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Abstrakt

Tato diplomova praca sa zaoberala pripravou a charakterizaciou Ccerstvych syrov
s pridavkom rastlinnych extraktov, konkrétne extraktov z Plectranthus amboinicus
(rymovnik) a Echinacea purpurea (echinacea purpurova). Ugelom bolo pripravit vzorky
s vyssou senzorickou kvalitou a nutri¢nou hodnotou.

Vyrobené syry boli charakterizované z hl'adiska prchavych (aromatickych) latok, obsahu
mastnych kyselin, celkovych fenolickych latok, antioxidacnej aktivity a senzorickej kvality.

Vzorka syra s pridavkom extraktu zechinacey dosiahla najvys$Sie hodnoty obsahu
fenolickych latok (0,172 + 0,019 mgcae-g™ syra) aantioxidacnej aktivity (91,2 + 2,2
ugreac-gt syra). V porovnani so $tandardnym syrom (bez pridavku extraktu), vzorka syra
s pridavkom extraktu zrymovnika taktiez dosiahla vySSie hodnoty obsahu celkovych
fenolickych latok a antioxidacnej aktivity.

V oboch vzorkach s pridavkami extraktov (rymovnik, echinacea) bolo identifikovanych
zhodne 43 prchavych (aromatickych) latok, vo vzorke Standardného syra 33. Vo vzorke
s echinaceou tvoril vysoky obsah kamfor (15,23 %) zodpovedny za gafrovi arému, ktory bol
taktiez identifikovany v malom mnozstve vo vzorke s rymovnikom. Najvyssi obsah
prchavych latok bol identifikovany vo vzorke s rymovnikom.

Zo senzorického hladiska bola najlepSie hodnotend vzorka Standardného syra. Pridavok
extraktov mal negativny vplyv na vnimanie farby, chute aj vone syrov. NajsilnejSia bylinkova
chut’ bola identifikovana u vzorky s echinaceou, nahnedld farba tejto vzorky sa prejavila
nizsou prijemnost'ou farby.

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze pridavok extraktov zvySuje nutricni hodnotu syrov
(vyssi obsah aromatickych latok a fenolickych zltéenin, vy$Sia antioxidacna aktivita), ale
znizuje ich senzoricku kvalitu a celkovu prijatelnost’ spotrebitel'mi.
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Cerstvé syry, rastlinné extrakty, antioxidanty, aromatické latky, MK, SPME, GC-FID/MS



Abstract

This master’s thesis deals with production and characterization of fresh cheese with
addition of herb extracts, specifically extracts from Plectranthus amboinicus and Echinacea
purpurea. The purpose of this thesis was to prepare samples with higher sensory quality and
nutritional value.

Produced cheeses were characterized in terms of volatile (aroma) substances, fatty acid
content, total phenolic substances, antioxidant activity and sensory quality.

Cheese sample with added extract from E. purpurea reached the highest value of total
phenolic compounds (0,172 + 0,019 mgeae-g™ of cheese) and antioxidant activity (91,2 + 2,2
ngreac-g ™ of cheese). Cheese sample with added extract from P. amboinicus, compared to
standard cheese sample (without added extract) also reached higher values of total phenolic
compounds and antioxidant activity.

43 volatile (aroma) compounds were identified in both samples with added extracts (P.
amboinicus, E. purpurea), in standard cheese sample it was 33. In sample with E. purpurea
camphor was present in high amount (15,23 %) responsible for the camphor aroma, camphor
was also identified in small amount in sample with P. amboinicus. Highest volatile matter
content was identified in sample with P. amboinicus.

Standard cheese sample was rated as the best from the sensory perspective. Addition of
extracts had negative effect on color, taste, and aroma perception of cheese. Strongest herbal
taste was identified in sample with E. purpurea, brownish color of this sample manifested in
lower pleasantness of color.

Obtained results show, that extract addition increases the nutritional value of cheese
(higher content of aromatic substances and phenolic compounds, higher antioxidant activity),
but lowers sensory quality and overall consumer acceptability.

Key words
Fresh cheese, plant extracts, antioxidants, aroma compounds, FA, SPME, GC-FID/MS
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1 UvoD

Syr je vSeobecné pomenovanie skupiny fermentovanych mlieénych potravinovych
produktov, ktoré sa podla regionu lisia v chuti, texture, tvare. Niektoré ¢lanky uvadzaju, ze
existuje okolo 1000 roznych druhov. Celosvetova produkcia syrov sa pohybuje okolo 21,3-10°
ton ro¢ne (OECD/FAO 2014), pricom sa odhaduje, ze 30 % ztoho tvoria syry cerstvé.
Z hladiska technologického procesu je vyroba cerstvych syrov Casovo najmenej narocna,
preto bol zvoleny prave tento variant na pripravu vzoriek V tejto praci.

Plectranthus amboinicus (rymovnik), Tetradenia riparia (migrénovnik) a Echinacea
purpurea (echinacea purpurova), vSetky patria medzi rastliny velmi cCasto vyuZivané
v tradi¢nej medicine, 'udovom lie€itel'stve na lieCenie chripky, bolesti hrdla, bolesti hlavy, ale
aj V potravinarstve, napriklad ako koreniny pri priprave jedal. Cielom tejto prace bolo
zavedenie extraktov tychto rastlin do vyrobenych modelovych cerstvych syrov, za tacelom ako
zvySenia senzorickej kvality, tak aj nutricnej hodnoty, priom na zhodnotenie senzorickej
kvality bola prevedena identifikacia prchavych aromatickych latok a senzoricka analyza, na
zhodnotenie nutri¢nej hodnoty urCenie obsahu celkovych fenolickych latok a urcenie
antioxida¢nej aktivity. Na vSeobecni charakterizaciu vzoriek syrov bola uskutocnend
identifikécia a kvantifikacia mastnych kyselin a ur¢enie obsahu tuku v suSine.



2 TEORETICKA CAST

Téato praca je zamerana na vyrobu modelovych vzoriek syrov s pridavkom vybranych
rastlinnych extraktov.

Prva faza zahfna optimaliziciu technologického postupu vyroby, vzhladom
k jednoduchosti boli zvolené syry Cerstvé; nasledujuce kapitoly teoretickej Casti si zamerané
na charakteristiku, rozdelenie, vlastnosti a popis technoldogie vyroby cerstvych syrov.

V druhej faze boli do vyrobenych syrov aplikované extrakty vybranych prirodnych
materialov, konkrétne rymovnika aechinacey scielom zvysit ich senzoricku kvalitu
a pripadne aj nutri¢ni hodnotu. V zvlastnych kapitolach su charakterizované uvedené rastliny
a ich vyznam z hl'adiska liecivych ucinkov.

Ako hlavné charakterizujuce parametre kvality vzoriek boli vybrané a sledované: vol'né
a viazané mastné kyseliny, aromaticky aktivne latky, senzoricka kvalita a v neposlednom rade
pripadny antioxidacny potencial.

2.1 Cerstvé syry

Vyhléaska ¢. 397/2016 Sb. hovori 0 tom, Ze ako ,,Cerstvy syr sa oznacuje syr nezrejuci,
spolu s nezrejticimi syrmi termizovanymi [1].

2.1.1 Charakteristika ¢erstvych syrov

Cerstvé syry reprezentujii rozmanit skupinu produktov vyrobenych koagulaciou mlieka,
smotany alebo srvatky okyslenim, okyslenim s pridavkom malého mnoZstva syridla alebo
kombinacie okyslenia a zvySenej teploty, pricom st po vyrobe pripravené ku konzumacii [2].
Od syridlom zrazanych druhov (kamembert, cedar, emental) sa liSia tym, Ze koagulacia
u syridlom zrazanych druhov prebieha pri hodnotach pH 6,4 — 6,6 s pomocou syridla, u kyslo
zrazanych je to pH okolo 4,6 ¢o odpoveda izoelektrickému bodu kazeinu (u syru typu ricotta
pH = 6,0; teplota 80 °C). Produkcia cCerstvych kyslo zrazanych syrov zahfiia predbeznu
upravu mlieka, pomala acidifikaciu a gelaciu, separaciu srvatky a tvorbu syroviny. Mnohé
procesné faktory (rychlost’ acidifikacie, teplota, pH) ovplyviiuju Struktaru koagulatu teda
reologicku a fyzikalno-chemicka stabilitu vysledného produktu [3].

Kyslo zrazané syry boli produkované ako prvé typy syrov, kedze mozu byt vysledkom
prirodzeného kysnutia mlieka. Okyslenie je najcastejSie docielené pomocou mezofilnej
kultary (in situ konverzia laktézy na kyselinu mlie¢nu) alebo priameho okyslenia (povodne
citronova S$tava, ocot). Mala skupina syrov je zrazand kombinaciou tepla a okyslenia,
najdolezitejSia je podskupina ricotta, taliansky syr vyrabany zo srvatky [2].



2.1.2 Rozdelenie ¢erstvych syrov
Na Obrazku 1 je uvedené rozdelenie cerstvych syrov podla pouzitych surovin
a technologie vyrobného procesu.

Cerstvé syry a
srvatkové syry

|
| Vyrobené zo srvatky ‘
Ricottone
‘ Vyrobené z mlieka/smotany ‘ Brunost
- Mysost
- Gudbrandsdalsost
| |
| Syridlom/kyslo zrazané ‘ ‘ Teplom/kyslo zrazané
Tvaroh (quark) Cottage cheese Paneer
Chakka Mascarpone
Labneh Ricotta
Smotanovy syr (cream cheese) Quesco blanco

Obrazok 1 Rozdelenie Cerstvych syrov [2]

2.1.3 Vlastnosti Cerstvych syrov

Zo vseobecného hladiska je syr komplex tukovych globul, zachytené¢ho a vol'ného tuku,
bakterialnych a kvasinkovych buniek, minerdlnych latok obsiahnutych v sieti kazeinov SO
sérovymi kanalmi. Siet’ kazeinov je tvorend micélami z mlieka, avSak tieto sa zlucuju
V prvotnej Casti vyroby syrov pri¢om tvoria najskor retazce az nakoniec stracaji diskrétnu
Struktaru [4].

Kvéli ich fyzikalnej a reologickej konzistencii, va¢sina kyslo a kyslo/teplom zrazanych
Cerstvych syrov patri do skupiny mikkych syrov, ktoré su definované WHO ako syry
s obsahom vlhkosti v tukoprostom zaklade viac ako 67 % [5]. Pretoze vécSina tejto skupiny
syrov je konzumovana ihned’ alebo v kratkej dobe po vyrobe, kvoli bezpecnosti vysledného
produktu, je dolezité aby mlieko alebo iné pouzité zlozky boli adekvatne pasterizované [6].

Prikladom technik ktoré sa pouzivaji na Stidium kyslej koagulécie u Cerstvych syrov st
viskometria, turbidimetria, ultrazvukova spektroskopia, reometria, elektronova mikroskopia,
kolorimetria. Lucey [7] popisuje senzorické zmeny a zmeny textury u smotanového syra
(cream cheese). Keby bolo vysledné pH syra prili§ vysoké (> 4,7) textura sa bude javit' ako
mékka a syru bude chybat’ chut. Pri nizkom pH (< 4,6) je syr drobivy a samotna chut’ syra
bude kysla. Iné nedostatky usmotanového syra méZu byt separacia srvatky v procese
skladovania, vznika textiira podobna kriede.

Tvaroh sa radi do skupiny Cerstvych nezrejlicich syrov, jedna sa o koncentrovany protein
ziskany bakteridlnou acidifikdciou a gelaciou, farba je biela az smotanovo ZzItd, ma
homogénnu jemnu textiru, vyznacuje sa Cerstvou a jemne kyslou chutou. Skladovatelnost’
tradi¢ného tvarohu je okolo 2 tyzdilov pri teplote 15 — 20 °C, utvarohov vyrobenych
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modernymi procesmi s dodrzovanim zasad GMP (good manufacturing practices) je to 30 dni,
teplota 4 — 6 °C [8]. Tvaroh sa taktiez pridava do réznych potravinarskych produktov ku
zvyseniu senzorickej kvality, k zjemneniu chuti a zvySeniu nutri¢nej hodnoty [9].

Cottage cheese sa vyznacuje zrnitou Struktirou, chut’ méze byt jemne smotanova, az po
mierne kysli s primesou diacetylu. Pridavok syridla pri vyrobe ma za nasledok lepsie
,»zuvanie* syra a minimalizuje risk vzniku mikkého gélu, ktory by sa pri krajani rozpadol [2].

Ricotta vyrobend z plnotu¢ného a polotu¢ného mlieka ma jemnu, krémovt konzistenciu
S prijemnou, jemne sladko karamelovou chut'ou naopak ricottone sa vyznacuje malo sladkou
a nevyraznou chutou. Skladovatelnost’ ricotty je okolo 21 dni , pri spravnom baleni
a skladovani pri teplote < 4 °C [5]. Sameer a kol. [10] pouzili na sledovanie mikrostrukttry
skenujucu elektronovi mikroskopiu (SEM) a ukazali, Ze matrica ricotty pozostava hlavne zo
sieti proteinov, CiastoCiek koagulovanych srvatkovych proteinov, ktoré¢ st medzi sebou
prepojené, pricom kazein sa nachadzal v malych klastroch.

Syr pancer ma mierne kyslu asladka chut, vyznacuje sa jemnou, kohézivnou,
kompaktnou textirou. V Indii sa pouziva ako ndhrada midsa. Paneer vyrobeny s primesou
sojového mlieka ma nevyraznu chut, osobitt textaru [11].

Predizenie skladovatelnosti &erstvych syrov sa di dosiahnut pomocou balenia
v modifikovanej atmosfére, alebo vo vakuu. Barukéi¢ a kol. [12] porovnavali syry balené
v atmosfére 70/30 N2/COg; 60/40 N2/CO. a vo vakuu, pricom doSlo ku vSeobecnému
predizeniu skladovatelnosti, a taktiez do§lo k zachovaniu velmi dobrej senzorickej kvality.
Ku zmenam doslo v texture, k znizeniu tvrdosti syra a doslo k zvySeniu elasticity.

2.1.4 ZlozZenie Cerstvych syrov
U Cerstvych syrov sa najéastejSie sleduju tieto parametre: obsah su$iny, tuku, proteinov,
soli, vapnika (Ca), pH, taktieZ vlhkost’, obsah uhl'ovodikov, popol, obsah laktozy. Porovnanie
zlozenia niektorych druhov Cerstvych syrov je ukazané v Tabulke 1.

Tabul’ka 1 Priblizné zloZenie réznych typov Cerstvych syrov [2]

Typ syra SuSina Tuk Proteiny Sol’ Ca oH
% hm. mg/100 g
Labneh 25,5 10,2 10,5 - - 4,6
Cottage cheese 21,0 4,2 12,5 1,0 60 <52
Mascarpone 39,0 54,0 2,6 0,2 - 5,8
Ricotta - plnotucne 28,0 13,0 11,0 <05 207 5,7
mlieko
Ricotta - polotucné 25,5 8,0 115 <05 272 5,7
mlieko
Plnotu¢ny paneer 46 23,4 18,3 - - -
Nizkotu¢ny paneer 38,3 8,6 21,6 - - -
Queso Blanco 49,0 15,0 22,9 - - -

Farkye [5] popisuje porovnanie Vv zloZeni ricotty podla typu pouzitého mlieka. Ricotta
vyrobend z plnotu¢ného mlieka obsahovala > 11 % tuku, ricotta z polotu¢ného mlieka
obsahovala 6 — 11 % tuku a ricottone (vyrobena z srvatky) obsahovala menej ako 1 % tuku.
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DetailnejSie porovnanie je uvedené v Tabulke 2. Porovnanie réznych typov tvarohov
popisuje opat’ Farkye [8], porovnanie sa nachadza v Tabul'ke 3.

Tabul’ka 2 Priblizné chemické zlozenie réznych typov syru ricotta [5]

Vlhkost Tuk Proteiny Uhlovodiky Popol Energia

Typ syra

g/100 g kJ/100 g
Ricotta 1 72,0 13,0 11,0 3,0 1,0 728
Ricotta 2 74,5 8,0 11,5 5,0 1,0 577
Ricottone zo srvatky 77,0 2,5 16,0 3,5 1,0 418

1 — vyrobena z plnotucného mlieka; 2 — vyrobend z polotucného mlieka

Tabulka 3 Typické zloZenie nizkotu¢ného a plnotuéného nemeckého tvarohu [8]

Vlhkost Proteiny Tuk TVS Laktéza Popol

Typ syra H
yp sy % p
Nizkotuény tvaroh 82 12,5-135 0,05 <10 3,040 05-10 4,446
Plnotuc¢ny tvaroh 76 12,5-13,5 9,6 >40 2535 0408 4546

TVS —tuk v susine

Ortiz a kol. [13] popisuju, ako ovplyviiuje obsah mlie¢neho tuku fyzikalne, chemické
a senzorické vlastnosti ricotty. Odtu¢nena ricotta bola tvrdsia, viac biela a vykazovala
najmensiu prijatenost’ v porovnani s ostatnymi typmi ricotty. Ricotta so znizenym obsahom
tuku a plnotu¢na ricotta vykazovali rovnaku prijatelnost’, Z ¢oho vyplyva ze obsah tuku moze
byt’ znizovany bez straty senzorickych vlastnosti.

2.1.5 Technolégia vyroby ¢erstvych syrov
Na Obrazku 2 sa nachadza vSeobecna schéma vyroby cerstvych syrov. Principialne
zakladné kroky st [14]:

e Selekcia, Standardizacia a vo vacéSine pripadov pasterizacia mlieka

e Acidifikacia najCastejSie vdaka in situ produkcii kyseliny mlieCnej vybranymi
baktériami

e Zrazanie mlieka okyslenim alebo proteolyzou

e Dehydratacia koagula za vzniku syroviny pomocou rdznych technik, technika zavisi
od druhu syra

e Formovanie syroviny do charakteristickych tvarov
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Mlieko
Vyber
Predbezné tpravy
Standardizacia
Mlieko urcené na vyrobu syra
Pridavok:
startovace] kultiry (okyslenie)

farbiva (nepovinne)
CaCl, (nepovinng)

Koagulacia (syridlom, kyselinou
alebo teplom/kyselinou)

Koaguh‘!m (gél)

Krajanie

Miesanie

Zahrev

Okyslenie (syridlom zrazené syry)

v Separacia syroviny od svatky

Syrovina

Okyslenie

Speciilne operacie

Solenie (mektoré druhy)

Formovanie

Lisovanie

A 4
Cerstvy syr

Obrazok 2 Schéma vyroby Eerstvych syrov [14]

2.1.5.1 Tvaroh

Prevadzkova priprava tvarohu zalina separaciou odtu¢nené¢ho mlieka najcastejSie
centrifugaciou. Mlieko je pasterizované pri 72 °C, 15 sekind a nasledne ochladené na teplotu
25 — 30 °C, pridana je mezofilna Startovacia kultara. Typickymi kultarami su Lactobacillus
lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteriodes subsp. cremoris [8].
Syridlo je pridané v mnoZstve menSom ako 0,001 %. Fermentacia prebieha v izolovanych,
vertikalnych tankoch s dvojrychlostnymi mieSadlami. Ked’ pH dosiahne hodnoty 4,6, kyslé
koagulum sa rozkraja a miesa sa pri vyssich rychlostiach (480 ot.-min) po dobu 10 — 15
mintt, nisledne sa rychlost mieSadiel spomali (240 ot.min™) aby sa udrzala kazeinova
suspenzia. Tato suspenzia je nasledne pumpovana cez obojsmerny filter, do tzv. tvaroharske;
odstredivky kde dochadza k skoncentrovaniu kazeinu, ktory je odobraty cez trysky vo forme
viskoznej bielej pasty ktora je pripravena na chladenie a miesanie s d’al§imi prisadami [15].
V tradi¢nom procese vyroby zmes srvatky a Syreniny je premiestena do lanovych vriec
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a dochadza k separécii lisovanim vlastnou vahou, pri¢om samotny proces trva 6 — 7 hodin,
potom je produkt baleny [8].

2.1.5.2 Cottage cheese

Vyroba zacina pasterizdciou odtu¢neného mlieka (72 °C, 15 sekand), ktoré je
fermentované mezofilnymi kultarami, ktoré neprodukuju plyny, proces prebieha typicky
v otvorenych obdiznikovych nadrziach. Vada, ktorda méZze nastat pri vyrobe, je fagova
infekcia Startovacej kultury v pokrocilom stadiu tvorby kyseliny a dochadza ku precipitacii
kazeinu, nie ku gelacii [2]. Nasledne sa priddva malé mnozstvo syridla (< 0,0002 %) ako aj
chlorid vapenaty v mnozstve 0,01 — 0,02 %, ¢o napomaha tvorbe pevnejsej Syreniny.
Fermentacia pokracuje, pokym sa nedosiahne pH 4,5 — 4,7, kedy dojde ku krajaniu krehke;j
syreniny pomocou nehrdzavejtcich drotovych nozov na velkost 1 — 2 cm, pricom po kréajani
dochadza k regeneracii po dobu 5 — 15 mintt. Syrenina a srvatka st nasledne zl'ahka miesané,
teplota je zvysena na cca 49 °C po dobu 30 minut a tato teplota sa udrzuje po dobu d’alSich 30
— 60 minat. Syrenina sa zmr$t'uje a utvrdzuje, dochadza tiez k usmrteniu mikroorganizmov
Startovacej kultury a viacSiny kontaminujicich mikroorganizmov. Srvatka je nasledne
odstranenda, syrenina je premytd najmenej trikrdt vodou (25 °C, 2 — 3 minuty), posledné
premytie je pomocou uZ studenej vody, takZe dochddza k ochladeniu syreniny. Voda musi
spiiat’ bakteriologicki kvalitu, nesmie obsahovat psychrotrofné kontaminanty, aby sa

dosiahlo maximalnej skladovatelnosti [15]. Jedna sa o vodu chlérovani na hladine 5 —
25 mg-kg™ [2].

2.1.5.3 Paneer

Standardizovany proces vyroby tohto syra popisuje Kumar a kol. [11], pric¢om prvym
krokom je zahriatie mlieka na teplotu 82 °C (=~ 90 °C na denaturdciu vacSiny srvatkovych
proteinov a ich komplexacii s kazeinovymi micélami [2]) v Specialnej nadrzi po dobu 5 mintt
a schladenie na teplotu 70 °C. Po tepelnej uprave ddjde ku pomalému kontinualnemu
pridavku potravinarskej kyseliny (kyselina citronova 1% roztok) a dochadza ku koagulacii.
Tieto podmienky (teplota ~ 70 — 76 °C; pH 5,3 — 5,5) napomahaju rychlej agregacii
proteinov a vzniku gélu, U ktorého dochédza ku spontdnnej synerézii. Celd zmes je mieSana,
pokym neddjde k jasnému oddeleniu srvatky a syreniny, ktora ma tendenciu sa usadzovat’ na
dne nadoby (10 minat po ukonéeni mieania). Dal§im krokom je odstranenie srvatky, o je
docielené pomocou muselinovej textilie, teplota je udrziavana stale nad 63 °C. Syrenina je
nasledne prelozena do $pecialnej nadoby (35 x 28 x 10 cm), v ktorej sa nachadza opat
muselinova textilia. Na syreninu v nadobe sa nasledne polozi doska a zataz o hodnote 45 kg
po dobu 15 — 20 minut. Stlaeny blok je potom odobraty, nakrajany na velkost 15 — 20 cm
a nakrajané kusy st ponorené do zachladenej vody o teplote 4 — 6 °C po dobu 2 — 3 hodiny.
Po uplynuti tejto doby su nakrajané kusy osusené po dobu 10 — 15 minut a balené [5][11].

2.1.6 Mastné kyseliny v ¢erstvych syroch
Nudda akol. [16] popisuju profil mastnych kyselin v ovéom mlieku, v syre z tohto
mlieka aricotty zo ziskanej srvatky. Principom stanovenia bola bazicka transesterifikacia
extraktu a separacia metylesterov mastnych kyselin pomocou plynovej chromatografie.
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Z Tabulky 4 sa da usudit, ze profil mastnych kyselin v mlie¢nych produktoch reflektuje
zlozenie mastnych kyselin v surovom mlieku. Neboli pozorované ziadne velké rozdiely
medzi mliekom a ricottou. V najvy$som zastipeni boli kyselina palmitova, olejova a stearova.

Seguel akol. [17] sledovali zmeny profilu mastnych kyselin v syre ricotta, konkrétne
efekt stravovania dobytka, kde ako doplnok stravy bola repa kimna (Brassica rapa ssp. rapa)
arepa olejna (Brassica napus ssp. biennis). Profil mastnych kyselin bol stanoveny pomocou
GC-FID. Medzi ro6znymi diétami sa obsah nasytenych, mononenasytenych, polynenasytenych
mastnych kyselin, ako aj pomer omega-3/omega-6 mastnych kyselin nelisil (p > 0,05).
Rozdiely boli v obsahu kyseliny myristovej a palmitovej (p = 0,03). Najviac zastipené MK
V kontrolnej vzorke boli kyselina palmitovd (37,11 %) olejova (21,10 %) myristova
(11,55 %), stearova (8,98 %), obsah vSetkych nenasytenych MK ¢inil 72,28 %,
mononenasytenych MK 25,32 % a polynenasytench MK 2,40 %.

Tabulka 4 Profil mastnych kyselin ov€ieho mlieka a z neho vyrobenych mlie¢nych produktov
[16]

MK (mg/100mg methylester MK) Mlieko Syr Ricotta
kyselina kaprylova (C8:0) 1,71 1,71 1,75
kyselina dekanova (C10:0) 5,57 5,49 5,73
kyselina laurova (C12:0) 3,43 3,36 3,46
kyselina myristova (C14:0) 9,39 9,28 9,36
kyselina myristolejova (C14:1) 0,17 0,17 0,17
kyselina palmitova (C16:0) 22,32 22,93 22,40
kyselina palmitolejova (C16:1) 0,760 0,755 0,722
kyselina stearova (C18:0) 10,93 11,09 11,04
C18:1t6-8 0,38 0,38 0,37
kyselina elaidova (C18:1 t9) 0,30 0,28 0,32
C18:1t10 0,62 0,64 0,68
kyselina vakcénova (C18:1 t11) 3,40 3,33 3,43
kyselina olejova (C18:1 ¢9) 19,56 19,37 19,85
kyselina linolova (C18:2 ¢9,c12) 2,60 2,56 2,68
kyselina y-linolénova (C18:3n-6) 0,13 0,13 0,13
kyselina a-linolénova (C18:3n-3) 0,98 0,95 0,99
konjugovana kyselina linolova ¢9,t11 1,73 1,69 1,75
konjugovana kyselina linolova t10,c12 0,037 0,036 0,068
kyselina eikozapentaénova (C20:5) 0,081 0,085 0,087
kyselina dokozahexaénova (C22:6) 0,048 0,048 0,049

MK — mastna kyselina

Pri vyrobe syru typu paneer méze dochadzat’ ku miernemu narastu obsahu volnych
mastnych kyselin v mlie¢nom tuku po konverzii mlieka na paneer. Toto mdZe byt spdsobené
kombinaciou tepelnej Gpravy, pridavkom kyseliny a lipolytickymi zmenami v mlieku pred
dosiahnutim teploty pri ktorej dochadza k inaktivacii lipaz [18].
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2.1.7 Aromatické latky v erstvych syroch
Povolo akol. [19] sledovali vplyv pastviny na obsah prchavych, aromatickych latok

v syroch typu caciotta aricotta. Na urCenie prchavych latok bola pouzita mikroextrakcia
pevnou fazou (SPME) v kombinacii s GC-MS. V Tabulke 5 st uvedené identifikované
prchavé latky a ich zastapenie v mlieku a v ricotte. Podobnosti medzi ricottou a mliekom je
vidiet' v obsahu toluénu, okt-3-én bol detekovany len vo vzorkdch R1 a R2. Rozny profil
prchavych latok tychto syrov potvrdil, Ze typ stravy je zodpovedny za pritomnost’ nie len

markrovych zlucenin, ale aj inych prchavych latok, ¢o ukazuje na rozdielny metabolizmus

zvierat a oxidaciu mlie¢neho tuku.

Tabul’ka 5 Prchavé latky mlieka a ricotty (priemer plochy piku/10° 3x opakované) [19]

Pik  Zlicenina M1 M2 M3 R1 R2 R3
1 dimetylsulfid - - - 0,7 1,6 2,7
2 aceton 19,6 20,6 23,5 12,1 36,1 25,2
3 okt-3-én - - - 3,2 9,7 -
4 butan-3-6n - - - 14 4,9 3,5
5 2-metylbutanal - 4,5 - - - -
6 3-metylbutanal 2,4 7,7 27,9 - - -
7 pentan-2-6n 2,8 - 3,0 3,0 11,9 6,0
8 diacetyl - - 12,8 - - -
9 metylbutanoat - 17,9 - - - -
10  pentanal - - - 3,9 16,2 6,0
11  toluén 28,9 8,5 - 0,8 15,6 -
12 hexanal 49 3,4 - 1,2 3,8 1,6
13 heptan-2-6n 2,6 3,5 1,8 15 18,4 7,3

14 heptanal 2,2 - - 1,6 3,9 0,8

15 metylhexanoat - 32,3 - - 15 -

16 limonén - - 2,6 - - -

17 3-metylbutan-1-ol 7,9 5,9 25,1 - 4,2 0,8

18 pentan-1-ol 3,6 6,4 - 11 55 1,8

19  acetoin - - 82,7 - 2,8 -

20 nonan-2-6n - - - 1,0 2,8 0,8

21 metyloktanoat - 7,0 - - - -

22 nonanal - - - 1,0 1,3 0,7

23 Kyselina butanova - - - - 2,2 25

24 kyselina hexanova - - - - 1,4 3,0

25 dimetylsulfon - - - 15 1.8 1,4

26 Kyselina oktanova - - - 1,6 - 2,2

27 Kyselina dekanova - - - 1,8 - -

M — mlieko, R — ricotta

Na stanovenie aromaticky aktivnych latok moze byt pouzita aj metdéda SBSE s PDMS
vlaknom. Pomocou tejto metddy boli stanovené latky tvoriace chut’ a voiiu smotanového syra
(cream cheese), pricom hlavnymi zli¢eninami boli ketony, MK s dlhym retazcom (C10-Cie),
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laktony (6-dekalakton, d-dodekalakton) [20]. Kvantitativnu a kvalitativnu analyzu prchavych
latok v smotanovom syre skladovanom 4 tyzdne popisuje Jeon a kol. [21], ktori pouzili na
separaciu a analyzu metédu SPME-GC-MS. V smotanovom syre vyrobenom z plnotu¢ného
mlieka identifikovali 13 zla¢enin tvoriacich chut a arému. Z chromatogramu boli od¢itané
tieto: kyselina hexanova, tridekan-2-6n, pentadekan-2-6n, n-dekanova kyselina,
5-(p-aminofenyl)-4-(o-tolyl)-2-tiazolamin, 4,6-di(1,1-dimetyletenyl)-2-metylfenol, kyselina
oktanova, kyselina tetradekanova, kyselina tridekanova, kyselina n-hexadekanova.

Volatilné latky v syre typu Queso Fresco sledovali Reyes-diaz a kol. [22], pricom ako
Startovaciu kultaru pouzili divoké kmene Lactobacillus lactis. Pouzitd metéda bola SPME
GC-MS. Najviac prchavych latok identifikovanych vo vzorkach syru bolo zo skupiny esterov,
najcastejSie metylestery kyselin: octova, butdnova, hexanova, heptanova, oktanova, dekanova,
dodekanova, 4-decénova; a etylestery kyselin: octova, butanova, heptanova, oktanova.
Druhou najviacSou skupinou boli karboxylové kyseliny, konkrétne: butdnova, hexanova,
heptanova, oktanova, nonanova a n-dekanova. Z alkoholov to boli 3-metylbutan-1ol (udel'uje
aromu Cerstvym syrom a mozarelle), pentan-1-ol, heptan-1-ol, fenyletylalkohol. Medzi
identifikované ketony patrili: acetoin, nonan-2-6n, acetofenon; identifikované aldehydy:
hexanal, benzaldehyd, (E,E)-hepta-2,4-dienal.

2.2 Vybrané rastlinné materialy

Pre aplikaciu do vzoriek Cerstvych syrov boli predbezne vybrané rymovnik Plectranthus
amboinicus, migrénovnik Tetradenia riparia a echinacea, preto budu v tejto kapitole popisané
prave tieto rastlinné materialy.

2.2.1 Rymovnik — Plectranthus amboinicus

Plectranthus amboinicus, syn. Coleus amboinicus, syn. Coleus aromaticus — rymovnik je
rastlina patriaca do ¢elade Hluchavkovité (lat. Lamiaceae). Jedna sa o velkt sukulentnu
trvalku, rastie priblizne 30 — 90 cm do vysky, ma duZinath stonku a listy. Prirodzeny vyskyt je
v Indii alebo je beZzne pestovana v zahradach. V tradi¢nej medicine sa pouziva na liecbu
malarie, hepatopatie, kasl'a, chronickej astmy, bronchitidy, epilepsie [23]. Pripisované si mu
antimikrobialne, protizapalové, protinadorové, antiepileptické, larvicidne, antioxida¢né
a analgetické vlastnosti [24]. Homeopatické lieciva pripravené z Cerstvych listov st pouzivané
V stvislosti s mo¢ovym traktom, najcastejsie pri problémoch s mocenim, palenim pred alebo
po moceni [25]. V potravinarstve sa pouziva ako korenina, napriklad ndhrada za Salviu, na
ochucovanie réznych typov méisa aryb, na prekrytie ich silnej aromy. V indickom
subkontinente sa pouzivaju listy rymovniku, kokos, ¢ili, listy koriandru a listy kari na
pripravu ostrej zmesi chutney. Taktiez sa pouziva ako prisada do polievok vo Vietname, je
zékladom chute polievky z fazule Ciernej v Kube a Salatov v karibskych ostrovoch. Rastlina
sa tieZ pouziva ako doplnok stravy a ako ochucovadlo do napojov [23].

Z nutri¢ného hl'adiska obsahuje proteiny (0,6 %), vitaminy (5-:10° % kyselina askorbova;
8:10° % tiamin), mineralne latky (0,158 % vapnik; 0,016 % fosfor; 0,138 % draslik; 4,7-10°
% sodik; 0,088 % hor¢ik), stopové prvky (0,262 % Zzelezo; 3-10* % zinok; 1,2:10* % med;
2,2:10° % chrém), rozpustnti vlakninu (0,31 %), nerozpustni vlakninu (1,56 %), kyselinu
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fytovia (9,2:10* %). Z tohto sa da usudit’ Ze rymovnik je dobrym zdrojom vyZivovych latok,
ktoré mozu byt pouzité ako doplnok stravy [26].

2.2.1.1 Prchavé (aromatické) latky rymovnika

Esencialny olej rymovniku rastaceho v Indii bol bohaty na karvakrol, tymol, eugenol,
chavikol, etylsalicylat. Esencialny olej rymovnika ziskany parnou destilaciou (0,04 — 0,05 %)
obsahoval terpinolén (3,75 %), a-pinén (3,20 %), B-pinén (2,50 %), B-karyofylén (4,20 %),
metyleugenol (2,10 %), tymol (41,3 %), 1,8-cineol (5,45 %), eugenol (4,40 %), karvakrol
(13,25 %), B-felandrén (1,90 %). Vo vseobecnosti ¢lanky uvadzaju, ze obsah karvakrolu sa
Vv obsahu prchavych latok pohybuje medzi 50 — 67 %. Pritomnost’ eukalyptolu v listoch bola
preukdzana pomocou parnej destilacie a SPME extrakcie. Prchavé latky z listu boli tiez
izolované pomocou parnej destilacie, naslednym krokom bola extrakcia hexanom a extrakcia
superkritickym CO2, 26 latok bolo identifikovanych pomocou GC-MS. U rymovnika sa tiez
sledovali zmeny v zlozeni prchavych latok v zavislosti na ro¢énom obdobi pomocou kapilarne;
GC a GC-MS. V tomto esencidlnom oleji boli identifikované karvakrol, p-cymén, y-terpinén,
ako majoritné zlozky. Olej produkovany v septembri obsahoval vic¢sie mnozstvo karvakrolu a
B-karyofylénu v porovnani s olejom, ktory bol ziskany v maji. Iné latky identifikované
pomocou GC-MS analyzy boli okt-1-én-3-0l, terpinén-4-ol, B-karyofylén, a-kadinol [23].

Medzi prchaveé latky identifikované v rymovniku pochadzajiceho z Mauricia patrili
kamfor (39 %), karvakrol (41,3 %). Ostatnymi zlozkami boli (Z)-hexa-1,3-dién (0,1 %),
(Z)-hex-3-én-1-0l (0,6 %), (E,Z)-farnesén (0,2 %), (E,E)-farnesén (0,2 %), muurolén (0,2 %).
GC-MS analyza rymovnika pochadzajuceho z Pakistanu ukazala Ze majoritnou zlozkou bol
tymol anie karvakrol, popri latkach ako p-cymén, terpinén-4-ol, karyofylén, verbenén,
tercbutylanizol. V inej stadii sa piSe Ze, Vrymovniku z Pakistanu je majoritna zlozka
karvakrol (40,42 %), ostatnymi zlozkami boli limonén, eugenol, tymol, etylsalicylat, terpinén,
selinén, p-cymén, pinén, B-karyofylén a f-myrcén [26].

Charakterizaciu esencidlneho oleja mikropropagovaného rymovnika popisuje Arumugam
a kol. [27]. Metéda pouzita na analyzu esencialneho oleja bola GC-MS. Identifikovanych
bolo 45 zlicenin. Majoritnou zlozkou bol karvakrol (43,3 % kontrolna vzorka, 45,1 %
mikropropagovana vzorka). Obsah Kkarvakrolu sa 1iSil Vv zavislosti od klimatickych
a geografickych faktorov (obsah karvakrolu v inych ¢lankoch: 90 — 98 %; 70 %; 58 — 65 %;
50 %; 28,65 %). Po karvakrole nasledovali y-terpinén, monoterpény: a-thujén, a-pinén, [-
myrcén, a-felandrén, o-terpinén, p-cymén, terpinén-4-ol, Karvakrol, Kkarvakrylacetat;
seskviterpény: B-karyofylén, a-bergamotén, a-humulén; sekundarne alkoholy: okt-1-én-3-0l
[27]. Ina praca, ktora Studovala esencialny olej rymovnika pomocou GC-MS ukazuje
pritomnost’ latok: tymol (64,3 %), p-cymén (10,3 %), y-terpinén (9,9 %), B-karyofylén (2,8
%) [28].

2.2.1.2 Latky s antioxidacnym potencidalom obsiahnuté v rymovniku

V metanolovom extrakte listov rymovnika boli identifikované kyselina chlorogénova,
kdvova, kumarova, polyfenolické =zluceniny so silnou antioxida¢nou schopnostou.
Antioxidacnym potencidlom sa vyznacoval aj vodny extrakt listov. Vo vodnom extrakte sa
nachadzali latky vyznacujice sa vychytavanim volnych radikalov, pricom bol extrakt d’alej
separovany do hexanu, etylacetatu avody. Spomedzi nich sa etylacetatova frakcia
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vyznacovala silnou aktivitou. Tri zla¢eniny sa vyznacovali vychytavanim DPPH radikalu:
kyselina chlorogénova, kyselina rozmarinova (majoritna zlozka), kyselina kavova [23].
Sulaiman akol. [29] studovali profil polyfenolickych latok pomocou LC MS/MS
etanolového extraktu listov rymovnika. Medzi identifikované polyfenolické latky patrili:
kyselina chinova, ferulova, vanilova, kavova, metylgalat, kyselina protokatechova, elagova.

2.2.2 Migrénovnik — Tetradenia riparia

Tetradenia riparia patri do ¢el'ade Hluchavkovité (lat. Lamiaceae), jedna sa o ker, ktory
prirodzene rastie v centralnej Afrike. V tradi¢nej medicine sa pouziva na liecbu chordb ako su
malaria, angina, bolesti hlavy, gastroentritidy, oblickové kamene a horucka. R6zna literatra
referuje o antioxidaénych,  antibakteridlnych,  antifungalnych,  antihelmetickych,
antiparazitickych ué¢inkoch [30]. Clenovia rodu Tetradienia patria medzi aromatické kry
dorastajuce do vysky 3 m, malokedy do vysky 5 m. Si mierne sukulentné, nepravidelne
rozvetvené, hladka stonka je hnedej farby, zlI'azové vlasky pokryvaja obe plochy listov a na
dotyk ich robia lepkavymi. Listy druhu Tetradenia riparia su svetlozelené, srdcového tvaru,
okraje st zibkované. VicéSina druhov zrodu Tetradenia ma chutova a aromatickd
charakteristiku podobnu zazvoru [31].

2.2.2.1 Prchavé (aromatické) latky migrénovnika

Aratjo a kol. [32] sledovali vytazok a zlozenie esencialneho oleja rastliny Tetradenia
riparia atiez vplyv dostupnosti svetla (r6zna troven tienenia). Pouzita metéda na analyzu
bola GC-MS. U kazdého pozorovania bola najviac obsiahnutou zlozkou seskviterpén 14-
hydroxy-9-epi-(E)-karyofylén. Rastliny kultivované za plného svetla a tienenim 30 % a 50 %
obsahovali vysoké mnozstvo monoterpenoidu fenchonu. Chemické zluceniny tricyklén,
verbenén, o-humulén, chamigrén a epi-a-kadinol boli najdené len v rastlinach, ktoré boli
kultivované na plnom svetle. y-himachalén a a-muurolén boli identifikované len v rastlinach
ktoré rastli v 30% tieneni, vylucne v rastlinach s 50% tienenim boli identifikované a-pinén,
B-felandrén, longifolén, widdra-2,4(14)-dién, 1,7-diepi-a-cedrén aV rastlinach s80 %
tienenim boli identifikované B-selinén, a-muurol. Detailné zloZenie esencialnych olejov sa
nachadza v Tabul'ke 6. Blythe a kol. [33] ziskali esencialny olej hydrodestilaciou, a tento bol
analyzovany pomocou GC-FID/MS. Celkovo identifikovali 48 zlucenin, priCom hlavnymi
zlozkami boli fenchon (14,8 %), 6-kadinén (10,6 %), 14-hydroxy-(E)-karyofylén (7,9 %) a t-
kadinol (6,9 %). Z celkového obsahu latok v esencidlnom oleji mali najvysSie zastipenie
seskviterpenoidy (56,9 %) a monoterpenoidy (29,7 %). V inej studii sa piSe, ze hlavnymi
zlozkami esencialneho oleja su fenchon (18,9 %), (E,E)-farnesol (17,7 %), aromadendrénoxid
(17,3 %). Iny zdroj porovnaval obsah identifikovanych latok v esencidlnom oleji z listov
az kvetych pukov migrénovnika, zktorych najvyssi obsah mali 14-hydroxy-9-epi-(E)-
karyofylén (puky 25,38 %), a-kadinol (puky 13,69 %), L-fenchon (listy 11,57 %), abietadién
(listy 7,29 %), B-karyofylén (listy 5,70 %), B-kadinén (listy 4,60 %) [34].
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Tabulka 6 Chemické zlozenie esencialneho oleja z rastliny Tetradenia riparia podl'a roznej
urovne tienenia [32]

Plné svetlo 30% tienenie 50% tienenie 80% tienenie
Zlozka RO Zlozka RO Zlozka RO Zlozka RO

tricyklén 0,91 o-thujén 0,79 a-pinén 0,33 a-thujén 0,17
kamfén 0,69 kamfén 0,60 sabinén 0,92 sabinén 0,45
Verbenon 1,46 sabinén 1,56 pB-pinén 0,42 B-pinén 0,21
Sabinén 0,66 B-pinén 0,62 limonén 0,75 limonén 0,32
limonén 0,97 limonén 0,88 p-felandrén 0,42 (Z2)-B-ocymén 0,21
(2)-B-ocymén 0,55 (2)-B-ocymén 0,48 fenchon 7,78 fenchon 3,59
fenchon 7,9  fenchon 9,93 endo-fenchol 0,85 endo-fenchol 0,37
endo-fenchol 0,86  kamfor 1,49 kamfor 1,20 kamfor 0,60
kamfor 1,45 izoborneol 0,53 izoborneol 0,50 izoborneol 0,24
izoborneol 0,53 terpinén-4-ol 0,23 a-terpineol 0,34 o-terpineol 0,18
terpinén-4-ol 0,23 a-terpineol 0,40 a-kopaén 0,42 o-kopaén 0,28
a-terpineol 0,35 a-kopaén 0,40 longifolén 0,94 o-gurjenén 0,78
a-ylangén 0,44  o-gurjenén 0,82 P -karyofylén 4,02 PB-karyofylén 3,07
a-gurjenén 0,61 B-karyofylén 3,36 (E)-a-B 0,70 (E)-0-B 0,57
B-karyofylén 3,33 (E)-a-B 0,60 W-D 0,25 pB-selinén 0,28
(E)-a-B 0,46  y-himachalén 0,27 a-zingiberén 0,59 a-zingiberén 0,54
a-humulén 0,16 bicyklogermacén 3,02 bicyklogermacén 3,00 6-kadinén 1,15
a-chamigrén 0,22 a-muurolén 0,18 d-kadinén 1,86 guajol 0,32
a-zingiberén 0,36 a-amorfén 1,32 guajol 0,40 Kkubenol 0,80
bicyklogermacén 1,98  kubenol 0,95 1,7-diepi- a-cedrén 1,68 vulgaron B 1,49
a-amorfén 1,15 14H-9EK 16,5 kubenol 4,24  a-muurol 2,87
epi-a-kadinol 0,86 14H-o-H 0,31 14H-9EK 16,4 14H-9EK 16,42
vulgarén B 1,58 14H-a-H 0,29
kubenol 2,7

14H-9EK 16,03

14H-0-H 0,35

RO: relativny obsah (%); (E)-a-B: (E)-a-bergamotén; 14H-9EK: 14-hydroxy-9-epi-(E)-
karyofylén; 14H-a-H: 14-hydroxy-o-humulén; W-D: widdra-2,4(14)-dién

2.2.2.2 Latky s antioxidacnym potencidalom obsiahnuté v migrénovniku

Fernandes a kol. [30] sledovali celkovy obsah fenolov na urcenie antioxidacnej aktivity
surového extraktu pomocou metdéd DPPH, B-karotén/linolova (CLAMS) kyselina a FRAP.
Najvyssi obsah celkovych fenolov bol uréeny v extrakte, ktory bol eluovany v stipcove;
chromatografii pomocou zmesi acetat-metanol (8:2) (celkovy obsah fenolov — 181,97 ng
kyseliny gallovej/mg vzorky), taktiez bol najviac aktivny pri DPPH a FRAP metdde. Tento
vysledok bol opodstatneny pritomnostou flavonoidov (astragalin a luteolin), ktoré boli
identifikované v tejto frakcii. Frakcia eluovana pomocou zmesi dichlormetan-hexan (9:1)
obsahovala abieta-7,9(11)-dién-13-B-ol  (diterpén), tato frakcia vykazovala vyssiu
antioxidacnu aktivitu pri metode, kde sa vyuziva B-karotén/linolovej Kyseliny. U frakcie
eluovanej dichlormetanom-etylacetditom bol identifikovany ibozol (diterpenoid), tato frakcia
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vykazovala antioxida¢ntl aktivitu u DPPH meto6dy a mala vysoky obsah celkovych fenolov
(119,85 ng kyseliny gallovej/mg vzorky). V poslednej frakcii (etylacetat) boli identifikované
zliCeniny  8(14)15-sandarakopimaradién-2a,18diol a  8(14)15-sandarakopimaradién-
70,18diol, obe patria do skupiny diterpenoidov a boli aktivne v antioxida¢nych skuskach. Iny
zdroj uvadza vyznamnu antioxidacnu aktivitu extraktu migrénovnika pri pouziti FRAP
metddy (absorbancia 0,6 pri 1 mg-ml?t). Taktiez pomocou DPPH a CLAMS metody bolo
uréené ze stonka je antioxida¢ne aktivnejSia v porovnani s listami [35].

2.2.3 Echinacea

Echinacea je rod rastlin z ¢elade Astrovité (lat. Asteraceae), jedna sa o rastliny trvalg,
ktorych prirodzeny vyskyt je stred-zapad severnej Ameriky. VicSina literatiry uvadza tri
zakladné druhy Echinacea angustifolia, Echinacea pallida, Echinacea purpurea, pricom
posledna z nich je najCastejSie pestovana. Sucasné pouzitie v medicine je zaloZené na ich
imunomodulacnych vlastnostiach, na lieCenie infekcii horného dychacieho traktu, chripky
a horucky [36]. Extrakty tychto druhov sa vyznacuji vysoko komplexnym chemickym
zlozenim, obsahuju polarne zluCeniny (derivaty kyseliny kévove; — kyseliny kaftarova,
chlorogénova, cichorova, cynarin a  echinakozid), nepolarne  zluiceniny
(alkamidy/izobutylamidy) alatky s vysokou molekulovou hmotnostou (polysacharidy a
glykoproteiny) [37]. Echinacea purpurea dorasta do vysky 15 — 60 cm, ma drsnu chlpata
stonku, ktora je vécsinou nevetvena. Bazalne listy st ovalneho tvaru, s pilkovymi okrajmi,
kvety maju farbu cervenofialovi, zriedka ruzova. Kvety kvitni od jina do augusta, pelové
zrna su zIté, plody st malé, tmavé nazky [38].

2.2.3.1 Prchavé (aromatické) latky echinacey

Vsetky tri komeréne vyznamné echinacey obsahuji rézne mnozstva esencidlneho oleja
v koreni, listoch, kvetoch a inych nadzemnych Gastiach. Esencidlny olej rastliny E. pupurea
medzi inymi zli¢eninami obsahuje borencol, bornylacetat, pentadeka-8-(Z)-én-2-6n,
germacén D, karyofylén a karyofylénepoxid. Esencialny olej rastliny E. angustiofolia a E.
pallida medzi inymi zlu¢eninami obsahuji pentadeka-(1,8-Z)-dién (44 %), 1-pentadecén,
ketoalkyny a ketoalkény [39]. Nyalambisa a kol. [40] sledovali prchavé zlozky listov a korena
echinacey pochadzajucej z Juznej Afriky. Esencidlne oleje su komplex prchavych zlucenin,
obsahujucich 20 — 60 jednotlivych zloziek, pricom v tomto pripade autori identifikovali 36.
Celkové zlozenie esencidlneho oleja sa nachadza v Tabulke 7.

Dalsia literatara popisuje hlavné zlozky volatilnej frakcie z celej rastliny. Latky ktoré sa
nachadzali bez rozdielu druhu boli kamfén, B-pinén, limonén spolu so zluceninami
acetaldehyd, dimetylsulfid a hexanal. B-myrcén, a-pinén, (E)-ocymén, 3-esen-1-ol, 2-
metylpen-4-enal boli hlavnymi zlozkami prchavej frakcie v nadzemnej Casti rastlin vo
vSetkych troch druhoch. Propanaly a butanaly boli hlavnymi predstavitelmi prchavych latok
zZ korenového pletiva, terpenoidy boli hlavnymi zloZzkami v nadzemnej Casti rastlin, obzvlast
v stonke a kvetoch [37].
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Tabul’ka 7 Esencialny olej listu a korena echinacey — zlozenie [40]

Tr ZIucenina LO RO Tr Zlucenina LO RO
3,24 hex-2-enal 0,9 0,3 17,99 (2)-karveol 1,0 1,0
4,83 a-pinén 2,8 3,7 18,50 karvon 1,0 3,8
492 o-fenchén - 0,8 18,69 piperton 1,8 -
5,07 kamfén - 2,0 18,98 tymol - 0,4
6,15 B-pinén 1,6 1,2 19,72 o-kubebén 1.4 0,9
6,90 a-felandrén 6,9 6,6 20,60 B-kubebén 0,8 0,4
7,74  p-cymén 3,7 2,9 | 21,16 metyleugenol - 0,6
8,32 limonén 2,3 1,7 22,03 karyofylén 45 4,0
10,07 linalool 15 2,7 22,33  B-humulén 0,1 -
11,08 kamfor - 3,4 22,72 geranylaceton - 0,2
11,94 izomentdén 0,1 0,5 22,91 o-humulén 0,6 -
12,23 borneol - 2,1 23,08 y-muurolén 1,2 -
12,93 levandulol - 0,5 23,47 germacén D 18,1 20,3
15,02 p-cymén-8-ol - 1,2 26,11 karyofylénoxid 11,3 122,
13,76  o-terpineol - 0,2 26,28 viridiflorol 2,9 -
14,24 naftalén 7.8 6,4 27,25 cedrol 7,2 10,5
16,66 estragol 2,2 3,3 | 28,95 ledol - 3,1
17,24  (E)-karveol 4,8 2,6 | 29,25 o-kadinol 9,1 5,9

Tr — retencny cas, LO — obsah v es. oleji z listov (%); RO — obsah v es. oleji z korena (%)

2.2.3.2 Latky s antioxidaénym potencidalom obsiahnuté v rastline echinacea

Hlavnou fenolickou zli¢eninou v koreni druhu E. purpurea je kyselina cichorova
(2,27 %). Extrakty ztohto korefia sa vyznacuju antioxidaénymi vlastnostami v lipid-
peroxidovych testoch [38]. Erenler a kol. [41], popisuju kvantitativnu analyzu a antioxida¢nu
aktivitu druhov E. purpurea aE. pallida, sledovali vodné a metanolové extrakty listov
a kvetin tychto druhov. Hodnoty fenolickych kyselin st vo vodnych roztokoch vSeobecne
nizke, az na kyselinu kavovl. Metanolové extrakty obsahovali vysSie mnozstvo hlavnych
komponentov, medzi ktoré patrila kyselina cichorova. Kyselina cichorova, chlorogenova,
ferulova a rutin sa vo vysokych hodnotach v metanolovych extraktoch nachadzali v listoch aj
v kvetoch u oboch druhov rodu Echinacea. Kvety obsahovali véc¢sie mnozstvo celkovych
fenolov a kyseliny cichorovej v porovnani s listami.

In vitro, derivaty kyseliny kavovej v druhoch Echinacea maju takéto poradie
antioxidacnej aktivity: kyselina cichorova > echinakozidy > kavova kyselina, pri¢om zda sa
ze funguju synergicky s alkylamidmi a polysacharidmi [37]. Kyselina cichorova vykazuje
efektivne vychytavanie radikdlov DPPH, podobne ako flavonoidy a kyselina rozmarinova
[42]. Z fenolickych latok obsahuju druhy Echinacea este des-ramnosylverbaskozid, cynarin,
kyselinu kaftarova, chlorogenovi aizochlorogenovia [39]. Extrakty koreha echinacey
potlacuji oxidaciu l'udskych low-density (o nizkej hustote) lipoproteinov, vyhodnotené to
bolo vdaka znizenej elektroforetickej mobilite v agar6zovom géle, zapri¢inenou oxida¢nou
zmenou Cu?* [43].
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2.3 Moznosti stanovenia prchavych latok v Cerstvych syroch

Siroké pole zli&enin, ktoré tvoria arému syra si prchavé latky, preto existuje mnoho
extrakénych technik sulohou ich izolovat’ a koncentrovat. Najviac pouzivané techniky
izolacie prchavych latok st destilacia-extrakcia, simultanna destilacia-extrakcia (SDE),
termalna desorpcia (TD), mikroextrakcia pevnou fazou (SPME) [20]. KedZe c¢lanky
popisujuce prchavé latky Cerstvych syrov ako aj tato praca pouzili na stanovenie techniku
SPME-GC-MS, budi v nasledujucich statiach stru¢ne opisané principy metédy SPME,
plynova chromatografia, hmotnostné spektrometria.

2.3.1 Mikroextrakcia pevnou fazou

SPME je technika ur¢end na pripravu vzorky, priCom je prakticka, rychla a priatel'ska ku
zivotnému prostrediu. Vyhodou tejto techniky je ze sa prakticky nemusi pouzit’ rozpustadlo.
SPME bola vyvijana, aby spojila vzorkovanie, izolaciu a obohacovanie do jedného kroku
[44]. Najvacsia vyhoda SPME je v extrémoch objemov vzoriek. Ked'Ze je celkovy nastroj
maly a prakticky, vlakna SPME dokazu extrahovat’ analyty z vel'mi malych vzoriek. SPME
funguje na principe extrakcie pevnou fazou, ktorou je kremenné vlakno pokryté Specidlnym
sorbentom. Citlivost’ tejto metddy zavisi na objeme pouzitej obalovej vrstvy. Vyber dizajnu
obalovej vrstvy zavisi od toho, kam bude vzorka pokracovat’, prikladom je pouZitie povrchu
kompatibilného s afinithou chromatografiou [45].

Pri mikroextrakcii pevnou fazou rozpoznavame tri zakladné typy [45]
e priama extrakcia
e headspace (HS) extrakcia
e pristup s membranovou ochranou

Priama extrakcia sa vyznacuje tym, ze obalené vldkno je nasunuté priamo do vzorky,
pri¢om su analyty transportované priamo z matrice vzorky do extrakénej fazy. V headspace
extrakcii st analyty transportované cez prekazku (najéastejSie vzduch) na povrch vlakna [45].

Plynovy chromatograf je najcastejSie pouzivany v kombinacii s SPME [45]. SPME sa da
tiez pouzit s plynovou/kvapalinovou chromatografiou alebo plynovou/kvapalinovou
chromatografiou spojenou s hmotnostnou spektrometriou. SPME moézZe byt pouzité aj
spojenim iba so samotnou MS [44]. K skimaniu aromatického profilu je najvyhodnejsia
headspace SPME extrakcia [46].

2.3.2 Plynova chromatografia
Plynova chromatografia sa vyuziva k deleniu zmesi latok dynamického systému
S plynnou mobilnou fazou. Zlozky vzorky sa v tomto systéme delia po prevedeni do plynnej
fazy. Pouziva sa na separdciu, identifikiciu a stanovenie zlozitejSich zmesi plynov
a prchavych latok, ale predovsetkym organickych zlucenin s bodom varu mensim nez 400 °C.
V plynovej chromatografii sa najéastej$ie pouziva elu¢na technika vnasania vzorky po jedno
razovom nastreku na kolénu [47].
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Zakladna schéma jednodimenzionalneho usporiadania chromatografu je tvorena Siestimi

samostatnymi funkénymi ¢astami [48]:

e nosny plyn —regulacia rychlosti prietoku

e injektor — nastrek vzorky

e koldna — chromatografické delenie

e detektor — premena na signal

e signdl — elektronické spracovanie

e vyhodnotenie — prepocet signalu na mnozstvo

Zdrojom nosného plynu je tlakova nddoba obsahujuca vodik, dusik, hélium alebo argon.
Vol'ba nosného plynu je ¢asto uréena druhom kolony [49]. VolI'ba nosného plynu ma vplyv na
separacnu ucinnost’ v dosledku rozdielnych difiznych koeficientov. Nosny plyn sluzi len k
transportu  zloziek kolonou, sdm neinteraguje so separovanymi zlozkami alebo
S0 stacionarnou fazou [47].

Injektory maji za tlohu davkovat’ analyzovanii vzorku na zacCiatok kolony, previest
vzorky do plynného skupenstva a vniest’ ju do prudu nosného plynu. Nastrek do koldny je
zakladnou metodou u napliovych kolon [49]. Injektory s deliCom (split) sa pouzivaja
Vv pripade vzorky obsahujtcej velké mnozstvo analyzovanych komponentov. Davkovanie bez
delica (splitless) sa pouziva pri analyze zriedenych roztokov [47].

Kolény pre plynovi chromatografiu sa delia na napliové a kapildrne. Chromatografické
kolény sa ligia vdizke od 2 m az po 50 m. Vyrobené byvaji z nehrdzavejucej ocele,
kremenného skla alebo teflonu [50].

Detektory st zariadenia reagujlice na zmeny zloZenia pretekajucej mobilnej fazy, ktoré
prevadzaju na elektricky meratené¢ veliCiny. Umoznuju registraciu jednotlivych zon
separovanych zloziek, ich identifikaciu a kvantifikaciu [47]. V praxi st pouzivané tepelne-
vodivostny, plamenovy ioniza¢ny, detektor elektronového zachytu, fotoioniza¢ny a iné [49].

2.3.3 Hmotnostna spektrometria

Principom hmotnostnej spektrometrie je vytvorit, separovat a detekovat’ pozitivne
a negativne iony v plynnom skupenstve. Ked’ze su vzorky typicky nabojovo neutralne, ako
prvé musia byt ionizované [51]. Hmotnostné spektrum predstavuje zaznam relativnej
pocetnosti i6novych druhov, vzniknutych procesom ionizacie povodnej Castice, v zavislosti
od pomeru ich hmotnosti a neseného naboja [47]. Pri vhodnej kombinacii s inou metdédou
musi byt hmotnostna spektrometria zaradena vzdy ako posledny stupen [52].

Zakladnymi stcastami kazdého hmotnostného spektrometru su [47]:
e i6novy zdroj
e hmotnostny analyzator (separator)
o  detektor

Pri hmotnostnej spektrometrii sa molekuly vzorky prevadzaju rdéznymi excitacnymi
postupmi vo vakuu alebo v plynnom prostredi na iény [52]. I6ny vznikaji na zéklade dodania
dostato¢ného mnozstva energie [47]. V sGfasnej dobe sa vicSinou v organickej stopovej
analyze pouZziva 5 budiacich postupov, ktorymi sl ionizécia narazom elektronov, chemicka
ionizacia, ionizacia pol'om, desorpcia pol'om a ionizécia pri atmosférickom tlaku [52].

Hmotnostné analyzatory moézu obecne pracovat’ v dvojakom moéde — tzv. full scan,
snimanie hmotnostnych spektier periodicky v €ase alebo sledovanie intenzity jednej alebo
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niekol’ko vhodne zvolenych id6novych druhov v ¢ase. Medzi zdkladné druhy analyzatorov sa
zarad’uji magneticky, elektrostaticky, kvadrupdlovy, ionova pasca a prieletovy (analyzator
doby prieletu TOF) [47].

Typy pouzivanych detektorov suvisia s celkovou konstrukciou zariadenia. Pri vacSine sa
vyuziva Faradayova klietka, po konverzii kladnych a zépornych iénov na elektrony
elektronového nasobica, pripadne po dopade konvertovaného elektrénu na scintilaént dosku
fotonasobica. Ked’ze i6ny, vznikajuce riadenym postupom ionizacie moézu menit’ neriadene
SVOju energiu, a to hlavne nechcenymi zrazkami, je nutné udrzovat’ v celom systéme tlak na
nizkych hodnotach [47].

2.3.4 PrehlPad aplikacii na Cerstvé syry

Jeon a kol. [21] pouzili vo svojej praci na stanovenie prchavych latok u smotanového syra
skladovaného 4 tyzdne techniku HS-SPME-GC-MS. Extrakcia bola uskuto¢nena vpichnutim
50/30 pum divinylbenzén/karboxén/polydimetylsiloxanového SPME vlakna do vialky. Vlakno
bolo vystavené volnému objemu nad vzorkou (headspace) po dobu 30 minut pri teplote
50 °C. Po extrakcii boli vzorky desorbované a identifikované pomocou GC-MS. Prchavé
latky boli separované pouZitim kapilarnej kolony (DB-wax), nosnym plynom bolo hélium
s prietokom 1,3 ml-min’. Tonizacia prebehla narazom elektronov s energiou 70 eV. Zlugeniny
boli identifikované porovnanim s dostupnou databazou spektier.

Pavolo akol. [19] sledovali prchavé latky vsyre typu ricotta, konkrétne latky sa
nachadzaji v Tabulke 5. 50/30 um divinylbenzén/karboxén/polydimetylsilovanové SPME
vlakno bolo pouzité na zachytenie volatilnej frakcie. Po sorpcii bolo vlakno SPME
premiestnené na kapilarnu kolonu (CP-WAX), teplota bola termostatovana. Ako nosny plyn
bolo pouzité hélium s prietokom 1 ml-min, hmotnostnym detektorom bol kvadrupdl a na
ionizaciu bol vyuzity néaraz elektronov (70 eV). Identifikécia bola uskuto¢nena porovnanim
s databazou.

Reyes-Dias a kol. [22] pouzili HS-SPME-GC-MS na stanovenie prchavych latok u syra
typu queso fresco. Priprava vzorky prebiehala v tychto krokoch: 3 gramy najemno
nakrajaného syra, 7 ml nasyteného roztoku NaCl a 5 ul vnatorného Standardu bolo vlozenych
do vialky so Srobovacim uzaverom. Pred SPME extrakciou boli vzorky ekvilibrované pri
teplote 70 °C po dobu 30 minat. Po uplynuti tejto doby bolo 75um CAR-PDMS vlakno
vystavené objemu nad vzorkou (headspace) po dobu 60 minut pri teplote 70 °C. Nasledne
bolo vldkno odobrané a ihned’ boli latky desorbované pri teplote 250 °C po dobu 10 minut
v injektore s modom splitless. Prietok hélia ako nosného plynu ¢inil 1,5 ml-min™. Zlozky boli
separované na kolone s vysokou polaritou (DB-WAX), teplota bola termostatovana.
Jednotlivé latky boli identifikované porovnanim s databazami a retenénymi ¢asmi id6novych
spektier analytickych Standardov.

Prchavé latky identifikované v ramci tychto publikacii st prehl'adne uvedené v kapitole
2.1.7.

2.4 Moznosti stanovenia mastnych Kkyselin v ¢erstvych syroch

Stanovenie mastnych kyselin u cerstvych syrov prebieha vyhradne pomocou plynovej
chromatografie s plamenovo ionizatnym detektorom (FID). Prvym krokom je nutnost
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extrakcie tukovej frakcie zo syra, prikladom je Rose-Gottliebova metoda, ktora eSte moze byt
modifikovana. Vyuziva sa amoniak, etanol a hexdn ktory sa pridava ku vzorke, nasledne
dochadza k centrifugacii a odoberie sa vrchna vrstva. U druhej extrakcii je pouzity etanol
a hexan, u tretej uz len samotny hexan, pricom u oboch sa odoberala vrchna vrstva [16]. Po
extrakcii je nutné prevedenie MK na metylestery. Postup esterifikdcie popisuje
ISO 15884:2002 (IDF 182:2002) [53]. Po esterifikacii dochadza uz k samotnému stanoveniu
pomocou GC-FID. Plynova chromatografia je popisana v kapitole 2.3.2.

2.4.1 Plameiovo ioniza¢ny detektor

FID je jeden znajpouzivanej$ich detektorov kvoli mnoho vyhodam: nizke detekéné
limity, Siroky dynamicky rozptyl, cenova prijatel'nost, spolahlivost’. Vo FID rozpustené latky
prechadzaju detekénym komponentom potom ako st eluované z konca kolony, pricom st
spalované v plameni vytvorenom zmesou vzduchu a vodika. Organické latky (MK) v plameni
horia a tym sa tvoria i0ny. Tieto st zachytavané na kolektorovych elektrodach, tvori sa prad,
ktory je amplifikovany a nasledne sa meria. FID dokéaze detekovat vSetky organické
zltéeniny obsahujice C a H, s vynimkou kyseliny mravcej a metanu [54].

2.4.2 PrehPad aplikacii na Cerstvé syry

Nudda a kol. [16] pouzili na separaciu metylesterov MK (vzorka pochadzajuca z ricotty
z ov¢iecho mlieka) kapilarnu kolénu (100 m x 0,32 mm; hrabka filmu 0,25 pm). Teplota v
injektore a v FID dosahovala 255 °C. Teplota na kolone bola programovana. Ako nosny plyn
bolo pouzit¢ hélium. Samotné metylestery boli identifikované porovnanim relativnych
retencnych Casov pikov metylesterov zo vzoriek, s roztokom Standardov.

Seguel a kol. [17] sledovali profil MK v syre ricotta. Vo svojej praci pouzili nastavenie
FID — teplota ioniza¢ného plameiia 260 °C, injekény objem 2 pl, prietok vodika 25 ml-min™,
prietok vzduchu 400 ml-min?, prietok dusika 40 ml-min,

2.5 Moznosti merania antioxida¢nej aktivity

Antioxidanty hraju doéleziti ulohu v konzervacii potravin, inhibujia oxida¢né procesy
a prispievaju k zlepseniu zdravia, si obsiahnuté¢ v réznych doplnkoch stravy a funkénych
potravindch. Antioxidacna aktivita moze byt merand rdéznymi testami s rdéznymi
mechanizmami: transfer atomu vodika (HAT), transfer elektrénu (ET), redukéna schopnost’,
chelacia kovu [55].

2.5.1 Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) test

Test ORAC meria schopnost’ ukoncovat radikdlové retazové reakcie antioxidantami
meranim inhibicie peroxylovej oxidacie vyvolanej radikalmi [55]. Metoda ORAC sa
spociatku skladala z merania poklesu fluorescencie proteinu pri strate konformécie vyvolanej
oxidaénym poskodenim, ktorého zdrojom je peroxylovy radikal (ROO’). Proteinom
VvV povodnej metdde bol B-fykoerytrin, ktory ale ma sériu nevyhod ako je napriklad nesulad
medzi davkami, forosenzitivita a interakcia s fenolickymi zlu€¢eninami (ne$pecifické viazanie
proteinov). Na vyrieSenie tohto problému bol navrhnuty fluorescin (3°,6'-
dihydroxyspiro[izobenzofuran-1[3H],9'[9H]-xantén]-3-6n) ako targetovy protein [56]. Bezne
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pouzivanymi zdrojmi peroxylovych radikdlov su skupina azo zlicenin: lipofilny AIBN,
ABAP, AMVN a hydrofilny AAPH [55].

2.5.2 Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) test

ABTS/TEAC je Siroko pouzivany test na spektrofotometrické stanovenie celkovej
antioxida¢nej aktivity, ktorého principom je elektronovy transfer [57]. Tento test meria
schopnost’ antioxidantov vychytavat" stabilny radikal kation ABTS™ (2,2-azinobis(3-
etylbenzotiazolin-6-sulféonova kyselina)), modrozeleny chromofor s maximom absorbancie pri
734 nm so znizenou intenzitou v pritomnosti antioxidantiov. TEAC je pouzivand na meranie
celkovej antioxidacnej aktivity Cistych latok, telesnych tekutin a rastlinnych materialov [55].
Vysledky sa udavaja ako troloxovy milimolarny ekvivalent (TEAC koeficient) — bezrozmerna
jednotka definovand ako redukény potencidl sledovaného 1 milimolérneho roztoku
antioxidantu. TEAC koeficienty modifikovaného CERAC postupu pre antioxidanty boli
VvV tomto poradi: quercetin > rutin > kyselina gallova > katechin > kyselina kavova > kyselina
ferulova > naringenin > Trolox > kyselina askorbova [57].

2.5.3 Test na vychytavanie 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového radikalu (DPPH)

Tato metdda je zalozend na schopnosti vychytavania DPPH radikalu antioxidantami.
Neparny elektron atomu dusika v DPPH je redukovany atdémom vodika pochadzajuceho
Z antioxidantu na prislusny hydrazin. DPPH je charakterizovany ako stabilny volny radikal,
u ktorého dochadza ku delokalizacii volného elektronu po celej molekule, takze molekula nie
je dimerizovana, ¢o je charakteristické pre vacSinu volnych radikalov. Delokalizacia ma
taktiez za nasledok tmavofialova farbu, s absorbciou v etanolovom roztoku pri 520 nm. Pri
pridavku latky, ktorda moéze poskytnat’ atom vodika do roztoku DPPH, dochadza k prechodu
do redukovanej formy, ateda ku strate fialovej farby [58]. Reak¢na rovnica sa da vyjadrit
vzhl'adom ku transferu atobmu vodika, pricom mechanizmus elektronového transferu nemozno
vyliéit’ najmé v fenol-ionizujicich rozpustadlach [57]. Jednym z najzavaznejSich obmedzeni
spektrometrického stanovenia DPPH je prekrytie spektra so zlaceninami, ktoré absorbuju
svetlo v rovnakej vinovej dizke ako DPPH, napriklad antokyaniny. DPPH test moze byt
spojeny sonline HPLC na rychle skenovanie velkého mmnoZstva vzoriek antioxidantov.
Online HPLC-DPPH metody st zaloZzené na post-kolonovej reakcii elutatov antioxidantov
s DPPH radikalmi [55].

2.5.4 Ferric reducing antioxidant power (FRAP) test

FRAP test bol ako prvy pouzity k urCeniu antioxidacnej kapacity plazmy, neskorSie
modifikacie boli aplikované na iné matrice ako vino a ¢aj. Metdda je zalozena na redukcii
trojmocného Zeleza na Zelezo dvojmocné antioxidantami v pritomnosti tripyridyltrirazinu
(TPTZ), ktory tvori s Fe?* intenzivne modro sfarbeny komplex [57]. Antioxida¢na aktivita je
uréena zvySenim absorbancie pri 593 nm, vysledok je vyjadreny v mikromolarnom Fe®*
ekvivalente alebo vztiahnuté k antioxidaénému $tandardu. U FRAP sa jedna o typicki metodu
zalozenu na elektronovom transfere. V poslednej dobe sa ako Zelezité Cinidlo najCastejSie
pouzival hexakyanozelezitan draselny. TaktieZ sa zacali vyuzivat elektrochemické detekéné
techniky ku zlepSeniu senzitivity, presnosti a reprodukovatelnosti [55]. Nevyhoda FRAP je
u ur€ovani antioxidacnej aktivity u tiolov a karotenoidov, ktoré trojmocné zelezo neredukuju
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[57]. ZloZenie povodnej zmesi pre FRAP je pripravené zmie$anim zloziek: TPTZ (2,5 ml; 10
mM v 40 mM HCI), 25 ml acetatového pufru a2,5 ml FeCls-H.O (20 mM). Pre meranie
FRAP hodnoty, 300 ul Cerstvo pripraveného FRAP ¢inidla je zahriate na teplotu 37 °C a je
od¢itand hodnota blanku pri 593 nm, potom je pridanych 10 pl vzorky a 30 pl vody.
Absorbancia je od¢itana po 0,5 s, kazdych 15 sekind po dobu 4 mintty [59].

2.5.5 Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC) test

Principom tejto metddy je redukcia medi, pricom sa jedna o variantu FRAP testu.
CUPRAC test meria reduk¢énu silu antioxidantov, ktoré konvertuji iony mednaté na iony
medné. Podobne ako v FRAP je pouzity ligand, ktory tvori komplex med™-ligand, pricom sa
meria absorbancia tohto roztoku. Bezne pouzivanym ligandom je neokuproin. Komplex Cu?*-
neokuproin méze byt redukovany antioxidantami na Cu*-neokuproin, ktory je chromofor
absorbujuci s absorpénym maximom 450 nm [55]. Metoda CUPRAC bola tspesne aplikovana
na antioxidanty v potravinach, rastlinach aludskom sére, taktiezna vychytavace
hydroxylovych a superoxidovych radikalov. Nové ¢lanky ukazuju na to, Ze CUPRAC moze
byt spojena s online HPLC na selektivne urenie polyfenolov v komplexnych rastlinnych
matriciach. Metdéda kombinuje chromatograficku separéaciu, analyzu zloziek, post-kolénovu
identifikaciu antioxidantov v rastlinnych extraktoch [57].

2.5.6 Celkovy obsah fenolickych latok

Fenolické latky patria medzi hlavné zlozky zodpovedné za antioxida¢nt kapacitu ovocia,
zeleniny a obilnin. Folin-Ciocalteova (F-C) metdda je najbeznejSie pouzivanou metédou na
uréenie celkového obsahu fenolickych latok potravinovych extraktov. F-C metdda je
kolorimetricka metdda zalozena na elektronovom transfere medzi F-C ¢inidlom a fenolickou
latkou. Je taktiez zname, ze ostatné typy =zlaCenin pritomné vo velkom mnozstve
Vv potravinovych extraktoch, mézu redukovat’ F-C c¢inidlo [60]. Produkty redoxnej reakcie
kovov (oxidy volframu a molybdénu) nachéadzajicich sa v ¢inidle maji modra farbu,
absorbujii svetlo s maximom vo vlnovej dizke 765 nm [59]. F-C metéda sa vyznauje
mnohymi vyhodami ako je jednoduchost’, reprodukovatelnost’, robustnost. Predsa len trpi
nedostatkami: citlivost’ pH, teploty a reak¢ného Casu [55].

2.5.7 Priklady pouzitia — aplikacie na Cerstvé syry

Na antioxida¢nu aktivitu syrov ma vplyv dozrievanie syrov. Peptidy vyznacujice sa
antioxida¢nou aktivitou st produkované v Case dozrievania. Na skimanie antioxidacnej
aktivity syru Cedar bola vyuzita metdda DPPH, pri¢om zvySenie antioxidacnej aktivity bolo
pripisané produkcii peptidov rozpustnych vo vode. Taktiez sa da usadit, Ze antioxida¢na
aktivita sivisi so stupiiom proteolyzy a preto so stupfiom dozrievania [61].

Qureshi akol. [62] popisuji antioxidaény potencial mikkého syra typu paneer
s pridavkom extraktu z plodov datlovnika obycajného (Phoenix dactylifera). Priprava syra
prebehla $tandardne, priCom bol extrakt zmiesany s mliekom a az nasledne dochadzalo ku
koagulacii. Sledované boli vodné roztoky, ktoré boli pripravené zmieSanim rozdrvenych datli,
s destilovanou vodou. Sonifik4cia bola vyuzita na pripravu homogénnej zmesi, nasledne bola
vzorka centrifugovana abola odobrana tukova vrstva. Sledovany bol obsah celkovych
fenolickych latok pomocou F-C metody. TaktieZz vyuzili metodu TEAC s nasledujucim
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postupom: zmieSanie vodného roztoku paneera sreakénym cinidlom (kyselina sirova,
fosfore¢nan sodny, molybdénan amonny); inkubacia 95 minuat, 90 °C; meranie absorbancie
pri 695 nm; prepocitanie hodnoty TEAC pomocou Standardnej krivky Troloxu na um TE.
Cerstvo pripraveny paneer s pridavkom extraktu z datle sa vyznacoval vy$§imi hodnotami
celkovych fenolickych latok a TEAC v porovnani s kontrolnou vzorkou paneeru. Vseobecne
sa da usudit, ze takto pripraveny paneer ukazuje zvySenu antioxidacnu aktivitu vdaka
pritomnosti vyznamného mnozstva fenolickych latok a flavonoidov.

2.6 Moznosti senzorického hodnotenia Cerstvych syrov

Senzoricka kvalita je kone¢nym meradlom kvality a ispechu produktu. Senzoricka
analyza obsahuje mnozstvo vykonnych a citlivych nastrojov na meranie I'udskej odpovede na
potraviny ainé produkty. Reprodukovatelné, relevantné vysledky st dosiahnuté vdaka
vyberu vhodného testu, vhodnych podmienok a analyzy vysledkov. Pomocou senzorickej
analyzy sa skuma nielen chut’ alebo odpor, ale taktieZ vnimanie produktu spotrebitel'om,
emoc¢nd odpoved’, vplyv skladovania, ndhrada surovin, sposob balenia, taktiez moézu byt
urené vztahy medzi inStrumentalnymi testami a senzorickym vnimanim. U senzorickej
analyzy rozliSujeme 3 zakladné skupiny testov [63]:

e Rozlisovacie — stanovenie rozdielu medzi vzorkami

e Deskriptivne — identifikacia a kvantifikdcia senzorickych vlastnosti

e Hedonické — hodnotenie prijemnosti, hodnotitel’ = spotrebitel’

2.6.1 Senzorické vlastnosti Cerstvych syrov
Senzoricka kvalita syrov, vzhladom k velkému poctu réznych druhov, je velmi
roznorodd. Kazdy typ syra ma svoje unikatne senzorické vlastnosti, ktoré¢ su dosledkom
vlastnosti mlieka a jednotlivych krokov vyroby. Senzorické vlastnosti zakladnych druhov
Cerstvych syrov st popisané v kapitole 2.1.3.

2.6.2 Senzorické hodnotenie erstvych syrov

Olmedo akol. [64] vo svojej praci popisuju zachovanie senzorickych a chemickych
vlastnosti ochutenych syrov, pripravenych na zdklade smotanového syra, za pouzitia
esencidlnych olejov oregana arozmarinu. Senzorické vlastnosti boli analyzované
deskriptivnou analyzou. Dvanast’ Skolenych hodnotitelov sa podielalo na deskriptivnej
analyze smotanového syra a ochutenych vzoriek. Hodnotitelia pracovali 11 rokov v odvetvi
senzorickej analyzy potravinarskych produktov, ale nikdy nevyhodnocovali vzorky syra.
Hodnotitelia boli trénovani v 8 stretnutiach, ktoré trvali 2 hodiny. Vyuzita bola hybridna
deskriptivna analytickd metoda, pozostavajuca =z kvantitativnej deskriptivnej analyzy
a spektralnej deskriptivnej analyzy (senzorické spektrum). NeStruktirovana stupnica
(150 mm) bola vyuzita na ur€enie intenzity.

Qureshi a kol. [62] vyuzili na hodnotenie farby, chute, textiry a celkovej prijatelnosti
syra typu paneer s extraktom s datli 9 stupiiova stupnicu prijemnosti (hedonicky test). Panel
hodnotitel'ov pozostaval z 20 hodnotitel'ov, medzi ktorych patrili ¢lenovia a Studenti fakulty
(Institute of Food Science and Nutrition, Univerzita Sargodha).

Senzoricku charakteristiku syra typu ricotta sledovali Seguel a kol. [17]. Bola prevedena
deskriptivna senzoricka analyza. Senzoricky panel pozostaval z 14 trénovanych hodnotitelov,
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ktori neboli vopred obozndmeny so Zziadnymi informaciami ohl'adom vzoriek syra (1 cm?, cca
10 g). Hodnotitelia dostali vzorku syra vo forme 10g platku a boli vyhodnocované nasledovné
vlastnosti: vSeobecny pach, mlie¢na vona, vSeobecnd chut, homogenita, tvrdost’, zrnitost,
horkost’, kyslost’, slanost’, dierovanie, pril'navost’, vlhkost. Hodnotitelia vyhodnocovali syr
postupne hodnotenim vlastnosti na spojitej stupnice intenzity od 0 — 9, kde O predstavuje
najnizsiu intenzitu a 9 najvyssiu intenzitu.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

Experimentdlna Cast' sa zaoberd vyrobou cerstvych syrov (optimalizicia vyroby),

upravou a aplikaciou rastlinného extraktu z rymovnika a echinacey do vyrobenych syrov,
senzorickou analyzou vyrobenych vzoriek a charakteristikou vyrobenych vzoriek z hl'adiska

obsahu prchavych (aromatickych) latok, celkovych fenolickych latok, antioxida¢nej aktivity,
obsahu MK a VMK, stanovenia susiny a tuku v susine (TVS).

3.1 Laboratorne vybavenie a chemikalie

3.1.1 Pristroje

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

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

Plynovy chromatograf Trace GC (ThermoQuest S.p.A., Taliansko) s plamenovo
ionizacnym detektorom, split/splitless injektorom a kapildrnou kolénou DB-WAX
(30 m x 0,32 mm x 0,5 um)

Kniznica spektier NIST/EPA/NIH, verzia 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)
Spektrofotometer (Helios Gamma & Delta Spectronic Unicam, USA)

Analytické digitalne vahy (HELAGO, GR-202-EC, Taliansko)

Pocitac¢ PC, Intel Pentium Procesor

Chladnicka

Vakuova rota¢na odparka (KIKA WERKE, Nemecko)

Vodny kuapel’ Julabo TW 2. (Nemecko)

Exsikator

Susiarenn Memmert ULM 400

Centrifaga Hettich EBA 21 (Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Nemecko)

3.1.2 Plyny

Hélium 4.8, v tlakovej flasi s redukénym ventilom (SIAD, CR)

Dusik 5.0, v tlakovej fl'asi s redukénym ventilom a kovovou membranou (SIAD, CR)
Vodik 5.5, v tlakovej fTasi s redukénym ventilom (SIAD, CR)

Vzduch 5.0, fTasi s redukénym ventilom pre kyslik (SIAD, CR)

3.1.3 Laboratorne vybavenie

SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA
Vialky s objemom 10 ml so skrutkovacim magnetickym uzaverom

BezZné laboratorne sklo a pomocky

Riad a pomocky pre vyrobu vzoriek a senzoricku analyzu

Strahadlo

Mikropipety Discovery 10 — 100 um
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3.1.4 Chemikalie

e Etanol 96 %, PENTA, CR

e Metanol 99,5 %, Lach-Ner, CR

e Dietyléter p.a., Lach-Ner, CR

e Petroléter p.a., Lach-Ner, CR

e Hexan p.a., Lach-Ner, CR

e Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner, CR

e Izooktan p.a., Lach-Ner, CR

e Kiyselina chlorovodikova p.a., PENTA, CR

e BF3 (14% roztok metanolu), p.a., Sigma-Aldrich, Nemecko

e Zmesovy Standard metylesterov MK (C14-C24), Restek, PA, USA
e Metylbutyrat, metylkapronat, metylkaprylat, metylkaprinat, metyllaurat, Merck, CR
e Peroxodisiran draselny, Lach-Ner, CR

e Siran sodny bezvody p.a., Lach-Ner, CR

e Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, CR

3.1.5 Standardné chemikalie

e Trolox 97%, ((£)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina),
C14H1804, Sigma-Aldrich, RUS

e ABTS 98%, (2,2 -azinobis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonova kyselina)), C1sH18N4OgS4,
Sigma-Aldrich, CAN

3.1.6 Suroviny pre vyrobu Cerstvych syrov
e Pasterizované mlieko plnotucné, 3,5 %
e Ocot dostupny v beznej obchodne;j sieti
e Kuchynska sol’
e Cerstvé listy rymovnika — extrakt [65]
e Susené listy echinacey (Echinacea purpurea) — extrakt [66]

3.2 Analyzované vzorky

V experimentéalnej Casti prace boli analyzované modelové vzorky cerstvych syrov,
vyrobené v laboratérnych podmienkach na FCH VUT v Brne. Vyroba vychadzala zo
Standardného technologického postupu (presny postup vid’ kap. 3.2.1), priCom na zrazenie
kazeinov bola vyuzitda kombinacia aplikacie zvySenej teploty a okyslenia kyselinou. Pre
vyrobu boli ako suroviny pouzité: pasterizované mlieko plnotuéné (3,5 %), ocot a kuchynska
sol’.

Tato diplomova praca bezprostredne nadvézuje na diplomové prace, ktoré sa zaoberaju
optimalizaciou vyroby extraktov z rymovnika a echinacey. Pre vyrobu &erstvych syrov boli
vybrané extrakty, ktoré boli vyhodnotené ako najlepsie z hl'adiska obsahu prchavych latok,
obsahu celkovych fenolickych latok a antioxidacnej aktivity. Optimalne podmienky extrakcie
rymovnika boli — 1:5 navaZka rastliny:objem rozpustadla, 40% etanol, 40 minut, 40 °C.
Optimalne podmienky extrakcie echinacey — 1:5 navaZka rastliny:objem rozpustadla, 40%
etanol, 60 minut, 60 °C [65].
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Spolu boli vyrobené 3 typy vzoriek. Prva séria vzoriek bola Standardny Cerstvy syr bez
pridavku rastlinnych extraktov (ST). Druhy typ vzoriek bol Cerstvy syr s pridavkom extraktu
z rymovnika (R), treti typ vzoriek bol s pridavkom extraktu z echinacey (E). Z kazdého typu
boli vyrobené 2 syry.

Vyrobené vzorky boli uchovdvané v chladnicke a mrazni¢ke, dokladne zabalené
v alobale a potravinarskej folii, aby nedoslo ku zmene chemickych a fyzikalnych vlastnosti a
znizeniu senzorickej kvality, najma k oxidécii tukov a znizeniu celkovej vlhkosti vzoriek.

Pri senzorickej analyze boli vzorky boli hodnotené bez akejkol'vek upravy (porcia =
40 g), pre vsetky chemické analyzy bolo pred samotnym meranim nastrahané potrebné
mnozstvo vzorky na struhadle a d’alej spracovavané podl'a danej metddy.

3.2.1 Postup vyroby ¢erstvych syrov s pridavkom rastlinnych extraktov

Mlieko bolo zahriaté v hrnci na teplotu 92 °C, bolo pridanych 50 ml octu, zmes bola
zl'ahka premieSana a nechala sa 30 minut zrazat'. Potom bol obsah hrnca scedeny cez jemné
sitko. Zrazenina sa nechala odkvapkat’ a syrovina bola ochutend 7,5 g soli. Syrovina bola
zvazena ado takejto zrazeniny bol pridany rastlinny extrakt podla druhu (optimélne
podmienky opisané v kapitole 3.2). Pridavok extraktu echinacey ¢inil 2 % hmotnosti syroviny
a extrakt rymovnika ¢inil 1,5 % hmotnosti syroviny. Forma na syr vylozena platnom bola
vloZzena do pracovnej dozy, syrovina s extraktom bola premiestend na platno a lisovacim
kotaCom zarovnand. Na stred lisovacieho kotica bola poloZzena pruzina a nadoba bola
zatvorend. Syr bol lisovany 1 hodinu pri laboratornej teplote a nasledne vychladeny
v chladnicke. Hotovy syr bol vybraty zformy (Obrazok 3) a skladovany v chladnicke
a mraznicke.

Obrazok 3 Cerstvy syr s pridavkom extraktu echinacey
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3.2.2 Priprava vodnych extraktov ¢erstvych syrov

Syrové extrakty boli pouzité pri stanoveni celkového obsahu celkovych fenolov
a antioxidacnej aktivity. Na pripravu extraktov bol pouzity upraveny postup, ktori pouzili
Quereshi a kol. [62], pri priprave extraktov syrov panecer s datl’ovym extraktom. Navazenych
bolo 3 g cCerstvého syra, pricom bol tento syr nasledne rozdrveny pomocou trecej misky
s ticikom s 6 ml destilovanej vody a 300 ul H2SO: (¢ = 1 mol-I™) na upravu pH 4,5. Po tomto
kroku bola vzorka centrifugovand 15 mintt, 5000 ot.-min?. Odstredeny supernatant bol
nasledne prefiltrovany cez filtratny papier KAl (PAPIRNA Peritejn s.r.o., @110
mm).Vzorky vodnych extraktov boli skladované v mrazni¢ke, pred analyzami boli
rozmrazeng.

3.3 Pouzité metody a experimentalne postupy

3.3.1 Stanovenie prchavych latok
Pre identifikdciu a semikvantifikdciu prchavych latok vo vzorkach bola vyuzitd metdda
HS-SPME-GC-MS. Cast’ pripravené¢ho Gerstvého syra bola nastrihana na strihadle a do
vialky boli navazené 2 gramy vzorky. Vialka bola uzavretd magnetickym uzaverom
a umiestena do autosampléra plynového chromatografu.

3.3.1.1 Podmienky HS-SPME-GC-MS analyzy
Podmienky SPME extrakcie:
e Doba inkubacie (temperovanie): 10 mintt
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

Podmienky GC-MS analyzy:

e Kapilarna koléna 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 vlakna 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 vydrZzou 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 ibnového zdroja: 200 °C

o Skenovaci rozsah m/z: 30 — 370 amu
o Rychlost’ skenovania: 0,2 s
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3.3.2 Stanovenie obsahu vody a suSiny

Pristroje a pomocky:

Analytické vahy, exsikator, suSiareni nastavena na teplotu 102 + 2 °C, hlinikové misky so
sklenenymi ty¢inkami, klieste, morsky piesok preplachnuty a vyzihany.

Postup:

Miska s 15 — 30 g piesku a sklenenou ty¢inkou boli vysuSené v susiarni po dobu 1 h. Po
vychladnuti bola miska s pieskom zvazena s presnostou na 0,0001 g. Do misiek bolo
navazenych 3 — 5 g syra s presnost'ou na 0,0001 g a obsah bol premiesany ty¢inkou. Miska sa
susila 3 hodiny, pocas tohto bol obsah misky premiesavany v ¢asovych intervaloch. Nasledne
bola miska ochladend v exsikdtore azvazend. V suSeni avazeni sa pokraCovalo v '
hodinovych intervaloch do dosiahnutia konsStantnej hmotnosti.

Spracovanie vysledkov:

_ (ml—mz)-IOO

Wy = —m1—m0 (31)
Wy obsah vody [%]
Mo hmotnost’ misky s pieskom a ty¢inkou [g]
my hmotnost’ misky s pieskom, ty¢inkou a navazkou (pred susenim) [g]
mo hmotnost misky s pieskom, tyCinkou a navazkou (po suseni) [g]

Weuz = 100 — wy (3.2
Wiz obsah susiny [%]

3.3.3 Stanovenie voI’nych a viazanych mastnych Kyselin
Pre identifikaciu a kvantifikaciu mastnych kyselin vo vzorkach bola vyuzita metéda GC-
FID po ich prevedeni na metylestery.

3.3.3.1 Extrakcia lipidov zo vzorky syra

Extrakcia lipidov zo vzorky syra bola uskutoénena podla normy CSN EN ISO
1735:2005.

Princip:

Po rozpusteni netukovych latok vyrobku sa uvolneny tuk vytrepe kvantitativne zmesou
dietyléteru a petroléteru a po ich odpareni sa zvazi.

Pristroje a pomocky:

Strahadlo, ndz, skimavka, deliaci lievik, odmerny valec 10 ml, destilacnd banka
S gulatym dnom 100 ml, vodny kupel, pipeta 5 ml, analytické vahy, vakuova odparka.

Chemikalie:
Kyselina chlorovodikova 35 % p.a., etanol 96 % obj. p.a., dietyléter p.a., petroléter p.a.

Postup:

Syr bol nastrthany na jemnom strihadle, do skimavky bol navazeny 1 g vzorky
S presnostou na 4 desatinné ¢isla. Nasledne bolo pridanych 5 ml kyseliny chlorovodikovej
a zmes sa nechala zahrievat’ vo vodnom kupeli pri 80 °C az do uplného rozpustenia syra.
Zmes bola nésledné ochladend pod tecucou vodou.

Pomocou 5 ml etanolu bola zmes prevedena kvantitativne do deliaceho lievika. Nasledne
bolo ku zmesi pridanych 9 ml dietyléteru a 9 ml petroléteru, pri€om po kazdom pridavku bola
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zmes premies$and a potrepand po dobu 1 min. Potom sa nechala zmes odstat’ po dobu 30 min.
Horna faza bola odobrata pipetou (prva extrakcia) do vysusenej a vopred zvazenej destilacne;j
banky s gulatym dnom (50 ml). Nasledne bola uskuto¢nena druha a tretia extrakcia podobne,
ale s polovi¢nym mnozstvom rozpustadiel. Vsetky 3 extrakty boli spojené a rozpustadlo bolo
odparené na vakuovej rotacnej odparke pri teplote 40 °C.

Mnozstvo tuku bolo zistené gravimetricky — zvazenim vyextrahované¢ho tuku na
analytickych vahach s presnostou na 0,0001 g a od¢itanim Cistej destilacnej banky. Ked'ze
bolo uskuto¢nené stanovenie celkového obsahu tuku vo vzorke syra, zhromazdeny tuk
Vv destilacnej banke sa este susil 1 hodinu v sus$iarni pri teplote 102 °C a potom bol zvazeny.

Percentualny obsah tuku (Wwk) bol vypocitany pomocou vzorca:
Meyuk-100 %

Wek = = —— (3.3)

Msyr

Miuk hmotnost’ vyextrahoveného tuku [g]
Msyr navazka vzorky syra [g]

Percentualny obsah tuhu v suSine (Wis) bol vypocitany pomocou vzorca:
Wiak:100 %

Wiys = — ——— (34)

Wsus

Wiuk obsah tuku [%]
Wsus obsah susiny [%]

3.3.3.2 Priprava metylesterov mastnych kyselin

Na pripravu metylesterov MK bola pouzita kysla esterifikacia s bortrifluoridom (BF3)
ako katalyzatorom, tato metdda bola vyuzita ako pre stanovenie vSetkych (TAG) tak aj
vol'nych mastnych kyselin (VMK). Vzhl'adom k toxicite BFs bol cely proces uskuto¢neny
v digestore.

3.3.3.3 Kysla esterifikdacia s BFs ako katalyzdtorom (TAG)

Princip:

V prvom kroku su gylceroly transmetylované pomocou metanolického roztoku NaOH na
metylestery, pritomné VMK st tymto krokom prevedené na soli. Principom druhého kroku
kyslej katalyzy je prevedenie MK na metylestery (MeMK) reakciou s komplexom BFs-
metanol.

Pristroje a pomocky:

Destilacna banka s gulatym dnom, spétny chladi¢, vykurovacie hniezdo, pipeta 5 ml,
odmerny valec 50 ml, vialka (2 a 4 ml).

Chemikalie:

Metanolicky roztok hydroxidu sodného (¢ = 0,5 mol-l 1), BFs metanolicky roztok 10%,
izooktan p.a., chlorid sodny p.a. (nasyteny vodny roztok), siran sodny bezvody p.a.

Postup:

Do destila¢nej banky s gulatym dnom (50 ml) bol kvantitativne prevedeny vSetok
vyextrahovany tuk.
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Nésledne bolo pridanych 4 ml metanolického roztoku hydroxidu sodného a varny
kamienok. Ku banke bol pripojeny spétny chladi¢, banka bola vlozena do vykurovacieho
hniezda a obsah banky sa varil, pokym nevymizli kvapky tuku. Kazdych 30 s bola banka
premiesavana krazivymi pohybmi. Tento krok trval medzi 5— 10 minut.

Nasledne bolo do vricej zmesi cez spitny chladi¢ pridanych 5 ml metanolického roztoku
BF3 a a pokracovalo sa vo vare (celkova doba varu 30 minut). Potom sa do vrucej zmesi cez
hornt Cast’ hladi¢a pridalo 3 ml izooktanu, destilaéna banka bola vybrana z vykurovacieho
hniezda a var bol zastaveny.

Bez akéhokol'vek chladenia sa pridalo do zmesi 20 ml nasyteného vodného roztoku
NaCl, banka bola uzavreta a obsah bol pretrepany po dobu 15 s. Potom bolo pridané vacsie
mnozstvo nasyteného vodného roztoku NaCl tak, aby hladina dosiahla hrdlo banky, aby islo
rozoznat’ rozhranie dvoch faz. Po tomto kroku sa nechala banka eSte 5 minut odstat’.

Z hornej izooktanovej vrstvy boli odobrané 2 ml do 4 ml vialky, bolo pridané malé
mnozstvo bezvodého Na>SQOgs, pre odstranenie stop vlhkosti. S takto pripraveného roztoku bol
odobrany 1 ml do vialky k analyze na plynovom chromatografe.

Priprava metanolického roztoku NaOH (C = 0,5 mol-1):

Navazka 2 g NaOH bola za mierneho ohrevu vo vodnom kipeli rozpustena v 100 ml
metanolu. Pripraveny roztok bol uchovéavany v chladnicke.

3.3.3.4 Kysla esterifikdacia s BF3 ako katalyzdtorom (VMK)

Princip:

Volné MK su esterifikované zahrievanim v prebytku bezvodého metanolu Vv pritomnosti
BF3 ako katalyzatoru.

Pomaocky a pristroje:

Destila¢na banka s gulatym dnom, spitny chladi¢, vykurovacie hniezdo, pipeta 5 ml,
odmerny valec 50 ml, vialka (2 a 4 ml).

Chemikalie:

BF3z metanolicky roztok 10%, izooktdn p.a., chlorid sorny p.a. (nasyteny vodny roztok),
siran sodny bezvody p.a.

Postup:

Do destilacnej banky s gulatym dnom (50 ml) bol kvantitativne prevedeny vSetok
vyextrahovany tuk.

K banke bol pripojeny spitny chladi¢, pridal sa varny kamienok, 5 ml metanolického
roztoku BFz a zmes sa priviedla k varu. Po presne 3 minttach sa do vricej zmesi pridalo cez
horny koniec chladi¢a 3 ml izooktanu, destila¢na banka bola vybrata z vykurovacieho hniezda
a zastavil sa var.

Bez akéhokol'vek chladenia sa pridalo do zmesi 20 ml nasytené¢ho vodného roztoku
NaCl, banka bola uzavretd a obsah bol pretrepany po dobu 15 s. Potom bolo pridané vicsie
mnozstvo nasyteného vodného roztoku NaCl tak, aby hladina dosiahla hrdlo banky, aby iSlo
rozoznat’ rozhranie dvoch faz. Po tomto kroku sa nechala banka eSte 5 minut odstat’.

Z hornej izooktanovej vrstvy boli odobrané 2 ml do 4 ml vialky, bolo pridané malé
mnozstvo bezvodého Na2SOa, pre odstranenie stop vlhkosti. S takto pripraveného roztoku bol
odobrany 1 ml do vialky k analyze na plynovom chromatografe.
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Koncentracia metylesteru MK (Cwmemk) V extrakte (vo vialke) sa vypocita podla vzorca:

CMeMK = —CS.PIT:MK
CMeMK koncentracia MeMK v extrakte [mg-ml™]
Pmemk plocha piku MeMK v extrakte [mVs]
Cs koncentracia $tandardu [mg-ml?]
Ps plocha piku standardu [mV-s]

Vypocet koncentracie MK prepoctom z koncentracie metylesteru MK:

cMeMK'MTMK

MK = MrMemk
CMK koncentracia MK v extrakte [mg-ml]
CMeMK koncentracia MeMK v extrakte [mg-ml]
Mrwk molarna hmotnost MK [g-mol™]
Mrmemk molarna hmotnost MeMK [g-mol™]

Potrebné koncentracie, plochy pikov a Mr Standardov st uvedené v Tabulke 8.

Vypocet mnozstva v pdvodnom objeme v banke:

myk = Cvk "V

MmK celkova hmotnost MK v banke [mg]
CMK koncentracia MK v extrakte [mg-ml?]
Vv objem izooktanu (3 ml)

Vypocet koncentracie MK v syre:

_ MMK
Csyr = Myr
Coyr [mg-g]
Msyr navazka vzorky syra [g]
Vypocet koncentracie MK v tuku:
m
Ctuk = m:ﬁi
Ctuk [mg-g7]
Miuk hmotnost’ vyextrahovaného tuku zo vzorky [g]
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Tabul’ka 8 Standardy MeMK pouzité pre identifikaciu a kvantifikaciu

MeMK Tr(min) c(mgml?) A mMVs)  Mruemx Mrmk

C4.0 maslova 4,37 0,1 3073915 102,133 88,106
C6:0 kapronova 5,67 0,1 3472798 130,187 116,16
C8:.0 kaprylova 6,85 0,1 3196676 158,241 144,214
C10:0 kaprinova 8,00 0,1 3395017 186,295 172,268
C12:0 laurova 9,35 0,1 2873110 214,349 200,322
C14:.0 myristova 11,12 0,1 1225992 242,403 228,376
C16:0 palmitova 13,57 0,4 3730560 270,457 256,43
C18:0 stearova 16,83 0,3 2179371 298,511 284,484
C18:1 olejova 17,30 4,5 33592447 296,495 282,468
C18:2 linolova 18,20 15 11131918 294,479 280,452
C18:3n3 linolénova 19,74 0,3 2163208 292,463 278,436
C20:0 arachidova 21,31 0,3 1923943 326,565 312,538
C22:0 behenova 28,76 0,3 1722493 354,619 340,592
C22:1 erukova 29,83 2 12034470 352,603 338,576
C24:0 lignocerova 41,26 0,3 806041 382,673 368,646

MeMK, MK — vid’ zoznam pouZitych skratiek, Tr — retencny cas, ¢ — koncentracia, A — plocha
piku; Mr — moldrna hmotnost(g-mol™?)

3.3.3.5 Podmienky stanovenia MeMK

e Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S.p.A., Taliansko)

e Autosamplér AI/AS 3000

e Kapilarna koléna DB-WAX (30 m x 0,32 mm % 0,5 pm)

e Termostat — teplotny program
o 50°C, 1 minata
o Vzostupny gradient 25 °C-min’t do 200 °C so zdrzanim 0 mintt
o Vzostupny gradient 3 °C-min do 230 °C so zdrzanim 30 minut
o Celkova doba analyzy: 47 mintt

o Teplota injektora: 250 °C
o Splitless: 1 minuta
o Davkovanie: autosamplér bez delic¢a toku (1 pl)
e Nosny plyn
o Prietok dusika: 1 ml-min’*
e FID detektor
Teplota detektoru: 250 °C
Prietok vzduchu: 360 ml-min
Prietok vodika: 35 ml-min!
Make-up dusika: 30 ml-min

o O O O
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3.3.4 Spektrofotometrické stanovenie celkového obsahu fenolickych latok

Celkovy obsah fenolickych latok bol stanoveny spektrofotometricky Folin-Ciocalteaovou
(F-C) metodou. Najskor bol pripraveny pracovny roztok F-C ¢inidla zriedenim vodou
v pomere 1:9 a nasyteny roztok NaCOs zmieSanim zhruba 7,5 g v 95 ml destilovanej vody.

Do skumaviek bolo pridanych 100 pl vodného extraktu, 1 ml destilovanej vody a 1 ml
zriedené¢ho F-C ¢inidla. Po premiesani sa nechali vzorky 5 minut stat. Nasledne bol pridany
1 ml roztoku Na>COs a po premiesani boli vzorky umiestnené na tmavé miesto po dobu 30
minut. Paralelne bol namieSana aj slepa vzorka, pricom namiesto extraktu bola napipetovana
destilovana voda. Po tejto dobe bola zmerana absorbancia pri vinovej dizke A = 750 nm proti
slepej vzorke.

3.3.4.1 Priprava kalibracnej krivky

Pre zostrojenie kalibratnej krivky kyseliny gallovej boli pripravené roztoky
0 koncentracii 0,01 — 0,25 mg-ml™. Vysledky boli vyjadrené ako ekvivalent GAE (Gallic
Acid Equivalent), tj. mg kyseliny gallovej na 1 g vzorky.
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3.3.5 Spektrofotometrické stanovenie antioxidac¢nej aktivity

Antioxidac¢na aktivita bola stanovena metddou TEAC. Najskor bol pripraveny roztok
ABTS™* o koncentracii 7 mol-1! rozpustenim ABTS vo vode a nasledne bolo pridanych
2,45 ml mmol-I? K;S,04. Takto pripraveny roztok bol ponechany aspoii 12 hodin v tme
a d’alej bol uchovany v chladnicke.

Pred meranim bol roztok ABTS™ nariedeny 60% etanolom na absorbanciu A = 0,7 +
0,02. Meranie prebiehalo pri vinovej dizke A = 734 nm proti etanolu. Do ziZenej kyvety bol
napipetovany 1 ml nariedeného roztoku ABTS a 10 ul destilovanej vody abola zmerana
absorbancie (Ao). Do dalej kyvety bolo pridanych k upravenému roztoku ABTS™ 10 pl
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vzorky abol sledovany pokles absorbancie v danom ¢asovom intervale (A1 = 10 min).
Vzorky boli po€as merania vzdy uchovéavanie v temne.
Vysledna absorbancia bola vypocitand pomocou vzorca:

Vypocet percenta zhasania radikalu:

zh&Sanie radikalu (%) = 100 - 24

Ao

(3.11)

3.3.5.1 Priprava kalibracnej krivky

Pouzitd bola kalibra¢na krivka Troloxu v rozmedzi koncentracii 50 — 400 pg-ml™,
Standard Troloxu bol rozpusteny v 60 % etanole abola namerana kalibraéna zavislost
absorbancie na koncentracii. Vysledky boli vyjadrené ako ekvivalentné mnozstvo Troloxu,
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) vztiahnutého na hmotnost’ syra. (ugreac-g*

syra).
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3.3.6 Senzoricka analyza
Senzoricka analyza prebehla jednorazovo so vsetkymi pripravenymi typmi cerstvych
syrov. Pouzité boli rovnaké vzorky ako pre analytické stanovenie, tak aj pre senzoricku
analyzu. Panel hodnotitelov sa skladal zo skusenych Studentov doktorského S$tudia
a Studentov 5. roc¢nika Fakulty chemickej VUT. Pocet hodnotitelov ¢inil 10 osob.
K hodnoteniu bola pouzita kategorova stupnica (9 stupniova, 1 najniz§i stupen, 9 najvyssi
stupen) a poradovy test.
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Senzorickd analyza sa skladala zhodnotenia pomocou stupnic, profilového testu
a poradovej skusky. Prijemnost’ farby, vone a chute (flavouru) bola hodnotend podla 9
stupnovej grafickej kategorovej stupnice (neprijatelny =» vynikajuici).

V profilovom teste bola hodnotend intenzita vybranych deskriptorov chute: bylinkova
aprip. ina, ktora mala byt popisand; pouzitd stupnica obdobnd, graficka kategorova
(nepoznatel'na =» vel'mi silna).

V poradovom teste mali hodnotitelia zoradit’ vzorky podl'a celkovej prijatel'nosti.

Senzoricky dotaznik je uvedeny v Prilohe 1.

3.3.7 Statistické vyhodnotenie vysledkov

Namerané data boli spracované a vyhodnotené pomocou programu Excel (Microsoft 365)
a softwaru Statistica 13.3. Vsetky analyzy boli uskuto¢nené na hladine vyznamnosti o = 0,05.

Vysledky senzorickej analyzy boli vyjadrené ako median déatového setu vsetkych
hodnotitelov (n = 10) a interkvartilovy rozsah (IQR = Q3 - Q1) V tvare median(IQR). Pre
Statistické hodnotenie bola pouZitd neparametricka Statistika (vietky datové sety nespinali
kritérium normalne rozlozenych dat) — Kruskal-Wallisov test. Pomocou Grubbsovho testu
boli najdené odl'ahlé hodnoty a tieto boli z datového setu vylucené.

Prchavé latky boli identifikované pomocou programu Xcalibur 2.2 (Thermo Fisher
Scientific Inc. Waltham, MA, USA) porovnanim hmotnostnych spektier s kniZznicou spektier.
Obsah identifikovanych zlucenin bol vyjadreny semikvantitativne pouZitim ploch prisluSnych
pikov v chromatograme. Vysledky st prezentované formou tabulky a stipcovych grafov.
Vzorka bola vzdy analyzovana dvakrat (n = 2; z kazdého typu Cerstvého syra boli pripravené
dva kusy, z ktorych bola pripravena jedna vzorka). Priemerny retenény ¢as u vzoriek bol
vypocitany ako aritmeticky priemer retenéného Casu zltéeniny v jednotlivych analyzach (Tr).
Obsah jednotlivych druhov zloziek bol porovnany pomocou testu ANOVA (analyza
rozptylu), jednotlivé rozdiely boli zistené pomocou Tukey HSD testu, vyhotoveny bol
stromovy diagram (klastrova analyza) za pouzitia Wardovej metédy a Euklidovskych
vzdialenosti. Taktiez bola uskuto¢nena analyza PCA (analyza hlavnych komponent).

U stanoveni mastnych kyselin boli vysledky vyjadrené v tvare mg-g* syra + smerodajna
odchylka. Kazdd vzorka bola analyzovana zvlast pre stanovenie vSetkych a volnych MK.
Meranie bolo uskuto¢nené vzdy dvakrat (n = 2; z kazdého typu Cerstvého syra boli pripravené
dva kusy, z ktorych bola pripravena jedna vzorka). Obsah vybranych MK bol vyjadreny aj
graficky v tvare stipcového grafu. Tuk v susine bol vyjadreny v tvare % TVS = smerodajna
odchylka. Obsah jednotlivych druhov zloZiek bol porovnany pomocou testu ANOVA
(analyza rozptylu), jednotlivé rozdiely medzi vzorkami boli zistené pomocou Tukey HSD
testu. Pre graficki ndzornost’ bol zhotoveny stipcovy graf.

Celkovy obsah fenolickych latok a antioxidac¢na aktivita boli vyjadrené ako aritmeticky
priemer merani (n = 6; z kazdého typu Cerstvého syra boli pripravené dva kusy, z ktorych boli
pripravené extrakty, ktoré boli merané trikrat) + smerodajna odchylka. Data boli $tatisticky
porovnané pomocou testu ANOVA, jednotlivé rozdiely boli zistené pomocou Tukey HSD
testu. Ci celkovy obsah fenolickych latok a antioxida¢na aktivita spolu stivisia bolo zistené
pomocou korelacnej analyzy podl'a Pearsona.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato praca je pilotnd cCast' rozsiahlej Studie, ktora sa bude zaoberat vyrobou
a charakterizaciou modelovych vzoriek Cerstvych syrov (vyrobny proces popisany v kapitole
3.2.1) s pridavkom extraktov bylin a pripadne inych prirodnych materialov s cielom ziskat’
senzoricky atraktivny produkt so s zvySenou nutriénou hodnotou.

Cielom tejto prace bolo overit postup vyroby kyslo zrdazaného cerstvého syra
Vv laboratérnych podmienkach; do vyrobenych syrov bol aplikovany, z pévodne planovanych,
extrakt rymovnika a echinacey. Pomocou vybranych metdd, overenych a optimalizovanych na
analyzu cerstvych syrov, bol posudeny antioxida¢ny potencial, profil prchavych Iatok,
mastnych kyselin, a celkovd senzorickd kvalita vyrobenych vzoriek (pouzité metddy su
popisané v kapitole 3.3). Hlavnym zamerom bolo zistit, ¢i pridavok extraktov bude mat
vplyv na uvedené parametre.

4.1 Prchavé (aromatické) latky vo vzorkach Cerstvych syrov

V nasledujtcich statiach bude popisana identifikdcia latok a porovnanie jednotlivych
vzoriek s pridavkom rastlinnych extraktov.

4.1.1 Identifikované prchavé (aromatické) latky vo vzorkach

Spolu vo vsetkych vzorkach bolo identifikovanych 59 prchavych zlucenin vyznacujucich
sa Specifickou aromou. Vzhladom k miernym odchylkam v retenénych Casoch (Tr) latok
v roznych vzorkach bol vyslednym Tr priemer zo vSetkych vzoriek (n = 6). Pritomnost’ a ich
obsah boli vyjadrené ako relativny obsah + smerodajna odchylka. Vsetky identifikované latky
vo vzorkach sa nachadzaju v Tabulke 9. V Tabulke 9 je taktiez k identifikovanych latkam
priradend ich Specificka aroma, ziskana z literatury.

Vsetky identifikované latky boli rozdelené do skupin ato v pocte 8 alkoholov, 7
aldehydov, 8 ketonov, 6 kyselin, 9 esterov, 1 aromaticky uhlovodik, 8 terpénovych
uhl'ovodikov, 3 terpénové alkoholy, 1 terpénovy aldehyd, 1 terpénovy keton, 1 terpénovy éter,
2 furdny, 2 laktony, 2 sirne zlaceniny.
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Tabul'ka 9 Prehlad a relativny obsah (%) prchavych latok vo vzorkéch ¢erstvych syrov

Nazov zluc¢eniny Aroma/referencia (r;]ril;]) ST (%) R (%) E (%)
izovaleraldehyd aldehydova, ovocna? 5,55 - 2,15* + 3,04 -
kamfén drevena, gafrova? 7,86 0,24*+0,34 - -
hexanal zelena®’ 865 1,53+008 085+0,16 1,34+1,10
heptan-2-6n zatuchld, sladka® 12,56 11,86+0,60 22,99+0,65 12,40 +2,60
5-metylhexan-2-6n  ovocna® 12,78 0,29* +0,41 - -
eukalyptol bylinkova, mitova? 13,30 - - 0,11* + 0,15
2-pentylfuran ovocna, zelend? 14,46 - 0,03*+0,05 0,09 + 0,05
etylhexanoat ovocna® 14,64 0,53+0,00 0,02*+0,03 0,10*+0,14
y-terpinén drevena, citrusova® 14,92 - - 0,07*+0,10
pentan-1-ol sladk4, chlebova®f 15,47 - 0,45+0,17  0,25+0,01
p-menta-1,3,8-trién  gafrova, drevena® 16,07 - - 0,03* + 0,05
p-cymén bylinkova, citrusova® 16,08 - - 0,05* + 0,08
oktan-2-6n zelena, ovocnaP 16,87 - 0,22 + 0,01 0,19 £0,04
oktanal tuénd, zelena® 17,08 1,32+0,06 0,58+0,02 0,67 +0,00
acetoin kyslé mlieko® 17,15 - 0,07* + 0,10 -
okt-3-ylacetat bylinkova, drevena® 18,99 - - 1,25+0,17
g:gnnetylhept's'en' citrusova® 19,23 0,70 0,11  0,22+0,03 0,54 + 0,49
dimetyltrisulfid vona vyzretého syra 20,93 - 0,39+0,23  0,06%+0,09
nonan-2-6n ovocna, zelena®' 21,35 324+0,03 4,00+1,19 3,72+1,24
nonanal zelend tuén4Pe 21,56 599+0,04 1,41+091 2,27 +1,68
etyloktanoat ovocna, kvetinovaP 23,21 1,05+0,02 0,23+0,13 0,31*+0,43
linalooloxid kvetinova, zelena? 23,53 - 0,16* + 0,23 -
okt-1-én-3-ol zemita, plesiova®™ 23,95 - 1,43 +0,70 -

. , b 51,11 +
kyselina octova octovo kysla 24,45 4931+025 51,70+1,82 19.01
2-etylhexan-1-ol citrusova, Cerstva? 25,63 1,75+0,04 - 0,37* + 0,52
dekanal zelendP 2595 1,02+0,09 1,11+045  1,17+0,67
kamfor gifrova®d 26,50 : 0151001  F

21,54
benzylaldehyd mandlova® 27,42 086+0,04 046+0,03 0,64+0,13
linalool kvetinova, citrusova? 28,33 - - 0,05* + 0,07
etylenglykol zeleng® 28,64 2,54+006 004*£0,05 0,06* 0,09
diacetat

Tr — retencny cas,; ST —Standard (bez pridavku); R —vzorka s pridavkom extraktu z rymovnika;
E —vzorka s pridavkom extraktu z echinacey; Aroma — ) [67], ®) [68], ©) [69], ) [70];
Referencie na c¢lanky —®) [19], ) [22], 9) [40], ™ [23], ') [271, %) [26], ¥) [39], ) [28], ™) [21], ™)

[20]; * latka bola identifikovana len v 1 vzorke
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Tabulka 9 Prehl'ad arelativny obsah (%) prchavych latok vo vzorkach cerstvych syrov

(pokracovanie)

Nazov zlu¢eniny Aroma/referencia (r:l-ll;‘l) ST (%) R (%) E (%)
oktan-1-ol voskova? 28,85 - 0,17+0,05 0,12*+0,17
bornylacetat bylinkova, gafrova? 29,80 - - 0,16* + 0,22
B-karyofylén klingekyM! 30,58 - 0,22*% + 0,32 -
metyldekanoat fermentovana® 31,06 0,44 +0,04 - 0,10* £ 0,13
undekan-2-6n ovocna, kvetinovaP 31,24 0,71+0,07 0,80+0,13 0,69 £0,24
etyldekanoat ovocnaP 34,07 043+0,04 0,10*+0,14 0,14*+0,19
kyselina maslova syrova, skazenaf 34,49 123+0,02 0,81+0,16 0,68 +0,18
o-humulén drevena® 35,65 - 0,25* + 0,35 -
(E)-B-farnesén drevena, citrusova® 36,19 - 326+323  0,19*+0,27
endo-borneol drevena, gafrova®® 38,64 - - 0,20* + 0,29
a-muurolén drevena? 39,98 0,13*+0,19 - -
d-kadinén bylinkova? 41,49 0,18*+0,26 - -
tridekan-2-6n tu¢na, mlie¢na®™ 45,02 0,14+0,19 0,20 +0,05 0,23 £ 0,06
geraniol kvetinova, sladka? 47,17 - 0,25 + 0,02 0,24 + 0,03
hyselina hexanova  ostra-kozia® 4747 545+001 2,16+0,04 2,25+0,52
benzylalkohol kvetinova, ruzova? 48,54 0,58+0,03 0,08*+0,12 0,26+0,11
dimetylsulfon pripailenaibe 49,67 0,90+0,04 0,40+0,01 0,48 +0,13
fenyletylalkohol gerstva, ruzova®’ 49,95 0,51+0,04 0,11£0,00 0,17 +0,03
-oktalakton ovocna, broskytova® 51,97 - 0,07* + 0,10 -
kyselina heptanova  syrova, kozia® 52,08 0,17*+0,24 - -
dodekan-1-ol voskova, mydlova? 52,15 - 0,35*+0,49 0,40* +0,57
undekan-1-ol voskova? 52,20 0,59+0,01 0,16*+0,23 0,10*+0,15
hexylcinnamal bylinkova, kvetinova® 54,14 - 0,14* £0,20 -
ylangenal 55,81 - 0,11 + 0,03 -
kyselina oktanova  zatuchla, tu¢nam 55,93 4,17+0,16 0,82+0,11 1,10 £0,23
kyselina nonanova  voskova, mlie¢na®’ 59,58 0,81 +0,08 - -
metyloktadekanoat  olejova, voskova? 59,90 - 0,13*+0,18 -
0-dekalakton sladka, broskyflovélbn 60,10 0,67 +0,01 0,39 +0,03 0,27 £0,04
etylhexadekanoat ovocna, melonovaP 61,75 0,64 +0,03 0,35+0,16 0,13 £ 0,06

Tr — retencny cas; ST —Standard (bez pridavku); R —vzorka s pridavkom extraktu z rymovnika;
E —vzorka s pridavkom extraktu z echinacey; Aréma — 2) [67], P) [68], ©) [69], ¢ [70];
Referencie na c¢lanky —©) [19], ) [22], 9) [40], ™ [23], ) [27], ) [26], ) [39], ) [28], ™) [21], ™)

[20]; * latka bola identifikovand len v 1 vzorke

V oboch syroch s pridavkom extraktu (R, E) bolo identifikovanych zhodne 43 prchavych
aromatickych latok, vo vzorke Standardu to bolo 33. Reprezentativne chromatogramy sa

nachadzaja v prilohe (Priloha 2 — 4).
V syroch E bolo konkrétne identifikovanych 7 alkoholov, 5 aldehydov, 6 ketonov, 4
kyseliny, 8 esterov, 1 aromaticky uhl'ovodik, 3 terpénové uhl'ovodiky, 3 terpénové alkoholy, 1

45



terpénovy keton, 1 terpénovy éter, 1 furan, 1 laktdn, 2 sirne zluceniny. Identifikované latky
ktoré sa nachadzali v tejto vzorke a nenachadzali sa vo vzorke ST boli eukalyptol, y-terpinén,
p-menta-1,3,8-trién, p-cymén, okt-3-ylacetat, kamfor, linalool, oktan-1-ol, bornylacetat, (E)-
B-farnesén, endo-borneol, geraniol, dodekan-1-ol.

Usyrov R to bolo 7 alkoholov, 9 aldehydov, 7 keténov, 4 kyseliny, 6 esterov, 3
terpénové uhlovodiky, 1 terpénovy alkohol, 1 terpénovy aldehyd, 1 terpénovy keton, 2
laktony a 2 sirne zlG¢eniny. V porovnani so syrmi ST obsahovali vzorky R navySe
izovaleraldehyd, 2-pentylfuran, pentan-1-ol, oktan-2-6n, acetoin, dimetyltrisulfid,
linalooloxid, okt-1-én-3-ol, kamfor, oktan-1-ol, B-karyofylén, a-humulén, (E)-p-farnesén,
geraniol, d-oktalakton, dodekdn-1-ol, hexylcinnamal, ylangenal, metyloktadekanoat.

V syroch bez pridavku extraktu (ST) boli identifikované 4 alkoholy, 5 aldehydov, 6
ketonov, 6 kyselin, 6 esterov, 4 terpénové uhlovodiky, 1 lakton a 1 sirna zlucenina. Grafické
znazornenie a porovnanie poctu skupin v jednotlivych vzorkach sa nachadza v Grafe 1.

Vo vsetkych druhoch syrov bol identifikovany fenyl-metoxy-oxim, ktory sa nevyznacuje
Specifickou arémou, ale patri medzi prchavé latky, pricom Dursun a kol. [71] popisujt
pritomnost’ tejto latky v UHT mlieku balenom v tetra-pakovych obaloch.

45 :
sirne zluCeniny
. 40 ® laktony
£35 m furany
é 30 L] terps?novs? éter’y
. - e
S e
£ 20 B terpénové alkoholy
g B terpénové uhlovodiky
-:% 15 ® aromatické uhl'ovodiky
3 10 m estery
= 5 kyseliny
. ketony
0 y = aldehydy
Standard Rymovnik Echinacea m alkoholy

druh syra
Graf 1 Porovnanie poctu identifikovanych latok vo vzorkach syrov

Ylangenal bol identifikovany vo vzorke syra vyrobeného s pridavkom extraktu
z rymovnika. Tejto latke nie je sice priradovand Ziadna aréma, ale je stcastou mnoho
esencialnych olejov aromatickych a medicinalnych rastlin. Prikladom su listy a kvety
Lavandula stoechas (Spanielska levandul'a) [72].

Z Grafu 1 zrejmé, Ze pocet prchavych aromatickych latok v syroch s extraktmi (R, E) je
podl'a nasho predpokladu vyssi v porovnani so Standardnym syrom. Taktiez bolo mozné
oCakavat’ vysoké zastupenie kyseliny octovej, ked’ze na zrazenie kazeinov bol vyuZity ocot.
Vo vSetkych vzorkach tvori kyselina octova najvédcSie relativne mnozstvo zo vsetkych
identifikovanych prchavych aromatickych latok (Tabul'ka 9).

TaktieZ bolo mozné predpokladat’, ze vysoky obsah latok budu tvorit’ prchavé aromatické
latky odpovedajuce mlieku alebo Cerstvému syru, pricom bol tento fakt potvrdeny na zéklade
Tabulky 9.
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Vo vzorke ST boli najviac zastupené kyselina octova (49,31 %), heptan-2-6n (11,86 %),
nonanal (5,99 %), kyselina hexanova (5,45 %), kyselina oktanova (4,17 %), nonan-2-6n (3,24
%), 2-etylhexan-1-ol (1,75 %), hexanal (1,53 %), oktanal (1,32 %) kyselina maslova
(1,23 %), ktoré su typické latky nachadzajuce sa v Cerstvych syroch [19][21]. Identifikované
boli aj terpenoidy: kamfén, a-muurolén a d-kadinén ktoré sa mozu prirodzene nachadzat
Vv ¢erstvom mlieku z krmiva dojnic [73].

Najvyssi relativny obsah z prchavych aromatickych latok vo vzorke R mali kyselina
octova (51,70 %), heptan-2-6n (22,99 %), nonan-2-6n (4,00 %), (E)-p-farnesén (3,26 %),
kyselina hexanova (2,16 %), izovaleraldehyd (2,15 %), okt-1-én-3-ol (1,43 %), dekanal (1,11
%). Medzi latky typické pre rymovnik boli okt-1-én-3-ol (1,43 %), kamfor (0,15 %), PB-
karyofylén (0,22 %), a-humulén (0,25 %) (popisané v kapitole 2.2.1.1) pri¢om ale tvorili
vel'mi nizky relativny obsah celkovych prchavych aromatickych latok. Medzi identifikované
terpenoidy ktoré nie su typické pre rymovnik patrili linalooloxid, (E)-B-farnesén, geraniol.
Nizky relativny obsah mohol byt spdsobeny viacerymi faktormi : stratou aromatickych latok
pri odparovani rozpuStadla pomocou rotacnej vakuovej odparky, stratou aromatickych latok
pri aplikovani rastlinného extraktu do eSte rozohriatej syroviny, vyteCenim extraktu spolu so
srvatkou pri stlacani syroviny vo forme a vSeobecne niz§im pridavkom extraktu rymovnika
(1,5 %).

Vzorka E obsahovala s najvyssim relativnym obsahom opat’ kyselinu octova (51,11 %),
kamfor (15,23 %), heptan-2-6n (12,40 %), nonan-2-6n (3,72 %), nonanal (2,27 %), kyselinu
hexanovu (2,25 %), hexanal (1,34 %), okt-3-ylacetat (1,25 %), kyselinu oktanova (1,10 %).
Medzi latky typické pre echinaceu patrili kamfor (15,23 %), endo-borneol (0,20 %),
bornylacetat (0,16 %) ktoré sa vSetky vyznacuji gafrovou, drevenou a bylinkovou arémou
(takouto aromou sa vyznaCuje aj identifikovany p-menta-1,3,8-trién). Medzi ostatné
terpenoidy ktoré nie su typické pre echinaceu patrili eukalyptol, y-terpinén, linalool, (E)--
farnesén, geraniol.

Zo sirnych zlicenin bol dimetyltrisulfid identifikovany v oboch druhoch syrov
s pridavkom extraktov, dimetylsulfon bol identifikovany vo vsSetkych druhoch syrov.
Pritomnost’ tychto sirnych zlucenin sa pripisuje UHT mlieku, kedy ihned’ po produkcii ma
tento typ mlieka sirova chut' aarému spdsobent vysokym zihrevom, priCcom v procese
skladovania sa obsah sirnych zla¢enin znizuje a po niekol’kych dioch sa varova chut’ a ardbma
vytracaja [74].
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Graf 2 Porovnanie relativneho obsahu identifikovanych latok vo vzorkach syrov

Z Grafu 2 je zrejmé, ze obsah identifikovanych latok v syroch s extraktmi prevysuje
obsah aromatickych latok v samotnom syre ST. Majoritné zastipenie obsahovo tvorili
kyseliny, ako uz bolo spomenuté vdaka vysokému obsahu kyseliny octovej a ketony,
predovSetkym heptan-2-6n a nondn-2-6n, o st vyznamné zlozky arémy vacSiny druhov
syrov. U syra E mali vysoké obsahové zastupenie terpénové ketony (kamfor). Percentudlne
zobrazenie obsahu jednotlivych skupin sa nachadza v Grafe 3.
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Graf 3 Percentualne porovnanie obsahu druhov identifikovanych latok v danych druhoch syra
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4.1.2 Statistické spracovanie dat pre aromatické latky
Pouzité Statistické metody st popisané v kapitole 3.3.7. Statisticky sa druhy syrov lisili
Vv obsahoch ketonov, terpénovych aldehydov a laktonov (Statisticky vyznamné rozdiely p < o).
Statistické zosumarizovanie porovnania obsahu skupin v danych druhoch syra sa
nachadza v Tabul'ke 10 a Grafoch 4 — 6.

Tabulka 10 Porovnanie skupin aromatickych latok. Hodnoty oznacené inym pismenom (a,b)
sa podl'a Tukeyho HSD testu Statisticky vyznamne liSia.

Druh syra Obsah ketonov Obsah terpénovch Obsah laktonov
aldehydov

ST (10,83a + 0,50)-10’ O0a+0 (43,26ab + 0,97)-10°

R (29,41b + 1,93)-107 (11,23b + 3,27)-10° (47,67b + 6,42)-10°

E (16,60a + 3,33)-10’ O0a+0 (25,59a + 3,48)-10°

Obsahy danych skupin su vyjadrené semikantitativne v tvare plochy pikov; znacenie vzoriek
vid kap. 3.2

plocha pikes ()

i

ST R E [0 Mean
druh zyra T Mean=53D

Graf 4 Porovnanie obsahu ketonov v jednotlivych druhoch syrov; znaéenie vzoriek vid’ kap. 3.2
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V obsahu ketonov sa Statisticky liSila od ostatnych vzoriek vzorka R, grafické porovnanie
sa nachadza v Grafe 4. Majoritnu zlozku tvoril alifaticky keton heptan-2-6n (22,99 %), ktory
je zlozkou hlavne silice Skoricovej a badyanovej [75]. Heptan-2-6n je v§eobecnou sucast'ou
syrov, ale taktiez sa moze nachadzat’ v plodoch klin¢ekov, papaje, alebo hrusky a v listoch
miéty priepornej alebo ¢aju [67].

Vzorka R sa taktiez Statisticky liSila od ostatnych vzoriek v obsahu terpénovych
aldehydov, grafické porovnanie v Grafe 5. Ylangenal ktory je radeny medzi terpénové
aldehydy je prediskutovany v predoslej kapitole (4.1.1).

V obsahu laktonov sa od seba Statisticky liSili vzorky R a E, grafické porovnanie sa
nachadza v Grafe 6. V syre R bol identifikovany nielen d-dekalakton ako u ostatnych vzoriek,
ale aj o-oktalakton. &-laktony niektorych nizSich a vyssich alifatickych hydroxykyselin
S priamym ret'azcom sa vyrazne uplatiiuji ako zlozky arémy ovocia a mlie¢nych vyrobkov. 6-
dekalakton sa vyznaCuje ardémou pripominajucu broskynu, je zloZkou arémy malin
a kokosového orechu [75]. 6-oktalakton sa vyskytuje v prirode v plodoch manga, broskyne ale
prirodzene aj v smotane [67].

4.1.2.1 Klastrova Statisticka analyza — stromovy diagram
Podmienky klastrovej analyzy sa nachadzaju v kapitole3.3.7. K porovnaniu dosSlo na
zéklade odliSnosti medzi obsahom skupin aromatickych latok v jednotlivych vzorkéch.
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Spojovacia vzdialenost

Graf 7 Stromovy diagram pre dané vzorky syrov; znacenie vzoriek vid kap. 3.2
V Grafe 7, stromovom diagrame, sa utvorilo viacero klastrov a to klaster vzoriek typu ST,

ktory ma vel'mi malu spojovaciu vzdialenost’, ¢o vypoveda o celkovo malom rozdiele medzi
dvoma vzorkami syrov bez pridavkov rastlinnych extraktov (2 syry rovnakého druhu). Tento
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fakt moze byt sposobeny tym, ze v procese vyroby nemusela byt syrovina premieSavana
kvoli aplikacii extraktu a bola v celom objeme homogénna. Ked'Ze v procese vyroby mohlo
dojst’ k nedokonalej homogenizacii extraktu pri aplikacii do syroviny, tento fakt mohol
sposobit’ vicsie rozdiely medzi vzorkami.

Druhy viditeIny klaster sa utvoril u vzoriek 2 syrov druhu R, ktory potom prechadza do
klastru s jednym zo vzoriek syra s extraktom zechinacey (E1l). Vzorky E sa do klastra
nezlucujt, ¢o je pravdepodobne zapricinené horSou homogenitou oboch vzoriek, ked’ze sa
bralo do uvahy, aby nedoslo k rozbitiu syroviny pred vloZzenim do formy, kde bola syrovina
stlacena.

V Grafe 7 je pozorovany d’alsi Klaster a to oboch vzoriek druhu ST s jednym zo vzoriek
syra s druhu E (E2), u ktorych je ale sledovana vel’ka spojovacia vzdialenost'.

Klastrova analyza ukazala, Ze sa zhluky tvoria, ¢i uz u syra typu ST, alebo s pridavkom

extraktu rymovnika. Vzorky typu E sice zhluk netvoria, ale viditel'ne sa lisia od §tandardnych
vzoriek.

4.1.2.2 Analyza hlavnych komponentov — PCA

V ramci Statistického spracovania bola uskuto€nend aj PCA analyza. Vstupnymi
premennymi boli obsahy skupin aromatickych latok vsSetkych analyzovanych vzoriek.
Vystupom PCA je projekcia premennych (alkoholy, aldehydy, ..) na faktorovej rovine
a projekcia pdvodnych vzoriek na faktorovej rovine. Faktorova rovina je predstavena na ose X.
Faktorom 1 (44,61 % variability) ana ose y Faktorom 2 (22,77 % variability). Prvé dva
faktory vysvetluji 67,8 % celkovej variability systému.
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terpénove alkoholy

0.5} _ ]
ysgliny A aromatické ublovadiky
teypendvéyhlovodiky terpsnone kedony
ketgny
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sirge zl' Cefliny
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Graf 8 Projekcia premennych na faktorovej rovine F1 x F2
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Graf 9 Projekcia povodnych vzoriek na faktoroviu rovinu F1 x F2; zna¢enie vzoriek vid kap. 3.2

Cielom PCA analyzy bolo ukazat na faktorovej rovine (F1 x F2) korelacie medzi
premennymi, obsah danych skupin aromatickych latok v pévodnych vzorkach a zhlukovanie
povodnych vzoriek.

Ked’ze ketony, kyseliny, terpénové uhlovodiky, terpénové aldehydy a furdny sa
nachadzaju v druhom kvadrante projekcie (Graf 8), da sa predpokladat’ ze aj v danych
vzorkach cCerstvych syrov (ST, R, E) v druhom kvadrante (Graf 9) sa budu nachadzat’ vo
vysSom pocte. Taktiez sa da predpokladat’ nizsi obsah latok z danych skupin nachddzajtcich
sa v opac¢nom kvadrante (Stvrty kvadrant) — aldehydy a estery. Takyto isty predpoklad sa da
usudit’ o prvom a tretom kvadrante, teda vzorky cerstvych syrov (ST, R, E), ktoré obsahuju
vysSi obsah aromatickych uhl'ovodikov, terpénovych alkoholov a terpénovych ketonov buda
obsahovat’ niz8i obsah alkoholov, laktéonov a sirnych zlt¢enin.

Pre syry bez pridavku extraktu (ST) su typické alkoholy, aldehydy, laktony pripadne
estery, pre vzorky s pridavkom extraktov st to predovsetkym terpény a terpenoidy.

Z Grafu 9 je jednoznacne vidiet' zhlukovanie vzoriek Standardu (Stvrty kvadrant), ¢o
suvisi s jeho jednoduchsou standardnou vyrobou. Vzorky s pridavkom extraktu (R1 a R2; E1
a E2) su od seba viac vzdialené, ¢o je, ako bolo zmienené, pravdepodobne spOsobené
pridavkom extraktu a jeho obtaZznou homogenizaciou v ceste syra.

Zaujimava je blizkost’ vzorky R1 a E1, ¢o naznacuje ur¢iti podobnost’ v ich zloZeni, toto ale
vyvracia vel'ka vzdialenost’ vzoriek R2 a E2. Tieto pozorovania st podporované stromovym
diagramom (klastrovou analyzou), Grafom 7.
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4.2 Mastné kyseliny vo vzorkach Cerstvych syrov

Identifikacia MK prebichala na zdklade porovnania retenénych casov. MeMK
S prislusnymi Standardmi a nasledna kvantifikacia bola uskutocnenéd porovnanim ploch pikov
so Standardmi so znamou koncentraciou (Tabulka 8). Metdda stanovenia MK je popisana
v kapitole 3.3.3. V jednotlivych vzorkach cerstvych syrov boli sledované viazané a volné
mastné kyseliny.

Vzhl'adom k tomu, Ze sa jednalo o syry Cerstvé (nezrejuce), analyzované prakticky ihned’
po vyrobe, da sa predpokladat’ vel'mi nizky obsah vol'nych MK.

Kvoli technickym problémom nebolo mozné zmerat’ obsah viazanych a vol'nych MK vo
vzorkach s pridavkami extraktov (R, E), ale vzhl'adom ktomu, Ze pridavok extraktov
pravdepodobne nemda vyrazny vplyv na zmeny tuku, resp. MK v syroch, da sa oCakavat
rovnakeé zlozenie MK vo vSetkych vzorkéch.

Obsah MK vo vzorke ST sa nachadza v Tabulke 11, grafické znazornenie vid’ Graf 10;
reprezentativny chromatogram vid’ Priloha 5.

Tabulka 11 Obsah viazanych a voI'nych MK identifikovanych vo vzorke ST

Viazané MK Vol'né MK
mg-g! syra % mg-g! syra %

C4:0 0,29+ 0,32 0,48 £ 0,52 0,017 +£0,018 0,19+0,19
C6:0 0,47 £0,13 0,76 £ 0,20 0,055 + 0,016 0,61+0,18
C8:.0 0,36 +£0,09 0,58 £ 0,14 0,046 + 0,016 0,51+0,17
C10:0 0,83+0,19 1,35+0,31 0,097 + 0,025 1,07 £ 0,28
C12:0 1,09+ 0,20 1,78 +£0,32 0,146 + 0,034 1,61 +0,37
C14:.0 7,13+1,03 11,62 +1,69 1,007 £0,177 11,15+ 1,96
C16:0 23,12+ 2,72 37,71+ 4,44 3,241 + 0,386 35,90 + 4,27
C18:0 8,01+1,10 13,06 + 1,80 1,080 +£0,171 11,96 + 1,90
Ci18:1 17,44 + 2,36 28,44 + 3,86 2,907 0,488 32,20+541
C18:2 2,00 +£0,29 3,26 + 0,47 0,340 + 0,023 3,77+0,25
C18:3n3 0,46 + 0,04 0,75+ 0,07 0,079 + 0,002 0,88 +£0,02
C20:0 0,12 £ 0,02 0,20 + 0,03 0,013 £ 0,002 0,15+ 0,02
C22:0 0,01* + 0,02 0,02* + 0,03 - -
c22:1 - - (1,8 +0,5)-10™ (1,9 +0,5)-1073
C24:0 - - - -

* MK bola identifikovand len v jednej vzorke; oznacenie mastnych kyselin vid’ Tabulka 8

Kyseliny palmitova (viazané MK — 37,71 %; vol'né MK — 35,90 %), olejova (viazané
MK — 28,44 %; vol'né MK — 32,20 %), stearova (viazané MK — 13,06 %; vol'né MK — 11,96
%) a myristova (viazané MK — 11,62 %; vol'né MK — 11,15 %) boli najviac zastipené medzi
volnymi aj viazanymi MK. Kyselina lignocerova nebola identifikovana ani vo viazanych ani
vo vol'nych MK.

Nudda a kol. [16] sledovali obdobny trend v percentualnom zlozeni (vid® Tabulka 4):
C16:0 — 22,40 %; C18:1 — 19,85 %; C18:0 — 11,04 %; C14:0 — 9,36 %. Vyrazny rozdiel
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mohol byt spdsobeny pouzitim ov¢ieho mlieka na vyrobu cerstvého syra. Obsah MK
vztiahnuty na hmotnost’ syra v ich praci nie je uvedeny, preto sa tento obsah neda porovnat’.
Seguel a kol. [17] taktiez uvadzaju len percentualne porovnanie: C16:0 — 37,11 %; C18:1 —
21,1 %; C14:0 — 11,55 %; C18:0 — 8,98 %, u porovnani s touto pracou mohol byt rozdiel
sposobeny rozdielnym stravovanim dobytka (pridavok repy kimnej a olejnej do stravy).
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Graf 10 Obsah mastnych kyselin vo vzorke Standardného syra

4.2.1 Stanovenie tuku v susine vo vzorkach ¢erstvych syrov
TVS bol vypocitany pomocou rovnic 3.1 — 3.4. Grafické spracovanie sa nachadza
v Grafe 11. Konkrétne hodnoty obsahu tuku v suSine, obsahu tuhu a obsahu suSiny Ssa
nachadzaju v Tabulke 12.
Podl’a legislativy (Vyhlaska ¢. 274/2019 Sb.) vyrobené modelové vzorky sa daji zaradit
do kategorie syrov polotuénych (25 — 45 % TVS), aj ked’ u vzoriek ST toto rozmedzie mierne
prekracuje.
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Tabul’ka 12 Obsah tuhu, susiny a TVS vo vzorkach ¢erstvych syrov. Hodnoty oznacené inym
pismenom (a,b) sa podl'a Tukeyho HSD testu $tatisticky vyznamne liSia.

Druh syra TVS (%) Wiuk (%0) Wsusina (%0)

ST 45,68 + 2,48 19,48a + 0,52 42,65a+1,19
R 43,83 £ 5,16 19,78a + 1,88 45,13a + 1,02
E 38,75 £ 3,41 16,52b + 1,00 43,24a+ 0,90

Wik — hmotnostny obsah tuku; Wsusina — hmotnostny obsah susiny; znacenie vzoriek vid kap.
3.2
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Graf 11 Obsah tuku v susine v danych vzorkach syrov; znacenie vzoriek vid’ kap. 3.2

Vzhl'adom k tomu, ze vzorky boli vyrobené z rovnakej suroviny rovnakym postupom, da
sa ocCakavat’ rovnaké zlozenie. AvSak z Tabulky 12 a Grafu 11 s zrejmé rozdiely medzi
vzorkami, najvyssi TVS bol vo vzorke Standardného syra a najniz$i vo vzorke E. Rozdiel
Vv TVS je sposobeny rozdielnym obsahom tuhu vo vzorkach (Statisticky sa liSia, analyza
rozptylu ANOVA p < a; p = 0,0097), uvzory E bol Statisticky nizsi (Tabulka 12), pri¢om
rozdiel v obsahu suSiny nebol Statisticky vyznamny (analyza rozptylu ANOVA p > a; p =
0,0186). Grafické znazornenie Statistického rozdielu sa nachadza v Grafe 12. Tento rozdiel sa
vSak d4 pripisat’ skor neStandardnosti vyroby, nez pridanému extraktu.

V literature sa uvadza TVS v Cerstvych syroch zraZanych kombinéciou tepla a pridavkom
kyseliny takto: plnotu¢na ricotta 46,4 %; Ciasto¢ne-odtu¢nena ricotta 31,4 %; ricottone
10,9 %; paneer z byvolieho mlieka 42,2 %; paneer z kravského mliecka 42,1 %; plnotu¢ny
paneer 50,9 %; nizkotu¢ny paneer 22,5 %; odtucneny paneer 0,01 % [2]. Porovnanim s tymito
hodnotami je vidiet', ze sa vyrobené vzorky najviac priblizuja tym syrom, ktoré boli vyrobené
z mlieka s vysokym obsahom tuku. Tento fakt sa predpokladal, kedze mlieko pouzité na
vyrobu bolo mlieko plnotucné.
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Graf 12 Obsah tuku v danych vzorkach; znacenie vzoriek vid’ kap. 3.2
4.3 Stanovenie obsahu fenolickych latok vo vzorkach cerstvych syrov

Na toto stanovenie bola vyuzitd Folin-Ciocalteova metoda, pricom predpokladom bol
vysSi obsah fenolickych latok vo vzorkéch s rastlinnymi extraktmi. Z Tabulky 13 vyplyva ze
Statisticky sa liSi len vzorka syra E — vyznamne vyssi obsah (analyza rozptylu ANOVA p < q;
p < 0,0001), s obsahom fenolickych latok 0,172 + 0,019 mgeae-g™ syra. Vzorky syrov typu
ST a R sa statisticky nelisili, aj ked’ je vidiet’ maly prirastok fenolickych latok vo vzorke syra
s pridavkom extraktu rymovnika. Grafické porovnanie sa nachadza v Grafe 13.

Tabulka 13 Obsah fenolickych latok vo vzorkach ¢erstvych syrov. Hodnoty oznacené inym
pismenom (a,b) sa podl'a Tukeyho HSD testu Statisticky vyznamne lisia.

Cenoly Minimum Maximum
Druh syra (Mgcae-g™* syra)
ST 0,083a + 0,008 0,069 0,092
R 0,094a + 0,012 0,084 0,117
E 0,172b + 0,019 0,148 0,193

Znacenie vzoriek vid kap. 3.2
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Graf 13 Obsah fenolickych latok vo vzorkach ¢erstvych syrov; znacenie vzoriek vid kap. 3.2

Nizsi obsah fenolickych latok vo vzorke syra R mohol byt désledkom nizSieho pridavku
extraktu do syroviny, 1,5 % hmotnosti, v porovnani s pridavkom extraktu z echinacey, ktorej
mnozstvo €inilo 2 % hmotnosti.

Kyseliny cichorova, chorogénova a ferulova su najcastejSie spominané fenolické latky
zodpovedné za antioxida¢nu aktivitu u extraktov z echinacey. U ¢isto vodnych extraktov je to
kyselina kavova [37][41]. U extraktov rymovnika su to majoritne kyselina chlorogénova
a kavova [23][29].

Qureshi akol. [62] (upravena priprava extraktu podla tejto prace) vo svojej praci
namerali najvy$si obsah fenolickych latok v syre paneer s pridavkom datli typu Rabi
o hodnote 0,191 mgcae-g? syra. V priebehu skladovania doslo k ubytku celkovych
fenolickych latok. V naSich vzorkach boli namerané hodnoty mierne nizSie, viac-menej
vzorka E je s touto hodnotou zrovnatel'na.

Literatira sa nezmiefiuje o samotnom obsahu fenolickych latok v ¢erstvych syroch, tieto
sa nachadzaju predovsetkym v rastlinnych produktoch, ale v st¢asnosti dochadza ku aplikacii
fenolickych latok do mlie¢nych produktov. Aj ked’ publikovanych prac na tuto tému zatial’ nie
je mnoho, prikladom je aplikovanie extraktu zeleného ¢aju do syrov/jogurtov; aplikacia
esencialnych olejov rastlin vyznacujticich sa vysokym obsahom fenolickych latok (Mintha
spicata); pridavok enkapsulovanych katechinov a epigallokatechinov; pridavok extraktu
rozmarinu (forma vol'na a mikroenkapsulovand) do syra cottage cheese [76].
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4.4 Stanovenie antioxida¢nej aktivity vo vzorkach ¢erstvych syrov

Na stanovenie antioxidacnej aktivity bola pouzitd metoda TEAC, ktord je zalozena na
zhasani ABTS™ radikal kationu. Podrobny popis tejto metddy je uvedeny V kapitolach 2.5.2
a3.3.5. Zo statistického hl'adiska sa vSetky vzorky od seba liSia (analyza rozptylu ANOVA
p<a; p<0,0001), ¢o bolo dokdzané pomocou Tukey HSD testu. Najvyssiu antioxida¢nu
aktivitu vykazoval syr E (197,1 + 1,4 ugreac:g™’ syra), vyznamne zvysenou aktivitou aj
vzorka R. Predpoklad, Ze antioxida¢na aktivita vzoriek s pridavkami extraktov bude vyssia sa
potvrdil. Vysledné hodnoty ziskané pomocou TEAC metédy sa nachadzaju v Tabulke 14.
Grafické znazornenie vo forme stipcového grafu sa nachadza v Grafe 14.

Tabulka 14 Antioxidana aktivita vzoriek dcerstvych syrov. Hodnoty oznacené inym
pismenom (a,b,c) sa podl'a Tukeyho HSD testu Statisticky vyznamne liSia.

Antioxidaéna aktivita Minimum Maximum  Zhasanie radikalu

Druh syra (ngreac-g™ syra) (%)
ST 91,2a+2,2 88,8 93,7 8,63+0,21

R 109,9b +1,0 108,3 111,5 10,38 + 0,10
E 197,1c+ 1,4 195,5 198,6 18,63 + 0,14

Znacenie vzoriek vid kap. 3.2

Revilla akol. [77] popisuju antioxidaénu aktivitu syrov, pri¢om zistili Statisticky
vyznamnu korelaciu medzi antioxida¢nou aktivitou, obsahom retinolu (r = 0,399), obsahom
tuku (r = 0,309), proteinov (r = 0,366), draslika (r = 0,385), horc¢ika (r = 0,312), sodika (r =
0,432) afosforu (r = 0,272). Celkova antioxida¢na aktivita zavisi od samotného procesu
vyroby a koreluje s obsahom vitaminov rozpustnych v tukoch. Navyse TEAC zavisi na dobe
zrenia a suvisi s rychlostou tvorby rozpustnych peptidov s antioxida¢nou schopnost'ou, ako
postupuje proteolyza. Bohuzial’ porovnanie vysledkov sa nasimi experimentami nie je mozné,
ked’ze praca pouzivala iny spdsob pripravy extraktov zo syrov.
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Graf 14 Porovnanie antioxida¢nej aktivity danych vzoriek syrov; znacenie 59
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Na zvysenie antioxidaénej aktivity syru typu cottage cheese pouzili Caleja a kol. [78]
extrakt z rumanceka kamilkového (Matricaria recutita). Pridavok extraktu v syre vyrazne
neovplyvnil profil mastnych kyselin, ale vyrazne ovplyvnil antioxida¢ny potencial nezavisly
na dobe skladovania. Navyse doslo ku zvyseniu skladovatel'nosti. V d’alsej praci Caleja a kol.
[79] pouZili na zvySenie antioxida¢nej aktivity extrakty feniklu (Foeniculum vulgare) a opat’
rumanceka kamilkového, tentokrat vo forme ako volnej tak mikroenkapsulovane;.

Ina literatura uvadza pridavok antioxidantov — kyseliny askorbovej, glukézaoxidazy,
cysteinu a extraktu jabuticaby (Plinia cauliflora, brazilska vinna réva) do syra typu Petit-
suisse, Cerstvy nezrejuci syr ktory je podobny textarou jogurtom [80].

4.4.1 Korela¢na analyza
Medzi obsahom fenolickych latok a antioxida¢nou aktivitou bola zistena vysoka kladna
korelacia (korelacné analyza podl'a Pearsona, r = 0,948). Tento fakt bol predpokladany, ked’ze
fenolické latky sa vyznaCuju vychytavanim radikalov, adaji sa preto povaZovat za
najdolezitejSie latky s antioxidacnou aktivitou vo vzorkach. Grafické zobrazenie korelacie sa
nachadza v Grafe 15.
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Graf 15 Graf zavislosti antioxida¢nej aktivity na obsahu fenolickych latok

K podobnym vysledkom dosli aj iné prace, zaoberajiice sa obdobnou tematikou. Lee
a kol. [81] sledovali vo svojej praci antioxida¢né vlastnosti syru typu Cedar fortifikovany
extraktom z Inula britannica (oman britsky). So zvySovanim mnoZstva extraktu sa zvySoval
aj celkovy obsah fenolickych latok, v priebehu skladovania v§ak doslo k tibytku. Na urcenie
antioxidacnej aktivity pouzili vo svojej praci test DPPH a zistili, ze sa antioxida¢na aktivita
proporcionalne zvySovala s obsahom fenolickych latok (r = 0,927).

60



V praci Quereshi a kol. [62] sledovali obsah fenolickych latok a taktiez uskuto¢nili DPPH
test. Z vysledkov je vidiet, ze v priebehu skladovania so znizujicim sa obsahom fenolickych
latok znizuje aj ekvivalentné mnozstvo troloxu (antioxida¢na aktivita).

4.5 Senzoricka analyza vzoriek ¢erstvych syrov

Hlavnym cielom senzorického hodnotenia bolo popisat’ senzoricku kvalitu vzoriek so
zamerom predovsetkym na chut a vonu a posudit, ¢i bude pridavok extraktov do syra
senzoricky zretel'ny.

Panel hodnotitel'ov sa skladal z 10 ¢lenov, z ktorého 5 tvorili muzi a 5 Zeny. Sledované
kritéria sa nachadzaju v kapitole 3.3.6. Pre hodnotenie boli pouzité kategorové stupnice,
v dosledku toho boli data nenormdlne rozloZzené abola preto pouzitd neparametricka
Statistika, aby nedoSlo ku skresleniu dat. Vysledky senzorickej analyzy sa nachadzaju
v Tabulke 15 v tvare median(IQR).

Tabul'ka 15 Porovnanie sledovanych vlastnosti danych vzoriek syra

Druh syra Prijemnost Prijemnost’ Prijemnost’ Intenzita
farby vone chute bylinkovej chute
ST 9(1) 7(3) 7,5(2) 3(3)
R 7(3) 6(3) 7(2) 3(1)
E 4(2) 7(0) 6(3) 7(1)

Znacenie vzoriek vid kap. 3.2

Z vysledkov je zrejmé, ze pridavok extraktov mal na vnimanie farby syrov negativny
vplyv, pre bezného spotrebitela bola farba tychto vzoriek nezvykla (vid Obrazok 3).
Z hl'adiska prijemnosti farby dosiahol syr ST najvysSie skore a syr E najnizsie. Hodnotitelia
popisovali vzorky ST ako biele, krémové, bez stopy nazltlosti, v porovnani s typom R sa tato
nazltlost/nahnedlost’ vyskytovala, ako aj usyra E, ktorej farba bola popisovana aj ako
orieSkova (Obrazok 3). Tato deviacia od Standardu sa prejavila v celkovej prijemnosti farby.
Hodnotitelia taktiez poukazali ze hnedost’ vzorky E posobi skazene. Taktiez je vo vzorkach
syrov s extraktmi popisovana nehomogénna farba (Obrazok 3).
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Graf 16 Porovnanie prijemnosti farby v danych druhoch syroch; znacenie vzoriek
vid’ kap. 3.2



Zo statistického hladiska sa podla Kruskal-Wallisovho testu v prijemnosti farby
Statisticky 1isili od seba syry typu ST a R (p = 0,0230), ST aE (p < 0,0001), vzorky typu R
a E sa od seba statisticky neodliSovali. Grafické porovnanie sa nachadza v Grafe 16.

Navzdory ocakavania mal pridavok extraktov skor negativny vplyv aj na vnimanie
chute a vone vzoriek, aj ked’ menej vyrazny nez v pripade farby. Kruskal-Wallisov ANOVA
test ukazal ze vzorky sa Vv prijemnosti vone od seba Statisticky neliSia (p > a). Grafické
porovnanie v Grafe 17.
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Graf 17 Porovnanie prijemnosti vone v danych vzorkach; znacenie vzoriek vid’ kap. 3.2
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Graf 18 Porovnanie prijemnosti chute v danych vzorkach; znacenie vzoriek vid’ kap. 3.2
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V prijemnosti chute sa vzorky od seba Statisticky nelisili (p > a), najvyssie skore vsak
dosiahla vzorka ST. Panel hodnotitel'ov popisal syr druhu ST ako syr s jemne nakyslou, vel'mi
prijemnou smotanovou prichutou, ¢o znamena, ze zvoleny technologicky postup vyroby syra
je vhodny pre vyrobu chutnych produktov; syr R bol popisany ako syr s vyvazenou chut'ou
a horkou dochut’ou; syr typu E ako syr vyznacujtci sa bylinkovou, korenistou a az neprijemne
horkou chutou, ktora je spdsobena najpravdepodobnejSie pritomnostou kamforu, endo-
borneolu a bornylacetatu (vSetky sa vyznacuju gafrovou, drevenou a bylinkovou arémou),
pricom niektori hodnotitelia popisali chut podobnu orieskom. Taktiez bola vzorka E
popisovana ako v ustach vyrazne sucha, o moze mat’ sivis s niz§im nameranym TVS v tejto
vzorke, vzorka R bola popisovana len nieco suchs$ia, porovnana so vzorkou ST. Grafické
porovnanie prijemnosti chuti sa nachadza v Grafe 18.

V intenzite bylinkovej chuti boli najdené Statisticky vyznamné rozdiely syrov. Konkrétne
medzi vzorkami ST a E (p < a; p = 0,00330) a taktiez medzi syrmi R a E (p < a; p = 0,00173).
Medzi vzorkami ST a R Sstatisticky vyznamny rozdiel nebol (p > a). Grafické znazornenie
porovnania sa nachadza v Grafe 19.

Navzdory ocakavania, Ze pridavok byliniek/extraktov bude vnimany pozitivne (hlavne
u syra R sa predpokladalo, Zze bude bylinkova chut’ silnejSia), hodnotitelia vnimali skor chut
nahorklu (u oboch vzoriek), ktora zhorSovala celkové vnimanie chute.

intenzita bylinkovej chute
L

3 [m] £
)
! 0 Median
ST R E [ 25%-75%
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Graf 19 Porovnanie intenzity bylinkovej chute vo vzorkach; znacenie vzoriek vid’ kap. 3.2

Medzi inymi chut’ami boli v§eobecne popisované chute sland a kysla, niekedy krémova.

45.1 Korela¢na analyza
Pre nenormadlne rozloZenie dat bola uskutocnend korelacnd analyza podl'a Spearmana.
Pozitivna korel4cia bola ndjdena medzi prijemnostou farby a prijemnosti chute (r = 0,535), ¢o
by mohlo stvisiet’ so znamym faktom, Ze farba mdze do urcitej miery ovplyviiovat’ vnimanie
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ostatnych senzorickych vlastnosti, teda aj chute. A ked’ze najlepsie bol hodnoteny v kategorii
prijemnosti farby syr typu ST, d& sa usudzovat’ Ze preferovand forma chute syra bude bez
pridavkov extraktov. Tu dochddza ku vyvrateniu predpokladu zvysenia senzorickej kvality
vzoriek syrov pri pridavku extraktov z danych bylin. Tento fakt je potvrdeny negativnou
korelaciou medzi prijemnostou farby aintenzitou bylinkovej chute (r = -0,600) a taktiez
prijemnostou chute a intenzitou bylinkovej chute (r =-0,445). Pozitivna korelacia bola
naopak najdena medzi prijemnostou vone a prijemnostou chute (r = 0,404). Komplexné
grafické znazornenie sa nachadza v Grafe 20.
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Graf 20 Komplexné zobrazenie korelacie medzi jednotlivymi pozorovanymi kritériami
(kombinacia riadok — stlpec)

Lee akol. [81] vo svojej praci pri aplikacii extraktu omanu britského do syra cedar
taktiez vykonali senzoricka analyzu, Vv ktorej zistili, ze pri pridavku extraktu sa zvysila
prijemnost’” chute a vone extraktu vo vzorke asamotnd horkost’ vzorky, avSak doslo ku
znizeniu hodndt vone a chute mlieka. Taktiez hodnoty vone extraktu, kyslej chute, horkosti
a tmavej farby boli vyssie v porovnani s kontrolnou $tandardnou vzorkou.

4.5.2 Poradovy test celkovej prijatel’nosti
Vysledky poradového testu potvrdzuju uvedené zistenia. Hodnotitelia vybrali za
najprijatelnejsi syr ST (5-krat vybrany ako najlepsi) a za najmenej prijatelny syr druhu E (5-
krat vybrany ako najhorsi). Z tohto sa dd usudit, ze celkové prijatelnost priamo stvisi
s pritomnost'ou bylinnych extraktov, bylinkovej chute. Stipcovy graf zhodnotenia poradového
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testu sa nachadza v Grafe 21, je vyjadreny ako sucet poradi v teste, najnizSia hodnota
vyjadruje najlepsie hodnotent vzorku.
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Graf 21 Zhodnotenie poradového testu celkovej prijatelnosti; znacenie
vzoriek vid’ kap. 3.2
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5 ZAVER

Cielom tejto prace bolo pripravit vzorky cerstvych syrov s pridavkom extraktov
z vybranych rastlinnych materidlov, rymovnika a echinacey. Vyrobené syry boli
charakterizované z hl'adiska prchavych (aromatickych) latok, obsahu mastnych kyselin,
obsahu tuku v suSine, obsahu celkovych fenolickych latok, antioxidacnej aktivity
a senzorickej kvality.

Vo vsetkych vzorkach bolo identifikovanych 69 prchavych zlucenin, z toho 8 alkoholov,
7 aldehydov, 8 ketonov, 6 kyselin, 9 esterov, 1 aromaticky uhlovodik, 8 terpénovych
uhl'ovodikov, 3 terpénové alkoholy, 1 terpénovy aldehyd, 1 terpénovy ketdn, 1 terpénovy éter,
2 furdny, 2 laktony a 2 sirne zla€eniny. Po porovnani s dostupnou literaturou sa daji vSetky
identifikované zluCeniny povaZovat za aromaticky aktivne, ovplyviiujice vysledny flavour
syra.

V oboch vzorkéch s extraktmi bol ndjdeny vyssi poCet aj obsah zlucenin nez v Standarde
(syr bez pridavku extraktu). V syroch s echinaceou boli naviac identifikované eukalyptol, y-
terpinén, p-menta-1,3,8-trién, p-cymén, okt-3-ylacetat, kamfor, linalool, oktan-1-ol,
bornylacetat, (E)-B-farnesén, endo-borneol, geraniol, dodekan-1-ol. V syroch s rymovnikom
izovaleraldehyd, 2-pentylfuran, pentan-l-ol, oktan-2-6n, acetoin, dimetyltrisulfid,
linalooloxid, okt-1-én-3-ol, kamfor, oktan-1-ol, B-karyofylén, a-humulén, (E)-p-farnesén,
geraniol, 0-oktalakton, dodekan-1-ol, hexylcinnamal, ylangenal, metyloktadekanoat. D4 sa
usudit’, ze uvedené zluceniny pochadzaju z prislusnych extraktov.

Na zéklade zisteného TVS sa daju vyrobené vzorky zaradit do kategérie syrov
polotu¢nych (vyhlaska ¢. 247/2018 Sb.). Obsah mastnych kyselin bol zmerany len vo vzorke
Standardného syra, celkom bolo identifikovanych 14 mastnych kyselin a to ako vo forme
vol'nej tak viazanej; najviac zastupené boli kyseliny palmitova, olejova, stearova a myristova,
¢o je v sulade s literaturou.

Vo vzorkach s pridavkami extraktov bol najdeny vyssi obsah celkovych fenolickych
latok a zaroven vysSia antioxidacna aktivita nez vo vzorke Standardu. Medzi tymito dvoma
faktormi bola podl'a o¢akavania zistena vysoka korelacia (r = 0,948).

Z vysledkov senzorickej analyzy je zrejmé, ze pridavok extraktov mal negativny vplyv na
vnimanie farby syrov, pre bezného spotrebitela bola farba tychto vzoriek neobvykla.

Vyrobeny Standardny syr mal jemne nakyslu, velmi prijemnd smotanovi prichut’,
pridavok extraktov mal navzdory ocakévania negativny vplyv aj na vnimanie chute a vone.
U oboch vzoriek hodnotitelia vnimali skor nez ocakavant bylinkovi chut’ neprijemne hork
pachut’. Konkrétne pridany extrakt hodnotitelia neboli schopni identifikovat’ (popisat).

Na zaklade uskutoCnenej Statistickej analyzy (Tukey HSD test, Kruskal-Wallisov test)
boli medzi vzorkami ndjdené rozdiely (p < 0,05), pridavok extraktu ma teda vplyv na
sledované parametre. Konkrétne doSlo ku zvySeniu nutri¢nej hodnoty syrov (vy$si obsah
aromatickych a fenolickych zlicenin, vysSia antioxidacna aktivita), ale naopak ku zniZeniu
ich senzorickej kvality a celkovej prijatel'nosti spotrebitel'mi.

KedZe sa jednd o pilotnu pracu, ndvrhom na dalSie prace je optimalizacia pridavku
extraktov. Vzhl'adom na nutny vysoky objem rozpustadla na pripravu extraktov, ktoré bolo
nutné odparit’, jednou z moznosti je pridavok priamo, ¢i uz nasekanych alebo pokrajanych
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bylin. Dal§im navrhom je pouZitie syrarskych kultir a taktiez vyuZitie roznych sposobov
zrazania mlieka na pripravu roznych druhov syrov.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

MK — mastné kyseliny

MeMK — metylester mastnej kyseliny
VMK — vol'né mastné kyseliny

SPME — mikroextrakcia pevnou fazou

GC — plynova chromatografia

MS — hmotnostna spektrometria

FID — plamenovy ionizacny detektor

PCA — analyza hlavnych komponent

TVS — obsah tuku v susine

ST — standardny syr bez pridavku extraktu
R — syr s pridavkom extraktu z rymovnika
E — syr s pridavkom extraktu z echinacey
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8 PRILOHY

Priloha 1
Priloha 2

Priloha 3

Priloha 4

Priloha 5
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Senzoricky dotaznik

Chromatogram prchavych latok vo vzorke Cerstvého syra bez pridavku extraktov
(ST — standard)

Chromatogram prchavych latok vo vzorke cerstvého syra S pridavkom extraktu
z rymovnika (R)

Chromatogram prchavych latok vo vzorke Cerstvého syra s pridavkom extraktu z
echinacey (E)

Chromatogram viazanych mastnych kyselin vo vzorke cerstvého syra bez
pridavku extraktu (ST — Standard)



Priloha 1 Senzoricky dotaznik
DOTAZNIK PRE SENZORICKE HODNOTENIE CERSTVYCH SYROV

Vazeni hodnotitelia, zhodnot’te prosim predlozené vzorky Cerstvych syrov.

Hodnotitel Fajciar/nefajciar
Datum: muz/Zena
Cas:

Zhodnot’te predloZené vzorky v nasledujicich znakoch podPa uvedenych insStrukcii,
pouzite uvedené stupnice, hodnotenie zapiSte do uvedenej tabul’ky.

1. Farba
Prijemnost’ farby — pomocou uvedenej grafickej kategorovej stupnice urcite prijemnost
farby vzorky

Kod vzorky:

Mepriizielnz Vit

Popiste (farba, prijemnost):

2. Vona
Prijemnost’ vone — pomocou uvedenej grafickej kategorovej stupnice urcite prijemnost’ vone
vzorky

Kod vzorky:

Meprijzelnz Vuni=ioc

3. Chut’ (flavour = komplexny pocit v tstach pri konzumacii)
Prijemnost’ chute — pomocou uvedenej grafickej kategorovej stupnice urcite prijemnost
chute vzorky

Kod vzorky:

Meprijzielnz Vnicioce

Popiste dovod:
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4. Profilovy test vybranych chuti

Posud’te, do akej miery uvedené chute vytvaraju celkovy dojem chute. Pouzite uvedené
grafické kategorové stupnice.

Kod vzorky:

Kod vzorky:

Popiste:

Bylinkova

Ina

5. Poradovy test celkovej prijatel’nosti

Zorad’te vzorky podla celkovej prijatel'nosti do zadanej tabulky.

Meprenzelna

Vel'mizitez

Poradie vzorky

1. (najlepsi)

2.

3. (najhorsi)

Kod vzorky

Odovodhnite:
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Priloha 2 Chromatogram prchavych latok vo vzorke ¢erstvého syra bez pridavku extraktov (ST — standard); identifikacia zlicenin vid’ Tab. 9

RT: 3.39-62.11
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Priloha 3 Chromatogram prchavych latok vo vzorke ¢erstvého syra s pridavkom extraktu z rymovnika (R); identifikacia zlu¢enin vid’ Tab. 9

RT: 3.85-62.11
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Priloha 4 Chromatogram prchavych latok vo vzorke ¢erstvého syra s pridavkom extraktu z echinacey (E); identifikacia zluc¢enin vid’ Tab. 9
RT: 3.97 -62.12
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Priloha 5 Chromatogram viazanych mastnych kyselin vo vzorke ¢erstvého syra bez pridavku extraktu (ST ); identifikacia vid’ Tab. 11
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