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ABSTRAKT

Tato bakalarské prace se zabyva problematikou porovnani anglického syru s modrou plisni
Blue Stiltonu s bézné dostupnymi syry stejného druhu Roquefortem a Nivou, a to z hlediska
mikrobiéalniho slozeni, obsahu aromatickych tékavych latek a také pomoci senzorické analyzy.
Témito metodami je drahy syr Blue Stilton odliSen od béznych a levnéjsich syru stejného druhu
v ramci Ceské republiky.

Metodou RT-PCR byla provérovana pritomnost 15 vybranych druhd mikroorganisma.
Pro Blue Stilton se ukazaly byt specifické 3 z nich, konkrétné bakterie Brevibacterium linens
a kvasinky Geotrichum candidum a Kluyveromyces lactis. Aromatické tekavé latky byly
stanoveny metodou HS-SPME-GC-MS. Na aromatickém profilu vSech syrt se nejvice podilely
latky heptan-2-on, nonan-2-on, non-8-en-2-on a kyseliny hexanové a oktanova. Syry je mozné
rozlisit na zakladé podilu téchto latek na jejich aromatickém profilu nebo také dle mnozstvi
téchto latek v jednotlivych vzorcich. Provedené senzorické hodnoceni odhalilo, ze ve vétSiné
parametrd jako je vzhled, konzistence a chut’ je pro Ceské spotiebitele nejpfijateln€jsi syr Niva,
v kategorii viné byl naopak nejoblibenéjsi Blue Stilton.

Na zakladé ziskanych dat dokazeme diky specifickym mikroorganismim a jedinecnému
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,
tékaveé aromaticke latky, senzoricka 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 puvodné vyrabény pro prodlouzeni trvanlivosti mléka, jelikoz v sob€ koncentruji
jeho vyzivové nejvyznamnéj§i slozky. Postupem casu se vyvinuly technologie vyroby
nejruzn€jSich druhd syri ajednim znich jsou také syry smodrou plisni, které jsou
v soucasnosti rozsifené po celém svéte. 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 mikroorganismi, jelikoz kazdy z nich se muze liSit
v technologii vyroby, ale zejména v prostiedi, ve kterém potom zraje. Mikroflora kazdého syru
ma poté vliv na jeho vlastnosti. Cinnosti mikroorganismt mohou vznikat specifické produkty,
které dodéavaji syru typicky vzhled, barvu, chut’ nebo aroma. Syry byly srovnany také z hlediska
aromatickych tékavych latek, které spole¢né vytvaii chut’ a vuni produktu. Praveé pomér téchto
latek dokaze vzhledové velmi podobné syry jednoznacné chut'oveé rozlisit.

Cilem prace jetedy najit zpusoby, jakymi je mozné rozliSit syr Blue Stilton, ktery
je nakladny a v Ceské republice téméf nedostupny, od cenové dostupngjsich b&nych syra
Roquefortu a Nivy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Definice, druhy a déleni syru

Syrem se na zakladé vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. oznacuje vyrobek vyrobeny vysrazenim mlécné
bilkoviny z mléka pasobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagulacnich ¢inidel, oddélenim
podilu syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim [1]. Tato vyhlaska zahrnuje pozadavky
na mléko, mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky aoleje. Upravuje ji vyhlaska
€. 274/2019 Sb. o pozadavcich na mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy ajedlé tuky
a oleje [2].

Rozmanitost syrti vyplyva zejmeéna z rozdilnych technologii tfi hlavnich operaci pii vyrobé.
Jsou jimi srazeni mléka, odkapavani syrovatky a zrani. Tyto procesy potom mohou pfimo
¢i nepfimo ovliviiovat a diferencovat tak kone¢ny vyrobek od vyrobki jinych [3].

Syry muzeme rozdélit do n€kolika skupin podle nejriznéjsich parametri. Nejzakladnéjsim
z nich je déleni podle toho, z jakého mléka je syr vyroben, tedy obecné syry z kravského,
ovc¢iho nebo koziho mléka, ptfipadné se vyuziva jejich kombinace. Existuji ale také syry ziskané
ze syrovatky.  Specifict€jsi  dé€leni uzse zaméfuji narozdilnost vyrobkd odvijejici
se od technologii vyroby jednotlivych syru, pfipadné€ od jejich slozeni (napft. déleni podle
obsahu vody nebo tuku) [3].

Podle zptisobu srazeni (koagulace) mléka rozliSujeme syry vyrobené:

e sladkym srazenim — sraZeni pomoci syfidlovych enzymd,
e kyselym srazenim — srazeni v blizkosti izoelektrického bodu kaseinové bilkoviny,
e kombinovanym srazenim [3].

Podle zptiisobu zrani rozeznavame syry:

e zrajici:

- zrajici pod mazem,

- zrajici v chladu,

- zrajici v solném nalevu,
e plisfové:

- s plisni na povrchu,

- splisni v testé,

- dvouplisiiové,
e nezrajici [2].

Syry, na nichz mizeme béhem zrani pozorovat rust plisné, se déli do dvou velkych kategorii:
syry zrajici na povrchu, pro néz je typicky rust plisné Penicillium camemberti pouze na jejich
povrchu, a modfe Zzilkované druhy, tzv.syry s plisni v tésté, které se vyznaCuji rustem
Penicillium roqueforti v celém objemu produktu. Ackoli tyto syry maji jako spolecny rys narast
plisn€, jejich vyroba se v mnoha ohledech lisi, atojak mezi zminénymi kategoriemi,
tak i v ramci konkrétnich vyrobkt. Specialni skupinou jsou syry s kombinovanym nartstem
plisné, které se vyznacuji plisnémi obou zminénych kategorii [4].



2.2 Technologie vyroby syru

Jednim z hlavnich divodu, pro¢ mléko zpracovavame na syry, je prodlouzeni jeho trvanlivosti.
Toho umoziuje docilit proces fermentace mlécného cukru laktosy na kyselinu mlé¢nou, dale
potom snizeni pH a vodni aktivity, ptidavek soli a dalsi faktory. To vSe dopomaha k ziskani
produktu s delsi trvanlivosti a soucasné i nutricni hodnotou podobnou mléku [4].

Velka vyhoda syra spoCiva v tom, ze v sobé koncentruji vétSinu nutricné nejvyznamnéjsich
slozek mléka. Samy o sob€ jsou vlastné tvoreny zakladnimi slozkami mlé¢né susiny, predev§im
kaseinem a mlécnym tukem [4]. Obrazek 1 zobrazuje, jaké slozky mléka a v jakém pomeéru
do syra ptechazi.

Pfi vyrobé dochéazi k uvolnéni tekutého podilu zvaného syrovatka. Ta obsahuje vSechny
ostatni slozky, které nebyly vysrazeny spolecné s kaseinem a presly do vodné faze. Obrazek 1
ukazuje, ze suSina mléka, s vyjimkou tuku a ptevazné casti bilkovin, se do kone¢ného vyrobku
dostava jen ve velmi malém mnozstvi a uvolfiuje se do syrovatky [5]. Jeji slozeni je stejné jako
slozeni samotného mléka velmi variabilni a zavisi na charakteru pouzitého mléka, ziedéni,
nebo i technologickém postupu, jimz je ziskana [3]. Obvykle ale obsahuje kromeé
syrovatkovych bilkovin také laktosu a stopova mnozstvi tuku a dusikatych latek [4].

15| Vvoda
ZDyvajicl \ shidand sl
susina Ly .
10 (laktosa, "
NPN, ...) .
voda — 80
mineralnil. .'“'"-~.__~__‘ N
Cisté
5 P
bilkovin bikoui
Y flkoviny ]
- 20
tuk tuk
................... 0
0 .......................
MLEKO SYR

Obrazek 1: Porovnani slozeni mléka a syra [4], upraveno autorem.
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2.2.1 Miéko jako surovina

V ramci evropské unie jek vyrobé az92 % syra vyuzivano vyhradné kravské mléko.
O 4 % se rovnym dilem déli syry z ov¢iho a koziho mléka a zbytek tvoii vyrobky z mléka
dalsich zvirat, pfedevsim z buvoliho [6]. Druh mléka je pii vyrobé zasadni, jelikoz jeho slozeni
ma velky podil nakvalité 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 parametri. Pro dobrou syfitelnost
mléka neboli schopnost srazeni za pomoci syfidla, je nezbytnd pfitomnost rozpustnych
vapenatych iontu [4].

Syry podstatné ovliviiuje 1 mikrobialni kvalita pouzitého mléka. V prevazné vétsin€ zemi
je povolena vyroba pouze z mléka pasterovaného, aby se zamezilo rozvoji mikroorganismu,
které by ve vysledku méli negativni dopad na organoleptické a technologické vlastnosti
produktu. I pres tepelné oSetieni ale prezivaji spory nékterych mikroorganismu, které musi byt
odstranény jinym zpusobem, napi. baktofugaci. Hlavnim cilem je odstranit z mléka co nejvice
koliformnich a termorezistentnich bakterii zptsobujici dufeni syru [7].

2.2.2 Uprava mléka

Po pfejimce mléka v mlékarné jsou odstranény mechanické necistoty filtraci nebo centrifugaci.
Pred dal§im zpracovanim musi dojit k tepelnému oSetfeni a standardizaci. Nejcastéjsi zpusob
tepelného oSetfeni je Setrna pasterace [4]. Ohtev na teplotu 72 °C po dobu 15 sekund zajistuje
zniCeni patogenni mikroflory atim padem i zdravotni nezavadnost vyrobku [8]. Prezivaji
jen sporotvorné mikroorganismy a dochazi k ¢astecné 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
mikroorganisma, které nebyly usmrceny béhem pasterace. Predevsim 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 vyrobku zajistén stabilni obsah tuku v susiné, je nutno
provést standardizaci mléka. D¢je se tak z divodu nestabilniho slozeni mléka v prabéhu roku.
Je tedy pfidavana smetana nebo plnotu¢né mléko, abychom zajistili pomér tuku a kaseinu

typicky pro dany syr [4].

Proces homogenizace umoziiuje rovnomérné rozptyleni tukovych kulicek v mléce,
ale uplatriuje se také u smetany pred jejim pouzitim ke standardizaci. Je provadéna protlacenim
mléka uzkou Stérbinou pod tlakem, ¢imz se dosahne zmenSeni tukovych kuli¢ek pod 1 pm.
Vlivem homogenizace je urychlen proces syfeni a do syrovatky potom prechazi méné tuku,
jenz zustane v syru [9]. Tato operace se uskuteCriuje zejména u syru, které maji vyssi obsah
tuku, nebo je pfi jejich zrani uplatiiovana lipolyza, kam spadaji i syry s plisni [8].
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2.2.3 Pridavek ¢istych mlékarskych kultur a predezrani

Zakladni kulturou pro vyrobu vétSiny tvaroht a syrd je mezofilni smetanova kultura, ktera byva
nasledné doplnéna dal§imi kulturami charakterizujicimi konkrétni vyrobek. Smetanova kultura
a ¢ast kultury urcujici vyrobek [8] jsou ptidavany po pasteraci a ochlazeni mléka na teplotu
5az 12 °C apoté se smés necha do druhého dne tzv. predezrat. Tento krok pomtize obnovit
fyzikalné chemické a mikrobialni vlastnosti mléka po tepelném zahievu a zlepSuje rovnéz jeho
syftitelnost [4].

Kultury specifické pro dany vyrobek se pfidavaji po zahtati mléka na teplotu syteni (kolem
30 °C) pfiblizné¢ 30 minut pfed samotnym syfenim. Mezofilni kultury mimo jiné také
fermentu;ji laktosu na kyselinu mlécnou béhem procesu srazeni a zpracovani syfeniny, upravuji
kyselost mléka pred syfenim, podileji se natvorbé senzorickych vlastnosti, textury
a konzistence vyrobku a uplatiiuje se také jejich proteolyticka a lipolyticka aktivita [7].

2.24 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 pfi fermentaci laktosy. Mluvime o tzv. kyselém srazeni, pii némz vznikaji
zejména tvarohy a Cerstvé syry. Druhy a bézn€jsi zptisob je enzymové srazeni, které se provadi
nejCastéji syfidlem obsahujicim chymosin, jenz je izolovan ztelecich zaludka [9]. Kromé
n¢j jsou ale také vyuzivany jiné enzymové preparaty se stejnym ucinkem. Mohou byt
zivocisného, rostlinného, a dokonce i mikrobialniho pivodu, jelikoz nékteré mikroorganismy
jsou rovnéz schopny produkovat enzym zpusobujici srazeni (napt. Mucor pusillus) [10].

Enzymové srazeni lze rozdélit natfifaze. V primarni fazi dochéazi k proteolyze
tzv. K —kaseinu, ktery obaluje ostatni kaseinové frakce a chrani je tak pfed vysrazenim
Ca®"ionty [11]. V sekundarni neboli koagulaéni fazi zn& jsou od§tépovany fragmenty
zvané glykomakropeptidy, které poté prechdzeji dosyrovatky. Ze zbytku kaseinu
se nasledné stava para-k-kasein, ktery se pfteméni v gel pasobenim pravé Ca>* iontdl. V tercialni
fazi pokracuje proteolyza kaseinu vlivem zbytkové aktivity syfidlovych enzymd, coz je jiz déj
nezadouci [7].

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

2.2.5 Zpracovani syreniny

Pti dosazeni pozadované tuhosti gelu je syfenina syrafskymi harfami nakrgjena na kostky, které
se poté rozdrobi az na syrové zrno. Cim mensi &astice, tim vice syrovatky se uvolni a tim tvrdsi
syr ziskame [9]. Zrno se dale Setrn€ micha, aby nedochazelo ke ztratam casti, které by potom
odchazely do syrovatky a snizil setak vytézek. U polotvrdych atvrdych syrd jsou navic
zafazeny 1 operace dohfivani a dosouseni. Pfi dohfivani je zvySena teplota nad teplotu syfeni
a dosouSeni spociva ve vydrzi pii této teploté. S rostoucim zahfevem je podpofena synereze
neboli uvoliiovani syrovatky [4].
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2.2.6 Formovani

V této fazi je syrové zrno oddéleno od syrovatky nalitim do pfislu§nych perforovanych
tvoritek, ktera utvareji vysledny tvar produktu. Charakter takové formy je silné zavisly na druhu
vyrabéného syra. U mékkych syra poté nasleduje odkapavani, kdy se za obCasného prevraceni
syru ve formach vylou¢i syrovatka lisovanim vlastni vahou. U tvrdych syrt nasleduje lisovani
na lisech [9].

2.2.7 Soleni

Tento krok ma velky vliv nejen na chut' vyrobku, ale také ovliviiuje mikrobialni aktivitu
ptfitomnych 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, cozzpeviiuje povrch syrd. U vétSiny vyrobki se obsah soli pohybuje mezi
0,5 a 2,0 %, nicméné syry s plisni mivaji tyto hodnoty mezi 3,0-7,0 % [7]. Proces se nejCast¢ji
provadi nofenim do solné lazn€, nicméné vyjimkou neni ani soleni na sucho. U syra s plisni
v téste je Casto aplikovana kombinace téchto dvou metod [10].

2.2.8 Zrani

Zrani predstavuje proces, pii némz formované syry podléhaji riznym zménam, které dotvareji
jejich vysledny charakter. Pro kazdy syr jsou opét typické v zavislosti na pouzité mikrobialni
kultufe. Jednim z téchto procesu je rozklad laktosy, ktery castecné probiha jiz po pridani kultur
do mléka. Polotvrdé a tvrdé syry jsou typické rozkladem bilkovin proteolytickymi enzymy
na nizsi peptidy a aminokyseliny, které vytvareji specifické senzorické latky. U syra s plisni
je také kliCovym procesem lipolyza, pfi které se uvoliiuji mastné kyseliny tvorici specifické
aroma produktu. Dal§imi reakcemi vznikaji také karbonylové slouceniny, typicky
methylketony, které jsou vyznamnou slozkou chuti syra s plisni. Proces zrani zahrnuje
podminky, které se rizni podle vyrobku. Jsou jimi doba zrani, teplota, vlhkost a pfipadn€ i dalsi
operace. Pro plisiiové syry je kliCovy pfisun kysliku, ktery podporuje narist samotné plisné,
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 spole¢nym 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
ozna¢enim puvodu povolujici vyrobu pouze ve Velké Britanii v oblastech Derbyshire,
Nottinghamshire a Leicestershire z tamniho mléka. V soucasné dobé jej vyrabi pouze sedm
uznanych syraren [13]. Chut Stiltonu je kysela, svézi a krémova s drobivou strukturou, kurka
je vlhka a hladka. Je rovnéz moznost pfidavat do n¢j dalsi piisady, které hraji vyznamnou roli
v senzorickych vlastnostech kone¢ného vyrobku. To se vSak provadi zejména u druhu
White Stilton. Blue Stilton vynikd cistou, silnou chuti abohatou krémovou barvou
s modrozelenym zilkovanim [12].
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2.3.2 Druhy

Stilton se obecné vyrabi ve tfech 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. Miizeme jej tedy oznacovat za mladou a nedostatecné vyzralou verzi [13].
Tento syr je jemny a drobivéjsi a k jeho ochuceni je vyuzivano nejriznéjSich prisad jako jsou
bylinky nebo Cerstvé ovoce, napiiklad meruriky, boravky, brusinky apod. Vintage Stilton
je naopak druhem, ktery zraje podstatné delsi dobu, coz umozni dostate¢né vyvinuti chuti [12].

2.3.3 Vyroba

Stilton se vyrabi v uvedenych oblastech z pasterovaného mléka produkovaného mistnimi stady.
Po pasteraci provadéné nejcastéji pti teploté 71 °C na 15 sekund se mléko ochladi na 26-32 °C
a prida se do né€j mezofilni zakys spolecné s kulturou P. roqueforti. Teplota v této fazi vyroby
ma vyznamny vliv natexturu vzniklé syfeniny. Kvuli kolisani teplot u mléka je nutné
upravovat technologicky postup, aby bylo docileno konstantnich vlastnosti vyrobku [14].

Nasledné dochazi k zasifeni pomoci syfidla. To muze byt rostlinného ptivodu a syr tak bude
urcen 1 pro vegetariany, nebo se pouzije chymosinové teleci syfidlo, které doda vyslednému
produktu lepsi chutové vlastnosti [13]. Vznikajici syfenina se nechd usadit na dné vany
a syrovatka se postupné odebira v prub€hu nasledujicich 12—18 hodin, poté se syfenina
rozfizne k usnadnéni odtoku syrovatky a na zavér se Upln€ rozmélni, nasucho nasoli a vlozi
do forem [15].

V dal§ich pfiiblizné¢ sedmi dnech dochazi k lisovani vlastni vahou, pfiemz se syry musi
pravidelné obracet. Béhem této doby je udrzovano prostiedi s teplotou 2630 °C a na zrani
se umisti do chladn€j§i mistnosti s teplotou 13—15 °C na 67 tydnd, béhem nichz se ochladi
a na povrchu se vytvoii kiira. V posledni Casti vyroby se syry propichnou ocelovymi jehlami
a po dostateCném narustu plisné (2-3 tydny) se pfemisti 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
z nejdulezitejSich mikrobialnich slozek je pliseni Penicillium roqueforti, ktera zde prispiva
k modrému zilkovéni a také zejména proto, ze umoziiuje vznik ostré pikantni chuti [16].

Stejné jako ostatni plisnové syry ma Stilton heterogenni mikrobialni prostedi s vyraznymi
gradienty pH, soli avodni aktivity, coz vytvari v riznych Castech syra rdzné podminky
a vyskytuje se v nich tedy rovnéz rizna mikroflora. Rozdily jsou nejvice patrné v ramci
mikrobialniho slozeni kirky, modrych zilek a bilého jadra. Lactobacillus plantarum je druhem,
ktery se hojné nachazi ve vSech Castech syra, pficemz v celém syru lze nalézt mnoho jeho
kment, které také piispivaji k aromatu vyrobku. Do syru se dostava jako soucast mikrobialnich
kontaminantd ze syrového mléka. Kromé né¢j Ize ale na riznych 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 Castech a na povrchu. Na kafe Blue Stiltonu se mize také vyskytovat Candida
catenulata [17].

2.4 Syr Roquefort

Roquefort je oblibeny francouzsky syr prosluly prakticky po celém svété a lze jej oznacit jako
jeden z nejznaméjSich syra s modrou plisni v t€st€. Navic nalezi k pomémé malé skupiné
plisiovych syri pivodné vyrabénych z nepasterovaného mléka [15].

2.4.1 Charakterizace

Roquefort je syr vyrabény pod chranénym oznaCenim pavodu 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]. Patfi do skupiny takzvanych
modrych syrd kvili modfe zbarvenym zilkam tvorenych plisni Penicillium roqueforti [18].
Proces zrani probihd protento syr velmi specificky v jeskynich ve vymezené oblasti
jthovychodni Francie. Vyzraly Roquefort se vyznacuje krémovou konzistenci s ostrou,
Stiplavou a slanou chuti [15].

2.4.2 Vyroba

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

2.4.3 Mikrobialni slozeni

Jak bylo zminéno tento syr se vyznacuje piedevsim rastem plisné€ Penicillium roqueforti, ktera
je pomérmé Casta i u jinych syri podobného typu. Nicméne pro syr Roquefort se stala natolik
charakteristicka, ze ziskala oznaceni Roquefortskd plisen [19]. Dal§imi vyznamnymi
mikroorganismy vyskytujici se v tomto syru jsou druhy rodu Streptococcus, zejména S. lactis
a S. cremoris. Proteolytické druhy patfici mezi stafylokoky, mikrokoky a enterokoky velmi
pravdépodobné zvysuji odolnost bakterii mlécného kvaseni vuci solim, coz je pomérné dilezity
faktor urcujici vyslednou mikrofloru [20].
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Béhem procesu zrani na povrchu syra vznika silnéjsi vrstva mazu tvorend kvasinkami,
nekolika druhy bakterii a také plisni Oidium lactis. I vyrobky, které jsou tohoto mazu na prvni
pohled zbaveny, obsahuji jeho zbytky v prasklinach a dutinach. Rist t€chto mikroorganisma
podminuji parametry prostredi, které jsou udrzovany béhem zrani. Jde o povrch vyskytujici
se napriklad iu syri Camembert, Brie, Limburg a dal§i. Nicméné studie naznacuji, Ze tato
mazovita vrstva nijak znatelné nepfispiva k tvorbé aromatu syra, jelikoz to vznika
jiz dive [19]. Dalsi druhy, které se nachdzi na povrchu syra jsou naptiklad Debaromyces
hansenii, v malém mnozstvi je mozny vyskyt i Kluyveromyces lactis [20] a ve vétsi Cetnosti
razné druhy kvasinek rodu Candida (zejména C. famata a C. sphaerica). Nicméné Cetnost
vyskytu jednotlivych druhti 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 uzemi Ceské republiky a Slovenska s tradici od roku
1948, kdy byl tento syr poprvé oznacen nazvem Niva [22]. Nicméné syry s plisni v tésté
se u nas vyrabéli minimalné o padesat let dfive jakozto Ceskd verze francouzského syra
Roquefort. Po tom, co Roquefort ziskal ochranné oznaceni piivodu, musely nase plisiiové syry
dostat jiné jméno a tim bylo praveé Niva [23].

2.5.1 Charakterizace

V soucasné dobé je Niva vyrabéna nekolika spolecnostmi. NejvyznamnéjSimi z nich jsou
Madeta a.s. [24], Niva Dolni Pifim sr.0.[22] aMlékarna Otinoves s.r.o.[25].
Vsechny spoleCnosti nabizeji rizné varianty Nivy vcetné uzenych a odtu¢nénych druha,
nebo druhu Niva Caesar, ktery ma typem piipominat italsky syr s plisni, Gorgonzolu [24].
Nicméné pivodni Niva je vyrabéna z kravského mléka a vyznacuje se krémovou az svétle
hnédou barvou na povrchu, ocisténou kirkou a také naristem modrozelené plisné. Uvnitt
je tento syr krémové bily az svétle zluty s viditelnymi plisiovymi zilkami a stopami po vpichu
jehly, k ¢emuz dochazi beéhem technologie vyroby. Textura syru je polomekka 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 svysokym obsahem bilkovin atuku. Pfed samotnou vyrobou je mléko vzdy
pasterovano. VétSina mlékaren, které Nivu vyrabi, si zakladd na velkém podilu ruéni vyroby,
ktery ma dle nich vliv na zachovani tradi¢ni chuti a vysoké kvality vyrobkt [25]. Samotna
vyroba je v mnoha smérech velmi podobna ostatnim plisiovym syrim. Po pasteraci mléka
dochazi k aplikaci startovaci kultury i plisiiové kultury P. roqueforti a nasledné i k ptidavku
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 dochazi 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 Mikrobialni slozeni

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

2.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce neboli PCR je jednoducha, citliva, rychla a pomémé bézna
metoda pouzivana pro analyzu a amplifikaci DNA [27]. Obvykle je provadéna na piedem
upravenych vzorcich, které prochazeji nékolika extrakénimi a piipravnymi kroky zbavujicimi
vzorek conejvice inhibi¢nich faktorti [28] (pfedevSim enzymi hydrolyzujici nukleové
kyseliny), které by ovliviiovaly samotnou analyzu [27]. Tyto metody purifikace DNA jsou
vétSinou Casove narocné, a navic nachylné ke kontaminaci, a ne vzdy vzorek dokonale zbavi
vsSech inhibicnich latek [28].

2.6.1 Princip metody

Béhem samotné PCR analyzy je reakcni smés vystavena cyklu tii teplotnich zmén. Prvnim
krokem je denaturace, kdy teplota dosahuje 95 °C. Tato teplota denaturuje cilovou DNA
z dvoutetézcové (dsDNA) na jednotetézcovou (ssDNA) [28]. V dalsim kroku se teplota snizi
na priblizné 55-65 °C (typicky 5-10 °C pod teplotou tani primeru), aby pary syntetickych
oligonukleotidi (primery) mohly nasednout na cilovou sekvenci vzniklé ssDNA. V poslednim
kroku se teplota zvysi na 72 °C, cozumozni DNA polymeraze zapocCit syntézu DNA [27].
Po kazdém cyklu téchto tfi teplot se mnozstvi amplifikované DNA zdvojnasobi [29]. Celkovy
pocet cykli se pohybuje vrozmezi pfriblizné 3040, coz zajisti velké znasobeni puvodni
DNA [30]. Detekce pii 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 probihd pouze v jedné zkumavce,
kde po pripravé potiebnych komponent dochazi k amplifikaci a detekci fluorescence, jejiz
intenzita je umérna mnozstvi DNA templatu ve vzorku. Podstatny je rovnéz fakt, ze analyza
probihd v jednom pristroji bez dal§i manipulace se vzorkem, ¢imz se snizuje riziko
kontaminace vzorku. Pfi tomto druhu PCR amplifikace probiha opét cyklickym zavadénim
danych teplot. Detekce se provadi nejcastéji pomoci fluorescencnich barviv, ktera se béhem
analyzy véazou nadsDNA apo excitaci zafenim vydavaji fluorescencéni signal, jenz
je zaznamenavan detektorem [28]. Tento signal se v pribéhu méfeni exponencialné zvétsuje
spolu s exponencialnim naristem dsDNA. Vznikly signal je detekovan bud’ kontinualné
nebo pii prodluzovani kazdého cyklu PCR pristroje. Prikladem pouzivanych fluorescencnich
barviv mohou byt SYBR®Green nebo SYBR®Gold, ktera jsou snadno dostupna a vyuzivana
predevsim pro PCR v realné ¢ase [31].
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2.6.3 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM)

Teplota tani oznacuje teplotu, pii které je 50 % pfitomnych molekul DNA ve formé
jednovlakenné DNA. Je zavisla na délce DNA ataké na obsahu béazi GC (guanin-cytosin)
v DNA fragmentu, jelikoz ty jsou vzajemné spojovany tremi vodikovymi mistky, zatimco
baze AT (adenin-thymin) pouze dvéma. To zapficifiuje, ze vyssi obsah GC para bazi zvySuje
bod tani [32]. Analyzu pro stanoveni tohoto parametru byva mozno provést na vétSiné
komeréné dostupnych pfistrojii, obvykle na konci PCR amplifikace [31]. Provadi se Casto
pii real-time PCR ke kontrole, zda doslo k vytvofeni spravnych produktd. Princip spoCiva
v tom, ze k amplifikaci dochazi v pfitomnosti barviva vazajici se na dsDNA, které v tomto
stavu vykazuje fluorescenci. Pii poslednim PCR cyklu je zvySovana teplota, ¢imz dochazi
k 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, a to plynovou chromatografii (GC) a hmotnostni
spektrometrii (MS). V dnesni dobé& je jiz Siroce vyuzivana, ato predevsim pro kvantifikaci
a identifikaci organickych sloucenin v Sirokém spektru vzorku [33]. Je nepostradatelna
v oblastech védy o zivotnim prostfedi, forenzni védy, l1ékarského a biologického vyzkumu
a také v oblasti technologie a bezpecCnosti 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 pfimo. Zafizeni je tvoreno
z drzéku, v némz je zabudovéano vlakno, které pfipomina injekcni stfikacku. Princip metody
spociva ve vyuziti vlakna ztaveného oxidu kiemicitého, které je z vn&jsi 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 piipadé pevnych
vzorkd 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 injekcniho portu pristroje. K desorpci dochazi pfii zahtati vlakna a analyty
se prenesou primo do kolony k analyze [35].

2.7.2 Analyza vzorku

Princip plynové chromatografie, ktery se zde uplatiiuje, spo¢iva v tékani vzorku ve vyhtivaném
vstupu nebo injektoru plynového chromatografu, ptiCemz uvolnéné slozky jsou nasledné
separovany v pripravené koloné. Klicovy je také fakt, ze cely systém je vyhfivan oddélenymi
pecemi pro injektory, kolonu, detektory acestu k hmotnostnimu spektrometru. Rozhrani
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii se nachazi v ¢asti pfistroje, 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 pres vakuovou oblast, kde jsou
déleny na zakladé poméru hmotnosti a naboje m/z. Separace probiha v raznych typech
analyzatori. Nejbézn¢j§im analyzatorem vyuzivanym v GC-MS je kvadrupdl [37], pod ktery
spadaji kvadrupolové analyzatory (kvadrupolarni filtry) a iontové pasti. Méng¢ Casteji ve spojent
s plynovou chromatografii nalezneme analyzator doby letu (TOF). Po rozdéleni v analyzatoru
jsou castice zaznamenavany detektorem [38]. Béhem meéfeni ziskavand data zpracovava
pocita¢, pfiCemz navystupu ziskame hmotnostni spektrum pik(, které jsou na zaver
porovnavany s knihovnou pro identifikaci sloucenin [34].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje, vybaveni a chemikalie

3.1.1

Pristroje

QuickGene-Mini80, FujiFilm

Termoblok, Thermo-Shaker 100C, Biosan

Centrifuga 5430 R, Eppendorf

Vortex-Genie 2, Mo Bio

Odstredivka, Hermle Z 100 M

NanoDrop 2000, Thermo Fisher

Lednice, Guzzanti

Laboratorni vahy s presnosti 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 zivo€isnych tkani (DNA tissue kit S)
Mikrozkumavky 1,5 ml; 100 pl

Automatické pipety

Nz

Erlenmeyerova barik