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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca je zamerana na urcenie profilu prchavych latok v syroch eidamského
typu, predstavujucich prirodné polotvrdé syry s nizko dohrievanou syrovinou.

Predmetom teoretickej Casti je zdkladné rozdelenie syrov, popis ich chemického zlozenia
a struéna charakteristika eidamského typu syrov. Dalej je spracované problematika technologie
vyroby tohto druhu syrov a popisu senzoricky aktivnych prchavych latok. Ako posledna je
V tejto Casti pozornost’ venovana Specifikacii metédy mikroextrakcie pevnou fazou a spojeniu
plynovej chromatografie s hmotnostnou spektrometriou.

Experimentalna Cast’ sa zaobera aplikdciou metody HS-SPME-GC-MS na identifikaciu
prchavych latok v syroch eidamského typu. Konkrétne sa jednalo o modelové vzorky vyrobené
na Univerzite TomdSa Batu v Zline S pouzitim réznych mikrobidlnych kultir a komercne
dostupné vzorky s réznym obsahom tuku zakupené v beznej maloobchodnej sieti.

Celkovo bolo vo vsetkych vzorkach syrov identifikovanych 64 prchavych zlacenin, z toho
18 alkoholov, 11 esterov, 9 ketonov, 7 aldehydov, 5 kyselin, 3 laktonv, 2 terpénové uhl'ovodiky,
2 terpénové alkoholy, 1 terpénovy keton, 1 terpénovy aldehyd, 4 sirne zluceniny a 1 fenol.
Rozdiely boli zaznamenané medzi vzorkami modelovymi i komerénymi, a to z pohl'adu pocétu
aj druhu prchavych zluc¢enin.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on specification volatile profile of eidam cheese types,
which are natural semi hard cheeses with low heat curd.

Subject of theoretical part is basic differentiation of cheeses, description of chemical
composition and characteristic of eidam cheese types. After that, issue of their manufacturing
process is processed and aroma active substances are described. In the last part of this section,
the attention is focussed on specification method of solid phase microextraction connected with
gas chromatography with mass spectrometry detection.

Experimental part deals with HS-SPME-GC-MS method application on identification of
volatile compounds in eidam cheese types. Samples of model cheese were manufactured at
Tomas Bata University in Zlin with the use of various added microbial starter cultures and
eidam type cheeses with various fat content bought on the market.

A total of 64 compounds were identified in samples; of those 18 alcohols, 11 esters, 9
ketones, 7 aldehydes, 5 acids, 3 lactones, 2 terpene hydrocarbons, 2 terpene alcohols, 1 terpene
ketone, 1 terpene aldehyde, 4 sulphurous compounds and 1 phenol. The differences were found
among model cheese samples and market bought samples in the case of number and type of
volatiles.
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Syry, prchavé latky, SPME, GC, MS
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1 UVOD

Je vSeobecne zname, ze syry ako jedna z vyznamnych zloziek l'udskej potravy, a zaroven
obl'ubovana pochutina, majt bohatu historiu, ktora siaha az do stredoveku.

Legislativne je syr definovany ako mlieCny vyrobok vyrobeny vyzrazanim mliecnej
bielkoviny z mlieka poOsobenim syridla alebo inych vhodnych koagula¢nych ¢inidiel,
zakysanim a naslednym oddelenim podielu srvatky.

Syry st vo vSeobecnosti dobrym zdrojom mnohych Zzivin, ato konkrétne bielkovin, z
ktorych najvyznamnejSiu technologicku ulohu zohrava kazein, ten je pri procese vyroby
zrazany. Dalej sa v nich nachadzaju vitaminy rozpustné v tukoch a mineralne latky. V nasich
podmienkach je najéastejSie pouzivanym mliekom na vyrobu syrov mlieko kravské, je vSak
mozné pouzit’ aj mlieko ov¢ie, kozie alebo mlieko inych cicavcov.

V tejto praci bude predmetom mdjho zaujmu predovsetkym problematika vyroby Syrov
eidamského typu. Tento typ syru patri medzi takzvané ,sladké” tvrdé syry. Vyznacuje sa
zltavym sfarbenim, tuhSou konzistenciou a vyskytom drobnych nepravidelnych 6k bez
povrchovych trhlin. Chut by mala byt jemnd, mierne kyselkavd s orieSkovymi tonmi
a primeranou slanostou. Rovnako vona by mala byt jemna. lde 0 pomerne popularne syry
medzi spotrebite'mi, oby¢ajne sa vyskytujliice v tvare gule, bochniku, bloku alebo vo forme
platkov.

Cielom tejto bakalarskej prace je identifikacia a kvantifikacia prchavych aromaticky
aktivnych latok. Su to prchavé latky, ktoré dodavaju syru jeho charakteristicki chut’ a vonu.
Modelové vzorky syrov boli vyrobené na Univerzite Tomasa Bat'u v Zline, konkrétne sa jedna
0 pat’ vzoriek eidamskych syrov v pociatoénej faze zrenia (14 dni po vyrobe), vyrobenych za
pouzitia r6znych mikrobialnych $tartovacich kultur. Vysledky boli porovnané s obdobnym
typom syrov zakipenych v beznej maloobchodnej sieti. Analyza bola uskutocnena pomocou
metody HS-SPME-GC-MS.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Legislativa Ceskej republiky v su¢asnej dobe definuje syr podl'a vyhlasky &. 397/2016 Sb.
ako ,,mliecny vyrobok vyrobeny vyzrdzZanim mliecnej bielkoviny z mlieka pésobenim syridla
alebo inych vhodnych koagulacnych cinidiel, zakysanim a oddelenim podielu srvatky *“ [1].

V dnesnej dobe je zname vel'ké mnozstvo roznych druhov syrov dodéavanych v odlisnych
typoch, styloch a textarach, z ¢oho kazdy disponuje svojimi charakteristickymi vlastnostami
a chut'ou. Obsahuju esencialne aminokyseliny, bielkoviny a tuk, ktoré slizia ako zdroj energie,
vapnik a vitaminy. Vd’aka ich bohatému zlozeniu st nutri¢éne plnohodnotnymi potravinami
[2, 3].

Zéakladnou surovinou pre vyrobu vietkych druhov syra je mlieko, ktoré musi spinat
mikrobiologické a technologické poziadavky. Vlastnosti a kvalita mlieka priamo koreluju
s kvalitou vysledného produktu. Jednotlivé zlozky mlieka pocas vyroby syru podlichaju
fyzikalno-chemickym a biochemickym zmenam [2, 3].

Z technologického hladiska patri vyroba syrov k najndro¢nej$im mliekarenskym
technologiam. Je zalozena na zrazani mlieka, naslednom oddeleni syroviny od srvatky a jej
uprava podl'a pozadovaného produktu. Kone¢nym Stadiom vyroby je zrenie, pocas ktorého sa
V syre vytvaraji aromaticky aktivne latky [3, 4].

2.1 Rozdelenie syrov

Syry, na rozdiel od inych potravin, je mozné vdaka jasne definovanym presnym
parametrom I'ahko spravne zaradit’ a ohodnotit’. Na trhu sa nachadza Siroké spektrum r6znych
druhov syrov, ktoré je mozné rozdelit’ do kategérii podl'a roznych kritérii [5, 6].

Podl'a technolodgie vyroby sa syry delia na [3]:
e prirodné syry
e tavené syry
e imitacie syrov pripravené rekonstiticiou zloziek mlieka a mlienych surovin
e analogy syrov (s ndhradou mlie¢neho tuku rastlinnymi tukmi)

Podrl'a obsahu vody v beztukovej syrovej hmote (vid’ Tabulka 1) [3, 5]:
Tabulka 1: Obsah vody v beztukovej syrovej hmote [3]

Syr Voda v beztukovej hmote [%]
extra tvrdy menej ako 47,0 vratane

tvrdy 47,0-54,9

polotvrdy 55,0-61,9

polomékky 62,0-68,0 vratane

makky viac ako 68,0

Podra obsahu tuku v susine (tvs) (vid’ Tabul'ka 2) [3, 6]:
Tabulka 2: Obsah tuku v susine [3, 6]

Syr Tvs [%]

vysoko tuény viac ako 60 vratane
plnotu¢ny viac ako 45 vratane
polotu¢ny viac ako 25 vratane
nizkotuény viac ako 10 vratane
odtuéneny menej ako 10




Podra sposobu zrenia (vid’ Tabulka 3) [3, 6]:

Tabulka 3: Rozdelenie syrov podla sposobu zrenia [3, 6]
Mikkeé nezrejlice syry Tvarohové syry

Smotanoveé syry

Termizované syry

Paren¢ syry

Biele syry

Plesnové syry Syry s plesiiou na povrchu

Syry s plesiiou v ceste

Syry zrejiice pod mazom
Syry s anaerébnym zrenim | Syry zrejuce v chlade

v celej hmote Syry snizko dohrievanou | Syry eidamského typu
syrovinou Syry s tvorbou 6k
Syry ¢edarového typu

Syry s pareného cesta

Syry svysoko dohrievanou | Syry ementalskeho typu
syrovinou Syry typu moravsky bochnik
Syry na strahanie

2.2 ZloZenie syrov z chemického hl’adiska

Zakladnou surovinou pre vyrobu vsetkych druhov syrov je mlicko. Ide o biologicku
tekutinu vylu¢ovanii mlieCnymi Zl'azami r6znych druhov cicavcov. Spracovavanie mlieka na
syr je z ekonomického hladiska vyznamné len pokial’ ide 0 mlieko kravské, ovcie, kozie
a byvolie. Pouzitel'nost’ tychto druhov je ohrani¢ena biologicky podmienenym laktacnym
cyklom, ktory sa pri jednotlivych druhoch zvierat 1i§i dizkou trvania. Pri vyrobe syrov sa ako
ekonomicky najvyhodnej$ia moznost’ najcastejsie pouziva mlieko kravské [5].

Chemické zloZenie kravského mlieka nie je stale a zavisi na rade faktorov, ktorymi su
napriklad plemeno, vyZiva, aktudlny zdravotny stav a mnohé d’alSie. Napriklad obsah karoténov
Vv rastlinnej vyZive zvierata je v rozdielnych ro¢nych obdobiach rézny, ¢o ma vplyv na
svetlejSiu ¢i tmavSiu farbu mlieka. Vo vSeobecnosti je mozné definovat’ ,,priemerné* zlozenie
kravského mlieka. To pozostava najmid z vody, ktord tvori 86-88 % a suSiny tvoriacej
zvySkovych 12-14 %. SuSina sa sklada z 3,1-3,8 % dusikatych latok; 3,5-5,5 % mlie¢neho tuku
a 4,5-5 % mliecneho cukru laktézy. Nachadzaji sa v nej dalej vitaminy, mineralne latky
a enzymy [5, 7].

Pri procese vyroby syru dochadza k zmenam obsahu jednotlivych zlacenin oproti mlieku.
Proces zahfha zvySenie obsahu niektorych zloziek pévodne kvapalnej faze v priebehu jej
zrazania. Dochadza k zvyseniu obsahu bielkovin na 12,5-20,2 % v pripade mékkych syrov a na
23,8-40,6 % pri tvrdych syroch, k zvySeniu mnozstva tuku na 12,0-28,0 % v celkovej hmotnosti
syru, alebo na 20-68 % v su$ine. ZvySeniu obsahu podlichaju aj vitaminy a mineralne latky.
Naopak v pripade laktozy dochadza v priebehy vyroby k zniZeniu jej obsahu, zmena je
sposobena tym, ze vel'ka ¢ast’ sa vyluci spolu so srvatkou [8, 9].

2.2.1 Bielkoviny mlieka

Z celkového obsahu dusikatych latok, ktoré sa nachadzaju sa v kravskom mlieku, ¢inia 90-
95 % hm. cisté bielkoviny, zvySok pripada ostatnym dusikatym latkam (moc¢ovina, amoniak,
kreatin, enzymy a iné) [7].



Podl'a rozpustnosti pri pH prostredia priblizne 4,6 sa bielkoviny v mlieku delia na
kazeinové a srvatkové. V pripade kravského mlieka je pomer kazeinovych a srvatkovych
proteinov priblizne 4:1. Medzi zékladné frakcie kazeinového komplexu (priblizne 80 % hm.)
sa zarad’uju Styri proteiny. Su to asi-kazein (priblizne 38-42 % hm.), as2-kazein (priblizne
9-11 % hm.), B-kazein (priblizne 32-35 % hm.), k-kazein (priblizne 10-15 % hm.). Kazeinové
frakcie sa nachadzaji v mlieku, ako je uvedené Vv predchadzajicom poradi, v pribliznom
pomere 40:10:35:12. Medzi srvatkové bielkoviny (priblizne 20 % hm.) sa radi: a-laktalbumin
(priblizne 25 % hm.), B-laktoglobulin (priblizne 50 % hm.), sérovy albumin (priblizne
10 % hm.), imunoglobuliny (priblizne 10 % hm.), laktoferin, transferin a prote6zo-peptony
[7, 10, 11].

2.2.1.1 Charakteristika kazeinového komplexu

Frakcie kazeinového komplexu sa v mlieku va¢$inou nachddzaju vo forme kazeinovych
micel, tvorenych sférickymi jednotkami priemeru priblizne 10 nm. Vo forme vol'nych ret'azcov
sa vyskytuju len zriedkavo. Jednotlivé frakcie st schopné medzi sebou asociovat’ v zmysle
rovnakych, ale aj rozdielnych frakcii. M6zu sa spolu spajat’ prostrednictvom vodikovych
mostikov a vapenatych ionov [7, 12].

asi-kazein vykazuje hydrofilné vlastnosti a Vv pritomnosti véapenatych i6nov tvori
nerozpustnu sol. Voéi vapenatym ionom ide 0 najviac citliv frakciu kazeinu v porovnani
z ostatnymi [7].

asz-kazein podobne ako osi-kazein su povazované za hydrofilné frakcie kazeinového
komplexu. V pripade osz-kazeinu ide 0 najviac hydrofilni frakciu, vd’aka pritomnosti 11
fosfoserinovych zbytkov kyseliny glutamovej. Rovnako ako asi-kazein aj asz-kazein vytvara
V pritomnosti vapenatych i6nov nerozpustna sol’. Jeho citlivost’ k vdpenatym i6nom je vSak
0 nieco nizsia ako v pripade osi-kazeinu [7].

Vicsinova Cast’ f-kazeinu, na rozdiel od as: a asz-kazeinu, vykazuje hydrofobne vlastnosti.
B-kazein je povaZovany za najviac hydrofobny kazein zo 4 zakladnych frakcii. Tvorba
nerozpustnych soli v pritomnosti vapenatych idnov je podmienena teplotou. Pri teplote nad
20 °C dochédza k tvorbe nerozpustnych soli a pri teplote okolo 1 °C k ich tvorbe nedochadza
[7].

k-kazein spolu s P-kazeinom tvoria hydroféobnu zlozku kazeinu. k-kazein sa nezréza
Vv prostredi vapenatych i6nov, €o je zapri¢inené pritomnostou iba jedného fosfoserinového
zbytku. V kazeinovych micelach vd’aka tomu chrani ostatné kazeinové frakcie pred vyzrazanim
V pritomnosti vapenatych iénov. k-kazein vo svojej Struktire obsahuje ddlezité miesto, na
ktorom sa Vv polohach 105 a 106 nachadzaju aminokyseliny fenylalanin & metionin.
Rozstiepenie vizby medzi nimi je vyuzivané pri sladkom zrazani mlieka enzymom
chymozinom [7].

2.2.1.2 Charakteristika sérovych bielkovin

B-laktoglobulin je typicky globularny protein, ktory 'ahko denaturuje uz pri teplotach nad
70 °C, ¢o ma klicovy dopad na vlastnosti mlieka a jeho vhodnost’ pre vyrobu jednotlivych
produktov. Vykazuje vysoku schopnost’ asociacie s ostatnymi molekulami B-laktoglobulinu,
ktora je zavisla na pH prostredia. Pri beznych hodnotach pH mlieka sa vyskytuje vo forme
dimérov [7].

a-laktalbumin ma vd’aka vizbe vapenatého 16nu vo svojej molekule vyssiu tepelnu stabilitu
V porovnani s B-laktoglobulinom. Je obsiahnuty vo vSetkych mliekach, ktoré obsahuju laktozu.
K jeho denaturacii pri beznych hodnotach pH mlieka dochadza az pri teplotach okolo 100 °C.
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Pokial’ je v§ak hodnota pH prostredia nizsia ako 5,0, denaturuje vel'mi I'ahko aj pri nizsich
teplotach [7, 12].

Sérovy albumin a imunoglobuliny sa v mlieku nachédzaju v zvySenych mnozstvéach pri
zapalovych ochoreniach. Laktoferin je sucastou antioxidaéného systému mlieka a mé aj
baktériostatické funkcie [7].

2.2.2 Lipidy mlieka

Mlie¢ny tuk sa v Cerstvom mlieku vyskytuje v podobe gul'6¢ok pozostavajucich
z tukového jadra, okolo ktorého sa nachadza ochranny obal. Tuk nachadzajtci sa v mlieku
prezivavcov obsahuje vysoky podiel mastnych kyselin s kratkym a stredne dlhym ret'azcom.
Pocet atdmov v retazci je mensi ako 20. Novovznikajuce mastné kyseliny sa tvoria pomocou
acetyl-koenzymu A, z toho doévodu maju vzdy parny pocet atdbmov uhliku a st nasytené
[7,5,13].

Kravské mlieko obsahuje 3,5-4,5 % hm. lipidov, z nich priblizne 97-98 % hm. tvoria
triacylglyceroly. Okrem triacylglycerolov sa v mlieku nachadzaju aj tzv. ,,minoritné lipidy*.
Medzi tie patria diacylglyceroly (priblizne 0,28-0,59 % hm.), monoacylglyceroly (priblizne
0,16-0,38 % hm.), voI'né mastné kyseliny (priblizne 0,10-0,44 % hm.), fosfolipidy (priblizne
0,20-1,00 % hm.), cholesterol (priblizne 0,20-0,50 % hm.) a estery cholesterolu [7, 5, 13].

Délezitymi sprievodnymi produktmi mlieéneho tuku st zlozky mlieka rozpustné v tuku,
vyskytujice sa v malom mnozstve. St to vitaminy rozpustné v tukoch A, D, E, K, alebo ich
prekurzory a karotén. Mlie¢ny tuk sluzi tiez ako zdroj esencialnych mastnych kyselin [7, 5, 13].

2.2.3 Sacharidy mlieka

Obsah sacharidov v kravskom mlieku je priblizne 4,5-5 % hm., z ¢oho jedinym sacharidom
vyskytujicim sa Vo vySSom mnozstve je laktoza, ktord mlieku dodéava sladka chut’. Laktoza je
redukujuci disacharid zlozeny z D-galaktozy a D-glukdzy spojenych P(1-4) glykozidickou
viazbou. Vyskytuje sa v dvoch anoméroch, ato konkrétne a-laktoze a -laktoze, z ktorych
stabilnejSou formou je monohydrat a-anoméru. Jednotlivé anoméry medzi sebou mozu
prechadzat’ v zavislosti na podmienkach okolia, tento jav sa nazyva mutarotacia a je zavisly
predovsetkym na pH a teplote [5, 7, 8].

Vplyv laktézy na vytaznost’ syrov je obmedzeny, pretoze velka jej Cast’ sa v priebehu
vyroby vyluci spolu so srvatkou. Prevazna Cast’ zostatkovej laktozy je pocas procesu vyroby
syrov premenena na kyselinu mlie¢nu prostrednictvom mikroorganizmov [5, 11].

Okrem laktézy sa v mlieku vyskytuju minoritné sacharidy, medzi ktoré sa radia D-glukoza,
D-fruktoza, D-galaktoza, L-fruktoza, N-acetyl-D-galaktozamin, N-acetyl-D-glukdzamin a iné.
Ich koncentracia je radovo v jednotkach alebo desiatkach miligramov na liter mlieka [7].

2.2.4 Mineralne liatky mlieka

Prirodzenou vedlajsou zlozkou mlieka je komplexna zmes soli. Vyskytuju sa v mlieku
predovsetkym ako sodné, draselné, vapenaté alebo horecnaté soli fosforecnanov, citronanov,
chloridov, uhli¢itanov alebo hydrogenuhli¢itanov. Primarnym vyznamom mineralnych latok
v mlieku je vyZiva mladata. Tato zmes je dolezitd pre zdsobovanie organizmu véapnikom,
fosforom a hor¢ikom, ale aj stopovymi prvkami ako zinok, Zelezo alebo med’ [5, 7].

Mineralne latky sa v mlieku mozu vyskytovat’ v disociovanej forme, alebo ako koloidny
systém. Vyskyt jednotlivych foriem je podmieneny predovsetkym hodnotou pH. KIticova
ulohu pri zrazani mlieka zohrava vapnik. Pri poklese pH dochadza k disociacii koloidného
fosfore¢nanu vapenatého, ktory ma vyznam pri kyslom zrazani kazeinu [5, 7].
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2.2.5 Vitaminy mlieka

Vitaminy v mlieku, podobne ako aj mineralne latky, nachadzaju svoje primarne uplatnenie
vo vyzive mlad’at. Ich obsah zavisi predovsetkym na zlozeni kimnej davky, stadiu laktacie a jej
poradi [7].

Zastupené su vitaminy lipofilného charakteru, konkrétne A, D, E, K a karotenoidy, ktoré
st provitaminmi A (organizmus z nich vitaminy dokaze syntetizovat). Obsah karoténov
v mlieku priamo koreluje s charakteristickym zItym sfarbenim mlieka a syra, ktorého sytost’ je
spravidla vyssia v letnych mesiacoch [5, 7, 9].

Z vitaminov hydrofilného charakteru su zastupené najma B, B2, Bs, B12, ale aj vitamin C,
H, kyselina listova a pantoténova. Vitamin C sa v mlieku nachadza len v zanedbatenom
mnozstve z hladiska vyZivy, poskytuje vSak mlieku antioxidaéni ochranu. Vitaminy,
predovsetkym skupiny B, mozu podporovat okrem iného aj ¢innost’ baktérii mlie¢neho
kvasenia. V syroch sa vyskytuji najmi lipofilné vitaminy, hydrofilné vo velkej miere
odchadzaju zo syroviny spolu so srvatkou [7, 14].

2.3 Syry s nizko dohrievanou syrovinou

Zo sirokého spektra réznych typov syrov boli pre experimentalnu ¢ast’ tejto prace vybrané
syry eidamského typu, preto im bude v nasledujtcich kapitolach venovand hlavna pozornost'.
Syry s nizko dohrievanou syrovinou spadaju pod vacsiu skupinu Syrov s anaerébnym zrenim
Vv celej hmote. Charakteristickym znakom je dohrievanie teplou vodou na teploty 34-40 °C. Pri
tomto type vyroby syru dochadza sucasne so zvysSujucou sa teplotou aj k praniu syrového zrna,
to znizuje obsah laktozy a reguluje priebeh prekysavania. Syry s nizkym pracim pomerom su
kyslejSie a maju sklon k trhlinam, naopak vel'ké mnozstvo pracej vody sposobuje prazdnu chut’
a neziaducu gumovita konzistenciu. Podiel odpustenej srvatky by mal byt pri syroch
eidamského typu 20-40 % z objemu mlieka, a pridavok vody 50-80 % z odpustenej srvatky.
Velkost’ syrového zrna sa pohybuje medzi 3-4 mm, zrno je lisované tlakom do 0,04 MPa [3, 6].

2.3.1 Syry eidamského typu

Syry eidamského typu patria unas medzi jedny znajpopularnejSich aaj najviac
konzumovanych. Zarad’uju sa do skupiny polotvrdych syrov holandského typu s dvomi
hlavnymi zéastupcami, syrom gouda a eidamskym syrom, ktoré boli pomenované podla
holandskych miest. ObycCajne sa vyrabaji v tvare gule, bochniku, tehly alebo bloku. Vyznacuju
sa jemnou syrovo ¢istou mierne kyslou chutou a mozu vo svojej Struktire obsahovat’ ojedinelé
mensSie oka. Konzistencia by mala byt jemne plastickd, nie pruzna ani gumovita, v
pripade star$ich syrov az mierne krehkd. Dizka zrenia pri tomto druhu syra sa uddva minimalne
5 tyzdnov, avSak typicka chut’ a vona sa prejavia az po 2 mesiacoch. Priebeh zrenia zavisi od
viacerych parametrov, ako vel'kost syru, alebo to, ¢i syr zreje vo f6lii alebo pod naterom. Pocas
zrenia sa Vv syre vytvaraju aromaticky aktivne latky, ktoré ovplyviuji jeho senzorické
vlastnosti, chut’ dobre vyzretého syru je mierne korenista [3, 5, 6, 13].

2.4 Technolégia vyroby syrov

VSeobecne je zakladna vyrobna technoldgia vsetkych druhov syrov podobna, ale aj malé
zmeny pri vyrobe sa prejavuju vel'kymi rozdielmi vyslednych produktov. Mlieko pouzivané pri
vyrobe musi spifiat’ vysoké akostné poziadavky, ako je dobra zrazanlivost’ a povod od dobre

zivenych zdravych dojnic, nemalo by mat’ zvySenu kyslost’ a vysoky obsah mikroorganizmov
[3, 15].
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2.4.1 Priprava mlieka pred syrenim

Prvym krokom po prijati mlieka je odstrdnenie pripadnych mechanickych necistot
filtraciou alebo centrifugaciou [6].

Dalsim krokom je tepelné oSetrenic mlicka pozostivajice z pasterizacie,
pripadne termizacie. Ulohou termizacie je redukcia neziadicich zmien mlieka pri skladovani
v chlade. Pre vyrobu syrov s nizko dohrievanou syrovinou sa pouziva Setrna pasterizacia
pozostavajica zo zahrevu mlieka na teplotu min. 72 °C s vydrzou 15 sekund. D6vodom pouzitia
daného druhu pasterizacie je ochrana sérovych bielkovin pred denaturaciou, ktord vyvolava
tvorbu ich komplexu s kazeinmi, ¢o zhorSuje syriteI'nost’ mlicka zabranenim pristupu syridla
ku k-kazeinu. Vyroba syrov zo surového mlieka bez pouzitia pasterizacie vyzaduje dosledna
veterinarnu kontrolu a je povolena len v niektorych krajinach [3, 6, 13, 15].

V priebehu tepelného oSetrenia dochadza tiez k §tandardizacii mlieka. Ulohou tohto
technologického kroku je dosiahnutie poZadovaného obsahu tuku v suSine, taktiez je potrebné
dosiahnutie aj pozadovaného obsahu bielkovin. Obsah tuku a bielkovin v mlieku sa totiz
Vv priebehu roka meni [3, 6].

Na ochranu syrov proti neskorému dureniu sa pridava do dlh$ie zrejucich syrov KNO3
Vv priemernom mnozstve 100 g/1000 1 mlieka. Jeho ulohou je redukcia spor Clostridium
tyrobutyricum, ktoré durenie sposobuju. Pridavok KNOs moéze nahradit’ proces baktofugacie
pri 8 000 az 10 000 g redukujici 95-97 % spor, alebo mikrofiltracie redukujucej az 99,5 % spor.
Osvedéenym sposobom ochrany je aj zaockovanie pasterizovaného mlieka davkou smotanove;j
kultary (0,01-0,05 %) a ponechanie do nasledujuceho dna. Vysoky pridavok KNO3 mdze
sposobit’ farebné vady alebo brzdenie ¢innosti zakysovych kultar [3, 6, 15].

Pocas pasterizacie dochadza v mlieku ku zhorSeniu jeho syritel'nosti, preto sa k nemu
pridava chlorid vdpenaty v mnozstve maximalne 200g/1000 1 mlieka, ktory jeho syritelnost’
zlepSuje a zvySuje pevnost’ vzniknutého gélu. Na zlepSenie farby syrov sa pouzivaju farbiva
ako anato alebo karotén [3, 6].

Pripravené mlieko je napustené do syrarskych vani (obsah do 5000 1) alebo vyrobnikov
kruhového tvaru (obsah do 12 000 1). Syrarsky vyrobnik je nerezova dvojplastova nadoba
s krytom obsahujuca nosnik s aparatirou pozostavajicou z krajacieho zariadenia — harf. Mlieko
je tu upravené na teplotu 32 °C zdhrevom alebo chladenim v tepelnom vymenniku. Po zahriati
nasleduje pridavok cistych mliekarskych kultir, konkrétne mezofilnych, Vv pripade tvrdych
syrov tieZ termofilnych. Pri vyrobe eidamskych syrov sa najcastejSie pouziva termofilna kultira
Lbc casei. ZaoCkovanie prebicha za staleho mieSania 30-45 minut pred syrenim [3, 6, 13, 16].

Mezofilnd (smotanova) kultira je tvorena kokmi rodu Lactococcus a Leuconostoc,
konkrétne Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris, ktorych uloha
spo¢iva v homofermentativnom rozklade laktézy na L(+) izomér kyseliny mlie¢nej. Dalej st to
koky Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc lactis a Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris, ktoré sa okrem produkcie kyseliny mliecnej z laktozy
vyznacuju rozkladom citratu v mlieku na oxid uhli¢ity a zmes Stvoruhlikatych zlucenin [6].

2.4.2 Syrenie

Zéakladnym t'aziskovym krokom vyroby syrov je zrazanie mlieka (syrenie). Syrenie moze
prebiehat’ nickol’kymi spdsobmi, moze dochadzat’ Kk zrazaniu kazeinu vplyvom znizenia pH
prostrednictvom kyseliny mlie¢nej produkovanej baktériami mlie¢neho kvasenia, vtedy
hovorime o kyslom zrdzani. Zrézanie je zaloZzené na znizeni pH na hodnotu blizku
izoelekrickému bodu kazeinu, tymto sposobom st vyrabané najma tvarohy a len niekol’ko malo
druhov syrov. Dalej moze ku zrazaniu bielkoviny dochadzat pridavkom syridla zaloZeného na
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enzymovom Stiepeni Kazeinu. V tom pripade hovorime o sladkom zrazani, pomocou ktorého sa
vyraba vicSina ostatnych syrov. Poslednym spdsobom je kombinacia oboch spomenutych
faktorov v roznych vzajomnych pomeroch [3, 6, 8, 15].

Analyzované eidamské syry patria medzi syry vyrobené sladkym zrazanim. Koagulacia za
pomoci syridla je zaloZena na Specifickom enzymatickom §tiepeni peptidovej vézby k-kazeinu,
konkrétne dochadza k hydrolyze peptidovej vdzby medzi 105. a 106. aminokyselinou
K-kazeinovej frakcie. Produktom hydrolytickej reakcie je para-«x-kazein a k-kazeinmakropeptid.
Para-k-kazein v kazeinovej micele na rozdiel od xk-kazeinu neposkytuje ostatnym frakciam
ochranu adochadza kich zrazaniu vapenatymi ionmi. k-kazeinmakropeptid, obsahujtci
hydrofilnu c¢ast’ molekuly k-kazeinu s viazanymi oligosacharidmi, prechadza do srvatky
[6, 8, 17].

Syrenie v pripade nizkodohrievanych syrov prebieha pri teplote 18-20 °C a celkova doba
zrazania je 35-40 minut. Ako syridlo sa mdze pouzivat klasicky chimozin, vyrabany extrakciou
z telacich zaludkov, alebo d’alSie zivoc¢isne pepsinové syridld. Alternativou k ZivociSnym
preparatom mozu byt syridla mikrobidlneho alebo rastlinného povodu. Nedostatok chymozinu
je vsucasnosti rieSeny rekombinantnou syntézou tohto enzymu pomocou produkénych
mikroorganizmov [6, 13, 15].

2.4.3 Spracovanie syroviny

Hlavnym ucelom spracovania syroviny je tvorba syrovych zin a oddelenie potrebného
mnozstva srvatky zo Struktury gélu. Vo vyznamnej miere sa tu uplatiluje synerezia, ta je
ovplyvilovand vonkajSimi faktormi ako teplota, pokles pH, alebo tlak. Tato faza vyroby sa
zacina krajanim a drobenim syroviny pomocou tzv. syrarskych harf, ktoré si tvorené plochymi
alebo strunovymi noZzmi uloZenymi v pevnom rame. Krajanie prebieha v syrarskom vyrobniku.
Velkost’ zrna sa v pripade syrov s nizko dohrievanou syrovinou pohybuje medzi 5-10 mm
a doba krajania je 10-15 mintt [3, 6, 13, 15].

Dal$im krokom po nakrajani syroviny je jej Setrné mie$anie v uvol'nenej srvétke. Intenzita
mieSania musi byt primerana krehkosti syrového zrna, ale zaroven dostato¢na, aby
nedochadzalo k sedimentacii a vzajomnému lepeniu zin [3, 6].

Pocas vyroby polotvrdych a tvrdych syrov su v procese zaradené operacie dohrievania
a dosusania, prebiehajlice za stileho mieSania. Dohrievanie je proces, pocas ktoré¢ho je
zvySovana teplota syroviny z teploty syrenia na teplotu dostiSania, ¢im je z nej uvol'nené vécsie
mnozstvo srvatky. Dostsanie predstavuje vydrz pri tejto teplote. Teplota, na ktora sa syrovina
dohrieva je v pripade syrov eidamského typu 38-40 °C a proces dostsania trva 20 minut
[3, 6, 13, 15].

Pri eidamskom type syrov (gouda, eidam) sa do vyrobného postupu zarad’uje aj vyssie
zmienené pranie syrového zrna, pri ktorom sa znizuje obsah lakt6zy. Prebieha prostrednictvom
odpustenia 20-30 % srvatky, ktora je nahradena 10-20 % jej objemu vlaznou vodou. Dochéadza
teda sucasne aj k dohrievaniu syroviny. Odobratie vody musi byt dostatocne rychle, aby
nedoslo k zlepeniu syrového zrna [3, 6, 13].

2.4.4 Formovanie a lisovanie

Formovanie sa zafina potom, ako je oddelend srvitka od syrového zrna. V spojeni
s lisovanim davaju syru jeho vysledny tvar a velkost [3, 6].

Ulohou formovania nie je len nadobudnutie pozadovaného tvaru, ale aj dostatoéné hibkové
prepojenie zin. Oddelenie srvatky sa v suc¢asnosti najéastejSie uskutoéiiuje v predlisovacej vani,
ktorej dno je tvorené pasom tkaniny z umelého vldkna a steny su perforované. Pomocou veka
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vane je predlisovany plat syroviny, ktory d’alej postupuje ku krajaciemu zariadeniu. Po krajani
je syrovina vlozena do perforovanych lisovacich foriem. Proces predlisovania v pripade syrov
s nizko dohrievanou syrovinou trva 10-15 minut [6, 13, 15].

Syry tvrdé a polotvrdé sa lisuju vo formach postupnym narastanim tlaku pneumatickych
alebo hydraulickych lisov. Pozvol'né lisovanie je dolezité preto, aby nedochadzalo k uzavretiu
povrchu syra, ¢o by znemoznilo d’al$i odtok srvatky. Odtok srvatky je najintenzivnej$i na
zaCiatku lisovania. Syry snizko dohrievanou syrovinou sa lisuji narastajucim tlakom
v rozmedzi 0,005-0,04 MPa, pri teplote 18-20 °C, po dobu 2-4 hodin. Pocas lisovania su
minimalne 2-krat ota¢ané. Proces lisovania syrom okrem finalneho tvaru a oddelenia srvatky
zaistuje aj pozadovanu texturu [3, 6, 13, 15].

2.45 Solenie

Solenie syrov ma vplyv na ich vyslednt chut’, udrznost’ a speviiuje ich povrch. Dalej pri
soleni dochadza k ovplyvneniu mikrobidlnych kultar a enzymov pri zreni. Okrem ostatnych
procedur, aj pri soleni dochadza k uvol'iovaniu srvatky, hnacou silou je zvySeny osmoticky tlak
medzi zrnami pdsobiaci na bielkovinovl zlozku. Vymena véapenatych i6nov za sodikové
prebicha vd’aka difuzii a prispieva k zjemneniu konzistencie syra. Obsah soli v hotovych
nizkodohrievanych syroch po vysoleni je 2,0 £ 0,5 % [3, 6, 13, 15].

Solenie moze byt’ uskutonené niekol’kymi sposobmi: do zrna, na sucho a v sol'nom kupeli.
Solenie do zrna je realizované pridavanim suchej soli do pomletej alebo rozkrdjanej syroviny
pred procesom formovania. Vyhoda tohto postupu spociva v rovnomernom presoleni celého
syra v kratkom Gase. Dal$im sposobom je solenie na sucho, pri ktorom je sucha sol’ alebo sol'na
kaSa opakovane rozotierana po povrchu syra. Poslednou a najpouzivanejSou metddou je solenie
v sol'nom kupeli. Koncentracia NaCl v kapeli sa pohybuje najcastejSic medzi 18-22 %. Doba
pobytu syru v kupeli je zavisla na velkosti, tvare a pozadovanom obsahu soli. Sol'ny kupel je
nutné pocas procesu priebezne regenerovat’ prostrednictvom pridavania NaCl, ktory postupne
prechadza do syrov. Taktiez je nutna tprava Kyslosti kipel'a a periodicka filtracia z dovodu
odstranenia bielkovinovej zrazeniny. Precedeny roztok je d’alej sterilizovany povarenim, aby
sa prediSlo rozmnozovaniu neziaducej halofilnej mikroflory. Uvedené postupy solenia je mozné
kombinovat’ [3, 6, 15].

Nizkodohrievané syry su solené bud’ na sucho 1-krat denne, pri teplote 12-15 °C po dobu
3 dni, alebo v sol'nom kupeli 2 dni. Teplota so'ného kupel’a je rovnako 12-15 °C a jeho kyslost’
je charakterizovana hodnotou pH 5,1 [13].

2.4.6 Ochrana povrchu syru pri zreni

Syry, ktoré zreju v celej hmote, st po soleni opatrené ochrannym plastovym naterom,
foliou alebo st povrchovo ofetrované solnym roztokom ¢&i Panovym olejom. Ulohou tychto
ochrannych prvkov, predovsetkym folii a naterov, je zamedzenie povrchovej kontaminacie
plesiiami a znizenie strat vysychanim pocas procesu zrenia [3, 6].

Syry s nizko dohrievanou syrovinou sa obycajne pokryvaju teplom zmrstitelnou féliou
zlozenou z polyvinylchlorid-polyvinylidenchlorid (Cryovac, Saran). Tato folia predstavuje
bariéru priepustni pre CO2 anepriepustni pre kyslik a vodu, vysledkom tohoto kroku je
minimalizacia ¢innosti povrchovej mikroflory a vad sposobenych hromadenim vznikajuceho
plynu v syrovej hmote [3, 6].
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2.4.7 Zrenie

Zrenie syrov predstavuje zlozity komplexny proces zmien zahritujuci mikrobiologické
a biochemické deje, ktoré si zodpovedné za vznik charakteristickych senzoricky aktivnych
latok a vyslednej textiry syra. Zmeny su Sprostredkované enzymatickou cinnost'ou
mliekarenskych kultar a syridlovych enzymov. Vznik aromatickych zloziek v priebehu zrenia
primarne podmienuju proteolyza, glykolyza a lipolyza [3, 6, 18].

Vseobecne je mozné zrenie rozdelit’ na dve zakladné Casti, predbezné a hlavné. Podla
spdsobu zrenia sa syry delia na syry zrejice anaerdbne v celej hmote syra alebo aerébne zrejuce
od povrchu smerom dovnutra. Predbezné zrenie prebieha eSte pocas spracovania mlieka,
syroviny, formovani a soleni. Je charakteristické fermentaciou zvys$nej laktozy prostrednictvom
zakysovych baktérii a prebieha rychlo [3, 6, 18].

Pocas hlavného zrenia dochadza kzmenam takmer kazdej zlozky mlieka,
predovsetkym proteolyza predstavuje jeden z najdélezitejSich dejov tejto fazy. Na proteolyze
sa podiela najmd syridlo, mikrobialne proteolytické enzymy a prirodzene sa v mlieku
vyskytujlica proteaza plazmin. Najskor dochadza k Stepeniu parakazeinu syridlom, to urychl'uje
posobenie mikrobialnych enzymov. Produktom proteolyzy su volné aminokyseliny, ktorych
koncentracia zavisi na druhu syra, pouzitej technologii a podmienkach zrenia. Dalsim dejom
prebiehajicim pri hlavnom zreni je lipolyza. Lipolyza je najvyraznejsia u plesiovych syrov,
Vv pripade nizkodohrievanych syrov prebieha len vel'mi mierne a jej zvySend intenzita vedie
k neziaducim defektnym prejavom, ako napriklad zatuchnutost. Prebieha prostrednictvom
pritomnosti lipolytickych enzymov, Stepiacich esterovi vizbu medzi mastnymi kyselinami
a glycerolom. Kone¢nym primarnym produktom su vol'né mastné kyseliny [3, 6, 18].

Samotné zrenie prebieha v zrecich pivniciach s riadenou teplotou klimatizovaného
a filtrovaného vzduchu. Zrenie syrov s nizkodohrievanou syrovinou je realizované v pivniciach
pri relativnej vlhkosti 80-90 % a teplote medzi 12-16 °C. Pocas prvych dvoch tyzdiov zrenia
su syry oSetrovné a otaané kazdy druhy den, pocas nasledujiiceho obdobia sa otacaji dvakrat
tyzdenne, a od druhého mesiaca zrenia uz len raz za tyzden. Otacanie ma predist’ deformovaniu,
nerovnomernostiam a vysychaniu pocas zrenia [3, 13].

2.5 Senzoricky aktivne latky

Vseobecne je senzorickd akost potravin urovand pritomnostou senzoricky aktivnych
latok, ktoré st uz podl'a nazvu primarne zaznamenavané prostrednictvom zmyslov. Ide teda
0 latky vonné, vnimané ¢uchovymi receptormi, chut'ové latky vyhodnocované pomocou chuti,
a latky dodavajiice potravindm farbu a texturu. Vonné latky st vo vode malo rozpustné az
nerozpustné, prevazne nepolarne, naproti tomu chut'ové latky st zvy€ajne Vo vode rozpustné
a polarne. Senzoricky aktivne latky sa podl'a povodu rozdel'uju na primarne, ktoré su uz
V potravinach pritomné ako druhotné metabolity vnutrobunkovych procesov, a sekundarne,
ktoré v potravinach vznikaja v priebehu spracovania alebo skladovania [9, 19].

Predmetom tejto prace bude stanovenie vonnych, takzvanych aromaticky aktivnych, latok
nachadzajucich sa v syroch eidamského typu. Medzi tieto latky sa radia niektoré uhl'ovodiky,
ale vicSina aromaticky aktivnych latok patri k derivatom kyslikatym (alkoholy, étery,
aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny a ich estery), dusikatym (aminy, dusikaté heterocykly)
alebo sirnym. Tymto st venované nasledujuce kapitoly [9, 19].

251 UhPovodiky
Uhlovodiky sa naj¢astejSie vyskytuji v potravinach ako zlozky silic a lipidov. Mézu sa
vyskytovat’" ako primarne latky tvoriace prirodzent zlozku surovin, alebo castejSiec ako
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sekundarne latky, ktoré v potravinich vznikaji prostrednictvom enzymovych a chemickych
reakcii pri skladovani a spracovani. Len zriedka st vyuzivané k priamej aromatizacii potravin,
CastejSie sluzia ako hlavné suroviny pre syntézu inych vonnych latok. Alifatické uhl'ovodiky
aich zmesi napriklad nachadzaju uplatnenie V priemysle vonnych a chutovych latok aj ako
rozpustadla. Podl'a struktury uhlovodikov vyskytujiicich sa v potravinach je ich mozné
rozdelit’ na alifatické, alicyklické a aromatické, priCom najvac¢si vyznam z hl'adiska vonnych
a chutovych latok maju terpénové uhl'ovodiky. Alifatické a alicyklické uhl'ovodiky, nasytené
aj nenasytené, su beznymi sprievodnymi latkami vSetkych rastlinnych olejov a zivocisSnych
tukov. Aromatické uhl'ovodiky sa az na par vynimiek vyskytuji v potravinach ako prirodné
latky len vzacne. Bezné aromatické uhl'ovodiky (benzén, toluén, xylén...) st v potravinach
povazované spravidla za kontaminanty [9].

2.5.2 Alkoholy

Alkoholy sa vyskytuju v potravinach rastlinného aj zivo¢isneho povodu, kde figuruja ako
primarne a sekundarne chutové ivonné latky. Vznikaju ako prirodzené zlozky potravin
enzymovymi reakciami prevazne zo sacharidov a aminokyselin. Uplatnenie ako aromatické
latky nachadzaji hlavne vol'né primarne alkoholy a ich estery, najma v ovoci a alkoholickych
napojoch. Medzi prirodné vonné latky sa radia predovSetkym nizSie alifatické nasytené
a nenasytené alkoholy, obzvlast monoterpénové a seskviterpénové. V pripade vysSich terpénov
sa ako vonné latky uplatiiuju ich rozkladné produkty. Zriedkavo sa ako vonné latky mozu
oznacovat’ aj malo prchavé vyssie alifatické alkoholy. Na aromatizovanie potravin si vyuzivané
alkoholy s 15-18 atdémami uhliku v molekulach. Vyssie alkoholy sa pouzivaju len zriedkavo,
a niz8ie sluZia na vyrobu prislusnych esterov, acetalov a inych zloziek k ochucovaniu potravin
alebo ako aditiva. Vyznamnymi reakciami alkoholov v potravinach st oxidacia a tvorba esterov
s organickymi kyselinami, ktoré st vac¢sinou enzymaticky katalyzované [9, 19, 20].

Medzi primarne nizsie alifatické alkoholy patri metanol a etanol. Metanol je zékladny
alifaticky nasyteny alkohol, ktory sa vyskytuje v rastlinnych materidloch naj¢astejSie vo forme
pektinov a esterov aromatickych kyselin. VolI'ny metanol vznik4 predovsetkym hydrolyzou
pektinov katalyzovanou pektinesterazami. Esterovo viazany etanol v malom mnoZstve, je
beznou sucastou arémy Sirokej skupiny potravin. Volny etanol spolu s oxidom uhli¢itym
a sprievodnymi latkami vznikd ako hlavny produkt alkoholového kvasenia prostrednictvom
odburavania sacharidov kvasinkami. Vyskytuje sa ako stcast’ silic ovocia, v prchavom podiely
aromatickych zloziek vo forme esterov mastnych kyselin alebo v pritomnosti inych alkoholov
Vv mliecne fermentovanych vyrobkoch. Etanol nie je povaZovany za vyznamni aromatickl
latku, avsak jeho vplyv na vonu a chut’ je znacny [9, 19, 20].

Pri etanolovom kvaseni méze vzniknit v malom mnozstve aj rada vyssSich alifatickych
alkoholov z r6znych prekurzorov. Skupina vyssich alkoholov sa oznacuje ako pribudlina a jej
najcastejsie pritomnou zlozkou su izoamylalkohol a izobutylalkohol [9, 20].

Sucast’ou aromy rastlinnych produktov mézu byt aj niektoré nenasytené alkoholy, ktorych
prekurzormi st esencidlne mastné kyseliny. Monoterpénové a seskviterpénvé alkoholy sa
vyskytujt ako charakteristické zlozky réznych silic [9, 20].

Aromatické alkoholy sa nachadzaju v potravinach bud’ ako prirodzena zlozka rastlinného
povodu vo forme silic, alebo vznikaji sekundarne prostrednictvom niektorych technologickych
procesov, najmd fermentacnych a termickych. NajzndmejSimi zastupcami tejto skupiny su
benzylalkohol, 2-fenyletanol a skoricovy alkohol [9, 20].
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2.5.3 KEtery

Etery, ktoré sa nachadzaju v potraviniach, mozu byt symetrické, asymetrické alifatické,
alicyklické a aromatické. Ako vonné a chutové latky sa vSak étery vo vel'kej miere neuplatiuja.
Medzi vonné achutové latky patria aromatické étery a étery odvodené od mono-
a seskviterpénov. Niektoré alkyarylétery sa vyskytuji v potravinach ako zlozky silic r6znych
druhov Kkorenia, ale aj ako sekundarne aromatické latky. Za primarne zlozky arbmy mnohych
potravin je mozné povazovat epoxidy terpénov, ako napriklad 1,2-epoxidy (oxirdny) a
1,4-epoxidy (tetrahydrofurany). Tieto epoxidy mozu vznikat’ ako sekundarne produkty oxidacie
karotenoidovych pigmentov, steroidov, mastnych kyselin, polycyklickych aromatickych
kyselin a d’alsich zlu¢enin. Etery st v Kyslom aj alkalickom prostredi pomerne stale, dochadza
U nich v8ak I'ahko k oxidacii za vzniku prisluSnych hydroperoxidov ¢asto prechddzajicich na
termolabilné polymérne peroxidy [9].

2.5.4 Karbonylové zlic¢eniny

Karbonylové zluc¢eniny st zakladne delené na aldehydy a ketony podla toho, ¢i obsahuju
aldehydova alebo ketoskupinu vo svojich molekulach. Ako prchavé latky patria
K najvyznamnej$im vonnym a chutovym zlozkam potravin, kde sa mézu vyskytovat’ v podobe
primarnych alebo sekundarnych aromaticky aktivnych latok. Ich vplyv na arému potravin byva
Casto ziaduci, avsak v niektorych pripadoch to moze byt’ aj naopak, vtedy ich povazujeme za
indikatory negativnych senzorickych a vyzivovych zmien. Pri¢inou tychto neziaducich zmien
byvaju vacsinou produkty oxidacie nenasytenych mastnych kyselin [9, 19, 20].

Ku skupine karbonylovych zlucenin sa taktiez zarad’'uje skupina neprchavych polarnych
latok, ktorych zastupcami st napriklad redukujice cukry alebo niektoré produkty ich rozkladu.
Tieto senzoricky aktivne latky su ¢asto prekurzormi sladkej chuti potravin [9].

2.5.4.1 Aldehydy

Aldehydy v potravinach sa vyskytuji ako alifatické, aromatické, terpénové
a heterocyklické. NajCastejSie  vznikaju v potravinach pri  enzymovom odburavani
aminokyselin ako sekundidrne produkty alkoholového alebo mlie¢neho kvasenia. Dalej
Streckerovou degradéciou pri termickych procesoch alebo oxidaciou nenasytenych mastnych
kyselin [9, 20].

Alifatické aldehydy ovplyviiuji senzorické vlastnosti potravin v zdvislosti na pocte
uhlikov v retazci. Aldehydy s C1-C7 sa vyznacuju neprijemnou vonou, naproti tomu Cg-Ci4
disponuju prijemnou aréomou, nad Ci4 sa uzZ nejdend o prchavé aldehydy. Naj€astejSie pritomné
alifatické aldehydy v potravinach su metanal (mlieko, syr, alkoholické ndpoje), etanal
(liehoviny) a vsetky ostatné aldehydy v rade az po dodekanal [9, 19, 20].

Z terpénovych aldehydov maju prakticky vyznam monoterpénové aldehydy a vynimocne
aj niektoré seskviterpénové aldehydy. V pripade monoterpénovych su to najma citral a, citral
b, vyskytujlice sa ako sucast’ silic citrusovych plodov a korenin [9, 20].

Medzi aromatické aldehydy tvoriace vonné achutové zlozky potravin sa zaraduju
napriklad benzaldehyd, volny alebo viazany v kyanogénnych glykozidoch. Dalej §koricovy
aldehyd, anizaldehyd, vanilin, etylvanilin a iné [9, 20].

NajvyznamnejSimi  heterocyklickymi  aldehydmi s 2-furankarbaldehyd a
5-hydroxymetyl-2-furankarbaldehyd, vznikajuce termickym rozkladom pentéz alebo
20 sacharidov ako produkty ich dehydratacie [9, 20].
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2.54.2 Ketony

Alifatické ketony sa nachadzaju v potravinach ako nasytené a nenasytené, obsahuji 3-17
atoémov uhliku vo svojich molekuladch a mozu vznikat’ niekol'’kymi réznymi sposobmi. Ketony
s vyssou molekulovou hmotnost'ou, najmé metylketony, su ziadice napriklad ako stcast’ aromy
niektorych plesnivych syrov, mézu byt vsSak aj neziaduice pri ketobnovom tuchnuti tukov.
Metylketony vznikaju v tukoch a v potravinach obsahujucich tuky odburavanim lipidov
pomocou niektorych mikroorganizmov. Naj€astejSie sa vyskytujucimi ketdbnmi st propanodn
(aceton) az pentadekandn. Acetdon sa v malom mnozstve nachadza ako zlozka vsetkych
biologickych substratov. Je to metabolit mnohych mikroorganizmov, ktory vznika
dekarboxylaciou 3-oxobutanovej kyseliny tvoriacej sa ako medziprodukt degradacie mastnych
kyselin [9, 19, 20].

Zo skupiny terpénovych ketonov maji vyznam ako aromatické latky iba monoterpénové
ketony. Konkrétne je to karvon tvoriaci zlozku rasce a mentoén vyskytujici sa vV mite a
v majoranke [9, 20].

Zakladnou latkou aromatickych ketonov je acetofendon (fenylmetylketon), ktory sa
v malom mnozstve vyskytuje ako zlozka niektorych rastlinnych silic [9, 20].

2.5.5 Kyseliny

Karboxylové kyseliny tvoria vyznamnu zlozku niektorych druhov potravin, hlavne
produktov rastlinného pdvodu. Ovplyviiuji viaceré vlastnosti potravin, ako napriklad priebeh
enzymovych a chemickych reakcii, mikrobiologicku stabilitu v priebehu skladovania aj
spracovania, aV neposlednej rade aj ich senzorickti kvalitu. Potraviny obsahuju najma
karboxylové kyseliny alifatické, alicyklické a aromatické alebo heterocyklické. Dalej sa
rozliSuji monokarboxylové kyseliny s jednou karboxylovou skupinou v molekule
a polykarboxylové kyseliny obsahujice niekol'ko karboxylovych skupin. Vonny charakter
maji najmd nizSie mastné kyseliny a niektoré aromatické kyseliny. Viacsytne karboxylové
kyseliny a alifatické kyseliny, kyselina mlie¢na a octova sa uplatiuji ako chutové latky. Za
vonné a chut'ové latky sa do istej miery daji povazovat’ aj mastné kyseliny so stredne dlhym
uhlikovym retazcom [9, 19, 20].

Ako niZsie mastné kyseliny si brané nasytené monokarboxylové kyseliny s maximalne 10
atomami uhliku v molekule. Medzi najvyznamnejsie z tejto rady patria kyseliny mravdia,
octova, propionova, maslova, izomaslova a d’alsie. NajbeznejSou monokarboxylovou kyselinou
Vv potravinach je kyselina octova, ktora tvori zloZku ovocia a potravin produkovanych kvasnymi
procesmi. Kyselina maslova sa spolu s d’alsimi kyselinami vyskytuje v mliecnom tuku ako
vedl'ajsi produkt fermentacie [9, 20].

Jednymi z najvyznamnejSich nositel'ov kyslej chuti potravin su alifatické hydroxykyseliny.
Do tejto skupiny sa zaraduju kyseliny glykolova, mliecna, glycerova, jablénd a iné.
Najdolezitejsou je kyselina mliecna, vyskytujica sa v D- a L-konformacii. L-mliecna Kyselina
vznikd najmd anaerdbnou glykolyzou z glykogénu. Obe konformécie sa tvoria fermentaciou
sacharidov a vyskytuju sa v mliecne zakysanych vyrobkoch [9, 20].

Z aromatickych karboxylovych kyselin je najjednoduchsou kyselina benzoova, ktora sa
vyskytuje najma v rastlinnych siliciach vo forme esterov. Dalej je ako nenasytena aromaticka
kyselina pomerne rozsirena kyselina $koricova, tvoriaca sucast’ Skoricovej silice. Kyselina
hydroxybenzoova a protekatechova su tiez vyznamnymi aromatickymi kyselinami [9, 20].
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2.5.6 Estery

Estery sa vyskytuji v potravinach ¢asto v pritomnosti organickych kyselin. St to produkty
reakcie kyselin s alkoholmi patriace k najrozsirenej$im zlu¢eninam. NajcastejSie pritomnymi
su estery jednosytnych kyselin, estery viacsytnych kyselin nie su uz tak casté. Doélezitymi
vonnymi latkami su estery nizSich mastnych a aromatickych kyselin s niz§imi alifatickymi a
aromatickymi alkoholmi. Tieto estery tvoria sucast’ primdrnej aromy niektorych rastlinnych
surovin. Sekunddrne mo6zu vznikat v malom mnozstve pri dlhodobom skladovani a zédhreve
potravin. NajCastejSie sa vyskytujucimi niz§imi mastnymi kyselinami v tychto esteroch st
kyselina octova, mravc¢ia, propionova, maslova a d’alSie, z alkoholov najméi etanol, ale aj
metanol, butanol a iné. Estery vy$Sich mastnych kyselin st radené k lipidom a sprievodnym
latkam lipidov, niektoré z nich maju vonny charakter, ale vacSinou sa jedna o latky chutové
alebo chutovo indiferentné. Vznik esterov je podmieneny najcastejSie enzymatickou reakciou.
V pripade nadbytku vody v potravinarskom materiali méze dochadzat’ k ich hydrolyze, pri
ktorej vznikaju vol'né kyseliny, tato reakcia je z pohl'adu aromy potravin neziadtca [9, 19, 20].

2.5.7 Aromaticky aktivne latky v syroch

Syry obsahujt velké mnozstvo aromaticky aktivnych latok, ktoré sa pri roznych druhoch
syra v ich obsahu navzajom odliSuju ako kvalitativne, tak aj kvantitativne. Vysledna syrova
ardbma pozostava z jemnej rovnovahy zlozitej zmesi pocetne zastipenych zloziek. Typické
aromatické vlastnosti st sposobené prchavymi latkami vznikajicimi lipolyzou, proteolyzou a
metabolizmom laktozy, laktatu a citratu. Tieto primarne biochemické procesy v syroch
prebichaji pocas doby zrenia a okrem aromatickych vlastnosti ovplyviuju tiez vyvoj textary
[9, 21, 22, 23].

Prostrednictvom lipolyzy dochddza k degradacii pritomnych lipidov na mastné kyseliny,
ktoré su hlavnymi prekurzormi sekundarnych produktov, konkrétne ide o metylketony, volné
mastné kyseliny, aldehydy, laktony a estery. Produktmi rozkladu kazeinov pocas proteolyzy st
peptidy a aminokyseliny. V priebehu zrenia dochadza k enzymatickej degradacii aminokyselin,
pri ktorej vznikaju prchavé latky ovplyviiujuce aromatické vlastnosti syrov. Laktoza, laktat
a citrat prispievaju k tvorbe diacetylu, acetonu, etanolu a acetatu [21, 22].

25.7.1 Metabolizmus zostatkovej laktozy, laktdtu a citrdtu

Charakteristickym znakom vyroby syra je konverzia laktézy na laktat za pomoci
Startovacich mikrobidlnych kultur. Vacsina laktozy pritomnej v syrovine odchadza v priebehu
vyroby spolu so srvatkou. Len malé mnozstvo laktdzy, ktoré ostane pritomné v Syrovine, je
d’alej metabolizované, Vv pripade holandského typu syra je to priblizne 1,4 %. Tato zvySkova
laktoza je metabolizovana v pociatoénych S$tadiach zrenia pomocou Startovacich alebo
nestartovacich baktérii mlie¢neho kvasenia. Pomocou Startovacich mikrobidlnych kultar av
pritomnosti nizkej koncentracie soli je laktdza konvertovand hlavne na L-laktat. D-laktat vznika
premenou laktdzy v pritomnosti neStartovacich mikrobidlnych kultir alebo izomeraciou z
L-laktatu. Racemizicia laktatu prebieha prostrednictvom enzymatickej premeny pyruvatu
pomocou laktat dehydrogenazy [14, 24].

Vzniknuty laktat je v priebehu zrenia d’alej metabolizovany. M6ze byt metabolizovany
oxidaciou za pomoci baktérii mlie¢neho kvasenia V zavislosti od kmena na acetat, etanol,
formiat a CO,. Oxidacia a miera jej uplatnenia zavisi od mnozstva nestartujicich mikrobialnych
kultir a pristupe O. Dalsim spésobom metabolizmu laktatu je jeho anaerobne odburanie
prostrednictvom Clostridium tyrobutyricum, ktorého vyslednym produktom je butyrat a Ha,
ktory spdsobuje defekt nazyvany neskoré durenie syrov avznik neziaducej chuti.
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Metabolizmus laktozy je tiez dolezity pre vznik charakteristickych 6k najma v tvrdych syroch
pomocou Propionbacterium freudenreichii za vzniku propionatu, acetatu, CO2 avody
[14, 17, 25].

Citrat je dolezitym prekurzorom aromatickych zlti¢enin najma v holandskom type syrov
vyrobenych s pouzitim mezofilnych Startovacich kultir. Konkrétne je metabolizovany na
diacetyl, acetat, acetoin a CO2 za pomaoci citrat-pozitivnych kultar Lc. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis alebo Streptococcus diacetylactis, tiez pomocou Leuconostoc mesenteriodes
subsp. cremoris aLn. lactis. Vznikajuce CO2 nesie zodpovednost za vznik drobnych ok
vyskytujucich sa v holandskom type syrov. Ku charakteristickej chuti tychto syrov prispieva
najmd v malych mnozstvach sa vyskytujuci diacetyl, ale aj priblizne 10-50 krat viac zastapeny
acetat [14, 24, 25].

25.7.2 Proteolyza

Proteolyza je najkomplexnejSia, najrozmanitejSia a najviac dolezitda spomedzi troch
zakladnych biochemickych dréh, ktort syr pocas dozrievania podstupuje. Rozsah proteolyzy sa
medzi roznymi typmi syrov znacéne lisi v dosledku réznych vyrobnych postupov a podmienok
dozrievania, ktoré zasadne ovplyviuji vlastnosti vyslednych produktov. Pocas proteolyzy
dochadza k Stiepeniu hlavne kazeinov (a-, - a k-), avSak v nie vel'mi vyznamnom mnozstve su
tu pritomné aj srvatkové bielkoviny. Proteolyza moéze byt katalyzovand enzymami
pochadzajicimi zo S$iestich zdrojov, konkrétne z mlie¢neho koagulantu (syridla), priamo
Z mlieka, Startovacich baktérii mlie¢neho kvasenia, neStartovacich baktérii mlieéneho kvasenia,
sekundarnej mikroflory aexogénnych proteindz a peptidaz. Aj cez drobné rozdiely vo
vyslednych produktoch degradacie pri r6znych druhoch syrov s sekvencie aminokyselin vo
vzniknutych peptidoch vo vécsine syrov rovnaké. Peptidy, ktoré vznikni pdsobenim
chymozinu maji bud’ horku chut’, alebo su bez chuti a priamo neprispievaju k senzorickym
vlastnostiam syra, ich produkcia je vSak zakladom pre budovanie spravnej textiry produktu.
TaktieZ ide 0 prekurzory, ktorych d’alSou degradaciou vznikaju kratke kyslé senzoricky aktivne
peptidy avolné aminokyseliny. VolIné aminokyseliny st neskdr prekurzormi mnohych
prchavych zlucenin ovplyviujtcich charakteristicky aromaticky profil syra [14, 17, 25].

2.5.7.3 Katabolizmus aminokyselin

Katabolizmus vol'nych aminokyselin hrd hlavna tlohu v senzorickom vyvoji syru pocas
doby jeho zrenia. Schopnost’ baktérii mlie¢neho kvasenia ainych mikroorganizmov
degradovat’ aminokyseliny na aromaticky aktivne zluceniny zéavisi hlavne od ich kmenov.
Konkrétne ide najmd o0 katabolizmus aminokyselin obsahujucich siru, aromatickych
aminokyselin a aminokyselin s rozvetvenym retazcom, z ktorych d’alej vznikaji aromaticky
aktivne latky [14, 25, 26].

Vseobecne sa konverzia aminokyselin na aromaticky aktivne zluceniny uskuto¢niuje dvomi
roznymi hlavnymi cestami. Prvou znich je séria rekcii, ktora je iniciovana hlavne
transaminazovou reakciou katalyzovanou aminotransferazami premienajucimi aminokyseliny
na o-keto kyselinové medziprodukty. o-keto kyseliny, ktoré vznikli transamindciou
z aromatickych aminokyselin, z aminokyselin s rozvetvenym retazcom a metioninu, st d’alej
degradované pomocou enzymaticky katalyzovanych alebo chemickych reakcii. Produktami
tejto degradacie su potom aldehydy, alkoholy, karboxylové kyseliny, hydroxykyseliny alebo
metantiol pre metionin v jednom alebo dvoch d’al$ich krokoch. Druhou hlavnou cestou je séria
elimina¢nych reakcii iniciovana katalytickym pdsobenim aminokyselinovych lyaz, ktoré
Stiepia bo¢né retazce aminokyselin. Tato draha je dolezitd predovsetkym pre katabolizmus
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aromatickych aminokyselin a metionin, vedie prostrednictvom jedného kroku k fenolu, indolu
a metantiolu. Dalsie cesty, ktorymi moézu byt aminokyseliny katabolizované, zahfiiaju
produkciu aminov pomocou dekarboxylaz a vznik amoniaku deaminazami. Pre metabolizmus
treoninu, kyseliny asparagovej, kyseliny glutamovej a argininu su pritomné tiez Specifické
katabolické cesty [14, 17, 26].

25.7.4 Lipolyza

Lipolyza predstavuje doleziti biochemicku reakciu poc¢as doby zrenia syru, dochadza pri
nej k oxidacnej alebo hydrolytickej degradacii lipidov. Oxidacia sa vSak oproti hydrolyze
uplatfiuje len v malom vyzname z dovodu nizkeho redoxného potencialu a pritomnosti
prirodnych antioxidantov. Produkty oxidacie, ako napriklad nenasytené aldehydy, su
povazované za neziadlce zlozky sposobujice defektnu zatuchnuti chut’ syrov. Enzymaticka
hydrolyza triacylglycerolov na mastné Kkyseliny a glycerol, mono- a di-acylglyceroly je
nevyhnutnd pre rozvoj aromatickych vlastnosti v syre. Vo velkej miere nachadza lipolyza
uplatnenie najmé v pripade modrych plesiiovych a tvrdych talianskych syrov, u syrov ako
napriklad gouda alebo ¢edar sa uz v takej vysokej miere neuplatiuje, a jej produktom sa pri
konec¢nej senzorickej charakteristike nepripisuje velka dolezitost. VoI'né mastné kyseliny ako
produkty lipolyzy st prekurzormi mnohych prchavych aromaticky aktivnych latok
vznikajucich prostrednictvom katabolickych reakcii [14, 27].

Lipolyza v syroch prebieha vd’aka pritomnosti lipolytickych enzymov, ktoré hydrolyticky
Stiepia esterovl vidzbu medzi glycerolovym jadrom triacylglycerolu a mastnou kyselinou. Tieto
enzymy su klasifikované ako esterazy a lipazy, ktoré sa delia podl'a d’alSich kritérii. Vplyvom
esteraz dochadza k hydrolyze acylesterovych retazcov s dizkou 2-8 atémov uhlika, zatial’ o
lipazy hydrolyzuju tieto acylesterové retazce s 10 a viac uhlikovymi atémami, liSia sa tiez
enzymatickou kinetikou [14, 27].

2.5.7.5 Katabolizmus mastnych kyselin

Vol'né mastné kyseliny s kratkym a stredne dlhym retazcom (Ca:0-C12:0) uvol'nené pocas
lipolyzy sa priamo podiel’aju na ardme syra. Mastné kyseliny s dlhym retazcom (viac ako 12
uhlikovych atomov) prispievaju k jeho chuti v minimalnej miere. Ako bolo uz v predoslom
odstavci spomenuté, tieto volné mastné kyseliny pdsobia ako prekurzory celej série
katabolickych reakcii, ktorych produktami si metylketony, laktony, estery, alkany
a sekundarne alkoholy [14, 27].

Metylketony st pritomné najmd v modrych plesnovych syroch, kde vo vysokych
koncentraciach tvoria ich charakteristicku chut’, v niz§ich koncentraciach sa vsak vyskytuju ako
siCast’ vacsiny syrov, ato a veidamskom type. Vznikaji ako produkty [-oxidacie
a dekarboxylacie mastnych kyselin. Laktony, dolezité obzvlast’ pre aromu eidamskych syrov,
st cyklické zlui€eniny vznikajice intramolekuldrnou esterifikadciou hydroxymastnych kyselin,
stratou vody a tvorbou kruhovej Struktary. Estery ako d’alsi produkt katabolizmu mastnych
kyselin su tvorené reakciou mastnych kyselin obsahujicich kratky az stredne dlhy retazec
s alkoholmi pochadzajiicimi z fermentacie laktozy alebo katabolizmu aminokyselin. K tvorbe
sekundarnych alkoholov mdze dochadzat prostrednictvom enzymatickej redukcie
metylketonov. Aldehydy st zvédcSa tvorené katabolizmom aminokyselin, avSak nasytené
aldehydy mézu pochéadzat z Cerstvého mlieka alebo moézu byt’ spolu s nenasytenymi aldehydmi
tvorené B-oxidaciou nenasytenych mastnych kyselin [14, 27, 28].

U eidamskych syrov sa vyskytuje len nizka hladina volnych mastnych kyselin, ktora
prispieva k ich jemnej chuti s malou intenzitou. Vyznamnu ulohu zohrava najmé butanova
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kyselina. VSeobecne by rozsah lipolyzy vtomto type syrov nemal presiahnut 2 %
triacylglycerolov, aby nedochadzalo k vyskytu chutovych defektov [27].

2.6 Pouzité inStrumentalne techniky

Za UCelom identifikdcie prchavych aromaticky aktivnych latok aich néslednej
kvantifikacie vo vzorkach syrov eidamského typu bola zvolena metéda mikroextrakcie pevnou
fazou spojena s plynovou chromatografiou a naslednou detekciou pomocou hmotnostného
spektrometru. Principy tejto metody budu d’alej priblizené v nasledujucich kapitolach.

2.6.1 Mikroextrakcia pevnou fazou

Mikroextrakcia pevnou fazou alebo Solid Phase Microextraction (SPME) je metoda
vyvinuta Pawliszynom zaiatkom 90. rokov. Ide teda o relativne nova techniku,
ktora kombinuje extrakciu vzorky zo zmesi, jej skoncentrovanie in situ a relativne jednoducht
desorbciu do analytického zariadenia [29, 30].

Princip SPME spociva v difuzii analytov z matrice vzorky na povrch extrakénej fazy hned’
ako je vlakno v kontakte so vzorkou. Tato extrakcia je povazovana za tplnu ak je koncentracia
analytu v termodynamickej rovnovahe medzi matricou vzorky a povrchom extrakéného vlakna.
Znamena to teda, Ze po dosiahnuti rovnovahy je extrahované mnozstvo analytu konstantné a nie
je zavislé na predlzovani extrakéného ¢asu. Povrch SPME vldkna a jeho Specifickost’ v ramci
polarity a selektivity k uréitym analytom je jednym z kIiCovych faktorov ovplyviujicich
ucinnost’ tejto metoddy. Jadro vldkna je tvorené z oxidu kremicitého, ako extrakény povrch je
pouzivany polydimetylsiloxan, polyakrylat, divinylbenzén, karboxén, karbowax aich
kombinacie. Vyhodou metody je 10, Zze nie je potrebné pouzitie rozpusStadla, taktieZ aj
jednoducha miniaturizacia, automatizacia zariadeni aich pohodlné spajanie s
chromatografickymi pristrojmi. SPME analyza sa moéze uskuto¢iovat’ v troch rdznych
rezimoch, konkrétne priamou, headspace a membranovou extrakciou [29, 30, 31, 32].

Priama extrakcia (DI-SPME) spociva v ponoreni SPME vlakna do vzorky, kde st analyty
priamo transportované z matrice na extrakénti fazu. Headspace metoda (HS-SPME) vyuziva
prenos analytov cez vzduchovu bariéru nad vzorkou pred dosiahnutim extrakéného povrchu
vlakna. SPME vlakno je v tomto pripade umiestnené nad matricou vzorky. Takéto usporiadanie
je vyhodné z hl'adiska ochrany vlakna pred poskodenim vysokomolekularnymi a neprchavymi
interferujucimi latkami. Membranova extrakcia, podobne ako headspace, ma za tlohu ochranit’
SPME vlakno pred poSkodenim latkami vyskytujiicimi sa vo vzorke. VyuZiva sa pri stanoveni
analytov, ktorych prchavost je prili§ nizka pre pouzitie metody headspace extrakcie. Oproti
priamej extrakcii je tento proces pomalsi vzhl'adom na to, ze membrana predstavuje prekazku
pri difazii analytov k extrakénému povrchu [29, 31].

2.6.2 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je analyticka separa¢na metoda vyuzivajuca plynnii mobilnu fazu
nazyvanu nosny plyn. Zlozky vzorky, ktoré maji byt’ touto technikou stanovené, musia byt
prevedené do plynného skupenstva. Uplatnenie nachadza najma pri stanoveni a identifikacii
zmesi plynov, prchavych latok a organickych zlucenin s bodom varu pod 400 °C, taktiez
vacsiny nedisociovanych kvapalin a mnohych organokovovych latok. Naopak nie je vhodna
pre separaciu makromolektl alebo organickych a anorganickych soli. Delenie zloziek zmesi,
a teda aj princip tejto metddy, Spociva na ich rozdielnych interakciach so stacionarnou fazou
pritomnou V kolone, kde su vzorky unasané na zdklade tlakového spadu pomocou nosného
plynu. Nosny plyn musi byt’ voc¢i analytu, a taktiez aj stacionarnej faze, inertny, nesmie s nimi
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ziadne interagovat. Zlozky su nasledne z kolony eluované a postupne indikované pomocou
detektoru prostrednictvom uréitého signalu, z ktorého ¢asového priebehu a intenzity sa uréi ich
druh a kvantitativne zastapenie [33, 34, 35].

2.6.2.1 InStrumentdcia plynovej chromatografie

Zariadenie pre plynovu chromatografiu sa len v malej miere odliSuje od ostatnych
kolénovych chromatografickych zariadeni. Plynovy chromatograf pozostava zo zdroja nosného
plynu, Ccistiaceho zriadenia, systému regulacie prietoku, davkovacu (injektoru), koldny,
termostatu, detektoru a vyhodnocovacieho zariadenia [33, 36].

Zdrojom nosného plynu byvaji najcastejsie tlakové fl'ase alebo generatory, ktoré pracuji
na principe molekulovych sit. Konkrétne sa ako plyny mobilnej fazy pouzivaju vodik, dusik,
hélium alebo argon. Vyber nosného plynu zavisi najmd od analyzovanej vzorky a jeho
inertnosti voci nej, taktieZ zohrava tlohu aj potreba toxickej neskodnosti, bezpeénosti prace
a podl'a moznosti ¢o najnizsej ceny. Dalsim aspektom je druh kolony a detektoru, ktoré pri
vybere treba zohl'adnit. Volba spradvneho nosného plynu mé vplyv na separacnu ucinnost’
procesu v dosledku réznych difaznych koeficientov zloziek v roznych plynoch [33, 34].

Ulohou ¢&istiaceho zariadenia je zbavit nosny plyn neziaducich stop ostatnych plynov,
vihkosti a necistot. Obzvlast’ dolezité je zbavenie plynu stopovych mnozstiev reaktivneho
kysliku, ktorého pritomnost’ by mohla nevratne poSkodit’ stacionarnu fdzu kolony. KonStantny
prietok nosného plynu je regulovany pomocou mechanickych alebo elektronickych regulatorov
zabezpecujucich konstantny vstupny tlak alebo konsStantny hmotnostny prietok. Prietok
nosného plynu sa v priebehu procesu moéze taktiez programovo menit’ [33, 34, 35].

Zavedenie vzorky do pradu nosného plynu je uskutocnené pomocou davkovacieho
zariadenia, nazyvaného tiez injektor. Vzorka by mala byt” injektorom prevedena do plynného
skupenstva v ¢o najkratSom case. Teplota injektoru zabezpec€ujica rychle odparenie vzorky
a predidenie jej neziadtcej kondenzacie v injektore, sa pre strednu Cast’ injektoru voli spravidla
0 50 °C vyssia ako je teplota kolony. Spdsob, akym je vzorka ddvkovana, je vZdy podmieneny
jej typom a analytickym zadanim. Principialne sa pouziva davkovanie bud’ nad tstie kolony
umiestnené na konci injektoru (predovsetkym napliové kolony), alebo priamo na kolonu
(kapilarne kolony). Davkovanie na koldnu je uskuto¢nované roznymi spésobmi [33, 34, 35]:

e davkovanie s delicom toku (split injector)

e davkovanie bez deli¢a toku (splitless injector)

e davkovanie priamo do kapilarnej kolony (on column injector)

e davkovanie s programovo zvySovanou teplotou vyparovania vzorky

Separacia zloZiek nastava v chromatografickej koldne, v ktorej je uloZzena staciondrna faza.
Kolony pre plynovi chromatografiu sa rozdel'uji na dva zakladné druhy, kolony napliové
a kapilarne. Naplnové kolony st tvorené kovovou pripadne sklenenou trubicou naplnenou
sorbentmi, alebo nosi¢mi pokrytymi kvapalnou fazou. Vnutorny priemer tychto kolon sa
pohybuje v rozmedzi 2-6 mm a mozu dosahovat’ dizku 1-5 m. Oproti kapilarnym kolénam
disponujui vysSou kapacitou, avSak ich rozliSenie je horSie. Kapilarne kolony moézu byt
vyrobené zo skla, taveného oxidu kremicitého, kovu ¢i plastu. Ako nosic¢e stacionarnej fazy
vyuzivaju bud’ vnutorné steny, alebo su tieto kapilary stacionarnou fazou naplnené v celom
svojom objeme. Vnutorny priemer kolon sa pohybuje v intervale 100-700 um z ¢oho vrstva
stacionarnej fazy tvori 0,1-10 pum. Dizka kapilary moéZze nadobudat rozmery v rozmedzi
15-100 m. Podla charakteru stacionarnej fazy rozliSujeme tri typy kapilarnych kolon
[33, 34, 37]:
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e WCOT (wall-coated open tubular column) — kvapalna stacionarna faza tvori tenky film

na vnutornej stene kapilary,

e PLOT (porous-layer open turbular column) — disponuju tenkou vrstvou pérovitého

materidlu (adsorbentu) na vnutornej stene kapilary,

e SCOT (support-coated open column) — vrstva nosi¢a so zakotvenou kvapalinou sa

nachadza na vnutornej stene kapilary.

Termostat ako sucast’ chromatografu riadi udrziavanie stalej teploty davkovacieho
zariadenia, kolony a detektoru, tak aby bola vzorka udrziavana v plynnom skupenstve. Jeho
ulohou je v pripade potreby taktiez vytvorenie pozadovaného teplotného programu pre
gradientovu eltciu. Optimalna teplota kolony zavisi od bodu varu jednotlivych zloziek vzorky
a pozadovanom stupni separacie [33, 34, 37].

Zaznamenanie pritomnosti urcitého analytu, alebo zmeny zlozenia pretekajiicej mobilnej
fazy, je ulohu detektoru. Detektor na takuto zmenu reaguje urcitym elektricky meratel'nym
signalom, ktory je zaznamenéavany v zavislosti na ¢ase. Okrem registracie separovanych zloziek
umoznuje detektor aj ich kvantifikdciu. Podl'a druhu zavislosti signdlu sa rozdel'uju detektory
na koncentracne zavislé, kedy je signél funkciou koncentracie zlozky, a hmotnostne zavislé,
kde je signal funkciou mnozstva zlozky. Zakladné hodnotené vlastnosti detektorov su citlivost’,
odozva, Sum produkovaného signalu, najmensia detekovatel'na koncentracia alebo hmotnostny
prietok, linearny dynamicky rozsah odozvy a efektivna doba odozvy. Doélezitou poziadavkou
je taktiez univerzalnost’ a vysoka selektivita pre stanovované analyty. Plynova chromatografia
vyuziva hned’ niekol'ko r6znych detektorov pracujtcich na rozdielnych principoch [33, 34]:

e tepelne-vodivostny detektor (TCD),

e plamenovy ioniza¢ny detektor (FID),

e plamenovy ioniza¢ny detektor s alkalickym kovom (AFID),

e bezplamenovy detektor s alkalickym kovom (TID),

e detektor elektronového zachytu (ECD),

e fotoioniza¢ny detektor (PID).

2.6.3 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria je fyzikalno-chemicka separa¢na metdda, pomocou ktorej su
ur¢ované hmotnosti atomov, molektl a ich Casti. Molekuly vzorky s r6znymi excitaénymi
postupmi vo véakuu alebo v plynnom prostredi prevedené na idny, ktoré s potom delené
a charakterizované na zaklade ich pomeru hmotnosti a neseného ndboja. Delenie i6nov
prebieha na zaklade ich rozdielnej pohyblivosti v magnetickom, elektromagnetickom alebo
Vv oboch tychto poliach, taktiez m6zu byt rozdelené podl'a rozdielnej rychlosti v priestore bez
pola. Vysledky tejto separacie su potom zobrazené v podobe hmotnostného spektra
[34, 36, 38, 39].

Analytickym vyuzitim hmotnostnej spektrometrie je najmé stopova analyza organickych
latok. Casto sa pouZiva spojenie tejto metody s plynovou alebo kvapalinovou chromatografiou
na stopovu kvalitativnu a kvantitativnu analyzu latok komplexnych matric [38, 39].

2.6.3.1 InStrumentdcia hmotnostnej spektrometrie
Hmotnostny spektrometer pozostava z nasledujucich casti: vstup vzorky do hmotnostného
spektrometru, idnovy zdroj, hmotnostny analyzator, detektor a vakuovy systém [33, 38].
Vhodny vstup je nenahraditelnou sucastou hmotnostného spektrometru, v ktorom
umoziiuje prevedenie vzorky analyzovanej latky z vonkajSieho prostredia do priestoru
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idnového zdroja. Musi byt’ schopny pracovat’ s nizkym tlakom a vysokou teplotou, aby mohlo
dojst’ k vypareniu aj malo prchavych zloziek, ako napriklad vysoko-molekularne organické
alebo organokovové latky [36, 38].

Ulohou i6nového zdroja je prevedenie analyzovanej vzorky do ionizovaného stavu.
Ionizacia analyzovanej latky je nevyhnutnym predpokladom stanovenia hmotnostnym
spektrometrom vzhl'adom k tomu, Ze vystupné informacie sa tykaju len Castic s istym nabojom.
Ioniza¢né techniky je mozné delit’ podl'a mnozstva dodanej energie potrebnej na ionizaciu
a skupenstva analytu. Techniky, v ktorych je prebytok energie dodanej ionizovanej molekule
maly, oznaCujeme ako makké ioniza¢né techniky, pravdepodobnost’ fragmentécie je tu nizka.
Naopak, ak dodana energia postacuje na rozsiahlejSiu fragmentaciu i6nu, oznacuji sa tieto
techniky ako tvrdé. Podl'a skupenstva analytu sa rozdel'uju na techniky ionizacie z plynnej,
kvapalnej alebo pevnej fazy. Najbeznej$imi st prave techniky ionizacie z plynnej fazy
vyZzadujice dostato¢nu prchavost’ vzorky, ktora je pred analyzou odparena do vakua. Vyber
spOsobu ionizacie vyznamne ovplyviiuje aplikaéné zameranie metddy. Aplikovatelnost’
hmotnostnej spektrometrie bola vyrazne rozsirena vyvojom novych typov iénovych zdrojov pre
neprchavé latky a latky s vysokou molekulovou hmotnost'ou [34, 38]:

e jonizacia narazom elektronov (EI — electron impact ionization),

e chemicka ionizacia (CI — chemical ionization),

e ionizécia elektrickym pol'om (FI — field ionization),

e desorbcia polom (FD — field desorption),

e ionizécia ostrel'ovanim vzorky rychlymi atdbmami (FAB — fast atom bombardment),

e jonizacia rychlymi ionmi (SIMS — secondary ion mass spectrometry),

e plazmova desorbcia (PD — plasma desorption),

e desorb¢na fotoionizacia (MALDI — matrix assisted laser desorption),

e termosprej (TS — thermospray),

o elektrosprej (ES — electrospray).

[6ny vstupujice do analyzatoru st eSte pred vstupom urychlené a fokusované s ¢o
najmensim rozptylom. V hmotnostnom analyzatore prebieha disperzia alebo filtracia idnov
produkovanych i6novym zdrojom na zéklade pomeru hmotnosti a naboja (m/z), popripade ich
kinetickej energie. Analyzatory moZu pracovat’ v mode SIM (single ion monitoring), kedy
sledujt intenzity jedného, alebo niekol’ko vhodne zvolenych druhov iénov v ¢ase, alebo MID
(multiple ion detection), snimanim hmotnostnych spektier periodicky v ¢ase. Pre sledovanie
zmeny relativneho zastipenia zloziek s vySSou selektivitou a nizSou hranicou detekcie je
pouzivany SIM, a pre ziskanie spektier na identifikaciu analytu MID. Je znamych niekol’ko
druhov hmotnostnych analyzatorov, medzi najznamejsie patria [34, 38]:

e magneticky hmotnostny analyzator,

e elektrostaticky analyzator,

e kvadrupoélovy analyzator,

e jo6nova pasca,

e preletovy analyzator.

Ionové detektory st urcené na prevod dopadajiiceho prudu ionov na elektrony. Typy
detektorov, ktoré sa pouzivaja, stvisia s celkovou konstrukciou zariadenia a pozadovanou
aplikaciou. Vseobecne je mozné detektory pre hmotnostnu spektrometru rozdelit’ do dvoch
kategorii, konkrétne na detektory pre priame merania a nasobiCové detektory. Detektory pre
priame merania zaznamenavaju elektricky prad vznikajici priamym dopadom i6nu, byvaju
vacsinou sucastou Specializovanych systémov. NasobiCové detektory vyuzivaju efekt
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nasobenia elektréonov po dopade i6nov a st pouzivané Standardne pre vSetky komercéné
in§trumentacie [33, 34, 38].

Vzhl'adom na to, Ze je neziaduce, aby vzniknuté idny menili svoju energiu predovsetkym
zrazkami s inymi Casticami, je nutné v systéme udrziavat’ nizky tlak. Stredna vol'na draha i6nu
by mala vyrazne presahovat’ za danych podmienok fyzicka drdhu od miesta vzniku po miesto
detekcie. Za udrziavanie nizkeho tlaku je zodpovedna vyveva, pouzivaji sa bud’
turbomolekularne vyvevy pre tlaky 10 — 10 Pa, alebo difuzne vyvevy pre tlaky nizsie [34].

2.6.4 Spojenie plynovej chromatografie s hmotnostnou detekciou

Kombinéacia hmotnostnej spektrometrie sinymi separaCnymi postupmi je bezna.
Najobvyklejsou kombinaciou je prave spojenie s plynovou chromatografiou (GC-MS). Toto
spojenie je v sucasnosti technicky zvladnuté a komeréne dostupné, jeho aplikovatelnost’ je
v zasade obmedzena len dostatoénou prchavostou analytov. Pouzitie spojenia GC-MS je
vyuZzivané najmi na analyzu komplikovanych zmesi latok, komplexnych vzoriek, pri sledovani
technologickych procesov alebo akostnych parametrov surovin a vyrobkov. Aplikovatel'nost
metody siaha az do oblasti stopovej a ultrastopovej analyzy. Ako priklad konkrétneho vyuzitia
je mozné uviest’ stanovenie prchavych aromaticky aktivnych latok v r6znych vzorkéach potravin
alebo plodin [34, 35, 39].

Uskalim spojenia GC-MS je ich vzajomna tlakova nekompatibilita vzhl'adom na to, Ze tlak
vystupujuci z kolony plynového chromatografu je priblizne atmosféricky, avsak idnové zdroje
v hmotnostnom spektrometri pracuju pri vysokom vakuu. Narast tlaku v ibnovom zdroji alebo
hmotnostnom analyzatore spektrometru by vyrazne zhorsil citlivost analyzy a pri pouziti
niektorych i6novych zdrojov aj znacne skratil ich Zivotnost’. V pripade kapilarnych kolén je
toto spojenie prakticky bezproblémové za pouzitia dostatocne vykonnych vyvev, ktoré
s rezervou odéerpaju nadbytok nosného plynu z priestoru ionizacie. Prietok plynu by mal spinat’
rozmedzie do maximalne 3-4 ml/min. Tlakovy rozdiel je mozné rieSit taktieZ pomocou
zaradenia deli¢u toku medzi kolénu a ibnovym zdrojom, alebo separatoru, ktory pracuje na
principe vysokej difuzivity nosného plynu [34, 35, 40].

Odportacanymi kolénami pre pouzitie v GC-MS st kolony s chemicky viazanou
staciondrnou fazou a nizkym pokrytim, vzh'adom na pdsobenie vysokej teploty a vakua, ¢o ma
negativny vplyv na stabilitu staciondrnej faze. Z hladiska rozmerovych parametrov sa
pouzivaju v praxi kapilarne kolény s vniitornym priemerom men$im ako 0,32 mm a dizkou
minimalne 15 m. Co sa tyka detektorov, je vyhodné zaradenie rychlo skenovatelnych
hmotnostnych detektorov typu kvadrupdlu alebo idnovej pasce, ktoré plne vyhovuju spojeniu
s plynovym chromatografom disponujicim kapilarnou koloénou [35].
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Laboratérne vybavenie

3.1.1 Pristroje

e Plynovy chromatograf Trace™ 1310 so split/splitless injektorom (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

e Hmotnostny detektor ISQ™ LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

e Kniznica spektier NIST/EPA/NIH, verzia 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)

e Analyticka digitalna vaha HELAGO, GR-202-EC, Taliansko

e Pocitac¢ PC, Intel Pentium Procesor

e Chladnicka s mrazni¢kou

3.1.2 Plyny
e Hélium, &istota 4.8., v tlakovej fTasi s redukénym ventilom (SIAD, Ceska republika)

3.1.3 Pracovné pomocky
e SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA,
¢ Vialky o objeme 10 ml so skrutkovacim magnetickym uzaverom
e Bezné laboratérne pomocky
e N0z a strihadlo

3.2 Cisté mliekarské kultiry

Pre vyrobu modelovych syrov boli pouzit¢ komercne dostupné lyofilizované kultary
vhodné k priamemu zao¢kovaniu do mlieka (Laktoflora®, Milcom, Ceska republika); CCDM
(Ceska sbirka mlékarenskych mikroorganismi).

e Mezofilna zmiesana kultara Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.

cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

e Lactococcus lactis subsp. cremoris (kmeii CCDM 946)

e Lactobacillus casei (kmen CCDM 198)

e Lactobacillus casei (kmen CCDM 422)

e Lactobacillus plantarum (kmen CCDM 187)

e Lactobacillus plantarum (kmen CCDM 189)

3.3 Analyzované vzorky

V experimentalnej Casti prace boli analyzované modelové vzorky prirodnych syrov
eidamského typu (45 % tvs, 50 % suSiny), ktoré boli vyrobené Standardnym technologickym
postupom [3, 15 - 18] na Univerzite Tomasa Bat'u v Zline.

Celkom bolo vyrobenych 5 sérii vzoriek, ktoré sa liSili kombiniciou pouzitych
mikrobidlnych kultar; u vSetkych bola ako zéklad pouZita mezofilnd kultira s pridavkom
vybraného kmena Lactococcus lactis subsp. cremoris, a d’alej vybrané kmene Lactobacillus
casei a Lactobacillus plantarum.

V ramci tejto prace boli analyzované syry v pociatocnej faze zrenia (14 dni po vyrobe),
prehl'ad vSetkych analyzovanych vzoriek aich oznafenia na zdklade pouzitej mikrobidlnej
kultary je uvedeny v Tabulke 4.
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Vzorky boli ihned’ po odbere zmrazené (—18 °C) a uchované pri tychto podmienkach az do

doby analyzy.
Tabulka 4: Prehlad a znacenie modelovych vzoriek
vzorka hlflflztggl-ll-a Lbc casei Lbc casei Lbc plantarum | Lbc plantarum
9 kmen 422 kmen 198 kmen 187 kmen 189
kmen 946

D v
G v v
J v v
H v v
[ v v

Dalej boli analyzované 3 druhy syrov eidamského typu s réznym obsahom tvs zakupené
v beznej maloobchodnej sieti. Konkrétne i$lo 0 syry s obsahom tuku v susine 20, 30 a 45 %.
Blizsie informécie o tychto syroch st zhrnuté v Tabulkach 5-7, vratane fotografii predne;j
strany balenia na Obrazkoch 1-3.

Tabulka 5: Udaje o vzorke Madeta Jihocesky Eidam 20 % platky

Madeta Jihocesky Eidam 20 % platky

Popis Polotvrdy zrejlci syr s nizkym obsahom laktézy (<0,05 g/100 g)
Tuk v suSine [%] 20

SusSina [%] 49

ZloZenie mlieko, jedla sol’, mliekarské kultary

Hmotnost’ [g] 100

Vyrobca MADETA a.s.

Obrazok 1: Predna strana balenia vzorky Madeta Jihocesky Eidam 20 % platky
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Tabulka 6: Udaje o vzorke Madeta Jihocesky Eidam 30 % pldtky

Madeta Jihocesky Eidam 30 % platky

Popis Polotvrdy zrejici polotucny Syr s nizkym obsahom laktozy
(<0,05 ¢/100 g)

Tuk v suSine [%)] 30

SuSina [%] 50

ZloZenie mlieko, jedlé sol’, mliekarské kultary

Hmotnost’ [g] 100

Vyrobca MADETA a.s.

Obrdzok 2: Predna strana balenia vzorky Madeta Jihocesky Eidam 30 % platky

Tabulka 7: Udaje o vzorke Madeta Jihocesky Eidam 45 % plétky

Madeta Jihocesky Eidam 45 % platky

Popis Polotvrdy zrejici plnotucny Syr S nizkym obsahom laktozy
(<0,05 ¢/100 g)

Tuk v suSine [%] 45

Susina [%] 56

ZloZenie mlieko, jedld sol’, mliekarské kultiry

Hmotnost’ [g] 100

Vyrobca MADETA a.s.
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Obrdzok 3: Predna strana balenia vzorky Madeta Jihocesky Eidam 45 % platky

3.4 Pouzita metéoda HS-SPME-GC-MS

3.4.1 Priprava vzoriek syra k analyze

Zmrazené vzorky syra boli pred analyzou ponechané dostato¢ne dlhy ¢as v chladnicke pri
teplote do 6 °C alebo vo vodotesnom obale v kadi¢ke so studenou vodou, aby doslo k ich
rozmrazeniu. Nasledne doslo k ich homogenizacii pomocou jemného struhadla, a to v pripade
modelovych aj komerénych vzoriek. Takto pripravené vzorky boli navdzené do vialiek (vid’
Obrazok 4) na analytickych vahach po 2 g s presnostou na 4 desatinné miesta. Vialky boli
nasledne uzavreté skrutkovacim magnetickym uzdverom so septom a prenesené¢ do
autosamplera plynového chromatografu.

Obrazok 4: Vialky s navizenou vzorkou
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3.4.2 Podmienky HS-SPME-GC-MS analyzy

3.4.2.1 Podmienky SPME extrakcie
e Doba inkubécie (temperovanie): 10 min
e Doba extrakcie: 20 min
e Teplota agitatora (teplota extrakcie a inkubacie): 40 °C
e Agitator zapnuty: 5 s
e Agitator vypnuty: 60 s
e Mnozstvo vzorky: 2 g
e Hibka ponorenia vldkna do vialky: 20 mm

3.4.2.2 Podmienky GC-MS analyzy

e Kapilarna kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um)

e Teplota injektoru (desorpcia): 240 °C

e Doba desorpcie: 20 min

e Davkovanie: splitless, ventil uzavrety 10 min

e Hibka ponorenia vldkna do injektoru: 40 mm

e Nosny plyn: hélium, prietok 1 ml - min?

e Teplotny program: 40 °C s vydrzou 2 min, vzostupny gradient 3 °C/min, do 110 °C
s vydrzou 10 min, vzostupny gradient 3 °C/min do 200 °C s vydrzou 0 min, celkova
doba analyzy 65 min

e Hmotnostny detektor v mode EI

o Energia ionizacnych elektronov: 70 eV
o Teplota ionového zdroja: 200 °C

o Skenovaci rozsah m/z: 30-370 amu

o Rychlost’ skenovania: 0,2 s

3.4.3 Vyhodnocovanie a $tatistické spracovanie vysledkov analyzy

Prchavé latky extrahované zo vzoriek boli identifikované pomocou programu Xcalibur 2.2
(Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA) na zaklade porovnania hmotnostnych
spektier s kniznicou spektier. Obsah identifikovanych zluc¢enin bol vyjadreny semikvantitativne
pomocou ploch prisluSnych pikov chromatogramu, kazda vzorka bola analyzovand trikrat
(n=23).

Vysledky boli spracované pomocou  programu MS Office Excel 2016. V ramci
Statistického vyhodnotenia bol pre vSetky namerané hodnoty vypocitany priemerny retenény
Cas ako aritmeticky priemer pre jednotlivé analyzy (Tr), taktiez pri semikvantitativnej analyze
bola plocha pikov brana ako aritmeticky priemer z jednotlivych stanoveni.

Statistickd vyznamnost' rozdielov medzi vzorkami bola vyhodnotend pomocou dvoj-
vyberového parového t-testu na hladine vyznamnosti o = 0,05.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato praca je sucast'ou rozsiahlej Studie, ktora sa zaobera sledovanim senzorickej kvality
prirodnych syrov eidamského typu, so zameranim predovSetkym na chut’ (flavour) a s fiou
suvisiaci obsah aromaticky aktivnych latok.

V ramci tejto prace bolo analyzovanych piat modelovych vzoriek eidamskych syrov
vyrobenych s pouzitim réznych mikrobidlnych kultar; konkrétne klasickd mezofilna kultara
a vybrané kmene termofilnych baktérii Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum. Ciel'om
bolo posudit’ vplyv pouzitych kultar (obzvlast pridavok termofilnych kultar) na obsah
prchavych latok vo vzorkach. Syry boli analyzované v pociatoCnej faze zrenia (14 dni po
vyrobe).

Praca prebieha v spolupraci s Univerzitou TomdaSa Batu v Zline, ktord disponuje
potrebnym technologickym vybavenim pre vyrobu syrov; modelové vzorky syrov boli
vyrobené Standardnym technologickym postupom (vid’ kap. 3.3).

Zaroven boli analyzované 3 druhy syrov eidamského typu s roznym obsahom tvs zakupené
v beznej maloobchodnej sieti, s cielom posudit’ vplyv obsahu tuku na prchavé latky vo
vzorkach. Modelové vzorky boli na zaver porovnané so vzorkami z maloobchodne;j siete.

Pre stanovenie prchavych latok bola pouzita metoda HS-SPME-GC-MS (vid’ kap. 3.4).

4.1 Identifikacia prchavych latok vo vzorkach

Identifikacia prchavych latok bola uskuto¢nena na zaklade porovnania hmotnostnych
spektier s dostupnou kniznicou spektier.

Identifikované zlu€eniny v jednotlivych vzorkach st zhrnuté v prehladnej tabulke (vid’
Tabulka 8a — ¢). Vzhl'adom ku miernym odchylkam retenénych ¢asov jednotlivych zloziek
Vv jednotlivych stanoveniach je vzdy uvedend ich priemerna hodnota. Pritomnost’ danej

zla¢eniny vo vzorke je zna¢ena symbolom ,,v/*.
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Tabulka 8a: Prehlad prchavych latok identifikovanych vo vsetkych vzorkach

Zlu¢eniny Chemické skupina Tr [mMin] D G J H I M20%tvs | M30%tvs | M45 % tvs
Hexanal aldehyd 8,75 v v v v v
Etyl-pentanoat ester 10,60 v
Butan-1-ol alkohol 11,21 v v
Heptan-3-6n keton 11,43 v v
B-myrcén terpénovy uhlovodik 11,70 v v v v v
Heptan-2-6n keton 12,64 v v v v v v v v
Heptanal aldehyd 12,77 v
Metyl-hexanoat ester 12,77 v v v
D-limonen terpénovy uhlovodik 12,97 v v v v v v v v
Etyl-hexanoat ester 14,72 v v v v v v v v
Pentan-1-ol alkohol 15,57 v v v v v
Oktan-2-6n keton 16,97 v v v
Oktanal aldehyd 17,04 v
Acetoin keton 17,17 v v v v v v v v
Heptan-2-ol alkohol 18,52 v
Prenol alkohol 18,66 v v v v v v v
6-methylhept-5-én-2-6n keton 19,33 v v v v v
Pentan-3-ol alkohol 19,56 v v v v v v v
Hexan-1-ol alkohol 19,95 v v v v v v v
Dimetyl trisulfid sirna zlucenina 21,05 v v v
Metyl-oktanoat ester 21,41 v v
Nonan-2-6n ketén 21,44 v v v v v v v
Nonanal aldehyd 21,64 v v v v v v v v
Okt-3-én-2-6n keton 22,29 v v v v v
Oktan-3,5-dién-2-ol alkohol 22,30 v v v v v
3,7-dimetyloktan-3-ol alkohol 23,29 v v
Etyl-oktanoat ester 23,30 v v v v v v v
Okt-1-én-3-ol alkohol 24,09 v v v v v
Heptéan-1-ol alkohol 24,25 v v
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Tabulka 8b: Prehlad prchavych latok identifikovanych vo vsetkych vzorkach

Zluceniny Chemicka skupina Tr [min] D G J H | [M20%tvs | M30%tvs | M45%tvs
Metional sirna zlic¢enina 24,45 v v
Kyselina octova kyselina 24,77 v v v v v v v v
2-ethylhexan-1-ol alkohol 25,68 v v v v v v v v
Dekanal aldehyd 26,06 v v v v v
Benzaldehyd aldehyd 27,42 v v v v v v v v
Linalool terpénovy alkohol 28,53 v v v v
Oktan-1-ol alkohol 29,06 v
Dimetyl sulfoxid sirna zlu¢enina 30,13 v
Butan-2,3-diol alkohol 30,35 v v v v v v v
Undekan-2-6n keton 31,41 N4 N4 N4 v v
Metyl-dekanoat ester 31,13 v v
Kyselina maslova kyselina 35,11 v v v v v v v v
Nonén-1-ol alkohol 36,34 v v v
Karvon terpénovy keton 40,85 v v v v v
Citral terpénovy aldehyd 41,13 v v
Citronelol terpénovy alkohol 43,25 v v v v v
d-kaprolaktén lakton 44,14 v v v v v v
Metyl-dodekanoat ester 44,92 v v v
Tridekan-2-6n keton 4524 v
Kyselina hexanova kyselina 47,89 v v v v v v v v
Benzyl alkohol alkohol 48,60 v v v v v v v v
Dimetyl sulfon sirna zluc¢enina 49,71 v v v v v v v v
7-hydroxy-3,7-dimethyloktanal aldehyd 51,49 v
d-oktalaktoén lakton 52,04 v v v v v v v v
Dodekan-1-ol alkohol 52,34 v
Metyl-tetradekanoat ester 53,77 v v v v v
Fenol fenol 54,05 v v v v v
Metyl-9-oxononanoat ester 55,56 v v v
Kyselina oktanova kyselina 56,27 v v v v v v v v
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Tabul’ka 8c: Prehlad prchavych latok identifikovanych vo vsetkych vzorkach

Zluceniny Chemicka skupina Tr [min] D G J H | [M20%tvs | M30%tvs | M45%tvs
Metyl-pentadekanoat ester 57,46 v
2-fenoxyetanol alkohol 58,70 v v
Kyselina nonanova kyselina 59,84 v v v v v v v
d-dekalakton lakton 60,15 v v v v v v v
Metyl-hexadekanoat ester 60,83 v v v v v v v v
Hexadekan-2-ol alkohol 61,68 v

Znacenie vzoriek vid' Tabulka 4; M — komercne zakipené syry Madeta a.s.; Tr — retencny cas, ,,v'* latka bola vo vzorke identifikovand
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Celkom bolo vo vsetkych vzorkach syrov identifikovanych 64 prchavych zlucenin, z toho
18 alkoholov, 11 esterov, 9 ketonov, 7 aldehydov, 5 kyselin, 3 laktonv, 2 terpénové uhl'ovodiky,
2 terpénové alkoholy, 1 terpénovy keton, 1 terpénovy aldehyd, 4 sirne zliceniny a 1 fenol.

Ukazky chromatogramov jednotlivych vzoriek sa nachadzaju v Prilohach 1-8.

V Tabulke 9 aGrafe 1 je uvedené porovnanie poctu identifikovanych zlaéenin
Vv jednotlivych vzorkach. Celkom bolo v modelovych vzorkach (obzvlast vyrobenych za
pouzitia termofilnej kultry) identifikovanych viac zlucenin nez v komerénych. V modelovych
vzorkach boli najviac zastpené alkoholy, v menSom pocte potom estery, ketony, kyseliny
a terpenoidy. V komer¢nych vzorkach prevazovali alkoholy a Kyseliny.

4.1.1 Porovnanie prchavych zlicenin v modelovych vzorkach syrov

Jednym z cielov tejto prace je porovnanie vplyvu aplikacie roznych mikrobidlnych kultar
na vysledny prchavy profil syra. Na vyrobu eidamskych Syrov sa vo vSeobecnosti pouzivaja
mezofilné a termofilné mikrobidlne kultiry.

Modelové vzorky boli vyrobené s pouzitim zikladnej mezofilnej kultury v kombinacii
s vybranou termofilnou (vid kap. 3.2).

4.1.1.1 Porovnanie modelovych vzoriek s/bez aplikdcie termofilnych kultir

Vzorka D obsahovala len mezofilnt kultaru a slizila ako referencna. Ostatné vzorky boli
vyrobené s pouZzitim totoznej mezofilnej kultary s pridavkom vybranych kmenov termofilnych
kultar Lbc casei (vzorky G, J) a Lbc plantarum (vzorky H, I).

Z pohl'adu chemickych skupin (vid® Tabulka 9) vzorka D obsahovala najvacsi podiel
alkoholov, esterov a ketonov. Zluceniny, ktoré boli identifikované spoloéne pre vzorku D
a ostatné modelové vzorky (G, J, H al) s pridavkom termofilnej kultary boli alkoholy
pentan-1-ol, hexan-1-ol, oktan-3,5-dién-2-o0l, okt-1-én-3-ol, 2-etylhexan-1-ol, butan-2,3-diol
a benzylalkohol, estery etyl-hexanoat a metyl-hexadekanoat, ketony heptan-2-6n, acetoin,
6-metylhept-5-én-2-6n, okt-3-én-2-6n, undekan-2-6n, aldehydy hexanal, nonanal, dekanal
a benzaldehyd, kyseliny octova, maslova, hexdnova a oktanova, lakton d-oktalakton, terpénové
uhl'ovodiky B-myrcén a D-limonen, terpénovy alkohol citronelol, terpénovy keton karvon a
sirna zlt¢enina dimetyl sulfon.

Vo vzorke D boli identifikované naviac prchavé latky, ktoré sa nevyskytovali vo vsetkych
vzorkach s termofilnou kultirou, konkrétne to boli z esterov metyl-hexanoat (pritomny vo
vzorkach J a G), metyl-dekanoat (J), metyl-dodekanoat (G, H), metyl-9-oxononanoat (G, H)
a metyl-pentadekanoat, ktory bol pritomny len vo vzorke D. Dalej to bol z keténov nonan-2-6n
(G, H, 1), laktony 8-kaprolakton (J, H, 1) a 3-dekalakton (G, H, 1).

Vzorky vyrobené za pouzitia termofilnych kultur naopak obsahovali prchavé zluceniny,
ktoré neboli pritomné vo vzorke D, a to alkoholy butan-1-ol (pritomny v J a 1), hepltan-2-ol (1),
prenol (G, J, H, I), pentan-3-ol (G, J, H, 1), 3,7-dimetyloktan-3-ol (G, H), heptan-1-ol (J, I),
oktan-1-ol (H), nonan-1-ol (G, H, 1), dodekan-1-ol (G), 2-fenoxyetanol (G, H) a hexadekan-2-ol
(). Estery metyl-oktanoat (G, J), etyl-oktanoat (G, J, H, 1) a metyl-tetradekanoat (G, J, H, I),
ketony heptan-3-on (G, H), oktan-2-6n (G, J, H) a tridekan-2-6n (G), aldehydy heptanal (H),
oktanal (J) a 7-hydroxy-3,7-dimetyloktanal (G), kyselinu nonanovu (G, J, H, 1), terpénovy
alkohol linalool (G, J, H, 1), terpénovy aldehyd citral (G, H), sirne zla¢eniny metional (I)
a dimetyl sulfoxid (G) a fenol (G, J, H, I).

Priemerne z troch merani kazdej vzorky je mozné tvrdit, Ze vo vzorke D, na ktorej vyrobu
bola pouzitd iba mezofilna kultara, bolo podla ocakavania identifikovanych najmene;j
prchavych latok. Vzhl'adom k tomu, ze vzorky boli analyzované v pociato¢nej faze zrenia, je
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mozné usudzovat,, ze pri pouziti len mezofilnej kultury zrenie syrov zacina pomalsie. Prchavé
latky, ktoré sa vyskytovali vo vzorke D a neboli pritomné vo vsetkych ostatnych vzorkach
(G, J, H, 1), sa vkazdom pripade az na metyl-pentadekanoat nachadzali aspon v jednej zo
vzoriek s pouzitim termofilnej kultary (G, J, H, I). Naopak, nepomerne viac prchavych latok,
ktoré uplne chybali vo vzorke D, bolo identifikovanych v ostatnych vzorkach s pridavkom
termofilnej kultary (G, J, H, 1). To by mohlo indikovat’, Ze za vznik danych prchavych latok vo
vzorkach G, J, H a | st zodpovedné prave termofilné kultary.

4.1.1.2 Porovnanie modelovych vzoriek s aplikovanou termofilnou kultiurou (Lbc casei vs.
Lbc plantarum)

Ako uz bolo zmienené, na vyrobu modelovych syrov boli testované celkom Styri kultury
termofilnych baktérii, vzdy dva vybrané kmene: Lbc casei (vzorky G, J) a Lbc plantarum
(vzorky H, I). Diel¢im ciel'om bolo zistit’, ¢i sa lisia prchavé latky u réznych druhov a kmenov
pouzitych termofilnych kultar. Z grafu 1 je zrejmé, ze vysledky st pomerne nejednoznaéné
a vyskytuju sa tu rozdiely aj v ramci kmenov toho istého druhu.

Vo vzorkach G, J, H a | boli v najva¢som podiely, podobne ako aj vo vzorke D, zastipené
alkoholy, estery a ketony (vid. Tabul'ka 9). Pre tieto vzorky, vyrobené s pouzitim mezofilnej
a vybranych termofilnych kulttr, boli identifikované spolo¢né zluceniny, nachadzajliice sa
vkazdej znich. 1Islo oalkoholy pentan-1-ol, prenol, pentan-3-ol, hexan-1-ol,
oktan-3,5-dién-2-ol, okt-1-én-3-0l, 2-etylhexan-1-ol, butan-2,3-diol a bezyl alkohol. Dalej to
boli estery etyl-hexanoat, etyl-oktanoat, metyl-tetradekanoat a metyl-hexadekanoat, ketony
heptan-2-6n, acetoin, 6-metylhept-5-én-2-6n, okt-3-én-2-6n a undekan-2-6n, aldehydy hexanal,
nonanal, dekanal a benzaldehyd, kyseliny octova, maslova, hexanova, oktanova a nonanova,
d-oktalakton, terpénové uhlovodiky B-myrcén a D-limonen, terpénové alkoholy linalool
a citronelol, terpénovy keton karvon, sirnu zlu¢eninu dimetyl sulfon a fenol.

Prchavé zluceniny, ktoré boli zaznamenané len pre niektoré zo vzoriek G, J, H
a |, predstavovali alkoholy butan-1-ol (pritomny vo vzorkach J al), heptan-2-ol (I),
3,7-dimetyloktan-3-ol (G, H), heptan-1-ol (J, 1), oktan-1-ol (H), nonan-1-ol (G, H, I),
dodekan-1-ol (G), 2-fenoxyetanol (G, H) ahexan-2-ol (), estery metyl-hexanoat (G, J),
metyl-oktanoat (G, J), metyl-dekanoat (J), metyl-dodekanoat (G, H) a metyl-9-oxononanoat
(G, H), ketony heptan-3-6n (G, H), oktan-2-6n (G, J, H), nonan-2-6n (G, H, I) a tridekan-2-6n
(G), aldehydy heptanal (H), oktanal (J) a 7-hydroxy-3,7-dimetyloktanal (G), laktony
d-kaprolakton (J, H, 1) ad-dekalakton (G, H, 1), terpénovy aldehyd citral (G, H) asirne
zlticeniny metional (I) a diemetyl sulfoxid (G).

Najviac prchavych latok bolo identifikovanych vo vzorke G, vyrobenej za pouzitia Lbc.
casel kmen 422, teda je mozné tvrdit’, ze z hl'adiska pocetnosti prchavych latok je tento kmen
z nami pouzitych termofilnych kultur pre vyrobu najvhodnejsi. Z pohl'adu pouzitej kultary boli
zaznamenané len dve zli€eniny, pri ktorych moéZzme jednoznaéne urcit’, ze st produkované len
jednou mikrobialnou kultarou, konkrétne iSlo 0 estery metyl-hexanoat a metyl-oktanoat
produkované Lbc. casei. Pri ostatnych latkach nie je mozné jednoznacne vyjadrit’ ich priamu
suvislost’ s pritomnostou danych mikrobialnych kultar. Dévodom moéze byt to, ze vzorky sa
nachadzaju eSte len v pocCiato¢nej faze zrenia, a doposial’ nedoslo ku vyformovaniu ich
vysledného prchavého profilu. Dalsie zaznamenané odlinosti stivisia s pouzitim konkrétneho
kmeniu daného mikroorganizmu. Pouzitie Lbc. casei kmen 422 sa vyznacovalo pritomnostou
latok dodekan-1-ol, tridekan-2-6n, 7-hydroxy-3,7-dimetyloktanal a dimetyl sulfoxid.
Metyl-dodekanoat a oktanal sa zase vyskytovali vo vzorkach s Lbc. casei kmen 198. Vzorky
vyrobené s pridavkom Lbc. plantarum kmen 187 obsahovali navyS$e oktan-1-ol a heptanal.
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Nakoniec pritomnost’ zlicenin heptan-2-ol, hexan-2-ol a metional bola podmienena pouzitim
Lbc. plantarum kmen 189.

4.1.2 Porovnanie prchavych zlic¢enin v komerénych vzorkach syrov

Pre porovnanie prchavého profilu boli analyzované aj vybrané komeréne zaktipené syry
eidamského typu. I$lo o tri vzorky syru Madeta s r6znym obsahom tvs (vid’ kap. 3.3).

Komer¢né vzorky syrov obsahovali, podobne ako vzorky modelové, najvacsie zastiipenie
alkoholov, avSak okrem tych v nich prevazovali eSte kyseliny (vid Tabulka 9). Medzi
zlt¢eniny vyskytujuc sa spolocne vo vsetkych vzorkach komerénych syrov patrili alkoholy
prenol, pentan-3-ol, 2-etylhexan-1-ol a benzyl alkohol, estery etyl-hexanoat, etyl-oktanoat
a metyl-hexadekanoat, ketony heptan-2-6n, acetoin anonan-2-6n, aldehydy nonanal
a benzaldehyd, kyseliny octova, maslova, hexanova, oktanova anonanova, laktony
d-oktalakton a d-dekalakton, terpénovy uhlovodik D-limonen a sirne zluceniny
dimetyl trisulfid a dimetyl sulfon.

Dalej boli v komer&nych vzorkach identifikované prchavé latky, pritomné iba v niektorych
z nich, jednalo sa o alkoholy hexan-1-ol abutan-2,3-diol (pritomné vo vzorkach M 20 a
M 30 % tvs), estery etyl-pentanoat a metyl-tetradekanoat (M 20 % tvs), 6-kaprolaton (M 30 %
tvs, M 45 % tvs), sirna zli¢enina metional (M 20 % tvs), a v tej istej vzorke pritomny fenol.
tuku. Tendencia ich pocetnosti nepriamo Umerne klesala so stipajicim obsahom tuku.
V eidamskych syroch lipolyza nie je prili§ rozsiahla a obsah tuku tak pravdepodobne nema na
prchavy profil vyznamny vplyv, pripadne sa uplatni az v neskor$ich fazach zrenia [27].

Ako d’alSie je mozné predpokladat’, Ze komercné syry boli vyrobené za pouZitia rovnake;j
mliekarskej kultry vzhl'adom na to, Ze az na d-kaprolaton pritomny len vo vzorkach M 30 a
M 40 % tvs, sa v tychto vzorkach nenachadzali Ziadne iné latky, ktoré by neboli pritomné aj
v M 20 % tvs.

4.1.3 Porovnanie prchavych zlicenin vo vzorkach modelovych a komercénych syrov

Dal§im z cielov tejto prace bolo porovnanie obsahu prchavych latok medzi modelovymi
a komercne zakupenymi vzorkami rovnakého typu (eidamsky typ syru). BohuZial’, z informacii
na obale komerénych syrov nie je mozné vy¢itat’, aké kultury boli pre vyrobu pouzité, ale aj
napriek tomu je mozné ocakavat’ isté podobnosti prchavého profilu.

Identifikované zluceniny, ktoré boli spolo¢né pre modelové a komercné vzorky syrov, st
alkoholy 2-etylhexan-1-ol a benzyl alkohol, estery etyl-hexanoat a metyl-hexadekanoat, ketony
heptan-2-6n a acetoin, aldehydy nonanal a benzaldehyd, kyseliny octova, maslova, hexanova
a oktanova, lakton J-oktalakton, terpénovy uhlovodik D-limonen a sirna zlucenina
dimetyl sulfon.

Latky, ktorych pritomnost’ bola zaznamenana len v modelovych vzorkach, tvorili alkoholy
butan-1-ol (pritomny vo vzorkach J al), pentan-1-ol (D, G, J, H, 1), heptan-2-ol (l),
oktan-3,5-dién-2-ol (D, G, J, H, 1), 3,7-dimetyloktan-3-ol (G, H), okt-1-én-3-ol (D, G, J, H, I),
heptan-1-ol (J, 1), oktan-1-ol (H), nonan-1-ol (G, H, 1), dodekan-1-ol (G), 2-fenoxyetanol (G, H)
a hexadekan-2-ol (1), estery metyl-hexanoat (D, G, J), metyl-oktanoat (G, J), metyl-dekanoat
(D, J), metyl-dodekanoat (D, G, H), metyl-9-oxononanoat (D, G, H) a metyl-pentadekanoat
(D), ketony heptan-3-6n (G, H), oktan-2-6n (G, J, H), 6-metylhept-5-én-2-6n (D, G, J, H, I),
okt-3-én-2-6n (D, G, J, H, I), undekan-2-6n (D, G, J, H, I) a tridekan-2-6n (G), aldehydy hexanal
(D, G, J, H, I), heptanal (H), oktanal (J), dekanal (D, G, J, H, I) a 7-hydroxy-3,7-dimetyloktanal
(G), terpénovy uhlovodik B-myrcén (D, G, J, H, 1), terpénové alkoholy linalool (G, J, H, I)

39



a citronelol (D, G, J, H, 1), terpénovy keton karvon (D, G, J, H, I), terpénovy aldehyd citral
(G, H) a sirna zlucenina dimetyl sulfoxid (G).

Naopak zluceniny, ktoré boli pritomné v komerénych vzorkach a nevyskytovali sa
v modelovych, boli iba ester etyl-pentanoat pritomny len vo vzorke M 20 % tvs asirna
zlt€enina dimetyl trisulfid pritomny vo vSetkych komerénych syroch.

Na zaver sa vo vzorkach este vyskytli latky, ktoré sa vyskytovali v niektorych (nie
vSetkych) modelovych, ale aj niektorych (nie vSetkych) komerénych vzorkach. Medzi tieto
latky patrili alkoholy prenol (pritomny vo vzorkach G, J, H, I, M 20 % tvs, M 30 % tvsa M 45 %
tvs), pentan-3-ol (G, J, H, I, M 20 % tvs, M 30 % tvs, M 45 % tvs), hexan-1-ol (D, G, J, H, |,
M 20 % tvs, M 30 % tvs) a butan-2,3-diol (D, G, J, H, I, M 20 % tvs, M 30 % tvs), estery
etyl-oktanoat (G, J, H, I, M 20 % tvs, M 30 % tvs, M 45 % tvs) a metyl-tetradekanoat (G, J, H,
I, M 20 % tvs), keton nonan-2-6n (D, G, H, I, M 20 % tvs, M 30 % tvs, M 45 % tvs),
kyselina nonanova (G, J, H, I, M 20 % tvs, M 30 % tvs, M 45 % tvs), laktony d-kaprolakton
(D, J, H, I, M 30 % tvs, M 45 % tvs) a 6-dekalakton (D, G, H, I, M 20 % tvs, M 30 %
tvs, M 45 % tvs), sirna zli¢enina metional (I, M 20 % tvs) a fenol (G, J, H, I, M 20 % tvs).

Celkovo bolo v komerénych vzorkach identifikovanych priblizne o polovicu menej
prchavych latok, ako vo vzorkach modelovych (vid® Graf 1). Tento vysledok je zaujimavy,
ked'Zze komeréné vzorky by mali byt Gplne zrelé, a teda by sme pri nich o¢akévali pestrejsi
prchavy profil. Na druhej strane, ak sa modelové vzorky nachadzali este len v pociatocnej faze
zrenia, nestihlo v nich este dojst’ ku vSetkym metabolickym procesom, ktorych stcéastou je aj
odburanie niektorych prchavych latok. Tento predpoklad potvrdzuje skuto¢nost’, ze vicSina
prchavych latok, ktoré boli identifikované naviac v modelovych vzorkach boli alkoholy (12).
Tie budi pravdepodobne metabolizované v pokrocilejSich fazach zrenia. Ako druhy
potvrdzujuci predpoklad je mozné uviest to, Ze v komerénych vzorkach nebola okrem zlucenin
etyl-pentanoat a dimetyl trisulfid pritomna ziadna latka, ktora by nebola zaznamenana aj
v modelovych vzorkach. Dalej boli pri latkach nachadzajicich sa len v niektorych vzorkach
zaznamenan¢ zluceniny prenol, pentan-3-ol, etyl oktanoat a kyselina nonanova chybali len vo
vzorke D. Ich absenciu teda méZzeme pravdepodobne pripisat’ nepritomnosti termofilnej
kultary. Najvacsia podobnost’ s modelovymi vzorkami bola pritomné v pripade vzorky M 20 %
tvs. Toto postidenie podobnosti vSak nemdze byt povazované za vel'mi objektivne vzhI'adom
na neuplnu zrelost” modelovych vzoriek.
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Tabulka 9: Porovnanie jednotlivych chemickych skupin zlucenin identifikovanych vo vzorkach
(celkovy pocet)

M20 | M30 | M45

D S . H : %tvs | %tvs | %tvs
alkohol 7 13 11 13 14 6 6 4
ester 7 8 7 6 4 5 3 3
keton 6 9 6 8 6 3 3 3
aldehyd 4 5 5 5 4 2 2 2
kyselina 4 5 5 5 5 5 5 5
lakton 3 2 2 3 3 2 3 3
terpénovy uhl'ovodik 2 2 2 2 2 1 1 1
terpénovy alkohol 1 2 2 2 2 0 0 0
terpénovy keton 1 1 1 1 1 0 0 0
terpénovy aldehyd 0 1 0 1 0 0 0 0
sirna zlicenina 1 2 1 1 2 3 2 2
fenol 0 1 1 1 1 1 0 0
celkom 36 51 43 48 44 28 25 23

Znacenie vzoriek vid Tabulka 4; M — komercne zakupené syry
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Graf 1: Porovnanie jednotlivych chemickych skupin zlucenin identifikovanych vo vzorkdach
(celkovy pocet); znacenie vzoriek vid’ Tabulka 4; M — komercne zakupené syry

4.2 Semikvantifikacia aromaticky aktivnych latok vo vzorkach

Obsah jednotlivych aromatickych latok vo vzorkach bol zistovany len semikvantitativne,
vzhl'adom na to, Ze z vysokej finan¢nej naro€nosti nebolo mozné pouzit’ Standardy vSetkych
identifikovanych zlicenin pre ich plnl kvantifikdciu. Semikvantitativna analyza spocivala
Vv porovnavani ploch pikov jednotlivych zlucenin, ¢o je do istej miery zjednodusujuce, avsak
rozdiely medzi jednotlivymi vzorkami sa tymto sposobom daji dostato¢ne dobre vystihnut’.
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Grafické znazornenie vysledkov, zrovnanie obsahu identifikovanych zltéenin
(vid’ Graf 2), je vyhotovené za pouzitia priemernej plochy piku z troch merani jednej vzorky
(n=3).
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Graf 2: Porovnanie jednotlivych chemickych skupin zlucenin identifikovanych vo vzorkach
(celkovy obsah); znacenie vzoriek vid’ Tabulka 4; M — komercne zakupené syry

Z Grafu 2 je zrejmé, Ze najvyssi obsah prchavych latok bol najdeny prekvapivo vo vzorke
D (bez pridavku termofilnych laktobacilov); je vSak treba mat’ na pamiti, Ze vzorky boli na
pociatku zrenia, k hlavnym zmendm a uplatneniu termofilnych kultar bude pravdepodobne
dochadzat’ v neskorsich fazach zrenia.

Z tohto hl'adiska je zaujimavy nizky obsah identifikovanych zlucenin v komerénych
vzorkach. Ciastoéne mdze byt tento nizky obsah vysvetleny aj tym, Ze v komerénych
vyrobkoch bolo identifikovanych zhruba o polovicu menej prchavych zlicenin, ich celkovy
obsah teda musi byt’ v porovnani s modelovymi niZsi.

Vo vsetkych vzorkach prevladal obsah ketonov a néasledne kyselin. Vysoky obsah keténov
je spdsobeny predovsetkym velkym mnoZstvom acetoinu. Acetoin je typicky produkt
metabolizmu laktatu a citratu, ktory sa uplatiuje v pociatocnej faze zrenia syrov a v d’alSich
fazach zrenia je postupne odburavany, zrejme vyraznejSie prostrednictvom termofilnych
mikrobidlnych kultur.

Jeho vyrazne najvicsi podiel vV porovnani s d’alSimi modelovymi vzorkami sa nachadza
v referen¢nej vzorke D, v ostatnych vzorkach je jeho obsah priblizne rovnaky. To potvrdzuje
uz zmieneny zaver, ze pri pouziti iba mezofilnej kultary zrenie syrov v pociatocnej faze
prebieha pomalSie. Do istej miery by tito hypotéza vysvetlovala aj jeho niz§i obsah
v komerénych vzorkach M 20 a 30 % tvs. AvSak v M 45 % tvs sa jeho obsah priblizuje
modelovym vzorkam, ¢o predpokladu nevyhovuje.
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Graf 3: Porovnanie jednotlivych chemickych skupin zlucenin identifikovanych vo vzorkach
bez acetoinu (celkovy obsah), znacenie vzoriek vid' Tabulka 4; M — komercne zakupené syry

Pre lepSiu prehl'adnost’ je v Grafe 3 uvedené porovnanie vzoriek bez zahrnutia obsahu
acetoinu. Za tychto okolnosti vo vzorkach vyrazne prevazuje obsah kyselin, a to v pripade
modelovych aj komerénych vzoriek. V komerénych vzorkach je ich obsah opédt’ priblizne
0 polovicu niz8i pravdepodobne z dovodu nizSieho celkového zastipenia prchavych latok.
Modelové vzorky d’alej disponuju vy$Sim obsahom terpenoidov, najmi v referencnej vzorke D
sa ich nachadza priblizne dvojnasobne tol’ko. Terpenoidy sa do mlieka a nasledne do syrov
dostavaji predovsetkym z krmiva dojnic, a sved¢ia tak o pouziti kvalitného mlieka od dobre
kfmeného dobytka. Najvyssi obsah alkoholov je zase pritomny vo vzorke J.

Tabulka 10: Statistické spracovanie vysledkov — porovnanie celkového obsahu
identifikovanych zlucenin v modelovych vzorkach
D G J H I

D R R R R

G P P P

J P P

H R

I

Znacenie vzoriek vid' Tabulka 4, R — medzi vzorkami je vyznamny rozdiel (p < 0,05)

Zo Statistického porovnania vysledkov (vid® Tabulky 10 a 11) su zrejmé Statisticky
vyznamné (p < 0,05) rozdiely medzi vzorkami. Najvyssi obsah prchavych latok bol najdeny vo
vzorke D (bez pridavku termofilov); ¢o sa tyka porovnania termofilnych kultur medzi sebou
(Graf 2 a 3, Tabul’ka 10), vysledky st opat’ nejednoznacné, a su tu rozdiely aj v ramci kmenov
toho istého druhu, iba v pripade Lbc plantarum je vSak rozdiel statisticky vyznamny.
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Tabulka 11: Statistické spracovanie vysledkov — porovnanie celkového obsahu
identifikovanych zlucenin v komercnych vzorkdch

M 20 % tvs M 30 % tvs M 45 % tvs
M 20 % tvs R R
M 30 % tvs R
M 45 % tvs

Znacenie vzoriek: M — komercne zakupené syry; R — medzi vzorkami je vyznamny rozdiel
(p <0,05)

Z porovnania komerénych vzoriek (Graf 2 a 3, Tabulka 11) su viditené Statisticky

vyznamné (p < 0,05) rozdiely, ktoré je mozné pripoc¢itat’ nestandardnosti, ¢o znamena nie Giplne
presne znamemu zloZeniu a spdsobu vyroby vzoriek.
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5 ZAVER

Ciel'om tejto bakaldrskej prace bola identifikacia a kvantifikdcia prchavych aromaticky
aktivnych latok vo vzorkach eidamskych syrov. Ide o latky, ktoré z pohladu chemického
zaradenia mozu byt’ kategorizované ako alkoholy, estery, ketony, aldehydy, kyseliny, laktony,
terpenoidy, fenoly a d’alsie. Ich zmes a jemna rovnovaha uréuju vyslednt ardbmu a chut’ syrov.
Stanovenie tychto latok prebehlo pomocou metody HS-SPME-GC-MS, teda mikroextrakcie
pevnou fazou s naslednou separaciou pomocou plynovej chromatografie a detekciou
hmotnostnym spektrometrom. Prchavé latky vyextrahované zo vzoriek boli identifikované na
zaklade porovnania ich hmotnostnych spektier s kniznicou spektier.

Modelové vzorky analyzované v experimentalnej Casti boli vyrobené na Univerzite
Tomasa Bat'u v Zline Standardnym technologickym postupom. Predmetom tejto prace boli syry
Vv pociato¢nej faze zrenia (14 dni po vyrobe). Vzorky pozostavali zo Styroch exemplarov
obsahujucich zakladni mezofilni zmieSanu kultiru a vybrané kmene dvoch termofilnych
kultar (Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum), ktoré boli porovnavané s referen¢nou
vzorkou s pouzitim len mezofilnej zmie$anej kultiry. Dalej boli tieto modelové vzorky
porovnavané s komerénymi syrmi eidamského typu znacky Madeta obsahujicimi rozny podiel
tvs (20, 30 a 45 % tvs) zakapenymi v beznej maloobchodnej sieti.

Celkovo bolo vo vsetkych vzorkach syrov identifikovanych 64 prchavych zlacenin, z toho
18 alkoholov, 11 esterov, 9 ketonov, 7 aldehydov, 5 kyselin, 3 laktonv, 2 terpénové uhl'ovodiky,
2 terpénové alkoholy, 1 terpénovy keton, 1 terpénovy aldehyd, 4 sirne zluceniny a 1 fenol.
Z hladiska chemickych skupin boli v pripade modelovych vzoriek zastipené Vv najvac¢Som
pocte alkoholy, d’alej potom estery, ketony, kyseliny a terpenoidy. V komer¢nych vzorkach sa
nachadzali v prevahe podobne alkoholy a kyseliny.

V ramci pouzitych mikrobidlnych kultdr boli najvéacSie odliSnosti podla ocakévania
zaznamenané medzi referen¢nou vzorkou s mezofilnou kultirou a ostatnymi vzorkami
obsahujicimi pridavok termofilnych kultar. V referenénej vzorke bol identifikovany vyrazne
mensi pocet prchavych zlucenin. Vo vzorke s mezofilnou kultirou bude teda pravdepodobne
zrenie prebiehat’ pomalSie ako s pridavkom termofilov. Z pohl'adu termofilnych kultar nebolo
mozné jednoznaéne dokazat’ vyznamné odlisnosti v prchavom profile syrov, drobné zmeny sa
vSak vyskytovali v spojeni s pouZitim ich jednotlivych kmenov.

Celkovo bol pocet identifikovanych zlu€enin v modelovych vzorkach priblizne o polovicu
vyssi ako v pripade komerénych syrov. Z hladiska tplnej zrelosti komerénych vzoriek tento
vysledok neodpoveda predpokladu. Na druhej strane pri zohladneni netplnej zrelosti
modelovych vzoriek bolo ustdené, Ze v nich eSte pravdepodobne bude v neskorsich fazach
zrenia dochadzat’ k odburaniu niektorych latok. Napriek kvantitativnej odliSnosti modelovych
a komerénych vzoriek vyplyva z charakteru identifikovanych prchavych zlicenin znacna
kvalitativna podobnost’.

Semikvantitativna analyza prchavého profilu sved¢i opat o vySSom obsahu prchavych
latok priblizne o polovicu v modelovych vzorkach. Nizsi obsah latok v komer¢nych vzorkach
je prekvapivy, ale ¢iasto¢ne vel'mi jednoducho vysvetlitelny celkovym niz§im zastpenim
prchavych zlucenin. Z modelovych, ale aj komercnych vzoriek, bol najvyssi obsah prchavych
latok zaznamenany v referencnej vzorke, €o je pravdepodobne sposobené pomal§im nastupom
zrenia pri pouziti len mezofilnej kultary. Téato skutoCnost je potvrdena aj pritomnost'ou
Statisticky vyznamného rozdielu v porovnani s ostatnymi modelovymi vzorkami.
V modelovych vzorkéach s pouzitim termofilnej kultiry nebol zaznamenany vyznamny rozdiel
vV obsahu prchavych zlicenin, ¢o zo Statistického hl'adiska vystihuje az na jednu vynimku
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nepritomnost’ vyznamnych rozdielov. V pripade komerénych vzoriek boli vzdjomné rozdiely
markantnejSie, asu tu pritomné aj Statisticky vyznamné rozdiely pripisované nie uplne
znamemu zlozeniu a sposobu ich vyroby.

V nadvézujicich experimentoch by mohlo byt zaujimavé porovnanie komercne
dostupnych syrov s modelovymi vzorkami, ktoré st uplne zrelé. Pozornost’ by d’alej mohla byt
venovana aj posudeniu, Sakou vyznamnostou jednotlivé identifikované prchavé latky
prispievaju k vyslednému senzorickému profilu syrov.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

tvs

SPME
HS-SPME
DI-SPME
TCD

FID
AFID

TID
ECD
PID
El

Cl

FI

FD
FAB
SIMS
PD
MALDI
TS
ES
SIM
MID
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tuk v susine

Mikroextrakcia pevnou fazou (Solid Phase Microextraction)

Headspace extrakcia SPME (Headspace SPME)

Priama extrakcia SPME (Direct Immersion SPME)

Tepelne-vodivostny detektor (Thermal Conductivity Detector)

Plamenovy ioniza¢ny detektor (Flame lonization Detector)

Plamenovy ionizaény detektor s alkalickym kovom (Alkali Flame lonization
Detector)

Bezplamenovy detektor s alkalickym kovom (Thermic lonization Detector)
Detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector)
Fotoionizac¢ny detektor (Photoionization Detector)

Ionizacia narazom elektronov (Electron impact ionization)

Chemicka ionizacia (Chemical ionization)

Ionizacia elektrickym pol'om (Field ionization)

Desorpcia pol'om (Field desorption)

Ionizécia ostrel'ovanim vzorky rychlymi atdbmami (Fast atom bombardment)
Ionizacia rychlymi ionmi (Secondary ion mass spectrometry)

Plazmova desorpcia (Plasma desorption)

Desorb¢na fotoionizacia (Matrix assisted laser desorption)

Termosprej (Thermospray)

Elektrosprej (Electrospray)

Single ion monitoring

Multiple ion detection
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20 % platky

Chromatogram prchavych latok vo vzorke Madeta JihoCesky Eidam

30 % platky

Chromatogram prchavych latok vo vzorke Madeta JihoCesky Eidam

45 % platky
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Priloha 1: Chromatogram prchavych latok vo vzorke D; identifikdcia zl

retencnych casov (vid Tabulka 8)
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Priloha 5: Chromatogram prchavych latok vo vzorke |, identifikdcia zl

retencnych casov (vid' Tabulka 8)

09 SG

om

(uiw) swi

Sy 0¥ mm
|

o€

Ge

Si 0]

o _3333

=

_,_ 9¢’ wm |

|
or'09 GHSS

¥0'SS

SIN O_._.

Ge'es

j 902S

;

__
06'Ly

Lo [
TN

€2€r v8O0r 9g'5E
;.mm/

!

L0°GE

ﬁs}.l.}J}j

9

=

momi

Geoe

lc'8e

_,,

3_3; I L _j\ __;J

‘ 96'61
19'12

AN :3._2 —50
Y g T o
| | bl Sl
| -0
518 gz
o€
g€
0P
Sy
0G
GG
—0'9
69
02
G/
0'8
5’8
€0°E} 06
56
00t
G0l
bt
Ll
0t

e

68°Gl

@ouepUNQqY 8AleeY

10'¢9-88'L ‘1Y

56



Priloha 6: Chromatogram prchavych latok vo vzorke Madeta Jihocesky Eidam 20 % platky,
identifikdcia zIucenin na zdklade retencnych casov (vid Tabulka 8)
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Priloha 7: Chromatogram prchavych latok vo vzorke Madeta Jihocesky Eidam 30 % platky,

identifikdcia zI

dklade retencnych casov (vid Tabulka 8)
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Priloha 8: Chromatogram prchavych latok vo vzorke Madeta Jihocesky Eidam 45 % platky,
identifikdcia zIucenin na zdklade retencnych casov (vid Tabulka 8)
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