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ABSTRAKT

Predlozena dizertatna praca je Studiou zameranou na charakterizaciu senzorickej
kvality, predovSetkym flavouru, modelovych vzoriek prirodnych syrov. Pozornost je
venovana zlozeniu a obsahu prchavych (senzoricky aktivnych) latok ako vyznamnych
markerov flavouru a vol'nych/viazanych mastnych kyselin ako ich prekurzorov.

Pre stanovenie prchavych latok bola pouzita headspace mikroextrakcia pevnou fazou
v spojeni s plynovou chromatografiou s hmotnostnym spektrometrom. Pre stanovenie
mastnych kyselin bola aplikovana izolacia lipidov zo vzorky zmesou rozpustadiel
dietyléter a petroléter, nasledna esterifikacia za pouzitia metanolického roztoku
bortrifluoridu ako katalyzatora a konecna analyza pomocou plynovej chromatografie
s plamenovo-ioniza¢nou detekciou.

Experimentalna Cast’ bola rozdelend do dvoch experimentov; v ramci experimentu I
boli analyzované syry typu Moravsky bochnik (45 % tuk v suSine, 60 % suSina),
v experimente II syry eidamského typu (45 % t. vs., 50 % susina). Modelové vzorky
syrov boli vyrobené na Univerzite Tomasa Bati v Zline. U vsetkych vzoriek bola ako
zaklad pouzita klasicka mezofilna kultura obsahujica Lactococcus spp. a Leuconostoc
spp., tato bola vzdy doplnend vhodnou monokultirou termofilnych baktérii; v pripade
syrov typu Moravsky bochnik kultary Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
helveticus a v pripade eidamskych syrov kultary Lactobacillus casei a Lactobacillus
plantarum. Podstatou oboch experimentov bolo posudenie vplyvu pouzitych
mikrobialnych kultir na vysS§ie zmienené parametre, zaroven boli sledované ich zmeny
v priebehu zrenia syrov.

Vysledky preukazali, ze pridavok termofilnych kultar ani priebeh zrenia neovplyviiuju
pocet mastnych kyselin ani prchavych latok, vyznamné rozdiely vsak boli najdené v ich
obsahu.

Obsah viazanych mastnych kyselin v priebehu zrenia syrov klesal v dosledku
prebiehajucich lipolytickych zmien pri si¢asnom zvySovani obsahu vol'nych mastnych
kyselin aich naslednom odburavani na prchavé latky, ktoré v kone¢nom dosledku
prispievaju k chuti avoni syra. Vo vSetkych vzorkadch boli kvantitativne najviac
zastupené ketony a kyseliny. Pocas zrenia, oproti oCakéavaniam, taktiez klesal obsah
identifikovanych prchavych latok.

Vplyv pridavku termofilnych kultur nebol jednoznacny a menil sa v zavislosti na faze
zrenia. V prvej faze sa sice prejavil vyraznejSou lipolytickou aktivitou, ale nasledné
metabolické procesy — odburavanie volnych mastnych kyselin na prchavé latky, tieto
rozdiely vyrovnavali. Tieto vysledky potvrdzuju vyznamny podiel zdkladnej mezofilnej
kultury na tvorbe prchavych latok, resp. flavouru syrov.

KLUCOVE SLOVA:
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ABSTRACT

The presented dissertation is a study focused on the characterization of sensory quality,
especially the flavour of model samples of natural cheeses. Attention is aimed
to the composition and content of volatile (sensory active) substances as important
markers of flavour and free/bound fatty acids as their precursors.

The headspace solid phase microextraction in conjunction with gas chromatography
with mass spectrometry was used to determine volatiles. For the determination of fatty
acids, the lipids were isolated from the sample with a solvent mixture of diethyl ether and
petroleum ether, followed by esterification using a methanolic solution of boron
trifluoride as a catalyst and final analysis by gas chromatography with flame ionization
detection.

The experimental part was divided into two experiments; in experiment I, Moravsky
bochnik type cheeses (45 % fat in dry matter., 60 % dry matter) were analysed,
in experiment II, Edam type cheeses (45 % fat in dry matter, 50 % dry matter). Model
samples of cheeses were made at Tomas Bata University in Zlin. For all samples,
a classical mesophilic culture containing Lactococcus spp. and Leuconostoc spp. was
used, this was always supplemented with a suitable monoculture of thermophilic bacteria;
in the case of Moravsky bochnik cultures of Streptococcus thermophilus
and Lactobacillus helveticus and in the case of Edam cheeses Lactobacillus casei
and Lactobacillus plantarum. The essence of both experiments was to assess
the influence of the used microbial cultures on the above-mentioned parameters,
at the same time their changes during the ripening of the cheeses were monitored.

The results showed that the addition of thermophilic cultures, as well as the maturation
process did not affect the number of fatty acids or volatiles, but significant differences
were found in their content.

The content of bound fatty acids decreased during cheese ripening due to ongoing
lipolytic changes while increasing the content of free fatty acids and their subsequent
degradation to volatile substances, which ultimately contribute to the taste and aroma
of the cheese. Ketones and acids were the most quantitatively present in all samples.
During maturation, contrary to expectations, the content of identified volatiles also
decreased.

The addition of the thermophilic cultures did not have a clear effect and varied
depending on the maturation phase. In the first phase, although they showed more
pronounced lipolytic activity, the subsequent metabolic processes - the breakdown of free
fatty acids into volatile substances, compensated for these differences. These results
confirm a significant share of the basic mesophilic culture in the formation of volatile
substances, in particular the flavour of cheeses.

KEY WORDS:
natural cheese, sensory active compounds, FA, SPME, GC, MS
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1 ﬁVOD DO RIESENEJ PROBLEMATIKY

Prirodné syry patria celosvetovo k oblibenym a Casto konzumovanym mlieCnym
vyrobkom. Ddévodom je ich vysoka nutricnd hodnota, l'ahka pouzitelnost, velka
variabilita v moznostiach chuti, konzistencie, vel'kosti, tvaru a veI'mi dobra trvanlivost.
Syry st neodmyslitelnou sucastou l'udskej stravy uz tisicky rokov. Vyroba syrov je
zaznamenana od staroveku (priblizne 6000 rokov pred na§im letopoctom). K historii sa
viaze pribeh arabského kupca Kanana zo Stredného Vychodu, ktory si na dlhiu cestu
pustou vzal so sebou vo vaku z kozieho zaludku zdsobu mlieka. Prave vd’aka pritomnym
proteolytickym enzymom, posobenim tepla a natriasania vznikol prvy syr.

Od vtedy sa samozrejme zdokonalila technologia a spdsob vyroby, princip vSak
zostava rovnaky. Vyroba syrov dnes patri ku najnaroCnejSim mliekarenskym
technologiam, vSetky zlozky mlieka podliehaju rade fyzikalne-chemickych
a biochemickych zmien, ktorych druh a rozsah zavisi od typu syra. Syry tak tvoria Siroku
skupinu vyrobkov odliSujucich sa spracovanim syreniny, sposobom zrenia, zlozenim
a senzorickymi vlastnostami. V sucasnej dobe existuje priblizne 500 druhov syrov, ktoré
st uznané Medzinarodnou mliekarskou federaciou. S produkciou priblizne 20 milionov
ton ro¢ne hraja syry vyznamnu tlohu vo vyzive l'udstva. Primarnym cielom ich vyroby
je zachovanie jedineCnych vyzivovych vlastnosti mlieka, ktora by malo bez tepelného
oSetrenia a skladovania pri nizkych teplotich iba velmi obmedzeni trvanlivost'.
Je zaujimavé, ze pre skoncentrovanie hlavnych zloziek mlieka za ucelom vytvorenia
stabilného produktu — syru, su vyuzivané 3 klasické metdody konzervacie potravin:
fermentacia, dehydratacia a solenie. Vyvoj tohto procesu ajeho rézne modifikacie
zakladnych krokov vedu k moznosti produkcie roznych druhov tychto fermentovanych
mlie¢nych vyrobkov.

Syry patria vzhl'adom ku svojmu zlozeniu k najhodnotnej§im potravinam, zdrojom
vyuzitel'nej energie su bielkoviny a mlieCny tuk. Bielkoviny obsiahnuté v syroch su
plnohodnotné, ked’ze obsahuju vSetky pre zivot nevyhnutné aminokyseliny (esencialne).
Mlie¢ne proteiny sa vyznacuju suplementarnym ucinkom, ¢o je schopnost’ vyrovnavat
deficit esencialnych aminokyselin. MlieCny tuk obsahuje z vyzivového hl'adiska dolezité
polynenasytené mastné kyseliny (linolové, linolénova a arachidonova). Sprevadzajucimi
latkami lipidov su steroly. NajvyznamnejSim zastupcom je cholesterol, ktory sa podiel’a
na tvorbe biomembran buniek. Okrem vitaminov obsahuju syry aj zna¢né mnozstvo
mineralnych latok, predovSetkym véapniku a fosforu. Mliecny cukor — laktéza — je
v syroch takmer rozlozeny, preto je syr taktiez vhodnou potravinou pre jedincov
s laktézovou intoleranciou. VSetky spomenuté, predovSetkym hydrofobne latky, sa
podiel'aju na tvorbe senzoricky aktivnych latok, ktorych stanovenie bude tvorit podstatni
Cast’ dizertacnej prace. DneSni konzumenti su ndrocni, maji viac znalosti o vyzive
a vyzaduju bezpecné, nutricne hodnotné, ale aj senzoricky atraktivne kvalitné potraviny.
Asi najdolezitejSim, z hladiska spotrebitel'a, zostava chutnost’ potraviny, pre ktori sa
dnes Casto pouziva anglicky vyraz , flavour®, ktory je z chemického hladiska tvoreny
predovsetkym obsahom zmienenych senzoricky aktivnych latok. Bohuzial’ prave flavour
v suCasnej dobe urady druhov potravin nedosahuje pozadovanych kvalit. To je
sposobené poziadavkou Ceskych spotrebitelov na nizku cenu a €o najdlhsiu trvanlivost
vyrobku. Vyrobcovia si tak vramci Setrenia nateni vyberat' lacnejSiu, ¢asto menej
kvalitni a menej chutna surovinu.



Nasledna aplikacia roznych konzervacnych zasahov potom vedie ku vyraznym
a nezvratnym stratam prave vel'mi citlivych senzoricky aktivnych latok. Vzniku a vyvoji
senzoricky aktivnych latok v priebehu zrenia syrov sa venuje rad nizSie citovanych
publikacii, vacsina z nich je vSak zamerana na ovcie a kozie syry, prip. rozne miestne
Speciality Casto zo surového mlieka; z klasickych syrov, vyrabanych z kravského mlieka,
je to hlavne Cedar, ¢o je z celosvetového hladiska najviac vyrabany a konzumovany syr.

Vyroba syrov je zlozity proces, zalozeny na rade fyzikalnych, chemickych
a biochemickych zmien, ktoré doposial nevieme presne definovat, kvantifikovat ani
ovladat’. Nevieme teda ani zabezpecCit Standardne dobru senzoricku kvalitu konecnych
vyrobkov ako hlavny faktor ocefiovany spotrebitelmi. Hlavaym zamerom tejto
dizertaCnej prace je prispiet novymi poznatkami k pochopeniu zmien v procesu zrenia
syrov a ich vplyvu na senzoricku kvalitu (flavour). Ziskané poznatky bude mozné v praxi
vyuzit pre skvalitnenie technologického procesu vyroby syrov a Standardizacii ich
kvality.

Pozornost' bude venovana vybranym syrom typickym (z hladiska povodu, obluby
a konzumovaného mnozstva) pre Cesku republiku: polotvrdé syry eidamského typu
a tvrdé syry ementalskeho typu, ktoré su z tohto hl'adiska pomerne malo preskimané.

Ako hlavné parametre charakterizujuce flavour vzoriek boli vybrané a sledované:
profil prchavych (senzoricky aktivnych) latok a viazanych/volnych mastnych kyselin.
Pre stanovenie senzoricky aktivnych latok bola pouzita mikroextrakcia pevnou fazou
v spojeni s plynovou chromatografiou a s hmotnostnou spektrometriou, pre stanovenie
mastnych kyselin bola pouzitd plynova chromatografia s plamefiovo-ioniza¢nou
detekciou.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Ako uz bolo zmienené, tato praca je zamerand na sledovanie zmien senzoricky
aktivnych latok (SAL) pocas zrenia prirodnych syrov. V nasledujucich kapitolach je
popisané zlozenie, technoldgia vyroby a proces zrenia prirodnych syrov. Hlavna
pozornost’ je venovana mliecnym lipidom, mastnym kyselinam (MK) a SAL, ktoré su
dodlezité pre vznik konecnych senzorickych vlastnosti syrov a boli vybrané a sledované
ako majoritné charakterizujice parametre flavouru a jeho tvorby v procesu zrenia.

2.1 Prirodné syry

Sucasna legislativa, vyhlaska ¢. 397/2016 Sb., definuje syr ako ,mliecny vyrobok
vyrobeny vyzrdazanim mliecnej bielkoviny z mlieka posobenim syridla alebo inych
vhodnych koagulacnych cinidiel, prekysnutim a oddelenim podielu srvatky “ a zrejuci syr
ako ,, syr, u ktorého po prekysnuti doslo k dalsim biochemickym a fyzikdalnym procesom “.

Syr je mliecny vyrobok, ktory predstavuje stabilizovani pevna zrazeninu vytvorenu
koagulaciou kazeinu (mlie¢ny protein), tuku aostatnych zloziek mlieka
(> 90 % hm. syra). Redukcia obsahu vody nastava odstranenim srvatky od zrazeniny.
Srvatka obsahuje srvatkové bielkoviny, laktozu a soli [1].

2.1.1 Klasifikacia syrov

Vzhl'adom k existencii velkého mnozstva réznych typov syrov neexistuje
jednoznacna klasifikacia; syry su klasifikované podla roznych kritérii. V prilohe
vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. je uvedené nasledovné rozdelenie syrov.

Podla obsahu tuku v suSine sa syry delia na odtu¢nené (< 10 % hm.), nizkotu¢né
(10— 25 % hm.), stredne tucné (25 — 45 % hm.), plnotucné (45 — 60 % hm.), vysokotucné
(> 60 % hm.) [2]. Podl'a obsahu vody v beztukovej hmote syra (VBHS) sa syry delia
na mikké (> 68 %), polomékké (62 — 68 %), polotvrdé (55 — 62 %), tvrdé (47 — 55 %),
extra tvrdé (< 47 %) [2].

Klasifikacia syrov podl'a druhu moze byt na syry kravské, ovcie, kozie (popripade
inych cicavcov), albuminové, tepelne ziskané zo srvatky alebo cmaru [2]. Podl'a spdsobu
koagulacie sa syry delia na sladké a kyslé, pripadne vyrobené kombinovanym zrazanim.

Dalsia mozn4 klasifikacia syrov je podl'a spdsobu zrenia na syry zrejuce, nezrejuce
a zrejuce v slanom naleve [2].

Tabul'ky (Tabulka 1 a Tabul'ka 3) uvadzaju d’alSie parametre, vhodné pre klasifikaciu
prirodnych syrov: podl'a obsahu vapnika v beztukovej hmote syra v zavislosti
od technolégie vyroby zobrazuje Tabulka 1 [1]; hodnoty pH a obsahu laktézy
(Tabul'ka 2); obsahu relativne nerozstiepeného kazeinu a stupiia kyslosti (Tabul'ka 3).



Tabulka 1: Rozdelenie syrov podla obsahu vdpnika v beztukovej hmote syra
v zavislosti od technoldgie vyroby [2]

Zrazanie Obsah vapniku [%] Uc1n01[<(7e]n Zymu Typ syru
0
Enzymatické 2,5 aviac 100 ementalske
23-24 90 Cedar
1,9-23 70 -90 eidamské
Enzymaticko-kyslé
1,0-1,9 30-70 camembert
0,6 -0,9 5-20 syreny tvaroh
Kyslé > 0,5 bez ucinku enzymu | priemyselny tvaroh

Tabulka 2: Klasifikdcia syrov podla hodnoty pH a obsahu laktozy [3]

Typ syru pH Obsah laktozy [%]
Cerstvé syry 4,5-4,8 1,0-3,5
Nezrelé tvrdé syry 50-54 0,1-1,0
Nezrelé mékkeé syry 45-4.8 0,1-0,5
Zrejuce v chlade 50-54 1,0-2,0
Zrelé syry 5,0-6,0 0
Prezreté syry 6,0-7,0 0

Tabulka 3: Klasifikacia syrov podla obsahu relativne nerozstiepeného kazeinu
(Rel. ner. kazein) a stupra kyslosti tuku [3]

Typ syru Rel. ner. kazein [%] | Stupeti kyslosti [ml KOH(c = 1 molI'!-g"! tuku)]
Cerstvé 96 45-50

Eidamské 97 -74 8,0-10,0

Ementalske 88 77 6,0-11,0

Camembert 96 - 50 10,0 -20,0

Rokfort 95 -60 30,0 - 80,0

2.1.2 Mlieko ako surovina pre vyrobu prirodnych syrov

Hlavnou surovinou pre vyrobu syrov v CR je kravské mlieko. Iné druhy sa vyrabaji
tiez z ovCieho a kozieho mlieka. Zakladnymi zlozkami mlieka su: voda, tuky, proteiny
(kazeiny a srvatkové proteiny), cukry (laktéza — fermentaCny substrat pre baktérie
mliecneho kvasenia - BMK) a mineralne latky (fosfor, vapnik), vitaminy a enzymy.
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Typické zlozenie kravského mlieka je cca: laktoza (4,7 — 5,0 %), tuk (3,7 — 4,2 %),
dusikaté latky (3,2 — 3,5 %; delené na kazeiny ~ 2,2 — 2,8 % a srvatkové proteiny ~ 0,5 —
0,8 %), mineralne latky (0,6 — 0,7 %). Zlozenie mlieka ovplyviiuje napr. krmivo, lakta¢na
faza, sezonnost a iné faktory [3]. Mlieko je komplexny systém tvoriaci emulziu (mliecny
tuk v globulach chranenych membranou mliecneho tuku), koloidnt suspenziu (kazeinové
micely tvoria agregaty spolu s koloidnym fosforeCnanom vapenatym) a pravy roztok
tvoreny laktdzou a niektorymi mineralnymi latkami [1].

Rovnako tak prirodné syry predstavuju z fyzikalneho hladiska zlozity polydisperzny
systém, v ktorom sa vedl'a minoritnych latok (soli, kyselin, zbytkov laktézy a inych)
nachadzaju predovsetkym bielkoviny, tuk a voda. Syr tak mdze byt popisany ako
trojrozmerna proteinova siet, v ktorej poroch je zachyteny prirodzene emulgovany tuk
a voda. Struktura syra je tvorena kazeinmi, tuky taktieZ prispievaji k tvorbe textury ale
aj chuti (lipolyza tukov). Okrem toho ovplyviiuji texturu aj mineralne latky mlieka
(koloidny fosfore¢nan vapenaty).

2.1.3 Princip technolégie vyroby prirodnych syrov

Podstatou vyroby syrov je premena mlieka v gélova zrazeninu bud
kyslym/izoelektrickym zrdzanim, alebo pomocou koagulacného cCinidla. Aj ked’
rozdielnym spdsobom, v oboch pripadoch dochadza k poruSeniu stability kazeinovych
micél, atym kich vyzrazaniu. Naslednym oddelenim mlie¢neho séra, tj. srvatky,
ziskavame syr. VSeobecne mozno operacie pri vyrobe syrov rozdelit’ na niekol’ko Casti —
tepelné oSetrenie mlieka, iprava mlieka pred spracovanim, syrenie, spracovanie syreniny,
formovanie a lisovanie, solenie a zrenie.

2.1.3.1 Tepelné osetrenie mlieka

Na mlieko urcené pre vyrobu syrov su kladené vysoké poziadavky predovsetkym
z hladiska jeho mikrobidlnej kvality: je nutny co najniz§i obsah koliformnych,
termorezistentnych, sporotvornych a psychrotrofnych mikroorganizmov (MO), pretoze
su pri¢inou réznych vad. Podl'a sposobu oSetrenia delime mlieko na surové (nativne),
pasterizované a taktiez termizované (subpasterizované). Vzhladom k moznym
neziadicim vedl'aj§im ufinkom vysokej teploty sa pre vyrobu tvrdych syrov pouziva
prakticky vyhradne Setrnd pasterizacia.

a) Setrna pasterizacia (72 °C, 15 — 30 s) ma za nasledok iba malé zmeny
chemickych a fyzikalnych vlastnosti.  VySSou teplotou by dochadzalo
ku zniZeniu rozpustnosti vapenatych soli, denaturacii sérovych bielkovin
a zmene chuti mlieka.

b) Termizacia (65 — 70 °C, 15 — 20 s) sice nespliia parametre pasterizacie, ni¢i
niektoré vegetativne formy baktérii, ale nedeaktivuje enzymy mlieka (moznost’
pouzitia vysSich teplot v zavislosti na vytaznosti pre mékké a polomékké syry)

Pocet kontaminujuce] mikroflory mozno znizit' aj pomocou fyzikalnych separa¢nych
metdd, napr. baktofugacia alebo mikrofiltracia. Baktofugacia znizi celkovy pocet MO
(0 ~ 86 %), anaerobnych sporotvornych MO (o ~ 58 %) a pocet laktobacilov (o ~ 92 %).
Taktiez vel'mi uCinne odstrafiuje bakterialne spory.
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Kombinaciou s klasickou pasterizaciou dochadza ku efektivnej§iemu procesu
odstranenia mikroflory [3]. V naSich podmienkach sa syry vyrabaju prakticky vyhradne
z pasterizovaného mlieka, vo svete sa vSak bezne pouziva aj surové mlieko.

2.1.3.2 Princip zraZania (koaguldcie) mlieka

Viacsia Cast' produkcie syrov je vyraband enzymatickym zrazanim (tj. syrenim)
za vzniku sladkych syrov. Enzymy (syridla, koagula¢né ¢inidla) uzivané na nevratné
zrazanie su chymozin (zo zaludkov cicajucich teliat) alebo tzv. nahrady syridla,

mikrobialne syridla s proteolytickou funkciou, produkované hlavne pomocou geneticky
modifikovanych MO.

Syrenie prebieha v troch fazach. V primarnej faze prebieha selektivna enzymaticka
(peptidaza chymosin) hydrolyza «-kazeinu, ktory chrani ostatné frakcie kazeinu,
v peptidickej vizbe fenylalanin (105)-metionin (106) za vzniku para-x-kazeinu, ktory ma
vysoku afinitu k ostatnym frakciam kazeinu (osi-, as2-, B-, k-kazein). Druhou ¢astou je
hydrofilny k-kazeinmakropeptid, ktory je vysoko polarny, rozpustny vo vode a odchadza
do srvatky. V sekundarnej faze dochadza v pritomnosti Ca?* ionov a teplote > 20 °C
ku agregacii vSetkych frakcii kazeinu za vzniku kazeinatu vapenatého, samotnej syreniny.
Terciarna faza prebieha pri dlhSom pdsobeni proteolytickych enzymov (proces zrenia),
kedy dochadza ku S§tepeniu kazeinovych frakcii (vznik peptidov, aminokyselin),
je neziaduca, pretoze dochadza ku tvorbe horkych peptidov. Mnozstvo proteolytického
enzymu [4], teplota zrazania, kyslost mlieka a obsah rozpustnych Ca®* su hlavnymi
faktormi ovplyviiujiicimi priebeh enzymatického zrazania mlieka. Cim viac je enzymu
a Ca’* i6nov pritomnych, tym rychlejsie dochadza ku tvorbe dobre vytvrdenej zrazeniny.
Zaciatok zrazania zacina pri teplote 29 - 33 °C, pri 35 °C je optimum uc¢innosti enzymu
chymozin, ktorého aktivita nasledne prudko klesa. Obvykla teplota, pri ktorej dochadza
ku inaktivacii chymozinu, je 45 °C, teda pri vyrobe syrov z vysokodohrievanej syreniny.
A teda konkrétny druh syra ma konkrétne nastavené podmienky koagulacie [1].

Okyslenim mlieka za pouzitia mliekarenskych kultur a potravinarskych kyselin alebo
prekysnutim za vzniku kyseliny mlie¢nej (T ~ 20 — 40 °C; pH ~ 4,6 — 4,9) dochadza
ku vyzrazaniu kazeinovych micél atvorbe kyslych syrov. Podstatou je bipolarny
charakter aminokyselin, kedy priizoelektrickom bode nastdva vratné zrazanie
nerozpustnych bielkovin kazeinu. Takto pripravena mlieCna zrazenina je spracovana
po oddeleni srvatky na tvarohy a tvarohové vyrobky. Pri pH 5,7 — 5,8 je priblizne 50 %
koloidného fosforeCnanu vapenatého v roztoku a zaCina proces destabilizacie micél.
Vytvoreny kysly gél je kratsi, tuhsi a vykazuje nizku synerézu, resp. syry maji nizsiu
susinu. Srvatkové bielkoviny je mozné vyzrazat az pri teplote 80 — 95 °C, kedy stracaju
vodny obal. Kombinaciou pdsobenia roznych kyselin a teplot (napr. T =90 °C; pH 5,6)
je mozné vyprodukovat’ §irokua paletu réznych druhov syra (tvarohy a makké syry) [3].

Vzhl'adom k tomu, Ze sa vacS§ina druhov syra, vratane Eidamu, vyraba enzymatickou
koagulaciou (,,sladké” zrazanie — vid’ kapitola 2.1.1), je nutné pridat do mlieka syridlo.
Pri tradi¢nej vyrobe sa pouzivaju syridla ziskavané zo zaludkov mlad’at (obvykle tel'ata)
obsahujucich predovSetkym enzym chymozin (95 % celkovej aktivity pri zrazani mlieka)
s malym mnozstvom pepsinu. Obmedzené zasoby tohto syridla a vysoky dopyt syrarni
viedli ku hl'adaniu inych alternativnych zdrojov.
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Z pouzivanych néahrad je mozné uviest aplikaciu kuracieho a brav€ového pepsinu,
mikrobialnych syridiel z Rhizomucor miehei a menej ¢asto z Rhizomucor pusillus alebo
Cryphonectria parasitica. Ku vel'mi Siroko uzivanym patria taktiez Cisty chymozin
produkovany geneticky modifikovanymi organizmami (Kluvveromyces lactis,
Escherichia coli, Aspergillus niger) [5]. Druhou prisadou, ktora napomaha koagulacii
mlieka vyvolanej syridlom, je chlorid vapenaty. Typicky pridavok 10 — 100 g CaCl,
na 100 litrov surového mlieka vedie ku znizeniu pH o cca 0,1 — 0,2, priCom nepriamo
zvySuje aktivitu syridla a podporuje tak enzymaticka hydrolyzu k-kazeinu. Konkrétne
je hydrolyzovana  peptidovd  védzba  medzi  fenyalaninom  a metioninom
(105. a 106. aminokyselina v peptidovom retazci) prave za vzniku parakazeinu
(x-kazeinovy fragment 1-105, x-CN f1-105), ktory difunduje do vodnej faze. Hned" ako
ddjde ku vacsine (> 75 %) hydrolytického Stiepenia, zacina sprostredkovana agregacia
parakazeinovych micél [5]. Uz v rokoch 1910 a 1912 publikoval J. Alexander [6][7]
vo svojich §tadiach, ze kazein v mlieku existuje ako nestabilny koloid, ktory je chraneny
a stabilizovany k-kazeinom anavrhol pouzitie syridla pre jeho hydrolyzu.
Wake [8] v roku 1959 dokéazal, ze syridlo hydrolyzuje peptidovy retazec k-kazeinu
a 0 6 rokov neskor Delfour a kol. [9] konkretizovali Stiepenu peptidovu vazbu [10].

2.14 Zlozenie prirodnych syrov

Kravské mlieko je v CR zakladnou surovinou pre vyrobu syrov. Podas nej dochadza
ku skoncentrovaniu niektorych zloziek suSiny mlieka, ktora tvori priblizne 12,2 — 13,2 %
tohto polydisperzného systému [5].

Aj ked’ laktoza, hlavny mlieCny sacharid, predstavuje 4,4 — 5,0 % obsahu kravského
mlieka, prevazna vacsina (90 — 95 %) je odstranena v srvatke pocas procesu vyroby syra.
Ku dalSiemu znizeniu jej podielu sa navySe u holandskych syrov prevadza tzv. pranie
syreniny. Zostavajuce mnozstvo je fermentované zdkvasovymi kultirami na kyselinu
mliecCnu, a preto sa laktdza v tomto druhu syra prakticky nevyskytuje [5].

Proteiny mlieka (celkovo cca 3,4 %) je mozné rozdelit do 2 kategérii na zaklade
ich rozpustnosti pri teplote 20 °C a pH 4,6. Srvatkové bielkoviny (0,6 %), ktoré za tychto
podmienok zostavaju rozpustné, su nefosforylované globularne proteiny nesenzitivne
na vapenaté i6ny, ktoré denaturuji az pri zdhrevu aich Struktira je stabilizovana
intramolekularnymi disulfidickymi vazbami.

Priblizne polovicu frakcie sérovych bielkovin tvoria B-laktoglobuliny a priblizne
Stvrtinu o-laktalbumin. V menSej miere su potom zastipené rozne imunoglobuliny,
sérovy albumin, laktoferin a transferin. Srvatkové proteiny tvoria iba minimalny podiel
suSiny eidamskych syrov, pretoze pdsobenim syridla nedochadza k ich zrazaniu, Co je
dovodom ich oddelovania zo syreniny do srvatky spolocne s laktézou a niektorymi
d’al§imi vo vode rozpustnymi latkami [11].

Druhou, z hl'adiska vyroby syra najdolezitejSou, skupinou mlie¢nych proteinov, ktoré
sa pri danych podmienkach zrazaju, zastupuju kazeiny. Tuto dusikata frakciu mlieka
(2,6 %) tvoria 4 bielkoviny: asi-, as2-, B- a k-kazein. Kazein existuje v mlieku vo forme
micél tvorenych radou submicél spolocne spojenych koloidnym fosfore¢nanom
vapenatym. Na povrchu micely sa nachadzaju k-kazeiny s vyCnievajicimi retazcami
hydrofilnej ¢asti molekuly proteinu pre stabilizaciu systému.
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Jadro micely naopak tvoria hydrofébne, Ca?* senzitivne osi-, os»-, P-kazeiny.
Pdsobenie syridla na k-kazein vedie ku destabilizacii kazeinovej micely a strate
vonkajSieho zaporného naboja, ktory brani agregacii, v dosledku ¢oho v pritomnosti
vapenatych 16nov dochadza ku koagulacii a vzniku gélu. Kazeiny v syroch predstavuju
97-98 % celkovych proteinov, pricom v syroch typu Eidam sa obsah bielkoviny pohybuje
okolo 26,0 g/100,0 g syra, a v syroch typu Gouda priblizne 24,0 g/100,0 g [12].

Problematika lipidov v mlieku a syroch je, vzhladom k zameraniu tejto prace,
preberana podrobnejSie v nasledujucej kapitole. Syry su taktiezZ povazované za cenny
zdroj niektorych vitaminov a mineralnych latok. Ked'Ze je prevazna vacsina vo vode
rozpustnych vitaminov mlieka odstraniovana ako sucast’ srvatky, tak su v susine, spolo¢ne
s lipidmi, zadrziavané hlavne vitaminy rozpustné v tukoch, medzi ktoré patri
predovSetkym vitamin A, prip. jeho provitamin [B-karotén [13]. Majoritny podiel
mineralnych latok syrov, spolu so sodikom, ktory sa do syreniny dostava pocas solenia,
tvoria prvky ako vapnik, horcik a fosfor. V kravskom mlieku sa vapnik, ktorého obsah
jeasi 120 mg/100 ml, nachadza jednak v koloidnej forme ako fosfore¢nan a kazeinat
vapenaty, a z Casti rozpustny vo forme vapenatych i6nov a ich soli, napr. citronan [3].

2.1.4.1 Miliecny tuk

Kravské mlieko zvyc¢ajne obsahuje okolo 3,5 — 5,0 % lipidov vo forme emulgovanych
guli¢iek o priemere 0,1 — 10 pm, dispergovanych v kontinudlnej sérovej faze.
Koncentracia lipidov a zastupenie jednotlivych MK v mlieku zavisi na mnohych
faktoroch ako: plemeno dobytka, druh vyzivy, doba laktacie, zdravie a sposob chovu
zvierat [14].

Mlie¢ny tuk je povazovany za jeden z najkomplexnejSich prirodzene sa vyskytujacich
tukov, kvoli vysokému poctu a Sirokému spektru MK (Tabulka 4), ktoré obsahuje.
Z kvantitativneho hl'adiska su dominantné lipidy mlieka triacylglyceroly (TAG), ktoré
mozu predstavovat az 98 % celkového obsahu tuku, pricom zvy$né 2 % tvoria
diacylglyceroly (DAG), monoacylglyceroly (MAG), vol'né mastné kyseliny (VMK),
fosfolipidy a steroly [14].

Tabulka 4: Hlavné MK v mliecnom tuku [15]

MK | triviadlny ndzov kyseliny systematicky nazov kyseliny % hm.
4:0 maslova butanova 3,7
6:0 kapronova hexanova 2,4
8:0 kaprylova oktanova 1,5
10:0 kaprinova dekanova 3,2
12:0 laurova dodekéanova 3,6
14:0 myristova tetradekanova 11,1
14:1 myristoolejova cis-9-tetradekanova 0,9
15:0 - pentadekanova 1,2
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Tabulka 4: Hlavné MK v mliecnom tuku [15] - pokracovanie

MK | triviadlny ndzov kyseliny systematicky nazov kyseliny % hm.
16:0 palmitova hexadekanova 28,3
16:1 palmitoolejova cis-9-hexadecénova 1,6
18:0 stearova oktadecénova 11,8
18:1 olejova cis-9-oktadecénova 18,8
18:1 vakcénova trans-11-oktadecénova 4,2
18:2 linolova cis,cis-9,12-oktadekadiénova 1,4
18:2 | linolova (konjugovand) cis,trans-9,11-oktadekadiénova 1,1
18:3 o-linolénova cis,cis,cis-9,12,15-oktadekatriénova 0,9

- ostatné kyseliny - 4.4

TAG st nepolarne zluceniny s molekulovou hmotnost'ou v rozmedzi 470 — 890 Da,
ktorych Struktaru tvori glycerolovy skelet s esterovo viazanymi 3 molekulami MK.
Ich kompozicia je extrémne zlozita, ked’ze v 3 polohach (sn-1, sn-2 a sn-3) glycerolového
ret'azca je mozné esterovo naviazat v roznych koncentraciach viac nez 400 MK.

Tie sa lisia v dizke retazca (od 4 do 18 C), stupni nasytenosti, polohach nasobnych
vézieb aizomérii [14]. Distribicia MK v molekule TAG nie je nahodna, pretoze
mechanizmy podielajuce sa na ich biosyntéze v mlieCnej zlaze vykazuji urcita
selektivitu. Jednym z charakteristickych ¢ft mlie€neho tuku je esterifikacia MK s kratkym
uhl'ovodikovym retazcom (C4:0 — C6:0) v polohe sn-3. V pozicii sn-2 su esterovo
viazané MK s dlhsim retazcom (az C16). V polohe sn-1 je zvycajne umiestnena C18:0,
zatial' ¢o nenasytené MK su prednostne viazané v poziciach sn-1 a sn-3 [16]. Nasytené
MK v mlieku preziivavcov tvoria 60 - 70 % vsetkych MK [14]. Najvyznamnej§iu skupinu
nasytenych MK reprezentuju molekuly s nerozvetvenymi uhl'ovodikovymi retazcami
s parnym poctom (4 — 18) uhlikov. Zéasadné postavenie z pohladu kvantity zaujima
kyselina palmitova (C16:0), ktorej obsah sa pohybuje okolo 25-30 % celkového
mnozstva. Kyseliny myristova (C14:0) a stearova (C18:0) predstavuju kazda priblizne
12 % [13]. Mlie¢ny tuk je hlavnym zdrojom nasytenych MK s kratkym uhl'ovodikovym
refazcom v l'udskej potrave. PredovSetkym sa jednd o kyselinu maslova (C4:0)
a kapronovu (C6:0), pricom kazda ma relativne vysoké zastipenie od 2 do 4 % [16].

Celkovo z nenasytenych MK tvori najvacsiu Cast (17 — 25 %) kyselina olejova
(C18:1%%) v konfiguracii cis. K d’al§im mononenasytenym MK s prispevkom radovo
v jednotkéach percent patria kyselina myristoolejova (C14:12%), palmitoolejova (C16:14%)
a vakcénova (C18:14!1). Kyselina vakcénova sa tvori v ddsledku biohydrogenacie
v bachoru ajej podiel v mliecnom tuku je vyrazne ovplyvneny potravou. U krav
kfmenych prevazne senom sa koncentracia tejto kyseliny udrzuje na nizkej hladine
(cca 1,5 %), zatial o konzumacia Cerstvej travy u volne sa pasucich zvierat vedie
ku zvySeniu az na 5 %. Biohydrogena¢né reakcie maju za nasledok aj nizke zastupenie
polynenasytenych MK — linolova a linolénova [13].
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Ako uz bolo zmienené, existuje cely rad d’alSich MK, z ktorych mnohé su pritomne
v extrémne nizkych koncentraciach. Z d’alsich skupin je mozné uviest MK s neparnym
poctom uhlikov, napr. kyselina margarova (C17:0), alebo s rozvetvenym retazcom.
Monometylované kyseliny s pomerne vyznamné, pretoze predstavuju priblizne 2,5 %
z celkového mnozstva MK. Patria k nim 12-metyl a 13-metyltetradekanova kyselina,
ktoré spolocne tvoria asi 1 %. V stopovom mnozstve sa v mliecnom tuku vyskytuju
taktiez niektoré hydroxy- a ketokyseliny [13].

Cerstvé mlieko priamo po dojeni obsahuje iba malé mnozstvo DAG, MAG a VMK.
Pri skladovani mlieka, rovnako ako pri zreni syra, vSak moze dochadzat’ k enzymaticke;j
hydrolyze TAG pomocou lipaz mlieka a pritomnych baktérii, ¢o méze vyznamne zvysit
podiel tychto zlucenin. Fakt, ze poloha sn-3 je poslednd, ktord je acylovana pocas
biosyntézy TAG, vysvetl'uje najvyssiu koncentraciu 1,2-diacylglycerolov oproti vSetkym
ostatnym DAG v Cerstvom mlieku, ked'ze sa jedna o medziprodukt tohto procesu. Je totiz
nepravdepodobné, Zze by sa jednalo o produkty lipolyzy, pretoze lipazy napadaja
prednostne nielen sn-3, ale aj sn-1 polohu, ¢im vznika zmes 1,2- a 2,3-diacylglycerolov.
Profil VMK v Cerstvo nadojenom mlieku sa Ciasto¢ne 1isi od profilu MK esterovo
viazanych v molekulach TAG [13].

Fosfolipidy su mala, ale vel'mi dolezita trieda lipidov mlieka, ked'ze si pritomné
v membrane tukovych guli¢iek aich amfifilny charakter napomaha stabilizovat
polydisperzny systém mlieka vo forme emulzie olej vo vode (O/V).

Struktarne sa fosfoglyceridy podobaju TAG, avsak lisia sa zlozenim na pozicii sn-3,
kde je namiesto acylu pripojend fosfatova skupina, na ktord su naviazané dalSie
zluCeniny. V priemere obsahuju dlhsie a polynenasytené MK, preto s nachylnejSie
k oxidacii. K najviac zastGpenym patria: fosfatidylcholin a fosfatidyletanolamin.
V menSom mnozstve sa v mlieku nachadzaju aj fosfatidylserin a fosfatidylinositol [16].

Amfipatické vlastnosti vykazuje aj sfingomyelin, najvyznamne;jsi sfingolipid, ktoré¢ho
Struktaru tvori fosforylcholinova skupina esterovo viazana na ceramid, ktora sa sklada
zo sfingosinu spojeného cez amidovu védzbu s molekulou MK. V stopovom mnozstve
su pritomné aj iné sfingolipidy, ako cerebrosidy a gangliosidy. Prevladajucim sterolom
mlieka (viac nez 95 %) zo vSetkych je cholesterol [13]. Priemerné zlozenie lipidov
kravského mlieka uvadza Tabul'ka 5.

Tabulka 5: Priemerné zloZenie lipidov kravského mlieka [5]

Podiel jednotlivych lipidov v mlieku [% hm. celkového lipidu]

TAG DAG MAG Cholesterol VMK Fosfolipidy
97,5 0,36 0,027 0,31 0,027 0,6
Obsah hlavnych MK v mlie¢nom tuku [% hm., w/w]

C4:0/C6:0| C8:0 |C10:0(C12:0{C14:0| C16:0 | C16:1 |C18:0|C18:1|C18:2|C18:3
33116 1,3 | 30 | 3,1 | 95 | 263 23 | 146 1298 | 24 | 08

TAG — triacylglyceroly, DAG -diacylglyceroly, MAG — monoacylglyceroly, VMK —
volné mastné kyseliny
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2.1.5 Syry typu Moravsky bochnik

Pre experimentalnu Cast tejto dizertacnej prace (Experiment I) bol vybrany syr typu
Moravsky blok/bochnik, o je pdvodny Cesky variant ementalskeho typu syra
(Svajciarskeho) s minimalnou tvorbou ok.

Podl'a vyssie uvedeného rozdelenia patria medzi syry sladké, tvrdé, plnotucné,
anaerobne zrejuce. Moravsky bochnik je syr s vysokodohrievanou syreninou,
bez typickych 6k pre ementalske syry. Technoldgia vyroby je podobna ementalu, avSak
pouziva sa nizSia teplota dohrievania syreniny. Celkova doba spracovania a aj nasledného
zrenia je kratSia oproti ementalu. Syr zreje iba v chladnej miestnosti pri teplote 10 — 14 °C
[3]. Moravsky bochnik bol vyvinuty v Ceskoslovensku v prvej polovice minulého
storocia. Hlavnym dévodom vyroby bola predovsetkym ziadost’ na men§iu hmotnost’ syra
(pravy SvajcCiarsky emental vazi 60 az 130 kg) a pravdepodobne aj zjednodusenie vyroby,
ked'ze spravna tvorba Ok vementalu vyzaduje zlozité a presné podmienky zrenia
a preciznu kontrolu ich vzniku. Povodne sa syr vyrabal vo forme bochniku o vahe 12 az
14 kg. Dnes sa vyrabaju vo forme bloku/hranolu ako tzv. Moravsky blok. Syry maju
pevné pruzné cesto a sladkasty flavour, podstatne menej vyrazny ako klasické ementalske
syry. Pouzivaji sa na platkovanie, ale taktiez ako surovina pre tavené syry [5], [17].
Moravsky blok by mal obsahovat 62 % suSiny, 45 % (popripade 50 %) tuku v suSine
a 1,3 % soli [5], [18], [19].

Vzhl'adom k tomu, ze sa jedna o Cesku Specialitu, o syroch typu Moravsky blok
je dostupnych pomerne velmi malo informacii a doposial’ prakticky neboli vedecky
skiamané; jedina dostupna publikacia sa venuje zmenam obsahu aminokyselin v tavenych
syroch vyrobenych z Moravského bochniku v zavislosti na pouzitom sterilizacnom
zahreve [20].

2.1.5.1 Lipidy v syroch ementdlskeho typu

V Ceskej republike je zo skupiny ementalskych syrov vyrabany velky emental
(~80 kg, 45 % t. v s.), maly emental (~ 10 kg, 45 % t. v s.) a Moravsky bochnik (~13 kg,
45 % t. v s.). Véacsina ementalskych syrov obsahuje aspoil 40 % t. v s.

Svajéiarske syry sa vyznaduji bezne nizkym priebehom lipolyzy (1 az 2 % tuku), ¢o
je spdsobené inaktivaciou lipoproteinovej lipazy mlieka pri pasterizacii a vSeobecne
slabou lipolytickou aktivitou BMK pouzitych kultur. Maju vyrazne sladkastu a orieSkovu
chut, za ktoru je zodpovedna kyselina propionova; ku vzniku charakteristického flavouru
vSak prispievaju taktiez VMK s kratkym retazcom uvolnené lipolyzou mliecneho tuku.
Priebeh lipolyzy, ktora je esencialna pre dobru rovnovahu flavouru, nemusi byt prilis
vysoky, aby vytvoril zretelny prispevok ku senzorickym vlastnostiam syra [21].
Majoritny podiel obsahu VMK v syre Emental je tvoreny kyselinou stearovou, oproti
tomu su koncentracie ostatnych linearnych nasytenych MK (C4:0 — C12:0) dost’ nizke
[22]. Profilu VMK syru Emental taktiez dominuje kyselina olejova a palmitova; d’alej sa
vo vyznamnych mnozstvach vyskytuju aj nasledujice MK, medzi nimi hlavne kyseliny
maslova, laurova alebo myristova [16]. Prehl'ad priemerného obsahu hlavnych VMK
v syroch ementalskeho typu uvadza Tabul'ka 6.
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Tabulka 6: Obsah hlavinych VMK v ementdlskych syroch (vmg - kg!) [16]

C4:0/C6:0/C8:0|C10:0/C12:0/C14:0/C16:0{C18:0(C18:1|C18:2|C18:3
Emental | 112 | 45 | 71 - 68 | 207 | 515 | 256 | 842 | 59 31

2.1.5.2 Vyroba syra typu Moravsky bochnik

V tejto kapitole su prebrané Specifika technologického procesu vyroby Moravského
bloku/bochniku.

Vyraba sa z pasterizovaného kravského mlieka. Mlieko musi byt’ najvyssej kvality —
musi mat’ dobru a neporusent kvasnu a syriacu funkciu s kyslostou maximalne 7,5 SH
(SH - titra¢na kyslost’ podl'a Soxhlet-Henkela udava pocet mililitrov odmerného roztoku
NaOH (¢ = 0,25 ml - I'!) potrebného na neutralizdciu 100 ml mlieka za pridavku
fenolftaleinu) [23]. V mlieku sa nesmu vyskytovat vécsie mnozstva plynotvornych,
peptonizacnych, sporotvornych a hlavne koliformnych MO. Taktiez nesmie obsahovat
inhibiéné latky. Pasterizacia prebieha pri 72 az 74 °C po dobu 20 az 30 sektind. Dalej sa
mlieko ochladzuje na syriacu teplotu priblizne 32 az 34 °C a napusta sa do vyrobného
zariadenia. NajcCastejSie sa tuCnost mlieka upravuje pridavkom odstredeného mlieka.
Syritel'nost” sa upravuje pomocou nasyteného roztoku, pripadne krystalickym chloridom
vapenatym. Moze sa pridat aj KNO3 pre utlmenie aktivity kli¢enia spor (vid' kapitola
2.1.3). Zakladom pri uprave kyslosti mlieka je pridavok smotanovej kultary [19].

Mezofilna (smotanova) kultira je zakladnou kultirou pre prakticky vSetky druhy
syrov, pricom podla typu syra byva doplnena d’alSimi kultirami. Pri vyrobe syrov
s vysokodohrievanou syreninou sa do mlieka pridava mezofilna a termofilna kultura
a v pripade ementalskych syrov aj propionova kultara.

Cisté mliekarenské kultary sa pridavaju 30 minat pred syrenim a to bud’ ako zmesova
ementalska kultura (0,1 az 0,15 %) alebo v rovnakom mnozstve samostatné kultury
Lactobacillus helveticus a Streptococcus thermophillus v pomere 1:1 alebo 2:3.
Lactobacillus casei sa priddva v mnozstve 0,01 az 0,02 %. Mliekarské kultury sa
pridavaju za staleho mieSania. Po pridani smotanovej kultury zaina tzv. mlieCne
predzrenie, ktoré trva do druhého dna [17].

Zaujimavé je, ze sa z dostupne;j literatiry nepodarilo bezpecne zistit’, €i st propionoveé
baktérie nevyhnutné aj pre vyrobu syrov typu Moravsky bochnik; tieto syry nemaju oka,
a je teda mozné predpokladat’, ze aplikacia propionovej kultury nie je nevyhnutna.

Mlieko sa syri pri 32 az 34 °C. Syridlo sa pridava do mlieka za staleho mieSania.
Spracovanie syreniny prebieha podla vyrobného harmonogramu a deli sa na pripravu
a vytuzovanie syrového zrna. Velkost syrového zrna by mala byt medzi 2 az 4 mm.
Vytuzovanie zacina zahrievanim zmesi srvatky a syrového zrna pri susiacej teplote 48 az
52 °C do 30 minut. DostsSanie zrna prebieha pozvolna a to rastom teploty 3 °C za minttu
po dobu 40 az 60 minut. Doba od zasyrenia po ukoncenie suSenia ¢ini 165 az 170 minut.
Po dosuseni nasleduje lisovanie syra vo vaniach, ktoré su vylozené perforovanym dnom.
Presny Casovy usek lisovania je charakteristicky pre dant technologiu. Vylisované bloky
sa vytahuju z vani ru¢ne alebo mechanicky, solia sa v sol'nom naleve (20 % NaCl)
pri teplote 12 az 14 °C, vytahuju, susia a nasledne balia do plastovych obalov na zrenie.
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Moravsky blok zreje po dobu 6 az 8 tyzdriov pri teplote 12 az 14 °C [19]. Do trzne;j
siete su syry dodavané vo vhodnom stupni zrelosti, ¢o je konkrétne pre Moravsky blok
najmenej 2 mesiace od vyroby [19].

2.1.6 Syry holandského typu

Pre druhu cast’ tejto dizertacnej prace (Experiment II) bol vybrany syr eidamského
typu. Eidamské (holandské) syry su prirodné polotvrdé syry vyrabané prevazne
z pasterizovaného, Ciastocne odstredeného kravského mlieka. Pre ich vyrobu sa pouzivaja
BMK rodu Lactococcus spp. a Leuconostoc spp. Pre zrazanie atvorbu syreniny
sa vyuzivaju klasické syridla z zaludkov teliat alebo mikrobialneho povodu. Dohrievanie
a dostsanie syreniny sa z dovodu pritomnosti mezofilnych MO prevadza pri teplotach iba
do 40 °C — preto sa z hl'adiska technolédgie vyroby radi medzi syry s nizkodohrievanou
syreninou. K prihrievaniu syreniny na pozadovanu teplotu dochadza v priebehu zrenia
syrového zrna, kedy sa pre znizenie obsahu laktézy za uCelom regulacie rozsahu
acidifikacie pridava teplda voda. Ku hlavaym druhom eidamskych syrov, ktorych
historicky povod spada na uzemie Holandska, patri Gouda a Eidam (angl. Edam)
[22] -[25]. Podl'a nich sa v roznych krajinach vyrabaju varianty s rozli¢cnymi obmenami.
Europska unia vSak schvalila nové chranené zemepisné oznacenia pre tieto syry vyrabané
v Holandsku; nest nazvy: ,,Edam Holland“ a ,, Gouda Holland* [25]. Gouda, ktora dostala
nazov podla rovnako menného mesteCka, ma povod v holandskych provinciach Zuid-
Holland a Utrecht. Tradi¢ne sa vyraba v plochom valcovitom alebo obdiznikovitom tvare
0 hmotnosti priblizne 10-16 kg. V zavislosti na roénom obdobi, zrelosti a prip. pouzitom
farbive, moéze mat’ syrové cesto zItu alebo zltooranzovu farbu.

Syr Gouda sa vyznacuje polotvrdou konzistenciou s hladkou Struktirou, ktora
sa pri reze nelepi a obsahuje len malé mnozstvo menSich 6k. Pri dlhej dobe zrenia
sa konzistencia stdva tvrdsia, hlavne v okoli korky. Chut’ tohto syra sa znacne 1isi podla
Stadia zrelosti, druhu pouzitej Startovacej kultary, prip. pridavku d’alSich kultar. Mlady
syr ma vel'mi jemnu chut’ a aromu s ,,erstvymi kyslymi maslovymi‘ tonmi. Dozrievanim
sa chut’ meni na omnoho vyraznejsiu a plnsiu, zatial’ o ,,maslové™ tony su menej vyrazné
[25].

Nazov syru Eidam je odvodeny od mesta Edam, ktoré sa nachadza v severnej Casti
holandskej provincie Noord-Holland, odkial tieto syry pochadzaju. Typicky a jedinec¢ny
tvar tohto syra je spravidla gul'ovity s mierne splo§tenou spodnou a hornou stranou o vahe
1 — 4 kg; ale vyraba sa aj vo forme bloku o hmotnosti 16 — 20 kg alebo bochnikov
o hmotnosti 2 — 5 kg. Rovnako ako u Goudy je v konzistencii polotvrdy s hladkou
Struktirou, nelepivym rezom a iba ojedinele s malymi okami v syrovom ceste. Farba
cesta Eidamu je zvycCajne ZIta az oranzova, ale viac syta nez u bledsej Goudy. Chut’, ktora
taktiez zavisi na stupni zrelosti a druhu pouzitych kultar, je u mladSich syrov jemna,
I'ahko kyslé a slana. Dozrievanim sa stava vyraznejSia s pikantnejSimi tonmi [25].

Eidamské syry, ako vSetky syry vyrabané sladkym zrazanim, maji pomerne vysoky
obsah vapniku v porovnani so syrmi vyrobenymi kyslym zrdzanim, pretoze ¢im je pH
srvatky pri oddelovani nizsie, tym viac vapniku do nej prechadza [5]. Priemerné zlozenie
syrov Eidam a Gouda zhriiuji Tabul'ka 7 a Tabul'ka 8.
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Tabulka 7: Priemerné chemické zloZenie eidamskych syrov — zdkladné zlozky [5]

Zikladné zlozky [g/100 g syru]
Voda | Proteiny Lipidy Sacharidy Cholesterol
Eidam| 43,8 26,0 254 Stopoveé mnozstvo 0,08
Gouda| 40,1 24,0 31,0 Stopoveé mnozstvo 0,10

Tabulka 8: Priemerné chemické zloZenie eidamskych syrov — minerdlne latky [5]

. Mineralne latky [mg/100 g syru]
yr -
Sodik | Draslik | Vapnik|Hor¢ik | Fosfor Zelezo Zinok
Eidam| 1020 97 770 39 530 0,4 2,2
Gouda| 910 91 740 38 490 0,1 1,8
Tabulka 9: Priemerné chemické zloZenie eidamskych syrov — vitaminy [5]
5 Vitaminy [pg/100 g syru]
yr
Retinol | Karotén | Vitamin D | Vitamin E Tiamin Riboflavin
Eidam| 175 150 0,19 0,48 0,03 0,35
Gouda| 245 145 0,24 0,53 0,03 0,30
. .| Vitamin | Vitamin . x o, . .
Syr | Niacin B6 B12 Foliat Vitamin BS Biotin
Eidam | 0,07 0,09 2,1 40 0,38 1,8
Gouda| 0,05 0,08 1,7 43 0,32 1,4

2.1.6.1 Lipidy v syroch eidamského typu

Vicsina eidamskych syrov ma obsah tuku v suSine (t. v s.) min. 40 %. Vo svete sa vSak
vyrabaju taktiez varianty s redukovanym mnozstvom tuku. V Ceskej republike je syr
Edam znamy pod nazvom Eidam a vyraba sa aj ako nizkotu¢na forma s 30 % t. v s. alebo
menej [26].

Holandské syry sa vyznacuju relativne obmedzenym priebehom lipolyzy, ¢o
je sposobené inaktivaciou lipoproteinovej lipazy mlieka pri pasterizacii a vSeobecne
slabou lipolytickou aktivitou BMK pouzitych kultar. Z tohto dovodu su aj koncentracie
VMK v eidamskych syroch v porovnani s inymi syrmi, ako napr. Camembert, Parmezan
alebo Roquefort, vyrazne nizsie. Vysoky obsah vzniknutych VMK by mohol sposobovat’
napr. neziaduci zltnuty off-flavour, napriek tomu nizke koncentracie VMK, ktoré
su v spravnej] rovnovahe s produktami proteolyzy, prispievaju ku vyslednej chuti
eidamskych syrov. Ich hlavny vyznam tkvie v tvorbe laktonov [27].
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K najbeznej$im laktonom patria 5-dekalakton a 8-dodekalakton, ktoré st nevyhnutné
pre charakteristicky flavour eidamskych syrov [27].

Majoritny podiel obsahu VMK v syroch Gouda je tvoreny kyselinou palmitovou,
naproti tomu st koncentracie ostatnych linearnych nasytenych MK (C4:0 — C18:0) dost’
nizke [22]. Profilu VMK syru Eidam taktiez dominuje kyselina palmitova; d’alej sa
vo vyznamnych mnozstvach vyskytuju aj nasledujuce MK, medzi nimi hlavne kyseliny
maslova, stearova, laurova alebo myristova [16]. Prehlad priemerného obsahu
jednotlivych VMK v syroch Eidam a Gouda uvadza Tabulka 10.

Tabulka 10: Priemerny obsah hlavnych VMK v eidamskych syroch (v mg - kg') [16]

C4:0 | C6:0 | C8:0 | C10:0 | C12:0 | C14:0 | C16:0 | C18:0 | C18:1 | C18:2
Eidam | 60 8 9 14 47 39 122 57 - -
Gouda | 12 3 2 8 10 27 69 2 - -

2.1.6.2 Vyroba eidamskych syrov

Vyroba eidamskych syrov zacina vyberom vhodného kravského mlieka vysokej
kvality. Dobry zdravotny stav dojnic a vyhovujuca vyziva su zakladnymi predpokladmi
pre produkciu mlieka prijatel'nej akosti. Kfmenie zvierat, napr. nevhodnymi typmi rastlin,
ovplyviiuje senzorické vlastnosti mlieka a nasledne aj syra, silaz s nizSou kvalitou moze
byt zase zdrojom anaerobnych baktérii, ktoré sa dostavaju do mlieka a spdsobuju
tzv. neskoré durenie syrov. Naopak pozitivny vplyv na zlozenie ma stratégia volne
sa pasuceho dobytku alebo vyuzivanie ¢erstvych krmiv, ¢o vedie k narastu koncentracie
omega-3 MK (vid kapitola 2.1.6.1) v mlieku a okrem toho zlepSuje aj jeho senzoricky
aktivny profil. Mlieko musi byt kontrolované na pritomnost cudzorodych latok,
predovsSetkym rezidui antibiotik, ktoré by mohli inhibovat’ rast mliekarenskych kultur.
K dalsim faktorom, ovplyviujicim zlozenie a vlastnosti surového mlieka, patri
napr. plemeno, vek dojnic, genetické faktory, doba laktacie alebo ro¢né obdobie [13].

Typy syrov su klasifikované podl'a obsahu t. v s., preto je potrebné pred samotnou
vyrobou surové mlieko Standardizovat. Dosiahnutie pozadovaného pomeru tuku
a bielkovin sa najCastejSie prevadza zmieSanim odstredeného a plnotu¢ného mlieka,
¢im sa znizi obsah lipidov [22]. Pred vyrobou Eidamu je normalizované mlieko
pasterizované. Toto tepelné oSetrenie, ktorého cielom je inaktivacia neziaducich MO,
sa bezne prevadza 10-20 sekund pri teplote 70 — 75 °C. Pocas pasterizacie dochadza
ku odstraneniu  vacSiny baktérii mlieCneho kvasenia, Listeria monocytogenes,
koliformnych a gram-negativnych baktérii a inych MO. Sucasne dochadza ku inaktivacii
niektorych enzymov, ktorych katalyticky t€inok by mohol mat negativny vplyv pri zreni
syrov. Znizenie aktivity lipoproteinovej lipazy zabrafiuje vysokému stuptiu lipolyzy,
ktora je u eidamskych syrov povazovana za neziaducu. Subezne s tym vSak mozu byt
inaktivované aj prospesné enzymy, zvlast ak je intenzita oSetrenia prili§ vysoka.
K najdolezitej§im z nich patri xantinoxidaza, viazand na membrane, ktora mimo iného
katalyzuje aj redukciu dusi¢nanu na dusitan, ¢oho pritomnost zabrafiuje kliCeniu spor
Clostridium spp. (napr. Clostridium tyrobutyricum).
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Tepelné oSetrenie mlieka vedie kurcitému stupiiu denaturacie termolabilnych
srvatkovych proteinov. Tento vedlajsi efekt moze byt prospesny, ak sa ich iba malé
mnozstvo viaze na povrchu kazeinovych micél, pretoze sa tak zvyS$i vytaznost’ susiny
syra. AvSak pri rozsiahlejSej denaturacii dochadza k vel'mi nepriaznivému ovplyvneniu
priebehu koagulécie, o sa prejavuje vznikom slabej syreniny, zlou synerézou a celkovym
zhorSenim kvality syra [10].

Dalsim krokom, ktory sa Gasto uplatiiuje pre zvySenie mikrobialnej stability surového
mlieka, je baktofugacia, predovSetkym za uCelom odstranenia endospor baktérii
Clostridium tyrobutyricum, ktoré mozu sposobit’ tzv. neskoré durenie syrov. Pri¢inou
tejto vady je fermentacia kyseliny mlieCnej az na kyselinu maslovt a octovu za sucasného
nadmerného vyvinu oxidu uhli¢itého a vodiku, v dosledku ¢oho vznikaju vel'ké oka az
praskliny poskodzujuce syr, sprevadzané neprijemnym zapachom. Proces baktofugacie
je zalozeny na principu centrifugéacie, kedy sa dosahuje separacia endospor odstredivou
silou v podobe tzv. tazkého kalu s ucinnostou az 98 %, pretoze vacsina z nich ma vyssiu
hustotu nez mlieko [14]. Nutnym opatrenim pri vyrobe syra z pasterizovan¢ho mlieka je
pridavok ¢istych kultar, oznaCovanych tiez ako Startovacie alebo zakvasové.

Pre vyrobu syrov holandského typu sa uplatiiuja hlavne mezofilné baktérie rodov
Lactococcus spp. a Leuconostoc spp., konkrétne Lactococcus lactis subsp. lactis
a cremoris, Leuconostoc lactis a Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris.
Enzymatickym posobenim tychto baktérii dochadza k rychlej a takmer uplnej fermentacii
laktozy na kyselinu mlie€nu, ¢o ma za nasledok znizenie pH na 5,1 — 5,2. Tento kriticky
bod, akym je prave uprava kyslosti, hra pri vyrobe syra doleziti ulohu, ked’Zze usmertiuje
rychlost’ syrenia, kvalitu koagulatu, podporuje syneréziu a podmieriuje aktivitu
lipolytickych a proteolytickych enzymov poc¢as dozrievania, ¢im sa vytvaraju podmienky
pre spravny vyvoj syrového flavouru. Rychlost' poklesu pH navySe urcuje aj rozsah
rozpustania koloidného fosforeCnanu vapenatého, ktory upravuje citlivost kazeinov
podliehat proteolyze. Paralelne s d’al§imi faktormi ovplyviiuje aj reologické vlastnosti
syra a celkovo tak vyslednu konzistenciu. Sucasne tieto zmeny napomahaji inhibicii rastu
neziaducich a patogénnych MO [5]. Inym variantom, okrem baktofugacie, ktorym je
mozné predchadzat’ vzniku vad sposobenych ¢innost'ou klostridii, je pridavok dusi¢nanu
do mlieka. V pritomnosti enzymu xantinoxidaza st dusi¢nany prevadzané na dusitany,
ktoré zabraruju klicivosti spor tychto baktérii, a tak minimalizuja riziko tvorby defektov
pri tzv. neskorSom dureni syrov [10]. Pre zachovanie konStantnej intenzity sfarbenia
po cely rok je mozné do surového mlieka pridavat karotenoidové farbiva: annatto alebo
B-karotén. Annatto je zlté az Cervené prirodné farbivo ziskané extrakciou z vonkajSich
vrstiev semien tropického stromu Bixa orellana, ktoré obsahuje hlavne zltooranzovy
lipofilny pigment bixin a vo vode rozpustny norbixin. VhodnejSou alternativou moze byt
pridavok B-karoténu, ktory sa v nizkych koncentraciach prirodzene vyskytuje aj v mlieku
[28]. Enzymatické pdsobenie syridla je primarnou fazou dvojfazového procesu, ktory
aktivuje sekundarnu neenzymaticku fazu, pocas ktorej uz kazeinové micely postupne
stracaju  schopnost’ interagovat’ s molekulami vody v désledku znizenia sférickej
a nabojovej repulzie medzi Casticami, sposobené odstiepenim makropeptidu z k-kazeinu.
Ako postupuje koagulacia, tak micelarne retazce zacinaja vytvarat trojrozmernu sietova
matricu, ktord zachytava molekuly vody a d’alSie hlavné zlozky mlieka (laktozu, lipidy,
srvatkové proteiny, mineralne latky). Tento proces prebieha pri teplote 30 — 31 °C
a koagulacia trva priblizne 20-30 minut.
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V okamziku dosiahnutia dostatocnej pevnosti je mlieCny gél, ktory je za beznych
podmienok pomerne stabilny, rozkrajany Specidlnymi nozmi (syrarske harfy) na kusy
o velkosti 8 — 15 mm (tzv. syrové zrno). Velkost syrového zrna je vyznamnym faktorom
ovplyviiujiicim konecny obsah suSiny syru, a preto vyzaduje prisnu kontrolu. Krajanie
ma za nasledok zvicSenie plochy koagulatu, ¢im je podporend syneréza, a teda
vyludovanie srvatky. Cim vicsi je pomer plochy k objemu zfn, tym rozsiahlejie je
uvol'niovanie srvatky, a tym nizsi je obsah vody vo vyslednom syre. Rozsah a rychlost
synerézy su okrem velkosti zfn zavislé najmd na koncentracii vapenatych idnov
a kazeinu, pH, dobe trvania procesu, rychlosti mie§ania a samozrejme teplote [5].

Pri polotvrdych a tvrdych syroch sa pre podporenie uvol'fiovania srvatky syrové zrno
prihrieva. Pri vyrobe Eidamu sa tohto cielu bezne dosahuje pridavkom teplej vody
po odpusteni Casti srvatky v procesu tzv. prania syreniny, ktory umoziiuje upravit obsah
laktozy fermentovanej zdkvasovymi baktériami, a tym zabranit priliSnému znizeniu pH
syra. Dohrievanie a dosusSanie pokracuje po pridavku teplej vody za staleho mieSania
priblizne d’alSich 30 minut pri teplotach maximalne 40 °C. Pouzitie vysSich teplot by sice
d’alej podporilo syneréziu, ale sucasne by viedlo k neziaducemu poskodeniu mezofilnych
baktérii [22]. V okamziku, kedy syneréza dosiahne pozadovaného stupiia, je syrenina
oddelena od srvatky na perforovanych formach, ¢im ziskavame potrebny tvar a vel'kost’
syra. U polotvrdych a tvrdych syrov sa pre urychlenie a podporu uvolfiovania dalSe;
srvatky pdsobi na syreninu tlakom. Popri vplyve na synerézu podporuje lisovanie aj
dokonalejsie spojenie Castic cesta. Vysledny produkt ma celistvejsiu Strukturu s mens§im
poctom Ok a uzavretej§i hladky povrch, ktory zabranuje d’al§im stratam vody, zaistuje
mechanicku stabilitu a sltzi ako bariéra proti mikrobialnej kontaminacii. V priebehu musi
tlak narastat’ pozvol'na, inak by to totiz viedlo k neziaducim spevneniam a uzavreti
Struktiry povrchu syra, ¢im by sa zamedzilo odtoku srvatky [22].

Poslednym krokom pred zabalenim syra azrenim je solenie. Tento proces sa
u eidamskych syrov prevadza ponorenim do tzv. solnej kupele, tj. roztoku chloridu
sodného o koncentracii 18 — 20 %, teplote okolo 13 °C a obsahu vapenatych i6nov
priblizne 0,2 %. Difuzia sodnych i6nov do hmoty syra ma okrem pozitivneho uc¢inku
na vyslednu charakteristicki chut, taktiez vplyv ajna aktivitu pritomnych enzymov,
regulaciu rastu a prezivania MO. K d’alsim aspektom sa radia podpora synerézy, teda
uvol'niovanie d’alSej srvatky, a tym zniZzenie hodnoty konec¢ného obsahu vody v syre,
a predovSetkym zlepSenie konzistencie vymenou vapenatych ionov v parakazeinu za iény
sodné. Nasolené syry sa po vytiahnuti zo so'ného kupelu nechavaju oschntt’ a potom sa
balia do vhodnych obalov [5].

Vhodny material, pouzivany pre balenie syrov, by mal spliovat radu kritérii, medzi
ktoré patria napr. poskytovanie dostato¢nej ochrany pred MO, ale aj inymi nepriaznivymi
vplyvmi, mal by zabranovat vyraznym stratdm vlhkosti, disponovat Specifickymi
vlastnostami pre priepustnost’ vo¢i plynom a uz zmienenej vlhkosti, zlepSovat vzhl'ad
alebo byt kompatibilny s podmienkami distribuicie a predaja. Tradiénym obalovym
materidlov bochnikov syra Eidam je Cerveny parafinovy vosk. AvsSak takto zabalené
produkty st viac nachylné ku vzniku vad kvoli pritomnosti neziaducich mikrobialnych
kultar na syrovej kore. Alternativou, ktora sa stale viac pouziva, je vakuové balenie syrov
v plastovych foliach z polyetylénu a polyamidu, ktoré ponukaju lepsiu ochranu proti
mechanickému poskodeniu, a zaroven spomaluju rast aerobnych baktérii, a tym tak
ucinnejsie zabranuju kontaminacii [10].
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Takto pripravené syry ziskavaju svoju vyslednu §truktaru, vzhl'ad a predovSetkym
zlozenie katalytickym pdsobenim enzymov mlieka, pritomnych MO a syridla pocas
procesu zrenia.

Jedna sa okomplexnu, zloziti radu biochemickych zmien, ktoré zahriaju
metabolizmus zostatkovej laktdzy, lipolyzu, proteolyzu, popr. premenu laktatu na citrat,
a na nich nadvédzujuce sekundarne transformécie. Tymito transforméciami su
katabolizmus VMK a aminokyselin a s nimi suvisiace reakcie: esterifikacia, laktonizacia
a mnohé d’alSie. Rozsah tychto reakcii a rovnovéaha vznikajacich zlucenin ovplyviiuje
typicky charakter vone a chuti syra [29]. Proces zrenia syrov je podrobnejSie popisany
v kapitole 2.2.1. Eidamské syry su pocCas zrenia uchovavané v klimatizovanych
miestnostiach pri teplote 8-15 °C v zavislosti na pouzitom obalovom materialu
a relativnej vlhkosti v rozmedzi 85 — 88 % po dobu najmenej 4 tyzdiiov [5], [22].

2.1.7 Kultiry pouzivané pri vyrobe syrov s vysoko a nizkodohrievanou syreninou

Vzhl'adom k tomu, Ze jednym z hlavnych ciel'ov oboch experimentov bolo sledovat
vplyv roznych mikrobidlnych kultur, su v tejto kapitole podrobnejSie popisané mozné
varianty kultar a ich funkcie.

BMK tvoria prirodzent skupinu nepohyblivych nesporulujucich G+ kokov a tyciniek,
ktoré fermentuju laktézu za tvorby kyseliny mliecnej (homofermentativne) a pripadne
dalsich produktov (heterofermentativne). Medzi BMK patria zastupcovia rodov
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus a Bifidobacterium. V prirode su
vel'mi rozSirené, vyskytuju sa v mlieku, na rozkladajucich sa rastlinach, na slizniciach
T'udi a zvierat. Su pricinou samovolného kysnutia mlieka, na druhu stranu sem taktiez
patri dolezita skupina kultirnej mikroflory, ktora je zékladom, tzv. Cdistych
mliekarenskych kultar [1]. Mikroorganizmy nachadzajuce sa v mlieCnych vyrobkoch,
teda v syroch, maju povod v mlieku, pri vyrobe syrov prechadzaju z mlieka prevazne
do syrového zrna aiba malé mnozstvo do srvatky. Preto sa mikroflora syreniny
a syrového zrna v podstate neli§i od mikroflory mlieka. Nevyhnutnym predpokladom
vyroby syrov je vSak pridavok ziadicich MO vo forme mliekarenskych kultar.

Zékladnou kultarou pre prakticky vSetky druhy syrov je mezofilna kulttra, podl'a typu
syra byva doplnena d’al§imi kulturami [19]. Pridavaju sa tesne pred syrenim v mnozstve
0,1 — 0,15 % [30]. Pri vyrobe a zreniu syrov dochadza ku velkym zmenam vo vyvoji
a fyziologickej Cinnosti pritomnych MO, ¢o je predovsetkym zavislé na ich fyziologickej
aktivite, na zlozeni syrov, teplotnych podmienkach atd’. Preto je potrebné prisne sledovat
a cielavedome riadit’ vyvo; MO, ich fyziologickt aktivitu, zloZenie syra a klimatické
podmienky [31].

Syry s nizkodohrievanou syreninou, medzi ktoré patria syry holandského typu (Eidam,
Gouda), obsahuju zmesovi mezofilni (optimalna kultiva¢na teplota je 20 — 30 °C)
kultaru: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis, Lactobacillus delbruecki subsp. lactis.
Pridava sa taktiez kultira Lactobacillus casei, ktora vykazuje mierne proteolyticku
aktivitu a prispieva tak ku dosiahnutiu ziaducich senzorickych vlastnosti. Obvykle nie je
sucast'ou zakladnej mezofilnej kultury, aj ked’ jej optimalna teplota rastu je 30 °C.
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Do tejto skupiny taktiez patria syry typu Cedar, ktoré obsahuju termorezistentnt
(60 °C) kultaru odolnu voc¢i NaCl (6,5 %), s vysokou proteolytickou aktivitou, ktora sa
pridava ku vySSie spomenutej zmesove] mezofilnej kultire a obsahuje baktérie
Lactobacillus helveticus, pripadne Enterococcus durans [32].

Pri vyrobe syrov s vysokodohrievanou syreninou sa do mlieka priddva zakladna
kultura zlozena z mezofilnych baktérii Lactococcus spp. a Leuconostoc spp. a termofilna
syrarska kultira zlozena z baktérii Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus
a Lactobacillus lactis. Termofilna kultura sa uplatiiuje az pocas dohrievania a dostiSania
syrov (optimalna kultivacna teplota je 40 — 45 °C), vykazuje proteolyticku aktivitu
a prispieva tak ku dosiahnutiu ziaducich senzorickych vlastnosti syra. Lactobacillus lactis
a Lactobacillus helveticus maji velku schopnost’ rozkladat’ mliecne bielkoviny az
na aminokyseliny. Bolo zistené, ze Lactobacillus lactis hydrolyzuje v mlieku az 7,88 %
bielkovin [30]. Baktérie propionového kvasenia (Propionibacterium spp.) sa nachadzaju
uz v samotnom mlieku v dostatocnom mnozstve. Ked'Zze si termorezistentné, preziju
Setrnu pasterizaciu, ale ich biologicka a fyziologicka aktivita mdze byt do urcitej miery
oslabena, preto sa pri vyrobe syrov typu Emental naviac pridavaji vo forme kultury,
ked’ze si nevyhnutné pre dosiahnutie senzorickych vlastnosti. Pésobenie propionovych
baktérii je vymedzené na obdobie vlastného zrenia, pri nizkej teplote (15 — 20 °C)
rozkladaju kyselinu mliecnu na kyselinu propiénovu a octovu (charakteristicka sladkasta,
orechova chut) a oxid uhlicity (tvorba 6k) [33].

Lipolyza je dolezitym faktorom pri zreni syra, rovnako ako proteolyza a glykolyza,
a je vSeobecne uznavana za nevyhnutnu ku tvorbe typickej chuti a aromy syra Emental.
Mnozstvo VMK sa pocas zrenia zvySuje (cca v rozsahu 2 az 7 g na kg syra) a zavisi
na lipolytickej aktivite mikrobialnej flory pocas vyroby syrov a ich zrenia. Tato lipolyza
je sice nizka v porovnani s inymi syrmi (predovSetkym plesfiovymi), ale vyznamna,
pretoze okrem vzniknutych VMK vznikaju dolezité senzoricky aktivne zluceniny ako
konec¢né produkty ich rozkladu: alkoholy, metylketony, estery alaktony. Baktérie
mlieCneho kvasenia maji vSeobecne velmi nizku lipolyticku aktivitu, na rozdiel
od propiénovych baktérii, ktoré ju maju omnoho vy8siu [33]. Stidia Chamba a Perrearda
[21] ukazala, ze propidnové baktérie s hlavnymi Cinitel'mi pri lipolyze syrov tohto typu.
Bolo preukazané, ze lipolyticka aktivita je zavisla na kmeni a na interakcii medzi
propionovymi baktériami a termofilnymi laktobacilmi.

V mlieku by mal byt vyvazeny pomer medzi laktobacilmi a streptokokami, z dévodu
vzajomného suladu kysnutia asyrenia. Pri prevahe laktobacilov, moéze byt chut
ementalskych syrov kysla az horka [34].

2.2 Senzoricky aktivne latky

Senzoricka kvalitu potravin, ateda aj syrov, urCuju pritomné SAL, tj. latky, ktoré
vnimame svojimi zmyslami. Za jeden z najddlezitejSich indikatorov senzorickej kvality
je povazovany flavour, ktory je Casto rozhodujucim faktorom prijatelnosti potravin
pre konzumenta. CSN EN ISO 5492 definuje flavour ako ,celkovi kombindciu
cuchového, chutového a trigemindlneho vnemu vhimaného pocas skiiSania .
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Flavour je teda suhrn chuti, vone a mechanickych podnetov v ustnej dutine pocas
konzumacie potraviny [5]. Typicky flavour daného typu vyrobku je vysledkom zlozitej
rovnovahy zmesi zloziek, z ktorych prchavé tvori aromu — vonu (interakcia s cuchovymi
receptormi) a neprchavé tvori chut’ potraviny (interakcia s chutovymi receptormi) [5].
Z chemického hladiska byva flavour Casto redukovany na stanovenie prchavych latok
prave preto, ze maju najdolezitejSiu ulohu v celkovom flavouru, a taktiez sa pomerne
dobre in§trumentalne stanovuju. V potravinach sa odhaduje vyskyt priblizne 10 000
tychto latok, identifikovanych bolo zatial’ cca 7 000. V jednom type potraviny sa ich mdze
vyskytovat’ az niekolko stoviek, pricom ich celkovy obsah je 1 — 1000 pg-g'! [35]. Skor
sa vedecké timy snazili o identifikéaciu vSetkych prchavych latok v danej potravine, avSak
v suCasnej dobe sa vyskum zameriava najmd na identifikdciu zlaCenin, ktoré su
pre vnimanie flavouru skutocne dolezité (tzv. , kIticové™), ktorych moze byt iba niekol'’ko
a v mnohych potravinach sa ich zatial' nepodarilo ur€it [36].

Pre vnimanie celkového flavouru je dolezity prah vnimania jednotlivych latok, ktory
je definovany ako najmenSia koncentracia zluceniny, ktora u viac ako polovice
hodnotitel' ov umozni rozlisit' dve vzorky, inak povedané najnizsia koncentracia, ktort je
mozné vnimat; hodnoty sa liSia az v rozsahu niekol’ko radov. Jednotlivé latky sa navyse
moézu vzajomne ovplyviiovat (antagonizmus, synergizmus), pripadne interagovat
s ostatnymi zlozkami potraviny, ¢o nie je mozné podchytit ziadnym pristrojom [37].
Ku vnimaniu flavouru dochéadza este pred konzuméaciou, kedy spotrebitel moze syr citit
(vorna, odour), ale vysledny pocit vznika az pri konzumacii [38]. Pre pochopenie
prispevku individualnych SAL k flavouru je nutnd kombinacia senzorického hodnotenia
s in§trumentalnymi metédami [39].

Pre oznacenie zmenenej, neprirodzenej vone a/alebo chuti v dosledku najréznejsich
vplyvov sa pouziva termin off-flavour (pripadne off-odour) [40]. Na off-flavouru syrov
sa moze podielat’ Siroké spektrum prchavych zlacenin. Niektoré latky, ktoré su v nizkych
koncentraciach sucastou prirodzeného aréma syru, mézu pri nadmernom mnozstve
sposobovat’ defekty [41]. Off-flavour, rovnako ako flavour, pochadza z mikrobialne;
aktivity alebo z okolitého prostredia a taktiez Cinnost’ou enzymov samotného mlieka [32].
Charakterizacii a popisu vone prchavych latok sa venuje rad rozsiahlych publikacii [5],
[39]. Podrobny prehl'ad SAL identifikovanych v syroch a ich charakteristicka aroma su
zhrnuté v tabul'kach (Tabulka 29 az Tabulka 33). Zltceniny boli vybrané na zaklade
publikacii [42] so zameranim na prirodné syry SvajCiarskeho a eidamského typu.

Ku najddlezitejsim chemickym skupinam, do ktorych sa radia zla€eniny pritomné
v prchavych frakciach syra patria alkoholy, karbonylové zluCeniny, VMK a ich estery,
laktony a zluceniny siry. Tieto zlozky najviac ovplyviuju vyslednti aromu syrov a buda
im venované nasledujtce kapitoly [42].

2.2.1 Vznik a vyvoj senzoricky aktivnych latok v prirodnych syroch

SAL sa primarne tvoria predovSetkym pri procesu zrenia. Tento proces zahrnuje
biochemické a mikrobiologické deje, ktoré maja vplyv na vyvoj flavouru, ale aj textiru
syru [15]. Délezité faktory ovplyviiujice tieto zmeny su dizka a podmienky zrenia.
ZvySena teplota moze biochemické deje zrychlit, naopak znizenie teploty zrenia
spomaluje tieto procesy [43].
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Konecny flavour syra ovplyviiuje predovsetkym pouzita mikrobialna kultara, vyrobna
technologia, obsah tuku a soli v syre [44]. Hlavné biochemické procesy sprevadzajuce
zrenie syrov mozno rozdelit' na primarne, ktoré zahrfiaji metabolizmus laktozy, laktatu
a citratu, proteolyzu, kde st kone¢nym produktom vol'né aminokyseliny a lipolyzu, kde
su kone¢nym produktom VMK [45], [46]. Medzi sekundarne biochemické procesy patri
tvorba SAL. Jedna sa hlavne o metabolizmus VMK a aminokyselin [47], [48].
ZjednodusSena schéma vzniku tychto zlucenin v syroch je vyobrazena na obrazku vysSie
(Obrazok 1) [32]. MO, ktoré sa podiel’aju pri zreni syrov, s najmad BMK. Je to pocetna,
morfologicky heterogénna skupina mezofilnych kultar (Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris) alebo termofilnych kultur (Lactobacillus helveticus,
Streptococcus thermophilus) [49] - [51]. BMK produkuju intracelularne enzymy
(peptidazy, lipazy, enzymy ovplyviujuce katabolizmus aminokyselin) a extracelularne
enzymy [50], [34].

Dalsou skupinou MO, ktoré ovplyviiuju procesy zrenia, su tzv. netartérové
(nezakvasové) baktérie mlie¢neho kvasenia (NBMK), ktorych zdrojom mo6ze byt mlieko
alebo prostredie mliekarne [52], [53]. NBMK moézu ovplyviiovat aj proteolytické
a lipolytické procesy a patria medzi ne napriklad rody Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Enterococcus a iné [54], [55].

2.2.1.1 Metabolizmus laktozy, kyseliny mliecnej a citrdtu

Zakladnym procesom pri zreni va¢Siny druhov syrov je metabolizmus laktozy
na kyselinu mlie¢nu. Pocas biotechnologického spracovania odchadza prevazna cast
laktézy so srvatkou. Laktoza, ktora zostdva v syre, je metabolizovana glykolyticky
prostrednictvom  primarnych zakvasovych kultir (najmd homofermentativne
Lactococcus spp.) alebo fosfoketolazovou drahou (heterofermentativne Leuconostoc
spp.) az na pyruvat, ktory je nasledne premeneny na laktat (D-laktat, L-laktat alebo ich
racemicki zmes) [56],. NajbeznejSim spdsobom katabolického rozkladu laktézy je
homofermentativne mlie¢ne kvasenie, ktoré prebieha po hydrolyze laktozy na glukozu
a galaktozu. Glukoza je fermentovana priamo na kyselinu mliecnu (laktat), galaktoza sa
metabolizuje az po jej enzymatickej premene na glukozu [57].

Glykolyza alebo Embden-Meyerhofova draha primarne sluzi k ziskavaniu energie
zo sacharidickych molekul v podobe ATP (adenozintrifosfat) a zisku energeticky
bohatého pyruvatu. Odburavanie glukdzy na pyruvat prebieha v slede desiatich reakcii,
ktoré su katalyzované desiatimi enzymami. Proces glykolyzy prebieha v troch krokoch:
dvojnasobna fosforylacia, dehydrogenacia glyceraldehyd-3-fosfatu a vznik pyruvatu.
Samotna glukoza neposkytuje atomy vodiku, preto musi byt za spotreby dvoch molekul
aktivovana dvojnasobnou fosforylaciou. Enzym hexokinaza tvori za spotreby jedného
ATP glukoza-6-fosfat. Po izomeracii na fruktoza-6-fosfat, ktori katalyzuje
fosfoglukoizomeraza, dochadza ku druhej fosforylacii enzymom fosfofruktokinaza
na fruktoza-1,6-bisfosfat (najpomals§i krok, reguldcia metabolizmu). Aldolovym
Stepenim vznikaju dve tridzy: dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat, ktoré su
na seba prevediteIné vd'aka triozafosfatizomeraze, ktorad udrzuje ich rovnovazny pomer
[33]. Glyceraldehyd-3-fosfat, ako pozadovany zdroj vodikovych atdbmov, je oxidovany
enzymom glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza na 1,3-bisfosfoglycerat (jediny
oxidacny dej glykolyzy).
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Vyrovnavanie spotreby dvoch molekal ATP pri aktivacii glukézy zacina syntézou
molekal ATP za vyuzitia energie z oxidacie. Pre potrebu dehydrogenacie d’alSieho
glyceraldehydu je nutna reoxidacia redukovanej formy koenzymu NAD*. Aerobne MO
regeneruyju NAD™ v dychacom retfazci (nerelevantné u BMK). Redukciou réznych
organickych metabolitov je NAD* regenerovany u anaérobnych MO. 1,3-bisfosfat je
fosfoglyceratkinazou prevedeny na 3-fosfoglycerat. Prenos fosfoesterovej vizby
z tretieho na druhy uhlik katabolizuje fosfoglyceratmutaza. Vzniknuty 2-fosfoglycerat je
dehydrogenovany enolazou na enolpyruvat. Pyruvatkindza nakoniec prenesie
makroergickl viazbu na ADP za vzniku druhej molekuly ATP a tvorby pyruvatu [58].

Fosforylaciou a dehydrogenaciou glukozy sa pocas fosfoketolazovej drahy tvori
6-fosfoglukonat. Dekarboxylaciou 6-fosfoglukonatu vznika pentoza-6-fosfat, ktori je
Stepeny fosfoketolazou na glyceraldehyd-3-fosfat a acetylfosfat. Glyceraldehyd-3-fosfat
sa zapaja do glykolyzy (popisané vyssie) za vzniku jednej molekuly laktatu [36]. Ak nie
je pritomny dal§i akceptor elektronov, tak dochadza k redukcii acetylfosfatu
cez acetylkoenzym A, acetaldehyd az na etanol. Okrem laktatu vznika aj CO2 a etanol
[37]. NBMK pritomné v syroch holandského typu izomerizuji D-laktat na L-laktat.
Racemizacia laktatu vyrazne neovplyviiuje senzorické vlastnosti syrov. D-laktat vapenaty
je menej rozpustny nez L-laktat a moze dojst’ ku kryStalizacii a naslednej tvorbe bielych
Skvin (nerozpustny D-laktat) na rezu syra [59].

Obrazok 2 znazoriiuje metabolizmus laktatu na d’alSie produkty prostrednictvom
roznych skupin MO. Uginkom Propionibacterium spp. vznikaji karboxylové kyseliny
(octova, propionova), oxid uhlicity a voda. Metabolizmus BMK produkuje kyselinu
mravenciu, octovu a oxid uhli¢ity. Grampozitivne Clostridium spp. mozu za anaerobnych
podmienok metabolizovat' laktat az na kyselinu maslovi avodik, pricom dochadza
k neziaducemu, tzv. neskorému dureniu syrov (tvorba off-flavouru) [55].

DL-laktat
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Obrazok 2: Schematicky zndzorneny metabolizmus laktdtu pocas zrenia syrov [32]
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Pyruvat je metabolickym medziproduktom odburavania laktozy a zaroven substratom
pre tvorbu mnohych SAL s kratkym refazcom: biacetyl (butan-2,3-dion), acetaldehyd
(etanal), acetoin (3-hydroxybutan-2-6n) aetanol [60], [61], [62]. VSetky vykazuju
typicku jogurtovu a maslovu chut a voru [62]. Rozpusteny mlieCny citrat je odvadzany
spolu so srvatkou. Zostatkovy podiel je metabolizovany BMK a NBMK na acetat
a biacetyl; biacetyl ma charakteristicki orechovi a maslovu voiu a d’alej sa metabolizuje
na SAL, ako napriklad acetoin, butan-2,3-diol alebo butan-2-6n [54].

2.2.1.2 Lipolyza a tvorba vol'nych mastnych kyselin

Neoddelitelnym zdrojom pre rozvoj spravneho flavouru pocas zrenia syrov je mlieCny
tuk. Na tvorbe SAL ma rozhodujuci vplyv enzymaticka hydrolyza, resp. lipolyza TAG az
na MK, glycerol a mono- /di- acylglyceroly. Ku Stepeniu esterickej vizby medzi MK
a glycerolom dochadza ucinkom lipolytickych enzymov (lipaz) [64].

Zdrojmi lipaz st: mlieko, syridlo, BMK, sekundarne Startovacie kultury (syry
s plesiiou), NBMK a exogénne lipazové preparaty. Primarnymi produktmi lipolyzy su
VMK, ktoré su prekurzormi ddlezitych SAL (aldehydy, ketony, laktony, alkoholy
a estery) [65]. K chuti prispievaja iba MK, ktoré si vo vol'nej, protonovanej forme [66].
VMK udel'uji hlavne stipl'avé, ostré, zatuchnuté aréma.

MK s dlh§im retazcom (> 12 uhlikovych atomov) maji vysoké prahy vnimania.
Naopak kyseliny s kratkym a stredne dlhym retazcom s parnym poctom uhlikovych
atobmov maju nizke prahy vnimania, teda vyznamne ovplyviiuju flavour syru [67], [68].
K odburavaniu MK dochadza pri B-oxidacii po tzv. Lynenovej Spirale. Proces zaCina
aktivaciou a transportom VMK zcytozolu do mitochondrie. ESte predtym VMK
penetruji do cytozolu cez bunkovii membranu pomocou Specifickych proteinovych
prenasacov [69], [70]. Acyl-CoA-ligaza katalyzuje reakciu za pritomnosti ATP a tvori
acyl-CoA a AMP. Na acyl-CoA s dlhym retazcom je naviazany karnitin pomocou
karnitin-palmitoyltransferazy I. Cez proteinovy prenasa¢ karnitinu vo vnuatorne]
mitochondridlnej membrane je nasledne transportovany do matrixu mitochondrie.

V matrixu mitochondrie je karnitinovy komplex Stepeny
karnitinpalmitoyltransferdzou II na acyl-CoA a karnitin, ktory je spétne prepraveny
do cytozolu [71]. Kratke retazce acyl-CoA prechadzaju difiziou cez vnitornu membranu
mitochondrie [72]. V druhej faze nastupi B-oxidacia, ktord postupnym odstepovanim
dvoch atomov uhlika vytvori acetyl-CoA. Enzym acyl-CoA dehydrogenaza katalyzuje
dehydrogenaciu viazby C2 — C3 za tvorby trans-delta-2-enoyl-CoA. Akceptorom
elektronov je FAD (flavinadenosindinukleotid), ktory je redukovany na FADH,.
Hydratacie vzniknutej dvojnej viazby C2 — C3 za pritomnosti enoyl-CoA hydratazy
vznikd L-3-hydroxyacyl-CoA. Enzym 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenaza katalyzuje
d'alsiu dehydrogenaciu, tvori sa 3-ketoacyl-CoA (akceptorom elektronov je NAD).
Nukleofilickou thiolyzou medzi C2 a C3 dochadza k tvorbe acetyl-CoA a o 2 atomy
uhliku krat§iemu retazcu acyl-CoA. VMK s neparnym poctom uhlikov su oxidované az
na propionyl-CoA a acetyl-CoA. Propionyl-CoA je karboxylovany na D-metylmalonyl-
CoA. Tato reakcia zahrfiia kofaktor biotin, ATP a enzym propionyl-CoA karboxylazu.
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Enzymovou konverziou metylmalonyl-CoA epimerazy je D-metylmalonyl-CoA
prevedeny na L-formu. Intramolekularnym presmykom katalyzovanyn metylmalonyl-
CoA-mutazou (potrebny koenzym B12) dochadza k tvorbe sukcinyl-CoA. Sukcinyl-CoA
nasledne vstupuje do citratového cyklu a zvySuje mnozstvo pritomného cirkulujiiceho
sukcinyl-CoA. V pripade nadbytku, modze byt sukcinyl-CoA extrahovany
glukoneogenézou do pecene a oblic¢iek. Konverziou fosfoenolpyruvatkarboxylazou je
konvertovany na glukozu [72], [73]. Ku oxidacii nenasytenych MK dochéadza vyuzitim
dodato¢nych enzymov enoyl-CoA-izomeraza a 2,4-dienoyl-CoA-reduktaza. Ak acyl-
CoA obsahuje cis-A® dvojiti vizbu, potom cis-A’-enoyl-CoA izomeraza konvertuje
vizbu na trans-A*, nasledne $tandardny metabolizmus nasytenych MK s parnym poétom
uhlikov. Ak acyl-CoA obsahuje cis-A* dvojita vizbu, tak jeho dehydrogenaciou vznika
2,4-dienoyl. Ten je redukovany 2. 4-dienoyl-CoA-reduktazou s NADPH na trans-A*-
enoyl-CoA, nasledne Standardny metabolizmus nasytenych MK s parnym poctom
uhlikov [48]. Podobne ako B-oxidaciu, aj syntézu sprevadza 6 reakcii az po tvorbu
palmitovej kyseliny, ktora je prekurzorom SAL. Tieto reakcie st vykonavané komplexom
enzymov pod oznacenim syntaza MK II (FASII, fatty acid synthase II), ktora sa nachadza
v prokaryotoch, hubach, rastlinach, parazitoch a mitochondriach.

Okrem toho existuje este FAS I, ktori maju zvieratd. FAS Ije menej efektivna
a pomalsia ako FAS 11 [74]. Acetyl-CoA:ACP transacylaza aktivuje acetyl-CoA reakciou
s malonyl-ACP (acyl carrier protein, proteinovy prenasa¢ acylu). Malonyl-CoA:ACP-
transacylaza aktivuje malonyl-CoA. Enzym 3-ketoacyl-ACP-syntaza katabolyzuje
predlzovanie retazca malonyl-ACP.

triglyceridy
r lipaza
mastné kyseliny
p-oxidace B-oxidace  nenasycené mastné
kyseliny
\ . .
B-ketokyseliny 4- nebo 5- hydroperoxidy
hydroxykyseliny hydroperoxid
Y lyaza
methyl ketony aldehydy
Y Y _
sekundarni alkoholy volné mastné vnebod  kyseliny alkoholy
kyseliny laktony

Obrazok 3: Schéma katabolizmu VMK v syroch [75]

Enzym 3-ketoacyl-ACP-reduktaza za pritomnosti NADPH+H" (nikotinamidadenin-
dinukleotidfosfat) redukuje C3 ketonovu skupinu na hydroxylova skupinu. Naslednou
dehydrataciou 3-hydroxyacyl-ACP-dehydratazou vznikéa dvojna vizba. Dvojna vizba je
redukovana enoyl-ACP-reduktazou na jednoduchu C2 — C3 viazbu.
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Reakcie sa opakuju az kym nevznikne kyselina palmitova. Roznymi elongazami
a desaturazami dochadza k predlzovaniu retazca a tvorbe dvojnych viazieb [75], [76].

Konkrétne SAL su charakteristické pre rézne druhy syrov. U syrov s modrou plestiou
vnutri hmoty a tvrdych talianskych syrov prebieha rozklad TAG vel'mi intenzivne,
naopak u syrov ako je Cedar alebo Gouda je tento proces mierny a nadmerna intenzita
lipolytickych reakcii je neziaduca [77]. Obrazok 3 schematicky znazoriiuje suhrnny
metabolizmus VMK v syroch [75].

2.2.1.3 Proteolyza a tvorba vol’nych aminokyselin

Najvyznamnej§im a najkomplexnej§im metabolickym procesom prebiehajucom
pri zreni syrov je proteolyza. Pocas neho su kazeiny hydrolyzované pomocou enzymov
proteaz na dlhé a stredne dlhé peptidy. Tie su nasledne proteinazami a peptidazami
Stiepené na kratSie peptidy a vol'né aminokyseliny (VAK) [76]. Enzymy prechadzaju
zo syridla, mlieka, primarnych a sekundarnych Startérovych kultar, NBMK a exogénnych
proteinaz a/alebo peptidaz vyuzivanych k akceleracii zrenia syrov. MO disponuju
endopeptidazami, ktoré katalyzuji hydrolyzu védzby vnutri retazca a exopeptidazami,
ktoré odstepuju koncové VAK. BMK disponuji vel'mi komplexnym systémom
proteinaz/peptidaz, ale vykazuju slabu proteolyticku aktivitu. Koneénym produktom
proteolyzy su VAK [78].
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Obrazok 4: Schéma niektorych biochemickych premien aminokyselin veducich
k tvorbe SAL v syroch [78]
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VAK priamo neovplyviluji vyvoj syrovej aroOmy, prispievaju az prostrednictvom
konverzie na SAL ako su amoniak, aminy, karbonylové zluceniny, fenoly, indoly,
alkoholy a iné. Intracelularne enzymy MO vyuzivaju rozli€né prekurzory, napr. kyselinu
glutimovu, leucin, metionin a iné. Metabolizmus aminokyselin je vel'mi zlozity proces
(Obrazok 4). Neziaduca horka chut moze byt spdsobena hydrofobnymi peptidmi a celou
radou d’alSich latok, napr. aminokyseliny, aminy, substituované amidy, ketony s dlhym
retazcom a niektoré MAG. Off-flavour spdsobuju okrem iného aj zluCeniny vznikajtce
Streckerovymi reakciami ako su fenylacetaldehyd, fenyletanol, 3-metylbutanol, fenol
a p-kresol [79]. Vo véacsine pripadov si VAK pomocou intracelularnych enzymov
premenené na SAL. Rozvetvené aminokyseliny (leucin, izoleucin, valin), obsahujuce siru
(metionin) a aromatické (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) su prekurzory dolezitych SAL,
ako su aldehydy, alkoholy, MK, estery a zluceniny siry [80].

Dekarboxylaciou aminokyselin vznikd prisluSny amin za uvolnenia COo.
Koncentracia aminov a biogénnych aminov zavisi na typu syra a na pritomnosti MO.
Biogénne aminy, vyskytujice sa v syroch su, napr. tyramin, putrescin, kadaverin
a histamin, ktoré vznikaju dekarboxylaciou prislu§nych aminokyselin: tyrozin, arginin,
lyzin a histidin. Dalsie aminy si metylamin, etylamin, n-propylamin, izopropylamin,
etanolamin, detylamin, dibutylamin.

Amidy su acetamid, propionamid, isobutyramid alebo isovaleramid, ktorych
deaminaciou vznikaju prislusné aldehydy [81]. Pri deaminacii VAK vznikaju
a-ketokyseliny a zarover sa uvoltiuje amoniak, i¢inkom deaminaz za pritomnosti NAD*.
Charakteristicki aromu syru ma o-keto-3-metylbutanova kyselina a a-keto-3-
metylpentanova kyselina. Dal§imi &initelmi deaminacie si oxidazy vyuzivajuce ako
akceptor elektronu kyslik, vznikaju aldehydy a amoniak. Oxidativnou deaminaciou mézu
vznikat okrem amoniaku a aldehydov (Streckerova reakcia) tiez MK (isovalérova,
isomaslova). Transaminaciou vznikaji z aminokyselin a-ketokyseliny, ktoré sluzia ako
prekurzory pre SAL. Preto si pravdepodobne limitujacim krokom vo vyvoji chute a vone.
Streckerovymi reakciami mo6zu z aminokyselin fenylalaninu, leucinu/isoleucinu, valinu
a metioninu vznikat fenylacetaldehyd, isobutanal, metional a 3-metylbutanal.

Pri dehydrogenacii dochadza ku konverzii o-ketokyselin na hydroxykyseliny.
Rozkladom aromatickych aminokyselin lyazami vznika fenol, indol, metantiol.
Premenou sirnych aminokyselin (metionin, cystein) vznikaju prchavé sirne zluceniny
zodpovedné za charakteristické aroma mnohych syrov, napr. metantiol, dimetyldisulfid,
dimetyltrisulfid maju vyrazné cesnakové aréma, po velmi zrelom syre, v niektorych
pripadoch po varenych zemiakoch alebo pokazenych uhorkéch [81].

Z produktov metabolizmu aminokyselin s rozvetvenym retazcom su vyznamné SAL:
3-metylbutanal, 2-metylbutanal a 2-metylpropanal. Vac§inou sa v syroch vyskytuja
prechodne, z dovodu rychlej redukcie na odpovedajuce alkoholy alebo oxidované
na kyseliny. Aldehydy a ketony maja Casto neziaduci vplyv na flavour syrov a spdsobuju
ich vady. Napr. zvySena koncentracia 3-metylbutanalu a 3-metylbutanolu sposobuje chut’
a vonu po sladu. ZvySena koncentracia 3-metylbutanalu a 3-metylpropanalu sposobuje
drsny aneprijemny off-flavour. MK vznikajice tymto sposobom, su zodpovedné
za sladky, ovocnu, voskovu, jablént, spalenti anahniti aromu syrov. Reakciami
sacharidov a aminokyselin/inych dusikatych latok, vznikaju latky na baze pyrazinov,
ktoré tiez prispievaju k charakteristickym senzorickym vlastnostiam syrov [55].
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Tabulka 11: Niektoré senzoricky aktivne latky identifikované v syroch a ich
charakteristickda aroma [82]

Skupina Zlucenina Charakteristickd aréma
butan-1-ol kvetinové, ovocné, sladké
petan-1-ol ovocné, alkoholové, zelené
butan-2-ol alkoholové

2-metylbutan-1-ol alkoholové, zelené
2-metylpropan-1-ol alkoholové, ovocné
pentan-2-ol cerstve
propan-2-ol sladké, ovocné
3-metylbut-2-én-1-ol syrové, ovocng, zelené
Alkoholy etanol suché, jemné, alkoholové
hexanol tukové, kvetinové, travoveé
fenyletanol riZove
butan-1,3-diol ovocné
okt-1-én-3-ol hubové, zemité, plesiové
oktan-2-ol hubové, orieskové, olejové
butan-1,3-diol neurcené
metanol neurcené
fenol neurcené
2-metylpropanal sladové, zelené, kvetinové
3-metylbutanal sladové, ¢okoladové
2-metylbutanal sladové
fenylacetaldehyd kvetinové, medové
acetaldehyd ostré, prenikavé, ovocné, travové
benzaldehyd horké, mandl'ové
Aldehydy pentanal prenikavé, medové
hexanal travove
heptanal olejové, tukové, travové, bylinné
nonanal travove, zelené, zvieracie
dekanal zelené, orechové
nonen-2-al senné, travove
2,4-dekadienal smazené
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Tabulka 11: Niektoré senzoricky aktivne latky identifikované v syroch a ich
charakteristickd aroma [82] - pokracovanie

Skupina Zlucenina Charakteristickd aroma
butanal neurcené
tetradekanal neurcené
Aldehydy
hexadekanal neurcené
2,4-heptadienal neurcené
aceton senné
butan-2-6n éterové, karamelové
hexan-2-6n ovocné
heptan-2-6n mastné, zelené
nonan-2-6n kvetinoveé, brqskyﬁové, horké
mlieko
undekan-2-6n plesiiové, kvetinové, ovocné
biacetyl (butan-2,3-di6n) travoveé
okt-1-én-3-on maslové, syrové, karamelové
Ketony pentan-2-6n sladové, ovocné
tridekan-2-6n kozie
pentadekan-2-6n vlhké
3-hydroxy-2-butanén .
(acetoin) maslové
dekan-2-6n neurcené
dodekan-2-6n neurcené
acetofenon neurcené
pentan-2,3-dion neurcené
1-hydroxypropan-2-6n neurcene
etyl acetat ovOoCneé, ananasove
etyl butanoat sladké, ovocné, travové
etyl hexanoat mlady syr, ovocné
Estery etyl oktanoat ovocné, karamelové
etyl dodekanoat kvetinové
butyl acetat hruskové
metyl acetat neurcené
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Tabulka 11: Niektoré senzoricky aktivne latky identifikované v syroch a ich
charakteristickd aroma [82] - pokracovanie

Skupina Zlucenina Charakteristickd aroma
etyl dekanoat neurcené
Estery etyl tetradekanoat neurcené
etyl hexadekanoat neurcené
octova octové, kyslé, kvetinové, travoveé
propanova prenikavé, stiplavé, spalené, syrové
butanova (maslova) maslové, zatuchnuté, ostré
hexanova ostré, kozie
oktanova spalené, voskové
nonanova kozie
Mastné dekanova syrové, kozie, mastné
kyseliny dodekanova mydlové, horuce mlieko
tetradekanova sladké, trpké

2-metylpropanova

maslové, sladké, jablkové

Laktony

2-metylbutanova syrové
3-metylbutanova syroveé
undekanova neurcené
hexadekanova neurcené
metantiol
Zluceniny siry dimetylsulfid sime, kai);lss;(;lz',vzibul’ové,
dimetyltrisulfid
y-nonalakton
kokosové
y-undekalakton
cis-y-6-dodekalakton broskyfiové

y-dekalakton

broskyniové, citrusové

o-dekalakton

broskyniové, kokosové

o-oktalakton

broskyniové, kokosové

o-dekalakton

kokosové, mastné

6-dodekalakton

mastné, maslové, mlieCny tuk

6-undekalakton

neuréené

O-tetradekalakton

neuréené

35



Tabulka 11: Niektoré senzoricky aktivne latky identifikované v syroch a ich
charakteristickd aroma [82] - pokracovanie

Skupina Zlucenina Charakteristickd aroma
Laktony d-hexadekalakton neurcené
a-pinén borovicové, travoveé
Terpény limonén citrusové
B-linalool sladké, kvetinové

2.2.2 Hlavné skupiny senzoricky aktivnych latok v syroch

2.2.2.1 Alkoholy

Drahy zodpovedné za biosyntézu alkoholov zahriiaji metabolizmus laktozy a citratu,
katabolizmus aminokyselin a degradacné reakcie niektorych MK (kyselina linolova
a linolénova). Dal§ou moznostou je redukcia odpovedajucich prekurzorov. Redukciou
metylketonov vznikaji sekundarne alkoholy, hlavne propan-2-ol, butan-2-ol, oktan-2-ol
a nonan-2-ol, ktoré su typickymi zlozkami flavouru syrov s plesiiou, rovnako ako ich
prislusné karbonyly [66], [16].

Fenolické latky maju pri koncentraciach blizkych prahu vnimania taktiez pozitivne
vplyvy na aréma syrov, av§ak s ich zvySujucim sa obsahom vécsinou dochédza ku tvorbe
neprijemnych pachuti. Senzoricky popis flavouru tychto latok obvykle pouziva vyrazy
ako ,sladky, aromaticky, karamelovy“ resp. az ,ostry, dymovy a spaleny“ [16].
KTicovou zlozkou aréomy vsetkych syrov (tvrdych aj mékkych) je alkohol 1-oktén-3-ol,
ktory vznika rozkladom kyseliny linolovej a linolénovej. Sekundarne alkoholy st
v syroch tvorené enzymovou redukciou metylketonov. Vyznamné SAL su propan-2-ol,
butan-2-ol, oktan-2-ol a nonan-2-ol. Tieto alkoholy su typické pre makké plesiiové syry
[16].

2.2.2.2 Aldehydy

B-oxidaciou nenasytenych MK vznikaji aldehydy s nerozvetvenym retazcom
(butanal, pentanal, hexanal a nonanal). Tieto aldehydy mo6zu pri vysSich koncentraciach
sposobovat’ neziaducu a neprijemnu arému. Su charakterizované ako aréma zelenej travy,
resp. Cerstvo pokosenej travy alebo bylin. NajcastejSie vyskytujucim sa aldehydom je
hexanal, ktory je charakteristicky pazitkovou aromou, pripadne aromou nezrelého ovocia
[54].

Biosyntéza aldehydov zahrfiuje predovSetkym [-oxidaciu nenasytenych MK
a katabolizmus aminokyselin. Acetaldehyd vznika aj z pyruvatu pri metabolizmu laktozy
a citratu. V syroch sa vyskytuju iba prechodne, pretoze pocCas zrenia dochadza k ich
rychlej redukcii na alkoholy alebo oxidacii na prislusné kyseliny [83]. Aldehydy
s priamym retazcom (butanal, pentanal, hexanal, nonanal) vykazuju arébmu po Cerstvo
posekanej zelenej trave a bylinach. Pri vysSich koncentraciach je ale ich ardéma
neprijemna, a preto je pritomnost’ tychto latok skor neziaduca [84].
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Ku najvyznamnej§im aldehydom s rozvetvenym retazcom patria 2-metylpropanal,
2-metylbutanal a 3-metylbutanal. Tvoria sa degradaciou valinu, isoleucinu a leucinu,
a okrem inych deskriptorov je mozné pre ich popis pouzit pojmy ako , sladkasta aroma“
alebo ,,vona zelenej travy a sladu“. Hraju taktiez ustrednt rolu v orieskovej prichuti
Cedaru [85], [86].

2.2.2.3 Ketony

Ketony sa ako SAL vyskytuja vo vacsine mlie¢nych vyrobkov. Maji vel'mi nizke
prahy vnimania. Na typickej arome a chuti syrov sa podiel'aji hlavne metylketony,
biacetyl, acetoin a okt-1-én-3-6n [16].

Prave metylketony je mozné povazovat za klucové SAL plesiiovych syrov.
Pochadzaju z B- oxidacie VMK a vytvaraju ovocnu, kvetinovu, popripade pri vyssich
koncentraciach az neprijemne zatuchnuti aromu [16]. Najviac zastipenym diketonom
v syroch (predovsetkym u Camembertov, Cedaru a Ementalu) je biacetyl, ktory je
klasicky spojovany s metabolizmom laktozy a citratu. Vyznamne prispieva k maslovej
chuti a sladkej, karamelovej a orieSkovej arome. Jeho redukcia poskytuje dalSie
aromatické ketony — acetoin (3-hydroxybutan-2-6n) a butan-2-6n [87], [88]. Hubovita,
zemita ¢1 plesiova aroma 1-oktén-3-olu modze byt zvySend pritomnostou ketonu
1-oktén-3-6nu [78].

2.2.2.4 Karboxylové kyseliny

Ako SAL sa uplatiiuju aj karboxylové kyseliny. Jedna sa o produkty hydrolytickej
aktivity lipaz pri rozkladu mlie¢neho tuku, katabolizmu aminokyselin alebo inych reakcii
(hlavne oxidacie) prislu§nych prekurzorov [66].

VMK s dlhym refazcom (>12 atémov uhlika) vdaka svojim vysokym prahom
vnimania hraju skor vedl'ajsiu ulohu pri tvorbe aromy syrov. Na druhej strane kyseliny
s kratkymi a stredne dlhymi retazcami maju podstatne nizsie prahové hodnoty, aj ked’
v porovnani sinymi SAL su tieto limity stile velmi vysoké. S vynimkou kyseliny
valérovej nema ziadna ina kyselina aromu podobnu voni syru. Pri vysSich koncentraciach
a vizolovanom stave su §pecifické chute a vone tychto kyselin (C4:0 — C12:0) cCasto
opisované skor negativne. Napriek tomu pri nizkych koncentraciach a v spravnej
rovnovahe s ostatnymi SAL sa vyznamne podielaji na tvorbe ziaduceho flavouru
mnohych typov syrov [16]. Intenzita chuti VMK zavisi nielen na koncentréacii, ale taktiez
na ich distribucii medzi vodnou atukovou fazou, pritomnosti urcitych kationov
(napr. Na¥, Ca**) a d’al§ich faktoroch. Vyznamnu tlohu ma aj pH, kedze iba protonovana
forma karboxylovej kyseliny je prchava a ma tak prinos k syrovému flavouru. Pri syroch
s vysokym pH je tak prevazna Cast’ kyselin vo forme soli, v dosledku coho je aromaticky
efekt MK pri neutralizacii zna¢ne potlaceny [85]. MK odvodené od aminokyselin
s rozvetvenym uhlikovym retazcom (2-metylbutanova, isomaslova, izovalérova) su
charakteristické ,,spotenym, hnilym a zatuchnutym® pachom. Pri vysSich koncentraciach
mozu mat Skodlivy efekt na vyslednu aromu. Oproti tomu kyseliny, ktoré maju na konci
uhlikového retazca naviazany aromaticky kruh, st zodpovedné za ovocné, kvetinové
a d’alSie prijemné vone [44].
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Octova a propanova kyselina maju typicky octovy zapach; maslova kyselina vytvara
zatuchnuti a tvarohova arému; hexanova kyselina ma §tiplava aromu. MK su dolezité
pri tvorbe senzorického profilu syrov, avsak ich vyssia koncentracia vedie k off-flavouru
[61]. Aroma kyseliny 3-metylbutanovej je opisovana ako neprijemna, nechutna, skazena,
,,spotenad“ (angl. sweaty) a je sucastou flavouru zrelych syrov [78].

2.2.2.5 Estery

Dolezitymi produktami metabolizmu MK su estery. Esterifikacné reakcie prebiehaju
medzi VMK skratkym a stredne dlhym uhlikovym retazcom a primarnymi
a sekundarnymi alkoholmi z fermentacie laktozy alebo zaminokyselin (najbeznejsSie
s etanolom, metanolom). Charakteristicka aroma esterov v syre je sladka a kvetinova.
Vel'ké mnozstvo etylesterov je sposobené prevladajucim alkoholom etanolom v syroch
[27]. Estery su beznymi prchavymi latkami v syroch. Ich typ a koncentracia sa medzi
jednotlivymi druhmi syra podstatne lii, u niektorych (napr. Cedar) je ich pritomnost’ az
neziaduca [66]. Prevazna Cast’ z nich sa vyznacuje nizkym prahom vnimania, o znamena,
ze aj ked st pritomné v nizkych koncentraciach, mézu vyznamne prispievat’ k celkove;j
aromatickej rovnovahe syrov. Ta ovplyviiuja aj synergické interakcie medzi réoznymi
estermi, popripade medzi estermi a inymi prchavymi zli¢eninami aj v koncentraciach
pod prahom vnimania [84]. VacSina esterov identifikovanych v syroch su oznaCované
ako ,sladké, ovocné a/alebo kvetinové“. Hlavne etylestery, ktoré sa vyskytuju
zo vSetkych esterov najCastejSie, si zname svojou dolezitou ulohou pri formovani
ovocného charakteru [88]. Estery prispievaju k celkovej arome syrov taktiez tym, ze
minimalizuju ostrost’ a horkost spdsobent pritomnost'ou uré¢itych VMK a aminov, alebo
dokazu potlacovat’ neprijemné chute niektorych metylketonov [32]. Procesu esterifikacie
sa okrem alkoholov mo6zu zucastiiovat aj tioly (hlavne metantioly) za vzniku
odpovedajucich tioesterov. S-metyltioestery vykazuju syrovu aromu, ale taktiez chutovy
nadych vareného karfiolu, cibule a cesnaku [89].

2.2.2.6 Laktony

Laktony su cyklické zlaCeniny tvorené intramolekularnou esterifikaciou
hydroxykyselin. Aj ked’ ich aréma nie je ,,syrova“, mozu prispievat k flavouru vacsiny
syrov. Niektoré §tadie uvadzaja, ze sa podiel'aju na maslovom charakteru syru. Ak ich
porovname s inymi SAL, maju laktony vel'mi nizke prahy vnimania. U y-laktonov su tieto
limity nizSie nez u o-laktonov. Laktony s kratSim uhlikovym retazcom maju prah
vnimania dokonca eSte nizSi, napr. y-oktalakton, y-dekalakton, y-dodekalakton su
rozpoznatel'né pri obsahu od 7 do 11 pg-kg! vovode. Celkovo sa y- a §-laktony vyznaduju
vel'mi vyraznymi, predovsetkym ovocnymi tonmi (,,broskynovy, marhul'ovy, kokosovy®)
[16]. NajcCastejSie sa v syroch nachadzaju y- a 8- laktony, ktoru st identifikovatelné
vyraznou ardbmou (napr. broskyne, marhule, kokos, maslo). Maja nizke prahy vnimania
a prispievaju k celkovému flavouru [39]. Nevyhnutné s pre charakteristicky flavour
syrov typu Gouda a Emental; 6-dekalakton je kI'i¢ovym odorantom syru Hermelin [78].
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2.2.2.7 Sirne zluceniny

Sirne zlt€eniny patria medzi vyznamné latky s nizkymi prahmi vnimania, ktoré spolu
s inymi zlu€eninami poskytuju vel'mi ziadtcu silna hlbokt chut’. Pre ich vznik je kIicova
degradacia metioninu. K typickym zastupcom tejto skupiny patria metional, metantiol
a organické sulfidy, ktoré zodpovedaji predovsetkym za vone , varenych zemiakov,
kapusty, karfiolu, cibule a cesnaku®. Medzi sirne zluCeniny patria aj tioestery, ktoré boli
blizSie popisané v kapitole 2.2.2.5 [90].

2.2.3 Senzoricky aktivne latky v syroch ementalskeho typu

Ako uz bolo zmienené, o syroch typu Moravsky bochnik bolo najdené minimum
informéacii, preto bola vramci reSerS§e venovana pozornost vSeobecne syrom
ementalskeho typu, ku ktorym by sa mal Moravsky bochnik zo senzorického hl'adiska
najviac podobat. Chut avona syra su mandlovo sladkasté, Cisté, viac aromatické
s rastucim vekom syra. Ku vzniku charakteristického jemného orieskového flavouru
prispievaji VMK s kratkym retazcom uvolnené lipolyzou mliecneho tuku a tvorbou
kyseliny octovej a propionovej pri propiénovom kvaseni. V tvrdych syroch ementalskeho
typu sa vyskytuju predovSetkym niektoré estery (etyl butanoat, etyl 3-metylbutanoat)
arozne kyseliny (maslova a propionova). U syrov vyrobenych pomocou baktérii
propiénového kvasenia si dolezitymi SAL kyselina propidnova, metyl-thioacetat,
laktony (8-dekalakton) a aminy. Keton 2-heptanon patri medzi kla€ové SAL v syre
Emental; rovnako aj oct-1-én-3-6n, ktory ma hubovitu aromu. Biacetyl, ktory je tvoreny
metabolizmom pyruvatu, je charakterizovany maslovou a orechovou arémou. Dalgou
kI'icovou SAL je 4-hydroxy-2,5-dimetyl-3(2H)-furanén (furaneol), ktory je tvoreny
tepelnou degradaciou fruktozy alebo 6-deoxyhexo6z v pritomnosti aminov a aminokyselin
(Maillardova reakcia). Taktiez 5-etyl-4-hydroxy-2-metyl-3(2H)-furan6n sa podiel'a
na tvorbe syrovej a orechovej aromy Ementalu. Z dusikatych zlucenin je ddlezity skatol.
Zo sirnych zlacenin je najCastejSie sa vyskytujucim metional (3-metylthiopropanal),
ktory vznika Streckerovou degradaciou; charakteristicky aromou varenych zemiakov
a Stiplavym zapachom [66]. Rychlik a Bosset [91] identifikovali metyltiol, dimetylsulfid
a etyl-2-metylbutanoat ako kl'icové zluCeniny vo §vajCiarskom syre Gruyere.

Thierry a kol. [92] skamali vplyv pouzitej propionovej kultiry na prchavé latky
ementalskych syrov. MK s kratkym uhlikovym retazcom (octova, propionova, maslova,
hexanova a isovalérova) a estery (estery octovej a propionovej kyseliny) boli zistené ako
hlavné latky pravdepodobne produkované propionovymi baktériami.

2.2.4 Senzoricky aktivne latky v syroch eidamského typu

Syry eidamského typu alebo eidamské syry maja v porovnani s inymi druhmi syrov
skor vel'mi mierne, az nevyrazné aroma. To je vysledkom rovnovahy medzi latkami
vznikajucimi pri komplexnych biochemickych dejoch v priebehu zrenia, na ktoré ma
vplyv cely rad faktorov. V dosledku odstranenia povodnej mikrofléry mlieka procesom
pasterizacie, dozrievaju syry pomalSie a rozvija sa menej intenzivny flavour, nez u syrov
zo surového mlieka [25]. NavySe je vyrazne inaktivovana aj lipoproteinova lipaza, ktora
by inak prispievala k rozsiahlej lipolyze, resp. ku tvorbe prekurzorov d’alS§ich SAL.
Vseobecne pouzivané baktérie pri vyrobe eidamskych syrov nedisponuji enzymatickymi
systémami pre rozsiahly rozklad tukov a VMK [93].
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Préave preto je lipolyza u tychto syrov odliSna a menej vyrazna, aj ked’ jej vplyv nie je
zanedbatelny [93]. Dominantnou cestou produkcie prchavych SAL je katabolicka
konverzia aminokyselin uvol'nenych pri proteolyze [25]. Chut a voiia by mali byt jemne
syrové (nie prili§ vyrazné), jemne mliecne kyslasté (hlavne u syrov s nizsim obsahom
tuku), mierne slané, sladkasté. Mladé syry maja jemnu, maslovi, mierne fondanovu,
alebo 'ahko horko-mandl'ovt, alebo orieskovu chut’ a postupnym zretim ziskavaju plnsiu
a vyraznejsiu chut’ [27].

Ku kl'icovym SAL, ktoré byvaju u eidamskych syrov najCastejSie identifikované
vo vyznamnych koncentraciach, patria 2-metylpropanal, 2- a 3- metylbutanal, popripade
od nich odvodené alkoholy alebo kyseliny, d’alej hexanal, metantiol, dimetylsulfid
a dimetyltrisulfid, biacetyl, kyselina octova, kyselina maslova, 6-dekalakton, etyl butyrat
a D-limonén [78]. ZluCeniny 2-metylpropanal, 2- a 3-metylbutanal, ktoré vznikaju ako
produkty degradacie aminokyselin s rozvetvenymi retazcami, si spajané s vonou ,,zelene
a sladu, ale v nizSich koncentraciach prispievaju k prijemnym ovocnym ténom [79].
Redukciou sa znich tvoria alkoholy (2-metylpropan-1-ol, 2-metylbutan-1-ol
a 3-metylbutan-1-ol), ktoré maju vplyv na ovocnu a alkoholovi aro6mu, naopak ich
kyseliny (isomaslova, 2-metylmaslova aisovalérovd) su zodpovedné za ,spotené,
fekalne, hnilobné™ a d’alSie neprijemné pachy [78]. Hexanal, ktory je charakteristicky
predovsSetkym vorou travy a bylin, vznika pravdepodobne pri B-oxidacii nenasytenych
MK [66]. Odburavanim sirnych aminokyselin, predovSetkym metioninu, dochadza
k produkcii metantiolu, ktory méze byt nasledne oxidovany enzymaticky ¢i chemicky
zavzniku organickych sulfidov, u Eidamu hlavne uz spomenutého dimetylsulfidu
a dimetyltrisulfidu. Tieto zluCeniny siry st spajane s vyraznou arémou kapusty, cibule,
cesnaku a karfiolu [44].

Biacetyl (butan-2,3-di6n) je jednym z najddlezitejSich diketonov a zaroven klaCovou
SAL holandskych syrov. Tato latka vznika prevazne z pyruvatu pochadzajiceho
z metabolizmu laktozy a citratu, hlavne vd’aka aktivite citrat-pozitivnych BMK, a je
napadna svojou maslovou, orechovou a karamelovou arémou [93].

Typickym ostrym, kyslym zapachom sa vyznacuje kyselina octova, ktora je
vysledkom metabolizmu citratu, kyseliny mlie¢nej, katabolizmu alaninu, serinu alebo
treoninu [83]. Zatuchnuty, fekalny, spoteny, hnijuci, neprijemny, ostry a kysly zapach je
charakteristicky pre najviac zastipeni VMK v syroch holandského typu — kyselinu
maslovu. Tato kyselina je v nizSich koncentraciach kli¢ovou zlozkou syrovej aromy
a sucasne prevladajuicou VMK v syroch eidamského typu [93], [95], [96]. Preto
je v tychto syroch podl'a ocakéavania najviac zastipenym esterom etyl butyrat, ktory ma
charakteristicka kvetinovu, sladku a ovocna vonu [97].

Rovnako sladkou, kvetinovou alebo ovocnou arébmou, pripominajucou napr. broskyne,
ale taktiez je cCasto spajany s kokosovou vonou, je O-dekalakton, ktory wvznika
intramolekularnou esterifikaciou hydroxykyselin [98]. Ku terpenoidom patria cyklicky
terpén D-limonén, ktory sa do mlieka a nasledne do syru dostava ako sucast’ stravy dojnic.
Pre jeho popis sa pouzivaju deskriptory ako ,,matova‘“ alebo ,,zelena trava“ [93].
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2.3 Pouzivané metody a experimentalne techniky

Syrovy flavour je kritickym znakom kvality a senzoricka analyza je najlepSou metédou
k jeho urCeniu. Na druhej strane, inStrumentalne techniky maji vacSinové zastupenie
pri identifikacii a kvantifikacii SAL, ked’ze maji nespoCetné mnozstvo vyhod: rychlost,
moznost vyhodnocovania velkého pocCtu vzoriek, nizka cena, jednoduché
(Casto automatizované) prevedenie, dobra opakovatel'nost’, nizka chybovost, pomerne
jednoduché spracovanie vysledkov [42].

Hlavnou napliiou tejto dizertaCnej prace tvori stanovenie SAL a MK ako hlavnych
zloziek flavouru a markerov priebehu zrenia eidamskych a ementéalskych syrov.
Nasledujuce kapitoly st zamerané na prehlad metdd a inStrumentalnych technik
vhodnych pre ich stanovenie. V oboch pripadoch je najprv nevyhnutna ich izolacia
z matrice syra a pripadne niektoré dalSie kroky (vid® d’alej) v ramci pripravy vzorky
k analyze, ktora je prevadzana na plynovom chromatografe (GC) s plametiovo-
ionizaCnym detektorom (FID) alebo hmotnostnym spektrometrom (MS) [99], [100].

2.4 Metody izolacie senzoricky aktivnych latok v syroch

Aj ked’ v dnesnej dobe su k dispozicii naymodernejsie separacné a detekéné metody,
prevazna vicsina z nich neumoziluje priame stanovenie niektorych analytov vo vzorkach
potravin bez nutnosti ich prvotnej izolacie z komplexnej matrice a skoncentrovaniu.
Préave vol'ba metody upravy vzorky vyrazne ovplyviiuje spol’ahlivost’ a presnost analyzy.
Rovnako je tomu aj pri SAL, pre ktoré sa pri kvalitativnom a kvantitativnom stanoveni
Casto pouziva plynovy chromatograf s hmotnostnym spektrometrom (GC-MS) [100].

In§trumentéalne metody sa primarne vyuzivaju ku stanoveniu prchavych SAL, ale
taktiez k meraniu neprchavych chutovych zla¢enin (napr. horké peptidy, chlorid sodny,
kyselina mlie¢na, laktéza, aminokyseliny, a iné SAL) [101]. Syrové SAL st casto
v nizkych, az stopovych koncentraciach, st hydrofdbne, heterogénne distribuované
[102]. Zaciatkom je vyber vhodnej analyticke] metddy pre ich izolaciu z matrice syra. Za
ucelom dosiahnutia praktickej a spolahlivej izolacie SAL z matric vzoriek heterogénne;j
povahy bolo vyvinutych niekolko extrakénych a destilatnych metdd. Napriek tomu,
pri vacSine spomenutych metdd su potrebné niekolko stupiiové postupy nachylné
ku strate analytov. Spravidla sa kazdym d’al§im krokom v analytickom postupe zvysuje
pravdepodobnost’ vzniku analytickej chyby, z ¢oho vyplyva, Ze je ziadiice minimalizovat’
pocet krokov pri priprave vzorky bez znizenia kvality analyzy [103] - [104]. Pre extrakciu
a 1zolaciu prchavych zltcenin zo vzorky sa pouzivaju v sucasnosti rézne metody. Bezné
metddy, ako parna destilacia, extrakcia rozpu§tadlom a/alebo zachytenie prchavych latok
na sorbentoch, v§ak maju radu nevyhod: s ¢asovo naro¢né, vyzaduju velké objemy
vzorky arozpustadla, mézu neziadicim sposobom menit niektoré analyty vplyvom
vysokej teploty alebo pouzitého rozpustadla, prip. méze dojst’ ku stratam niektorych
prchavych zlucenin [115]. Okrem toho, vyuzivanie velkych objemov rozpustadiel vplyva
na stopovu analyzu, predstavuje zdroj environmentalneho znecistenia, zdravotné riziko
pre laboratorny personal a navySenie financii na prevadzku Cisti¢iek odpadov [99].
V idealnom pripade ma byt extrakény proces jednoduchy, rychly (80 % Casu analyzy sa
stravi nad pripravou vzorku), lacny, selektivny (nutnost separacie Co najvacSieho
mnozstva moznych interferujucich latok), kvantitativny a umoziujuci automatizaciu.
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Podmienky maju byt mierne k zabraneniu oxidacnych, tepelnych a akychkol'vek
inych zmien vzorky [56]. Preto sa dnes klasické techniky Casto nahradzuju novymi,
napr. extrakcia a mikroextrakcia pevnou fazou, mikrovinnd extrakcia, extrakcia
superkritickou tekutinou, vysokotlakova extrakcia rozpustadlom. Tieto nové extrakcné
techniky vyzaduji minimélne mnozstvo vzorky, si menej c¢asovo narocné,
automatizovatel'né a vhodné pre on-line zapojeni so separaCnymi technikami [56], [99].

Avsak, rézne extrakéné metody zachytia iba urcitu cast z celkového obsahu
pritomnych prchavych zlucenin, ¢o moze viest k odliSnym vysledkom a je otazkou, ktora
z metdd poskytne najviac reprezentativnu zmes SAL, teda najviac sa bliziacu vnimaniu
v ustach [116]. Kritériom bezchybnej izolacie a skoncentrovania aromatickych latok je
senzorické porovnanie vysledného produktu s koncentratom. Iba vtedy, ked’ sa zachova
typicky pach, je mozné vylucit’ hrubé zmeny vzorky [117].

2.5 Extrakcne-destilacné metédy

Pri extrakénych metodach dochadza ku mieSaniu dvoch nemiesitel'nych faz. Izolované
zliCeniny su nasledne separované a koncentrované do malého objemu extrakcného
¢inidla. Delenie prchavych a neprchavych latok na zaklade rozdielneho bodu varu je
principom destilacnych technik. Extrakcne-destilaéné metody su jednoduché, nenarocné,
s dobrou opakovatel'nost'ou.

Izolaciu vSak komplikuje rad faktorov: SAL maju Siroké rozmedzie bodov varu,
od izbovej teploty az > 100 °C [99], mnoho je nestabilnych a 'ahko podliehaju oxidacne;
a tepelnej degradacii, su Casto intracelularne a je nutné rozrusenie vzorky [56], [117].

2.5.1 Extrakcia rozpustadlom

Klasicka, ale v sucasnosti najmenej vyuzivana metoda (podl'a mnozstva publikacii), je
extrakcia rozpustadlom (SE — Solvent Extraction). Ide o separa¢nu metodu, pri ktorej
analyt prechadza zo zmesi latok v kvapalnej alebo tuhej faze do inej kvapalnej faze,
vhodného rozpustadla [118]. Pre extrakciu prchavych latok zo syrovych matric je tato
klasicka metoda vyuzivand menej a skor na ustupu oproti SPME a SFE. Z novsich
publikacii mozno uviest Domagalu a kol. [119], ktori extrahovali VMK z r6znych druhov
syrov (napr. Emental, Gouda, Parmezan, Camembert) pomocou zmesi rozpustadiel
chloroform:metanol (2:1, v/v). Alewijn akol. [27] extrahovali SAL zo vzoriek syru
Gouda pomocou acetonitrilu. Gratzionis a kol. [120] pouzili pre analyzu syrov s modrou
plesiiou techniky SE a SPME v spojeni s GC-MS. Po izolacii pomocou dichlormetanu
bolo identifikovanych 11 zla€enin, zatial' ¢o metodou SPME 29 zlucenin.

2.5.2 Vysokotlakova extrakcia rozpustadlom

Hlavnou vyhodou PFE (Pressurized Fluid Extraction) je lepsi (oproti SE) prenos
analytov do rozpustadla, vysSia sila anizSia spotreba rozpustadla. Extrakcia je
prevadzana pri teplotach 50 — 200 °C a tlakoch do 20,7 MPa. Tym sa vyrazne zvySuje
extrak¢na ucinnost, na druhej strane je mozné pracovat’ iba s tepelne stabilnymi analytmi
[121]. Pre extrakciu prchavych latok nie je prili§ vhodna a na syry zatial’ nebola pouzita.
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2.5.3 Extrakcia superkritickou kvapalinou

Alternativny spdsob extrakcie ku konvenénym metédam pontka extrakcia
superkritickou kvapalinou (SFE — Supercritical Fluid Extraction), ktora ma niekol'ko
vyhod predovSetkym pri extrakcii lipidov. Vdaka moznosti plynulej moduléacie
nastavenia sily a selektivity rozpustadla ide o flexibilny proces. Taktiez dochadza
k eliminacii pouzitych (Casto toxickych) rozpustadiel - odpada proces ich likvidacie
[122]. Velkou vyhodou SFE je moznost’ prace s termolabilnymi zluCeninami, ked'ze sa
vyuzivajui nizke teploty a vysoké tlaky. Pri SFE sa vyuzivaju superkritické kvapaliny,
ktoré su v stave nad ich kritickym tlakom a kritickou teplotou v jedinom kondenzovanom
stave. NajcCastejSie pouzivanym rozpustadlom je oxid uhliCity (cena, dostupnost,
bezpecnost)) vdaka rozpustacim vlastnostiam pre TAG. Pridanie malého mnozstva
tekutého modifikatoru (napr. etanol) moze viest k vyrazne lepSej extrakcii polarnych
zluCenin [123] - [126]. Tato metodda bola pouzita napr. pre extrakciu MK zo vzoriek syrov
Ementél a bola porovnana s metédou SE. Obe metddy vykazovali analogické zlozenie
a poCet MK [127].

Dalej je mozné uviest’ napr. §tadium aromy ové&ieho syra Roncal [128], zisk VMK
a d’alsich prchavych latok zo syrov ementéalskeho typu [129], zaujimavé je praktické
vyuzitie SFE pre vyrobu syrov so znizenym obsahom tuku [130], [131]. Larrayoz
a kol. [132] ju pouzili pri optimalizacii parametrov extrakcie SAL zo syru Idiazébal.

2.54 Extrakcia mikrovinnym ohrevom

Tato zaujimava technika je aj v suCasnosti casto vyuzivanou volbou pri extrakcii SAL.
Kombinuje spolu mikrovinnu energiu a tradicni extrakciu rozpustadlom Polarne
rozpustadlo je ohrievané mikrovinami a je v kontakte medzi pevnou vzorkou a ¢astami
zliCenin, ktoré nas zaujimaju. Tato technika teda znizuje extrakény Cas a zaroven aj
mnozstvo rozpustadla [133].

Bola aplikovana napr. pre extrakciu organickych kyselin z gréckych syrov [132] alebo
pre stanovenie obsahu tukov v syroch, kde bola porovnavana s klasickou Soxhletovou
extrakciou [133].

2.5.5 Ultrazvukova extrakcia

Dalsou technikou je ultrazvukova extrakcia, ktora funguje nasledovne. Po vloZeni
vzorky do pristroja je ultrazvukom vytvorena kavitacia, ktora vedie ku silnym strihovym
silam. Imploézia kavitatnych bubliniek na povrchu vzorky vytvara efekt podobny tvorbe
mikro-dyz, ktoré generuju d’alSie efekty odlupovania, erozie a rozpad ciastociek vzorky.
Okrem toho, implozia kavitacnych bubliniek vedie v tekutom médiu ku makroskopickym
turbulenciam, ktoré pomahaju pri miesani.

Jej velkymi vyhodami je redukcia mnozstva rozpustadla, Casu, energie, moznost
viacerych operacii naraz, lepSia bezpecnost’ pri praci a vyrazne nizsi dopad na zivotné
prostredie (tzv. zelend chémia). Taktiez ide o techniku, ktora je lacna a jej hodnota je
vel'mi rychlo navratna [134] - [136]. Jej aplikacia na syry zatial nebola publikovana.
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2.5.6 Odparovanie vonnych latok pomocou rozpust'adla

Principom tejto techniky (SAFE — Solvent Assisted Flavour Evaporation) je zisk
prchavych latok pomocou nizkej teploty pri vysokom véakuu. Filtrované rozpustadlo,
zvycCajne dietyléter alebo dichlormetan, kvapka z chladica do nadoby, ktora ma priblizne
teplotu 20 — 30 °C a tlak 10 Pa. Vd'aka nizkemu tlaku a relativne nizkej teplote dochadza
k okamzitému odpareniu vzorky. Odparena vzorka spolu s rozpustadlom nasledne
kondenzuje na stenach zbernej nadoby, cely proces trva priblizne 1 — 2 hodiny.
Rozpustadlo sa nasledne odparuje pre zisk koncentrovanej vzorky. Hlavnymi vyhodami
su extrémne vysoky vytazok (takmer 100 %) polarnych zlacenin a taktiez zlucenin
s vysokym bodom varu. Na druhu stranu je tato technika vel'mi naro¢na na mnozstvo
spotrebovaného rozpustadla, Cas a taktiez je vysoka nakupna cena vybavenia [137].

SAFE bola pouzita napr. pre extrakciu prchavych latok z komerénych polotvrdych
syrov [138], ov¢ich syrov [93], z tureckého syru , Gaziantep [139] alebo pol'ského
plesiiového syru ,,Lazur® [140].

2.5.7 Mikroextrakcia kvapalnou fazou

LPME (Liquid Phase Microextraction) je technika s vyuzitim minimalneho mnozstva
rozpustadla (radovo pl). K extrakcii dochddza v malom mnozstve rozpustadla (akceptor)
z rozpustenej vzorky obsahujicej analyt (donor). Mo6ze byt rozdelenda do troch
kategorii: jedno kvapkova mikroextrakcia (SDME), disperzna mikroextrakcia kvapalina-
kvapalina (DLLME) a mikroextrakcia s dutymi vlaknami (HF-LPME). Pri SDME méze
dochadzat’ ku priamej injekcii alebo ku vyuzitiu headspace [135]. Metdda je rychla
a lacna, avSak pre zisk prchavych latok zo syrov zatial’ nebola pouzita.

2.5.8 Destilacia vodnou parou

Ide ojednoduchu techniku, ktord mala v minulosti Siroké vyuzitie pre extrakciu
prchavych MK. Najvicsie vyuzitie ma prave pri ziskani prchavych latok s vysokou
teplotou varu, z inertnych a komplexnych matric, pevnych alebo kvapalnych, s vyuzitim
vysoko vriace] pary ako separané a energetické rozpustadlo. V dnesnej dobe sa
najcCastejSie vyuziva pre extrakciu prchavych SAL pri tvorbe parfumov [141]. Aplikacii
na syry je publikovanych len malo, mozno spomenut pracu autorov O’Riordan
a Delahunty [142].

2.5.9 Simultanna destilacia/extrakcia

NajstarSou a v minulosti najpouzivanejSou metddou je destilacia/extrakcia. Podstatou
je izolacia analytu zo zmesi pomocou destilacie vodnou parou a naslednou extrakciou
vhodnym organickym rozpustadlom. Tento proces je mozné spojit do simultannej
destilacie/extrakcie s vyuzitim Likens-Nickersonovej Specialnej aparatary [143],
prebieha za atmosférického tlaku alebo vakua a pri izbovej teplote. Destilacné metddy su
nenaro¢né na obsluhu. S vynimkou vysoko polarnych hydrofilnych latok dava SDE dobré
vytazky. K extrakcii sa najCastejSie pouzivaju organické rozpustadla ako je pentan,
dietyléter, dichlérmetéan a iné, ktoré je mozné jednoducho oddelit’ [144].
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Vyuzitie SDE bolo mnohokrat publikované: Shiota a kol. [145] pri testovani vplyvu
flavouru a textary na celkové senzorické vnimanie syru typu Gouda, Van Hoorde
a kol. [80] pri vybere vhodnych kmefiov Lactobacillus paracasei pre vyrobu syrov typu
Gouda, Dirinck a de Winne [146] pri charakterizacii a klasifikacii profilov troch syrov
typu Gouda a Emental z roznych oblasti (Rakusko, Svajéiarsko, Francuzsko). V spojeni
s GC-MS izolovali frakcie MK, metylketonov, laktonov, aldehydov a alkénov. Zistili, ze
Gouda od réznych vyrobcov ma podobny aromaticky profil, zatial' ¢o medzi syrmi typu
Emental boli pozorované znacné rozdiely, najviac u rakaskeho syru. Van Leuven a kol.
[78] analyzovali rovnakou metddou profil Goudy zo surového a pasterizovaného mlieka.
Celkom identifikovali 63 zlucenin, ktoré sa tvorili aj pocas zrenia syrov. Koncentracia
podobnych aminokyselin a etylesterov pri Goude z pasterizované¢ho mlieka stapla, zatial
¢o koncentracia aldehydov a VMK klesla. Majcher a Jelen porovnavali vyuzitie metod
SDE, SAFE a SPME na extrudovanych zemiakovych snackoch [147].

2.6 Headspace metody

Staticka headspace (HS), dynamicka headspace (tzv. ,,purge and trap“) a headspace
SPME (HS-SPME) su metody zalozené na prchavosti analyzovanych latok.

Podstatou tychto metdd je analyza plynnej faze, ktora bola v kontakte s extrahovanym
materialom, v idealnom pripade az do ustalenia rovnovaznej distribucie prchavych latok
medzi plynnou a kondenzovanou (kvapalnou alebo pevnou) fazou, ktora je popisana
distribucnou konstantou jednotlivych zloziek v danej sustave.

Staticka HS je jednoduchd arychla metdda, avSak poskytuje nizku
reprodukovatelnost’ [115]. Pri statickej HS je vzorka temperovana az do vytvorenia
rovnovahy medzi kvapalnou a plynnou fazou. Odobrany znamy objem plynnej faze je
analyzovany na chromatografickej kolone [148], [149]. Hlavnymi vyhodami st
jednoduchost, nizka cena a rychlost’ [150].

Dynamicka HS metdda vyuziva privod inertného plynu (He, N) nad/skrz vzorku.
Pri dynamickej HS je do priestoru nad vzorkou privadzany inertny plyn, pri ,,purge
and trap® plyn prechadza vzorkou. Volné prchavé zluceniny su zachytavané prechodom
sorpcnou trubicou smerujuc na kolénu. Hlavnymi vyhodami su jednoduchost’, nizka cena
arychlost. Statickd aj dynamickd HS st vhodné pre stanovenie vysoko prchavych
zliCenin, menej prchavé nemusia byt zachytené [148]. Dynamicka headspace metdda je
relativne novou technikou, pri ktorej je mozné extrakciu a skoncentrovanie analytu
dosiahnut' v jedinom kroku. V sucasnosti patri k obl'ubenym a ¢asto pouzivanym
extrakénym technikam aplikovanym aj pri analyze syrov, o ¢om sved¢i rad publikacii.
Sunesen a kol. [116] vyuzili dynamickt HS pri stanoveni SAL v priebehu skladovania
tavenych syrov. Zistili, ze flavour ovplyviiuju faktory ako teplota alebo svetlo/tma.

Taktiez ju vyuzili Rychlik a Bosset [91] pri zistovani flavouru a off-flavouru
Svajciarskeho syru Gruyere. Hannon a kol. [151] pri stanoveni prekurzorov SAL v syre
Cedar zistili ze autolyza BMK ma velky vplyv na skort tvorbu prekurzorov pre syrovy
flavour pocas zrenia. Engels a kol. [136] pouzili dynamicku HS pri identifikacii latok
v tvrdych syroch typu Cedar, Eidam, Gouda, Parmezan a iné. Identifikovali 53 zluGenin
pomocou GC-MS a 25 z nich kvantifikovali pouzitim techniky GC-FID. Hlavné skupiny
najdenych latok boli MK, estery, aldehydy, alkoholy, ketony a zlucCeniny siry.
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Jeong a kol. [152] vyrobili modelovy syr Gouda s/bez syridla a porovnavali vplyv
syridla na prchavé aneprchavé latky. Vyroba syru bez syridla prebehla pomocou
imobilizovaného chymozinu na oxidovanej a chemicky upravenej uhlikovej tkanine.
Profil prchavych latok bol v priebehu zrenia (3 a 12 tyzdriov) pri oboch syroch podobny.

2.7 Extrakcia pevnou fazou

Extrakcia na pevnej faze (Solid Phase Extraction; SPE) je zalozend na principu
kvapalinovej chromatografie (Liquid Chromatography; LC), silnej ale reverzibilnej
interakcie medzi analytom a stacionarnou fazou obsiahnutou v SPE kolonkach. Zlu€eniny
vo vzorke reaguju viac so stacionarnou fazou ako s rozpustadlom, a tym zostavaju
v stacionarnej faze, z ktorej st nasledne vymyté vhodne zvolenymi rozpustadlami [153].
Koloény pre SPE boli vynajdené v polovici 70. rokov minulého storocia. V roku 1978
firma Waters navrhla kolonky Sep-Pak, pohodiné jedno razové kolonky na baze oxidu
kremiku (S102). O dva roky neskor boli publikované prvé prace o uplatneni SPE v oblasti
lipidov, najprv na biologické vzorky tkaniv. Neskdr bolo publikovanych niekol'ko
prehladnych ¢lankov zhriiujucich aplikdcie SPE metody pre izolaciu a frakcionéciu
lipidov nielen v biologickych, ale aj potravinarskych matriciach [153]. Univerzalnost
SPE umoziiuje, aby bola pouzitd pre velké mnozstvo ucelov, napr. efektivne Cistenie
vzoriek, alebo pre izolaciu zluCenin a odstranenie prebytku rozpustadla. Aj vzorky
metylesterov, ur€ené pre GC, mozu byt Cistené priechodom cez SPE kolonku, ktord moze
odstranit’ peroxidy a hydroxidy. Nielen GC, ale aj vysokouc¢inna kvapalinova
chromatografia (High Powered Liquid Chromatography; HPLC) vyuzivaja vyhod SPE
ako predpripravny krok [153]. Aj napriek vel'mi ¢astému pouzitiu, postup SPE, a nayméa
jej aplikacie na delenie lipidov, su v dostupnych publikaciach mnohokrat nedostato¢ne
popisané, vratane predpripravy vzorky pred analyzou. Aj v pripade, kedy su publikované
metody popisané ako dokladné a reprodukovatelné, si v praxi len tazko uspesne
opakovatel'né. Dovody, tykajuce sa zvolenia spravnej SPE kolonky, mobilnej faze,
objemu vzorku alebo prietokovej rychlosti, nie su ¢astokrat v publikaciach komentované.
Typické interakcie su napr. nepolarne interakcie medzi C—H vizbami analytu a C-H
vazbami v absorbentu (Van der Waalsove sily) [153]. Pre vyskum nepolarnych interakcii
sa pouzivaju C18 kolonky; pre separaciu lipidov kolonky C8 a C2.

Oproti tomu polarne interakcie su typické pre vsetky latky s kyano-(CN)
a amino-(NHz) skupinami, dioly alebo oxidy kremiku. Dalej sa vyskytuji iénomeniové
interakcie, ako s u kvartémnych aminov, benzén-sulfonovych kyselin alebo
propyl-sulféonovych kyselin. K tymto interakciam dochadza vtedy, ked analyty maju
negativny alebo pozitivny i6novy charakter [153].

2.7.1 Mikroextrakcia pevnou fazou

Profesor Janusz Pawliszyn a jeho kolegovia na Univerzite Waterloo v Kanade v roku
1989 vynasli izola¢nt techniku, ktora sa vola mikroextrakcia pevnou fazou (Solid-Phase
Microextraction — SPME) [138]. Konstrukéne je SPME velmi jednoduché zariadenie
podobné injekénej striekacke (Obrazok 5), kde najdolezitejsiu Cast’ tvori samotné vlakno
z taveného oxidu kremicitého, na ktorom je imobilizovana stacionarna faza [111].
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Obrazok 5: Schéma SPME vidkna [99]

Ide o modernu, rychlu, lacnt, bezrozpustadlovu techniku, ktora sa bezne vyuziva
v kombinacii s GC a GC-MS, HPLC alebo LC-MS [154]. Princip extrakcie
pozadovanych zluenin je zalozeny na rovnovaznom procesu fyzikalne-chemicke;j
adsorpcie na exponovanom povrchu sorpéného vlakna s naslednou tepelnou desorpciou
v injektore GC, v pripade spojenia SPME a LC su analyty desorbované vhodnym
rozpustadlom [155]. V zavislosti na vlastnostiach analytov a matrici vzorky sa na zdklade
polohy vlékna rozliSuju dva typy SPME extrakcie, umiestnenia SPME vlakna, a to
do kvapalného roztoku (DI-SPME, direct immersion) alebo do uzavretého priestoru
nad vzorkou (HS-SPME, headspace). DI-SPME je vhodna predovSetkym pre polarne
a neprchavé latky.

Pre stanovenie prchavych a tepelne labilnych latok sa skér pouziva HS-SPME, kedy
je vlakno zasunuté v tzv. headspace priestore (plynna faza nad kvapalnou alebo pevnou
vzorkou). Absencia priameho kontaktu s matricou znacne predlzuje zivotnost’ vlakna.
V urcitych pripadoch sa méze vyuzivat aj modifikacie v podobe nepriamej extrakcie
cez selektivnu membranovi bariéru, kedy musia najprv zlaCeniny difundovat
membranou a az potom nasleduje adsorpcia na stacionarny film, ¢im sa proces stava
pomalsi v porovnani svysSie spomenutymi sposobmi. Vdaka ochrannej funkcii
membrany je zivotnost' vlakna rovnako ako u HS-SPME dlhsia, avsak na rozdiel od nej
umoziuje izolovat’ aj malo prchavé zlaceniny [99] - [100].

Pri klasickom postupe po aplikacii vzorky do vialky dochadza ku ustaleniu rovnovahy
medzi pevnou a plynnou fazou. Adaptér s vlaknom je cez septum vsunuty do uzavretého
priestoru nad vzorkou. Naslednym vystavenim sorbentu plynnej fazy dochadza
ku adsorpcii prchavych zlucenin na vldkno. Nasleduje desorpcia skoncentrovanych
analytov v analytickom pristroji (manualne/autosampler) [156]. Pevnym podkladom
pre stacionarnu sorpénu fazu je vlakno z taveného oxidu kremicitého.
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Na trhu sa nachddza péat zakladnych komercne dostupnych sorpénych
faz: polydimetylsiloxan (PDMS), polyakrylat (PA), divinylbenzén (DVB), karboxén
(CAR) a Carbowax (CW). Pre extrakciu prchavych SAL sa v sucasnosti odporucaju dva
typy vlakien: Carboxen/PDMS hrubky 75 alebo 85 um, a DVB/CAR/PDMS 50/30 pum.
Pouzitie SPME poskytuje radu vyhod, ako s spol'ahlivost, rychlost, nizka naroc¢nost,
skratenie doby analyzy a v neposlednej rade zniZenie nakladov, predovSetkym kvoli
nepotrebnosti organickych rozpastadiel, a relativne dlha zivotnost’ vlakna. Univerzalnost
a dostatocna citlivost SPME umoziiuje jej uspesné pouzitie pre celu skalu zlucenin a to
ako pri stopove] analyze, tak aj pri aplikacii na vzorky o vel'mi nizkom objeme alebo
aplikacii na komplexné heterogénne matrice. Z konstrukéného prevedenia je vyhodné
priame prepojenie SPME s GC a moznost’ automatizacie analyzy.

Na druht stranu, ako kazda metdda, aj SPME mé svoje nevyhody, ku ktorym patri
nizka mechanickd odolnost samotného vlakna a néarocnejSia optimalizacia plynuca
z nizkej vytaznosti, robustnosti ahorSej reprodukovatelnosti. Tieto nevyhody,
a predovSetkym moznost tzv. kompetitivnej sorpcie (tj. vytlaovanie uz nasorbovanych
zluCenin latkami svyS$Sou distribuénou konS$tantou), limituji pouzitie SPME
pre kvantifikdciu. Vzhl'adom ktomu, ze sa nejednd o kvantitativnu extrakciu, ale
orovnovazny proces, je nevyhnutné o najpresnejSie dodrziavat jednotlivé
experimentalne podmienky, inak by dochadzalo k podstatnému zhorSeniu
reprodukovatelnosti celej metody. Napriek tomu, prave jednoduchost prispieva k jej
populéarnosti a dominancii medzi ostatnymi extrakénymi technikami [157]-[163]. Medzi
parametre, ktoré je treba zohladnit a tym ovplyvnit selektivitu, efektivitu, rychlost,
citlivost’ a d’alSie vlastnosti metody, patria typ a hrabka stacionarnej faze, teplota, doba
a sposob extrakcie, pH, mieSanie, vlastnosti analytu (afinita ku stacionarnej faze,
prchavost), vlastnosti matrice vzorky (obsah soli, lipidov, organickych rozpustadiel,
vlhkost), desorpéné podmienky (hibka expozicie vlakna v injektoru, teplota a dizka
desorpcie) a pripadna derivatizacia [157]. V dneSnej dobe je touto metédou mozné
stanovit’ Siroké spektrum latok od polarmych az k nepolarnym a od latok neprchavych
az po latky extrémne prchavé [117]. Zaplikacii na syry je mozné uviest
napr.: pri identifikacii prchavych latok typického sicilskeho syra [164], argentinskeho
[165] a talianskeho ovcieho syra [166], Spanielskeho kozieho [167] a taktiez makkého
[168] a tureckého syra [169] bolo pouzité vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, ktoré sa
pouziva pre izolaciu prchavych a stredne prchavych SAL [170]. Expozicia vlakna
v headspace priestoru trvala 15 [117] az 40 mintt [156]. V inych publikaciach [171] bola
extrakcia prevedena pomocou CAR/PDMS vlakna hrubky 75 alebo 85 pm. Taktiez Frank
a kol. [172] pouzili CAR/PDMS vlékno, doba expozicia trvala az16 hodin.

Na zaklade mnohych publikacii, aplikéacii na rozne vzorky a vzhladom k vyssie
uvedenym  vyhodam  a v neposlednej rade s prihliadnutim  k moznostiam

inStrumentalneho vybavenia pracoviska bola v ramci tejto dizertaCnej prace zvolena
pre extrakciu SAL metoda SPME.

2.7.2 Extrakcia na miesajuice tycinke

Dalsi rozvoj mikroextrakénych technik dospel ku zavedeniu metody extrakcie
na mieSajuce] tyCinke (Stir Bar Sorptive Extraction; SBSE). Tento postup je zalozeny
na sorpcii analytu na tenky film z PDMS, ktorym je pokryta mieSajuca tyc¢inka.
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Technika SBSE pomaha pri efektivnej extrakcii organickych zluicenin z vodnej
matrice. Oproti konvencnym extrakénym metddam je udavana vacsia rychlost’ a viac ako
1000x vys§sia senzitivita nez SPME, ked’Ze obsahuje podstatne vyssie mnozstvo sorbentu,
ma moznost extrakcie a koncentracie analytov z véacSich objemov, €o je zapriCinené
moznostou mieSania. Desorpcia jednoduchym teplotnym programom robi z tejto
techniky vel'mi rychlu a taktiez privetivu pre zivotné prostredie [173]. Z aplikacii na syry
bola najdena iba praca Moro a kol. [174], ktori sledovali zmeny senzorickych latok
v priebehu vyroby ovc¢ieho syra s pridavkom extraktu z rozmarinu.

2.8 IzolAcia lipidov z matrice syrov

Ako uz bolo zmienené, GC, zvycCajne v spojeni s plamefiovo-ionizaCnym detektorom
(GC-FID) je dominantnou technikou pre rutinné kvantitativne stanovenie MK nielen
v syroch, ale aj inych potravinach. Pred samotnou analyzou je nutné lipidy najskor
izolovat’ zo vzorky a nésledne previest na vhodné prchavé derivaty, obvykle metylestery
(MEMK) [16]. Pre izolaciu lipidov, na rozdiel od SAL (vid kapitola 2.5.1), sa pouziva
klasicka SE. Podmienky extrakcie sa volia predovSetkym podla zlozitosti matrice.
U syrov mézu byt lipidy pomerne silne naviazané na proteiny, naviac mlieCny tuk
obsahuje ako MK s kratkym retazcom, ktoré su rozpustené vo vodnej faze, tak aj vyssie
MK, nachadzajuce sa hlavne v lipidovej faze. Oba tieto faktory robia vyber vhodnej
metody pre kvantitativnu izolaciu z oboch frakcii velmi komplikovany. Moznym
prevedenim je viac nez 100 rokov stard, overend, znaCne rozSirena a predovSetkym
jednoduchéa metodda kontinualnej extrakcie podla Soxhleta, ktora bola povodne navrhnuta
k extrakcii tuku z mlieka. Pary rozpustadla umiestneného vo varnej banke stipaju
do chladi¢a, kde kondenzuju, stekaji do extrakénej komory, atak prichadzaju
do kontaktu so vzorkou v extrakcnej patrone. Nasledne sa pouziva tzv. sifonového efektu,
¢im dochadza ku cirkulacii rozpustadla. Po ukonceni procesu sa rozpustadlo
od vyextrahovanych latok oddeli destilaciou. Casova narognost, velké mnozstvo
extrahovateI'ného materialu a rozklad termolabilnych latok su hlavnymi nevyhodami.

Viacsina modifikacii konvencnej Soxhletovej extrakcie (vyuzitie vysokého tlaku,
mikrovin, ultrazvuku aj.), navrhnutych v poslednom desatrodi, bola zamerana
na priblizenie Soxhleta ku novym technolégiam pre pripravu pevnych vzoriek,
ku skrateniu Casu extrakcie, znizeniu spotreby rozpustadiel a automatizacii odsavace]
zostavy [23], [175]. DalSou klasickou moznostou je extrakcia podla Folche vyuzivajuca
zmes rozpustadiel chloroform-metanol s naslednou homogenizaciou vzorky za studena.
Pre odstranenie nerozpustnych podielov zo suspenzie je mozné vyuzit centrifugaciu
alebo filtraciu, a naslednu destilaciu rozpustadla na vakuovej odparke [101]. Pre SE sa
mozu vyuzivat ale aj iné rozpustadla alebo ich zmesi. Zo stadii zameranych na syry je
mozné uviest' v dneSnej dobe rutinne pouzivani metdédu De Jonga a Badingsa [176],
neskor uplatnentt napr. Mannionom a kol. [177], kedy sa ku vzorku syra prida bezvody
siran sodny a kyselina sirova a extrakcia MK sa nasledne prevadza zmesou dietyléteru
a heptanu. Kim Ha a Lindsay [178] do zmesi miesto heptanu pouzili hexan. Partidario
a kol. [64] petroléter. Pri stanoveni VMK je vhodné odseparovat’ z extraktu fosfolipidy,
TAG, a lipidické latky, aby nedochadzalo ku hydrolyze esterovych vizieb pritomnych
esterov. K tomuto ucelu boli navrhnuté napr. rozne adsorpcné metody, medzi nimi
tenkovrstva chromatografia (TLC) alebo extrakcia na pevnej faze (SPE) [179].
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Selektivne zadrzovanie skupiny latok na pevnej faze vo forme stipca alebo membrany
v malej kolonke je pre svoju univerzalnost a jednoduchost rozSirenou separacnou
metddou. V ramci stanovenia MK nasla SPE uplatnenie hlavne pri frakcionécii réznych
lipidickych tried, izolacii VMK pre ich naslednu derivatizaciu ¢i priamu separaciu. Vyber
vhodného sorbentu a elucneho Cinidla zavisi v prvej rade na zlozeni vzorky [180]. V skor
zmienene] praci De Jonga a Bandigsa [176] pouzivaju autori aminopropyl-SPE kolonky,
pricom vychadzaja z prace Kaluznyho a kol. [181]. Z dalSich vyuziti tychto koloniek
pri analyze mlieCnych vyrobkov je mozné uviezt prace napr. Chavarriho a kol. [182],
Voigta a kol. [183], Kilcawleye a kol. [4] alebo Manniona a kol. [177]. Prchavé MK je
mozné od ostatnych lipidov aj oddestilovat. Uz vroku 1974 Dulley a Grieve [184]
publikovali §tadiu, v ktorej popisuju vyuzivanie destilacie k tomuto ucelu. Kim Ha
a Lindsay [178] popisali eltciu extrahovanych MK adsorbovanych na oxidu hlinitom
kyselinou mravenciou v diisopropyléteru za sucasnej destilacnej extrakcie, za ucelom
oddelenia niz§ich MK od vy§sich.

2.9 Derivatizacia mastnych kyselin

Pre potreby GC, ktord je pouzitelnd iba pre separaciu prchavych latok, je nutna
derivatizacia vyizolovanych MK na prchavejsie latky. Naviac MK st vysoko polarne
zliCeniny, ktoré maju tendenciu vytvarat vodikové vazby, ¢o mdze viest’ k ovplyvneniu
adsorpcie. Znizenie ich polarity je tak pre analyzu priaznivejSie. Vhodnym
derivatizaCnym postupom je tvorba esterov, obvykle MEMK, ktoré ponukaju vyborna
stabilitu, najvy$siu prchavost, reakcie s najvysS$imi reakénymi rychlostami a vysoké
vytazky. Aj ked’ zvySovanie molekulovej hmotnosti alkoholu vyzaduje dlhsi reakény Cas,
pre Specifické ucely mozu byt vhodnejsie iné typy esterov, napr. Kim Ha a Lindsay [178]
stanovovali prchavé VMK v Parmezanu vo forme butylesterov. V zasade modze byt
pouzita akakol'vek alkoholicka zlozka, ale v praxi sa vyber obmedzuje na alkoholy, ktoré
mozu byt z reakéného prostredia vylucené selektivnym odparenim (tj. metanol po cca
pentanol). Rovnako ako u inych analyz, neexistuje ani tu jednotny postup vyuzitelny
pre vSetky typy vzoriek.

Medzi zakladné a najpouzivanejSie metody derivatizacie MK patria  kyslo
katalyzovana esterifikacia a kyslo alebo bazicky katalyzovana transesterifikacia [182].
Metoda vyuzivajuca kysly katalyzator je vhodna pre derivatizaciu viazanych MK aj
VMK, v pripade syrov prevazne vramci TAG. VMK su tak na estery prevadzané
esterifikaciou, u viazanych MK dochadza k tzv. transesterifikacii. Vzhladom k tomu,
ze vSetky kroky u oboch procesov su reverzibilné, je ku posunutiu rovnovahy v smeru
tvorby produktu nutny velky nadbytok alkoholu. Pritomnost’ vody, ako silnejSieho
donoru elektronov nez alifatické alkoholy, ma pri tvorbe esterov negativny efekt.

Kritickym bodom je volba vhodného kyslého katalyzatoru, ktory by mal ul'ahcit
reakciu bez neziaducich vedl'aj§ich ucinkov [182]. NajcastejSie pouzivanym c¢inidlom
pre pripravu MEMK je 5% bezvody chlorovodik v metanolu. Jedna sa o relativne mierne
reak¢né Cinidlo poskytujuce takmer kvantitativne vytazky, ktoré sa vyraba prebublanim
bezvodého metanolu chlorovodikom alebo z acetaldehydu a metanolu. Nestabilnost
tohto bezvodého katalyzatoru je zapri¢inena nukleofilnou substiticiou HCI s metanolom
za vzniku vody a chlérmetanu pocas skladovania, v dosledku coho vznikajuca voda
negativne ovplyviiuje samotny proces.
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Tymto problémom sa zaoberali Ichihara a Fukubayashi [182], ktori predstavili
alternativne reakcné Cinidlo vhodné pre metanolyzu, lahko pripravitelné v laboratériu
zmieSanim beznych chemikalii, ako su koncentrovana kyselina chlorovodikova, metanol
a toluén. Vytazky MEMK, ziskané pouzitim tejto zmesi boli takmer rovnaké s vyt'azkami
obvyklych metod vyuzivajucich kyslé alebo bazické katalyzatory [182]. Aj ked’ sa
v niektorych pripadoch pouzivaju omnoho vyssie koncentracie, 1 az 2% roztok kyseliny
sirovej v metanolu ma takmer identické vlastnosti ako 5% metanolicky roztok
chlorovodikov a je vel'mi jednoduché ho pripravit. DIh4 doba spatného toku, nadmerna
koncentracia kyseliny alebo vysoka teplota vSak vedu ku tvorbe farebnych vedl'ajSich
produktov a degradacii polynenasytenych MK. Hlavnou nevyhodou vsetkych vysSie
uvedenych katalyzatorov je pomerne dlhy ¢as refluxu ku dosiahnutiu uplnej konverzie
[181]. Naproti tomu pouzitie bortrifluoridu, vo forme koordinatného komplexu
s metanolom, vedie ku znacnému skrateniu Casu, takze sa tento katalyzator pouziva uz
niekol’ko rokov aj napriek znacnej toxicite a obmedzenej skladovatelnosti. Niektoré
Studie naviac upozoriiuji na tvorbu metoxy artefaktov z nenasytenych MK pri pouzitiu
tohto ¢inidla o vysSom obsahu (50 % hm.), alebo na vyznamné straty pri pouziti vzorky
mensej nez 200 mg. Napriek uvedenym nevyhoddm naSiel tento katalyzator Siroké
uplatnenie v rade prac nielen na téma mlie¢nych vyrobkov, pre predstavu napr. Partidario
akol. [64], Hauff a Vetter [158], alebo Lashkari aJensen [185], apouziva sa aj
v oficialnej AOAC metode stanovenia mastnych kyselin 996.06 (2005). Urcity potencial
maju aj iné Lewisove kyseliny (chlorid hlinity, bortrichlorid a d’alsie) [182].

Pre tvorbu prchavych derivatov z esterovo viazanych MK je mozné aplikovat’ tiez
bazicky katalyzovanu transesterifikaciu. Ku kvantitativnej vymene alkoholovej Casti
esteru je potreba nadbytku alkoholu, rovnako ako ukyslo katalyzovanej reakcie.
Rovnovaha rozpadu anidnového medziproduktu vzniknutého z esteru v pritomnosti baze,
ako je alkoholatovy anion, je posunuta ku vzniku pozadovaného produktu. Voda ma
nepriaznivy priebeh aj na tito reakciu, pretoze medziprodukt nevratne disperguje
na volnu kyselinu. Vyhodou vyuzitia baze je rychlejsi priebeh aj pri miernej teplote,
avSak bez moznej esterifikaicie VMK. Zakladnymi transesterifikanymi Cinidlami su
methoxid sodny alebo draselny v bezvodom metanolu. Aplikacia kvartérnych
amoniovych hydroxidov (tetrametylamonium hydroxid ainé) vedie ku tvorbe
kvartérnych amoéniovych soli MK, ktorych pyrolyza produkuje ziadice MEMK [88].

2.10 InStrumentilne metédy vhodné pre analytické stanovenie senzoricky
aktivnych latok a mastnych kyselin v syroch

Ako uz bolo niekolkokrat zmienené, dominantnou technikou pre stanovenie SAL
a MK je GC. Vicsinou su MK analyzované pomocou GC-FID, a SAL pomocou GC-MS.
Kombinacia plynovej chromatografie s olfaktometriou (GC-O, Gas Chromatography-
Olfactometry), kde su SAL eluované ako na FID, tak na l'udsky nos posudzovatela,
je vel'mi uzito¢na technika pre stanovenie klI'aicovych prchavych latok [31].

Pre stanovenie celkového flavouru existuju Specialne inStrumentalne metody:
elektronické nosy zalozené na technologii plynovych senzorov, alebo MS
bez predchadzajuce] separacie GC [114], [176]. InStrumentdlne techniky uzivané
pri analyze flavouru tvoria rozsiahle datové subory. Statisticka analyza dat je
nevyhnutnou metddou pre ich vyhodnotenie, klasifikaciu a kontrolu kvality [114], [177].
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2.10.1 Plynova chromatografia

Analytické techniky pouzivané na stanovenie prchavych zlucenin bez ohl'adu na to,
aka metdda bola pouzita pre ich extrakciu, su prevazne zalozené na separacii pomocou
GC s vysokym rozli§enim v kombinacii s vhodnym detektorom [31]. GC je jednoducha
a rychla analyticka separacna technika poskytujuca vysoka separa¢nua ucinnost’; zalozena
na rozdeleni latok medzi nepohyblivu, stacionarnu fazu a pohyblivl, mobilna fazu —
nosny plyn (dusik, hélium alebo argon) [186]. Prakticky jedinou poziadavkou na analyty
je, aby boli prchavé alebo polo-prchavé a Co mozno najviac tepelne stabilné.
Pre odparenie polarnych molekul je kvoli silnym intramolekuldrnym silam potrebna
vysoka teplota, ktora v§ak na kolone sposobuje ich rozklad. Z tohto dévodu nemézu byt
malé, vysoko polarne zluCeniny stanovené pomocou GC. Moznym rieSenim je pouzitie
chemickych derivatizacnych postupov, pri ktorych sa polarne skupiny ciel'ovych molekul
prevadzaju na menej polarne skupiny, ¢o v konecnom dosledku priaznivo pdsobi na tlak
pri splyneni v injektoru a na adsorpEné charakteristiky kolony. Derivatizaciu je mozné
pouzit’ aj pre zvySenie prchavosti inak neprchavych zlucenin [188], [189].

Stacionarnou fazou byva kvapalina s vysokou molekulovou hmotnost'ou ulozena bud’
na povrchu jemne rozptylenych cCastic alebo na stenach dlhej kapilary. Pouziva sa
pre separaciu, kvalitativnu a kvantitativiu analyzu zmesi plynnych a prchavych latok,
predovSetkym vSak pre organické zluceniny s bodom varu men§im ako 400 °C [190].
K deleniu zloziek zmesi dochadza v chromatografickej kolone, kde analyty unaSané
nosnym plynom (mobilna faza) v zavislosti na ich afinite interaguji so stacionarnou
fazou, ¢im dochadza u jednotlivych zloziek k r6znemu zdrzaniu pri pohybu kolénou a tim
k ich separacii [189], [191].

V minulosti sa analyzy prevadzali na napliiovych GC kolonach, dnes uz sa vSak kvoli
vy$Sej ucinnosti pouzivaju vyhradne kapilarne kolony z taveného kremena potiahnuté
vrstvou polyamidu pre zvySenie ich pruznosti. Volba stacionarnej faze (obvykle na baze
polysiloxanov) nanesenej na vnutornej strane kapilary, zavisi na charakteru vzorky [191].
Vicsina vzoriek pre analyzu GC pozostava z purifikovaného rozpustadla obsahujiceho
analyty, ktoré st predmetom zaujmu. Takyto typ vzorky sa do injektoru chromatografu
zavadza pomocou mikrodavkovaca, ktory byva obvykle sti¢astou autosampleru.

Mozné je splitless (bez delica toku) ale aj split (s delicom toku nosného plynu)
nastavenie davkovania vzorky. Pri tychto rezimoch izotermického vstrekovania sa voli
dostatone vysoka teplota, aby sa odparilo rozpustadlo a aj vSetky analyty. Vyber
vhodného rezimu je ovplyvneny najma koncentraciou. Pri davkovani s delenim toku iba
mala Cast’ analytu spolu s rozpustadlom, ktora je odparena do pridu mobilnej faze,
smeruje na kolonu, preto sa tento rezim pouziva u koncentrovanych vzoriek, aby
nedochadzalo k presiahnutiu sorpcnej schopnosti stacionarnej faze kolony. Naopak rezim
splitless je primarne odporacany pre stopovu analyzu.

Medzi d’al§ie moznosti davkovania patri uzitie injektoru s programovatelnou teplotou,
ktory sa zahrieva az po nadavkovaniu vzorky a je vhodny pre zmes zlicenin s Sirokym
rozsahom bodu varu alebo pre tepelne labilné zluCeniny [117]. Analyty izolované
metédou SPME st zvldkna vlozeného cez septum tepelne desorbované priamo
do priestoru injektoru a unasané nosnym plynom na kolénu. Dostato¢ne vysoka Cistota
maximalizuje zivotnost’ kolony a zabratiuje tvorbe Sumu pri detekcii. Preto pred vstupom
na kolénu prechadza odlu¢ovacom vlhkosti, necistdt a ostatnych plynov.
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Modermné GC su vybavené elektronickymi reguldtormi prietoku, aby bol zaisteny
stabilny a reprodukovatelny prid mobilnej faze [189]. Po vyberu vhodnej stacionarne;j
faze je najkritickej§im krokom volba teploty koldny pre separaciu vSetkych analytov.
Moznosti zahriiuju izotermicky priebeh, kedy je kolona vyhrievana konstantnou teplotou
po celu dobu analyzy, a je teda vhodny pre vzorky obsahujuce iba niekol'ko latok, ktoré
su si podobné polaritou a teplotou varu. Ku oddeleniu vsetkych zloziek zmesi vzorky
obsahujucej zluceniny s Sirokym rozmedzim bodov varu je nevyhnutné programové
vyhrievanie, kedy je teplota zvySovana postupne, a to roznou rychlost'ou [189].

Ku dalsim faktorom ovplyviiujucim vykon systému GC patria uz zmienené mody
davkovania vzorky, dizka kolény a hribka stacionarnej faze, prietok a druh nosného
plynu a mnohé d’alSie parametre [190]. Metdda je d’alej vhodna pre prchavé latky, ktoré
mozno previest do plynného stavu. Pre stanovenie SAL byva aplikovana najCastejsie
v kombinacii s MS [191].

Lawlor a kol. [192] pomocou GC identifikovali SAL (alkoholy, aldehydy, ketony,
estery, terpény) v syroch s modrou plesiiou. Za plesiiové aroéma boli zodpovedné hlavne
ketony (pentan-2-6n, oktan-2-6n, heptan-2-6n, nonan-2-6n). Bergamini a kol. [165]
pri stanoveni VMK identifikovali majoritne zastiupené kyseliny myristova, palmitovu
a stearovi. GC bola pouzita pri sledovani rozdielov v zlozeni VMK v talianskom syre
, Toma piemontese”. Syry z letného mlieka mali niz§i podiel nasytenych MK a vyssi
podiel monoénovych a polyénovych VMK [193]. Noronha a kol. [194] sledovali MK
s kratkym retazcom pomocou GC vo vzorkach syrovych analogov. Pre stanovenie
intenzity chutnosti a prijatelnosti ochutenych analégov bol dolezity obsah kyseliny
butanovej. O'Brien akol. [195] posudzovali ucinnost Lactobacillus nodensis ako
vedlajsie kultury v syre Gouda pocas roznych technologickych podmienok. Po izolacii
pomocou vldkna CAR/PDMS boli SAL analyzované na GC s pulzovym plameiiovym
fotometrickym detektorom. Zvysenie obsahu metantiolu a sulfanu bolo dosledkom lepSe;
sekundarnej proteolyzy a zvySenej koncentracie VMK spdsobené pridanou kultarou.
Pre naslednu identifikaciu a kvantifikaciu prchavych latok disponuje GC radou
univerzalnych ¢i selektivnych detektorov alebo prepojenim s inymi analytickymi
metodami [189].

2.10.2 Plynova chromatografia s plamenovo ionizacnym detektorom

Pre stanovenie MK, respektive ich esterov, sa najCastejSie pouziva FID, ktory
kombinuje vyhody nizkej ceny, univerzalnosti, citlivosti a Sirokého linearneho rozsahu.
Okrem toho je vhodny pre kvalitativnu aj kvantitativau analyzu. Ku vzniku plameria
v tomto deStruktivnom detektore je vyzadovany privod zmesi vodiku, sluziaceho ako
palivo, a vzduchu, ktory sa uplatiiuje ako oxida¢né €inidlo. Analyty eluované z kolony su
privadzané do plameria, kde dochéadza k ich ionizécii, a teda zvySeniu poctu katidnov
a elektronov v priestoru detektora. Medzi dyzou horaku a protilahlou katodou, na ktorej
je aplikované napitie, prechadza v dosledku narastu vodivosti prostredim elektricky prad,
pricom vel'kost’ signalu zavisi na typu a koncentracii detegovanej latky [31].
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2.10.3 Plynova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou

Hmotnostna spektrometria (MS) je dalSim univerzdlnym detektorom u GC
pre kvantitativnu a kvalitativhu analyzu a pridava Specificki vyhodu identifikacie
separovanych  zluCenin  pomocou ich fragmentacnej  Struktury.  Vyuzitie
komplementarnych kniznic referencnych spektier prispieva k vyznamnej uZzitoCnosti
techniky GC-MS pri analyze zlozitejSich zmesi organickych zlucenin, napr. SAL [196].
Technické rieSenie spojenia tlakovo nekompatibilnych metod GC a MS priamym
zavedenim kremikovej kapilary do priestorov iénového zdroja je mozné predovsetkym
vyvojom kapilarnych kolon a konstrukciou vykonnych Cerpacich zariadeni [196].

Pre ionizaciu plynnej faze eluovanej z kolony GC sa Standardne vyuziva univerzalnej
metody elektronovej ionizacie (EI). Zo zeravenej katody si smerom k protilahlej andde
do priestoru, kam je privadzany eluat, emitované a urychl'ované elektrony o kinetickej
energii 70 eV. Priblizenie tychto subatomarnych castic ma za nasledok uvol'nenie
valen¢nych elektronov z molekuly organickej zlu€eniny, ¢im vznikd molekulovy i6n
s kladnym nabojom. Prili§ vel'ky prebytok vnutornej energie tychto ionov sa prejavi ich
naslednou fragmentaciou za produkcie fragmentovych i6nov, ktoré v hmotnostnom
spektrometri predstavuju viac ¢i menej Specificky ,otlacok prstu“ (angl. , fingerprint™)
analyzovanej zluceniny. U niektorych molekul je vSak interpretacia obmedzend, pretoze
ich molekulové i6ny su tak energetické, ze ich hmotnostné spektrd nevykazujua
tzv. molekulovy pik, ale iba piky prislusnych fragmentov. Vacsina organickych molekul
ma ionizacny potencial priblizne 10 eV aich maximalna fragmentacia prebieha okolo
30 eV. Pouzitie elektronov o energii 70 eV je konvencia, ktora zarucuje, ze EI spektra
zliCenin budu rovnaké aj ak su merané na roznych pristrojoch. Téato reprodukovatel'nost’
umoziuje vytvarat hromadné databdze hmotnostnych spektier aich pouzivanie
pri kvalitativnych analyzach. Produkty tvrdej ionizacnej techniky st z i6nového zdroja
vypudené a urychlené vytestiovaciou elektrodou k hmotnostnému analyzatoru [188].

Aj ked” mame dnes k dispozicii rozne d’alSie moznosti separacie i6nov na zaklade
pomeru ich hmotnosti anaboja (m/z), stale si u GC systémov najpouzivanejSie
hmotnostné  spektrometre  vyuzivajice  kvadrupdlové  analyzatory.  Princip
kvadrupdlového analyzatoru bol prvykrat vysvetleny Wolfgangom Paulom a jeho
kolegami na zaciatku 50. rokov 20. storoc¢ia [197]. Konstrukciu tvoria §tyri rovnaké
kovové tyCe, na dve protil'ahlé je vlozené kladné jednosmerné napétie a na zostavajuce
dve negativne jednosmerné napétie, pricom polarity tychto ty¢i sa striedavo menia.
Zarovei je na vSetky tyCe vkladané vysokofrekvencné striedavé napétie. lony, urychlené
z16nového zdroja k detektoru, pri preletu priestorom kvadrupolu zacna v dosledku
pritomnosti vzniknutého elektrického pola oscilovat medzi tyCami. Na stabilnej
trajektorii sa vSak v danom ¢asovom okamihu pohybuju iba i6ny urcitého m/z, ktoré
na rozdiel od ostatnych i6nov prechadzaju analyzatorom a dopadaji na detektor.
Plynulou zmenou hodndt jednosmerného napitia a amplitudy radiofrekvencného napitia,
tzv. skenovanim, mozu byt postupne prepustané iony vsetkych pomerov m/z [198].
V momente ked’ 16ny opustia analyzator, narazaju na povrch detektora, ktory generuje
kaskadu elektronov a zaznamenéava sa signal, ktorého intenzita je priamo uUmerna
mnozstvu dopadajucich i6nov so Specifickym pomerom m/z. Aby io6ny na dréhe
z 16nového zdroja cez analyzator do detektoru nekolidovali s ziadnou €asticou, ktora by
mohla spdsobit zmenu ich trajektorie, je potrebné hmotnostny spektrometer
prevadzkovat pri velmi nizkych tlakoch.
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Pre udrzanie tlaku na pozadovanej prevadzkovej urovni musi vakuovy systém v ramci
GC-MS odvadzat aj relativne znacné mnozstvo mobilnej faze, ktora je do hmotnostného
spektrometru plynule privadzana z GC [199]. Aktuélny trend vyuzivania metody GC-MS
kombinuje vysoku separa¢nu schopnost’ kapilarnej GC s vysoko $pecifickou detekciou
MS [198]. Zaroven umoziuje ziskanie informacii o Struktire neznamych latok [200].

GC-MS bola pouzita pre stanovenie SAL v mnohych publikaciach. Sunesen a kol.
[116] pouzili dynamicka headspace metodu a GC-MS pre identifikaciu a kvantifikaciu
SAL v tavenych syroch. Zistili, ze aroma tavenych syrov je ovplyvnena réznymi
faktormi, od vstupnych surovin az po technologicky proces. Po skladovani pri réznych
teplotach (5, 20, 37 °C), na svetle alebo pri tme pocas 12 mesiacov bolo identifikovanych
28 SAL. U oktanalu a hexanalu doslo ku zvySeniu koncentracie, naopak u 2-pentylfuranu
ku zniZeniu. Dirinck a De Winne [146] za pouzitia GC-MS charakterizovali chut’ syrov
Gouda a Emental. Gouda mala najvicsie zastapenie laktonov a acetoinu, Emental zase
vysoky obsah VMK a metylketonov. Majcher a Jelen [201] pouzili GC-MS ku §tadiu
zmien SAL pocas pripravy udeného ov€ieho syru. Biochemickymi reakciami vznikala
prva skupina latok (VMK, estery, ketony, aldehydy, alkoholy, sirne zlu¢eniny). Udenim
vznikala druha skupina latok (furany, fenoly). Z mlieka pochadzala tretia skupina latok —
terpény. Tuato metodu tiez vyuzili Van Leuven akol. [78] a Alewijn akol. [27]
ku stanoveniu SAL v priebehu zrenia syrov typu Gouda. Panseri akol. [202]
identifikovali pomocou GC-MS v talianskom syre celkovo 84 SAL. Delgado a kol. [167]
skumali Spanielsky syr Queso Ibores z nepasterizovaného mlieka a identifikoval 64 SAL.
Obsah najdolezitejsSich kyselin, ketonov a esterov rastol pocas prvych 60 dni zrenia.
Typickymi zli€eninami tohto syra boli: kyselina butanova, hexanova, oktanova,
butan-2-ol, heptan-2-ol, etyl hexanoat a butanoat, butan-2-6n, pentan-2-6n, heptan-2-6n
a 0-dekalakton. Delgado a kol. [168] taktiez sledovali pomocou GC-MS rozdiely pocas
zrenia Spanielskeho ovcieho syra. NajdolezitejSimi SAL boli kyselina octova, propyl
butanoat, 3-metylbutanova a butan-2-6n. Pomocou GC-MS Hayaloglu a kol. [203]
identifikovali ketony a alkoholy ako hlavné SAL v plesfiovom syre Kuflu.

Salum akol. [204] optimalizovali metédu SPME s dvomi rdéznymi vldknami
pre stanovenie prchavych zlucenin v bielom tureckom syre. Vysledky ukazali, ze
extrakcia prchavych latok s niz§im bodom varu bola lep$ia s viaknom CAR/PDMS 75 pm
(idedlne podmienky: teplota extrakcie — 56,2 °C, doba extrakcie — 84,92 min) nez
s DVB/CAR/PDMS 50/30 um (idealne podmienky v uvedenom poradi: 54,75 °C,
85,60 min). Standardy desiatich latok (isoamylalkohol, etyl butanoat, nonan-2-6n, etyl
oktanoat, 2-etylhexan-1-ol, kyselina butanova, fenylalkohol, fenol, &-dekalakton,
dekanova kyselina) boli pouzité k optimalizacii. Analyza bola prevedena na GC-MS
a GC-FID. Tureckym syrom sa tiez zaoberali Hayaloglu a Karabulut [203]. Identifikovali
112 SAL v 11 roznych druhoch tureckého syru, priCom najviac zastupené boli ketony,
estery a alkoholy. Kavaz a kol. [205] analyzovali turecké bylinné syry a identifikoval
v nich 60 SAL, z ktorych boli ddlezité acetaldehyd, hexanal, etanol, etyl acetat, pentan-
2-6n, heptan-2-6n, nonan-2-6n, hexan, heptan a toluén. Ozturkoglu-Budak a kol. [206]
analyzovali profil SAL polotvrdého syru Divle Cave z odstredeného nepasterizovaného
ovCieho mlieka. Vlakno 75um CAR/PDMS vystavili vzorke (30 min, 60 °C) zrelych
syrov (1, 30, 60, 90, 120 dni) od troch dodavatel'ov. Charakteristické aroma tohto syra
tvorili kyselina butanova, octova, pentanova, etyl butanoat, butan-2-ol, butan-2-6n,
heptan-2-6n, o-pinén a toluén.

55



Bezzera a kol. [207] optimalizovali techniku HS-SPME-GC-MS pre stanovenie SAL
v kozom syre Coalho a taktiez Mondello a kol. [186]v syre sicilskeho povodu. Spomedzi
Styroch vlakien (DVB/CAR/PDMS — 50/30 um; PDMS — 100 um; CW/DVB - 65 um,
PDMS/DVB — 65 um) najviac adsorbovanych latok poskytovalo DVB/CAR/PDMS
vlakno, ktoré vybrali pre HS-SPME analyzu. Celkovo 32 SAL bolo identifikovanych
pri optimalizovanych podmienkach: rovnovaha — 20 min, extrakcia — 40 min, teplota —
45 °C. Taktiez sledovali v rovnakom syre vplyv pridanych BMK. Najvacsi vplyv na
aromaticky profil mala dizka skladovania — 4 tyzdne. Identifikovanych bolo 25 SAL.
Predovsetkym ketony a estery mali priaznivy vplyv na tvorbu flavouru kozieho syru
Coalho, ktoré zaroveni pomahaju minimalizovat off-flavour [208].

Caporaso a kol. [209] skumali flavour zmesového talianskeho syra Conciato Romano
vyrobeného z kozieho, ovCieho a kravského mlieka, ktory nasledne zreje v olivovom
oleji, vine akoreni. Celkovo bolo identifikovanych 76 SAL (podmienky: vlakno
DVB/CAR/PDMS — 50/30 pm, 60 minut pri 40 °C). Vy$si obsah SAL obsahovala kora
syrov — fenylacetat, 2-fenyletanol, nonan-2-6n, kyselina oktanova, dekanova
a dodekanova. Januskiewicz a kol. [138] optimalizovali rovnaka metodu pre syr Cedar,
v ktorom bolo identifikovanych 180 réznych SAL. Spomedzi troch vlakien (CAR/PDMS
— 85 um, CW/DVB — 65 um, PA — 85 um) bolo vybrané CAR/PDMS ako optiméalne
pre vysoku ucinnost’ a pocet nasorbovanych zlicenin. Rovnaky syr analyzovali aj
Iwasawa akol.[210]. Sberveglieri [211] validoval ti isti metodu pre taliansky syr
Parmigiano Reggiano. Neskor analyzovali 25 zrelych vzoriek tohto syra(l — 3 roky)
vlaknom DVB/CAR/PDMS (50/30 pm). Izolovanych bolo 150 SAL (15 min, 50 °C)
[212]. Urgeghe a kol. [166] charakterizovali profil ov¢ieho syru Fiore Sardo — najvacsie
zastupenie mali karboxylové kyseliny (68 %), estery (14 %), ketony (9 %) a alkoholy
(8 %). Sulejmani a Hayaloglu [213] skamali vplyv dohrievania syreniny (60, 70, 90 °C
— 5 min) na tvrdy syr Kashkaval. Najvacsi obsah bol kyselin a esterov (57,1 a 26,8 %).
Najviac SAL obsahoval 120 dni zrejuci syr.

V dalSej publikéacii Sulejmani a kol. [214] popisuju profil macedonskeho ovcieho syru
Beaten stanoveny rovnakym vldknom (40 °C, 20 min). Identifikovanych bolo 62 SAL.
Ceruti a kol. [215] skamali prchavé latky pri roznej dobe a teplote uskladnenia tvrdého
argentinskeho syru Reggianito. Vldknom DVB/CAR/PDMS (50/30 pm) bolo
extrahovanych (30 min, 40 °C) 41 SAL, zktorych hlavnych podiel tvorili VMK
s kratkym retazcom. Najvacsie zmeny profilu SAL boli identifikované pocas prvych
dvoch mesiacov zrenia, ¢o suvisi s narastom koncentracie VMK, ale aj ketonov,
aldehydov, etyl butanoatu a alkoholov. Hamama a kol. [216] analyzovali flavour kozieho
syra Bouhezza vyrabaného z nepasterizovaného mlieka za pouzitia rovnakého vlakna
pri 37 °C za 30 min. NajddlezitejSie skupiny z 50 identifikovanych SAL tvorili estery,
aldehydy a ketony. Rovnakym vlaknom Bergamaschi a kol. [217] stanovili 55 SAL
v modelovych vzorkach syrov zmlieka hnedého SvajCiarskeho plemena krav.
Aromaticky profil syrov bol ovplyvneny systémom chovu, laktaciou a dennou dojivostou
krav. Suzzi a kol. [218] charakterizovali DVB/CAR/PDMS (65 pm) vladknom celkovo
50 SAL v talianskom syre Pecorino di Farindola (50 °C za 40 min). Bovolenta a kol.
[219] analyzovali taliansky syr Montasio, kde najviac zastupenych SAL z celkového
poctu 61 zlu€enin bolo kyselin, esterov a alkoholov - tenSia vrstva sorbentu (30/50 pm).
Boltar a kol. [220] identifikovali 60 SAL v slovinskom tvrdom syre Nanos. Doba
extrakcie vlaknom DVB/CAR/PDMS (50/30 um) a CAR/PDMS (85 um) bola 24 hodin.
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Najvicsie rozdiely medzi zlu€eninami z rdzne vyzretych syrov z rdéznych vyrobnych
obdobi (ro¢né obdobia) boli v obsahu kyselin: octovej, butanovej, 3-metylbutanove;,
hexanovej, oktanovej, dekanovej; taktiez etylesteru kyseliny hexanovej, sabinénu,
butan-2-6nu a a-pinénu. Proces zrenia indukoval pokles koncentracie biacetylu a acetoinu
a naopak narast kyselin a esterov.

Aminifar a Emamdjome [221] charakterizovali (DVB/CAR/PDMS 50/30 um, 40 °C,
20 a 30 min) v ov€om syre Lighvan 41 SAL. Medzi najddlezitejSie patrili karboxylové
kyseliny, ktorych koncentracia, rovnako ako d’alSich zlu€enin (ketony, aldehydy, estery,
cyklické aromatické zluceniny) pocas zrenia (90 dni) stipala; koncentracia alkoholov
naopak klesala. Palencia a kol. [222] analyzovali (DVB/CAR/PDMS 50/30 um) udeny
aneudeny méakky syr Herrefio z Kanarskych ostrovov (zmes kravského, kozieho
a ovCieho mlieka). NajpocetnejSou skupinou v neudenych syroch boli uhl'ovodiky,
terpény a seskviterpény. Udeny syr bol obohateny o ketony a diketony, metylestery,
aldehydy, dusikaté zluceniny, estery afenoly. Celkovo bolo identifikovanych
228 zlu€enin. Milosavljevi¢ a kol. [223] testovali vlakna PDMS (100 um) a PA (85 pum)
k identifikéacii SAL vo dvoch roznych syroch Pasta-Filata pocas zrenia (1, 5, 20 a 30 dni).
Jeden vyrobeny zovcéieho a druhy zkravského mlieka. VSeobecny profil syru
poskytovalo PA vlakno, zatial' <o PDMS kladlo doraz na kvalitu a kvantitu urCitych SAL.

Del Mar Cajaa kol. [224] analyzovali (CAR/PDMS 85 um, 40 °C, 30 min) Spanielsky
syr Manchego. Pri optimalizacii testovali rdznu teplotu (40, 50, 60 °C), Cas extrakcie
(5, 15, 30, 40 min) a rézne vlakna (PDMS 100 pm, PDMS/DVB 65 um, CAR/PDMS
85 um). Metodu optimalizoval na zaklade kl'iCovych zlucenin v syre: kyselina octova,
propanova, butanova, hexanova, oktanova adekanova. Fernandéz akol. [225]
identifikovali rovnakym vlaknom 60 SAL v syroch typu Gouda a Manchego.

Zabaleta akol. [226] identifikovali v komerénych ov€ich syroch vldknom
DVB/CAR/PDMS (50/30 pm) 77 prchavych zltcenin. Off-flavour spdsobovali kyselina
butanova, hexanova a ich metylestery tvorené lipolyzou pocas zrenia. Trpky off-flavour
sposobuju produkty katabolizmu AMK 3-metylbutan-1-ol, 2-fenyletanol a 4-metylfenol,
kysly off-flavour sposobuje hlavne kyselina octova. Shiota a kol. [145] pouzili rovnaku
metodu pre stanovenie aromatického profilu Goudy (37 °C, 60 min). Spolo¢ne
porovnavali SPME s SDE metodou. Az 19 zlucenin bolo identifikovanych
a kvantifikovanych SDE-GC-MS, o 3 viac nez u SPME-GC-MS.

Ako je vidiet zuvedenych prac, v ramci problematiky SAL je GC-MS velmi
uzito¢nou metodou pre ich identifikaciu a kvantifikaciu, ale neumoziiuje zistit, i je dana
prchava latka skutoCne aromaticka alebo nie, to jest ¢i vykazuje nejaky pach/vonu.
Idealnym variantom je tuto techniku kombinovat s olfaktometrickym detektorom, pricom
operator sucasne prevadza aj kontinualnu cuchovu analyzu s individualnym senzorickym
popisom pre charakterizaciu aréma. Vzhladom ku vzidjomnému ovplyvilovaniu
jednotlivych zltcenin (antagonizmus / synergizmus) vS§ak ani toto spojenie nedava presna
predstavu o prispevku jednotlivych prchavych zlucenin k celkovému flavouru [66].
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2.10.4 Plynova chromatografia s olfaktometriou

Plynova chromatografia s olfaktometriou (GC-O, Gas Chromatography-
Olfactometry) je modernd, Casto pouzivana a publikovana metdda pre charakterizaciu
SAL v roznych typoch potravin vratane syrov [117]. Po separacii jednotlivych latok
pomocou GC dochadza k ich identifikacii na zéklade interakcie s I'udskymi ¢uchovymi
receptormi [117]. GC-O je jedina metdda schopna definovat’ ¢i prchava zlucenina
vykazuje nejaky pach (vonu/zapach) a zaroven dokaze popisat’ profil pachu. Metdda je
narocna na Cas a skusenosti hodnotitel'ov [155], v suCasnosti v§ak ¢asto pouzivana a bola
publikovand vo velkom mnozstve nizSie citovanych prac, ktoré sa zaoberali
charakterizaciou SAL rdznych potravin (vid’ Tabulka 11). Taktiez pomaha vybrat tie
zlozky extraktu, ktoré definuju celkovy flavour produktov. Odli§na selektivita Tudského
nosu vSak sposobuje rozdiel medzi vystupom z GC detektorov a GC-O analyzou.

Ludsky nos je cca 1000-krat citlivejsi ako FID, takze moze odhalit’ aj stopové
mnozstvad chemickych zlucenin v koncentracii hlboko pod hranicou detekcie FID.
Prahova koncentracia konkrétnych SAL je na tomto jave zavisla a pre kazdu jednu
prchavu latku sa lisi, niekedy az v niekol’ko ndsobnom mnozstve [115].

Curioni a Bosset [66] analyzovali s pouzitim GC-O syry arozdelili v nich SAL
na alkoholy, aldehydy, ketony, estery, laktony, furany, alkalické zluceniny (dusikaté
zluCeniny, pyraziny, sirne zliCeniny, terpény) a kyslé zluceniny (fenoly, VMK).

Cielom vyskumu Rychlika a Bosseta [116] bolo aktualizovat’ znalosti o identifikacii
kI'aicovych odorantov vo $vaj¢iarskom syre Gruyere. Vyznamnu tlohu v tvorbe profilu
syra hrali metyltiol, dimetylsulfid a etyl-2-metylbutanoat. Frank akol. [171] zistili
metodami GC-O a GC-MS, ze hlavnymi SAL v syroch Cedar, tvrdom syre (blizsie
neSpecifikovanom) asyre smodrou plesiiou st metantiol, 3-metyltiopropanal,
dimetyltrisulfid a kyselina maslova ateda tvoria zaklad syrového aroma. Tvrdé syry
obsahovali vysoké koncentracie kyseliny maslove] a hexdnovej; syry s modrou plestiou
zase heptan-2-on.

Cornu a kol. [227] identifikovali s GC-O v syre Cantal celkovo 42 SAL. Hlavnymi
odorantami boli kyselina maslova, biacetyl, 3-metyltiopropanal, hexanal, kyselina
octova, kyselina isomaslova, okt-1-én-3-ol.

Fuchsmann a kol. [228] analyzovali SAL v troch komer¢ne dostupnych $vajciarskych
syroch Tilsit. Flavour vSetkych troch syrov bol charakterizovany ako maslovo-syrovy
so syrovym pachom. Maslovo-syrovou prichutou sa vyznacuje kyselina maslova,
3-metylbutanova, butan-2,3-dion. Z celkovych 30 sirnych SAL ovplyviiovali celkové
aréma iba bis(metyltio)metan, 3-(metyltio)propanal, dimetyldisulfid, dimetyltrisulfid,
metantiol a 2-metyltetrahydrotiofén-3-6n,.

Yalman a kol. [229] skiimali chemické, fyzikalne a senzorické zmeny v tureckom syre
Kasar a z nich vyrobenych tavenych syroch a analdégoch pocas 90 dni skladovania.
Z celkovo identifikovanych 18 SAL boli najvyznamnejsie biacetyl, kyselina octova,
butanova, 2- a 3-metylbutanova, 2-acetyl-2-tiazolin, 2-fenyletanol, maltol, p-kresol,
sotolon, 6-dekalakton a y-dodekalakton. V syrovych analogoch bol detegovany voskovy
a trpky off-flavour, podstatne silnej$i nez v prirodnych syroch.
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Sadecka a kol. [98], [230] skamali tradi¢ny ov¢i syr bryndza metédou GC-FID-O
paralelne s GC-MS. Identifikovali celkovo 39 kltcovych SAL, =z ktorych
najvyznamnejsie boli kyseliny butanova, isovalérova, hexanova, oktanova, dekanova,
etyl -butanoat / -hexanoat / - oktanoat, p-kresol a d-dekalakton.

Valdivielso a kol. [231] sledovali zmeny v ovCom syre. Siefart a Buettner [232]
analyzovali SAL v surovom kozom mlieku. NajvysSiu intenzitu z 54 detegovanych
a 42 identifikovanych SAL vykazovali kyseliny 4-etyloktanova a 3-metylindolova
(skatol).

Morita a kol. [233] identifikovali v syre Cedar 98 zlu&enin, z Goho 15 SAL pomocou
GC-0. Rapisarda a kol. [234] analyzovali jarné, letné a jesenné kravské mlieko. Jarné
mlieko vykazovalo vécsiu variabilitu zlacenin nez mlieko jesenné. Celkovo 197 SAL
bolo detegovanych pomocou GC-O, z ktorych 87 % bolo identifikovanych na GC-MS.

Pomocou GC-O charakterizovali Pomocou GC-O charakterizovali Majcher a Jelen
[201] charakterizovali aromaticky profil v tradicnom pol'skom syru Oscypek, a to
udenom a neudenom. Analyza odhalila 20 SAL v tdenom a 8 v neudenom syre, pricom
najintenzivnejsimi odorantami boli 2-metoxyfenol, 2-metoxy-4-metylfenol. 4-metylfenol
a kyselina maslova.
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3 CIELE DIZERTACNE]J PRACE

Cielom dizertatnej prace bolo popisat zmeny senzorickej kvality (flavouru)
modelovych syrov vybraného typu (eidamsky syr a Moravsky blok/bochnik) v priebehu
zrenia, v zavislosti na typu pouzitej mikrobialnej kultury. Ako hlavné parametre
charakterizujuce flavour vzoriek boli vybrané a sledované: profil prchavych (senzoricky
aktivnych) latok a vol'nych/viazanych mastnych kyselin ako ich prekurzorov.

Za ucelom splnenia ciel'ov boli v ramci dizertacnej prace riesené tieto diel¢ie ulohy:

spracovanie literarnej reSerSe zhrnujucej sicasny stav rieSenej problematiky,
na zaklade reSerSe vyber vhodnych metod pre stanovenie SAL a MK,
overenie, optimalizacia avalidacia vybranych metdéd (HS-SPME-GC-MS,
GC-FID),

vyroba modelovych vzoriek syrov, charakterizacia ich kvality s vyuzitim
zmienenych metod

porovnanie vyrobenych vzoriek s komerénymi syrmi obdobného typu
posudenie vplyvu pouzitej mikrobialnej kultiry na profil SAL a MK
vyrobenych vzoriek,

sledovanie zmien SAL a MK v priebehu zrenia syrov.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Laboratérne vybavenie

4.1.1 Pristroje

Pre stanovenie MK bol pouzity plynovy chromatograft TRACE™ GC 2000
(ThermoQuest Italia S. p. A, Taliansko) s plamenovo-ionizaénym detektorom
a split/splitless injektorom.

Pre stanovenie SAL bol pouzity plynovy chromatograf TRACE™ 1310 (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) s adaptérom pre SPME a hmotnostnym
detektorom ISQ™ LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) spolu s kniznicou spektier NIST/EPA/NIH, Verzia 2.0 (Gaithersburg, USA).

Pre navazovanie vzorky, Standardov a chemikalii boli pouzité analytické digitalne
vahy GR-202-EC, HELAGO, Taliansko.

Extrakcia bola prevedena vo vodnej kupeli so stojanmi, Julabo TW 2 (Nemecko).
Esterifikacia bola prevedena v klasickej priamej destilacnej aparatire s vykurovacim
hniezdom 100 ml (Bménskda Druteva v. d., Ceskd republika). Rozpustadlo
z esterifikatného roztoku bolo nasledne odparené na vakuovej rotacnej odparke
KIKA®-WEKE-RV06-ML (Nemecko).

4.1.2 Pracovné pomocky

Pre sorpcie SAL zo vzorky bolo pouzit¢ SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um
(Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA), vialky so skrutkovym magnetickym uzaverom
a septom (objem 10 ml). Dalej boli pouZité pre pipetovanie malych objemov automatické
pipety 100-1000 pl (Biohit Proline, Finsko) a bezné laboratorne sklo Simax (Kavalier,
CR) a pomdcky.

4.1.3 Chemikalie

Pre stanovenie MK boli pouzité nasledujuce chemikalie, vSetky v Cistote p.a: kyselina
chlorovodikova 35% p. a., PENTA, Ceska republika, etanol 96 % p. a., Lach-Ner, Ceska
republika, dietyléter p. a., Lach-Ner, Ceska republika, petroléter p. a., Lach-Ner, Ceska
republika, hydroxid sodny p. a., Lach-Ner, Ceska republika, metanol p. a., Lach-Ner,
Ceska republika, chlorid sodny p. a., Lach-Ner, Ceska republika, siran sodny (bezvodny)
p. a., Lach-Ner, Cesk4 republika, hexan p. a., Lach-Ner, Ceska republika, bortrifluorid
(metanolicky roztok 10 %), p. a., SIGMA-ALDRICH, Nemecko a zmes Standardov
metylesterov  mastnych  kyselin, Supelco™ 37 Component FAME Mix,
SIGMA-ALDRICH, Nemecko.

4.2  Cisté mliekarenské kultiry

Pre vyrobu modelovych syrov boli pouzité komeréne dostupné lyofilizované kulttry
vhodné ku priamemu zaockovaniu do mlieka (Chr. Hansen, Ceska republika); CCDM
(Ceska zbierka mliekarenskych mikroorganizmov).
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Pre vyrobu modelovych syrov typu Moravsky bochnik (Experiment I) boli pouzité:

e Mezofilna aromatické kultura — typ LD Flora Danica — zlozenie: Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc spp.

e Termofilna kultira LH-BO2 — Lactobacillus helveticus

e Termofilna kultura STI-12 — Streptococcus thermophilus

Pre vyrobu modelovych syrov eidamského typu (Experiment II) boli pouzité:

Mezofilna aromaticka kultura totozna ako pre experiment I
Lactococcus lactis subsp. cremoris (kmenn CCDM 946)
Lactobacillus casei (kmefi CCDM 198)

Lactobacillus casei (kmefi CCDM 422)

Lactobacillus plantarum (kmefi CCDM 187)
Lactobacillus plantarum (kmefi CCDM 189)

4.3 Analyzované vzorky

V ramci tejto prace boli prevedené dva obdobné experimenty zamerané na vyrobu
a naslednu analyzu modelovych vzoriek syrov.

V ramci experimentu I boli analyzované vzorky prirodnych syrov typu Moravsky
bochnik (45 % t. v s., 60 % susiny) , ktoré boli vyrobené Standardnym technologickym
postupom [15] (vid’ kapitola 2.1.5) pocas juna — septembra 2016 na Univerzite Tomasa
Bati v Zline.

Celkovo boli vyrobené 3 série vzoriek (A, B, C) ktoré sa lisili kombinaciou pouzitych
mikrobialnych kultur (vid’ Tabulka 12).

Tabulka 12: Pouzité kombindcie mikrobidlnych kultur (Experiment 1)

Kombinacia kultar (% hm.) Mezofilna Lactobacillus Streptococcus
Oznacenie vzorky kultira helveticus thermophilus

A 77 15 8

B 70 15 15

C 25 50 25

U jednotlivych sérii boli odobrané vzorky po 2, 3, 4 a 8 mesiacoch zrenia; prehlad
analyzovanych vzoriek a ich oznacenia je uvedeny v Tabul'ka 13.

Tabulka 13: Prehlad a kédovanie modelovych vzoriek (Experiment I)

Doba zrenia [mesiac]
Pouzita kultara 2 3 4 8
A A2 A3 A4 A8
B B2 B3 B4 B8
C C3 C4
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V ramci experimentu II boli analyzované vzorky prirodnych syrov eidamského typu
(45 % t. v s., 50 % suSiny), ktoré boli vyrobené §tandardnym technologickym postupom
[15] pocas augusta — oktobra 2018 na Univerzite Tomasa Bati v Zline. Celkovo bolo
vyrobenych 5 sérii vzoriek (D, G, H, I, J), ktoré sa lisili kombinaciou pouzitych
mikrobialnych kultar; u vSetkych bola ako zaklad pouzitd mezofilna kultara s pridavkom
vybraného kmena Lactococcus lactis subsp. cremoris (CCDM 946), a d’alej vybrané
kmene Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum (Tabulka 14). U kazdej série boli
odobrané vzorky po 14, 28 a 56 dnoch zrenia; prehl'ad analyzovanych vzoriek aich
oznacCenie je uvedené v Tabul'ka 15.

Tabulka 14: PouZzité kombindcie mikrobialnych kultur (Experiment I11)

I ;
. . Mezofilna zmesova kultara + actobac'lllus Lactobacillus
Oznacenie . casei
Lactococcus lactis subsp. . plantarum
vzorky remoris (CCDM 946) (kmeri (kmeii CCDM)
¢ CCDM)

D X - -

G X 422 -

H X - 187

1 X - 189

J X 198 -

Tabulka 15: Prehlad a kédovanie modelovych vzoriek (Experiment I1)

Doba zrenia
Pouzita 14 dni 28 dni 56 dni
kultara
D D14 D28 D56
G Gl4 G28 G56
H H14 H28 H56
I 114 128 156
J J14 J28 J56

Vsetky vzorky boli okamzite po odberu zmrazené (-18 °C) a uchované az do doby
analyzy. Pre porovnanie boli analyzované komercné vzorky prirodnych syrov: Moravsky
Bochnik (45 % t. v s., su$. 60 %), Emental (platky, 45 %t. v s., su$. 60 %) a 3 druhy syrov
eidamského typu s roznym obsahom t. v s. (20, 30 a 45 %) zakupené v beznej trznej sieti.
Pre GC-O bol pouzity komercne dostupny syr eidamského typu (45 % t. v s., sus. 60 %)

4.4 Pouzité metédy pre stanovenie mastnych kyselin

Pre identifikaciu a kvantifikaciu MK a VMK v modelovych vzorkach syrov boli MK
vo vyizolovanom tuku najprv prevedené esterifikaciou na MEMK a nasledne podrobené
analyze pomocou GC-FID.

63



4.4.1 Extrakcia lipidov zo vzorky syra

Extrakcia lipidov zo vzoriek syra bola prevedena podla normy CSN EN ISO
1735:2005 [235].

Princip: po rozpusteni netukovych latok vyrobku sa uvolneny tuk wvytrepe
kvantitativne zmesou dietyléteru a petroléteru (2:1 w/w) a po ich odpareni sa zvazi.

Priprava vzorku k analyze: odstrani sa kora alebo povrchova vrstva syra (vzorka syra
je vo forme obvyklej konzumacie). Syr sa nastrtha na jemnom struhadle a uchovava sa
v uzavretej prachovnici az do doby analyzy (najlepsie v ten isty deri).

Pred analyzou bol syr premieSany, navazeny na analytickych véhach s presnostou
na 4 desatinné miesta a pridany ku 5 ml kyseliny chlorovodikovej. Nasledne bola
skamavka vlozena do vodného kupel'u o teplote 80 °C, kde bola ponechana do doby, nez
doslo ku zmene sfarbenia roztoku na fialova (priblizne 10 minut), nasledne bola zmes
ochladena pod teClicou vodou. Po ochladeni bola zmes pomocou 5 ml etanolu
kvantitativne prevedena do deliaceho lieviku. V prvom kroku bolo ku zmesi v deliacom
lieviku pridanych 9 ml dietyléteru, v druhom kroku 9 ml petroléteru a zakazdym bola
zmes po pridavku extrakéného Cinidla pretrepana po dobu asi 1 minuty. Pre oddelenie faz
sa roztok nechal odstat’ po dobu 30 minut pri laboratornych podmienkach (pri teplote cca
22 °C). Do skor zvazenej a vysuSenej destilacnej banky s gul'atym dnom (100 ml) bola
opatrne odobrana pipetou vrchna hydrofobna vrstva a pre dolnt hydrofilnt vrstvu bol
proces extrakcie eSte nasledne dvakrat zopakovany rovnakym spOsobom, ale
s polovicnym mnozstvom extrakénych cCinidiel. Z vysledného extraktu (spojenim
produktov zo vSetkych troch extrakénych krokov) bolo rozpustadlo odparené
na vakuovom rota¢nom odparovacom zariadeni pri teplote 40 °C.

Mnozstvo vyextrahovaného tuku sa zisti gravimetricky — zvazenim vyextrahovaného
tuku na analytickych vahach. Takto ziskany tuk je mozné podrobit’ priamo esterifikacii.

4.4.2 Priprava metylesterov mastnych kyselin

Pre pripravu MEMK bola pouzitd kysla esterifikacia s bortrifluoridom ako
katalyzatorom.

4.4.2.1 Kysla esterifikdcia s bortrifluoridom ako katalyzdatorom (TAG)

Princip: v prvom kroku bazickej katalyzy su acylglyceroly transmetylované pomocou
metanolického roztoku hydroxidu sodného na metylestery, pritomné VMK su prevedené
na soli. V druhom kroku kyslej katalyzy st soli MK prevedené na metylestery reakciou
s komplexom BF3-metanol [236].

Postup: Do destilacnej banky s gul'atym dnom (50 ml) bol kvantitativne prevedeny
vyextrahovany tuk. Pridalo sa 4 ml metanolického roztoku hydroxidu sodného
(c=0,5mol - I'"), ktory bol pripraveny rozpustenim 2 g hydroxidu sodného v 100 ml
metanolu pri miernom ohreve (metanolicky roztok je mozné uchovavat’ v chlade po dobu
najdlh§ie 3 mesiacov), atiez varny kamienok. Obsah banky sa varil pod spitnym
chladicom do momentu zmiznutia kvapdcok tuku. Kazdych cca 30 sektind je potrebné
banku jemnymi krazivymi pohybmi premiesat’, inak sa na stene banky tvori pevny kruzok
hydroxidu sodného (neucinna reakcia). Tento krok zvycCajne trva 5 az 10 minut.
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Potom sa do vriacej] zmesi cez spatny chladi¢ pridalo 5 ml metanolického roztoku
bortrifluoridu a pokracuje sa vo vare (celkova doba od zaciatku varu je 30 minut).
Nasleduju 3 ml polarneho rozpustadla isooktanu, ktory sa opat’ pridal do zmesi cez horny
koniec spétného chladi¢a. V tomto momente sa destilacna banka aj s celou aparaturou
zdvihla a vytiahla z vykurovacieho hniezda a var sa zastavil. Ihned, bez akéhokol'vek
chladenia, sa pridalo do zmesi 20 ml nasyteného vodného roztoku chloridu sodného,
banka sa uzavrela a pretrepala 15 sekund. Potom sa pridalo vacsie mnozstvo nasyteného
vodného roztoku chloridu sodného tak, aby hladina kvapaliny dosiahla hrdla banky a bolo
mozné rozpoznat rozhranie dvoch faz. Banka sa pre oddelenie faz nechala odstat’ na asi
5 minut. Z hornej isooktdnovej vrstvy sa odobralo 1 — 2 ml do 4 ml vialky
a pre odstranenie stop vlhkosti bolo pridané malé mnozstvo bezvodého siranu sodného.
Pre analyzu na GC sa vyuzil 1 ml pripraveného roztoku 10x az 100x zriedeného
(pozn. pre samotnu analyzu sa davkuje 1 ul roztoku).

4.4.2.2 Kysla esterifikdcia s bortrifluoridom ako katalyzdatorom (VMK)

Princip: VMK su esterifikované zahrievanim v prebytku bezvodého metanolu
v pritomnosti BF3 ako katalyzatoru [236].

Postup: Do destilacnej banky s gulatym dnom (50 ml) sa kvantitativne previedol
vyextrahovany tuk. K banke sa pripojil spatny chladic¢, pridal sa varny kamienok a 5 ml
metanolického roztoku bortrifluoridu cez spatny chladi¢, zmes sa priviedla k varu.
Po 3 minutach sa do vriace] zmesi cez horny koniec spatného chladi¢a pridali 3 ml
polarneho rozpustadla isooktanu, var bol =zastaveny vysunutim celej sustavy
z vykurovacieho hniezda. Thned’, bez akéhokol'vek chladenia, sa pridalo do zmesi
priblizne 20 ml nasyteného vodného roztoku chloridu sodného a obsah banky bol
dokladne pretrepany cca 15 sekund. Po pridavku vacsieho mnozstva nasyteného roztoku
chloridu sodného, ktory sposobil zvySenie hladiny kvapaliny az po hrdlo banky (kvoli
jednoduchSiemu odobratiu vrchnej organickej faze — vidite[né rozhranie faz), sa faze
nechali behom priblizne 5 minut oddelit. Z hornej isooktanovej vrstvy sa odobralo 1-2 ml
do 4 ml vialky a pre odstranenie stop vlhkosti bolo pridané malé mnozstvo bezvodého
siranu sodného. Pre analyzu na GC sa vyuzil 1 ml pripraveného roztoku
(pozn. pre samotnd analyzu sa davkuje 1 ul roztoku).

4.4.3 Podmienky stanovenia metylesterov mastnych kyselin

Pre stanovenie MK bol pouzity plynovy chromatograf TRACE™ GC (ThermoQuest
S.p.A, Taliansko) s autosamplerom: AI/AS 3000 a plamefiovo-ionizatnym detektorom
(teplota detektoru 250 °C). Prietok vzduchu bol 350 ml - min™, prietok vodiku bol
35 ml - min"!' a make-up dusiku 30 ml - min"!. Teplota injektoru bola 250 °C a technika
davkovania bola splitless (ventil uzavrety na 1 minatu). Davkovany objem vzorky bol
1 pl. Ako nosny plyn bol pouzity dusik o prietoku 1 ml - min!. Separacia MEMK
prebehla na kapilarnej kolone DB-WAX s vysoko polarnou stacionarnou fazou (30 m x
0,32 mm x 0,5 um). Teplotny program bol nasledovny: 50 °C 1 minuta; vzostupny
gradient 25 °C - min™' do 200 °C s vydrzou 0 minut; vzostupny gradient 3 °C - min™!
do 230 °C s vydrzou 30 minut. Celkova doba analyzy bola 47 minut.
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4.4.4 Identifikacia a kvantifikacia mastnych kyselin

MK boli stanovené vo forme MEMK metdédami popisanymi v predo§le] kapitole
(4.4.2). Identifikacia jednotlivych MEMK v modelovych vzorkach bola prevedena na
zaklade porovnania retencnych Casov s reten¢nymi ¢asmi §tandardov. Kvantifikacia bola
prevedena vypoctom ich koncentracie z ploch pikov MEMK vo vzorkach a znamej
koncentracie a ploch pikov Standardov (Tabulka 16). Zastipenie MK je vyjadrené
po prepoéte v mg - g™ vyextrahovaného tuku (za predpokladu: mg - ml' = mg - gh).

Tabulka 16: Standardy pouzité pre identifikaciu a kvantifikaciu MK

i T Skrateny zapis | Tr Cs Mrmemk Mrmk
MK [min] | [mg'ml™!] | [grmol™] | [grmol™]
Kyselina kapronova C6:0 5,74 0,04 130,187 | 116,160
Kyselina kaprylova C8:0 6,87 0,04 158,241 144,214
Kyselina kaprinova C10:0 8,01 0,04 186,295 | 172,268
Kyselina undekanova C11:0 8,64 0,02 200,322 | 186,295
Kyselina laurova C12:0 9,37 0,04 214,349 | 200,322
Kyselina tridekanova C13:0 10,20 0,02 228,376 | 214,349
Kyselina myristova C14:0 11,19 0,04 242,403 | 228,376
Kyselina myristoolejové Cl14:1% 11,67 0,02 240,387 | 226,360
Kyselina pentadekanova C15:0 12,35 0,02 256,430 | 242,403
I;ii‘::g:‘;ﬁoig CI5:1410  |12,92| 0,02 | 254414 | 240,387
Kyselina palmitova C16:0 13,72 0,06 270,457 256,43
Kyselina palmitoolejova C16:1% 14,19 0,02 268,441 | 254,414
Kyselina heptadekanova C17:0 15,25 0,02 284,484 | 270,457
ﬁ;‘:ﬁ:ﬁoﬁ CI7:18°  |1579] 002 | 282,468 | 268,441
Kyselina stearova C18:0 16,99 0,04 298,511 | 284,484
Kyselina olejova C18:1% 17.47| 0,04 206,495 | 282,468
Kyselina linolova C18:24%12 118,46| 0,02 294,479 | 280,452

Kyselina y-linolénova C18:326%12 11921 0,02 292,463 | 278,436
Kyselina a-linolénova C18:32¢1215 12002 0,02 292,463 | 278,436
Kyselina arachova C20:0 21,56 0,04 326,565 | 312,358

Kyselina cis-11-eikosénova|  C20:14 22,30 0,02 322,533 | 308,506
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Tabulka 16: Standardy pouzité pre identifikaciu a kvantifikaciu MK - pokracovanie

e IR Skrateny zapis | Tr Cs Mrmemk Mrmk
azov
MK [min] | [mg'ml™!] | [grmol™] | [grmol™]
Kyselina heneikosanova C21:0 24,80 0,02 340,592 | 326,565
Kyselina cis-8,11,14-
4 osatrénove C20:3%81L14 195 02 0,02 320,517 | 306,490
eikosatriénova
Kyselina cis-11,14,17-
4 osatricnova C20:3AIL1%17 195 99 0,02 316,485 | 302,458
eikosatriénova
Kyselina arachidonova | C20:44381L14 126471 0,02 318,501 | 304,474
Kyselina behénova C22:0 28,96 0,04 354,619 | 340,592
Kyselina erukova C22:1418 30,16 0,02 352,603 | 338,576
Ky;giiigznﬁf C22:28316 13290| 0,02 | 350,587 | 336,560
Kyselina trikosanova C23:0 34,29 0,02 368,646 | 354,619
Kyselina lignocérova C24:0 41,21 0,04 382,673 | 368,646
Kyselina nervonova C24:121 43,29 0,02 380,657 | 366,630

Kyselina cis-
4,7,10,13,16,19-

dokosahexaénova

22: A4,7.10,13,1
¢ 66,19 43,79 0,02 342,523 | 328,496

MK — mastna kyselina, MEMK — metylester mastnej kyseliny, Tr — retencny cas
MEMK, cs — koncentrdacia Standardov MEMK, Mryeux — molekulova hmotnost MEMK,
Mrux — molekulova hmotnost MK

4.5 Pouzité metody pre stanovenie senzoricky aktivnych latok

Pre identifikéaciu a semikvantifikaciu SAL v modelovych vzorkach syrov bola pouzita
metdda headspace mikroextrakcie na pevnu fazu v spojeni s plynovou chromatografiou
s hmotnostnym spektrometrom (HS-SPME-GC-MS).

4.5.1 Priprava vzorky syru

Do vialky so skrutkovanym magnetickym uzaverom boli navazené 2 g s presnostou
na 4 desatinné miesta. Vialka so vzorkou bola umiestnena do autosampleru pre analyzu.

4.5.2 Podmienky pre SPME extrakciu

Pre ucel extrakcie bolo pouzité SPME vlakno: Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA
so stacionarnou fazou Divinylbenzén/Carboxen/Polydimetylsiloxan (DVB/CAR/PDMS)
50/30 pm. Doba inkubacie (temperovanie) vlakna bola 10 min a doba extrakcie 20 min.
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Teplota agitatora (teplota extrakcie a inkubacie) bola nadstavena na 40 °C, pricom bol
agitator zapnuty 5 s a nasledne vypnuty 60 s. Hlbka ponorenia vldkna do vialky bola
20 mm.

4.5.3 Podmienky pre GC-MS analyzu

Pre stanovenie SAL bol pouzity plynovy chromatograf s hmotnostnym spektrometrom
Thermo Scientific™ ISQ™ Series GC-MS System (TRACE™ 1310 Series Gas
Chromatograph, ISQ™ LT Single Quadrupole Mass Spectrometer). Teplota desorpcie
(teplota injektora) bola nastavena na 240 °C a doba desorpcie na 20 minut. Hibka
ponorenia vlakna do injektoru pri desorpcii bola 40 mm. Pre techniku davkovania bol
zvoleny maod splitless (ventil uzavrety na 10 minut). Ako nosny plyn bolo pouzité hélium
(prietok: 1 ml - min'). Ku separacii do$lo na kapilarnej koloéne: TG-WaxM$ (30 m
0,25 mm x 0,5 um). Teplotny program bol nasledovny: 40 °C svydrzou 2 minuty;
vzostupny gradient 3 °C - min' do 110 °C s vydrzou 10 minut; vzostupny gradient 3 °C
-min’! do 200 °C s vydrzou 0 minut. Celkova doba analyzy bola 65 minut. Ako ionizaéna
technika plynnej faze v hmotnostnom spektrometre bola pouzita elektronova ionizacia
s teplotou i6nového zdroja 200 °C. Typ analyzatoru bol kvadrupolovy analyzator.
Skenovalo sa v rozsahu m/z 30-370 amu rychlostou skenovania kazdych 0,2 s.

4.5.4 Identifikacia a kvantifikacia senzoricky aktivnych latok

Vyextrahované prchavé zluceniny vo vzorkéach syrov boli identifikované na zaklade
porovnania hmotnostnych  spektier s dostupnou kniznicou spektier. Obsah
identifikovanych zlicenin je vyjadreny semikvantitativne pomocou ploch prislusnych
pikov na chromatogramu, meraného v rezime uplného skenu (30 — 370 m/z).

4.5.5 Podmienky pre GC-O analyzu

Vzorka komer¢ne dostupného syru eidamského typu (45 % t. v s., 60 % suSiny) bola
analyzovana na dvoch kolonach, pricom jedna obsahovala polarnu stacionarnu fazu
(Supelcowax 10) a druhé nepolarnu stacionarnu fazu (RI SPB-5). Experiment prebiehal
v spolupraci s Ustavom analytickej chémie na University of Life Sciences (Poznaii,
Pol’sko).

Cely blok eidamského syru bol nakrajany na 1 cm kocky, zmrazeny v tekutom dusiku,
a nasledne pomlety na syrovy prach. V dalSom kroku bolo 100 g syrového prachu
vlozenych do Erlenmeyerovej banky a extrahovanych zvlast rozpustadlami o rozdielne;j
polarite, dietyléter (200 ml) a dichlérmetan (200 ml), kazdym po dobu 2 hodin. Obe
frakcie boli po filtracii spojené a nasledne destilované metdédou SAFE. Teplota vodného
kapel'a bola 40 °C a tlak bol redukovany pomocou rotacnej lopatkovej pumpy Edwards
RVS5 (<300 mTorr). Destilat s prchavymi zla€eninami bol zhromazd'ovany v banke
chladenej tekutym dusikom. Po 30 minutach bola zmes susend nad Na>SOs, a nasledne
skoncentrovana na objem 400 ul s pouzitim Kuderna-Danish koncentratoru (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) po dobu 8 az 10 hodin.
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Prchavé latky z takto ziskaného SAFE extraktu boli identifikované pomocou GC-O
na HP 5890 chromatografe (Hewlett-Packard, Wilmington, DE, U.S.A.) s pouzitim
kapilarnych kolon SPB-5 (30 m x 0,53 mm x 1 pm) (Supelco, Bellefonte, PA, U.S.A)
a Supelcowax 10 (30 m x 0,53 mm x 1 pm). Na GC bol nainstalovany Y rozdel'ovac
oddel'ujuci vytok v pomere 1:1 medzi olfaktometricky port so zvlhéenym vzduchom,
ktory sluzi ako make-up plyn, aplameiiovo-ionizaény detektor. Ako nosny plyn
pri separacii bolo pouzité hélium s prietokom 32,2 cm-s™..

Teplotny program pre SPB-5 kolonu bol nasledovny: pociatocna teplota 40 °C
(vydrz 1 min), vzostupny gradient 6 °C - min™' na 180 °C, potom 20 °C - min™! na 280 °C.
Pre kolonu Supelcowax 10: pociatocna teplota 40 °C (vydrz 2 min), vzostupny gradient
6 °C - min! na 240 °C (vydrz 2 min). Pachovo aktivne oblasti boli detegované pomocou
vdychovania vytoku z GC (GC-0), traja hodnotitelia panelu ur¢ili popis prchavych SAL.
Pre vSetky piky azaznamy pachov boli vypocitané retencné indexy na porovnanie
ziskanych vysledkov s idajmi z literatary (Priloha 1 az Priloha 8). Reten¢né indexy sa
vypocitali pre kazda zli¢eninu pomocou homolognej série C7 — C24 n-alkanov.

4.6 Statistické spracovanie vysledkov

Data boli spracované a vyhodnotené pomocou programu MS Excel 365. Kazda vzorka
bola analyzovana zvlast pre MK, VMK a SAL a kazd4 analyza bola prevedena
v 3 opakovaniach (n = 3).

Pre zistenie rozdielov medzi vzorkami bola pouzita parametricka jednofaktorova
analyza rozptylu (ANOVA — Analysis of Variance) s naslednym Tukeyho HSD-testom
[237]. Pre skimanie korelacii medzi obsahom identifikovanych zlucenin a vizualizaciu
rozdielov medzi vzorkami bola pouzit4 analyza hlavnych komponentov (PCA - Principal
Component Analysis).

Vsetky Statistické testovania boli prevedené na hladine Statistickej vyznamnosti
a = 0,05; Statisticky software XLstat (Addinsoft, New York, NY), SPSS Statistics 20
(IBM).

69



5 VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci tejto dizertacnej prace boli prevedené dva experimenty zamerané na vyrobu
anaslednu analyzu modelovych vzoriek prirodnych tvrdych a polotvrdych syrov.
V ramci experimentu I boli analyzované syry typu Moravsky bochnik, v experimentu II
syry eidamského typu.

Préaca sa zaobera posudenim senzorickej kvality syrov, so zameranim predovsetkym
na chutnost' (flavour) a s fiou suvisiaci obsah SAL. Pozornost' je zaroven venovana
lipidom a MK ako délezitym prekurzorom SAL v syroch.

Podstatou oboch experimentov bolo posudenie vplyvu réznych mikrobialnych kultar
na obsah zmienenych parametrov, zaroveti boli sledované ich zmeny v priebehu zrenia
syrov. Praca prebiehala v spolupraci s Univerzitou Tomasa Bati v Zline, modelové
vzorky syrov boli vyrobené Standardnym technologickym postupom (kapitola 2.1.5.2
a2.1.6.2) v poloprevadzkovych podmienkach technologického laboratoria UTB v Zline,
ktora disponuje potrebnym technologickym vybavenim pre vyrobu syrov.

Pre stanovenie MK a VMK bola aplikovana izolacia lipidov zo vzorky zmesou
rozpustadiel dietyléter a petroléter (kapitola 4.4.1), nasledna esterifikacia MK za pouzitia
metanolického roztoku bortrifluoridu ako katalyzatora (kapitola 4.4.2) a kone¢na analyza
GC-FID (kapitola 2.10.2). Pre stanovenie SAL bola pouzita metéda HS-SPME-GC-MS
(kapitola 4.5).

5.1 Overenie vybranych validaénych parametrov pouzitych metod

Pre studium tak komplexnej matrice, akou je syr, je dolezité pouzivat t¢inné metody.
Pre overenie kvality a funk¢nosti analytickej metody je vzdy nevyhnutné je validovat.
Metody pouZité v tejto praci, stanovenie MK, resp. VMK a SAL st na UCHPBT uz
zavedené a pouzivané pre analyzu réznych vzoriek potravin a prirodnych materialov,
napr. tavenych syrov [238], liecivych rastlin [239], ¢okolady [240] a iné, v ramci tejto
prace boli optimalizované podmienky (kap. 4.4 a 4.5) a overené valida¢né parametre
pre ich aplikaciu na analyzu tvrdych syrov.

Validacia je definovana napr. ako proces, pri ktorom sa uruje vhodnost pouzitia
daného systému pre ziskanie relevantnych dat. Za zakladné validacné parametre su
povazované opakovatelnost, reprodukovatelnost’, linearita, medze detekcie a medze
stanovitel'nosti [156].

Opakovatelnost je typ presnosti vztahujicej sa ku meraniam prevedenim
za opakovatelnych podmienok; charakterizuje metddu a preciznost jej prevedenia
v laboratoriu. Analyzy su vykonavané vsetky naraz, rovnakou osobou na rovnakom
pracovisku a s rovnakou vzorkou [156]. Metoda je opakovatelna, ak u vSetkych
vysledkov merania, prevedeného za podmienok opakovatel'nosti, nepresiahne relativna
smerodajna odchylka (RSD) hodnotu 10 % [156].

Reprodukovatelnost, na rozdiel od opakovatelnosti, vypovedd o chybe
pri reprodukcii vysledkov s danou vzorkou a rovnakou metddou, ale so zmenenymi
podmienkami ako napr. miesto, pozorovatel, Cas a pod [156].

Linearita je definovand ako priamkova zavislost medzi dvoma premennymi —
analytickym signalom alebo odozvou in§trumentu a koncentraciou analytu.
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Medza detekcie (LOD) vyjadruje najmensie mnozstvo analytu vo vzorke, ktoré je
mozné detegovat), tj. pre ktoré je analyticky signal §tatisticky vyznamny od Sumu [156].

Medza stanovitelnosti (LOQ) vyjadruje najnizs§iu koncentraciu analytu, ktoru je
mozné kvantifikovat’ ako exaktnui hodnotu so stanovenou presnostou [156].

5.1.1 Stanovenie mastnych kyselin

Opakovatel'nost’ metddy bola stanovena opakovanym meranim (n = 5) zmesového
Standardu MEMK, realizovanym jednou osobou v priebehu jedného dra,
reprodukovatelnost’ opakovanym meranim (n = 5) totozného Standardu jednou osobou
v priebehu 14 dni.

V pripade retenénych Casov jednotlivych pikov bola RSD vo vSetkych pripadoch
<0,5 %, v pripade ploch pikov < 10 %. Metoda teda vykazuje vybornu presnost
pre identifikaciu a dostato¢nu presnost’ pre kvantifikaciu.

Linearita bola testovana v koncentranom rozsahu 0,06 — 60 pug - ml! pre jednotlivé
MK, vsetky korela¢né koeficienty boli v rozmedzi 0,984 — 0,999.

Pre stanovenie LOD a LOQ bol ureny maximalny Sum zakladnej linie v oblasti
chromatogramu daného dvadsatnadsobkom polovi¢nej Sirky piku jednotlivych
separovanych latok hmax. LOD boli urcené ako 3 - hmax a LOQ ako 10 - hmax. LOD sa
pohybovali v rozsahu od 0,02 — 0,06 pg'ml! a LOQ v rozsahu 0,06 — 0,18 pg'ml™.
Zo ziskanych vysledkov plynie, ze metoda vykazuje dobru linearitu a je dostatoCne citliva
aj pre stanovenie nizkych koncentracii MK vo vzorkach syrov. Namerané validacné
parametre pre vybrané MK su zhrnuté v Tabul'ka 17.

Tabulka 17: Prehlad validacnych parametrov GC-FID pre MK

Mastna kyselina S\l/(zri‘izr;y koilcr::iigc}‘:,ny R? L?D » L?Q »

rozsah [ug - ml™!] Lo sl | [l ]
kapronova C6:0 0,12 -40,8 0,999 0,04 0,12
kaprylova C8:0 0,12 -40,7 0,999 0,04 0,12
kaprinova C10:0 0,12 -40,7 0,999 0,04 0,12
undekanova C11:0 0,06 — 20,4 0,999 0,02 0,06
laurova C12:0 0,12 -40,8 0,999 0,04 0,12
tridekanova C13:0 0,06 -20,3 0,999 0,02 0,06
myristova C14:0 0,12 -40,7 0,999 0,04 0,12
myristoolejova Cl4:1 0,06 — 20,3 0,999 0,02 0,06
pentadekanova C15:0 0,06 —20,2 0,999 0,02 0,06
pentadecénova C15:1 0,06 — 20,3 0,999 0,02 0,06
palmitova C16:0 0,18-61,0 0,998 0,06 0,18
heptadekanova C17:0 0,06 - 18,9 0,989 0,02 0,06
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Tabulka 17: Prehlad validacnych parametrov GC-FID pre MK - pokracovanie

Linearny

Mastna kyselina Si(;iizr;y koncentragny R? L?D » LF)Q »
rozsah [pg - ml!] [hg - ml™] | [ng-ml™]
heptadecénova C17:1 0,06 — 20,3 0,998 0,02 0,06
stearova C18:0 0,12 -40,7 0,998 0,04 0,12
olejova C18:1 0,18 —40,7 0,998 0,06 0,18
linolova C18:2 0,12 -20,2 0,998 0,04 0,12
gama-linolénova | C18:3n6 0,06 — 20,3 0,998 0,02 0,06
linolénova C18:3n3 0,06 — 20,2 0,998 0,02 0,06
arachova C20:0 0,12 -40,7 0,993 0,04 0,012
eicosénova C20:1 0,06 — 20,4 0,999 0,02 0,06
eicosadiénova C20:2 0,06 — 20,3 0,998 0,02 0,06
heneicosanova C21:0 0,06 - 20,4 0,998 0,02 0,06
eicosatriénova 6 | C20:3n6 0,06 - 19,8 0,998 0,02 0,06
eicosatriénova 3 | C20:3n3 0,06 - 19,7 0,998 0,02 0,06
arachidonova C20:4 0,06 — 20,2 0,998 0,02 0,06
behénova C22:0 0,18 - 40,8 0,998 0,06 0,18
erukova C22:1 0,06 — 20,4 0,984 0,02 0,06
docosadiénova C22:2 0,06 - 19,0 0,995 0,02 0,06
trikosanova C23:0 0,06 — 20,4 0,995 0,02 0,06
lignocérova C24:0 0,12 -40,7 0,995 0,04 0,12
nervonova C24:1 0,06 — 20,4 0,997 0,02 0,06
docosahexaénova C22:6 0,06 - 19,5 0,996 0,02 0,06
5.1.2 Stanovenie senzoricky aktivnych latok
Opakovatel'nost metddy bola stanovend opakovanym meranim (n = 5) zmesi

vybranych Standardov prchavych latok, realizovanym jednou osobou v priebehu jedného
dna, reprodukovatelnost’ opakovanym meranim (n = 5) totozného Standardu jednou
osobou v priebehu 14 dni. Bolo vybranych 12 zla¢enin (etanol, hexanol, metyl butanoat,
metyl hexanoat, acetoin, heptan-2-6n, D-limonén, linalool, kyselina octova a maslova,
benzaldehyd a §-dekalakton), vyznamnych pre aroma tvrdych syrov, tak aby zastupovali
jednotlivé chemické skupiny.

V pripade retenénych Casov jednotlivych pikov bola RSD vo vSetkych pripadoch

<1 %, v pripade ploch pikov sa pohybovala v rozmedzi 3 -7 %.
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Z uvedenych vysledkov je jasné, ze aj tito metdda vykazuje vybornu presnost
pre identifikaciu a dostato¢na presnost’ pre kvantifikaciu, napriek pouzitiu extrakCne;j
techniky, SPME, ktora ma z tohto hl'adiska radu nevyhod (vid’ kap. 2.7.1) — je vel'mi
citlivd na vplyvy okolia, vSeobecne vykazuje horsiu reprodukovatelnost’ a robustnost,
napr. vd’aka opotrebovaniu vldkna, hlavne v moéde HS-SPME [153].

Opakovatel'nost/reprodukovatelnost bola horSia u zlucenin s kratkym retenénym
casom, tj. velmi prchavych (RSD 6-7 %), o moze byt spdsobené tzv. kompetetivnou
sorpciou. Podrla literatary [201] ma SPME najlepSiu reprodukovatel'nost’ az po dosiahnuti
rovnovahy, ¢o bolo nevyhnutné striktne dodrziavat' pri experimentoch. Vzhladom
k pouzitiu autosampleru a automatizacii celého procesu boli perfektne dodrziavané
vSetky nevyhnutné konstantné podmienky pre extrakciu.

Linearita bola testovana v koncentraénom rozsahu 0,01 — 200 pg - ml™! pre jednotlivé
Standardy SAL, vSetky korelacné koeficienty boli v rozmedzi 0,988 — 0,999.

LOD a LOQ boli stanovené obdobne ako u predchadzajicej metody (stanovenie MK);
hodnoty LOD sa pohybovali vrozsahu od 0,01 do 0,5 pgml!; hodnoty LOQ sa
pohybovali v rozsahu od 0,03 do 1,8 ug - ml™.

Z vyssie uvedenych skuto¢nosti vyplyva, ze metoda ma dobry potencidl aj
pre kvantifikaciu, ale vzhladom k poctu identifikovanych zla€enin vo vzorkéach
a velkému mnozstvu potrebnych drahych §tandardov bola vo vzorkach syrov prevedena
semikvantifikacia SAL na zaklade ploch pikov.

5.2 Experiment I - Moravsky bochnik

V tomto experimente boli analyzované syry ementalskeho typu, tj. polotvrdé syry
z vysokodohrievanej syreniny. Konkrétne sa jednalo o Moravsky bochnik, ¢o je
Specificky Cesky variant syrov ementéalskeho typu s minimalnou tvorbou k.

Tri série vzoriek boli vyrobené s pouzitim roznych mikrobialnych kultur; konkrétne
klasickd mezofilnd kultira avybrané kmene termofilnych baktérii Lactobacillus
helveticus a Streptococcus thermophilus. Cielom bolo posudit’ vplyv pouzitych kultar
(hlavne dodatok termofilnych kultur) na obsah prchavych latok a mastnych kyselin
vo vzorkach. Syry boli analyzované v roznych fazach zrenia (2, 3, 4 a 8 mesiacov).

5.2.1 Stanovenie vol'nych a viazanych mastnych kyselin

V mlieku bolo doposial’ identifikovanych 437 roznych MK, avsak iba malé ¢ast’ z nich
ma nutricny vyznam a z hladiska stanovenia je venovana pozornost’ priblizne 20-30
z nich [109].

Mlie¢ny tuk je charakteristicky pritomnostou predovsetkym MK s kratkymi az stredne
dlhymi retazcami (C4 — C16). Medzi najddlezitejSie MK mliecneho tuku patria nasytené
(maslova, kapronova, kaprylova, kaprinova, laurova, myristova, palmitova, stearova),
ktoré tvoria priblizne 60 — 70 % vSetkych MK. Rovnako dolezité, avSak zastipené
v mensej miere (26 —42 %) st mononenasytené MK, z ktorych je najdolezitejsia kyselina
olejova. Polynenasytené MK (linolova, linolénovéa, arachidonova) tvoria vel'mi nizky
podiel (< 6 %) [109].
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Cca 96 az 98 % z celkového obsahu MK v mlie¢nom tuku je naviazanych na glycerol,
najcCastejSie vo forme TAG. V mlieCnych vyrobkoch, a teda aj v syroch, sa vyskytuju aj
VMK. Jedna sa omalé mnozstva, ktoré vSak ovplyviiuji aromatické a senzorické
vlastnosti zmienenych produktov [15]. Tuk v syroch vyznamne ovplyviiuje texturu, ale
je nevyhnutny aj pre vyvoj spravnej chuti a vone syra. Lipidy v syroch m6zu podliehat
oxidacnej a/alebo hydrolytickej degradacii. Oxidécia lipidov v syroch vacsinou nebyva
prili§ rozsiahla, pravdepodobne kvoli nizkemu redoxnému potencialu (-250 mV)
a pritomnosti prirodzenych antioxidantov (napr. vitamin E); tento prispevok k arome
syrov je menej dolezity. Na druhu stranu enzymaticka hydrolyza TAG na MAG/DAG
a VMK (lipolyza) je jednym zo zasadnych procesov prebiehajucich pocas zrenia syrov
aje povazovand, spolu s proteolyzou, za hlavnu metabolicka cestu pre tvorbu chuti
a vone syra [15]. Nasledkom lipolyzy sa uvoliiuju VMK, ktoré jednak priamo prispievaju
ku syrovej arome, zvlast MK s krat§im a stredne dlhym C-retazcom (< 12 C), a jednak
su dolezitymi prekurzormi d'alSich SAL, ako su alkany, estery, sekundarne alkoholy,
metylketony a laktony. Prekrogenie urcitého obsahu VMK (cca 3000 mg - kg') vsak
vedie ku tvorbe zatuchnutej chuti [15].

Pre charakterizaciu tuku sa vacSinou pouziva jednoduché stanovenie celkového
obsahu MK. AvS$ak stanovenim celkového obsahu MK nie je mozné dobre postihnut
zmeny lipidickych frakcii; vzhladom k vysS§ie zmienenej dolezitosti VMK v chuti syra
bol vo vzorkach sledovany aj ich obsah. Pre stanovenie VMK bola pouzita jednoducha
esterifikacia s bortrifluoridom bez predchadzajiceho zmydelnenia hydroxidom sodnym
(kap. 4.4.2.2). Zasadné bolo vtomto pripade dodrzanie parametrov metody,
predovSetkym doby esterifikacie. V nasledujucich kapitolach su porovnavané samostatne
obsahy MK a VMK.

5.2.1.1 Identifikacia a kvantifikdcia mastnych kyselin v modelovych vzorkdch syru

Identifikacia MK vo vzorkach bola prevedena na zaklade porovnania reten¢nych casov
MEMK vo vzorkach sretenénymi cCasmi identickych Standardov, kvantifikacie
porovnanim ploch pikov so Standardmi o znamej koncentracii (vid’ Tabul'ka 16).

Celkovo bolo vo vzorkach syrov identifikovanych 20 MK. V tabul'kach (Tabul'ka 18
az Tabulka 27) je uvedeny komplexny prehl'ad identifikovanych MK aich obsah
(vmg - g vyextrahovaného tuku) pre kazdi vzorku. Priloha 9 zobrazuje ukazky
chromatogramov vzoriek syrov v poslednej faze zrenia.

Okrem toho bolo detegovanych dal§ich 14 MK (arachové, cis-11-eicosénova,
cis-11,14-eicosadiénova, cis-8,11,14-eicosatriénova,  arachidonova,  behénova,
trikosanova, lignocérova, docosahexaénova, nervonova, erukova, heneicosanova,
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaénova), tieto vSak nebolo mozné kvantifikovat (< LOQ), ich
vyznam mozno povazovat za zanedbatelny a d’alej nebudu brané v uvahu.
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Tabulka 18: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdach syrov A2 [mg - g™ tuku]

Nézov MK MK VMEK
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku

kapronova 26,33+ 1,19 1,19+ 0,09
kaprylova 18,97 + 1,58 0,52 + 0,04
kaprinova 30,76 + 1,81 1,01 £ 0,08
undekanova 1,92 + 0,16 0,02 £0,01
laurova 35,83 £2,56 1,45+0,12
tridekanova 2,17+0,18 0,03 £ 0,01
myristova 126,87 +£5,73 4,28 £ 0,35
myristoolejova 14,26 + 1,43 0,16+ 0,01
pentadekanova 11,63 +1,13 1,09 + 0,09
cis-10-pentadecenova 2,73 +£0,22 0,41 £0,03
palmitova 348,73 +£20,72 16,46 + 1,37
palmitoolejova 24,33 +2,02 0,23+ 0,02
heptadekanova 14,52 + 1,21 0,68 + 0,05
cis-10-heptadecenova 5,54 +0,46 0,17+ 0,01
stearova 102,95 £ 6,91 2,92 +0,24
olejova 174,89 £ 9,57 6,23 +0,51
linolelaidova 7,65 £0,63 0,12 +£0.01
linolova 13,24 £ 1,35 0,65 + 0,05
y-linolénova 3,47 £ 0,28 0,76 £ 0,06
linolénova 6,57 £0,54 0,74 £ 0,06

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

Tabulka 19: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov A3 [mg - g tuku]

Nazov MK MI_<1 VM_II(
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku

kapronova 25,32 +£2.11 1,06 £ 0,08
kaprylova 14,59 + 121 0,75 £ 0,06
kaprinova 28,89+ 14 0,77 £ 0,06
undekanova 0,97 £0,08 0,04 £ 0,01
laurova 39,95 + 332 1,74 + 0,14
tridekanova 1,52 +£0,12 0,06 + 0,01
myristova 123,45 + 8,28 4,65 +0738
myristoolejova 12,15 +1,01 0,16 + 0,01
pentadekanova 9,06 £ 0,75 1,07 £0,08
cis-10-pentadecenova 2,26 +0,18 0,21 £ 0,02
palmitova 324,86 + 22,07 16,31 + 1,35
palmitoolejova 18,15+1,51 0,35+ 0,02
heptadekanova 12,63 + 1,05 0,82 + 0,06
cis-10-heptadecenova 3,71 +£0,3 0,13 +0.,01
stearova 97,56 + 8,13 2,05+0,17
olejova 157,8 £13,15 6,03 + 0,55
linolelaidova 6,52 + 0,54 0,45 + 0,03

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.
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Tabulka 19: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov A3 [mg - g-1 tuku]

- pokracovanie
. MK VMK
Nazov MK ¢ [mg - ¢'] tuku ¢ [mg - ¢'] tuku
linolova 10,33 £ 0,86 0,29 £ 0,02
y-linolénova 3,43 +£0.28 0,52 £0,04
linolénova 6,68 £ 0.55 0,33 £0,02

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

Tabulka 20: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov A4 [mg - g tuku]

, MK VMK
Nazov MK | |
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku

kapronova 20,13 £ 1,67 0,44 + 0,04
kaprylova 10,04 + 0,87 0,28 0,02
kaprinova 24,55 +£2.13 0,43 £ 0,04
undekanova 1,09 £ 0,09 0,04 £ 0,01
laurova 37,21 +£3.33 1,38 £ 0,12
tridekanova 1,57 £0,13 0,04 + 0,01
myristova 12591 + 12,97 3,84 +£ 0,32
myristoolejova 13,37 £1,16 0,83 + 0,07
pentadekanova 9,69 +0,85 1,04 + 0,09
cis-10-pentadecenova 2,35+0,19 0,12 + 0,01
palmitova 314,64 + 20,22 15,22 +1,25
palmitoolejova 14,94 + 145 0,66 = 0,06
heptadekanova 10,21 + 0,88 0,48 + 0,04
cis-10-heptadecenova 3,38 £0,27 0,14 £ 0,01
stearova 97,97 + 8,16 2,51+0.21
olejova 142,14 +9.45 5,52 + 0,46
linolelaidova 5,16 £0,43 0,44 + 0,04
linolova 8,69 £0,72 0,49 + 0,04
y-linolénova 3,42 +£0.28 0,29 + 0,02
linolénova 5,24 +£043 0,35+ 0,03

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

Tabulka 21: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov A8 [mg - g tuku]

, MK VMK
Nazov MK ¢ [mg - g'!] tuku ¢ [mg - g'!] tuku
kapronova 18,27 £ 1,52 0,41 +0,03
kaprylova 7,16 0,59 0,24 +£ 0,02
kaprinova 23,06 £ 121 0,41 +0,03
undekanova 0,93 £0,07 0,05 £ 0,01

laurova 37,76 + 3,14 1,42 +0,12

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.
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Tabulka 21: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov A8 [mg - g-1 tuku]

- pokracovanie
, MK VMK
Nazov MK ¢ [mg - g'!] tuku ¢ [mg - g'!] tuku
tridekanova 1,96 £ 0,16 0,05 + 0,01
myristova 106,61 + 7,87 3,08 £ 0,26
myristoolejova 10,06 + 0,83 0,96 = 0,08
pentadekanova 5,27 £ 0,46 1,05 + 0,09
cis-10-pentadecénova 1,12 £0,09 0,16 + 0,01
palmitova 309,03 + 19,75 15,74 £ 1,31
palmitoolejova 16,3 + 1,35 0,77 + 0,06
heptadekanova 10,29 + 0,82 0,71 £ 0,06
cis-10-heptadecenova 3,77 £0,37 0,11 +0.,01
stearova 61,37 +5,11 2,74 £ 023
olejova 140,28 + 11,69 5,77 £ 0,45
linolelaidova 5,18 £0,43 0,52 £0,04
linolova 7,71 £0,64 0,64 £ 0,05
y-linolénova 4,02 £0,33 0,32 +0,03
linolénova 5,14 £ 0,42 0,52 +0,04

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

Tabulka 22: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdach syrov B2 [mg - g tuku]

, MK VMK
Nazov MK | |
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku
kapronova 22,48 £ 1,03 1,05 +£0,12
kaprylova 1541 +1.28 0,31 +£0,03
kaprinova 32,43 +£1.25 0,67 £0,02
undekanova 1,96 £ 0,16 0,05 + 0,01
laurova 36,04 £ 3,01 1,19 £ 0,10
tridekanova 2,45 +0.21 0,05 £ 0,01
myristova 147,57 +8.29 4,43 +037
myristoolejova 11,27 £ 0,93 0,37 £ 0,03
pentadekanova 15,86 £ 1,32 1,01 £ 0,08
cis-10-pentadecenova 3,42 +£0.28 0,07 £ 0,01
palmitova 297,36 + 24,78 16,71 £ 1,32
palmitoolejova 23,09 £ 1,92 0,52 + 0,04
heptadekanova 15,02 £ 1,25 0,85 +£0,07
cis-10-heptadecénova 3,26 +0,27 0,22 + 0,02
stearova 102,13 £ 8,51 3,18 £0,27
olejova 161,06 + 13,42 5,21 + 0,43
linolelaidova 5,91 £0,45 0,17 £0,01
linolova 16,73 £ 1,37 0,28 £ 0,02
y-linolénova 3,95 +£0,37 0,16 £ 0,01
linolénova 6,42 + 0,53 0,16 £0,01

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

77




Tabulka 23: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdach syrov B3 [mg - g™ tuku]

Nézov MK Mli VM_If
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku

kapronova 20,64 £ 1,51 0,92 +0,08
kaprylova 15,63 +1.29 0,43 + 0,04
kaprinova 28,95+ 122 0,77 £ 0,06
undekanova 1,59 +£0,12 0,07 £ 0,01
laurova 38,33 +291 1,08 + 0,09
tridekanova 2,78 £0,23 0,07 £ 0,01
myristova 148,52 + 11,42 3,19 +0,27
myristoolejova 12,83 £ 0,76 0,32 +0,03
pentadekanova 14,93 £ 1,14 1,01 £ 0,08
cis-10-pentadecénova 3,77 £0,29 0,04 + 0,01
palmitova 222,15+ 17,08 15,32+ 1,24
palmitoolejova 21,58 + 1,66 0,46 = 0,04
heptadekanova 14,05 + 1,08 0,73 + 0,06
cis-10-heptadecénova 3,44 £0,26 0,19+ 0,02
stearova 96,11 + 739 3,15+0,51
olejova 160,37 + 8,33 6,17 £ 0,26
linolelaidova 4,37 +£0,34 0,41 + 0,03
linolova 12,43 £ 0,95 0,19+0,02
y-linolénova 3,49 £ 0,26 0,43 + 0,04
linolénova 6,22 £ 0,47 0,13 +0,01

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

Tabulka 24: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov B4 [mg - g tuku]

, MK VMK
Nazov MK | |
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku

kapronova 17,89 + 1,49 0,74 + 0,06
kaprylova 11,79 + 0,98 0,31 +£0,03
kaprinova 23,24 £ 1,36 0,39 £ 0,03
undekanova 0,81 +0,06 0,08 £ 0,01
laurova 32,69 £2.72 1,36 £ 0,11
tridekanova 1,66 £0,18 0,04 £ 0,01
myristova 145,17 + 12,09 3,92 + 0,33
myristoolejova 12,48 £ 1,04 0,79 + 0,07
pentadekanova 10,23 £ 0,82 1,05 + 0,09
cis-10-pentadecenova 3,28 +£0,27 0,15+ 0,01
palmitova 209,01 £ 17,45 15,39 + 1,53
palmitoolejova 19,06 + 1,53 0,21 £ 0,02
heptadekanova 10,29 + 0,82 0,58 £0,05
cis-10-heptadecenova 2,85 +£0,23 0,12+ 0,01
stearova 81,76 £ 6,81 2,66+ 022
olejova 138,17 £ 11,51 5,74 £ 0,47
linolelaidova 4,81 +£0,43 0,51 + 0,04

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.
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Tabulka 24: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov B4 [mg - g-1 tuku]

- pokracovanie
Nizov MK MK VMR
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku
linolova 8,47 +0,75 0,38 + 0,03
y-linolénova 3,97 £0,33 0,47 £ 0,04
linolénova 5,27 £0.41 0,16 £ 0,01

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

Tabulka 25: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdach syrov BS [mg - g tuku]

; MK VMK
Nazov MK | |
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku

kapronova 16,33 £11,02 0,29+ 0,02
kaprylova 9,08 £ 0,6 0,18 £ 0,02
kaprinova 22,01 + 1,02 0,33 +0,03
undekanova 0,55 +0,04 0,04 + 0,01
laurova 32,57 +£2,51 1,35+0,11
tridekanova 1,61 £0,12 0,04 + 0,01
myristova 104,74 + 8,05 2,07+0,17
myristoolejova 11,88 +0,91 0,25+ 0,02
pentadekanova 5,52 +0,42 1,06 £ 0,09
cis-10-pentadecénova 2,06 +£0,15 0,19+ 0,02
palmitova 207,66 + 15,62 15,81 +132
palmitoolejova 19,35 + 1.48 0,23 +£0,02
heptadekanova 11,91 £046 0,81 +0.07
cis-10-heptadecenova 2,69 +0,77 0,11+0,01
stearova 73,12 £5,61 2,78+ 0,23
olejova 136,57 £ 6,56 4,93 £0.43
linolelaidova 3,88 £0,29 0,17+ 0,01
linolova 6,79 +0,52 0,53+ 0,04
y-linolénova 3,14+ 0,24 0,28 + 0,02
linolénova 3,31 £0,25 0,26+ 0,02

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

Tabulka 26: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov C3 [mg - g™ tuku]

: MK VMK
Nazov MK | |
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku
kapronova 23,39+ 1,04 1,01+ 0,10
kaprylova 13,31+ 1,11 0,61 £ 0,05
kaprinova 2897+ 141 0,67 + 0,06
undekanova 0,48 £ 0,04 0,05+ 0,01
laurova 39,11+ 3,25 1,64 +0 14
tridekanova 0,78 £ 0,06 0,04 +0.01

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.
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Tabulka 26: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov C3 [mg - g-1 tuku]

- pokracovanie
; MK VMK
Nazov MK | |
¢ [mg - g'] tuku ¢ [mg - g'] tuku

myristova 76,61 + 6,38 474 + 0,42
myristoolejova 6,44 + 0,53 0,47 + 0,04
pentadekanova 4,87 £0.45 1,16 £0,10
cis-10-pentadecénova 3,71+ 031 0,27+ 0,02
palmitova 288,51 + 24,04 16,61 £ 1,34
palmitoolejova 17,77 1,48 0,26 + 0,02
heptadekanova 13,52+ 1,12 0,75+ 0,06
cis-10-heptadecénova 4,49 +£ 0,37 0,14+ 0,01
stearova 81,26 + 6,77 2,55+ 021
olejova 144,89 + 12,07 6,21+0,57
linolelaidova 2,91 + 0,24 0,15+ 0,01
linolova 13,72+ 1,14 0,18 + 0,02
y-linolénova 4,41 +£0.36 0,53 + 0,04
linolénova 4,08 £ 0,34 0,11+0.01

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.

Tabulka 27: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov C4 [mg - g tuku]

Nézov MK Mli VM_If
¢ [mg - g tuku ¢ [mg - g'] tuku

kapronova 20,63+ 1,19 0,38+ 0,02
kaprylova 10,77 + 0,89 0,32+ 0,03
kaprinova 20,17+ 1,03 0,19+ 0,02
undekéanova 0,41+ 0,03 0,06 + 0,01
laurova 31,8 2,65 1,05+ 0,09
tridekanova 1,03 + 0,08 0,06 + 0,01
myristova 60,24 + 5,02 4,84 +0,42
myristoolejova 5,68 + 0,43 0,53 + 0,04
pentadekanova 3,69+ 035 1,21+0,10
cis-10-pentadecenova 3,53+0.29 0,33 +0,03
palmitova 271,54 + 20,62 16,32+ 1,25
palmitoolejova 18,25+ 1,52 0,17+ 0,01
heptadekanova 1291+ 1,07 0,66 + 0,06
cis-10-heptadecénova 4,35+0,36 0,22+ 0,02
stearova 68,31 + 5,69 226+0,19
olejova 135,19+ 11,26 531041
linolelaidova 2,75+ 022 0,17+ 0,01
linolova 12,43 + 1,03 0,19 + 0,02
y-linolénova 3,23 +0,26 0,44 + 0,04
linolénova 2,76 £0.23 0,31 +0,03

Znacenie vzoriek vid Tabulka 13.
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Z hladiska kvantitativneho boli vo vzorkdch najviac zastipené MK laurova,
myristova, palmitova a stearova, z nenasytenych olejova, s krat§im retazcom kapronova,
kaprylova a kaprinova. Vysledky st v stlade s doposial’ ziskanymi znalost'ami o zlozeni
mliecneho tuku (Tabul'ka 6).

Pre zjednoduSenie boli pri porovnavaniu vzoriek v nasledujucich kapitolach brané
do uvahy MK povazované za najvyznamnejsie pre mlie¢ny tuk; z MK s dlhym retazcom
to boli: palmitova, myristova a stearova; z MK s kratkym retazcom to boli: kapronova,
kaprylova a kaprinova a z nenasytenych MK olejova, linolova a a-linolénova [109].

Medzi dodlezité MK mlie¢neho tuku patri taktiez kyselina maslova [78]. Tato MK sa
nepodarilo detegovat, z dovodu pravdepodobného uniku pocas pripravy vzorky
k analyze. Podarilo sa ju stanovit’ v ramci prchavych latok metédou HS-SPME-GC-MS
a bude diskutovana d’alej (kapitola 5.3.2.1).

5.2.1.2 Porovnanie obsahu vol'nych a viazanych mastnych kyselin vo vzorkdach —
pouZité Startovacie kultiry

Pridavok mikrobidlnych, tzv. S§tartovacich kultar BMK, je nevyhnutnym
predpokladom vyroby syrov. Ugelom je pomnozenie pridanych MO v mlieku, &im sa
dosiahne ziadaného stupna kyslosti, konzerva¢ného efektu a koagulacie mlieka.

Hlavné uplatnenie MO vsSak nastdva pocas zrenia syrov, kedy ucinkom ich
proteolytickej a/alebo lipolytickej aktivity dochadza v konecnom désledku ku vzniku
senzorickych vlastnosti vyrobku (aréma, chut, textura, tvorba 6k ainé). Zakladnou
kultarou pre prakticky vSetky druhy syrov je mezofilna (smotanova) kultara, podl'a typu
syra byva doplnena d’al§imi kultirami [19]. Pri vyrobe syrov s vysokodohrievanou
syreninou sa do mlieka priddva mezofilna a termofilna kultira a v pripade ementalskych
syrov aj propionova kultara (vid kapitola 2.1.7). Zaujimavé je, ze sa z dostupnej literatury
nepodarilo bezpecne zistit, ¢i su propionové baktérie nevyhnutné aj pre vyrobu syra typu
Moravsky bochnik; tieto syry nemaji oka, nepredpoklada sa teda nutnost’ ich aplikacie.
Pre vyrobu modelovych vzoriek bola preto pouzité klasickd mezofilna aromaticka kultara
a dva typy termofilnych kultur. Ich zlozenie je uvedené v kapitole 2.1.7.

Mezofilna kultura sa sklada z mezofilnych kokov rodu Lactococcus a Leuconostoc,
obvykle dominuju (> 90 %) tzv. kyselinotvorné koky, ktoré fermentuju laktozu
na kyselinu mlie¢nu. Druhou zlozkou su tzv. koky tvoriace aroma, Casto nazyvané tiez
citrat utilizujace, ktoré metabolizuju citrat za produkcie CO> a aromatickych latok. Ich
proteolyticka schopnost je v§ak mala v porovnani s termofilnymi kultarami [19]. Pouzita
kultura, tzv. typu LD, obsahuje kyselinotvorné aj aréma-tvoriace koky, (vid kapitola
2.1.7); tento typ sa pouziva tam, kde je ziadica produkcia CO2 a aromatickych latok, ako
je tomu napr. v syroch s tvorbou 6k. Podl'a vyrobcu je urCena pre vyrobu Sirokého spektra
syrov vratane tvrdych syrov.

Pouzitd termofilnd kultira obsahovala baktérie Lactobacillus helveticus
a Streptococcus thermophilus, je mozné ich pouzivat samostatne alebo v kombinacii.
Tieto kultiry su urcené hlavne pri vyrobe syrov s vysokodohrievanej syreniny (45-55 °C)
a uplatiiuji sa vo faze dohrievania a dostSania syrov. Okrem fermentacie laktozy
na kyselinu mlie¢nu maju aj miernu proteolyticka aktivitu a spolu s rezidualnou aktivitou
syridlovych enzymov tak ovplyviiuja chut, voiu a textaru syrov [19].
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Kultura Lactobacillus helveticus podl'a vyrobcu navyse syrom dodéava orieskova chut
a zabrarnuje ich horkosti. Vetky kultary si bezne komeréne dostupné v lyofilizovanom
stave, vhodné ku priamemu zaockovaniu do mlieka.

V tomto experimente boli vyrobené 3 série vzoriek (A, B, C), ktoré sa lisili
kombinéciou pouzitych mikrobidlnych kultar (vid’ kapitola 4.3): A — prevaha mezofilnej
kultary, B — mierny pridavok termofilnej kultury, C — prevaha termofilnej kultary.
Cielom bolo zistit', ¢i ma vyssi pridavok termofilnej kultury vplyv na skimané parametre,
v tejto kapitole na obsah MK.

Porovnanie celkového obsahu vol’'nych a viazanych mastnych kyselin

V nasledujucich grafoch (Obrazok 6 a Obrazok 7) je uvedené porovnanie celkového
obsahu MK a VMK, resp. celkového obsahu vysSSie zmienenych vybranych MK
(kvantitativne najvyznamnejSich pre mliecny tuk) [109]. Vyznam ostatnych MK bol
povazovany za Statisticky zanedbatel'ny (p < 0,05); vzhl'adom ku nizkym koncentraciam.

Vzhl'adom k ekonomickej naro¢nosti procesu zrenia v praxi tieto syry bezne zreju cca
2 mesiace, €o je minimalna nevyhnutna doba pre tento typ syrov [19], nasleduje expedicia
do trznej siete. To vSak mdze mat’ negativny dopad na ich senzorické vlastnosti, ked'ze
nemozu v dostato¢nom rozsahu prebehnut ziadice biochemické procesy. Nase modelové
vzorky boli preto ponechané zreniu po dobu 4 mesiacov pri zvyc¢ajnej teplote (8 — 14 °C),
série A a B (vybrané kombinacie kultur) dokonca po dobu 8 mesiacov.

Z grafu (Obrazok 6) je viditeIné, ze s pridavkom termofilnej kultiry sa obsah
viazanych MK znizuje, v neskorsich fazach zrenia vyraznejsie (p < 0,05). To je mozné
pripisat’ lipolytickej aktivite termofilnych kultar, ktord vedie ku ich rychlejSiemu
odburavaniu. Podl'a dostupnych informéacii vykazuju slabu lipolyticku aktivitu niektoré
druhy rodu Lactococcus a Lactobacillus [19].
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Obrazok 6: Celkovy obsah vybranych MK vo vzorkdch syrov - pouZité Startovacie
kultury
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Obrazok 7: Celkovy obsah vybranych VMK vo vzorkdch syrov - pouzité Startovacie
kultury

Ak vezmeme v uvahu jednotlivé MK, pre mliecny tuk je charakteristicky vysoky
obsah MK s kratkym retazcom (kapronova, kaprylova, kaprinova) [109]. Obsah vsetkych
uvedenych MK sa s pridavkom termofilnej kultiry mierne znizoval, vo vsetkych
vzorkach prevazovala kyselina kapronova.

U vyznamnych nasytenych kyselin (myristova, palmitova a stearova) [13], ich obsah
sa s pridavkom termofilnej kultary (p < 0,05) znizoval, v pripade stearove] mierne,
vo vSetkych vzorkach prevazovala kyselina palmitova.

Co sa tyka MK s nenasytenym retazcom (olejova, linolova a linolénova) [13], aj ich
obsah sa s pridavkom termofilnej kultiry mierne znizoval, okrem kyseliny linolovej,
ktorej obsah sa naopak mierne zvysil, o mdze suvisiet' so selektivitou mikrobialnych
lipolytickych enzymov [27];vo vSetkych vzorkach vyrazne prevazovala kyselina olejova.

Mnozstvo VMK v syroch sa meni v zavislosti na zlozeni mlieka, pouzitych kultarach
a technologii vyroby [19]. VMK mo6zu vznikat pri heterofermentativnhom rozklade
laktézy, vtomto pripade vznikajia predovsetkym malé mnozstva prchavych VMK
(mravencia, octova, maslovd, 3-metylbutanova, kaprinova a kaprylova). Taktiez
degradaciou aminokyselin vznikaji malé mnozstva. Hlavnym zdrojom VMK v syroch je
lipolyza avsak vysledné VMK obsahuju viac nez 6 atdmov uhliku. Obsah VMK sa sice
v dosledku lipolyzy zvySuje, na druhej strane su postupne odburavané za tvorby SAL
[48]. Tomu odpovedaju vysledky uvedené v grafu (Obrazok 7), avsak nie je viditelny
trend, ich obsah bol premenlivy.

Pridavok termofilnej kultary teda pravdepodobne neovplyviiuje rychlejSie
odburavanie VMK na SAL. VMK vS$ak mozu vznikat’ aj v dosledku inej nez mikrobialne;
lipolyzy mliecneho tuku; jedna sa taktiez o mlieCne lipazy, prip. lipazy kultar
vyskytujucich sa prirodzene v mlieku [19].
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5.2.1.3 Porovnanie obsahu vol'nych a viazanych mastnych kyselin vo vzorkdach —

priebeh zrenia

Okrem vplyvu zlozenia kultar na obsah MK v syroch, bol zaroven posudeny aj priebeh

zrenia, resp. jeho vplyv na obsah MK v syroch. Ako uz bolo zmienené, vzorky syrov boli
analyzované v urcitych intervaloch zrenia (po 2, 3, 4 a 8 mesiacoch).

Porovnanie celkového obsahu vol’'nych a viazanych mastnych kyselin

Obrazok 8 a Obrazok 9 reprezentuju zmenu celkového obsahu MK a VMK
vo vzorkach syrov poc€as zrenia. Pri vSetkych vzorkach je viditelny (p < 0,05) pokles
obsahu MK ako aj VMK v priebehu zrenia.
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Obrazok 9: Celkovy obsah vybranych VMK vo vzorkdch syrov - priebeh zrenia
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Priebeh zmien MK aj VMK u vSetkych sérii odpoveda ocCakavaniam; obsah MK
v priebehu zrenia klesa v dosledku prebiehajucich lipolytickych zmien, obsah VMK
nasledne tiez mierne klesa, v niektorych pripadoch vsak dochadza ku miernemu
kolisaniu, kedze VMK su dodlezitymi prekurzormi d'alSich zlu€enin, ktoré v kone€nom
dosledku prispievaju k chuti a voni syra [15]. ZvySena tvorba VMK po 8 mesiacoch
(vzorka A) je v zhode s literatirou, kedy dlhsi ¢as zrenia zvySuje lipolyticka aktivitu
BMK. Alejwin a kol. [16] merali v §tyroch roznych syroch typu Gouda obsah VMK pocas
2 rokov zrenia, ktory linearne stupol z pociatoénych 200 — 400 mg - kg!' na 700 —
1200 mg - kg™!. Obsah jednotlivych MK je blizsie diskutovany v nasledujticej kapitole.

Porovnanie vybranych skupin mastnych kyselin

Urcitou nevyhodou z hladiska stanovenia MK s kratkym retazcom, resp. ich
metylesterov, je vysoka prchavost (volatilita) [15]. Je pravdepodobné, ze pocas pripravy
mohlo dojst’ k uréitym stratam vytekanim a teda su vysledky do istej miery skreslené.
Napriek tomu si vysledky v sulade svysSie uvedenym predpokladom, teda obsah
vSetkych tychto MK v priebehu zrenia vac§inou klesa.

MK s kratkym retazcom si na TAG viazané prevazne do polohy sn-3. V mnozstve
studii, napr. [27], [165], [146] bol preukéazany rychlejsi narast obsahu VMK s krats§im,
popr. stredne dlhym retazcom, pocas zrenia, na ukor MK s dlhym retazcom.

Tento jav je ulipolyzy ureny nielen selektivitou mikrobialnych lipolytickych
enzymov, ale aj pristupom enzymu k tuku. Preto lipazy spravidla hydrolyzuju najskor
MK naviazané esterovo na TAG v polohach sn-1 a sn-3 [27]. Pocas zrenia doslo k ich
vyraznému poklesu. Najvyssi obsah tvorila kyselina kapronova.

Najvyssi obsah kyseliny kaprénovej obsahovali vzorky v pociatocnej faze zrenia (A2,
B2, C3) a nasledne mierne klesala v priebehu zrenia. Obsah kyseliny kaprylovej pocas
zrenia taktiez vyrazne klesal (p < 0,05); najvacsi obsah mali vzorky na zaciatku zrenia
(A2, B2, C3), namensi obsah mali vzorky po 4 mesiacoch (C4), respektive
po 8 mesiacoch (A8 aB8) od zaliatku zrenia. Obsah kyseliny kaprinovej, zhodne
s kyselinou kaprylovou, vyrazne klesal (p < 0,05) pocas zrenia; najniz§i obsah mali
vzorky v konec¢nej faze zrenia (C4, A8 a B8); najvyssi na pocCiatku zrenia (A2, B2 a C3).

Obsah VMK v poslednych fazach zrenia sa u vSetkych vzoriek pohyboval priblizne
okolo 30 mg - g'! tuku; obsah VMK s kratkym retazcom, ktoré priamo ovplyviiuji flavour
a ich nahromadenie mdze viest ku vzniku off-flavouru, bol cca 1 mg - ¢! tuku; vzhl'adom
k tomu, e rizikova hranica je cca 3 mg - g tuku, riziko zltnutého off-flavouru je
minimalne. MK s dlhym retazcom (> 12 C) pravdepodobne nemaju pre flavour syrov
vel'ky vyznam vzhl'adom k ich relativne vysokému prahu vnimania (tj. najnizsi obsah,
ktory sme schopni vnimat). Prispievaju teda predovSetkym ako prekurzory dalSich
dolezitych SAL [87]. VSeobecne su viazané v TAG v polohe sn-2 [10], [200]. Vynimku
tvori iba kyselina stearova, ktora je prednostne skor viazana v polohe sn-1 [13], [14].
Obsah kyseliny myristove] vyrazne klesal (p < 0,05) pocas zrenia; najniz§i obsah mali
vzorky v konec¢nej faze zrenia (C4, A8 a B8); najvyssi obsah na pociatku zrenia (A2, B2
a C3). Obsah kyseliny palmitovej a stearovej sa vyrazne (p < 0,05) nemenil pocas celej
doby zrenia, co mdze byt spdsobené jednak ich tvorbou z inych dlhsich/nenasytenych
kyselin a taktiez ich odburavanim na SAL (vid’ kapitola 2.2.1.2).
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Nenasytené MK su v molekulach TAG viazané na okrajovych polohach, sn-1 a sn-3,
a teda su l'ahko pristupné pre lipazy [15]. Obsah kyseliny linolovej kolisal pocas doby
zrenia pri vzorke A, no pri vzorke B stipal, o mdze byt v dosledku pouzitia inej
zmesovej kultury (vid’ kapitola 4.3). Pri vzorke C sa jej obsah vyrazne (p < 0,05) nemenil.
Obsah kyseliny linolénovej bol vo vSetkych vzorkach takmer rovnaky (p < 0,05) pocas
celej doby zrenia, az na vzorky A2 a A8, kedy bol ich obsah vyrazne vyssi nez pri inych
vzorkach, ¢o je pravdepodobne spdsobené tvorbou tejto MK zinych dlhsich MK,
resp. nemetabolizovanim pri tvorbe SAL. Obsah kyseliny olejovej klesal pocas celej doby
zrenia, pravdepodobne v dosledku jej metabolizovania na SAL (vid’ kapitola 2.2.1.2).

Celkovo je mozné povedat, ze pridavok termofilnych kultar, a zvlast Lactobacillus
helveticus (vzorka C), ma vplyv na priebeh lipolyzy a vedie ku rychlej§iemu odburavaniu
viazanych MK, zvlast v neskorsich fazach zrenia.

5.2.2 Stanovenie prchavych (senzoricky aktivnych) latok

Cielom tejto kapitoly bolo posudit vplyv pouzitych kultar (hlavne dodatok
termofilnych kultur) na obsah SAL v modelovych vzorkach syrov, zaroven bol sledovany
vplyv zrenia. Pre stanovenie SAL v syroch bola pouzita metéda HS-SPME-GC-MS,
optimalizovana a validovana pre analyzu tvrdych syrov.

5.2.2.1 Identifikacia prchavych latok v modelovych vzorkdch syra

Identifikdcia SAL bola prevedend na zaklade porovnania hmotnostnych spektier
zliCenin s dostupnou kniznicou spektier. Tabul'ka 34 uvadza prehlad vsetkych SAL
identifikovanych vo vsetkych vzorkach. Vzhl'adom k miernym odchylkam retenénych
Casov je vzdy uvedeny aritmeticky priemer zo vSetkych merani, relativne odchylky sa
pohybovali pod 1 %.

SAL sa zvycajne delia pre lepSie porovnanie do skupin, ktoré koreluji s typom
funk¢nej skupiny v molekule organickej latky. Jednd sa o alkany, alkény, alkoholy,
fenoly, aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny, estery, laktony, epoxidy, furany,
dusikaté zluCeniny, sirne zliCeniny, terpény a terpenoidy.

Celkovo bolo vo vzorkach identifikovanych 51 prchavych zlucenin (Tabul'ka 28):
12 alkoholov, 4 aldehydy, 7 ketonov, 6 esterov, 9 kyselin, 11 terpénov a terpenoidov,
1 lakton a 1 sirna zltcenina. Ukéazky chromatogramov vzoriek syrov v poslednej faze
zrenia su v prilohach 9 az 11.

Identifikacii a popisu aromy SAL v roznych typoch potravin sa v sucasnej dobe venuje
rad publikacii, o Moravskom bochniku je v§ak dostupnych vel'mi malo informécii, resp.
ziadna publikacia, ktord by sa venovala problematike SAL. NaSe vysledky tak boli
porovnané s niektorymi dostupnymi publikaciami zameranymi na iné typy syrov: Curioni
a kol.[66] analyzovali rozne druhy syrov pomocou GC-O [210], Frank akol. [171]
analyzovali Cedar, tvrdy struhany syr a syr s modrou plesiiou, Zabaleta a kol. [226],
analyzovali syry z ovCieho mlieka, Sadecka a kol. [230] analyzovali ov¢i mékky syr
Bryndza, Sanchez-Palomo a kol. [241] analyzovali §panielsky PDO syr z ov¢ieho mlieka,
Thierry a kol. [92] analyzovali SAL v syroch typu Emental.
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5.2.2.2 Porovnanie identifikovanych latok vo vzorkdach — pouZité Startovacie kultiry

Ako uz bolo zmienené, hlavnym cielom tohto experimentu bolo posudit vplyv
aplikacie roznych mikrobialnych kultar pouzitych pre vyrobu modelovych syrov, v tejto
kapitole na pritomnost’ a nasledne obsah SAL.

Vseobecne sa pri vyrobe syrov s vysokodohrievanou syreninou do mlieka pridava
mezofilna a termofilnd kultura a v pripade ementalskych syrov aj propionova kultura
(vid kap. 4.2). Zaujimavé je, ze dostupna literatira nevysvetl'uje nevyhnutnost’ aplikacie
propionovej kultury. Pre vyrobu modelovych vzoriek pre tito pracu bola preto pouzita
klasicka mezofilna aromaticka kultira a dva typy termofilnych kultar (vid kap. 4.2).
Celkovo bolo analyzovanych 10 vzoriek vyrobenych s pouzitim 3 réznych kombinacii
uvedenych mikrobialnych kultar (vid’ Tabulka 13). A — prevaha mezofilnej kultary, B —
mierny pridavok termofilnej kultary, C — prevaha termofilne; kultary (hlavne
Lactobacillus helveticus). Porovnanie celkového poctu identifikovanych zlucenin
vo vzorkach, rozdelenych podl'a chemickych skupin, je uvedené v grafe (Obrazok 10).
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Obrazok 10: Pocet prchavych latok podla chemickych skupin vo vzorkdach syrov -
pouzité Startovacie kultury. Znacenie vzoriek vid Tabulka 13

V jednotlivych vzorkach bolo identifikovanych 28 — 33 zlt¢enin; medzi vzorkami nie
su vyznamné (p > 0,05) rozdiely a vyrazne sa nelisili ani zastipenia chemickych skupin.
Vzhl'adom ku vyS$Sej proteolytickej aktivite termofilnej kultary (vid’ kap. 4.2) by bolo
mozné vo vzorke C4 ocakavat’ bohatSie spektrum identifikovanych prchavych latok, ¢o
sa nepotvrdilo, a teda pridavok termofilnej kultiry nema vplyv na pocet SAL, avSak jej
prevaha mala vplyv na zvySeny obsah SAL (vid kapitola 5.2.2.5). Medzi jednotlivymi
vzorkami syrov sa vyskytovali rozdiely v druhu identifikovanych latok. Z pohladu
jednotlivych chemickych skupin (Obrazok 10) boli vo vSetkych vzorkach najviac
zastupené alkoholy a karboxylové kyseliny. Ku zluceninam, ktoré boli identifikované
vo vsetkych vzorkach modelovych syrov patria z alkoholov: metanol, etanol, hexan-1-ol,
okt-1-én-ol, 2-etylhexan-1-ol, butan-2,3-diol, citronellol, geraniol, 3-metylbut-2-én-1-ol,
benzylalkohol; kyseliny: octova, maslova, hexanova, heptanova, oktanova, dekanova;
estery: etyl butanoat, butyl etanoat, etyl hexanoat; iné zluCeniny: biacetyl, heptan-2-6n,
D-limonén, acetoin, nonan-2-6n, nonanal, benzaldehyd a dimetylsulfon.
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Tabulka 28: Prehlad prchavych ldtok identifikovanych vo vietkych vzorkach syrov

Néazov zluceniny TR [min] Skupina |A2|A3|A4|A8/B2B3|B4/B8|C3|C4| Ementil | Mor. bochnik | Referencie
metanol 4,11 alkohol v 4 VI v I|v V|V v v [241]
etanol 4,86 alkohol |V |v |V |V |V |V |V [V [V |V v v [226]
metyl butanoat 6,12 ester v v v v v [241]
butan-2,3-dién 6,14 keton v v v v [226]
a-pinén 11,38 terpén Vv v |V v v v [226]
heptan-2-6n 13,12 keon |V v V|V I[vIvIvIvIv]v] ¥ v [226]
metyl hexanoat 13,31 ester v Vv v v v [226]
D-limonén 13,62 terpén VIivIVIVvIvIVvIVvI|IVI|vIV v v [226]
3-metylbutanol 14,14 alkohol v v v v v [226]
etyl hexanoat 15,25 ester VI iVIVIVIVIVIVIVIVI|V v v [226]
0-cymén 16,82 terpén VIiVIVIVIVIV|IVI|IVI|IVIV v v [226]
acetoin 17,63 keton VI VIV IVIVIVIVIVI|IVIV v v [66]
heptan-2-ol 18,97 alkohol vIVIivIivivIVIVIVIv v [226]
hexanol 20,40 alkohol VI IVIVIVI V|V viv v v [226]
2-hydroxypentan-3-6n 20,80 keton v v v v [66]
metyl oktanoat 21,97 ester v v v [210]
nonan-2-6n 21,99 keton VI VI IVIVIVIVIV|IVI VIV v v [226]
nonanal 22,20 aldehyd Vv VIVIVIVIV|V|Y v v [66]
-thujon 23,31 terpenoid v V|V v v v [66]
etyl oktanoat 23,87 ester v v v [210]
kyselina octova 25,19 kyselina VIvVIvVIVI|IVvIVIV|IVIVI|V v v [226]
2-etylhexan-1-ol 26,23 alkohol | v [V [V [v|v[v][v]v]v]v] ¥ v 226]
kafor 27,37 terpén v v v (66]
nonan-2-ol 27,60 alkohol v |V v |V v 4 v [66]
benzaldehyd 28,10 aldehyd VIVIVIVI|VIVIV|IVIVI|V v v [241]
butan-2,3-diol 28,94 alkohol VIvVIvVIVI|IVvIVIV|IVIVI|V v v [241]

Znacenie vzoriek vid kapitola 4.3; Tr — retencny cas; v - ldtka bola v danej vzorke identifikovand
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Tabulka 29: Prehlad prchavych ldtok identifikovanych vo vsetkych vzorkach syrov — pokracovanie

Nazov zliceniny Tr [min] Skupina |A2|A3|/A4|A8/B2|B3|B4|B8|C3|C4| Ementil | Mor. bochnik | Referencie
linalool 29,22 terpenoid VI vV V|V v v v [66]
kyselina propiénova 29,50 kyselina v v v [66]
oktan-1-ol 29,75 alkohol v Vv Vv v v [226]
butan-2,3-diol (izomér) 31,11 alkohol VIivIivIvIVvIVvIVvI|IVvI|VvIV v v [226]
etyl dekanoat 35,39 ester v vViviv v v [226]
mentol 35,54 terpenoid v v v v [66]
kyselina maslova 35,84 kyselina VIivIivIivIivIivIivIivIv]v v v [66]
karvon 41,71 terpenoid v VIvi|v v v v [66]
citral 41,88 terpenoid VI vV v v v [66]
kyselina pentanova 43,33 kyselina V|V v v v v [226]
citronellol 43,95 terpenoid VI iv|v VI vI|v V|V v v (66]
a-isometyljonon 47,62 keton v viv v v v [66]
geraniol 47,67 terpenoid vIiv|v v v|v v v [241]
kyselina hexanova 48,45 kyselina ViviIivivivIivIivIvI|v| v v v [226]
benzylalkohol 49,27 alkohol VIiviv vivi]v v v v v [241]
dimetylsulfon 50,35 S-zligenina | v |V |V |V [V |V |V |V |V |V v v [66]
kyselina heptanova 52,90 kyselina VI ivi|v VI ivi|v Vv v v [66]
cinnamaldehyd 55,66 aldehyd v v v v [66]
kumarin 56,15 keton v v 4 v [66]
kyselina oktanova 56,26 kyselina VIV IVIVIVIVIVIV|IVIV v v [226]
eugenol 60,12 alkohol v Vv v v [241]
kyselina nonanova 60,42 kyselina v v [66]
d-dekalakton 60,31 lakton VI VI IvIVIVIVIV|IVI VIV v v [66]
a-pentylcinnamaldehyd 62,84 aldehyd v v v v [66]
kyselina dekanova 63,61 kyselina VIv|v VI VI IVIV]Y v v [241]

Znacenie vzoriek vid kapitola 4.3; Tr — retencny cas; v - ldtka bola v danej vzorke identifikovand
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5.2.2.3 Porovnanie identifikovanych latok vo vzorkdach — priebeh zrenia

Medzi kl'i¢ové SAL ementélu podla literatary [21], [33], [92] patria: etyl butanoat,
butan-2,3-dion, 3-metylbutanal, etyl 3-metylbutanoat, heptan-2-6n, metional, 1-okt-3-6n,
etyl hexanoat, 4-hydroxy-2,5-dimetyl-3(2H)-furanon, 5-etyl-4-hydroxy-2-metyl-3(2H)-
furandn, 2-sec-butyl-3-metoxypyrazin, skatol, 6-dekalakton. ZluCeniny boli vybrané
na zaklade vyssej (> 10) hodnoty pachovej aktivity (OAV — odour activity value), ktora
bola vypocitana na zéklade nazalneho a retro-nazalneho limitu detekcie pachu [66].

Metional a 2 furandny sposobuju sladkastu aromu v profile syrov ementalskeho typu
[242]. Taktiez estery etyl butanoat, etyl-3-metylbutanoat a etyl hexanoat charakterizuju
syr ovocnou a kvetinovou arobmou [66]. V naSich vzorkéach boli z vy§sie spomenutych
kI'icovych SAL identifikované: 3-metylbutanol (redukovana forma 3-metylbutanalu),
butan-2,3-dion, etyl hexanoat, heptan-2-6n a d-dekalakton.

Ak berieme do uvahy priebeh zrenia syrov, je mozné ocakavat tvorbu novych
zliCenin, a teda zvySovanie ich po¢tu. Tento predpoklad sa nepotvrdil, u vSetkych sérii
(A, B, C) neboli pozorované vyznamné zmeny (p > 0,05) v poctu SAL (vid’ Obrazok 11),
resp. doSlo k miernemu poklesu. Vo vzorke A bolo v pociatocnej faze zrenia (A2)
identifikovanych 38 SAL a postupne toto mnozstvo klesalo cez hodnoty: 37 (A3);
35 (A4) av konecnej faze zrenia kolisalo na 36 (AS8). Pocet identifikovanych SAL
vo vzorke B postupne klesal z 38 (B2) na 37 (B3) a znovu klesal na 32 (B4) az na 31
(B8). Vo vzorke C klesol pocet identifikovanych SAL z 37 (C3) na 35 (C4).

Zrenie teda nema vyznamny vplyv na pocet SAL v syroch.
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Obrazok 11: Pocet prchavych latok podla chemickych skupin vo vzorkdach syrov -
priebeh zrenia. Znacenie vzoriek vid Tabulka 13

5.2.2.4 Semikvantifikdacia prchavych latok v modelovych vzorkdch

ZaujimavejSie nez porovnavat iba pocet identifikovanych zlucenin je sledovanie ich
obsahu v jednotlivych vzorkach. Obsah SAL vo vzorkach bol zistovany
semikvantitativnou analyzou, tj. porovnanim ploch pikov jednotlivych zlucenin. Je to sice
urcité zjednodusenie, ale aj tak je mozné tymto sposobom dostatoCne postihnut’ rozdiely
medzi vzorkami.
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Pre presnu kvantifikaciu by boli potrebné Standardy vsSetkych identifikovanych
zliCenin; cena Standardov pre analytické stanovenie sa pohybuje nad hodnotou 300 €
za kus (0,5 — 1 ml), €o pri tomto pocte zlucenin predstavuje vel'mi vysoku sumu - podla
vysledkov novsich vyskumov uplna kvantifikacia SAL vo vzorkach nie je nutna [242].

Vysledny flavour syra je vysledkom rovnovahy rady zlicenin réznych chemickych
tried o rdznych koncentraciach. Stanovenie celkového aromatického zlozenia syrov viak
neodraza ich senzoricky profil pri konzumacii, ked’ze stale este nie je presne zname, ako
rozne su zluCeniny kombinované, aby vytvorili celkovy zmyslovy dojem potravinovej
matrice [31]. Pri separacii latok nie je mozné vziat' v ivahu interakcie zlucenin v zmesi
ajavy ako maskovanie alebo synergizmus. To naznacuje, ze chapanie vone/flavouru
potravin taktiez vyzaduje zmyslovi charakterizaciu voéne produktu, tj. kombinaciu
so senzorickym hodnotenim [243] - [245]. V dbsledku heterogénnej povahy syrov
a zlozitosti ich matrice nebol doposial’ objasneny chemicky zaklad syrového flavouru.
Napriek vel'kému poctu publikacii, z ktorych vicsina kladie doraz na prchavé zluceniny,
je bohuzial stale vel'mi vela otazok spojenych s touto problematikou nezodpovedanych
[190]. Chut' a vona syra nezavisi na koncentracii akejkol'vek konkrétnej zluceniny, ale
na kritickej rovnovahe alebo ,,vyvazenom pomere* vSetkych pritomnych zloziek. Tento
zaver podporuje teoria rovnovahy zloziek, ktort uviedli uz Kosikowsky a Mocquot [246].

5.2.2.5 Porovnanie obsahu identifikovanych latok vo vzorkdch — pouZité Startovacie
kultury

V grafu (Obrazok 12) je uvedené porovnanie obsahu identifikovanych zlucenin
vo vzorkach rozdelenych podla chemickych skupin. Z kvantitativneho hl'adiska boli
vo vSetkych syroch najviac zastipené ketony a kyseliny, podobne ako v praci Guneser
a kol [169] v réznych typoch ementalskych syrov. Ich celkovy percentualny obsah sa
vo vzorkach pohyboval od 59 do 84 %.
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Obrazok 12: Obsah prchavych latok podla chemickych skupin vo vzorkdch syrov —
pouzité Startovacie kultury. Znacenie vzoriek vid Tabulka 13
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Ako uz bolo vyssie zmienené, u ementalskych syrov je pre vznik SAL pocas zrenia
najdolezitejSia proteolyza, preto je mozné u vzoriek s pridavkom termofilnych
laktobacilov ocakavat’ vyssi obsah SAL. Prekvapivo v prvej faze zrenia (2 mesiace) nebol
najdeny vyznamny rozdiel v obsahu SAL (p > 0,05) medzi vzorkami A a B. Rozdiely
medzi vzorkami sa zvyraziovali az po 3 mesiacoch, kedy je vidiet vy§si obsah vo vzorke
C (C3 a(C4, prevaha termofilov). Ku vyznamnému zvySeniu doSlo predovsetkym
u kyselin a esterov. To potvrdzuje vplyv laktokokov na obsah prchavych latok v syroch.

5.2.2.6 Porovnanie obsahu identifikovanych latok vo vzorkdch — priebeh zrenia

V grafe (Obrazok 13) st vyjadrené obsahy zlucenin prislu§nych chemickych skupin
v priebehu zrenia jednotlivych syrov.

Vzhladom k rozsiahlym dejom, ktoré pocas zrenia syrov prebiehaju, je mozné
oCakavat vyrazny narast obsahu prchavych latok. AvSak rovnako ako klesal pocet
identifikovanych zlucenin (kapitola 5.2.2.3), klesal prekvapivo aj ich obsah, ato
u vSetkych analyzovanych sérii (A, B, C) (vid d’alej). Pokles bol pozorovany takmer
u vsetkych chemickych skupin, k celkovému poklesu najviac prispievali ketony
a alkoholy; iba obsah esterov a kyselin sa pocas zrenia naopak mierne zvySoval.
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Obrazok 13: Obsah prchavych ldtok podla chemickych skupin vo vzorkach syrov -
priebeh zrenia. Znacenie vzoriek vid Tabulka 13

V pripade série A aB boli rozdiely medzi pociatocnou a konecnou fazou zrenia
Statisticky vyznamné (p < 0,05), v pripade série C bol pokles mierny. Mozeme povedat,
ze zrenie ma vyznamny vplyv na obsah SAL v syroch.
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5.2.2.7 Diskusia jednotlivych zlicenin

V nasledujucich oddieloch su podrobnejsie diskutované zmeny chemickych skupin
SAL aj jednotlivych identifikovanych zlucenin. Pre lepSiu prehl'adnost’ su vysledky
uvadzané ako relativny obsah, tj % z celkovej plochy vsSetkych pikov na chromatograme,
v pripade jednotlivych zlucenin ako % z celkovej plochy pikov danej chemickej skupiny.

Alkoholy

Drahy zodpovedné za biosyntézu alkoholov zahfiiaji metabolizmus laktozy a citratu,
katabolizmus aminokyselin, redukciu metylketonov a degradaciu niektorych MK
(linolov4, linolénova). Medzi vyznamné reakcie patri ich oxidacia na karbonylové
zluCeniny a esterifikacia [66][16].

Vo vzorkach syrov bolo identifikovanych celkovo 12 alkoholov: metanol, etanol,
3-metylbutanol, heptan-2-ol, hexanol, 2-etylhexan-1-ol, nonan-2-ol, butan-2,3-diol,
oktan-1-ol, butan-2,3-diol (izomér), benzylalkohol a eugenol, z nich 3-metylbutanol je
povazovany za kluCovy pre aroma ementalu [15]. Jeho prekurzorom je aminokyselina
leucin. Predpoklada sa, ze v ementalskych syroch moze potlacovat’ neprijemné aroma
kyseliny maslovej a prispieva tak ku prijemnej voni ,,Cerstvého™ syra [44], [66]. V naSom
pripade vSak bol najdeny iba v niektorych vzorkach, z coho nie je mozné vyvodit
jednoznacné zavery.

Napriek tomu, ze alkoholy tvorili najpocetnej$iu skupinu identifikovanych SAL, ich
relativny obsah vo vzorkach bol nizky (13,12 — 26,08 %) a v priebehu zrenia klesal.

Vo vsetkych vzorkach bol najvyssi obsah butan-2,3-diolu (31,92 — 51,05 %). Bol
detegovany vo dvoch roznych retencnych ¢asoch, pravdepodobne sa jedna o dvaizoméry.
V publikaciach je oznaCovany za vyznamnu zlozku arémy syrov, kde prispieva
ku maslovej voni [86]. V syroch vznikd z biacetylu, poCas zrenia dochadzalo k jeho
poklesu pravdepodobne v dosledku premeny na butan-2-6n [32]. U vicSiny ostatnych
alkoholov bol zisteny klesajuci obsah pocas zrenia, z dévodu ich oxidacie a/alebo
esterifikacie.

Pridavok termofilnej kultiry nemal na obsah alkoholov vyznamny vplyv (p > 0,05),
ak vezmeme v Givahu kone¢nu fazu zrenia, najnizsi obsah alkoholov bol identifikovany
vo vzorke A8 (13,12 %) a B8 (14,51 %).

Produkcia alkoholov sa teda u jednotlivych druhov akmeriov pouzitych kultur
vyznamne nelisila (p > 0,05) a nie je mozné tvrdit, ze pridavok termofilnej kultiry ma
vyznamny vplyv na ich tvorbu.

Aldehydy

Vo vzorkach boli identifikované celkovo 4 aldehydy (cinnamaldehyd, nonanal,
benzaldehyd o-pentylcinnamaldehyd); resp. iba 2, ak nebudeme brat v uvahu
cinnamaldehyd a a-pentylcinnamaldehyd (vid® poznamka dalej); ich relativny obsah
v syroch bol opét’ vel'mi nizky (0,92 — 5,31 %) a pocas zrenia vyrazne klesal (p < 0,05).

Aj ked nasytené aldehydy mozu prechadzat’ priamo z mlieka, ich prevazna véacsina
vznika pocas P-oxidacie nenasytenych MK, katabolizmu aminokyselin, pripadne
z metabolizmu citratu a laktatu [55]. Nonanal, ktorého aroma je popisovana ako Cerstvo
pokosenej travy alebo byliniek, pochadza z B-oxidacie nenasytenych MK (konkrétne
olejovej); je dolezity pre aroma napr. syrov typu parmezan [32], [66].
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Benzaldehyd (81,26 %) vznika zfenylalaninu, a napriek tomu ze jeho aréma je
najCastejSie popisovand horkymi mandlami, je povazovany za vyznamni SAL
pre celkova aréomu syrov [78].

Vyskyt aldehydov v syroch je zvycajne iba prechodny, pretoze pocas zrenia podliehaja
redoxnym reakciam za vzniku alkoholov alebo karboxylovych kyselin [78]. Z tohto
dovodu pravdepodobne d’alsie aldehydy neboli detegované. Pridavok termofilnej kultary
nemal na obsah aldehydov jednoznacny vplyv (p > 0,05).

Ketony

Ketony v syroch pochadzaju z B-oxidacie VMK, pripadne z metabolizmu laktatu
a citratu [88]. Vo vzorkach bolo identifikovanych 7 keténov (acetoin, butan-2,3-dion,
heptan-2-6n, 2-hydroxypentan-2-6n, nonan-2-6n,, a-isometyljonon, kumarin), resp. 5 ak
nebudeme brat’ v uvahu posledné dva (vid’ nizsie). Ketony tvorili kvantitativne najvacsiu
zlozku aromatického profilu vsetkych vzoriek (27,34 — 69,23 %), a pocCas zrenia
u vSetkych sérii vyrazne klesal (p < 0,05).

Metylketony vznikaju dekarboxylaciou MK a st typické predovSetkym pre syry
s modrou plesiiou v ceste, kde su tvorené enzymovou ¢innostou plesni [66]. Pritomné st
vo vacsine syrov, ale v niz§ich koncentraciach nez v plesiiovych [78]. Nami detegovany
heptan-2-6n bol popisany taktiez ako kI'i€ovy pre ementalske syry [32], [66]. Ich obsah
pocas zrenia vyznamne klesal (p < 0,05), dochadzalo kich redukcii na sekundarne
alkoholy, zvlast nonan-2-ol sa vo vzorkach objavil az v neskorSich fazach zrenia.

Taktiez butan-2,3-didén bol uz skor identifikovany ako kli€ovy pre ementalske syry
[66]. V naSich vzorkach bol najdeny iba na zaciatku zrenia (vzorky A2 a B2),
pravdepodobne bol rychlo redukovany na acetoin, ktory jasne prevladal vo vSetkych
vzorkach (82,15 — 84,17 %). Jedna sa o typicky produkt fermentacie laktozy a citratového
metabolizmu a je znamy ako vyznamna zlozka aroma syrov [88].

S pridavkom termofilnych kultar doslo k vyznamnému poklesu obsahu prakticky
vsetkych ketonov (p < 0,05) zrejme v dosledku urychlenia ich odburavania.

Kumarin a a-isometyljonon, rovnako ako vyssie uvedené aldehydy cinnamaldehyd
a a-pentylcinnamaldehyd, nie su prirodzenou zlozkou mlieka ani syrov. Kumarin
a cinnamaldehyd su typické skor pre rastlinné materidly, o-isometyljonon
a a-pentylcinnamaldehyd su dokonca syntetické latky, ktoré sa pouzivaju
napr. do kozmetickych vyrobkov. Ich stopové mnozstva sa pravdepodobne dostali
do vzoriek ako kontaminanty.

Karboxylové kyseliny

MK s dlhsim refazcom wvznikaju lipolyzou mliecneho tuku alebo rozkladom
aminokyselin. Krat§ie MK pochadzaju z degradacie laktozy, aminokyselin, prip. mozu
byt tvorené oxidaciou ketonov, esterov a aldehydov [66]. Identifikovanych bolo 9 kyselin
(octova, propidnova, maslova, pentanova, hexanova, heptanova, oktanova, nonanova
a dekdnova). Z hl'adiska kvantitativneho tvorili druht najvyznamne;jsiu skupinu (25,34 az
60,42 %). V priebehu zrenia sa u vSetkych sérii vyrazne zvysoval ich obsah (p < 0,05).

Metodou HS-SPME-GC-MS boli identifikované VMK s kratkym ret'azcom
s maximalne 10 uhlikmi, pretoze prchavost’ dlh§ich VMK klesa. Pre ich stanovenie je
nutna derivatizacia, zvycajne na MEMK [16].
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Dalsie MK su diskutované v kapitolach 5.2.1.2 a 5.2.1.3. Vo vsetkych vzorkach bol
prevladajuci obsah kyseliny octovej (priblizne 2/3 obsahu nizko-uhlikovych VMK)
(87,61 — 88,45 %). Kyselina octova vznikd u ementalskych syrov pri propiénovom
kvaseni a bola popisana ako dolezita pre vznik charakteristického jemného orieskového
flavouru tohto typu syrov [66]. Pre vyrobu naSich vzoriek nebola pouzita propionova
kultara, je mozné predpokladat’ jej vznik aj inymi drdhami z laktézy, aminokyselin
a podobne [66]. Jej obsah sa u vSetkych sérii pocCas zrenia vyrazne zvySoval (p < 0,05).
S tym suvisi aj fakt, ze kyselina propionova (hlavny produkt propionového kvasenia)
vacsinou nebola detegovana vo vzorkach.

Dalej mozno zmienit’ kyselinu maslova (3,98 — 6,41 %), ktora je taktiez ddlezitou
sucastou flavouru ementalskych syrov. Pochadza z lipolyzy mlieneho tuku, v niz§ich
koncentraciach prispieva k syrovej arome, vysSie koncentracie, vic§inou v dosledku
¢innosti kontaminujucich baktérii maslového kvasenia, vedi ku vzniku neziadiiceho
zltnutého off-flavouru [35]. Jej obsah sa pocas zrenia u vSetkych sérii postupne zvySoval.

Pridavok termofilnych kultur, zrejme v dosledku ich vyraznejSej metabolicke;j
¢innosti, viedol ku zvyseniu obsahu detegovanych kyselin. Najvyssi obsah v konecnej
faze zrenia bol namerany u vzorky C (60,42 %) a najnizsi obsah u vzorky A (25,34 %).

Estery

Estery vznikaju esterifikdciou MK a primarnych a sekundarnych alkoholov [66].
Vo vzorkach boli identifikované iba metyl- a etylestery, celkovo 6 zlufenin: metyl
butanoat, metyl hexanoat, metyl oktanoat, etyl hexanoat, etyl oktanoat, etyl dekanoat.
Podobne ako v pripade alkoholov, tvorili sice poCetni skupinu, ich relativny obsah
vo vzorkach bol nizky (0,21 — 13,15 %), v priebehu zrenia sa u vSetkych sérii, v sulade
s literatiirou [66], [32], [15], vyrazne zvySoval (p < 0,05).

Napriek tomu, ze etanol je majoritnym alkoholom v syroch, bol identifikovany
rovnaky pocet metylesterov aj etylesterov (3 : 3). Z nich etyl hexanoat, napriek tomu ze
jeho ardma je najCastejSie popisované ako ovocnd, je povazovany za klucovy
pre ementalske syry [85], vo vSetkych vzorkach bol zretelne prevladajuci a v priebehu
zrenia vyrazne stupal (71,47-89,15 %).

Najvyssi obsah esterov v kone¢nej faze zrenia bol namerany vo vzorke B (s pridavkom
termofilov) (13,15 %), mozno povedat, ze vplyvom pridavku termofilnej kultury doslo
k miernemu zvySeniu (p > 0,05).

Laktony

Laktony vznikaju intramolekularnou esterifikaciou hydroxykyselin [66]. Aj ked’ su
v- a o-laktony chemicky pribuzné, aje teda pravdepodobné, ze su tvorené rovnakym
mechanizmom [27], vo vzorkach syrov bol detegovany iba d-dekalakton; to moze byt
sposobené tym, ze podla Shiota a kol. [145] sa 6-laktony pocas zrenia tvoria omnoho
rychlejSie, nez y-laktony. Hlavné prekurzory laktonov, hydroxykyseliny, ktoré sa
vo volnej forme prakticky nevyskytuju, neboli detegované (v tukoch su viazané v TAG).
Dlho sa tvrdilo, ze tvorba lakténov pocas zrenia prebieha v dvoch krokoch — hydrolyza
TAG za uvolnenia hydroxykyselin a nasledne ich spontanna laktonizacia. Alejwin
a kol. [27] vSak zistili, ze sa jedna o neenzymaticku reakciu, kedy hydroxykyseliny
viazané v TAG podliehaju priamej trans-esterifikacii za tvorby laktonov.
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Nami identifikovany 6-dekalakton je popisany ako jedna z kI'iCovych SAL ementalu
[21], [33], [92], jeho relativny obsah vo vzorkach vSak bol velmi nizky
(0,09 — 0,54 %). V priebehu zrenia sa v dosledku lipolyzy u vSetkych sérii vyrazne
zvySoval (p <0,05). Jeho aréma je najCastejSie popisované ako ovocné, v syroch
prispieva ku smotanovej a maslovej arome [35]. Taktiez vplyvom pridavku termofilne;j
kultary doslo ku miernemu zvyseniu jeho obsahu (p > 0,05).

Sirne zluceniny

Pre ich vznik je kl'i€ova degradacia metioninu [90]. V nasSich vzorkach bol detegovany
dimetylsulfén (0,04 — 0,10 %), ktory bol pritomny vo vSetkych vzorkach; pocas zrenia
bol jeho obsah premenlivy a ani pridavok termofilnej kultiry nemal na jeho obsah
jednoznacény vplyv.

Terpény, terpenoidy

Terpény nevznikaju katabolizmom mlieCnych zloziek, su charakteristické skor
pre rastlinné materialy a dostavaju sa do mlieka a syrov ako sucast’ stravy dojnic [35], ¢o
je mozné vyuzit pre uréenie geografického pdvodu syrov, ich vyznam pre flavour syrov
je vSak doposial’ kontroverzny. Medzi najcastejSie identifikované terpény v syroch patria
a-pinén a linalool [66], [67].

Vo vzorkach bolo identifikovanych celkovo 11 terpénov: a-pinén, D-limonén, kafor,
o-cymén, B-thujon, linalool, mentol, karvon, citral, citronellol a geraniol, Ich relativny
obsah v syroch sa pohyboval v rozmedzi 0,28 — 9,87 %. V priebehu zrenia obsah vsetkych
terpénov vyrazne klesal (p < 0,05), pravdepodobne v ddésledku degradacie.

Najvyssi obsah mal vo vSetkych odberoch vzoriek D-limonén (58,73 — 96,12 %).
Pridavok termofilov nemal vyznamny vplyv (p > 0,05) na obsah terpénov v syroch.

5.2.2.8 Porovnanie senzoricky aktivnych latok v modelovych a komerénych syroch

Syry typu moravsky bochnik patria do skupiny tvrdych syrov s vysokodohrievanou
syreninou; ich vyroba a vlastnosti si podobné hlavnému zastupcovi tejto skupiny,
Ementalu. Vzhl'adom k tomu, ze o Moravskom bochniku je dostupnych méalo publikécii,
resp. ziadna, ktora by sa venovala problematike SAL, boli zvolené dva komerc¢ne
vyrobené syry, klasicky Emental a Moravsky bochnik, ako §tandardy pre porovnavanie
s nas§imi modelovymi vzorkami. Tieto boli podrobené analyze za rovnakych podmienok.

Tieto vzorky by mali byt vhodné ku konzumacii; zlozenie SAL bolo porovnané
s naSimi vzorkami po 4 mesiacoch zrenia, tj. faza odpovedajliica optimu procesu zrenia.
Deklarované zlozenie oboch vzoriek komerénych syrov ivyrobenych modelovych
vzoriek bolo rovnaké (45 % t. v s., 60 % susina). Vysledky porovnania poctu SAL su
uvedené v grafe (Obrazok 13), porovnanie relativneho obsahu SAL v grafe (Obrazok 15).

Z grafov je viditelny vyrazne (p < 0,05) vy3si pocet aj obsah identifikovanych SAL
v komercnych syroch, co moze byt sposobené lepsim zabezpecenim vyrobného procesu.

V oboch komercne zakupenych syroch Ementdl a Moravsky bochnik bolo
identifikovanych 51 SAL. Z kvalitativneho hladiska je teda aromaticky profil oboch
syrov zrovnatelny.

96



Rovnako v modelovych a aj komercénych syroch boli zastupené tieto SAL: etanol,
heptan-2-6n, D-limonén, etyl hexanoat, o-cymén, acetoin, heptan-2-ol (okrem vzorky
A2), nonan-2-6n, nonanal (okrem vzorky A4), kyselina octova, 2-etylhexan-1-ol,
benzaldehyd, butan-2,3-diol, kyselina maslova, kyselina hexanova, dimetylsulfon,
a kyselina oktanova. Metyl oktanoat (okrem B8), etyl oktanoat (okrem A3), kafor
(okrem B4), kyselina propiénovéa (okrem A4), a kyselina nondnova sa nachéadzali iba
v komer¢nych vzorkach.

B0 -
m Aldehvd
50 -
B Allcohol
40 1
m Ester
=30 -
o m K eton
}g 2[} i
- m Kyselina
10
m L akton
D i
?f:'z ?'::n ?P* ?3: Q¥ & QP" %‘"‘n ok .@} % ES-zlufenina
&F
< ’0& m Terpencid

&

Obrazok 14: Pocet prchavych latok podla chemickych skupin v modelovych
a komercnych vzorkach. Znacenie vzoriek vid Tabulka 13
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Obrazok 15: Obsah prchavych latok podla chemickych skupin v modelovych
a komercnych vzorkach. Znacenie vzoriek vid Tabulka 13
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Ak porovname komerény Emental a Moravsky bochnik, z grafu (Obrazok 15) je
viditeI'ny mierne vyssi obsah SAL u komercného Ementalu, rozdiely je mozné pricitat
pokrocilej§im biochemickym procesom v priebehu zrenia Ementalu [15]. Pri jeho vyrobe
sa pouziva vysSia teplota dohrievania, celkova doba spracovania a zrenia je dlhSia.
Taktiez Cast zrenia prebieha v kvasnej pivnici, tj. pri vysSej teplote (20 — 26 °C) [34]. Je
mozné¢ vinom ocakavat pokrocilejSie biochemické procesy abohatSie spektrum
identifikovanych zlucenin. D4 sa povedat, ze vyznamnu ulohu u oboch syrov hraju
predovsSetkym alkoholy, ketony a karboxylové kyseliny, ktoré su zastipené najviac.

5.3 Experiment II — syry eidamského typu

Tento experiment sa zaoberd sledovanim senzorickej kvality prirodnych syrov
eidamského typu, so zameranim predovSetkym na chutnost’ (flavour) a s fiou suvisiaci
obsah SAL. Pat sérii modelovych vzoriek (polotvrdé syry eidamského typu
z nizkodohrievanej syreniny) bolo vyrobenych s pouzitim roznych mikrobialnych kultur;
konkrétne klasicka mezofilnd kultira avybrané kmene termofilnych baktérii
Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum. Cielom bolo posudit vplyv pouzitych
kultar (hlavne dodatok termofilnych kultur) na obsah prchavych latok a mastnych kyselin
vo vzorkach. Syry boli analyzované v roznych fazach zrenia (14, 28 a 54 dni po vyrobe).

5.3.1 Stanovenie vol'nych a viazanych mastnych kyselin

5.3.1.1 Identifikacia a kvantifikdcia mastnych kyselin v modelovych vzorkdch syrov

MK boli identifikované na zéklade porovnania retencnych casov. MEMK
s prislusnymi Standardami. Kvantifikdcia bola prevedena zrovnanim ploch pikov
so Standardmi o znamej koncentracii (kapitola 4.5.4).

Vo vzorkach bolo celkovo identifikovanych 17 MK. V tabul'kach (Tabulka 29
az Tabulka 33) je uvedeny prehlad MK a ich obsah (v mg - ¢! vyextrahovaného tuku)
pre kazdi vzorku, ukazky chromatogramov vzoriek syrov v poslednej faze zrenia su
sucast'ou priloh (Priloha 11).

Okrem toho bolo detegovanych d’alsich 14 MK (arachové, arachidonova, behénova,
cis-11-eicosénova, cis-11,14-eicosadiénova, cis-8,11,14-eicosatriénova, nervonova,
trikosanova, lignocérova, erukova, heneicosanova, cis-5,8,11,14,17-eicosapentaénova
a docosahexaénova), tieto vSak nebolo mozné kvantifikovat' (< LOQ), ich vyznam
je mozné povazovat za zanedbatel'ny a d’alej nebuda brané v tvahu.

Tabulka 29: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov D [mg - g”! tuku]

MK VMK
Nazov MK D14 D28 D56 D14 D28 D56

Kyselina = 1o o5 054 | 17.034035 | 1734028 |1.72+0.08|1.26+ 0,04 | 1,40+ 0,03
kapronova
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Tabulka 29: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov D [mg - g-1 tuku]

- pokracovanie
MK VMK
Nazov MK D14 D28 D56 D14 D28 D56
Kyselina
, 12,86+ 0,39 | 10,86+ 026 | 9,72+0.17 [1.02+0.05|0.32 0,03 |0.78 + 0,02
kaprylova
Kyselina
S| 28.74+0.64 | 25.14£0.56 [22.52+0.31(2.13+0,09]1,51+0,05| 1,58 + 0,04
kaprinova
Kyselina 1 004002 | 5.17+0.63 | 0604001 |0.070.,01]0.04+ 001|003+ 0,01
undekanova
Kyselina laurova| 34.3,+ 0,71 196,08 +23.92( 26,87 + 0,34 [2,36+0,09| 1,78 + 0,07 [ 1,74 + 0,03
Kyselina
S 1574003 | 8.86+1.08 | 1,23+0,01 |0,11+0,01(0,09+0,01]0,08 0,01
tridekanova
Kyselina
S 131424411 | 111,96+2.31 | 97,15+ 1.46 |7.61 £ 027|622+ 027|559 +0.11
myristova
Kyselina
) S | 6824057 | 12.08+028 |1026+0.15]0.81+0.03|0.67+0.03|0.57 +0.,01
myristoolejova
Kyselina
Y 6354075 | 6194079 | 12.48+0.22(0.53+0,03]0.88+0.04|0.36 +0.04
pentadekanova
Kyselina cis-10-
2724005 | 2.50+0,05 | 2,12+0.03 |0.15+0,01|0.13+0,01]0.11+0.01
pentadecénova
Kyseli
YSEHRA 148997 + 44.33| 288.29 + 6,34 [305.65 = 7.79123.43 + 0,76/20.85 + 0,94]17.91 + 0,30
palmitova
Kyselina
PR 15,10+ 131 | 13474125 |18.83+0,01 | 1,67+ 0.04]0.61 +0.06[0.63 +0,07
palmitoolejova
Kyselina
Y 114324121 | 8504022 | 7.85+0.15 054 +0,02]0,56+0.03]|0.42 0,01
heptadekanova
Kyselina
© 108,72+ 10.50] 6234+ 129 | 68,67+ 1,96 [4.13+0.12[4.02+0,19|3.22 +0.06
stearova
Kyselina olejova| 180,57 = 3,53 | 167,98 +2,74 |143,56 + 1,56/ 7,64 + 0,20 | 7.83 £ 0,39 6,34 + 0,13
Kyseli
SR 6554088 | 679091 |12,71+0.22|0.81+0,02[0,31+0,04|0.71 0,02
linolova
Kyselina a-
YSEHAG 5002011 | 5232011 | 4.18+0.01 [0.34%0.01[0,19+0.01[0.23 +0.02
linolénova

Znacenie vzoriek vid Tabulka 15.
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Tabulka 30: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov G [mg - g”! tuku]

MK VMK
Nazov MK Gl4 G28 G56 Gl4 G28 G56
Kyselina = 1o 091073 | 17424047 | 14,40+ 0,04 | 1.79+ 0,08 | 1.40 + 0,03 | 1,30 + 0,01
kapronova
Kyselina
) 13,37+0,57 | 11,21+0,35 | 9,19+0,07 |1,24+0,07|0,85+0,02|0,75+0,01
kaprylova
Kyselina
., 32,36 £1,28 | 25,77+0,53 | 22,48+0,16 [2,95+0,20|1,96+0,07|1,58+0,01
kaprinova
Kyselina
. 098 +0,04 | 0,78+0,02 | 0,67+0,01 {0,08+0,01]{0,09+0,01|0,04=+0,01
undekanova
Kyselina laurova| 39.56 + 1,56 | 30,53 +0,56 | 27,09+ 0,24 [3,53+£0,25[2.21+0,06|1,84 +0.01
Kyselina
., 1,76 £ 0,07 1,35+£0,02 | 1,19+£0,01 {0,15+0,01|0,08+0,01[0,08=+0,01
tridekanova
Kyselina
: , 141,13+ 6,09 | 110,58 £220 | 97,37+ 1,16 |11,56 £ 0,80/ 7,31+ 0,20(6,02 £ 0,01
myristova
Kyselina
. | 13.36+0,48 | 10,.91+0,22 | 9.62+0,09 [1,40+0,12{0,78 +£0,03(0,58 + 0,01
myristoolejova
Kyselina
.| 6,57£0,60 | 621077 |12,24+0,21 |0,50+0,04 (0,98 + 0,03|0,80 £ 0,01
pentadekanova
Kyselina cis-10-
2,99+0,12 | 2,31+£0,04 | 2,03+0,02 [0,22+0,02|0,14+0,01{0,12+0,01
pentadecénova
Kyselina
., 387,03 +34,09|378,12 + 16,55|296.,29 + 8,86 (36,07 + 2.4822,90 + 0,65/18.85 + 0,06
palmitova
Kyselina
. ., | 15,17+ 1,16 | 24,32+043 | 24,53+0,61 {3,32+0,27|2,01£0,09[1,36+ 0,01
palmitoolejova
Kyselina = 1) o7 004 | 11024047 | 8.02+0.16 |0.87+0,07]0.59 + 002|047+ 0,01
heptadekanova
Kyselina = o) 51 2842 | 04084445 | 72204233 |6.74+ 044 4,50 + 013 |3.51 + 0,01
stearova
Kyselina olejova| 210,24 + 8,20 | 168,68 +2.81 | 148,03 + 1,42 13,28 + 0,86/ 8,54 + 0,24 | 6,80 + 0.01
Kyselina
. , 15,95+0,53 | 14,21+0,34 | 11,89+0,13 |1,29+0,07|0,86+ 0,02 0,70+ 0,01
linolova
Kyselina a-
S, 6,16 029 | 5,05+£0,09 | 4,19+0,01 [0,14+0,02]0,24+0,01(0,27+0,01
linolénova

Znacenie vzoriek vid Tabulka 15.
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Tabulka 31: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdch syrov H [mg - g”! tuku]

MK VMK
Nazov MK H14 H28 H56 H14 H28 H56
Kyselina 19,83+ 0,71 | 12,64+0,42 [15,79+0,16|1,70 0,06 |1,35+0,01|1,34 + 0,02
kapronova
Kyselina 12,95+0,54 | 8,06+0,19 | 9,21+0,10 |0,44+0,04{0,77+0,01|0,77 £ 0,01
kaprylova
Kyselina 29,38+ 0,95 | 18,73+0,52 [22,68+0,19|2,12+0,08 (1,73 +0,03|1,74 £ 0,04
kaprinova
Kyselina 1,27 £ 0,04 0,80£0,02 | 1,00+0,01 {0,09+0,01/0,08+0,01[0,08+0,01
undekanova
Kyselina laurova| 34,80 + 0,99 | 21,98 £ 0,65 | 27,53 £ 0,27 {2,30 = 0,08{2,09 + 0,04 12,01 + 0,04
Kyselina 1,98 £ 0,05 1,25+0,04 | 1,58+£0,01 [0,13£0,01{0,12+0,01|0,11+0,01
tridekanova
Kyselina 117,25+ 3,47 | 75,78 2,28 196,51 £0,97 (6,99 +0,21|7,02 +0,15|6,40 £ 0,13
myristova
Kyselina 12,67+040 | 7,79 +0.30 [10,06+0,08{0,77+0,03(0,73 +0,02|0,66+0,01
myristoolejova
Kyselina 16,41 +0,59 | 11,34+0,30 |14,79+0,09(1,12+0,03{1,13 +£0,03|1,02+ 0,02
pentadekanova
Kyselina cis-10-| 2,22 + 0,06 1,44+ 0,04 | 1,79+0,02 {0,12+0,01{0,13+0,01|0,10+0,01
pentadecénova
Kyselina 267,55+ 17,09{229,03 +4,04 | 296,26+ [22.44+0,67| 23,12+ 20,07 + 0,37,
palmitova 2,65 0,59
Kyselina 31,11+ 1,06 | 1842+0.61 |23,12+0,16(2,14+0,11|1,75+0,05(1,58+0,03
palmitoolejova
Kyselina 7,60+045 | 7,13+0,12 | 8,15+0,07 {0.45+0,01|0.65+0,02/0,53+0.01
heptadekanova
Kyselina 56,24+ 4,08 | 50,73+ 0,75 | 66,52+ 0,58 {4,02+0,11|4,23+0,14(3.45+ 0,06
stearova
Kyselina olejova| 185,38 £ 4,69 117,41 £ 3,91(152,68 £ 1,61|7,93 £ 0,16(8,39 + 0,19]7,36 + 0,15
Kyselina 16,27+ 0,46 | 9,32+ 0,39 [ 13,43+0,15]0,86+0,02(0,78+£0,01(0,79 £ 0,01
linolova
Kyselina a- 5,16+0,12 | 3,29+0,11 | 3.87+0,07 {0,25+0,01{0,27+0,01|0,28+0,01
linolénova

Znacenie vzoriek vid Tabulka 15.
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Tabulka 32: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdach syrov I [mg - g tuku]

MK VMK
Nazov MK 114 128 156 114 128 156
Kyselina = 0 002039 | 14264032 | 1578+ 0,08 | 1,07+ 0.01| 1064 0,01 1.25 = 0,03
kapronova
Kyselina
, 11,00+ 0,25 | 9,36+0,28 | 9,64 0,03 0,59 =0,01|0,60=0,01|0,76 + 0,02
kaprylova
Kyselina
e 2577+ 044 | 22,99+ 067 23,17+ 0.06 | 1,36+ 0,01 1,36+ 0,01|1.68 + 0,04
kaprinova
Kyselina
0| L11£002 | 0,99+0.03 | 0,99+0.01 [0,06+0.01]0,06+0.01[0,07+0.01
undekanova
Kyselina laurova| 30,96 £ 045 | 27,93+ 0,80 28,16+ 0,09|1,60+0,01|1,58+0,011,96+0,04
Kyselina
S 176 £0.02 | 1,59+0.05 | 1,63+0.01 |0,09+ 0,010,009+ 0.,01|0.11+0.01
tridekanova
Kyselina
S 110,50 £2,27 | 9934 +3,03 100,77 +0.285,29 + 0,01 (5,11 0,02|6,24 +0.13
myristova
Kyselina
) S | 1147+0.13 | 1042+ 026 | 10,64+ 0,03 [0.58+0.01[0.58 +0.01|0.64 = 0,01
myristoolejova
Kyselina
Y 1 17,3840.69 | 15,00+0.52 | 16,06+ 0,07 |0.88 £ 0,01]0,82+ 0.01 0,98 + 0.02
pentadekanova
Kyselina cis-10-
1.84+£0,01 | 1,70£0,05 | 1,75+0,01 |0,090,01|0,08 £ 0,01|0,10 0,01
pentadecénova
Kyselina
., 373,12+ 30,61|314,91 + 14,44|357,32 £ 2,87|17.85 + 0,18|16,09 + 0.06/{19,02 + 0,38
palmitova
Kyselina
R 1 24724015 | 21,940,555 |22,31+0.22 1,44 0,02 (1,32 0,01 | 1,50 £ 0,02
palmitoolejova
Kyselina =\ 001086 | 9424042 | 9494007 [0.45+001|0.44 001049001
heptadekanova
Kyselina = o c1 s 766 | 71294341 |83.15£0.96 |3.44 0,06 | 2.88 % 0.01 | 3,31 0,06
stearova
Kyselina olejova| 158,67 + 2,02 | 149,62 = 4,20 (149,90 = 0,36| 6,84 + 0,09 | 5,90 + 0,01 | 7,05 £ 0,13
Kyselina
_ , 14,57+ 030 | 13,22+034 | 13.65+0.01 |0.67=0,01|0.61+0,01|0,82 + 0,02
linolova
Kyselina a-
s , 3,90 +£0,03 3,79+0,06 | 2,75+0,11 {0,20+0,01]0,21+0,01{0,25=+0,01
linolénova

Znacenie vzoriek vid Tabulka 15.
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Tabulka 33: Obsah MK a VMK identifikovanych vo vzorkdach syrov J [mg - g tuku]

MK VMK
Nazov MK 4 128 156 4 128 156
Kyselina = 10 o3 038 | 14.56+040 |13.8940.11|1.42+0.,01|1.43+0.02|1,09+ 001
kapronova
Kyselina
| 1139+034 | 863+024 | 884+0,12 [0.89+0,01|0,81 +0,01{0,63 % 0,01
kaprylova
Kyselina
SIS 068140,68 | 2027+046 | 21,58+0,26 1,94+ 0,03 1,71+ 0,01 | 1,38 = 0,01
kaprinova
Kyselina
T 10284004 | 0944002 | 1,02+0,01 0,09 0,01 0,08 +0,01]0,06% 0,01
undekanova
Kyselina laurova| 32,50 + 0,82 | 24,13+ 0,52 |26,52+0.30 2,30 £ 0,04 | 1,95 0,01 | 1,60 + 0,01
Kyselina
SIS 0084006 | 1,51+0,03 | 1,66+0,02 [0,14%0,01]0,12 0,01 0,10 % 0,01
tridekanova
Kyselina
U 117,54£3,59 | 86,77+ 1,97 | 98,48+ 1,05 7,60 £0.10 6,38 + 0,03 | 5,48 + 0,03
myristova
Kyselina
O 11404028 | 8,58=0,13 | 10,20+ 0,13 0,75 = 0,01 0,60 + 0,01 0,53 = 0,01
myristoolejova
Kyselina
P 18712079 | 13,78+ 034 | 15,94+ 0,15 1,27 £0,02| 1,06 % 0,01 |0,92 + 0,01
pentadekanova
Kyselina cis-10-
2,13£0,07 | 1294005 | 1,61£0,02 |0,12+0,01]0,09=0,01|0,09 0,01
pentadecénova
Kyselina
0 1356,99 +26,07| 276,83 + 8,88 [345,98 + 2,64[23.85 + 0,31[19,92 £ 0,09]17,53 % 0,07
palmitova
Kyselina = 530,57 | 19.08+0.38 |21.65+0.16|1.85=0,03| 1.51+0.01|1.35+ 0,01
palmitoolejova
Kyselina = 1) 274 080 | 8062020 |10.8620.09]0,62£0.01]0,53£0.01]0.47% 0,01
heptadekanova
Kyselina = o) 004666 | 6176 22,11 [79,9320.52(3.97£0,02|3.35 £0,02|3.08 £ 0,01
stearova
Kyselina olejova| 184,46 + 5,47 | 133,65+ 3,18 [149.05 + 1.81| 8,32 + 0,04 | 7,22 £ 0,04 | 6,52 % 0,03
Kyselina
e 16274054 | 11254043 |12,96=0,15 0,83 + 0,01 |0.85+ 0,01 0,76 % 0,01
linolova
Kyselina a-
SRS 4794007 | 3,82£008 | 3,74+0,04 |0,30£0,01]0,27 % 0,01 |0,24 + 0,01
linolénova

Znacenie vzoriek vid Tabulka 15.
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Z kvantitativneho hl'adiska boli vo vSetkych vzorkach (Tabulka 29 az Tabulka 33)
najviac zastipené kyseliny palmitova, olejova, myristova a stearova, ¢o je v sulade
s doposial’ dosiahnutymi znalostami o zlozeni mliecneho tuku [109]. Ako uz bolo
zmienené, enzymaticka hydrolyza TAG (lipolyza) je jednym zo zakladnych procesov,
ktoré prebiehaju pocas zrenia syrov (kapitola 2.2.1.2). Viac¢§ina takto uvol'nenych VMK
(zvlast MK s krat§im a strednym retazcom; C < 12) vykazuje urcitu charakteristicka
vonu/pach, a tak priamo prispieva k voni daného typu syra; ostatné su vSak dolezitymi
prekurzormi dalSich SAL. Na druhu stranu, ak ich obsah prekro¢i ur€iti hranicu
(cca 3000 mg - kg'!), tak mozu byt pri¢inou vad syrov (zltnuty off-flavour). Napriek
tomu, ze u eidamskych syrov lipolyza prebieha iba v miernom rozsahu, opat’ bolo ziaduce
(rovnako ako v Experimente I) sledovat’ nielen celkovy obsah MK, ale aj obsah VMK,
preto bola kazdd vzorka analyzovand zvlast pre stanovenie MK viazanych
v acylglyceroloch a zvlast pre VMK. Tymto spdsobom je mozné lepsie postihnut’ zmeny
v priebehu zrenia syrov. Pre zjednodusSenie boli pri porovnavaniu vzoriek v nasledujacich
kapitolach opét brané do tivahy iba MK povazované za najvyznamnejsie pre mlie¢ny tuk;
z MK s dlhym retazcom to boli: palmitova, myristova a stearova, z MK s kratkym
retazcom to boli: kapronova, kaprylova a kaprinova a z nenasytenych MK olejova,
linolova a a-linolénova [109]. Kyselina maslova, ktora je povazovana dokonca
za kla¢ovu pre flavour eidamskych syrov [78], bude diskutovana d’alej (kapitola 5.3.2.1)
v ramci stanovenia prchavych latok metédou HS-SPME-GC-MS.

5.3.1.2 Porovnanie obsahu vol'nych a viazanych mastnych kyselin vo vzorkdach —
pouZité Startovacie kultiry

Pre vyrobu eidamskych syrov sa klasicky pouziva tzv. smotanova kultura, ktora je
zlozena z mezofilnych baktérii rodu Lactococcus spp. a Leuconostoc spp. Tieto je mozné
kombinovat pre dosiahnutie ziaducich senzorickych vlastnosti vyrobku.

Tato zakladna kultira je doplnend vhodnou termofilnou kulturou (vdc§inou vybrané
druhy Lactobacillus spp.), ktora pdsobi pocas dohrievania syrov a vd’aka proteolyticke;
a mierne lipolytickej aktivite vyrazne prispieva ku vzniku ziaduceho flavouru [15].
V nasom pripade bol pouzity ,,aromaticky typ* smotanovej kultary v zlozeni Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis s pridavkom vybraného kmenia Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Lipolyticka aktivita baktérii Lactococcus spp. a Lactobacillus spp. sa v eidamskych
syroch podiel'a najviac na hydrolyze tukov. Hoci je ich lipolyticka aktivita pomerne nizka,
v syroch sa nachadzaji vo vysokych koncentraciach a mézu produkovat’ vyznamné
mnozstva VMK [16].

Vzorky (Tabulka 14) vyrobené bez pridavku termofilnych laktobacilov boli oznacené
D, ostatné boli vyrobené s pridavkom vybranych kmenov Lactobacillus casei (vzorky G
al) a Lactobacillus plantarum (vzorky H al). Cielom bolo zistit, ¢i ma pridavok
termofilnej kultury vplyv na skimané parametre, v tejto kapitole na obsah MK.

V grafoch (Obrazok 16 a Obrazok 17) st uvedené porovnania celkovych obsahov MK
a VMK, resp. celkového obsahu vysSie zmienenych vybranych MK (kvantitativne
najvyznamnejSich pre mliecny tuk) [109]. Vyznam ostatnych MK, vzhl'adom ku vel'mi
nizkym obsahom, bol povazovany za Statisticky zanedbatelny (p < 0,05).
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Obrazok 16: Celkovy obsah vybranych MK vo vzorkdch syrov - pouzité Startovacie
kultury

Ak porovname obsah MK viazanych v acylglyceroloch (Obrazok 16), medzi vzorkami
(aplikovanymi kultirami) su zretelne vyznamné rozdiely (p < 0,05), zvlast' v prvych
fazach zrenia (po 14 a 28 diioch). Je mozné ocakavat’, ze s pridavkom termofilnych kultar
Lactobacillus casei (vzorky G aJ) a Lactobacillus plantarum (vzorky H al) sa prejavi
ich vyraznejS$ia lipolyticka aktivita (tzn. vyraznejsi pokles MK). Zistené vysledky tomuto
odpovedaju. Najvyssi obsah MK bol zisteny vo vzorke D (bez pridavku termofilnej
kultury). Toto vSak plati iba na pociatku zrenia; ku koncu (po 56 dioch) uz neboli
zaznamenané vyznamné rozdiely (p > 0,05) a priebeh lipolyzy sa pravdepodobne
ku konci zrenia vyrovnava.

Co sa tyka jednotlivych MK s kratkym retazcom (kapronova, kaprylova, kaprinova),
nie je viditelny jednoznacny trend, pridavok termofilov nemal na ich obsah vyrazny
vplyv; vo vSetkych vzorkach prevazovala kyselina kaprinova.

Z MK s dlhym retazcom (myristova, palmitova, stearova) vo vSetkych vzorkach
prevazovala kyselina palmitova, u ktorej sa na pociatku zrenia s pridavkom termofilov
prejavil vyraznejsi pokles. U ostatnych vzoriek nebol pozorovany tento trend.

U nenasytenych MK (olejovéa, linolova, linolénova), obsah kyseliny linolovej sa
mierne zvyS$il na pociatku zrenia (podobne ako v experimente I), u ostatnych nebol tento
trend pozorovany; vo vSetkych vzorkach vyznamne prevazovala kyselina olejova.

Pri porovnavani pouzitych termofilnych baktérii (Lactobacillus casei vs. Lactobacillus
plantarum) vidime, Ze lipolyticka aktivita sa lisi dokonca aj medzi kmefimi totozného
bakteridlneho druhu. Za kmene s mierne vysSou lipolytickou aktivitou je mozné
na zaklade naSich vysledkov oznacit Lactobacillus casei kmeni 422 (vzorka G)
a Lactobacillus plantarum kmen 187 (vzorka H).

Ako bolo skor zmienené, v poslednej faze zrenia sa obsah MK u vSetkych vzoriek
vyrovnava, ¢o by mohlo naznacovat, ze aj samotna smotanova kultara (Lactococcus spp.,
Leuconostoc spp.) vykazuje dostatocnu lipolyticku aktivitu, ale s pomalsim priebehom.
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Obrazok 17: Celkovy obsah vybranych VMK vo vzorkdch syrov - pouZité Startovacie
kultury

Ak nebudeme brat’ v ivahu vysoky obsah VMK u vzorky G14, ktory pravdepodobne
suvisi s nehomogenitou syrov, pri porovnani VMK (Obrazok 17) boli medzi vzorkami
zistené nevyznamné rozdiely (p > 0,05), ale vzhl'adom k tomu, ze VMK su dalej
metabolizované (ako bude diskutované nizsie), mozno aktivitu pouzitych kultar lepsie
posudit’ zo zmien obsahu viazanych MK (Obrazok 16).

5.3.1.3 Porovnanie obsahu vol'nych a viazanych mastnych kyselin vo vzorkdach —
priebeh zrenia

Dalsim ciefom tohto experimentu bolo sledovat’ zmeny v priebehu zrenia syrov.
Eidamské syry by mali zriet’ po dobu najmenej 4 tyzdiiov, optimélna doba zrenia je vSak
2-5 mesiacov, v CR zreju (z ekonomickych dovodov) cca 2 mesiace [15], [29].

Vzorky boli odobrané a analyzované po 14, 28 a 56 diloch zrenia a po tejto dobe sa
ocakava vyvinuta typicka chut' a vona. V nasledujucich kapitolach bude diskutované
porovnanie obsahu MK vo vzorkéch v priebehu zrenia, a to pre MK aj VMK.

Porovnanie celkového obsahu vol’'nych a viazanych mastnych kyselin

Z grafu (Obrazok 18) je viditeIné, ze na pociatku zrenia doslo u vsetkych vzoriek
k vyraznému poklesu (p < 0,05); o bolo v ddsledku lipolyzy o€akavané. U niektorych
vzoriek (H, I, J) vsak doslo v poslednej faze ku miernemu nérastu celkového obsahu, ¢o
moze byt spdsobené nerovnomernym priebehom zrenia jednotlivych syrov. Modelové
syry boli vyrobené v poloprevadzkovych podmienkach a zreli v jednoduchych boxoch na
zrenie. Bolo teda narocné zabezpecit' totozny priebeh zrenia, zvlast’ v neskorSich fazach
procesu, kedy dochadzalo ku vyznamnym zmenam. Napriek tomu, ze bol syr
pre zabezpecenie reprezentativnheho vzorku vzdy homogenizovany, mohla taktiez
analyzovana Cast pochadzat’ z mierne odliSnych Casti syra.
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Obrazok 18: Celkovy obsah vybranych MK vo vzorkdch syrov — priebeh zrenia

Obsah VMK by sa mal naopak podl'a predpokladu v désledku lipolyzy v priebehu
zrenia syra zvySovat. Na druhu stranu mnohé znich st ddlezitymi prekurzormi
pre produkciu SAL, ¢o ma za nasledok zaroven postupné odburavanie VMK za vzniku,
napr. esterov, alkoholov, aldehydov, ketonov a predovsetkym laktonov, nevyhnutnych
pre charakteristicky flavour eidamskych syrov [44]. Tomu zodpoveda priebeh zmien
VMK v grafe (Obrazok 19), ktory ukazuje, ze u vacSiny vzoriek dochadza ku ich
miernemu poklesu; to znamend, Zze sekundarne degradacné procesy prevazuju
nad uvolfiovanim MK v dosledku lipolyzy, ¢o je ziadice, kedZe nedochadza
ku hromadeniu VMK a ku vzniku zltnutého off-flavouru.
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Obrazok 19: Celkovy obsah vybranych VMK vo vzorkdch syrov — priebeh zrenia
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Obsah VMK sa po 56 dnioch zrenia u vsetkych vzoriek pohyboval priblizne okolo
40 mg - ¢! tuku; obsah VMK s kratkym retazcom, ktoré priamo ovplyviiuju flavour, bol
priblizne 3 —4 mg - ¢! tuku (rizikova hranica - 3 mg - ¢! tuku); u vzoriek je mierne riziko
vzniku zatuchnutého off-flavouru. Rozsiahla lipolyza je vSeobecne u syrov holandského
typu povazovana za neziaducu [93]. Profilu VMK u vSetkych vzoriek dominuje kyselina
palmitova. Vo vyznamnych mnozstvach su zastupené d’alej kyseliny myristova, olejova,
stearova, ¢o je okrem kyseliny olejovej v sulade s doposial’ publikovanymi Studiami
VMK v eidamskych syroch [22] - [25].

Porovnanie obsahu vybranych skupin mastnych kyselin

Pre lepSiu prehl'adnost’ su v tejto kapitole porovnané jednotlivé MK opét’ rozdelené
do skupin. Obsah MK s kratkym retazcom v priebehu zrenia vacsinou klesal (p < 0,05).
Mierny narast v poslednej faze zrenia bol opat’ zaznamenany u vzoriek H, I a J (pridavok
termofilov). Obsah VMK bol premenlivy, skor klesajuci. Aj ked’ sa tieto MK samé o sebe
vd'aka prchavosti podiel'aju na flavouru syra, dochadza pravdepodobne v priebehu zrenia
aj k ich odburavaniu za vzniku SAL.

V mnozstve §tadii, napr. [46] a [49], bol preukazany rychlejsi narast obsahu VMK
s krat§im retazcom pocas zrenia, sposobeny predovSetkym selektivitou mikrobialnych
lipolytickych enzymov [27]. ZvySena rychlost produkcie tychto MK vSak v tomto
pripade nebola preukazana. Najvys$si obsah vo vSetkych vzorkach tvorila kyselina
kaprinova. MK s dlhym retazcom (> 12 C) prispievaju k flavouru predovSetkym ako
prekurzory dolezitych SAL [87]. Podstatny podiel MK s dlhym uhlovodikovym
retazcom u vSetkych vzoriek mala vo forme esterovo viazanej aj volnej kyselina
palmitova, €o je v sulade s literaturou [16]. Jej zmeny najviac ovplyviuju celkovy profil
MK vo vzorkach. Obsah sa vSak vyrazne (p < 0,05) nemenil pocas celej doby zrenia;
vzorka G14 obsahovala az o cca 51 % viac kyseliny palmitovej, nez ostatné vzorky;
pravdepodobne vd’aka pritomnosti Lactobacillus casei (vid kapitola 4.3). Stagnaciu
obsahu kyseliny palmitove] je mozné pripisat’ jej tvorbe z inych dlhsich/nenasytenych
mastnych kyselin a taktiez odburavanim na SAL (vid’ kapitola 2.2.1.2). Vysoky obsah
mali taktiez kyselina myristova a stearova; ich obsah postupne klesal.

Z nenasytenych MK je v mlie¢nom tuku najvyznamnejsia kyselina olejova [87], ktora
bola druhou najzastipenejou kyselinou; jej obsah spravidla klesal s dizkou zrenia.
Kyselina linolova a a-linolénova sa v porovnani s ostatnymi vybranymi MK vyskytovali
v minoritnom mnozstve. Ich obsah sa po€as doby zrenia vyrazne (p > 0,05) nemenil.

Celkovo je mozné povedat’, podobne ako v experimente I, ze pridavok termofilnych
kultar ma vplyv na priebeh lipolyzy a vedie ku rychlejSiemu odburavaniu viazanych MK.

5.3.2 Stanovenie prchavych (senzoricky aktivnych) latok

5.3.2.1 Identifikacia prchavych latok v modelovych vzorkdch syra

Identifikdcia SAL bola prevedena na zaklade porovnania hmotnostnych spektier
zliCenin s dostupnou kniznicou spektier. Tabul'ka 34 uvadza prehlad vSetkych SAL
identifikovanych vo vsetkych vzorkach.
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Vzhl'adom k miernym odchylkam retencnych Casov je vzdy uvedeny aritmeticky
priemer zo vSetkych merani, relativne odchylky sa pohybovali pod 1 %. Identifikované
SAL boli opét rozdelené pre lepsSie porovnanie do chemickych skupin. Vo vzorkach syrov
bolo identifikovanych 50 prchavych latok: 11 alkoholov, 10 esterov, 7 ketonov,
6 karboxylovych kyselin, 5 aldehydov, 3 laktony, 2 sirne zluceniny, 6 terpénov
a terpenoidov. Ukazky chromatogramov vzoriek syrov v poslednej faze zrenia su
v prilohach (Priloha 12). Problematikou charakterizacie aromy prchavych latok nielen
v syroch sa v suCasnosti zaobera cely rad publikécii, napr. Marilley a Casey [44],
Fox a Wallace [5] alebo Hassan a kol [247] vo svojich publikéaciach zhrnuli doposial
ziskané poznatky v analyze prchavych latok v roznych druhoch syrov, pricom zdoraziiuja
dolezitost Startovacich kultir, metabolizmu laktézy, bielkovin, di-/triglyceridov
a pritomnost’ enzymov. Identifikované prchavé zluceniny boli porovnané s dostupnymi
publikaciami (vid’ Tabul'ka 34 a Tabulka 35), kde bola overena ich aromaticita - vSetky
identifikované latky je mozné povazovat za SAL, tj. vykazuju urciti vonu/pach a mézu
tak prispievat ku konecnému flavouru syru. Deskriptory pre popis ich aromy su
roztriedené a uvedené v prilohach (Priloha 1 az Priloha 8).

Z pohl'adu jednotlivych chemickych skupin boli vo vSetkych vzorkach najviac
zastupené alkoholy, nasledované karboxylovymi kyselinami a ketonmi. Vysoku
pocetnost’ vyskytu mali aj terpény a terpenoidy. Vo vsSetkych vzorkach syrov sa
nachadzali tieto zltceniny: 4 alkoholy (okt-1-én-3-ol, 2-etylhexan-1-ol, butan-2,3-diol,
benzylalkohol), 3 aldehydy (hexéanal, nonanal, benzaldehyd), 3 ketony (acetoin, heptan-
2-6n, nonan-2-6n), 4 karboxylové kyseliny s parnym po¢tom uhlikov (octova, maslova,
kapronova, kaprylova), 1 lakton (8-oktalakton), 1 sirna zla€enina (dimetylsulfon),
1 terpén (D-limonén). VSetky tieto zliceniny patria ku typickym pre flavour syrov [55].
Zluceniny, ktoré sa vyskytovali takmer vo vSetkych vzorkach (okrem jedného pripadu)
su: 3 alkoholy (3-metylbut-2-én-1-0l, hexan-1-ol afenol), 1 aldehyd (undekan-2-6n),
2 laktony (6-hexalakton a o-dekalakton). Z kluCovych SAL, ktoré byvaji obvykle
identifikované v eidamskych syroch (uvedené v kapitole 2.2.3), boli v naSich vzorkach
najdené hexanal, kyselina octova a maslova. Obvykle byva pritomny aj biacetyl, ten vSak
nebol identifikovany v ziadnej vzorke, boli ale najdené jeho redukované formy acetoin
a butan-2,3-diol. Podobne nebol identifikovany ani typicky dimetylsulfid, ale jeho
oxidovana forma dimetylsulfon. Zo zlucenin typickych pre eidamské syry, ktoré boli
identifikované okrem jedinej vynimky u vSetkych vzoriek, sa potom s literaturou zhoduju
eSte 6-dekalakton a D-limonén [248].

Sest-uhlikovy aldehyd s priamym retfazcom hexanal, vznikd s najvicSou
pravdepodobnostou pri B-oxidacii nenasytenych MK, konkrétne z kyseliny linolove;j.
Dalsou moznostou jeho tvorby su svetlom indukované reakcie (Zltnutie). Takéto reakcie
v syroch bezne neprebiehaju, preto sa modze hexanal vyuzivat ako indikator zhorSenia
kvality u nespravne skladovanych produktov [66]. K urCitému narastu jeho obsahu
v naSich vzorkach tak mohlo dojst aj behom odberu, prevozu do laboratoria
a skladovania. Jedna sa o zluceninu s ovocnou (citron, zelené jablko) az skor bylinnou
arémou, Casto sa pre popis pouziva spojenie ,,vona Cerstvo pokosenej travy* [249], [250].

Vseobecne maju aldehydy s priamym ret'azcom skor negativny dopad na flavour syra,
pokial’ ich obsah prekracuje urcitu hodnotu. U hexanalu sa tato hodnota pohybuje okolo
9 ng - kg! [66] a pri jej prekroceni sa vyznaduje skor ,lojovitym* pachom [250].
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Z d’alsich aldehydov bol vo vSetkych vzorkach identifikovany nonanal a benzaldehyd.
Nonanal s vy$§im prahom vnimania (cca 40 pg - kg') [250] sa svojou arémou podoba
hexanalu. Aj tento aldehyd s priamym retazcom sa vyznacuje vonou zelene a bylin,
pre popis off-flavouru, ktory vznika v dosledku vyssej koncentracie, sa ¢asto vyuziva
pojmov ako ,Spinavy, plastovy, mastny, olejovity“ [247] - [251]. Benzaldehyd,
vznikajuci pri katabolizmu aromatickej aminokyseliny fenylalaninu uvolneného
z bielkovin pri proteolyze, svojou voOnou typicky pripomina horké mandle,
popr. pripaleny cukor alebo chleba [247]. Typickymi SAL eidamskych syrov zo skupiny
MK su kyseliny octova a maslova, ktoré boli taktiez detegované vo vsetkych nasich
vzorkach. Kyselina octova, ktorej prah vnimania sa pohybuje okolo 22 mg - kg'! [250],
sa vyznacuje prenikavym, kyslym, az ostrym ¢i drsnym zapachom [247]. Tato dvoj-
uhlikova kyselina moze vznikat' ako pri metabolizme citratu alebo laktatu, tak aj
pri katabolizme niektorych aminokyselin (alanin, serin, threonin) [83]. Zatuchnuty,
neprijemny, ostry a kysly zapach je charakteristicky pre najviac zastaipenit VMK v syroch
holandského typu — kyselinu maslov (prah vnimania 1,4 mg - kg! [250]), ktora vznika
prevazne ako produkt hydrolytickej aktivity lipdz [96]. Nadmernad alebo nevyvazena
lipolyza moze viest' k nadbytku VMK s kratkym retazcom spdsobujucim tzv. Zltnutie
syrov — sem patria aj kyseliny kapronova a kaprylova. Ani ich flavour nepatri
k prijemnym, obvykle st spajané s ostrym, Stiplavym a kozim zédpachom [171]. Pre popis
kyseliny kapronovej sa d’alej pouzivaju deskriptory napr. , spoteny, Stiplavy, fekalny*,
u kyseliny kaprylovej napr. ,,zatuchnuty, pach ¢istiacich prostriedkov, hnilobny* [98].

Ku kliCovym sirnym zlaCenindm v eidamskych syroch patri dimetylsulfid. Tato
zliCenina nebola v nasich vzorkéach identifikovana, bol detegovany dimetylsulfon. Ten
vznikd oxidaciou dimetylsulfidu produkovaného enzymatickou alebo chemickou
oxidaciou metantiolu, ako produktu katabolizmu metioninu, pripadne cysteinu [95].
Dimetylsulfid je spojovany so zapachom siry alebo prevareného mlieka [66].

Hlavnym keténom holandskych syrov, produkovanym prevazne z pyruvatu
pri metabolizmu laktdzy a citratu, popr. transaminaciou alaninu, je biacetyl. Ani v jednom
z naSich vzoriek vSak nebola pritomnost’ tohto diketonu preukdzana, naproti tomu jeho
redukovana forma acetoin bola zastipena vo vSetkych vzorkach vo wvysokych
koncentraciach. Tato SAL modze mat kvetinové alebo maslové aroma, pripominajuce
kyslé mlieko alebo karamel [88]. Metylketony, ktoré sa vyskytovali vo vsetkych,
resp. takmer vo vSetkych vzorkach, si heptan-2-6n, nonan-2-6n a undekéan-2-6n. Tieto
SAL su, skor nez pre syry eidamského typu, typické pre plesiové syry, pre ktorych
vyrobu sa pouzivaju plesiiové kultary s vysokou aktivitou enzymov B-oxidacie, pri ktorej
su tieto zluCeniny produkované z VMK [16]. Pri nizsich koncentraciach maju prijemné
ovocné az kvetinové aroma, ktoré vSak pri rozsiahlejSom priebehu -oxidacie méze prejst
az v neziaduci zapach; u heptan-2-6nu je Casto popisovany ako , plastovy“ alebo , pach
laku“ [171]. Dalsim produktom redukcie biacetylu, resp. acetoinu, ktory sa vyskytoval
vo vSetkych vzorkach vo vysokych koncentraciach, je butan-2,3-diol, ktory vyznamne
prispieva ku maslovej az orechovej voni syra [86].
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Tabulka 34: Prehlad prchavych ldatok identifikovanych ( v') vo vzorkdch syrov

Nizov zlaceniny Tr [min] | Skupina |D14|D28|D56 | G14|G28|G56 | H14 | H28 |H56 |114|128|156|J14|J28|J56| M20|M30|M45| Referencie
Hexanal 873 |aldehyd | v | v | v | v | v v v v ]viivliv]iviv]iv]iv]v]v]v [93]
Metyl valerat 8,83 ester v v | v | vV [88]
Etyl valerat 10,57 ester v v v v [93]
Butan-1-ol 11,23 alkohol v |V v |V v | v v v [93]
B-myrcén 11,65 terpén | v | vV v v | v v | v I| Vv v | v v | v | v [88]
Heptan-2-6n 12,64 ketén VI iVvIiVvIiVvIVIVIVIVIVIVIVIVIVIV|IV|IVIV]Y [93]
Heptanal 12,72 aldehyd v v | v | vV [66]
Metyl kapronat 12,78 ester v viv|v | Vv v | v vVivI ivi iv|v ]y v v [252]
D-limonén 12,99 terpén | vV |V |V |V |V |V |V |V |VI|VIVIV|IVIVIVIYV ||V [93]
Etyl kapronat 14,73 ester v | v v | v |V v v iv|ivivi iviviv]|Vv |v |V [93]
Pentan-1-ol 15,55 alkohol | v | Vv v v |v |V v i vivivi v iv]|ivI]v | v |V [66]
Oktan-2-6n 16,97 ketén v v v | v | v [66]
Acetoin 1707 | keton | v | v | v | v | v v v ]v]vv]iv]iv]v]v]v]ivI]v]v [247]
Heptan-2-ol 18,49 alkohol v |V I|V v v | v | v [253]
3-metylbut-2-¢n-1-ol 18,66 alkohol Vi iviviv I iV v I iV Vv |VvIV|IVIVIiIVIiIVIV |V |V [66]
6-metylhept-5-én-2-6n 19,31 ketén v Vivivi v i iv I v | v | V|V v | v v | v | v [96]
Hexan-1-ol 19,94 alkohol | v | vV | VvV | VvV | vV | vV | V v [ VIVIVIVI VIV ]V v v [66]
Nonan-2-6n 21,44 keton Vi IivI v v I|Iv I v |V I iV |V I IiVIVIVI|IVIVIVI]IV |V |V [66]
Nonanal 21,65 aldehyd | v | vV | vV |V |V |V |V |V |V | V|V IV IV IV IV |V |V |V [93]
Etyl kaprylat 23,30 ester v v | v v | v | v [93]
Okt-1-én-3-ol 24,07 alkohol | v | vV | vV |V |V |V |V |V |V V|V I V|V |V |V ]|V v v [66]
Metional 24,44 | sima zl. v | v vV I VIV I|V viv | Vv |V (98]
Kyselina octova 24,71 kyselina | v | vV | vV |V |V |V |V |V |V |VI|IVIVI|VI VIV IV |V |V [93]
2-etylhexan-1-ol 2567 | alkohol | v | v | v | v [ v v ]v viv]iv]iviviv]iv]iv]v|v]v [247]
Dekanal 26,04 aldehyd | v | vV | vV |V |V |V |V |V |V |V vVivi]v v | v | v [66]

Znacenie vzoriek vid
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Tabulka 35: Prehlad prchavych ldtok identifikovanych (v') vo vzorkdch syrov (pokracovanie)

Nazov zluceniny | Tr [min] | Skupina [D14|D28|D56|G14|G28|G56 H14 H28 H56|114(128|156|J14|J28|J56 M20/ M30|M45| Referencie
Benzaldehyd 2742 Jaldehyd | vV |V |V IV IV IV IV IV IV IVIVIVIVIVIV|IV IV |V [247]
Butan-2,3-diol 28,19 |alkohol | vV |V |V IV IV IV IV IV IV IVIVIVIVIV|IV|IV IV |V [87]
Linalool 28,51 | terpenoid v v v | v v | v | v [66]
Metyl kaprinat 31,15 ester v v v v |V [226]
Undekan-2-6n 31,36 keton VIiVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVI IV Y [66]
Etyl kaprinat 34,18 ester v v | v | vV [98]
Kyselina maslova 3505 |kyselina| v |V [V |V [V |V |V V|V [V|IV|V|V|YVI VIV |V |V (93]
Nonan-1-ol 36,26 | alkohol VIV I VIV IV IV IV IV I IV|IVIV Viviv | v ]|V [250]
Karvon 40,82 |terpenoid | v | v v | v v v |V v | v v | v |V [66]
Citral 41,05 | terpenoid v v I|Iv |V v v Vivi|iv | v |V [39]
Kyselina valérova 42,68 | kyselina 4 V|V vViv | v |V [66]
Citronellol 43,22 |terpenoid | v/ | v v v v VivIivivI|Iv | v |V [39]
d-hexalakton 44,14 | lakton | vV | vV | V VIV VI IVIVIVIVIVIVIVIVIVI VY [39]
Metyl laurat 44,85 ester 4 v v V| v |V (88]
Tridekén-2-6n 45,19 keton v | v v v v | v |V [66]
Kyselina kapronovd | 47,88 |kyselina| v |V |V |V | V|V |V IV |V VIV|IV|V VI VIV |V |V (93]
Benzylalkohol 48,59 |alkohol | vV |V |V |V | V |V IV |V |V [VIVIV |V IV IV I IV |V |V [226]
Dimetylsulfén 49,70 |simazl |V |V |V |V |V IV IV IV IV I VIVIVIVIVIVIVYV IV |V [66]
d-oktalakton 52,03 lakton | vV |V | V | V IV | V IV IV IV VIV IVIVIVIVIV |V ]V [66]
Metyl myristat 53,75 ester v v R AR AR AR A R% v | v |V [39]
Fenol 54,03 | alkohol VIiVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVI IV Y [93]
Kyselina kaprylova | 56,27 |kyselina| v | vV |V |V |V |V |V |V |V VIV IV |V |V IV |V | VY |V [93]
Kyselina nonanova 59,84 | kyselina VIV IVIVI|IVIVI IV I IVIVIVIVIVIV|IV|YV|Y [93]
5-dekalakton 60,15 lakton | vV |V |V |V I V IV IV IV IV VIV |V Viviv | v Y [66]
Metyl palmitat 60,83 ester | vV | V v v |V v |V VIiVIVIVIVIIV VY [39]

Znacenie vzoriek vid Tabulka 15; Tr — retencny cas; v - ldatka bola v danej vzorke identifikovand

112




Z nenasytenych alkoholov bol pritomny okt-1-én-3-ol. Prekurzormi tejto 8-uhlikove;j
zlu€eniny su kyselina linolova a linolénova. Tato SAL s hubovymi tonmi ma vel'mi nizky
prah vnimania (10 pg - kg™ [16]) a je klucovou zlozkou syrov typu Camembert, ale jeho
pritomnost’ bola preukazana aj u inych druhov syrov. Niektoré studie uvadzaja, ze by
mohol mat’ maskovaci U¢inok na plesfiovy zapach metylketonov [66]. Benzylalkohol,
vznikajuci redukciou benzaldehydu, ma ovocnu az kvetinovi voru, predovSetkym
po ruziach [97]. Pre 2-etylhexan-1-ol je naopak typickd vona zelene, pripadne az
neprijemny zapach lepenky alebo zvieraci pach [247]. Podobne pre alkohol 3-metylbut-
2-én-1-ol je typické syrové alebo ovocné aréma, popr. vona zelene [66], ktora je typicka
aj pre heptan-1-ol [250]. Pozitivny vplyv na arébma syrov maju pri koncentraciach
blizkych prahovym aj fenolické latky. So zvySujucim sa obsahom je vSak ich pritomnost’
neziaduca, pretoze vedie ku tvorbe pachuti. Pre fenol, vznikajuci degradaciou tyrozinu,
su tak pre popis jeho arémy pouzivané vyrazy ako ,fekalny, dymovy, kovovy,
zatuchnuty“ alebo v niz§ich koncentraciach ,,pikantny* [93].

Aj ked nie je aroma laktonov typicky ,,syrova™ jedna sa o vyznamné SAL, ktoré
prispievaju k maslovému charakteru syrov. Ich aroma je popisované ako , broskynova,
marhul'ova, kokosova a maslova™ [66]. Laktony 8-hexalakton, 6-oktalakton, 6-dekalakton
a O0-dodekalakton, ktoré su nevyhnutné pre charakteristicky flavour eidamskych
syrov, boli identifikované aj v naSich vzorkach. Poslednou zluceninou, ktora sa
vyskytovala vo vSetkych vzorkach je D-limonén. Obsah tohto cyklického monoterpénu
s vonou méty zavisi predovsetkym na zlozeni pouzitého krmiva [226].

5.3.2.2 Identifikacia senzoricky aktivnych latok pomocou GC-olfaktometrie

Hlavnou nevyhodou ostatnych technik z hladiska merania SAL je fakt, ze meraju
vSetky prchavé latky, aj ked’ iba Cast z nich je senzoricky aktivna. Tento problém je
mozné prekonat pouzitim GC-O, kedy su jednotlivé latky separované pomocou GC
a nasledne identifikované cuchom. Trénovany hodnotitel je schopny popisat voriu kazdej
zlucCeniny, ktora opusta kolonu GC [117].

Preto bola identifikacia prchavych latok metodou HS-SPME-GC-MS pre zaujimavost
doplnena GC-O analyzou v kombinacii s extrakénou metodou SAFE, o je relativne
nova, univerzalna, rychla, Setrnd extrak¢éna technika, ktora poskytuje vysoké vytazky
prchavych zlucenin (vid kapitola 2.5.6) [136]. Pre tento experiment bol pouzity syr
eidamského typu (60 % susina, 45 % t. v s.) zakiipeny v beznej trznej sieti.

Metodou SAFE bola pripravena vzorka eidamského syru, ako referencny material pre
stanovenie SAL. Celkovo 10 zlucenin bolo po separacii na dvoch kolonach
identifikovanych tromi hodnotiteI'mi-expertami pri nasobnej analyze vzorky (n=5), ktoré
boli nasledne potvrdené porovnanim s literatirou [66]. VSetky niz§ie vymenované
prchavé latky (Tabulka 36) boli uz skor najdené v roznych typoch syrov [66], ¢i uz ide
o syry typu Camembert, Grana Padano, Mozzarela, Eidam, Gouda, Gruyére, Cedar a iné
[66]; mali rozmanité subjektivne pachy, Castokrat opakujuc sa. Popis pachov vSetkych
zliCenin sa zhoduje s literatarou (Priloha 1 az Priloha 7). Reten¢né indexy sa zhoduju
s kniznicou NIST/EPA/NIH, Verzia 2.0 (Gaithersburg, USA) a taktiez s literatarou,
v ktorej napr. Dan akol. [242] extenzivne opisali identifikované SAL vo vzorkach
fermentovaného mlieka s prislusnymi retenénymi indexmi.
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Tabulka 36: Senzoricky aktivne ldtky (a popis ich pachu) identifikované vo vzorke
komercného syru eidamského typu pomocou GC-olfaktometrie

o RI RI
i Az SPB-5 Supelcowax 10
1 maslovy butan-2,3-dion 580 990
2 octovy kyselina octova 600 1450
3 sladovy 2 (3) — metyl butanal 658 940
4 ovocny metyl butanoat 725 990
5 ovocny etyl butanoat 804 1020
6 Syrovy kyselina maslova 836 1620
7 Syrovy 2(3)-metylbutanova kyselina 860 1660
8 | varené zemiaky 3-(metyltio)-propanal 906 1455
9 kapustovy dimetyl] trisulfid 965 1367
10 hubovy 1-oktén-3-6n 978 1298

SPB-5 — nepoldrna kolona s 5% PDPS/95% PDMS; Supelcowax 10 — poldrna kolona
s PEG; RI — retencny index

5.3.2.3 Porovnanie identifikovanych ldatok vo vzorkdch — pouZité Startovacie kultiry

Hlavnym cielom experimentu bolo posudit’ vplyv aplikacie réznych mikrobialnych
kultar pouzitych pre vyrobu modelovych syrov, v tejto kapitole na pritomnost’ a nasledne
obsah SAL. Porovnanie celkového poctu identifikovanych zlui€enin vo vzorkéch,
rozdelenych podl'a chemickych skupin, je uvedené na grafe (Obrazok 20).

Hlavnou funkciou mezofilnej smotanovej (Lactococcus spp., Leuconostoc spp.)
kultary pri vyrobe syrov je fermentacia laktozy, zatial Co termofilné laktobacily
prispievaju skor svojou proteolytickou a lipolytickou aktivitou [15].
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Obrazok 20: Celkovy pocet prchavych latok podla chemickych skupin vo vzorkach
syrov - pouzité Startovacie kultury. Znacenie vzoriek vid Tabulka 15
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Vzhl'adom ktomu, ze ueidamskych syrov je pre vznik SAL pocas zrenia
najdolezitejSia proteolyza, je mozné u vzoriek s pridavkom termofilnych laktobacilov
(G, H, I, J) o¢akavat bohatsie a pestrejsie spektrum identifikovanych prchavych zlucenin.
Z grafu (Obrazok 20) je zreteny najnizsi pocet identifikovanych zlucenin vo vzorke D
(bez pridavku termofilnych laktobacilov) v prvej faze zrenia. V poslednej faze zrenia je
tento rozdiel zanedbatelny (p < 0,05). V strednej faze zrenia je pocet identifikovanych
zluCenin premenlivy, tu je pravdepodobne potrebné brat do uvahy zmeny jednotlivych
zliCenin, napr. premena aldehydov, ketonov alebo kyselin na alkoholy, reakcie kyselin
a alkoholov za vzniku esterov a iné (vid’ kapitola 2.2.1).

Pocet identifikovanych SAL vo vzorkach sa pohyboval v rozmedzi 28 — 43. Najviac
zastupené boli alkoholy, nasledované ketonmi a karboxylovymi kyselinami. Medzi
vzorkami nie su doélezité (p > 0,05) rozdiely; zastipenia chemickych skupin sa taktiez
nelisili. Pridavok termofilov teda pravdepodobne nema vplyv na pocet SAL v syroch.

5.3.2.4 Porovnanie identifikovanych latok vo vzorkdach — priebeh zrenia

Ak berieme do uvahy priebeh zrenia syrov, je mozné ocakavat tvorbu novych
zluCenin, ateda zvySovanie ich poctu. Ako je viditelné z grafu (Obrazok 21), tento
predpoklad sa nepotvrdil. Iba uvzorky D (bez pridavku termofilnych laktobacilov)
je zrejmy mierny narast a u vzorky H (Lactobacillus plantarum) je v poslednej faze viac
detegovanych zlucenin. V ostatnych vzorkach pocet prekvapivo skor klesa, resp. na konci
zrenia je menej zluCenin nez na zaciatku. Spektrum zlt€enin v nezrelych syroch je odlisné
od zrelych syrov a zrejme sa pocas zrenia niektoré zliceniny, pochadzajuce z mlieka,
prip. vznikajice v prvych fazach vyroby pr fermentacii laktdozy, odburavaju
az na jednoduché zltceniny (kapitola 2.2.1), ktoré nie st naSou metoddou detegované.
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Obrazok 21: Celkovy pocet prchavych latok podla chemickych skupin vo vzorkach
syrov - priebeh zrenia. Znacenie vzoriek vid' Tabulka 15
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5.3.2.5 Semikvantifikdacia prchavych latok v modelovych vzorkdch syra

Vzhl'adom ku velkému poctu identifikovanych zlicenin a ich chemickej rozmanitosti
bol obsah SAL vo vzorkéch zist ovany semikvantitativnou analyzou, tj. porovnanim ploch
pikov jednotlivych zluCenin, ¢im st dostatocne postihnuté rozdiely medzi vzorkami.

5.3.2.6 Porovnanie obsahu identifikovanych latok vo vzorkdch — pouZité Startovacie
kultury

V grafu (Obrazok 22) je uvedené porovnanie obsahu identifikovanych zlucenin
vo vzorkach rozdelenych podla chemickych skupin. Z kvantitativneho hl'adiska boli
vo vSetkych syroch najviac zastipené ketony a karboxylové kyseliny, podobne ako
napr. v praci Dirincka [146] v réznych typoch komercne; Goudy. Ich celkovy obsah sa
vo vzorkach pohyboval od 72 do 94 %. Ako uz bolo vyssie zmienené, u eidamskych syrov
je pre vznik SAL pocas zrenia najdolezitejSia proteolyza, preto je mozné u vzoriek
s pridavkom termofilnych laktobacilov ofakavat vyssi obsah SAL. Prekvapivo v prvej
faze zrenia bol najdeny najvyssi obsah (p <0,05) u vzorky D (bez pridavku termofilnych
laktobacilov). Az ku konci zrenia sa rozdiely medzi vzorkami vyrovnavali. To potvrdzuje
vplyv laktokokov na obsah prchavych latok v syroch. Pridavok termofilov teda ma vplyv
na obsah SAL, ale iba v poCiatocnej fazy zrenia, napodiv sa obsah skor znizil.

Co sa tyka roznych kmetiov Lactobacillus casei (vzorky G al) a Lactobacillus
plantarum (vzorky H a I), boli aj medzi nimi $tatisticky vyznamné rozdiely (p < 0,05) .

7
;‘ 6 F
= # Terpenoidy
= . _—
5 s, B Sime zluéeniny
T4 - i B . " Laktony
- r
5?, ® Estery
i 3 4 : m Kyseliny
E "
EY B Ketony
o
B Aldehvdy
1 4
B Alkoholy
0

D14 G14 114 H14 114 D28 G28 128 H28 128 D56 G56 156 HS56 156

Obrazok 22: Obsah prchavych ldtok podla chemickych skupin vo vzorkach syrov -
pouZzité Startovacie kultury. Znacenie vzoriek vid Tabulka 15

5.3.2.7 Porovnanie obsahu identifikovanych latok vo vzorkdch — priebeh zrenia.

V grafu (Obrazok 23) su vyjadrené zmeny v obsahu zla¢enin prislus§nych chemickych
skupin v priebehu zrenia jednotlivych syrov. Vzhl'adom k rozsiahlym dejom, ktoré pocas
zrenia syrov prebiehaju, je mozné oc¢akavat vyrazny narast obsahu prchavych latok.
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Avsak rovnako ako klesal pocet identifikovanych zlucenin (kapitola 5.3.2.4), kles4 aj
ich obsah. Vysoky obsah niektorych zluCenin v nezrelych syroch (Obrazok 23),
predovsetkym ketonov (vid’ d'alej), je odburavany az na jednoduché zluceniny, ktoré nie
su nasou metddou detegované.
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Obrazok 23: Obsah prchavych ldtok podla chemickych skupin vo vzorkach syrov -
priebeh zrenia. Znacenie vzoriek vid Tabulka 15
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5.3.2.8 Diskusia jednotlivych zlicenin

V tejto kapitole su podrobnejSie diskutované zmeny chemickych skupin SAL
aj jednotlivych identifikovanych zlucenin. Pre lepsiu prehl'adnost’ si vysledky uvadzané
ako relativny obsah, tj. % z celkovej plochy vSetkych pikov na chromatograme, v pripade
jednotlivych zlucenin ako % z celkovej plochy pikov danej chemickej skupiny.

Alkoholy

Biosyntéza alkoholov sa skladda z metabolizmu laktozy, citratu a aminokyselin,
redukcie metylketonov a degradacie niektorych MK (linolova, linolénova) [66], [70].

Vo vzorkéach syrov bolo identifikovanych celkovo 11 alkoholov: 2-etylhexan-1-ol,
butan-1-ol, pentan-1-ol, heptan-2-ol, 3-metylbut-2-én-1-ol, hexan-1-ol, okt-1-én-3-ol,
butan-2,3-diol, nonan-1-ol, benzylalkohol a fenol. Napriek tomu, ze tvorili najpocetnejsiu
skupinu identifikovanych SAL, ich relativny obsah vo vzorkach bol nizky (2,9 — 12,4 %).

Vo vSetkych vzorkach bol najvyssi obsah butan-2,3-diolu (35,7 — 89,5 %), ktory je
znamy ako vyznamna zlozka arémy eidamskych syrov (prispieva ku maslove] az
orechovej voni [86]). Jeho vyvoj sa medzi vzorkami vyrazne 1iSil (p < 0,05). V syroch
vznika z biacetylu, u vzoriek D, G a I najprv dochadza k narastu a neskor k poklesu, ale
napr. u vzorky H po celt dobu rastol au vzorky J nepretrzite klesal pravdepodobne
v dosledku d’alSieho odburavania. U vacsiny ostatnych alkoholov bol zisteny klesajuci
obsah vo vSetkych vzorkach, z dovodu ich oxidacie a/alebo esterifikacie [66], [70].
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Ak vezmeme v uvahu konecnu fazu zrenia, najniz§i obsah alkoholov bol
identifikovany vo vzorke G (4,0 %) alJ (3,6 %) (Lactobacillus casei), naopak najvyssi
vo vzorke H (10,7 %) (Lactobacillus plantarum). Produkcia alkoholov sa teda
u jednotlivych druhov a kmeniov pouzitych kultir vyznamne liSila (p < 0,05) a nie je
mozné tvrdit, ze pridavok termofilnej kultiry ma jednoznacny vplyv na ich tvorbu.

Shiota a kol. [145] identifikovali priaznivy vplyv benzylalkoholu na prijatel'nost’ syrov
typu Gouda u japonskych hodnotitel'ov, vdaka jeho prijemnej ovocnej az kvetinovej voni
[97]. Jo akol. [93] taktiez skimali vplyv na syry typu Gouda senzorickym panelom
10 skolenych hodnotiteliek a detegovali priaznivy vplyv fenolu na tvorbu flavouru. Jeho
aréma je v nizkych koncentraciach opisovana ako pikantna alebo dymova [93], [93].

Aldehydy

Aldehydy vznikaju pocas B-oxidacie nenasytenych MK, katabolizmu aminokyselin,
pripadne z metabolizmu citratu a laktatu (vid’ kapitola 2.2.1.2).

Vo vzorkach bolo identifikovanych celkovo 5 aldehydov (hexanal, heptanal, nonanal,
dekanal a benzaldehyd); ich relativny obsah v syroch bol opat’ vel'mi nizky (0,8 — 4,3 %).
Jo a kol. [93] detegovali v syroch typu Gouda benzaldehyd, hexanal a heptanal.

Vyskyt aldehydov v syroch je zvycajne iba prechodny, pretoze pocas zrenia podliehaju
redoxnym reakciam za vzniku alkoholov alebo karboxylovych kyselin [78]. Tomu
zodpovedaju aj zmeny v priebehu zrenia vSetkych syrov. Celkovy obsah aldehydov
vacsinou klesal, pricom vyssia rychlost degradacie bola v pociatocnych fazach zrenia.
Rovnako tomu je aj u vacsiny jednotlivych aldehydov. Vyssi obsah hexanalu u vzorky J
(Lactobacillus casei) (57,89 %) na zaCiatku zrenia, moze byt spOsobeny vcasnou
oxidaciou syra tesne po vyrobe, kedy zkyseliny linolénove] vznikaja
14- a 13-hydroperoxidy, ktoré sa dalej metabolizuji na pentanal a hexanal.

Hexénal je povazovany za vyznamnu zlozku arémy eidamskych syrov [78], ale
prijeho vyssSich koncentraciach je jeho aroma neprijemna a vyssi obsah by mohol
signalizovat’ nespravny priebeh zrenia; v d’alSich fazach zrenia bol vSak odburany.

V konecnej fazy zrenia bol najvyssi obsah aldehydov vo vzorke D - bez pridavku
termofilov (3,5 %), vd’aka vysokému obsahu vyznamnej SAL benzaldehydu (78,26 %),
ktory vznikéd z fenylalaninu (aroma horkych mandli) [78]. V ostatnych vzorkach bol
rychlejSie odburany. Najniz§i obsah aldehydov bol vo vzorke J (Lactobacillus casei)
(0,8 %) al (1,4 %) (Lactobacillus plantarum). Produkcia aldehydov sa u jednotlivych
druhov a kmenov pouzitych kultur vyznamne liSila (p < 0,05), pridavok termofilov
sposobil znizenie ich obsahu, v désledku rychlejSieho odburavania.

Ketony

Ketony v syroch pochadzaju z B-oxidacie VMK a metabolizmu laktatu a citratu [88].

Vo vzorkach bolo identifikovanych 7 ketonov: heptan-2-6n, oktan-2-6n, acetoin,
nonan-2-6n, 6-metylhept-5-én-2-6n, undekan-2-6n a tridekan-2-6n; tvorili kvantitativne
najvacsiu zlozku aromatického profilu vSetkych vzoriek (27,3 — 69,2 %).

Shiota akol. [145] identifikovali acetoin, heptan-2-6n, nondn-2-6n, undekan-2-6n
a tridekan-2-6n. Detegovany bol narast koncentracie metylketonov (undekan-2-6n
a tridekan-2-6n) az do 40 tyzdna zrenia, naopak klesala koncentracia acetoinu. Dirinck
a kol. [146] identifikovali heptan-2-6n, nonan-2-6n, undekan-2-6n a tridekan-2-6n.
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Jo akol. [93] detegovali v syroch typu Gouda taktiez acetoin, ktory mal priaznivy
vplyv pri prijatel'nosti pre hodnotitel'ov.

Celkovy obsah ketonov sa v priebehu zrenia znizoval u vSetkych vzoriek. Nebolo vSak
preukazané, ze dochadza k ich redukcii na sekundarne alkoholy, pretoze z tychto zlucenin
bol detegovany iba heptan-2-ol. Ako uz bolo zmienené, mohli byt pravdepodobne
odburané az na nami nedetegované jednoduché zluceniny. Najvyssi celkovy obsah
ketonov bol najdeny u vzorky D (bez pridavku termofilov) na zaciatku zrenia, ktory sa
prudko znizil az po viac ako mesiaci zrenia, dovtedy sa vyznamne nemenil.

Vo vSetkych vzorkach jasne prevladal obsah acetoinu (redukovana forma biacetylu)
(92,05 - 97,11 %), ¢o je typicky produkt fermentacie laktozy a citratového metabolizmu
aje znamy ako vyznamna zlozka aroma eidamskych syrov [88]. PoCas zrenia sa jeho
obsah znizoval, podobne ako uvadza Shiota a kol. [145].

Metylketony sa v syroch eidamského typu vyskytuji celkovo v omnoho nizSich
koncentraciach nez v plesiiovych syroch a pravdepodobne tak chut/flavour tychto syrov
vyznamne neovplyviiuju. U baktérii mlie€neho kvasenia je nepravdepodobné, ze budu
schopné prevadzat B-oxidaciu, ktora je kIi€ovym krokom pri produkcii metylketonov
[27]. Alewijn akol. [27] vo svojej praci uvadzaju zvySenie obsahu metylketonov
v priebehu zrenia u modelovych syrov typu Gouda, podobne, ako tomu bolo v naSom
pripade. Predpokladaju, ze produkcia tychto zlu€enin by mohla byt spdsobena pomalou
enzymatickou alebo chemickou reakciou, ktora doposial’ nebola popisana.

Pridavkom termofilnych kultar doslo ku vyznamnému (p < 0,05) poklesu obsahu
ketonov v pociatoCnej faze zrenia, v dosledku urychlenia ich odburavania. Najnizsi obsah
ketonov v konecnej faze zrenia bol vo vzorke H (Lactobacillus plantarum) (27,3 %),
naopak najvyssia vo vzorke J (Lactobacillus casei) (59,2 %). Produkcia ketoénov sa teda
u jednotlivych druhov a kmeriov pouzitych kultur vyznamne lisila (p < 0,05).

Karboxylové kyseliny

MK s dlhsim retazcom v syroch vznikaju lipolyzou mlie€neho tuku alebo rozkladom
aminokyselin. Krat§ie MK pochadzaju z degradacie laktozy, aminokyselin, prip. mozu
byt tvorené oxidaciou ketonov, esterov a aldehydov [66].

Vo vzorkach bolo identifikovanych 6 kyselin (octova, maslova, valérova, kapronova,
kaprylova anonanovd). Z hladiska kvantitativneho tvorili druht najvyznamnejsiu
skupinu (20,3 - 51,7 %). Aj v tomto experimente boli identifikované metédou HS-SPME-
GC-MS iba VMK s kratkym retazcom s maximalne 9 uhlikmi, pretoze prchavost VMK
so zvySujucim sa poctom uhlikov klesa, a pre ich stanovenie je nutna derivatizacia,
obyc¢ajne na MEMK [16]. Ostatné MK su diskutované v kapitolach 5.3.1.2 a 5.3.1.3.

Shiota a kol. [145] identifikovali kyseliny butanovi, kapronova, kaprylovy, hexanovu
a oktanovu, pri¢om bol signifikantny narast obsahu hexanovej a oktanovej kyseliny pocas
zrenia. Dirinck a kol. [146] taktiez identifikovali kyseliny hexanovua a oktanovu.

Vo vsetkych vzorkach bol prevladajuci obsah kyseliny octovej (84,61 — 90,25 %)
a vysoky obsah kyseliny maslovej (4,52 — 8,31 %). Toto zistenie sa zhoduje s vysledkami
Stadie Ruggirello a kol. [254], ktori taktiez namerali najvyssie hodnoty u zmienenych
kyselin v modelovych syroch. Kyselina maslova je povazovana dokonca za kl'icova
pre flavour eidamskych syrov [255], [253], jej obsah sa pocCas zrenia u vSetkych syrov
postupne zvySoval.

119



Jo akol. [93] zistili, ze na tvorbe flavouru syrov holandského typu sa podiela aj
kyselina octova. Kyselina maslova v zrejucich syroch pochadza z lipazovej selektivity
a preferencie pre tvorbu kratkych VMK alebo syntetizovanych mikroflorou v syre.

Celkovy obsah kyselin sa vac¢§inou behom zrenia znizoval v dosledku ich degradacie
na dalSie SAL. Pridavok termofilnej kultary, zrejme v dosledku jej vyraznejSej
metabolickej Cinnosti, viedol k miernemu zvySeniu obsahu detegovanych kyselin.
Najvyss§i obsah v konecnej faze zrenia bol namerany uvzorky H (Lactobacillus
plantarum) (51,7 %) a najnizsi obsah u vzorky D (bez pridavkov termofilov) (32,5 %)
a G (Lactobacillus casei) (39,1 %). Produkcia kyselin sa teda u jednotlivych druhov
a kmeriov pouzitych kultur taktiez vyznamne lisila (p < 0,05).

Estery
Estery vznikaju esterifikaciou MK, primarnych a sekundarnych alkoholov [66].

Vo vzorkéach bolo identifikovanych 10 metyl- a etylesterov: metyl valerat, metyl
kapronat, metyl kaprinat, metyl laurat, metyl myristat, metyl palmitat, etyl valerat, etyl
kapronat, etyl kaprylat, etyl kaprinat,. Podobne ako v pripade alkoholov, tvorili sice
pocetnu skupinu, ich relativny obsah vo vzorkach bol nizky (0,1 — 11,9 %).

Vo vzorkach bol identifikovany va¢si pocet metylesterov nez etylesterov (6 : 4). Metyl
kapronat (78,52 — 98,54 %), ktorého aréma je popisovana ako sladka, ovocna, ale taktiez
vona teplého mlieka, bol prevladajucim [147], [252], [250], [255]. Shiota a kol. [145]
identifikovali iba acetaty. Jo a kol. [93] detegovali etyl- valerat, hexanoat a oktanoat.

Narozdiel od niektorych autorov [55], [66], ktori uvadzaji dynamicky narast, v naSom
pripade sa celkovy obsah esterov v priebehu zrenia u vSetkych vzoriek mierne znizoval.
Najvyssi obsah esterov v konecnej faze zrenia bol namerany vo vzorke D (bez pridavku
termofilov) (11,9 %), zcoho je mozné usudit, ze pridavok termofilov viedol
pravdepodobne k vyraznejSiemu odburavaniu prekurzorov syntézy esterov. V ostatnych
vzorkach bol kone¢ny obsah esterov vel'mi nizky, v rozsahu 0,2 — 0,8 %. Pridavok
termofilnej kultiry nemal jednoznaény vplyv (p > 0,05).

Laktony
Laktony vznikaja intramolekularnou esterifikaciou hydroxykyselin [66].

Vo vzorkach syrov boli identifikované: 6-hexalakton, d-oktalakton a 6-dekalakton.
Shiota a kol. [145] zistili, ze d-laktony sa pocas zrenia tvoria rychlejSie nez y-laktony.
Ich relativny obsah vo vzorkéach bol velmi nizky (0,1 — 0,5 %). Hlavné prekurzory
laktonov, hydroxykyseliny, neboli vo vzorkach detegované. Shiota akol. [145]
detegovali v syroch typu Gouda o6-oktalakton a 6-dekalakton; obsah oboch laktonov
prudko rastol az do 20 tyzdia zrenia. Dirinck a kol. [146] identifikovali 6-dekalakton.
Jo a kol. [93] zistili, ze v dlhSie zrejucej Goude ma 6-dekalakton Castokrat vyssi obsah.
Okrem toho zistili, ze obsah 8-oktalaktonu a 6-dekalaktonu v syroch rastie rychlejsie nez
u y-laktonov. Collins a kol. [16] uvadzaju, ze y-laktony su typické skor pre rastlinné
materialy, ako aj pre zivociSne. Na druht stranu, prave o6-laktony su kl'ucové pre flavour
eidamskych syrov [44], vd’aka Comu bola predpokladana ich pritomnost’ vo vzorkach.

Najvyssi obsah po celt dobu zrenia bol prekvapivo vo vzorkach D (bez pridavku
termofilov); v konec¢nej faze zrenia bol vo vzorke D (0,5 %) a1 (0,5 %) (Lactobacillus
plantarum) a najnizsi vo vzorke G (0,4 %) a J (0,4 %) (Lactobacillus casei).
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Produkcia laktonov sa vyrazne liSila (p < 0,05) ujednotlivych druhov a kmerniov
pouzitych kultur, ich pridavok nemal na obsah laktonov jednoznacny vplyv.

Sirne zliéeniny
V syroch vznikaji degradaciou metioninu [90]; detegované boli metional
a dimetylsulfon. Ich relativny obsah v syroch sa pohyboval v rozmedzi 0,03 — 0,09 %.

Taktiez Jo akol. [93] vo svojej praci o syroch typu Gouda identifikovali metional,
ktory bol skor opisany ako jeden z klI'iCovych sirnych zla€enin pritomnych v syroch typu
Gouda. Vyssi celkovy obsah sirnych zlucenin bol v dlhsie zrejacich syroch.

Dimetylsulfon bol pritomny vo vSetkych vzorkéach, pricom jeho obsah pocas zrenia
klesal. Pritomnost metionalu bola preukazand iba usyrov s pridavkom termofilne;j
kultury v neskorsich fazach zrenia, pravdepodobne v dosledku vyraznejsej proteolyzy.

Celkovy obsah sirnych zluc¢enin v priebehu zrenia bol premenlivy, av§ak v konecnej
faze zrenia bol najnizsi obsah najdeny vo vzorke D (0,05 %), ¢o by mohlo indikovat, ze
jednotlivé druhy a kmene pouzitych kultur sa sice vyznamne liSia aj v produkeii sirnych
zluCenin (p < 0,05), ale pridavok termofilnej kultiry moze mat’ vplyv na ich zvySenu
tvorbu, zrejme v dosledku zmienenej vy§Sej proteolytickej aktivity.

Terpény, terpenoidy

Tieto latky sa do syrov dostavaju ako stucast’ stravy dojnic [15].

Do tejto skupiny (0,3 — 9,9 %) boli zaradené 2 terpény: B-myrcén, D-limonén
a 4 terpenoidy - linalool, karvon, citral a citronellol. Najvyssi obsah mal prakticky
vo vSetkych odberoch vzoriek D-limonén (53,45 — 98,11 %). Shiota a kol. [145] vo svojej
praci o syroch typu Gouda, detegovali limonén. Taktiez Jo a kol. [93] identifikovali
limonén ako kI'aiCovu zlozku pri tvorbe profilu syru.

U ostatnych latok bol ich vyskyt vo vzorkach syrov skér nepravidelny. Okrem citralu
sa obsah tychto latok vo vzorkach v priebehu zrenia vyrazne znizoval, pravdepodobne
v dosledku degradacie. ZvysSujuci sa obsah citralu je sposobeny chemickou premenou
citronellolu. Pridavok termofilnej kultiry nemal na obsah terpenoidov jednoznacny
vplyv. V konec¢nej faze zrenia bol najnizsi obsah vo vzorke D (0,34 %).

5.3.2.9 Porovnanie senzoricky aktivnych latok vo vzorkdach komercénych
a modelovych syrov

Ako Standardy pre porovnanie s na§imi modelovymi vzorkami boli zvolené 3 druhy
syrov eidamského typu s réznym obsahom t. v s. (20, 30 a 45 %) zakipené v beznej trznej
sieti, u ktorych sa predpoklada plne vyvinuty flavour. Vzorky boli podrobené analyze
za rovnakych podmienok a porovnané s modelovymi vzorkami v konecnej fazy zrenia
(56 dni). Modelové vzorky maju deklarovani hodnotu 45 % t. v s. Porovnanie poctu
identifikovanych SAL je uvedené v grafe (Obrazok 24), porovnanie obsahu SAL v grafe
(Obrazok 25). Rovnako ako v experimente I, bolo identifikovanych v komerénych
vzorkach cca o poloviéné mnozstvo viac SAL, ako v modelovych vzorkach.

Ako je vidiet v grafe (Obrazok 24), zlozenie SAL vsetkych 3 komercnych syrov je
podobné. Rozmanity profil komerénych syrov je v poriadku, ked’ze sa u nich ofakéava
kompletny a pestrejsi vyvoj flavouru.
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V modelovych vzorkach boli identifikované rovnaké SAL ako v komer¢nych, okrem:
heptanalu (D28), metyl valeratu (J28), etyl valeratu (D28), metyl kaprinatu (D56 a J28),
etyl kaprinatu (J28) a oktan-2-6nu (G14 aJ14), ktoré boli najdené iba v ojedinelych
pripadoch aj v modelovych vzorkach. Ich pritomnost je spdsobena metabolizmom
spomenutych latok na d’alsie SAL [32] v procese zrenia (vid” kapitola 2.2.1).
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& m Keton
- » Ester
10 m Alkohol
® Aldehyd

0
D36 G36 J56 H36 156 M20%¢tvs M30%tvs M433%¢tvs

Obrazok 24: Porovnanie jednotlivych chemickych skupin identifikovanych
vo vzorkdch (celkovy pocet); znacenie vzoriek vid Tabulka 15; M - komercné syry
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Obrazok 25: Obsah prchavych ldatok podla chemickych skupin vo vzorkdch syrov.
Znacenie vzoriek vid Tabulka 15

Z grafu (Obrazok 25) je viditeny vyrazne vyssi obsah SAL v komer¢nom syre M45
(45 % t. v s.), a to konkrétne alkoholov, aldehydov, kyselin, esterov a terpenoidov.
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Ak porovname obsah SAL, vzhl'adom k tomu, ze tuk je vyznamnym zdrojom SAL,
je mozné predpokladat, ze vySSi obsah t. vs., bude znamenat vyS$i obsah SAL.
V uvedenych chemickych skupinach prevladali: butan-2,3-diol, benzaldehyd, metyl
kapronat, kyselina octova a D-limonén, tj. latky, ktoré sa nachadzali vo vyznamnych
mnozstvach aj v naSich vzorkéach, priCom kyselina octova a D-limonén st povazované
za kli¢ové pre flavour eidamskych syrov [256]. Zlozenie modelovych vzoriek
(45 % t.v s) odpovedalo komerénym syrom s niz§im obsahom t. vs. (M20 a M30).
V tychto vzorkach bol nizsi obsah alkoholov a dal§ich chemickych skupin okrem
laktonov a sirnych zlucenin. To potvrdzuje kompletny a pestrejsi vyvoj flavouru
u komercnych syrov.

5.4 Statistické vyhodnotenie vysledkov merania pomocou metédy PCA

Vysledky boli na zaver podrobené §tatistickému testovaniu s pouzitim metody PCA.
Analyza hlavnych komponent (PCA) je viacrozmerna Statisticka metoda, pomocou ktorej
je mozné zredukovat' velky pocCet povodnych dat a vysvetlit' variabilitu a zavislost
povodnych premennych. Cielom PCA je transformacia dat z povodnych znakov ¢i
premennych do mensieho poctu latentnych (skrytych) premennych. Nové premenné maju
vhodnej§ie vlastnosti, niz§i pocet, vystihuji premenlivost znakov a st vzijomne
nekorelované. Tieto latentné premenné sa nazyvaji hlavné komponenty [237].

5.4.1 Experiment I

Pre statistické spracovanie boli pouzité vysledky merania vSetkych modelovych
(3 kombinacie kultar, 4 faze zrenia, resp. 2 faze u série C — celkovo 10 vzoriek)
a komercnych vzoriek. K interpretacii dat bolo vyuzité grafické vyjadrenie (vzdy prvé
dve komponenty) — tzv. graf komponentnych vah, ktory zobrazuje sledované znaky
(4. zluceniny), a tzv. rozptylovy diagram komponentného skore, ktory zobrazuje objekty
(4. vzorky). Vzorky umiestnené blizko/d’aleko od seba st si podobné/odlisné, zlucCeniny
s vysokou mierou premenlivosti, a teda dolezité pre rozliSenie vzoriek, lezia d’aleko
od pociatku, zlu¢eniny s malou dolezitost'ou lezia blizko pociatku.

Testované boli vysledky merania obsahu SAL, MK a VMK. Cielom bolo zistit, ¢i je
mozné od seba odlisit’ jednotlivé vzorky na zéklade identifikovanych zlucenin, podl'a
priebehu zrenia, ale aj podl'a pouzitych §tartovacich kultur.

5.4.1.1 Vyhodnotenie merania viazanych a vol’'nych mastnych kyselin

V pripade MK boli pre spracovanie pouzité priemerné hodnoty zo vsetkych merani
obsahu identifikovanych MK a VMK (celkovo 20; v mg - g™! tuku).

Na grafu (Obrazok 26) je znazornena diferenciacia jednotlivych vzoriek na zaklade
obsahu MK. Z grafu je viditelné rozdelenie vzoriek pozdiz prvej hlavnej komponenty
(F1) podla doby zrenia. Nezrelé vzorky sa nachadzaju v pravej Casti a zrelé modelové
vzorky sa nachadzaju v l'avej Casti grafu.
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Obrazok 26: Rozptylovy diagram komponentného skore - diferencidcia jednotlivych
vzoriek na zdklade obsahu viazanych MK; znacenie vzoriek vid Tabulka 13

Prvé dve komponenty popisuju dostatocnych 68,51 % z celkovej variability systému.
Vsetky identifikované MK pozitivne koreluju s prvou hlavnou komponentou — ich obsah
sa v priebehu zrenia znizoval. Pre konstrukciu F1 (Obrazok 27) st najdolezitejsSie
kyseliny kapronova (0,89), kaprylova (0,95), kaprinova (0,95), myristova (0,98) a olejova
(0,95). Co sa tyka pouzitych kultar, diferenciacia vzoriek nie je jednoznaéna, z grafu
(Obrazok 26) je mozné pozorovat podobnost vzorieck A aB (lezia blizko seba
vo vSetkych fazach zrenia), st medzi nimi malé rozdiely v obsahu MK. Odli§né su vzorky
C (prevaha termofilnej kultiry), ktoré st umiestnené oddelene v 'avej dolnej Casti grafu.
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Obrazok 27: Graf komponentnych vah vietkych identifikovanych MK — Exp 1
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V grafu (Obrazok 28) je znazornena diferenciacia jednotlivych vzoriek na zaklade
obsahu VMK. Prvé dve komponenty popisuju iba 48,92 % z celkovej variability systému.
Vicsina identifikovanych VMK koreluje pozitivne s F1. Aj v pripade VMK dochadzalo
pocas zrenia k ich miernemu poklesu. Najdolezitej§imi zluCeninami (vid Obrazok 29)
pre kon$trukciu F1 st kyseliny kaprinova (0,98), myristova (0,99), laurova (0,99),
myristoolejova (0,98), palmitova (0,99) a olejova (0,96).
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Obrazok 28: Rozptylovy diagram komponentného skore - diferencidcia jednotlivych
vzoriek na zdklade obsahu VMK ; znacenie vzoriek vid Tabulka 13

Vysledky nie su jednoznacné, ale do urcite] miery naznacuju podobnost’ ako v pripade
MK. Ku konci zrenia vzorky A a B tvoria zhluk v 'avej hornej Casti grafu a nie su teda
medzi nimi vyznamné rozdiely (p < 0,05). Vzorky C s umiestnené v pravej spodnej Casti.
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Obrazok 29: Graf komponentnych vah vietkych identifikovanych VMK — Exp [

125



Z vysledkov vyplyva, ze je mozné na zaklade obsahu MK dobre odlisit’ rozne faze
zrenia. Na druht stranu pouzité Startovacie kultury vykazuja podobny priebeh lipolyzy
a nedaju sa takto odlisit. Aj ked’ v pripade MK je vzorka C4 osamostatnend od vzoriek
A8 a B8, z coho mozno usudit, ze vd'aka vyS§sSiemu pridavku termofilov je lipolyza
mierne rychlejsia.

5.4.1.2 Vyhodnotenie vysledkov merania prchavych latok

V pripade SAL boli pre spracovanie pouzité priemerné plochy pikov (n = 3) vSetkych
identifikovanych zluCenin (celkovo 51). V grafu (Obrazok 30) je znazornena
diferenciacia jednotlivych vzoriek na zaklade obsahu vsetkych identifikovanych zlti¢enin
pomocou F1 aF2. Prvé dve komponenty popisuju 54,13 % zcelkovej variability
systému, prveé tri 65,4 % a prvé §tyri 73,2 % premenlivosti systému.

Pre konstrukciu F1 boli najdolezitejSimi parametrami butan-2,3-dion (0,88), nonanal
(0,93), heptan-2-6n (0,83), acetoin (0,90), , nonan-2-6n (0,94), D-limonén (0,84)
a benzaldehyd (0,90). Pre konstrukciu F2 boli najddlezitejSimi parametrami heptan-2-6n
(0,92), nonan-2-ol (0,80), cinnamaldehyd (0,94) a a-pentylcinnamaldehyd (0,94), pre F3
eugenol (0,74) a metanol (0,68) a pre F4 benzylalkohol (0,62). Tieto zluCeniny
vykazovali najvacsiu premenlivost’ a najlepsie tak vyjadruju rozdiely medzi vzorkami.
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Obrazok 30: Rozptylovy diagram komponentného skore - diferencidcia jednotlivych
vzoriek na zdklade obsahu SAL; znacenie vzoriek vid Tabulka 13

Z grafu (Obrazok 30) je viditelné rozdelenie vzoriek podl'a doby zrenia pozdiz F1.
V tomto pripade su zrelé vzorky v l'avej Casti grafu a nezrelé vzorky v pravej Casti grafu.

Z grafu (Obrazok 31) je zrejmé rozmiestnené identifikovanych SAL, pricom tie
umiestnené v pravej Casti grafu (pozitivne koreluju s F1) su typické pre menej zrelé syry,
tie v lavej Casti skor pre zrelSie — ich obsah sa v priebehu zrenia zvySoval.
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Co sa tyka pouzitych kultar, diferenciacia vzoriek nie je jednoznaéna;, odpovedajuce
vzorky (A, B, C) v jednotlivych fazach zrenia su umiestnené pomerne blizko seba, z ¢oho
vyplyva, ze pridavok termofilnej kultiry nema vyznamny vplyv na vyvoj prchavych latok
v syroch. Komeréné vzorky Ementdl a Moravsky bochnik tvoria samostatny zhluk
v l'avej hornej cCasti grafu, ¢o potvrdzuje skor zistené vyznamne odlisné zlozenie SAL
od modelovych vzoriek. Z grafu (Obrazok 31) je mozné vycitat, ze je pre ne typicky
predovsetkym vyssi obsah prchavych kyselin — octova, maslova, propionova, pentanova,
a heptanova.
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Obrazok 31: Graf komponentnych vah vietkych identifikovanych SAL — Exp 1

5.4.1.3 Korelacia obsahu mastnych kyselin a prchavych latok

Pre kompletné Statistické vyhodnotenie bola prevedena analyza vSetkych nameranych
dat zo vietkych merani obsahu identifikovanych MK a VMK (celkovo 20; v mg-g! tuku)
a SAL (celkovo 51; plochy pikov). V grafu (Obrazok 32) je znazornena diferenciacia
jednotlivych vzoriek, v tomto pripade prvé dve komponenty popisuju 66,7 % z celkovej
variability systému. Viditelné je vynikajuce odliSenie komercnych vzoriek, ktoré su
v lavej Casti grafu, a modelovych vzoriek v pravej Casti grafu, Co opat’ potvrdzuje ich
kompletne odli§né zlozenie od modelovych vzoriek, zaroven su si ale obidva komercné
vzorky (Ementéal, Moravsky bochnik) z hl'adiska sledovanych latok prekvapivo vel'mi
podobné, napriek rozdielom vo vyrobe a zreniu (vid’ kapitoly 2.1.5.2 a 2.1.6.2).

Rovnako vyznamné je rozdelenie vzoriek na zaklade dizky zrenia pozdiz komponenty
F2; vzorky na zaciatku zrenia st v dolnej ¢asti grafu a vzorky na konci zrenia st v hornej
Gasti grafu. Zaroveii su vzorky rozlidené aj pozdiz komponenty F1 podla dizky zrenia.

Menej zrelé vzorky sa nachadzaju v l'avej a zrelé vzorky sa nachadzaju v pravej Casti.
Vplyv pouzitych kultar sa ukazal ako nevyznamny, zvlast v poslednej fazy zrenia (A8,
B8); vzorky su umiestnené vel'mi blizko seba a st si teda vel'mi podobné.
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Obrazok 32: Rozptylovy diagram komponentného skore - diferencidcia jednotlivych
vzoriek na zdklade obsahu MK, VMK a SAL; znacenie vzoriek vid Tabulka 13

5.4.2 Experiment II

Pre statistické spracovanie boli pouzité vysledky merania vSetkych modelovych
(5 kombinacii kultar, 3 faze zrenia — celkovo 15) a komerénych vzoriek. K interpretacii
dat bolo vyuzité grafické vyjadrenie, rovnako ako v experimentu I (vzdy prvé dve
komponenty) graf komponentnych vah, rozptylovy diagram komponentného skore [237].

Testované boli vysledky merania obsahu SAL, MK a VMK. Cielom bolo zistit, ¢i je
mozné od seba odlisit’ jednotlivé vzorky na zaklade tychto parametrov, podla priebehu
zrenia, ale aj podl'a pouzitych Startovacich kultur.

5.4.2.1 Vyhodnotenie merania viazanych a vol’'nych mastnych kyselin

V pripade MK boli pre spracovanie pouzité¢ priemerné hodnoty (n = 3) obsahu
vietkych identifikovanych MK a VMK (celkovo 17; v mg - g”! tuku).

Z grafu (Obrazok 33) je viditeIné rozdelenie vzoriek pozdiz prvej hlavnej komponenty
(F1) podl'a doby zrenia. Menej zrelé vzorky sa nachadzaju v pravej a zrelé vzorky v l'avej
Casti grafu. Prvé dve komponenty popisuju 71,69 % z celkovej variability systému.
Vicsina identifikovanych MK pozitivne korelovala s komponentou F1 (Obrazok 34) —
ich obsah sa v priebehu zrenia znizoval. Pre konstrukciu F1 st najddlezitejsie kyseliny
kapronova (0,90), kaprylova (0,95), kaprinova (0,97), myristova (0,99) a olejova (0,96).

Co sa tyka pouzitych kultar, diferencidcia vzoriek nie je jednoznaéna, z grafu
(Obrazok 33) je mozné pozorovat’ podobnost’ vSetkych vzoriek v poslednej faze zrenia
(tvoria zhluk v l'avej Casti grafu), avSak v pociatoCnej faze zrenia su vzorky od seba viac
vzdialené (prava cast’ grafu) - su medzi nimi rozdiely v obsahu MK. Vzorka D28
(bez pridavku termofilov), obsahovala na pociatku zrenia najvacsie mnozstvo MK, ¢o by
mohlo naznacovat’ pomalsi nastup lipolyzy - umiestnena samostatne v hornej Casti grafu.
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Obrazok 33: Rozptylovy diagram komponentného skore - diferencidcia jednotlivych
vzoriek na zdklade obsahu viazanych MK; znacenie vzoriek vid Tabulka 15
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Obrazok 34: Graf komponentnych vah vietkych identifikovanych MK — Exp 11

Na grafu (Obrazok 35) je zndzornena diferenciacia jednotlivych vzoriek na zaklade
obsahu VMK. Prvé dve komponenty popisuju 82,65 % z celkovej variability systému.
Aj tu je do urgitej miery viditeIné rozdelenie vzoriek podla zrenia pozdiz komponenty
F1. Véicsina identifikovanych VMK koreluje vyrazne pozitivne s F1 (Obrazok 36).
Aj v pripade VMK dochadzalo pocas zrenia k ich miernemu poklesu.

Najdolezitejsimi zla¢eninami pre konstrukciu F1 (Obrazok 36) su kyseliny kaprinova
(0,95), myristova (0,99), palmitova (0,97), stearova (0,90) a olejova (0,93).
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Obrazok 35: Rozptylovy diagram komponentného skore - diferenciacia jednotlivych
vzoriek na zdklade obsahu VMK ; znacenie vzoriek vid Tabulka 15
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Obrazok 36: Graf komponentnych vah vietkych identifikovanych VMK — Exp 11

Z vysledkov vyplyva, ze je mozné na zaklade obsahu MK a VMK dobre odlisit rozne
fazy zrenia. Na druhu stranu pouzité Startovacie kultiry vykazuji podobny priebeh
lipolyzy a nedaju sa takto odlisit’.

5.4.2.2 Vyhodnotenie vysledkov merania prchavych latok

V pripade SAL boli pre spracovanie pouzité priemerné plochy pikov (n = 3) vSetkych
identifikovanych zlucenin (celkovo 50). Pre vysvetlenie 75,04 % z variability pdvodného
systému bolo treba pat’ komponent; prvé tri komponenty vysvetluju 54,94 % a prvé Styri
62,68 % premenlivosti systému.
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Obrazok 37: Rozptylovy diagram komponentného skdre SAL vo vsetkych vzorkdch -
diferencidcia jednotlivych vzoriek na zdklade obsahu prchavych zhicenin; znacenie
vzoriek vid Tabulka 15

V grafu (Obrazok 37) je znazornena diferenciacia jednotlivych vzoriek na zaklade
obsahu vsetkych identifikovanych zlu€enin pomocou F1 a F2. Metoda PCA sa v tomto
pripadne prili§ neosvedc¢ila, prvé dve komponenty vysvetl'uju iba 43,02 % z celkového
rozptylu povodnych premennych a z grafu nie je mozné vycitat’ zretelné rozdelenie
modelovych vzoriek.
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Obrazok 38: Graf komponentnych vah vietkych identifikovanych SAL — Exp I1
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Dobre oddelené su iba komeréné vzorky, vzorky s niz§im obsahom t. v s. (M20 a M30)
tvoria zhluk v l'avej dolnej Casti. Vzorka s 45 % t. v s. je umiestnena samostatne v pravej
Casti, disponovala najvyssim obsahom SAL.

Vsetky tri komercné vzorky sa svojim zlozenim vyrazne odliSovali od modelovych
vzoriek. Z tohto dovodu bola prevedena d’alSia PCA (Obrazok 39) iba pre modelové
vzorky. Ani takto sa PCA prili§ neosvedCila, prvé dve komponenty vysvetluju iba
36,09 % 1z celkového rozptylu povodnych premennych. Pre vysvetlenie 74,24 %
z variability povodného systému bolo potrebnych Sest komponent; prvé tri komponenty
vysvetl'uja 47,69 %, prvé §tyri 57,25 % a prvych pét 66,67 % premenlivosti systému.

Napriek tomu je mozné z grafu vy¢itat’ urcité rozdelenie modelovych vzoriek podla
zrenia pozdiz komponenty F2.

Vzorky na zaciatku zrenia, po 14 diioch, s umiestnené v hornej Casti grafu. Naopak
zrelé vzorky, po 56 dinoch, sa nachadzaju v dolnej Casti grafu. Vzorky s pridavkom
termofilov (G56, H56, 156, J56) v neskorSich fazach zrenia tvoria zhluk v I'avej dolnej
Casti grafu (Obréazok 39), zatial' ¢o na zaciatku zrenia tvoria zhluk v hornej Casti spolocne
so vzorkou D, z ¢oho vyplyva, ze pridavok termofilov mé vplyv na vyvoj prchavych latok
v syroch, ale skor ku konci zrenia.
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Obrazok 39: Rozptylovy diagram komponentného skdre SAL v modelovych vzorkach -
diferencidcia jednotlivych vzoriek na zdaklade obsahu prchavych zhicenin; znacenie
vzoriek vid Tabulka 15

Pre konstrukciu F1 sa ukazali byt najddlezitejSimi parametrami B-myrcén (0,77),
karvon (0,83), metyl kaprylat (0,77), etyl valerat (0,81), metyl laurat (0,83), etyl kaprinat
(0,71) a metyl palmitat (0,80). Pre konStrukciu F2 boli najddlezitejSimi parametrami
3-metylbut-2-én-1-o0l (0,76), benzylalkohol (0,71) akyselina octova (0,57), pre F3
kyselina nonanova (0,45), nonan-2-6n (0,50) a acetoin (0,51) a pre d-hexalaktén (0,23).
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5.4.2.3 Korelacia obsahu mastnych kyselin a prchavych latok

Pre kompletné Statistické vyhodnotenie bola opat’ prevedend analyza vsetkych MK
a VMK (celkovo 17; v mg - ¢! tuku) a SAL (celkovo 50; plochy pikov).
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Obrazok 40: Rozptylovy diagram komponentného skore - diferencidcia jednotlivych
vzoriek na zdklade obsahu MK/VMK, ploch pikov SAL, znacenie vzoriek vid Tabulka 15

Prvé dve komponenty (Obrazok 40) popisuju 43,0 % z celkovej variability systému.
Komer¢né vzorky tvoria zhluk v hornej Casti grafu, vzorky M 20 % aM 30 % su si
z hladiska zloZenia velmi podobné. Modelové vzorky st rozdelené pozdiz komponenty
F1 na zéklade dizky zrenia. Vzorky na zadiatku zrenia st v l'avej &asti grafu a st od seba
pomerne vzdialené, vzorky zrelSie tvoria zhluk v pravej hornej Casti grafu.

Vplyv pridavku termofilnych kultir sa teda prejavuje v pociatoc¢nej fazy zrenia,
v neskorsich fazach st rozdiely medzi vzorkami nevyznamné (p < 0,05).
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6 PRINOS PRACE PRE VEDU A PRAX

Prirodné syry patria vzhladom ku svojmu zlozeniu k najhodnotnejSim potravinam,
ked'ze v sebe koncentruju zékladné zlozky suSiny mlieka; obsahuju vysoky podiel
lipidov, vitaminov a mineralnych latok. Zo spotrebitel'ského hl'adiska je vSak vedla
nutri¢nych vlastnosti syrov ¢asto urCujuca ich senzoricka kvalita, teda vzhl'ad, farba,
textira a predovSetkym chut’ a vona (,,chutnost™, angl. , flavour®). Kazdy typ syra ma
svoj unikatny flavour, ktory je z chemického hl'adiska tvoreny obsahom tzv. senzoricky
aktivnych latok a je wvysledkom chemickych a mikrobidlnych vlastnosti mlieka,
jednotlivych krokov vyroby, a predovSetkym podmienok v priebehu zrenia.

Siroky sortiment a rozne chutfové vlastnosti syrov vedu neustile ku zvySovaniu
spotreby mlieCnych vyrobkov. ZvySenie zaujmu spotrebitelov o syry tuzemskej vyroby
by urcite prospelo rozSireniu sortimentu a kvality nasej produkcie, ktora by sa potom
mohla lepsSie uplatnit’ aj na zahrani¢nom trhu. V tomto ohl'ade nevyhnutny vyskum
a mnohostranna laboratorna kontrola produktu u nasich vyrobcov bohuzial' zaostava.
Je preto ziaduce aby sa vyskumu a vyvoju prislusnych laboratornych metod pre tieto
technologie spracovania mlieka venovala pozornost aspofi na prisluSnych ustavoch
vysokych §kol.

Hlavnym prinosom tejto prace bolo zhodnotenie senzorickej kvality (flavouru)
modelovych vzoriek vybranych typov prirodnych syrov (eidamsky syr a Moravsky
blok/bochnik) pomocou inStrumentalne stanoveného profilu prchavych (senzoricky
aktivnych) latok a vol'nych/viazanych mastnych kyselin.

Za prinos tejto prace pre vedu je mozné povazovat':

e overenie, optimalizdciu avalidaciu analytickych metéd vhodnych
pre stanovenie vol'nych a viazanych mastnych kyselin a senzoricky aktivnych
latok v prirodnych syroch a ich zavedenie do laboratornej praxe, metody budu
na UCHPBT dalej vyuZivané pri rieSeni vedeckych prac,

e vyrobu modelovych vzoriek syrov s vyuzitim roznych Startovacich kultar
za Standardnych, vzajomne porovnatel'nych podmienok,

e vyvodenie zaverov o vplyvu pouzitych Startovacich kultur na profil mastnych
kyselin a senzoricky aktivnych latok vyrobenych syrov; doterajSie vyskumy
viedli iba ku vypracovaniu rozsiahlych zoznamov zlicenin bez priame;j
suvislosti s ich produkciou pouzitymi kmenmi baktérii,

e zhodnoteniu vplyvu zrenia na kvalitu/flavour syrov,

e Sirsi nahl'ad na danu problematiku z pohl'adu vzajomne sa ovplyviujucich
faktorov a ich interakcii.

Za prinos prace pre prax je mozné povazovat':
e potvrdenie dolezitosti stanovenia senzoricky aktivnych latok a mastnych
kyselin ako podstaty flavouru syrov,
e potvrdenie ich mozného pouzitia ako doplnkov senzorického hodnotenia,
e potvrdenie ich mozného pouzitia pri klasifikéacii a pripadnej identifikacii syrov.
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Doposial' nebola v podmienkach CR/SR a ani v §irSom priestore realizovana tak
obsiahla  experimentalna  Studia s priamou  aplikaciou/overenim  vysledkov
v podmienkach polovi¢nej prevadzky, o je jeden z hlavnych originalnych prinosov
predlozenej dizertacnej prace.

Akékol'vek nové poznatky v tejto oblasti su vyznamnym prinosom pre potravinarsky
priemysel. Ak sa podari porozumiet chemickému zlozeniu flavouru a mechanizmu ich
tvorby, umozni to lepSiu prakticku kontrolu, Standardizaciu vyroby, riadenie kvality
a odhalenie potencidlne nezhodnych produktov a v kone¢nom ddésledku vyrobu
kvalitnejSich a chutnejSich vyrobkov.
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7 ZAVERY

Predlozena praca je Stadiou zameranou na charakterizciu senzorickej kwvality,
predovSetkym flavouru, modelovych vzoriek prirodnych tvrdych syrov. Pozornost
je venovana zlozeniu a obsahu senzoricky aktivnych latok ako vyznamnych markerov
flavouru a vol'nych/viazanych mastnych kyselin ako ich prekurzorov.

Experimentalna Cast je rozdelena do dvoch experimentov; v ramci experimentu I boli
analyzované syry typu Moravsky bochnik (45 % t. v s., 60 % suSina), v experimentu II
syry eidamského typu (45 % t. v s., 50 % susina). U vSetkych vzoriek bola ako zaklad
pouzitd klasicka mezofilna aromaticka kultura obsahujuca Lactococcus spp.
a Leuconostoc spp., ktora bola vzdy doplnend vhodnou monokultirou termofilnych
baktérii. Podstatou oboch experimentov bolo postdenie vplyvu pouzitych mikrobialnych
kultur na zmienené parametre, zaroven boli sledované ich zmeny v priebehu zrenia syrov.

Z prevedenych experimentov vyplyvaju nasledujuce zavery:

Celkovo bolo vo vzorkach syrov identifikovanych v exp. 1 20 MK, v exp. II 17 MK,
volnych a viazanych v triacylglyceroloch. V suladu s literatirou boli vo vzorkach
z kvantitativneho hl'adiska najviac zastipené kyseliny myristova, palmitova, stearova,
olejova, znizkouhlikatych kapronova, kaprylovda a kaprinova — charakteristické
pre mliecny tuk. Pridavok termofilnych kultar ani priebeh zrenia nemali vplyv na pocet
identifikovanych MK v syroch, vyznamné rozdiely vSak boli najdené v ich obsahu.

Obsah viazanych MK v syroch v priebehu zrenia klesal v désledku prebiehajucich
lipolytickych zmien pri su¢asnom zvySovani obsahu VMK a ich naslednom odburavani
na prchavé SAL, ktoré v kone¢nom dosledku prispievaju k chuti a voni syra.

Vplyv kombinacie pouzitych Startovacich kultar sa menil v zavislosti na faze zrenia.
Pridavok termofilnej kultury sa sice prejavil vyraznejSou lipolytickou aktivitou,
ale nasledné metabolické procesy — odburavanie VMK na prchavé SAL, tieto rozdiely
vyrovnavaju. Z vysledkov je mozné usudit, ze aj pouzita mezofilna kultura vykazovala
miernu lipolyticku aktivitu.

Co sa tyka prchavych latok, po porovnani s dostupnou literatarou boli vsetky
identifikované zluCeniny povazované za senzoricky aktivne. V syroch typu Moravsky
bochnik (experiment I) bolo identifikovanych celkovo 51 SAL: 12 alkoholov, 4 aldehydy,
7 ketonov, 6 esterov, 9 kyselin, 11 terpénov a terpenoidov, 1 lakton a 1 sirna zltcenina.
Zo zluCenin povazovanych zaklticové pre tento typ syrov boli vo vzorkach
identifikované butan-2,3-dion, 6-dekalakton, heptan-2-6n, 3-metylbutanol, etyl hexanoat.

V syroch eidamského typu (experiment II) bolo identifikovanych 50 prchavych latok,
ztoho 11 alkoholov, 5 aldehydov, 7 ketonov, 6 karboxylovych kyselin, 10 esterov,
3 laktony, 2 sirne zluCeniny a 6 terpénov a terpenoidov. Zo zlicenin povazovanych
za kl'i€ové pre tento typ syrov boli vo vzorkach identifikované hexanal, kyselina octova
a maslova, metional, 6 -hexa-, okta- a dekalakton.

Vo vsetkych vzorkach boli kvantitativne najviac zastapené ketony a kyseliny.

Z vysledkov oboch experimentov vyplyva, ze pridavok termofilnych kultir nema
vyznamny vplyv na pocet prchavych latok v syroch, v jednotlivych vzorkach
sa pohyboval v rozmedzi 28 — 33 (exp. ) a 28 — 43 (exp. ID).
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Pocas zrenia pocet identifikovanych latok prekvapivo skor klesal, pokles vSak nebol
Statisticky vyznamny, ani zrenie teda nema vyznamny vplyv na pocet prchavych latok
v syroch. Nevyznamné rozdiely boli najdené v obsahu prchavych zlucenin. V exp. I bol
zaznamenany mierny narast v neskorSich fazach zrenia, vexp. II naopak pokles
v poCiatocne] fazy zrenia. Pridavok termofilnych kultir nemé jednoznacny vplyv ani
na obsah SAL a potvrdzuje to vplyv laktokokov na obsah prchavych latok v syroch.

Vysledky vSak preukazali vyznamny vplyv procesu zrenia na obsah SAL v syroch.
Rovnako ako klesal pocet identifikovanych zlucenin, tak klesal aj ich obsah,
pravdepodobne v ddsledku ich odburavania az na jednoduché zluceniny.

Vysledky prevedenej PCA analyzy potvrdzuji uvedené zavery. Stanovenie MK
a VMK sa ukazalo byt vhodnym néstrojom pre diferenciaciu modelovych vzoriek syrov;
mozno velmi dobre rozliSit rozne faze zrenia. Vplyv S§tartovacich kultar bol
nejednoznacny a nie je mozné tvrdit, ze pridavok termofilnej kultiry ma vyznamny vplyv
na MK ¢i SAL.

Namerané vysledky poskytuju zaujimavy komplexny pohl'ad na povod, zlozenie
azmeny SAL vybranych druhov tvrdych syrov; v dalSom vyskume by bolo vhodné
zamerat sa na senzorické hodnotenie, o umozni hlbsie, a v praxi lepSie pouzitelné,
posudenie vplyvu uvedenych faktorov na senzoricka kvalitu (flavour) syrov.
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9 ZO0ZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ATP
BMK
CAR
CCDM
CoA
Ccw
DVB
El
FID
GC
HPLC

HS

LC
LOD
LOQ
MO
MK
MS
m/z
NAD(P)H
NBMK
O

PA
PDPS
PDMS
PEG
SAL
SAFE

SE
SDE
SFE
SPE
SPME
TAG
TLC
TS

adenosintrifosfat

baktérie mlie¢neho kvasenia

karboxén

Ceska zbierka mliekarenskych mikroorganizmov
koenzym A (Coenzym A)

carbowax

divinylbenzén

elektronova ionizacia (Electron Ionization)
plamenovo-ioniza¢ny detektor (Flame-Ionization Detector)
plynova chromatografia (Gas Chromatography)
vysokoucinna kvapalinova chromatografia (High-Powered Liquid
Chromatography)

headspace

kvapalinova chromatografia (Liquid Chromatography)
limit detekcie (limit of detection)

limit kvantifikacie (limit of quantification)
mikroorganizmy

mastné kyseliny

hmotnostna spektroskopia (Mass Spectrometry)
podiel hmotnost’ a naboj (Mass-to-Charge)
nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)

neStartérové baktérie mlie¢neho kvasenia
olfaktometria

polyakrylat

polydifenylsiloxan

polydimetylsiloxan

polyetylénglycol

senzoricky aktivne latky

odparovanie flavouru za pomoci rozpustadla (Solvent-assisted
Flavour Evaporation)

extrakcia rozpustadlom

simultanna destilacia/extrakcia

superkriticka fluidna extrakcia (Supercritical Fluid Extraction)
extrakcia na pevnej faze (Solid-Phase Extraction)
mikroextrakcia pevnou fazou (Solid-Phase Microextraction)
triacylglycerol

tenkovrstva chromatografia (Thin Layer Chromatography)

taveneé syry

159



t.vs. tuk v susine

VAK vol'né aminokyseliny

VMK vol'né mastné kyseliny

10 PrRiLOHY

Priloha 1 Prehl'ad deskriptorov  voni/pachov  vybranych senzoricky
aktivnych latok — alkoholy

Priloha 2 Prehl'ad deskriptorov  voni/pachov  vybranych senzoricky
aktivnych latok — aldehydy

Priloha 3 Prehl'ad deskriptorov  voni/pachov  vybranych senzoricky
aktivnych latok — ketony

Priloha 4 Prehl'ad deskriptorov  voni/pachov  vybranych senzoricky
aktivnych latok — mastné kyseliny

Priloha 5 Prehl'ad deskriptorov  voni/pachov  vybranych senzoricky
aktivnych latok — estery

Priloha 6 Prehl'ad deskriptorov  voni/pachov  vybranych senzoricky
aktivnych latok — laktony

Priloha 7 Prehl'ad deskriptorov  voni/pachov  vybranych senzoricky
aktivnych latok — sirne zluCeniny

Priloha 8 Prehl'ad deskriptorov  voni/pachov  vybranych senzoricky
aktivnych latok — terpény a terpenoidy

Priloha 9 Ukazka chromatogramov viazanych MK identifikovanych vo
vzorkach syrov v posledne; faze zrenia (exp I Moravsky bochnik,
10x riedené); zhora A8, B8, C4 (znacenie vzoriek vid Tabulka 13).

Priloha 10 Ukazka chromatogramov prchavych latok identifikovanych vo
vzorkach syrov v poslednej faze zrenia, zhora A8, B8 a C4
(znacenie vzoriek vid’ Tabulka 13). Identifikéacia vid’ Tabulka 28)

Priloha 11 Ukazka chromatogramov viazanych MK identifikovanych vo
vzorkach syrov v poslednej faze zrenia (exp. II eidamsky syr, 100x
riedené); zhora D56, G56, H56 (znacenie vzoriek vid’ Tabul'ka 15)

Priloha 12 Ukazka chromatogramov prchavych latok identifikovanych vo

vzorkach syrov v poslednej faze zrenia (exp. II eidamsky syr);
zhora D56, G56, H56 (znacenie vzoriek vid Tabulka 15).
Identifikacia vid’ Tabulka 34
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Priloha 1: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych latok — alkoholy
(prevzaté z literatiiry)

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej

Nazov alkoholu ARt Referencie
Etanol Kvetinova, jemna, sucha, alkoholova 52]7,]’[2[2%’ 931,
Propan-1-ol Sladka, vinové tony [66], [190]
Propéan-2-ol Ovocna, citrusova, orieSkova, alkoholova [66], [255]
Propan-1,3-diol Syrova [66]

2-metylpropan-1-ol

Ovocna, alkoholovéa, varova, cokoladova, vona whisky,
zapach plastu

[53], [66], [93],

Butan-1-ol

Sladka, zapach rozpustadla

[93]

Butan-2-ol

Ovocna, sladka, vinové tony, zapach plastu

[93], [190]

Butan-2,3-diol

Ovocna, maslova, orechova, zapach kyslého mlieka

[86], [87], [93]

2-metylbutan-1-ol

Ovocna, alkoholova, kovova, zapach plastu, zapach
rozpustadla

[93], [255], [243]

3-metylbutan-1-ol

Ovocna, jemnd, kvetinova, bylinna, alkoholova,
cokoladova, vona whisky, spalena, zapach chodidiel

[42], [93], [247],
[250], [243]

3-metylbut-2-én-1-ol Ovocna, syrova, vona zelene [66]
2-metylbut-3-én-2-ol Mandl'ova, sladova [93]
Pentan-1-ol Ovocna, jemna, alkoholova, vona zelene, voria Balsamica | [66], [95], [250]
2-metylpentan-3-ol Grilovana, vona chleba [93]
Pent-1-én-3-ol Sladka [93]
Hexan-1-ol Bylinna, vona zelene [66], [250]
2-etylhexan-1-ol Vona zelene, zapach lepenky, zvieraci pach [247], [250]
Hex-3-én-1-ol Vona travy [250]
Heptan-2-ol OOI\éj();:\r,lié:;,t)ly{/(l)i\I,l;lj; vona zelene, vona pody, sucha, 32]2,],[23]5,3[]93],
Oktan-2-ol Vona zelene [95]
Okt-1-én-3-ol Hubova, kovova [85], [250]
Okta-1,5-dién-3-ol Vona pody [66]
Nonan-2-ol Vona zelene, mastna [66]
Non-1-én-3-ol Hubova [109]
Benzylalkohol Ovocna, kvetinova, vona ruzi, vona susienok [93], [97]
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Priloha 1: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych latok — alkoholy
(prevzaté z literatiry) - pokracovanie

Nazov alkoholu

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej
zluceniny

Referencie

2-fenyletanol

Sladka, ovocna, kvetinova, vona ruzi, vona

fialiek, vinove tony

[66], [98], [93],
[96]

Fenol Pikantna, dymova, kovova, zatuchnutd, fekalna [93], [93]
3-metylfenol (m- . ) ,

kresol) Ov¢ia, grilovana [93]
3-propylfenol Zapach dezinfekcie [171]
4-metylfenol (p-kresol) | Fenolicky, pach kravska, fekalna [93], [243]
4-etylfenol Bylinna, vona dreva, vona slaniny, dymova [98]

Priloha 2: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych ldtok — aldehydy
(prevzaté z literatury)

Deskriptory charakterizujuce vonu/pach danej

Nazov aldehydu rx s Referencie
zlucCeniny

Metanal étipl’avé, ostra [147]

Etandl (Acetaldehyd) Slad‘ké, je}bléné, voOna travy, vona zelene, ostra, Stipl'ava, | [66], [147], [95],
prenikavy [252]

Propanal gtipl’avé [147]

Prop-2-énal Syrova [66]

»-metvlpropanal Sladka, kvetinova, cokoladova, orieSkova, maslova, [66], [147], [85],

(Isobu};érr)l alg) syrova, vona popcornu, vona suchého salamu, sladova, [88], [93], [109],
vona zelene, Stipl'ava [96], [255]

Butanal Zapach ovcieho tuku [255]

2-metylbutanal

Ovocna, sladka, cokoladova, orieSkova, mandl'ova, I'ahko
karamelova, syrova, sladova, vona zelene, kysla

[66], [171], [85],
[86], [88], [252],
[250]

3-metylbutanal
(Isopentanal)

Ovocna, sladka, jabl¢na, ¢okoladova, orieSkova, syrova,
sladova, bylinna, vona zelene, Stiplava

[66], [79], [85],
[88], [93], [109],
[243], [250],

3-metylbut-2-énal

Bylinna, kovova

[95]

Pentanal

Pomarancova, mandl'ova, sladova, bylinna, vona travy,
Stipl'ava, prenikavy

[66], [147], [109],
[250]

Pent-2-énal

Kvetinova, vona zelene, mastna

[147], [255]
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Priloha 2: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych ldtok — aldehydy
(prevzaté z literatiry) - pokracovanie

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej

Nazov aldehydu iy Referencie
zlucCeniny

Hexanal Ovocna, jabl¢na, citronova, bylinna, vona zelene, vona [93], [109], [247]
travy, lojovity [252], [250]

Hex-3-énal Vona zelene [147]

Hexa-2,4-diénal Vona zelene, tukova [250]

Ovocna, sladka, citrusova, bylinna, vona zelene,

[66], [95], [109],

Heptanal mydlova, tukové, zatuchnuta [252], [250], [255]
Hept-2-énal Olejovita, mastna [147]

Hept-4-énal Vona susienok, zapach zazltnutého tuku, kovova [66], [93], [252]
Hepta-2,4-diénal Olejovita, mastnd, zapach po smazenom tuku [78], [147]

Ovocna, citrusova, pomarancova, citronova,

[66], [109], [247],

Oktanal
grapefruitova, vona zelene, mastna, tukova [252], [250], [255]
Okt-2-énal Ovocna, orieskova, vlasské orechy, cibul'ova, tukova [147], [88], [250]
Nonanal Ovocna, sladka, citrusova, hraskova, bylinna, vora [66], [93], [95],
zelene, vona travy, mastnd, tukova, kozena, zapach plastu | [109], [247], [252]
L, Uhorkova, vona zelene, vona dreva, vona sena, mastna, [171], [127], [96],
Non-2-énal

tukova, lojovity, zapach lepenky

[252], [250]

Nona-2,4-diénal

Ovocna, uhorkova, sladko-drievkova, tukova, smazena

[66], [88], [93],
[250]

Nona-2,6-diénal

Uhorkova, maslova, melonova, vona zelene, smazena,
mastna, mydlova, voskova

[66], [147], [88],
[252], [250]

Nona-3,6-diénal

Uhorkova

[147]

Dekanal

Orieskova, vona zelene

[66]

Deka-2,4-diénal

Sladka, vona zelene, grilovana, smazena, kovova

[78], [147], [93],
[93]

Deka-2.,4,7-triénal Zapach rybieho tuku [147]
Dodeka-2,4-diénal Mlie¢na [66]

Hexadekanal Chemicky, fekalna [93]

Benzaldehyd Ceresiiova, votia chleba, horko mandlova, spalena 98], [190], [247],

[250]

2-fenyletanal
(Fenylacetaldehyd)

Sladka, medova, kvetinova, vona ruzi, vona
sedmokrasky, karamelova, prazena

[66], [78], [98],
[88]
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Priloha 3: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych latok — ketony (prevzaté

z literatury)

Nazov ketonu

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej
zluceniny

Referencie

Propan-2-6n (Aceton)

Ovocna, sladka, vona sena, zapach kyslého mlieka,
zapach buniciny

[66], [95], [252]

Butan-2-6n

Ovocna, sladka, maslova, zapach laku, zapach odpadkov

[98], [93], [95]

1-hydroxybutan-2-6n

Kvetinova, bylinna

[93]

3-hydroxybutan-2-6n
(Acetoin)

Kvetinova, maslova, karamelova, zapach kyslého mlieka

[86], [88], [93],
[247]

Butan-2,3-dion

Sladka, orieskova, maslova, karamelova, vanilkova

[171], [98], [88],

(Biacetyl) [247], [252]
) ) Ovocna, sladka, karamelova, syrova, vona pomarancové | [66], [88], [93],
Pentan-2-6n . ,
Supky, zatuchnuta [95]
3-hydroxypentan-2-6n | Bylinna, vona pody, vona hluzovka [66]
3-metylpentan-2-6n Vona bonbonov [66]

Pentan-2,3-dion

Maslova, krémova, karamelova, vanilkova

[78], [90], [93],
[109]

Hexan-2-6n Ovocna, kvetinova, nemocnicni zapach [93], [95]

Hex-1-én-3-6n Zapach plastu [109]

Heptan-2-6n Sladké, ,kve?tinové, Véﬁa,plesﬁového syra, mastna, [66], [171], [93],
plesnivy, zapach laku, zapach plastu [93], [252]

6-metylhept-5-én-2-6n | Vona dreva, voiia machu [96]

Oktan-2-6n Ovocna, kvetinova, vona travy [66], [171]

6-metyloktan-2-6n Vona dreva, voina machu [96]

Oktan-3-6n Ovocna, hubova, vona pody [66], [95]

Okt-1-én-3-6n Silna hubova, vona pody [66], [95]

Okta-1,5-dién-3-0n

Zapach plastu, olejovita, mastna, kovova

[147], [109]

Nonan-2-6n

Ovocna, kvetinova, ¢ajova, broskynova, syrova, hubova,
vona pddy, vona travy, vona maggi, vona plesiiového
syra, mastna, zapach zhnitého jablka

[66], [171], [98],
[86], [96], [252]

Non-1-én-3-6n Hubova [247]
Non-8-én-2-6n Pecena, udena, vona plestiového syra [66], [98]
Dekan-2-6n Ovocna, kvetinova [66]
Undekan-2-6n Ovocna, kvetinova, bylinna, vona ruzi, plesniva [66], [95]
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Priloha 3: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych latok — ketony (prevzaté
z literatury) - pokracovanie

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej

Nazov ketonu ARt Referencie
Tridekan-2-6n Bylinna, korenena, kysla, neprijemna, kozia [66], [93]
Pentadekan-2-6n Vlhka [66]
Acetofenon Vona varenej ryze [93]

Priloha 4: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych latok — MK (prevzaté

z literatury)

Nazov MK

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej
zluceniny

Referencie

Kyselina etanova
(octova)

Octova, drsna, prenikava, ostra, kysla

[171], [93], [95],
[247], [252]

Kyselina propanova

Ovocna, kvetinova, syrova, kyslé mlieko, ostra, kysla,

[66], [87], [95],

(2-metylmaslova)

zatuchnutd, fekalna, zapach potu, zapach zhnitého ovocia

(propionova) prenikava, spalena, sirna, zapach chodidiel, rozpustadla (247)
) Ovocna, sladka, syrova, maslova, karamelova, horko
Kyselina 2- . L e o ..
L mandl'ova, kysla, Stipl'ava, zatuchnuta, zapach [781, [87], [88]
metylpropanova N . \ . ., ’ ’ ’
. . zaZltnutého masla, zapach zhnitého ovocia, zapach potu, | [93], [93], [96]
(isomaslova) . ’ ’ ’
zapach zvratkov [247]
Kvselina butinova Ovocna, sladka, syrova, gastanova, kysla, neprijemna, [66], [171], [98],
(n}llaslo 5 ostra, zatuchnutd, hnila, fekalna, zapach kvasenia, zapach | [87], [93], [109],
v potu, zapach chodidiel, zapach zvratkov [96], [247], [252]
Kyselina 2- , . : . . . [66], [78], [98],
k |
metylbutanova Ovocna, syrova, ovcia, kozia, voskova, ostra, kysla, 1871, [93]. [93].

[247]

(2-etylmaslova)

Kyselina 3- Syrova, mierna, kysla, neprijemna, ostra, zatuchnuta,

. ) . . L . [66], [98], [88],
metylbutanova fekalna, zapach zhnitého ovocia, zapach potu, zapach (95]. [247]. [255]
(isovalérova) chodidiel, zapach zvratkov ’ ’
Kyselina 2-
etylbutanova Ovocna, prijemna [87]

Kyselina pentanova Orieskova, syrova, zeleninova, korenena, vona dreva, [66], [171], [87],
(valérova) vona obilia, vofia zelene, neprijemna, kysla, zapach potu | [93], [97], [247]
Kyselina 4-

metylpentanova Syrova, bylinna, kysla, stiplava [88], [93]
(isokapronova)
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Priloha 4: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych latok — MK (prevzaté
z literatury) - pokracovanie

Nazov MK

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej
zluceniny

Referencie

Kyselina hexanova
(kapronova)

Syrova, kysla, mastna, prenikava, ostra, stipl'ava, kozia,
pach potu, pach chodidiel, spalena, fekalna

[98], [87], [93],
[93], [95],

Kyselina heptanova
(enenthova)

Syrova, mydlova, kozia, zatuchnuta, fekalna

[171], [87], [93]

Kyselina oktanova

Udena, neprijemna, mastna, mydlova, voskova,
kaucukova, zatuchnuta, kozia, hnilobna, zapach potu

[66], [98], [84],
[871, [88], [93],

(kaprylova) zapach Cistiacich prostriedkov, fekalna [93],
Kyselina 4-

metyloktanova Kozia [66]
(4-metylkaprylova)

Kyselina 4-

etyloktanova Kozia [66]

(4-etylkaprylova)

Kyselina nonanova

Ovocna, bylinna, mastna, kozia, spalena, zatuchnuta,

[66], [98], [93],

]
(pelargonova) fekalna [93],
Kyselina dekanova Vona travy, vona kyslého ovocia, mastna, voskova, [66], [98], [88],
(kaprinova) kozia, neprijemna, spalena [93], [93]
Kysehnz‘l de,c—9—enova Sladka, kvetinova, vona zelene [87], [93]
(kaprolejova)
Kyselina undekanova Mydlova, voskova 87]

(undecylova)

Kyselina dodekanova
(laurova)

Voia horkého mlieka, mydlova, mastna, voskova,
kovova

[66], [87], [88],
[93]

Kyselina tetradekanova

: ) Mastna, hnilobna, zapach potu, zvieraci pach [66], [88]

(myristova)
Kyselina fenylet4 i

yselina lenylelanova. | ¢ i, medova, voia ruzi [66], [93]
(fenyloctova)
Kyselina
fenylpropanova Kvetinova [66]
(fenylpropionova)
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Priloha 5: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych ldtok — estery (prevzaté

z literatury)

Nazov esteru

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej
zluceniny

Referencie

Metyl-butyrat

Ovocna, sladka, jablcna

[171], [250]

Metyl-2-metylbutyrat

Sladka, kvetinova, hroznova, karamelova

[66], [97], [250]

Metyl-3-metylbutyrat

Medova

[147]

Metyl-hexanoat
(Metyl-kapronat)

Ovocn4, jabl¢na, ananasova, lieskovorieskova,
karamelova, vona horkého mlieka

[147], [252], [250],
[255]

Metyl-oktanoat (Metyl-

) Karamelova, vona Balsamica, vona exotickych kvetov [98]
kaprylat)
Metyl-dekanoat , ., , .
(Metyl-kaprinat) Ovocna, kvetinova, kokosova, bylinna [93]
Etyl-acetat Ovocna, ananasova, jabl¢na, spalena [66], [93]
Etyl-2-metylpropionat | Vona nezrelého ovocia, vonia zelene [66]

Etyl-butyrat

Ovocna, sladka, kvetinova, jablcna, kokosova, bananova,
vona zuvacky

[171], [88], [93],
[95], [97], [252],
[250]

Etyl-2-metylbutyrat

Ovocna, sladka

[66], [93]

Etyl-3-metylbutyrat

Ovocna, olivova, syrova

[66], [93], [93]

Etyl-pentanoat (Etyl-
valerat)

Ovocna, sladka, melonova

[171], [93], [252]

Etyl-hexanoat (Etyl-
kapronat)

Ovocna, sladka, kvetinova, jahodova, jabl¢éna, melonova,
2 2 2 2
pomarancova, kokosovéa, ananasova, bananova

[171], [88], [93],
[93], [95], [96],
[255]

Etyl-oktanoat (Etyl-
kaprylat)

Ovocna, sladka, kvetinova, jabl¢nda, pomarancova,
ananasova, hruskova, bananova, karamelova, vona pody,
mydlova, spalena

[66], [98], [93],
[93], [95], [250]

Etyl-nonanoat Ovocna, syrova [93]
Etyl-dekanoat (Etyl- Ovocna, kvetinova, jablcna, hroznova, vona brandy,

. . AR (98], [250]
kaprinat) zapach rozpustadla
Etyl:dodekanoat (Etyl- Kvetinova, vanilkova [93]
laurat)
Etyl-benzoat Kvetinova, arasidova, grilovana [66], [93]
Etyl-laktat Mandarinkova [147]
Propyl-butyrat Ovocna, sladka [66], [93]
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Priloha 5: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktiviych ldtok — estery (prevzaté
z literatury) - pokracovanie

Nazov esteru

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej
zluceniny

Referencie

Propyl-oktanoat
(Propyl-kaprylat)

Bylinna

[97]

Butyl-acetat

Citronova, ananasova, zapach rozpustadla

[147], [95], [97]

Butyl-2-metylpropionat | Ananasova [147]
Butyl/—pentanoat (Butyl- Tablén4 [147]
valerat)
Butyl—h,exanoat (Butyl- Ovocna, kvetinova [93]
kapronat)
Isobutyl-acetat Voria zuvacky [93]
Isobutyl-butyrat Ovocna [66]
Isobutyl-oktanoat .
98

(Isobutyl-kaprylat) Ovocna 98]
Pentyl-acetat Ovocna, hruskova [66], [147]
Pentyl-oktanoat Ay Ay .

hisk 14
(Pentyl-kaprylat) Vona brandy, vofia whisky [147]
Isoamyl-acetat Ovocna, sladka, bananova [66]
Isoamyl-butyrat Ovocna, sladka, karamelova [98]
I 1-h : ) .
soamy exanoa,t Sladka, medova, métova, vona divokej ruze [66], [98]
(Isoamyl-kapronat)
Hexyl-acetat Ovocna, vona ¢ervenych bobul [250]

2-fenyletyl-acetat

Sladka, kvetinova, bylinna, vona ruzi

[66], [98], [42]

2-fenyletyl-butyrat

Kvetinova

[42

S-metyl-thioacetat

Vona vareného karfiolu

|
]
[87]
]
]

S-metyl-thiopropionat | Syrova [87
S-metyl-thiobutyrat Vona pazitky [87
Allyl-hexanoat (Allyl- Ananésové [147]

kapronat)
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Priloha 6: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivaych ldatok — laktony (prevzaté

z literatury)

Nazov laktonu

Deskriptory charakterizujuce vonu/pach danej zliuceniny

Referencie

v-butyrolakton

Sladka, lieskovorieskova, slabo maslova, karamelova, vona
horkého mlieka

[147], [255]

v -hexalakton

Sladka, kokosova, zeleninova, pe¢ena

[171], [93], [93]

v -heptalakton

Ovocna, sladka, vona zelene

[247], [255]

vy -oktalakton

Sladka, kokosova, melonova

[171]

d-oktalakton

Ovocnd, sladka, kvetinova, broskynova, kokosova, kozia

[66], [93], [97]

v -nonalakton

Ovocna, sladka, kvetinova, kokosova, bylinna, maslova,
karamelova

[93], [93], [250]

v -dekalakton

Ovocna, kvetinova, marhul'ova, broskytiova, jahodova,
krémova

[147], [93], [93]

o-dekalakton

Sladka, kvetinova, kokosova, broskytiova, maslova, krémova

[66], [98], [90]

v -dodekalakton

Ovocna, sladka, broskytiova, slivkova, kokosova, maslova

[147], [93], [95],
[252]

(Z)-y-dodek-6-

énolakton

Sladka, citronova, broskyniova, karamelova

[66]

o-dodekalakton

Ovocna, sladka, bylinna, marhulova, broskynova, mandlova,
kokosova, maslova, syrova

[66], [171], [93]

Priloha 7: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivnych latok — sirne zhiceniny
(prevzaté z literatury)

Nazov sirnej

Deskriptory charakterizujuce vonu/pach danej

o Sy . Referencie

zlucCeniny zlucCeniny
on ik i kova, kysla k 171 252
Metantiol Vone} Var(?nej apusty, sirna, cesnakova, kysla kapusta, [171], [87], [252],
benzinova [250]

Etantiol Sirna, cesnakova [250]
Propantiol Sirna, cesnakova [250]
2-metylthioetanol Vona kuracieho vyvaru, vona peceného kurat'a, sirna [171], [250]

3-metylthiopropanal

Voia varenych zemiakov, vona pody, cibulova, stiplava

[98], [88], [250]

(Metional)

Allylmetylsulfid Mierne sirna, cesnakovy, pikantna [171]
Dimetylsulfid Vona kapusty/kukurice, sirna, pokazeny cesnaku [66], [87], [252]
Diallyldisulfid Sirna, cesnakova [147], [93]
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Priloha 7: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivaych latok — sirne zliceniny
(prevzaté z literatiry) - pokracovanie

N&}zvov ‘51rnej De’svkrl‘ptory charakterizujice vonu/pach danej Referencie

zlucCeniny zlucCeniny

Dimetyldisulfid Vona Vare:nej‘ ka;’)usfy/vareneho karfiolu, sirna, [66], [86], [87],
cesnakovy, cibul'ova [95]
Zeleninova, vona travy/zeleru/brokolice, vorna varené¢ho

. e : o b [66], [171], [87],

Dimetyltrisulfid karfiolu/ kapusty/kukurice, sirna, cesnakovy, cibulova,
ooy . [88], [93], [109]
Stipl'ava, hnilobna

Dimetyltetrasulfid Vona varenej kapusty, cesnakova, karfiolova, hnilobna [66], [171]

Dietyldisulfid Vona dreva [93]

Dimetylsulfon Vona horkého mlieka, sirna, spalena [66]

Priloha 8: Prehlad deskriptorov voni/pachov vybranych senzoricky aktivaych latok — terpény
a terpenoidy (prevzaté z literatiry)

Deskriptory charakterizujice vonu/pach danej

Nazov terpenoidu zlGiéeniny Referencie
Linalool Sladka, kvetinova, citrusova, pomarancova [66], [97]
Isoborneol Terpénovita [66]
[-damascenon Ovocna, sladka, kvetinova, jablcna, broskyniova [66], [93], [97]
-ionon Kvetinova, vona dreva [97]

L-karvon Bylinna, kminova [66], [147]
D-limonén Mitova [93]

Citral Citronova, horkosladka, silna [146]
Citronellol Vona ruzi [146]
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Priloha 9: Ukazka chromatogramov viazanych MK identifikovanych vo vzorkach
syrov v poslednej faze zrenia (exp 1 Moravsky bochnik, 10x riedené); zhora AS, BS, C4
(znacenie vzoriek vid Tabulka 13).
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Priloha 10: Ukazka chromatogramov prchavych ldtok identifikovanych vo vzorkdach
syrov v poslednej fdze zrenia (exp I Moravsky bochnik); zhora A8, B8 a C4 (znacenie
vzoriek vid Tabulka 13). Identifikacia vid' 1abulka 28)
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Priloha 11: UkdzZka chromatogramov viazanych MK identifikovanych vo vzorkdch
syrov v poslednej faze zrenia (exp. Il eidamsky syr, 100x riedené),; zhora D56, G56, H56
(znacenie vzoriek vid Tabulka 15)
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Priloha 12: Ukdazka chromatogramov prchavych ldtok identifikovanych vo vzorkdch
syrov v poslednej faze zrenia (exp. Il eidamsky syr); zhora D56, G56, H56 (znacenie
vzoriek vid Tabulka 15). Identifikacia vid' Tabulka 34
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