecnému nardstu fluorescence,
byl vzorek vyhodnocen jako pozitivni a byla mu pfipsana ptislusna hodnota Ct. Ta potom
vypovida o mnozstvi DNA obsazené v pivodnim vzorku. Pokud vysledky nebyly jednoznacné
bylo rozhodnuto pomoci HRM analyzy, kterd byla provadéna soucasné s PCR.
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Obrazek 4: Souhrn vyslednych krivek z PCR vyjadiujici zavislost intenzity fluorescencniho zdreni

na poctu cykli.
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Obrazek 5: Priklad vyslednych HRM krivek naristu fluorescence pro Streptococcus thermophilus
U vzorkii Blue Stilton a Roquefort, zavislost integrované veliciny fluorescence na teploté.

Obrazek 5 ukazuje pozitivni vysledky HRM analyzy pfi testovani vzorkd Blue Stilton
a Roquefort na ptitomnost druhu Streptococcus thermophilus. Podobny trend kiivek naznacuje,
ze jde o totozny primer, vice piki na kfivce zase poukazuje na tvorbu nespecifickych produkti.
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Obrazek 6: Vysledky HRM analyzy pri stanoveni pritomnosti primerii P. roqueforti a L. bulgaricus
U vzorkii Blue Stilton a Roquefort.
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Obrazek 6 zobrazuje dva rozdilné primery, coz lze poznat podle dvou trendu kiivek piku,
pricemz od kazdého primeru byly pozitivni dva vzorky. Z tohoto méfeni mizeme nasledné
usoudit, ze syry Blue Stilton a Roquefort obsahuji mikroorganismy Penicillium roqueforti
a Lactobacillus bulgaricus.

Tabulka 4: souhrnné vysledky stanoveni mikrobidlniho sloZeni.

Mikroorganismus Blue Stilton Roquefort Niva

<. nazev p/n Ct p/n Ct p/n Ct

1 | Brevibacterium linens p 22,89 n n

2 | Debaryomyces hansenii p 28,36 p 22,4 p 21,95
3 | Lactococcus lactis p 18,42 p 15,0 p 14,5
4 | Streptococcus thermophilus p 22,67 p 26,5 p 25,25
5 | Geotrichum candidum p 18,02 n n

6 | Arthrobacter arilaitensis p 26,74 n p 19,4
7 | Penicillium camemberti n n n

8 | Cladosporium herbarum n n p 32,22
9 | Penicillium fuscoglaucum p 16,57 n p 12,96
10 | Penicillium caseifulvum p 22,31 p 23,6 n

11 | Yarrowia lipolytica n n n

12 | Kluyveromyces lactis p 21,09 n n

13 | Trichosporon ovoides n n n

14 | Lactobacillus bulgaricus p 16,58 p 18,23 p 19,59
15 | Penicillium roqueforti p 17,02 p 15,93 p 15,39

Tabulka 4 zahrnuje vysledky vSech konkrétnich méfeni. To, zda je piitomnost
mikroorganismu ve vzorku pozitivni nebo negativni (p/n) urCuje piitomnost Ct hodnoty
ve sloupci Ct. Tato hodnota byla vypoctena piimo pfistrojem, v némz byla RT-PCR provadéna.
V této tabulce 1ze porovnat vSechny vzorky a jejich mikrobidlni sloZeni a najit specifické druhy
mikroorganismii pro Blue Stilton. Ke stejnému ucelu potom mizeme pouzit Obrazek 7.
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Obrazek 7: Srovnani Ct hodnot a zastoupeni mikrobidlnich druhii ve vSech vzorcich.
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Jako prvni je patrné, ze se ve vzorku Blue Stiltonu specificky vyskytoval druh bakterie
Brevibacterium linens. Ta se typicky objevuje na povrchu zrajicich syru (pfedev§im u syri
zrajicich pod mazem), kde tvofi oranzovy pigment. Je vyznamna diky své proteolytické
a lipolytické aktivit¢ abude tudiz jednim Zz mikroorganismti podilejici se na aromatu
Blue Stiltonu [40]. Jelikoz ma Blue Stilton narozdil od ostatnich vzorkd charakteristickou
hnédou kirku, pigment tvofeny touto bakterii by mohl pfispivat i k tomuto zabarveni.

Dalsim specifickym druhem se ukazala byt kvasinka Geotrichum candidum, ktera bézné
roste na povrchu syrt typu Camembert, kam se dostava ze syrového mléka nebo jako uméle
pfidavana startovaci kultura. Krom¢ proteolytické a lipolytické aktivity se také vyznacuje
metabolickymi drahami, jejichz produkty vyznamné piispivaji pfiitvorbé senzorickych
vlastnosti daného syru. Pokud v$ak narGsta v nadmérném mnozstvi, ma to za nasledek
povrchové vady. Je rovnéZz pomérné citliva na pfitomnost soli, tudiz Ize o¢ekavat, ze se nebude
vyskytovat na syrech jako je Niva, ktera je pomérné slana [41].

Poslednim specifickym mikroorganismem je kvasinka Kluyveromyces lactis, pro kterou byl
vytvofen jeden znovych primeri aktera by méla byt pfitomna v Blue Stiltonu jako
charakteristicky druh. Vyznacuje se proteolytickou a lipolytickou aktivitou, vysokou odolnosti
k NaCl a také inhibi¢nim G¢inkem vici nezadoucim mikroorganismim [42].
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4.2 Stanoveni tékavych aromatickych latek

Tekavé aromatické latky byly stanoveny pomoci metody HS-SPME-GC-MS a identifikovany
srovnanim namétenych hmotnostnich spekter s dostupnou knihovnou spekter. V potaz byly
brany prevazné t¢kavé latky s faktorem shody (R Match) vyssim nez 800. Vzorek kazdého syru
byl méten dvakrat. Vysledky téhoz vzorku byly nasledné porovnany a retencni faktory (RT)
aintegrované¢ procentudlni plochy pikG (% plocha) byly zprimérovany. Ptehled
identifikovanych slouc¢enin uvadi Tabulka 5.

Mnozstvi  jednotlivych  latek  vyjadfuje procentudlni zastoupeni ploch  piki
na chromatogramu, ziskané integraci ploch téchto pikd. Procentualni plocha je potom vztaZena
ke vsem latkam, které byly pfi méfeni brany v potaz.

Tabulka 5: Tekavé aromatické latky identifikované ve vzorcich syrii, majoritni slozky jsou zvyraznény.

Vzorek Roquefort Blue Stilton Niva
Sloucenina | Skupina | RT | 2 | rT | [ | g | % |20
plocha plocha plocha
pentan-2-on keton 5,93 158| 5,93 4,57 [43]
heptan-2-on keton 13,15 7,91] 13,18| 23,00| 13,08 6,02 | [44]
3-methylbutanol alkohol | 14,64 1,87 [44]
oktan-2-on keton 17,52 1,48 [45]
heptan-2-ol alkohol |19,42 0,91] 19,42 0,95 [44]
2,6-dimethyl-pyrazin | ostatni 19,67 0,36 [46]
nonan-2-on keton 22,13 27,15| 22,16| 42,38| 21,99 54,66 | [47]
dodekamethylpentasil
oxan ostatni 23,67 1,58 [48]
ethylester kyseliny
oktanové ester 23,94 0,72 [49]
1-methoxy-4-methyl-
benzen ostatni | 24,04 1,47 23,97 6,34 | [50]
non-8-en-2-on keton 24,36 1,43| 24,37 10,62| 24,29 3,28 [47]
isopentyl-hexanoat | ester 24,87 0,77 [47]
1-ethyl-4-methoxy-
benzen ostatni 27,97 6,88 | [51]
nonan-2-ol alkohol | 28,10 4,42 [47]
undekan-2-on keton 32,42 2,00 32,41 457| 32,31 8,97 | [47]
2,6-dimethyl-1,7-
Oktadien-3-ol alkohol 36,54 0,57 [49]
kyselina butanova kyselina | 36,56 5,06| 36,70 2,94| 37,36 2,93 [52]
kyselina 3-
methylbutanova kyselina 39,72 2,29 | [53]
kyselina hexanova kyselina | 45,70 22,01| 45,92 4,86 | 46,28 2,56 | [54]
kyselina n-dekanova |kyselina 48,89 49,81 4,49 [44]
kyselina oktanova kyselina | 51,18 22,69 51,40 3,68 [54]
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Obrazek 8: Srovndni poctu identifikovanych latek (osa y) Ve vzorcich syrii.

Z integrované plochy vSech pika identifikovanych tékavych latek, kterd byla vypocitana
ptistrojem, byla ptepocitana procentualni plocha pro jednotlivé stanovené latky, ktera slouzila
K porovnani mnozstvi stejnych aromatickych latek v riznych vzorcich syra. Obrazek 8 na prvni
pohled vyjadiuje rozdily ve sloZeni aromatickych latek ve vSech vzorcich. Vidime, Ze syr
Roquefort obsahuje vSechny skupiny identifikovanych latek, u Blue Stiltonu nebyly
identifikovany estery a v Nivé, kterda ma nejméné rozmanity aromaticky profil, schazi estery
i alkoholy. Tento graf ale sam o sobé neposkytne tplny nahled do charakteru aromatickych
profilt jednotlivych vzorkd, proto je dilezité se také zamétit na konkrétni slouceniny.

Plivodni zamér pro vyhodnoceni tohoto stanoveni byl najit ve vzorku Blue Stiltonu
specifickou latku, ktera se nebude vyskytovat v ostatnich vzorcich. Takové latky v Tabulce 5
sice nalezneme, ale z integrované procentualni plochy piku je patrné, ze nebudou mit velky
podil na aromatickém profilu syru, jelikoz jejich hodnoty se pohybuji v praiméru pod 1,5 %
z celkové procentudlni plochy pikd v daném vzorku. Proto se vyhodnoceni zamétuje na latky,
které maji majoritni podil na aromatickém profilu nékterého ze syru. Ty jsou Vv totozné tabulce
barevné¢ vyznaceny. Kritérium pro vybér bylo, aby procentualni plocha ¢itala alespoi u jednoho
vzorku vice nez 10 %.

Obrazek 9 potom ukazuje zastoupeni majoritnich t€kavych latek v jednotlivych syrech.
Vybrany byly kyselina hexanova a oktanova (neboli kapronova a kaprylova), které rozpozname
v syrech diky jejich zluklému a Stiplavému aromatu, kterym se syry s plisni vyznacuji.
Tyto latky mély nejvétsi podil na aromatickém profilu syru Roquefort, kde jejich procentualni
plocha dosahuje hodnot nad 22 %. U Blue Stiltonu je mnozstvi téchto latek mnohem niZzsi
a Vv pripadé Nivy se kyselina oktanova na aromatickém profilu vitbec nepodili.
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Obrazek 9: Porovnani viivu klicovych sloucenin (dle integrované plochy piku) na aromaticky profil

ve vSech vzorcich syrii.

DalSimi aromatickymi latkami pouzitymi pro identifikaci vzorkli byly slouceniny
S ovocnymi téony non-8-en-2-on, nonan-2-on a heptan-2-on. U prvniho zminéného ketonu
si Ize v§imnout, Ze v Blue Stiltonu je jeho mnozstvi daleko vyznamnéjsi nez v ostatnich syrech,
ackoli netvofi nejpodstatnéjsi podil jeho aromatického profilu. Nonan-2-on je ketonicka
slouc¢enina dodavajici syrim ovocnou az kvétinovou vini. U vzorku Nivy se na aromatickém
profilu podili z vice nez 54 %, zatimco u ostatnich vzorki je to znatelné méné. Heptan-2-on
ma zase nejveétsi podil na aromatickém profilu Blue Stiltonu. Ve zbytku vzorkd je jeho podil
pomé&rné nizky.

Aromatické profily zbylych identifikovanych latek zobrazuje Tabulka 6.
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Tabulka 6: Aromatické profily ostatnich identifikovanych latek, majoritni slozky jsou zvyraznény.

Sloucenina Druh slou¢eniny Aroma
pentan-2-on keton acetonové
heptan-2-on keton ovocné (banan)
3-methylbutanol alkohol bananové
oktan-2-on keton jable¢né
heptan-2-ol alkohol drevité
2,6-dimethyl-pyrazin ostatni karamelové
nonan-2-on keton ovocné (kvétinové)
dodekamethylpentasiloxan ostatni bez aromatu
ethylester kyseliny oktanové ester ovocné (kvétinove)
1-methoxy-4-methyl-benzen ostatni kvétinové
non-8-en-2-on keton ovocné
Isopentyl-hexanoat ester ovocné
1-ethyl-4-methoxy-benzen ostatni sladké
nonan-2-ol alkohol okurkové
undekan-2-on keton ovocné (kvétinové)
2,6-dimethyl-1,7-oktadien-3-ol alkohol kvétinové
kyselina butanova kyselina 7luklé
kyselina 3-methylbutanova kyselina Stiplavé
kyselina hexanova kyselina 7luklé
kyselina n-dekanova kyselina hroznové
kyselina oktanova kyselina zluklé

Pokud se zaméfime na mnozstvi latek, ktera by nebyla vztazena k aromatickému profilu syru,
1ze vyuzit pfimo integrované plochy pikii (plocha) namétené ptistrojem. Ty byly zprimérovany
v ramci dvou méfeni stejného vzorku syra. Na zakladée téchto hodnot zobrazenych v Tabulce 7
muzeme porovnat rozdilnd mnozstvi jednotlivych aromatickych tékavych latek u rliznych
vzorkd.

V piipadé kyselin oktanové a hexanové lze pozorovat fadovy rozdil jejich mnozstvi mezi
vzorky syrii. Mnozstvi téchto latek se Zluklym aromatem dosahuji u Roquefortu #adu 10%,
u Blue Stiltonu 10° a v ptipadé Nivy jen 10® nebo nejsou piitomny vibec. Radové rozdily
se vyskytuji i v pfipadé latky non-8-en-2-on, kdy nejvétsi mnozstvi je v Blue Stiltonu, o fad
mén¢ v Roquefortu a o dva fady méné v Niveé. Rozdily v mnozstvich slouc¢enin heptan-2-onu
a nonan-2-onu mezi vzorky syrt jsou potom mensi az na Nivu, kde je mnozstvi vzdy alespon
0 fad niZ8i neZ u ostatnich vzorkd.
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Tabulka 7: Mnozstvi tékavych aromatickych latek vztazenych na integrovanou plochu pikii, majoritni

slozky jsou zvyrazneny.

vzorek Roquefort Blue Stilton Niva

slou¢enina RT | plocha | RT | plocha RT | plocha
pentan-2-on 5,93| 2,43-10°| 5,93 7,17-10°

heptan-2-on 13,15|1,22-10'°| 13,18 {3,61-10%° | 13,075 2,43-108
3-methylbutanol 14,64 | 2,88-10°

oktan-2-on 17,52 2,32-10°

heptan-2-ol 19,42 | 1,40-10°|19,42| 1,51-10°
2,6-dimethyl-pyrazin 19,67 | 5,71-108

nonan-2-on 22,13|4,18-10% 22,16 |6,66-10'°| 21,985 | 2,22-10°
dodekamethylpentasiloxan 23,67 (6,43-107
ethylester kyseliny oktanové 23,94 | 1,11-10°

1-methoxy-4-methyl-benzen  |24,04| 2,26-10° 23,965 | 2,58-108
non-8-en-2-on 24,36| 2,20-10°|24,37|1,67-10'°| 24,285 | 1,33-108
Isopentyl-hexanoat 24,87 1,18-10°

1-ethyl-4-methoxy-benzen 27,965 2,80-108
nonan-2-ol 28,10 6,81-10°

undekan-2-on 32,42| 3,08-10°(32,41| 7,18-10°|32,305 | 3,65-108
2,6-dimethyl-1,7-oktadien-3-ol 36,54 | 9,02-108

kyselina butanova 36,56 | 7,80-10°(36,70| 4,63-10°| 37,36(1,19-108
kyselina 3-methylbutanova 39,715(9,30-107
kyselina hexanova 45,70 |3,39-10%° /45,92 | 7,65-10°|46,275|1,04-10°
kyselina n-dekanova 48,89 49,805 |1,84-108
kyselina oktanové 51,18 3,50-10%°|51,40 | 5,80-10°

Z vyhodnoceni vysledkil pomoci procentudlni integrované plochy (% plocha) a integrované
plochy (plocha) pika lze ziskat ipIn€jsi pohled na obsah aromatickych latek ve vzorcich.
U obou vyhodnoceni v ptipadé€ kyselin oktanové a hexanové lze vyvodit podobné zavéry a to,
Ze jejich vyznam na aromatu syra klesa v fadé Roquefort, Blue Stilton, Niva. Non-8-en-2-on
byl zase nejvyznamnéjsi u Blue Stiltonu, kdeZto mmnozstvi nonan-2-onu a heptan-2-onu
dle integrované plochy nebyla tak rozdilna, jako pii porovnani aromatickych profili syri
pomoci procentualni integrované plochy piki.

Z toho lze vyvodit, Ze tyto t€kavé latky jsou pro nékteré ze syri vyznamnéjsi vzhledem
k aromatickému profilu, protoze se na ném mize podilet mén¢ latek o méné vyznamnych
mnozstvich, a proto vysledna aromatickd latka bude mit vétsi podil, 1 kdyz se jeji mnozstvi
vyrazné neliSi od ostatnich vzorkli syrd. To se tykd zejména vzorku Nivy, kde mnoZstvi
t€kavych aromatickych latek byla nizsi nez v ostatnich vzorcich, ale vzhledem k aromatickému
profilu byla vyznamnéjsi, protoze se na ném podili podstatné méné latek nez u zbytku vzorkd.
Ve vysledku si ale také miizeme vSimnout, Ze integrovana plocha téméf vsech identifikovanych
aromatickych latek u vzorku Nivy je pfiblizné o f¥ad nizs$i nez u Blue Stiltonu a Roquefortu,
coz ukazuje na niz8i aromati¢nost tohoto syra. U zbylych dvou vzorkt jsou mnozstvi fadoveé
podobna, tudiz budou Iépe srovnatelné jejich chut'ové profily pomoci senzorické analyzy.
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4.3 Senzoricka analyza

Senzoricka analyza byla provedena k doplnéni analyzy aromatickych latek ve vzorcich syra.
Hodnoceni probéhlo v dotazniku vytvoreném v Google Forms, odkud byla nasledné pievzata
a vyhodnocena data od 25 hodnotitelti. Hodnoceny byly zakladni senzorické znaky jako vzhled
a barva, konzistence (textura), viné a chut’ (flavour) pro kazdy ze vzorkii syri. Vytvofeny
dotaznik byl také obohacen o otazky, dotazujici se na intenzitu vini jednotlivych tékavych
aromatickych latek, které byly v GC-MS analyze povazovany za latky, jez se majoritné podili
na aromatickych profilech jednotlivych vzorkt syri (viz. 4.2). Slo konkrétn& o vini ovocnou,
kvétinovou a zluklou.
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Obrazek 10:hodnoceni viastnosti vzorku Blue Stilton na bodové stupnici 1—5 (nejlepsi— nejhorsi).
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Obrazek 11: Hodnoceni viastnosti vzorku Roquefort na bodové stupnici 1—5 (nejlepsi— nejhorsi).

12 o1
_ — o2
§10 o o .3
28 m4
)§ 4
A~

- | LI i

0 ] ]

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

Obrazek 12: Hodnoceni viastnosti vzorku Niva na bodové stupnici 1—5 (nejlepsi— nejhorsi).
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Obrazek 13: Hodnoceni nejlepsiho ze vzorkii pro jednotlivé kategorie.

Pro ziskani nejlépe hodnoceného vzorku byly vysledky poétu hodnoceni u kazdého ze syra
Vv jednotlivych parametrech seéteny a nasobeny bodovym ohodnocenim pro dany stupen.
Tyto hodnoty pro jednotlivé stupné hodnoceni u totozného vzorku syra byly nasledné znovu
se¢teny a tim bylo ziskano celkové skére. Cim byla jeho hodnota nizsi, tim lepsi byl vysledek.

Celkova suma vychazi nejnizsi u vzorku Jihoceské Nivy (219), ktery byl pro hodnotitele
ve vétsiné parametrd nejpiijatelnéjsi. Obrazek 13 muze tento pohled doplnit o informaci,
Ze vV parametru vin€ byl naopak nejpfijatelnéjsi Blue Stilton, ktery se zaroven v celkovém
hodnoceni umistil na druhém misté (256). Celkova suma syru Roquefort byla 320.
Dle primérného hodnoceni v jednotlivych parametrech byla pro hodnotitele u tohoto vzorku
nejméné piijatelnd jeho krémova konzistence a intenzivni chut’, které byly nejcastéji bodovany
podprimérmé.

5

4

Pocet hodnoceni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obrazek 14: Hodnoceni oblibenosti syrii s modrou plisni (primérné 5,56) na stupnici od 1 do 10

(1 nejméne, 10 nejvice).
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Obrazek 15: Hodnoceni intenzity viini aromatickych tékavych latek uvzorku Blue Stilton na bodové

stupnici 1—5 (nejmeéné intenzivni— nejvice intenzivni).
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Obrazek 16: Hodnoceni intenzity vini aromatickych tekavych latek u vzorku Roquefort na bodové

stupnici 1—5 (nejmeéné intenzivni— nejvice intenzivni).

12 [ ] o1l
10 — o2
2 - -
5 g o3
S — m4
he) 6 -
2 m5
S 4
[a )
2 Hl | HIL
0

Ovocna Kvétinova Zlukla

Obrazek 17: Hodnoceni intenzity viini aromatickych tékavych latek u vzorku Nivy na bodové stupnici

155 (nejméné intenzivni— nejvice intenzivni).
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V dalsi ¢asti senzorického hodnoceni byly vysledky stanoveni aromatickych tékavych latek
porovnavany s hodnocenim intenzity téchto aromatickych latek ve vzorcich hodnotiteli.
Ovocna viné je vazéna k aromatickym latkdm heptan-2-on, nonan-2-on a non-8-en-2-on
a dle aromatického profilu vzorka by méla byt nejintenzivngjsi v Blue Stiltonu, u néhoz tyto
latky maji majoritni zastoupeni. Nejméné intenzivni by méla byt naopak v Roquefortu.
Z vysledkt senzorického hodnoceni nicméné vyplyva, Ze nejintenzivnéji hodnotitelé vnimali
ovocné aroma praveé u Roquefortu, jelikoz primérna hodnota ze vSech hodnoceni vychazi 2,3.
U Nivy to bylo 1,9 av pfipad¢ Blue Stiltonu 1,7. Vysledky jsou tedy opaéné, néz bylo
ptedpokladéno.

Druhou hodnocenou viini byla kvétinova, ktera je doplitkovou pro latku nonan-2-on. Ta tvofi
majoritni ¢ast aromatického profilu u Nivy. V nemalych mnozstvich se ale nachazi ve vSech
vzorcich. Ze senzorického hodnoceni vychdzi jako vzorek s nejveétsi intenzitou kvétinové ving
Blue Stilton s primérmym hodnocenim 2,3. V ramci GC-MS analyzy také bylo zjisténo,
ze dle integrované plochy piku obsahuje nejvys$si mnozstvi nonan-2-onu (viz. Tabulka 7). Niva
a Roquefort vysly z hodnoceni velmi podobné s primérnymi hodnocenimi 1,9 a 1,8.

Poslednim sledovanym aromatem bylo zluklé aroma, které je prosyry s plisni
charakteristické. Projevuji se jim t¢kavé latky kyseliny hexanova a oktanova. Na zakladé
analyzy aromatickych tékavych latek by méla byt zlukla chut' nejintenzivnéjsi ve vzorku
Roquefortu, coZz senzoricka analyza také potvrdila. Primérné hodnoceni vychazi 2,8.
téméf stejna jako u Roquefortu, 2,7. O dalsi tad mensi mnozstvi Se vyskytuje v Nive,
kde je primérna hodnota senzorického hodnoceni nejnizsi, a to 2,3.

Tabulka 8: Priimérného hodnoty hodnoceni intenzity aromatickych ldatek u jednotlivych vzorkii syrii.

Ovocna |Kvétinova| Zlukla
Blue Stilton 1,7 2,3 2,7
Roquefort 2,3 1,8 2,8
Niva 1,9 1,9 2,3

Z porovnani téchto dvou stanoveni muzeme usoudit, Ze K pfesnéjSim vysledkim by bylo
tieba zkusenych hodnotitelt, kteti by poskytli piesn€jsi data 0 intenzit¢ aromatickych latek
ve vzorcich. JelikoZ hodnoceni bylo provadéno nezkusenymi hodnotiteli, nelze ocekavat
reprezentativni vysledky, které by bylo mozné srovnat s analytickymi metodami. Nicméné
prvni ¢ast senzorické analyzy pfinesla data ohledné preferenci béZného spotiebitele v ramci
syrtt s modrou plisni.
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5 ZAVER

Cilem prvni ¢asti prace bylo porovnat mikrobidlni slozeni anglického syru Blue Stilton se syry
Roquefort a Niva apokusit seprotento syr najit specifické mikroorganismy, které
by jej odliSovali od ostatnich vzorkti. Protento ucel byly zesyrd pomoci kitu ziskany
DNA izolaty, jez byly nésledné podrobeny RT-PCR analyze. Testovdna byla pfitomnost
mikroorganismu, které jsou bézn¢ soucasti mikrofléry syrti nebo jsou do nich ptidavany
pii vyrobé ve form¢ mlékaiskych kultur (viz. Tabulka 1 a Tabulka 2). Vyhodnoceni nasledné
prob&hlo ze zdznamu naristu fluorescence, ¢imz byly ziskany i Ct hodnoty vypovidajici
0 mnozstvi DNA mikroorganismti v ptivodnich vzorcich.

Z analyzovanych mikroorganismu se ukazaly jako specifické pro Blue Stilton hned 3 druhy.
Prvnim z nich je Brevibacterium linens, bakterie typicka pro syry zrajici pod mazem tvofici
oranzovy pigment. Jetaké charakteristicka proteolytickou a lipolytickou aktivitou.
Tou se vyznacuje také kvasinka Geotrichum candidum, jeZ bézné roste na povrchu syru s bilou
plisni. Jeji netypické metabolické produkty potom ovliviiuji aromaticky charakter vyrobku.
Poslednim specifickym mikroorganismem byla kvasinka Kluyveromyces lactis, ktera méla byt
dle zdroju v Blue Stiltonu pfitomna jako charakteristicky druh, coz se také potvrdilo.

Zdroje také Casto uvadély, ze se v syrech s modrou plisni vyskytuje druh kvasinky Yarrowia
lipolytica, ktery byl ve vysledku oznacen jako negativni, coz je s nejvetsi pravdépodobnosti
zpisobeno velmi malym mnozstvim piivodni DNA ve vzorcich, kterd s danou citlivosti nebyla
detekovana. Totéz by mélo platit i 0 kvasince Trichosporon ovoides. Tyto dva druhy spadaly
rovnéz mezi ty, které by mély byt piitomny v Blue Stiltonu.

Pro francouzsky syr Roquefort nebyl Zadny z 15 testovanych mikroorganismil specificky,
pro ¢esky syr Niva pouze druh Cladosporium herbarum s pomérné vysokou hodnotou Ct,
coz znaci malé mnoZzstvi DNA V ptivodnim vzorku.

Druhou ¢asti této prace bylo stanoveni tékavych latek, které urCuji aromatické profily
jednotlivych syrii. VyuZita byla metoda GC-MS pomoci niZ byly stanoveny aromatické latky
ve vSech tfech zkoumanych vzorcich, ato Vv procentudlni integrované plose pikd, ktera
vypovidala o latkovém slozeni aromatického profilu, a v integrované plose pikli vypovidajici
0 konkrétnich mnozZstvich danych latek ve vzorcich.

Bylo vybrano pét nejvyznamnéjsich latek, konkrétn€ kyselina oktanové a hexanova tvofici
zluklé aroma, non-8-en-2-on, nonan-2-on a heptan-2-on, které zastupuji ovocné a kvétinové
viné. Procentudlni plocha a mnozstvi téchto latek byly nasledné porovnany mezi vzorky
Blue Stiltonu, Roquefortu a Nivy. Z obou hledisek ma nejvyssi obsah zminénych kyselin syr
Roquefort, ktery by se tudiz mél vyznacovat intenzivnim zluklym aromatem. Blue Stilton
ma aromaticky profil tvofeny pfevazné zminénymi ketony a mél by tak vynikat ovocnou
a potazmo 1 kvétinovou vuni. JihoCeska Niva ma aromaticky profil utvofeny aromatickou
latkou nonan-2-on. Nicméné mnozstvi prakticky vSech identifikovanych aromatickych latek
v Nivé je pfiblizn¢ o fad az dva nizsi, nez mnozstvi v ostatnich vzorcich z ¢ehoz vyplyva,
ze Niva bude mnohem mén¢ aromaticka nez Blue Stilton a Roquefort.
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Posledni ¢asti této prace byla senzoricka analyza vSech zkoumanych vzorku. V senzorickém
dotazniku se vyskytovaly i otazky k provéteni vysledku ze stanoveni aromatickych tékavych
latek. Vzhledem k tomu, ze hodnoceni provadéli nezkuseni hodnotitelé, vysledky neodpovidaly
pfedpokladiim z pfedchoziho stanoveni. Analyza nicméné odhalila preference ceského
spotiebitele. Co se tykd oblibenosti vV ramci syrit s modrou plisni, v kategorii viné byl
nejpreferovanéjsi Blue Stilton. V kategoriich vzhledu, konzistence a chuti se ale hodnotitelé
nejvice priklanéli k Nivé.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

RT — real time (v realném case)

PCR — polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
HS — headspace

SPME — mikroextrakce tuhou fazi

GC — plynova chromatografie

MS — hmotnostni spektrometrie

dsDNA — dvoufetézcova (double stranded) DNA
sSDNA — jednoietézcova (single stranded) DNA
HRM — vysokorozliSovaci analyza ktivek tani
TOF — analyzator doby letu

F — forward primer (pifimy)

R — reversed primer (zpétny)

bp — pari bazi (base-pairs)

Ct — cycle of threshold
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8 PRILOHY

Pfiloha 1: Prvni ¢ast senzorického dotazniku.

Pfiloha 2: Druha ¢ast senzorického dotazniku.

Pfiloha 3: Tteti ¢ast senzorického dotazniku.
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Priloha 1: Prvni cast senzorického dotazniku.
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Priloha 2: Druha céast senzorického dotazniku.

49



Zhodnotte viastnost vzorku N33 (jako ve skole) *
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Vyhodnotte nejlepsi vzorek v jednotlivych kategoriich (zaskrtnéte u kazdé
kategorie jeden nejlepsi vzorek)

Konzistence
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Priloha 3: Treti ¢ast senzorického dotazniku.
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