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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo identifikovat aromaticky aktivni latky v modelovych syrech typu
Moravsky bochnik, diskutovat jejich zmény v pritb¢hu zrani a posoudit vliv aplikace rtiznych
pomérd mikrobidlnich kultur na pocet t€kavych latek. Pro identifikaci t€kavych latek byla
vybrana metoda SPME-GC-MS. Celkové bylo identifikovano 148 tékavych latek, z nichz 82
1ze povazovat za prokazatelné aromaticky aktivni.

Pro vyrobu modelovych syri byly pouzity tii mikrobialni kultury, resp. jejich rtuzné
kombinace s ptevazujici mezofilni nebo termofilni kulturou. Nepodafilo se prokazat vliv
pfevahy mezofilni/termofilni kultury na pocet aromatickych sloucenin v syrech; z hlediska
senzorické kvality se vice osvédcCily kombinace s pievazujici mezofilni kulturou.

V pribéhu zrani syri dochazelo ke snizovani poctu identifikovanych sloucenin u vSech
sledovanych kombinaci kultur. Za optimalni dobu zrani syra I1ze povazovat dobu 3 mésice.

ABSTRACT

The aim of the work was identification of aroma active compounds in ,,Moravsky bochnik*
cheese type, than discuss their changes during ripening and consider influence of aplication
different rates of microbial cultures on number of volatile compounds. SPME-GC-MS was
used for identification of volatile compounds. In total, 148 of volatile compounds were
identified and 82 of them are considered as aroma active compounds.

Three microbial cultures (their combination with predominant thermophilic or mesophilic
culture) were used for making samples. The influence of predominant
thermophilic/mesophilic culture on number of volatile compounds was not proved. From the
point of view of sensory quality, combinations with predominant mesophilic culture proved to
be more successful.

During ripening, the number of identified compounds was reduced in all the combinations
of cultures studied. The optimal time for ripening seems to be three months.
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syry, aromaticky aktivni latky, SPME, GC-MS
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1 UvoD

Syry patii mezi potraviny, které dnes nalezneme téméi v kazdé domadcnosti. Jednou z vyhod
zpracovani mléka na syry je prodlouzeni trvanlivosti a zakoncentrovani nutricné¢ hodnotnych
latek. Jedna se o mlécné vyrobky obsahujici tuky, bilkoviny, vitaminy, mineralni latky.
Nalezneme zde také uslechtilé plisné, kvasinky, bakterie atd. Na pultech v nasich obchodech se
muzeme setkat i s tzv. syrovymi analogy. U téchto vyrobka byva mlécny tuk nahrazen rostlinnymi
oleji, coz vyrazné ovliviiuje jak chut’, tak vyzivovou hodnotu a cenu.

Zakladem vysoké nutricni hodnoty syrt je predevsim obsah ptitomnych tuki a bilkovin. Tuk
dodava syrim chut, texturu a jedna se také o energeticky nejbohatsi slozku. Obsahuje vitaminy
rozpustné v tucich, jako jsou A, D, E. Obsazeny vapnik je dalezity pro spravny vyvoj kosti, volné
esencialni aminokyseliny slouzi k regeneraci tkani a jejich tvorbu.

Tato prace se zabyva syry typu Moravsky bochnik, které se ftadi mezi syry
s vysokodohfivanou syfeninou. To znamenad, Ze se syrové zrno v syrovatce dohfiva na teplotu
48-54°C. Pfi této teploté je eliminovana vétSina nezadoucich mikroorganismil. Dochazi také
k potlaceni piili§ intenzivni proteolyzy a k inaktivaci sytidla.

Jednim z hlavnich kritérii pro pfijeti vyrobku spotiebitelem je flavour, jehoz soucasti je
1 aroma, na kterém se podili fada aromaticky aktivnich latek. Jedné se o te¢kavé slouceniny,
jako jsou alkoholy, ketony, aldehydy, estery, mastné¢ kyseliny a laktony. U syri tyto
slouceniny vznikaji na zakladé metabolickych pfemén laktdzy, lipidl a proteinit béhem jejich
zrani a skladovani.

Cilem této prace bylo zpracovat literarni reSerSi na dané téma a identifikovat aromaticky

aktivni latky v modelovych vzorcich syr typu Moravsky bochnik a nasledné diskutovat jejich
zmény v prub¢hu vyroby.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Syry s vysokodohFivanou syFeninou

V této kapitole budou charakterizovany syry s vysokodohiivanou syfeninou, jejich vlastnosti,
zmény ve slozeni diky ptsobeni mikroorganismi a stru¢né bude zminéna technologie jejich
vyroby. Vzhledem k tomu, Ze o syrech typu Moravsky bochnik je dostupnych pomérn¢ velmi
malo informaci, hlavni pozornost bude vénovana syrim ementalského typu, ponévadz se
jedna o syry piibuzné, s podobnymi vlastnostmi i technologii vyroby.

Syry s anaerobnim zranim v celé hmoté muzeme rozdélit na syry s nizkodohiivanou
a s vysokodohtivanou syfeninou (viz Obr. 1). Syry s nizkodohtivanou syfeninou zahrnuji syry
eidamského typu, syry s tvorbou ok, syry ¢edarového typu a syry z paifeného tésta. Pro tyto
syry je charakteristické dohfivani syrového zrna horkou vodou na teploty do 40 °C. Pokud
maji syry nizs$i obsah tuku, pak vyzaduji niz$i teploty a krat§si dobu zpracovéni. Syry
s vysokodohfivanou syfeninou patii mezi tvrdé, ptipadné extra tvrdé syry. Pro jejich vyrobu je
tieba zajistit mléko nejvyssi kvality s co nejSetrnéjSim tepelnym oSetfenim. Miize se pouzit
1 termizovang, popripade syrové mléko. Spolecnym znakem téchto syrii jsou vysoké dohfivaci
teploty, které se pohybuji v rozmezi 48-56 °C. Radime sem syry ementalského typu, syry typu
moravsky bochnik a syry ke strouhdni. Pro syry ke strouhani je dilezit¢ maximalni odd¢leni
syrovatky pfi jednotlivych vyrobnich operacich. Vyrabéji se vétSinou s niz§im obsahem tuku
v susiné (30 %). Jsou typické svou dlouhou dobou zrani (jeden rok, v extrémnich ptipadech
1 tfi roky). Mezi nejznaméjsi syry ke strouhani patfi italsky Parmazédn a Grana Padano,
Svycarsky Sbrinz a u nas vyrabény ,,parmazan® Gran Moravia. [1].

syry s anaerobnim zranim
v celé hmoté

s N

syry s nizkodohiivanou syfeninou syry s vysokodohiivanou syieninou

Y \

* syry eidamského typu * syry ementalského typu

* syry s tvorbou ok * syry typu moravsky bochnik
* syry ¢edarového typu * syry ke strouhani

* syry z pareného tésta

Obr. 1: Rozdéleni syrii



2.1.1 Syry ementalského typu

Emental byl poprvé vyroben v udoli feky Emme ve Svycarsku tradiénim postupem
ze syrového mléka okyseleného pomoci termofilnich bakterii mlééného kvaSeni. Dnes jsou
vSak syry ementalského typu (znamé téz jako syry Svycarského typu) vyrabény v mnoha
zemich a v riznych variantach. Patii sem naptiklad syry Jarlsberg, Maasdamer, Leerdamer
a mnoho dal§ich. Radime je mezi tvrdé a polotvrdé syry. Tyto syry jsou vsak vyrabény
odlisnym zptisobem oproti tradiéni Svycarské vyrobé. Lisi se ve zplsobu oSetieni mléka,
Vv pouzitych startovacich kulturdch, v mife mechanizace celého procesu, v hmotnosti, tvaru,
délce zraciho Casu a trvanlivosti. Mezi charakteristické znaky Svycarského Ementalu patfi:

e valcovity tvar

e pevna suchd kira

e vaha 60-130 kg

e Vv celém bochniku syra se nachazi 1000-2000 ok 0 priméru 1-4 cm zptsobenych
propionovym kvasenim

e flavour (chut a viing) - jemny, lehce nasladly, vice aromaticky s rostoucim stafim syra

e slonovinova az lehce Zluta barva, lehce elasticka textura

Syry ementalského typu jsou charakteristické svymi oky, kterd maji primér ptiblizné
kolem 2 cm. Avsak nékteré syry, jako Gruyére, je mohou mit, ale nejsou nezbytné. Oka
vznikaji diky metabolické aktivit¢ propionovych bakterii, které metabolizuji laktat
produkovany laktobacily na kyselinu propionovou, octovou, oxid uhli¢ity a vodu. Spontanni
propionova fermentace vede k nepravidelné formaci ok, kdy pocet a velikost ok velmi
kolisaji. Pfi této fermentaci jsou b&zné 1 praskliny a trhliny syra. Piikladem spontanni
propionové fermentace jsou syry Comté a Beaufort. Je to zpiisobeno velkou rozmanitosti
pfirodni propionové mikroflory. Pfi aplikaci vybranych kultur propionového kvaSeni vsak
dochazi k pravidelné formaci syrovych ok jako vysledek fermentace, ktera je pod kontrolou.
Ke spravnému vyvoji ok musi byt nezbytné splnény tyto ti podminky:

e Zréni syru pii teploté 20-24 °C umoznujici rychly rast propionovych bakterii
a zmékceni syra, jeZ umoznuje spravny vyvoj ok.

e Relativné nizky obsah soli kviili citlivosti propionovych bakterii.

e Fyzikalni vlastnosti syfeniny - musi byt dostatené elasticka a flexibilni, aby mohla
udrzet plyn a vytvofit Zadouci oka.

Ke vzniku charakteristického jemného ofiSkového flavouru pfispivaji volné mastné
kyseliny s kratkym fetézcem uvolnéné lipolyzou mlécného tuku a tvorba kyseliny octové
a propionové pii propionovém kvaSeni. Pro vznik charakteristického flavouru je tedy
nezbytné:

e dohfivani pii vysoké teploté
e propionové kvaseni

e lipolyza

e proteolyza.



Sytenina se dohtiva pii teploté piiblizné 54 °C, kdy dochézi k denaturaci vétSiny sytidla.
Po odstranéni syrovatky nasleduje formovani a okyseleni. Tento postup vede k vysokému
obsahu vapniku, ktery spolu s nizkou aktivitou syfidla (nizky stupenl proteolyzy) dava syru
elastickou texturu. Syry ementalského typu zraji nejméné 4 mesice, z ¢ehoz piiblizn¢ 3-6
tydnti zraji pii teploté 22 °C kvuli tvorbé ok [2].

2.1.1.1 Bakterie mlécného kvaseni

Pti vyrobé tvrdych syri ementélského typu se jako startovaci kultury pouzivaji termofilni
mlécné bakterie a to hlavné za pouziti smésnych kultur laktobacila (Lactobacillus helveticus,
Lb. delbrueckii subsp. lactis) a streptokoku (Streptococcus salivarius subsp. thermophilus).
Zarucuji nejméné 90% homofermentativni pfeménu laktoézy na laktat. Streptokoky produkuji
pouze L-kyselinu mlé¢nou, zatimco Lb. delbruecki subsp. lactis preménuje laktézu pouze
na D-laktat. Oba izomery jsou produkovany Lb. helveticus [2].

Lb. helveticus nefermentuje pentézy ani glukonat. Laktozu hydrolyzuje pomoci enzymu
B-galaktosidazy, ktery je indukovan v pfitomnosti laktézy a v nepfitomnosti fosfo-f3-
galaktosidazy. Toto indikuje ptenos laktézy do buniky pomoci permedzy (membranovy
transportni protein), kde se hydrolyzuje na glukoézu a galaktozu. Glukéza a galaktéza jsou
metabolizovany pomoci glykolyzy za vzniku hlavné kyseliny mlééné. Lb. helveticus
disponuje obecné vétsi proteolytickou aktivitu, nez jiné studované laktobacily. Aktivita
a vyvazenost proteindz a peptidaz se mezi kmeny lisi, jedna se vsak o dilezitou vlastnost pii
zrani syrd. Proteinazy z riznych kmenid maji riznou specifitu, napt. nékteré hydrolyzuji a-g
a B-kaseiny bez preferenci, jiné hydrolyzuji pouze B-kaseiny a n€které dalsi daji pfednost os-
kaseinim. VétSina obecnych a specifickych aminopeptiddiz a endopeptiddz byla
identifikovana v riznych kmenech Lb. helveticus. VSechny jsou pravdépodobné umistény
intracelularné. Kmeny tohoto mikroorganismu vykazuji dalsi biologické aktivity, které mohou
ptispivat k flavouru v syrech, ale nebyly dosud studovany tak podrobné, jako jejich
proteolyticka aktivita. Napf. esterazova aktivita je vyssi nez lipazova aktivita a inkubace Lb.
helveticus s aminokyselinami produkuje fadu slou¢enin pfispivajicich k flavouru syrt [3].

Laktobacily rostou nejlépe pfi teploté 38-45 °C a jejich optimélni pH rozpéti se pohybuje
mezi 5-5,5. Laktdza je pln¢€ hydrolyzovana béhem 4-6 hodin po ptidavku startovaci kultury,
mlécné kvaSeni je dokonceno po 24 hodinach. Galaktéza z rozloZené laktozy neni vyuZita
streptokoky, ale je metabolizovana laktobacily. Celkové je jeden mol laktézy fermentovan
na 2 moly laktatu a 1 mol galaktézy, zatimco u mezofilnich mléénych bakterii je laktoza
pfeménéna na laktozu-6-fosfat a ta je kompletné metabolizovana na 4 moly laktatu. Kyselina
mlécnd nejenZe inhibuje rist nezddoucich mikroorganismi, ale zaroven ovliviluje synerezi
syfeniny, tudiz 1 texturu a proteolyzu v syrech. V nékterych oblastech se piidavaji
do vecerniho mléka mezofilni kultury laktokoki (Lactococcus lactis) [4,5].

Pro streptokoky je optimalni teplota rustu 38-42 °C a jejich pH optimum se pohybuje mezi
6-6,5. Streptokoky jsou stimulovany produkty rozkladu kaseinti diky aktivité proteinaz
laktobacill a pfispivaji tvorbou kyseliny mraven¢i a oxidu uhli¢itého, ktery naopak stimuluje
laktobacily. Streptokoky jsou dulezitou soucasti startovaci termofilni kultury a jsou
zodpovédné za rychlou produkci kyselin. Neschopnost Sc. thermophilus metabolizovat
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galaktozu vede k jeji exkreci z buniky a hromadéni v syrech, kde ji utilizuji laktobacily. Pokud
by startovaci kultura nebyla schopna odbouravat galaktdzu, vysledkem by mohl byt atypicky
syr. V proteolyze hraji streptokoky minoritni roli [4, 5].

Heterofermentativni laktobacily jsou grampozitivni, mikroaerofilni tyCinky. Preménuji
hexdzy pomoci glykolyzy na kyselinu mléénou a v malém mnozstvi také na kyselinu octovou,
mraven¢i a ethanol. Pentdzy jsou katabolizovany na kyselinu mléénou a octovou pomoci
fosfoketolazy. Do této skupiny mikroorganismt patii Lactobacillus casei a Lactobacillus
rhamnosus, které se pfirozené vyskytuji v syrovém mléce. Béhem zrani syru rostou diky
vyuzivani citratu, ktery se nachazi v ¢erstvych nezralych syrech. Oba druhy jsou schopny rast
pii teploté¢ 15 °C. Lactobacillus rhamnosus je jediny druh fakultativné heterofementativniho
laktobacila, ktery je schopen rist pii teploté 45 °C. P#i ptidavku kultur Lb. casei nebo Lb.
rhamnosus je snaze kontrolovano propionové kvaSeni a zaroven je minimalizovano riziko
pozdni fermentace. Pfesny mechanismus zatim neni znam; predpoklada se kompetice mezi
riznymi mikroorganismy o piistupny substrat. Kultury fakultativné heterofermentativnich
laktobacild jsou Siroce vyuzivany vyrobcei Svycarskych Ementaltl a jsou pridavany do mléka
spolu se startovacimi kulturami [5].

2.1.1.2 Bakterie propionového kvaSeni

Propionové fermentace je nezbytnd pro vSechny syry ementalského typu. Diky ni maji tyto
syry sva charakteristickd oka a ofiSkovou pfichut. Fermentace je iniciovana pfidavkem
propionovych bakterii, obsahujicich vétSinou druh Propionibacterium freudenreiichii. Jedna
se o grampozitivni, kratké ty€inky. Jejich optimélni pH pro rast se pohybuje v rozmezi 6-7,
optimalni teplota pro rist je 30 °C, ale riist se pomalu projevuje jiz pti 14 °C. Propionové
bakterie jsou anaerobni az aerotolerantni. Pro vyrobu syra ementalského typu staci velmi malé
mnozstvi inokula propionové kultury (pouze nékolik set kolonii pro nadrz obsahujici 1000 |
mléka). Propionova fermentace zacina kolem 30. dne od pocatku vyroby v tzv. kvasném
sklepé pfi teplot¢ 20-24 °C po dobu piiblizn¢ 7 tydnli a poté probiha pomalejsi rychlosti
pii teplot€¢ 10-13 °C. Laktdt produkovany mlécnou startovaci kulturou je rozloZen
na propionat, acetat a oxid uhli¢ity podle nasledujici rovnice:

laktat — 2 propionat + acetat + CO, + ATP

Pokud je pfitomen aspartat, pak je fermentace kombinovana s deaminaci aspartatu na sukcinat
podle nésledujici rovnice:

laktat + 2 aspartat — acetat + CO; + 2 sukcinat + 2 NHs + ATP

V ptitomnosti aspartditu je tedy preménéno vice laktditu na acetait a oxid uhliity,
neZ na propionat. Kmeny schopné deaminace aspartatu fermentuji vétSi mnozstvi laktatu,
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tudiz jsou v syrech pfitomny ve vét§im mnozstvi nez kmeny, které aspartat nevyuzivaji. VEtsi
mnozstvi propionovych bakterii tvori vEétsi mnozstvi acetatu, sukcinatu a oxidu uhli¢itého,
a tedy vice intenzivni flavour a vétsi oka. Schopnost kmenti vyuzivat aspartit je velmi
dualezity faktor pii vybéru novych kultur. Na druhou stranu vysoka aktivita aspartdzy snizuje
mnozstvi oxidu uhli¢itého a vznikd riziko pozdni fermentace. Nicméné piiméfend aktivita
aspartazy muze mit pozitivni efekt na kvalitu tvorby ok a intenzitu flavouru [5]. Velkych ok je
mozno dosdhnout pfi pouziti Lb. helveticus spolu s kulturami propionovych bakterii se silnou
aspartazovou aktivitou, zatimco malych ok se dosdhne pii pouziti fakultativné
heterofermentativnich laktobacili (kmeny Lactobacillus casei) spolu s propionovymi
kulturami se slabou aspartazovou aktivitou [6].

Ve vyzkumech se prokazalo, ze termofilni bakterie mléného kvaseni (hlavné
Lb. delbruecki a Lb. helveticus) mohou stimulovat riist propionovych bakterii. Ve studii byl
rast propionovych bakterii pfimo zavisly na koncentraci volnych aminokyselin v syru
bez ohledu na kmeny laktobacili obsazené v kulturdch. Rist téchto kultur byl zavisly
na proteolytické aktivité bakterii mlécného kvaseni. Stimulujici vliv Sc. thermophilus byl
maly, pravdépodobné z divodu nizké produkce mnozstvi aminokyselin v mléce nebo syru.
Laktobacily, které prodélaly bunéénou lyzi, kratce po vyrobé syru produkovaly velké
mnozstvi aminokyselin. U fakultativné heterofermentativnich bakterii se ukazalo, ze snizily
riziko sekundarni fermentace v Ementdlu. Propionové bakterie jsou schopny rlst jiz
pii teploté¢ 14 °C, a proto maji vétsi tendenci zpisobit sekunddrni fermentaci v porovnani
s bakteriemi, které nejsou schopny pfi této teploté rust [7].

Dalsi metabolickou drahou, kterou propionové bakterie vyuzivaji, je fixace oxidu
uhli¢itého za vzniku sukcinatu, coz vede ke snizeni mnozstvi oxidu uhli¢itého v syru. Tato
cesta vSak neni vyuzivdna Casto a neni jeSt€¢ plné prozkoumadna. Proteolytickd aktivita
propionovych bakterii nema velky vyznam, jejich lipolyticka aktivita v§ak muze mit vliv
na vyvoj flavouru béhem zrani syrt [5].

2.1.1.3 Technologie vyroby syrit ementdlského typu

MIéko pro vyrobu syrti ementalského typu by mélo obsahovat co nejméné bakterii, aby méla
startovaci kultura optimalni ucinky. Pokud je pouZzito syrové mléko, jsou na ng kladeny
velice ptisné pozadavky z hlediska mikrobialniho. Mikrobidlni a hygienicky status syrového
mléka zalezi na zpisobu ziskavani, teploté a dobé skladovani. Je tieba se vyhnout sekundarni
kontaminaci pfed, bdhem i po vyrobé. Svycarsky Emental se vyrabi ze syrového mléka
ziskaného od krav, které nejsou krmeny silazi [2, 5].

Veskeré potadi technologickych operaci je uzptsobeno k vytvotfeni optimélnich podminek
pro propionové kvaSeni. Zakladnim krokem je ptidavek vody (12-18%) do mléka
nebo syfeniny, coz vede k pomérné¢ vysokému pH po mlééném kvaseni (5,2-5,3). Vyssi pH
urychluje propionové kvaseni. Tento krok vede k mékké a elastické textuie a také k vysokému
obsahu vapniku v syrech. Aby nedochézelo k nezadoucim fermentacim v syrech, je tieba se
vyhnout zbytkovému cukru (galakt6za) po mlééném kvaseni [2, 5].
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Jak jiz bylo zminéno, vétSina syra Svycarského typu potiebuje vysokou dohiivaci teplotu.
Syfenina je po rozkrajeni zahfata na teplotu 52-54 °C. Béhem lisovani teplota zlstava na
50 °C a udrzuje se tak mnoho hodin. Pfi této teploté syfenina vysycha a vétSina nezadoucich
mikroorganismil je eliminovana. Teplota neni dilezita pouze pro hygienickou kvalitu syri, ale
je dilezita také pro potlaceni piili§ intenzivni proteolyzy, coz by vedlo ke kratkym
peptidovym fetézcim a vzniku drobivé textury syrt a zvySeni rizika praskani syrt béhem
zrani. Vysoka teplota rovnéz zabezpeci kompletni inaktivaci chymosinu (syfidla). Teplota nad
54 °C uz siln€ poskozuje bakterie propionového kvaseni [2, 5].

Syry ementalského typu jsou casto vyrdbény v médénych nadrzich a jsou lisovany
do valcovitého tvaru. UrCité mnozstvi médi piechazi z povrchu médénych nadrzi do syra.
Obsah médi by nemél byt pfiliS vysoky, protoze inhibuje tvorbu kyseliny mlécné a
propionové. Na druhou stranu méd’ tvoii komplexy se sirnymi slouceninami vzniklymi
z katabolismu aminokyselin, coZ ma pozitivni vliv na flavour a aroma syrt. Obsah médi by se
mé&l pohybovat v rozmezi od 120 do 200 pmol-kg™ [2, 5].

Vzhledem K citlivosti propionovych bakterii na stl je solna lazen méné koncentrovana
nez u jinych syrt. Pramérny obsah soli ve §vycarskych ementalech je 3-5 g-kg™. Tento obsah
soli vede ke tvrdému a suchému povrchu syra, ktery zpiisobuje zmenSeni ztrat oxidu
uhli¢itého béhem propionového kvaseni, coz podporuje tvorbu ok [2, 5].

K iniciaci propionového kvaseni musi byt udrzovéna teplota zrani 20-24 °C po danou
dobu. Podle odkapavani syrii pozna zkuSeny vyrobce (syraf) spravny ¢as pro piesun syri
do teplejSich prostor. Jakmile se dokonci tvorba syrovych ok, propionové kvaseni se zpomali
pfesunutim syrt do prostoru s niz$i teplotou, tzv. zracich sklepti (10-13 °C). U Svycarskych
syrt trva tvorba ok ptiblizn¢ 40-60 dnti. Relativni vlhkost ve zraci mistnosti je pomérné nizka
(70-80 %), coz opét vede ke tvrdému a suchému povrchu syra a zamezeni ztrat oxidu
uhli¢itého. Nizka vlhkost také urychluje tzv. poceni syrti (sekrece tuku) a redukuje tim rhst
plisni na povrchu a tudiz i ¢as nutny k jejich manudlnimu ¢iSténi. Rozmanitost doby zrani je
siroka [2, 5].

V posledni dobé se ve Svycarsku piiklada vétsi vyznam zrani syri v jeskynich pii vyssi
vlhkosti. Diky pisobeni specifickych plisni zEernd povrch syra, proteolyza je intenzivnéjsi,
ptesto ale proteolytické enzymy plisni nepronikaji dovnitf syrd. Nepiima4, ale silna proteolyza
urychluje vzrist pH diky deacidifikaci povrchu syra, navic rozpustné latky produkované
plisni pronikaji dovnitf syra [2, 5]. Obecné schéma vyroby si lze prohlédnout nize na Obr. 2
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Obr. 2: Postup vyroby Ementalu [2]

2.1.2 Syry typu moravsky bochnik

Syry typu Moravsky bochnik se ve srovnani s ementalem dohiivaji na ponékud nizsi teplotu
a doba zpracovani je kratsi. Hlavni rozdil spoc¢iva ve zrani, kdy syry typu Moravsky bochnik
zraji pouze ve chladném sklepg, tudiZ jsou bez ok [8].

Moravsky bochnik se zacal u nas vyrabét pred prvni svétovou valkou, kdy se nedatila
vyroba ementdlského syra ve tvaru velkého bochniku. V dne$ni dobé se vyrabi ve tvaru
hranolu zndmého jako tzv. moravsky blok [9].
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Sytfenina se dohfiva pii nizsi teploté nez ementdl (48-52 °C). DosuSené syrové zrno se
vypousti do lisovacich van a lisuje se 60-120 minut. Po vylisovani se syry mechanicky
vyjimaji z perforovanych forem, mohou se dale krajet na mensi bloky o velikosti 30-40 cm.
Nésleduje dvoudenni 20% solna lazen pfi teploté¢ 12-14 °C. Nésledné se syry bali za vakua
do zracich obalti a vkladaji se do zracich palet nebo beden. Doba zrani je 6-8 tydnu pii teploté
12-14 °C a relativni vlhkosti max. 80 %. Moravsky bochnik ma na fezu celistvou a pevnou
konzistenci na omak pruznou az vlacnou [9].

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o Ceskou specialitu, Moravské bochniky dosud prakticky
nebyly zkoumany; jedind dostupna publikace se vénuje zméndm obsahu aminokyselin
Vv tavenych syrech vyrobenych z Moravského bochniku v zavislosti na pouzitém sterilacnim
zahievu [10].

2.2 Aromatické latky syri s vysokodohfivanou syfeninou

Aromaticky aktivni latky jsou latky s nizkou molekulovou hmotnosti, které vznikaji béhem
zrani syrd diky mikrobiologickym a biochemickym pochodim. Tyto latky pfispivaji k tzv.
flavouru (chuti a vlni) syrt. Biochemické zmény béhem zrani mohou byt rozdéleny do dvou
skupin a to na primarni a sekundarni dé€je. Primarni déje zahrnuji metabolismus zbytkové
laktézy, metabolismus citratu, lipolyzu a proteolyzu. Sekundarni déje navazuji na primarni
d&je a patii do nich metabolismus mastnych kyselin a aminokyselin. Sekundarni déje jsou
velmi dulezit¢ z hlediska tvorby tékavych aromaticky aktivnich latek. Pti katabolismu
aminokyselin se tvoii vétSina aromaticky aktivnich latek, ale zaroven vznikaji i latky,
které mohou zplsobovat off-flavour. Schéma vzniku aromaticky aktivnich latek v pribéhu
zrani syra lze vidét na Obr. 3. Slouceniny oznafené Sedé jsou povazovany za aromaticky
aktivni [11-13].
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Obr. 3: Schéma tvorby aromaticky aktivnich latek (Sedy ramecek) [13]

Z analytického hlediska se déli slouc¢eniny zpisobujici flavour do dvou hlavnich skupin:

e Tekavé
e Netékavé

Mezi t€kavé neboli aromaticky aktivni latky fadime organické kyseliny s kratkym
fetézcem, primarni a sekundarni alkoholy, methylketony, aldehydy, estery, laktony, alkany,
aromatické uhlovodiky, a rizné slou¢eniny obsahujici siru nebo dusik [2].

Do skupiny netékavych latek fadime peptidy, aminokyseliny, aminy, organické kyseliny,
aminy, soli a mineraly. Peptidy a volné aminokyseliny pfispivaji k pozadi flavouru. Volna
glutamova kyselina je zodpovédna hlavné za chut umami. Sil (NaCl) a dal$i mineraly
ovliviiuji jak slanost, tak neptimo i celkovou intenzitu aroma syrt [2].

2.2.1 Metabolismus laktozy, laktatu a citratu

V zavislosti na pouzité startovaci kultuie je laktdza zpracovana pomoci glykolyzy (vétSina
bakterii) a nebo fosfoketolazovou drahou (Leuconostoc spp.). Hlavnim produktem
metabolismu laktdzy je L- nebo L+ laktat, poptipadé racemicka smes obou. Nékteré kmeny
produkuji i dalsi produkty, naptiklad rod Leuconostoc produkuje ethanol. Nékteré startovaci
bakterie (Streptococcus thermophilus) nejsou schopny metabolizovat galaktozu (vznika
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po hydrolyze laktézy) a musi rist s galakto-positivnimi mikroorganismy (laktobacily),
aby nedochazelo k akumulaci galaktozy v syieniné (viz Obr. 4). Produkce D-laktatu béhem
zrani syrd je pravdépodobné vyssi u syrt vyrabénych ze syrového mléka, coz prozatim bylo
zkoumano jen vramci nékolika studii. Racemizace laktitu nema na flavour velky vliv.
Rozpustnost Ca-D-laktatu je menSi nez u Ca-L-laktatu. Ca-D-laktdit muze krystalizovat
za tvorby bilych krystalkt [14].

Propionové bakterie v syrech Svycarského typu zacinaji rust, jakmile jsou syry pfeneseny
do kvasného sklepa. Zde metabolizuji L-laktat na propionat, acetat a oxid uhlicity. Jak jiz bylo
zminéno, oxid uhli¢ity je dilezity pro tvorbu ok, zatimco acetit a propionat jsou soucasti
flavouru [14].

laktoza
Sc. thermophilus
Le. lactis GLU + GAL
Le. cremoris / i
Sc. thermophilus Lactobacilus
D,L-laktat
\J (
L-laktat » propionat, acetat, CO,

/ Propionibacterium

tvorba plisné a mazu na povrchu

/

CO,, H,0

Obr. 4: Schéma metabolismu laktozy v syrech svycarského typu [5]

MIléko obsahuje ptiblizné 1750 mg-l'l citratu, kdy vétSina je ztracena v syrovatce
pii vyrobe syrt. Citrat je z 94 % obsazen v rozpustné fazi mléka, presto méa jeho nizka
koncentrace v syfeniné velky vyznam pro tvorbu aromaticky aktivnich latek. Citrat je
metabolizovan nékterymi mezofilnimi startovacimi kulturami (laktokoky a Leuconostoc spp.),
popiipadé nékterymi mezofilnimi bakteriemi mlééného kvaseni, které se nachazi v syrovém
mléce. Citrat neni metabolizovan Sc. thermophilus nebo jinymi termofilnimi laktobacily.
Mezi hlavni aromaticky aktivni latky této drahy patii acetat, diacetyl, acetoin a 2,3-butandiol.
Tyto latky jsou duleZité hlavné pro syry holandského typu, nezadouci jsou u Cedaru
a Cottage syrt. Diacetyl je dulezity také pro mnoho dalSich druht syrti, vzhledem k tomu
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7e muze byt dale pfeménén na 2,3-butandiol a 2-butanon [13,14]. Schéma tohoto metabolismu
je uvedeno na Obr. 5.

Citrate Threonine
Citrate lyase Threonine
aldolase \‘ Glvein
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Obr. 5. Metabolismus citratu u bakterii mlécného kvaseni [15]

2.2.2 Lipolyza, metabolismus mastnych kyselin

Stupen lipolyzy a jeho dopad na kvalitu syru zaleZi na druhu syru. Pokud je stupen lipolyzy
u syrt §vycarského typu a polotvrdych syrii vy$si nez 0,25-1,5 % (Cedar), 1,5 % (Gouda),
1 % (Emental), 2 % (Comté), pak to mize zpusobit vadu flavouru, jako je naptiklad Zluklost.
Naopak u nékterych tvrdych italskych syrf, plesnivych syrit a u syrii z koziho mléka je
lipolyza mnohem rozsahlejsi a je také dileZzita pro jejich typicky flavour. Lipolyza v syrech je
vysledkem aktivity mlécnych lipoproteinovych lipdz spolu s lipazami a esterdzami
startovacich kultur, poptipadé kultur vyskytujicich se pfirozené¢ v mléce. Pouze mastné
kyseliny obsahujici vice jak 6 atoml uhliku pochazeji vyhradné z lipolyzy. Vyssi stupen
lipolyzy je v syrech vyrobenych ze syrového mléka oproti syrim z pasterizovaného mléka,
tudiz se 1i8i 1 riznymi druhy volnych mastnych kyselin [16].

Lipazovy a esterdzovy systém bakterii startovacich kultur byl studovan podstatné méne,
nez jejich proteolyticky systém. Lactococcus sp. maji slabou lipolytickou aktivitou. Obligatné
homofermentativni laktobacily (Lb. helveticus, Lb. delbruecki subsp. bulgaricus, Lb.
delbruecki subsp. lactis) produkuji také esterazy, z nichz n¢které byly studovany. Fakultativné
heterofermentativni laktobacily (Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. plantarum), jez se vyskytuji
Vv ptirozené floie mléka, maji také slabou lipolytickou aktivitu [17].
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Volné mastné kyseliny se Ucastni flavouru syrt neptimo - slouzi jako prekurzory pro
tvorbu aromaticky aktivnich latek viz Obr. 6. [12].

triglyceridy
V lipaza
mastné kyseliny
B-oxidace B-oxidace  nenasycené mastné
kyseliny
v .
B-ketokyseliny 4- nebo 5- hydroperoxidy
hydroxykyseliny hydroperoxid
Y lyaza
methyl ketony aldehydy
sekundarni alkoholy volné mastné vynebod  kyseliny alkoholy
kyseliny laktony

Obr. 6: katabolismus volnych mastnych kyselin [17]

Estery se bézn¢ nachazeji u mnoha druhii syrt, vznikaji pfi reakcich volnych mastnych
kyselin spolu s alkoholy. Nejbéznéjsi dostupny alkohol pro tuto reakci je ethanol, proto jsou
ethylestery dominantnimi estery v syrech. Ethanol je limitujici reaktant ve tvorb¢ esterd,
pochazi z metabolismu laktézy nebo z katabolismu aminokyselin. Nicmén& v syrech
nalezneme také methyl, propyl a butylestery. Thioestery vznikaji diky reakci volnych
mastnych kyselin se sulfhydrylovou skupinou, vétSinou s methanthiolem [12].

Laktony jsou cyklické slouceniny, které wvznikaji intramolekularni esterifikaci
hydroxymastnych kyselin. Produkce laktonii béhem zrani syru je limitovana jejich
prekurzory, tedy hydroxykyselinami. Hydroxykyseliny mohou vznikat napt. redukci ketond.
Hlavnimi laktony v syrech jsou y- a 6- laktony, které jsou tvofeny péti aZ Sestistrannymi
kruhy, tudiZ jsou stabilni. Tyto slouceniny vytvaii silny flavour a mohou vznikat z y- a o-
hydroxy mastnych kyselin. V plnotuénych syrech dosahuji laktony maximalni koncentrace
pfiblizné ve Ctrnactém tydnu zrani, poté jejich koncentrace zacina klesat. Na druhou stranu
Vv nizkotuénych syrech je jejich koncentrace ptiblizné stejna po celou dobu zrani. Hydroxylace
mastnych kyselin mize byt vysledkem bézného katabolismu mastnych kyselin nebo muze
pochézet z nenasycenych mastnych kyselin diky pisobeni lipoxygenaz nebo hydrataz. [17].

2.2.3 Proteolyza
Proteolyza je dllezity a komplexni d&j, odehravajici se béhem zrani syrt. Hraje dileZitou roli
pii:
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e texturnich zménach v disledku rozpadu proteinové sité, poklesu vodni aktivity jejiz
prostiednictvim jsou vazany volné karboxy a amino skupiny, a vzrastu pH.

e piimém prispévku ke tvorbé flavouru a pravdépodobné také off flavouru (kyselost)
diky formaci peptidi a volnych aminokyselin.

e uvoliovani substratu (aminokyseliny) k sekundarnim katabolickym zménam
(deaminace, dekarboxylace, transaminace, atd.).

e zménach matrice syra, které napomahaji uvolilovani aromaticky aktivnich latek [17].

Béhem zrani je proteolyza v syrech katalyzovana enzymy z:

e mléka (plasmin, cathepsin D a pravdépodobné i dalsi somatické bunécné proteinazy),
e koagulanti (chymosin, pepsin, proteinazy z plisni a rostlin),

e startovacich kultur,

e 7 kultur vyskytujicich se pfirozen€ v mléce,

e sekundarnich startovacich kultur (P. camemberti, P. roqueforti, Propionibacterium..),
e exogennich proteindz nebo peptidaz pouzitych k urychleni zrani [17].

U vétSiny syri je pocatecni iniciace hydrolyzy kaseinu zpiisobena koagulanty a v mensi
mife plasminy a pravdépodobné somatickymi bunéénymi proteindzami (cathepsin D), jejichz
vysledkem je tvorba dlouhych (ve vod€ nerozpustnych) a stiednich (ve vodé rozpustnych)
peptidl. Tyto peptidy jsou nasledné rozklddany koagulanty a enzymy ze startovacich kultur,
popiipad¢ kultur vyskytujicich se pfirozené¢ v mléce. Produkce kratSich peptidit a volnych
aminokyselin je zpisobena aktivitou mikrobidlnich proteinaz a peptidaz [17].

Finalnimi produkty proteolyzy jsou volné aminokyseliny, jejich koncentrace obecné stoupa
béhem zrani s vyjimkou argininu. Stupen peptidl a volnych aminokyselin rozpusténych v 5%
kyselin¢ fosfowolframové se povaZzuje za indikdtor miry rozvoje flavouru. SloZeni
aminokyselinovych frakci a relativni pomér individudlnich aminokyselin je taktéz dilezity
pro vyvoj charakteristického flavouru [17].

Malé a stfedné velké peptidy spolu s volnymi aminokyselinami ovliviiuji pozadi flavouru
mnoha druht syrG. Nekteré konkrétni peptidy jsou charakteristické svou hotkou, ofiSkovou
nebo sladkou pfichuti. Nevyvazena proteolyza muize vést k nadbytku horkych peptidu,
coz muze vést k znehodnoceni syru. V dnesni dobé se vyuzivaji specifické kultury se
schopnosti degradovat tyto peptidy a jsou ¢asto vyuzivany u riznych druhd syri [17, 18].

2.2.4 Katabolismus aminokyselin

Katabolismus volnych aminokyselin vede k mnoha riiznorodym latkam, jako jsou amoniak,
aminy, aldehydy, fenoly, indoly a alkoholy, vSechny tyto latky mohou byt soucasti aroma
syri. Prvni faze katabolismu zahrnuje dekarboxylaci, deaminaci, transaminaci, desulfuraci
a pravdépodobné hydrolyzu na boc¢nim fetézci aminokyselin. Druhd faze zahrnuje konverzi
vzniklych latek (aminy, a-aminokyseliny), stejné jako konverzi samotnych aminokyselin
na aldehydy a to za pusobeni deaminaz na aminy. Poslednim stupném katabolismu
aminokyselin je redukce aldehydi na alkoholy nebo jejich oxidace na kyseliny.
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Aminokyseliny obsahujici siru podléhaji znacné konverzi, jez vede ke tvorbé mnoha
slouc¢enin zahrnujici methanthiol a dalsi derivaty siry [17]. Hlavni metabolické drahy shrnujici
metabolismus aminokyselin se nachazi na Obr. 7

kaseiny
proteolyza
v
amino kyseliny:
dekarboxylace | transaminace oxida¢ni deaminace deerada
\ egradace
(j()2 ' NH .
aminy amino kyseliny o-ketokyseliny fenoly CH,SH indol
NH, ‘
aldehydy sirné slouceniny
redukce oxidace
alkoholy kyseliny

Obr. 7: Katabolismus aminokyselin [17]

Aminotransferazy, spolu s pyridoxal-5'-fosfat ~ dependentnimi  enzymy, pfeménuji
aminokyseliny na korespondujici a-ketokyseliny. Tyto a-ketokyseliny jsou dale degradovany
na fadu dalSich latek, at’ uz diky enzymové katalyzovanym reakcim, nebo chemickym
reakcim. Nejvice byly prostudovany aminotransferazy u bakterii mlééného kvaSeni, avSak
pozornost se také upina na enzymy Proponibacterium spp. a Br. linens a nékteré dalsi
mikroorganismy. o-ketokyseliny, produkované pomoci aminotransferaz, jsou degradovany
pomoci mikroorganismi na aromaticky aktivni slouc¢eniny pomoci 4 metabolickych drah.
Mohou byt redukovany na pfislusné hydroxykyseliny pomoci 2-hydroxykyselin
dehydrogendz. Tyto slouceniny nemaji velky vyznam, co se tyce flavouru, tudiz tato draha
snizuje mnozstvi a-ketokyselin, ze kterych by mohly vzniknout aromaticky aktivni latky.
a -ketokyseliny (hlavné ty, které vznikly z aromatickych aminokyselin) mohou degradovat
také chemickymi reakcemi za vzniku duleZitych aromaticky aktivnich latek. Mohou byt taktéz
dekarboxylovany na korespondujici aldehydy. Tyto moZnosti jsou vSak v syrech méné
dulezité. Aminotransferazova aktivita byla navrzena jako limitujici krok v produkci
aromaticky aktivnich latek v syrech béhem jejich zrani. Proto bylo provedeno mnozstvi
pokusii ke zlepSeni flavouru syrd, kdy byl do syrt pfiddn o-ketoglutarat pro zvySeni
aminotransferazové aktivity. Po piidavku a-ketoglutaratu do Cedaru byl zjiitén lepsi vyvoj
flavouru; u syru typu St. Paulin byl pozorovan rychlejsi katabolismus aminokyselin, ale doslo
ke hromadéni a-ketokyselin. Tento vysledek napovidal tomu, ze degradace a-ketokyselin
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na aromaticky aktivni latky by mohla byt vice limitujicim krokem, nez produkce
a-ketokyselin z aminokyselin [12].

Aromaticky aktivni latky obsahujici siru jsou velmi dilezitou soucasti flavouru a nachazeji
se Vv mnoha druzich syrii. Obsah cysteinu v kaseinech je nizky, proto sirné slouceniny
pochazeji predevsim z metabolismu methioninu. Mezi dalezité sirné aromaticky aktivni latky
patii methanthiol, dimethyldisulfid (DMDS), dimethyltrisulfid (DMTS), methional (B-methyl
merkaptopropionaldehyd) a thioestery (vzniklé z reakce thiolu, cCasto methanthiolu,
s karboxylovou kyselinou). Mezi enzymy ucastnici se reakci vedoucich k t¢émto slou¢eninam
patfi methionin-y-lyaza (pfeménuje methionin na o-ketobutyrat, methanthiol a amoniak),
cystathionin-p-lyaza (pfeménuje cystathionin na cystein, o-ketobutyrat a amoniak) [12].

Prvni krok u katabolismu tryptofanu, tyrosinu a fenylalaninu (aromatickych aminokyselin)
je katalyzovan aktivitou aminotransferaz za vzniku o-ketokyselin . Tyto dale degraduji
za vzniku mnoha aromaticky aktivnich latek dilezitych pro flavour syrii. Rozvétvené
aminokyseliny leucin, isoleucin a valin jsou degradovany pomoci aminotransferaz za vzniku
prislusnych a-ketokyselin, jez jsou dale rozkladany na rtizné slouceniny. Aminotransferazy
schopné transaminace u rozvétvenych aminokyselin byly studovany napt. u laktokoki, Lb.
paracasei ssp. paracasei a Pr. freudenreichii [12].

Aminokyseliny mohou degradovat také pomoci deaminacnich reakci, kde jsou zapotiebi
dehydrogenazy nebo oxidazy. Amoniak vznikly témito reakcemi piispiva ke flavouru uréitych
syra $vycarského typu (Gruyere a Comté), syru tvoficich maz a pravdépodobné u syrd typu
Camembert. Pokud se amoniak produkuje v dostate¢ném mnozstvi, mize zpusobit vzrast pH
syrt béhem jejich zrani [12].

Dekarboxylaci aminokyselin vznikaji aminy, které produkuji silné a nepiijemné aroma.
Navic maji nckteré tyto latky (biogenni aminy) na nékteré konzumenty nepiiznivy
fyziologicky efekt. Dekarboxylace obvykle probiha pii kyselém pH (kolem 5,5)
a obvykle také vyzaduje pyridoxal-5'-fosfat spolu s kofaktorem. Rychlost produkce amini
v syrech zavisi na koncentraci prekurzortl - aminokyselin a hlavné také na mikroflote syrt,
ktera mize byt ovlivnéna faktory zrani, jako jsou teplota, pH a koncentrace soli. VétSinou se
nepouzivaji startovaci kultury s vysokou dekarboxylazovou aktivitou. Nékteré kmeny
Br. linens jsou schopny snizit mnozstvi biogennich amint u syrt tvoficich maz [12].

Mnoho riznych bakterii mlécéného kvaSeni, a dal$i mikroorganismy vyskytujici se
v syrech, byly hodnoceny podle schopnosti degradovat aminokyseliny za tvorby aromaticky
aktivnich latek. Tato schopnost se stanovovala za vyuziti inkubace zbylych bunék nebo
bunéénych extrakti v modelovych syrech nebo v syntetickych médiich, ktera obsahovala
kasein nebo volné aminokyseliny. Analyza vzniklych produktl byla provedena pomoci
GC/MS, popiipadé HPLC. Mnoho mikroorganismu vyskytujicich se v syrech (bakterie
mlécéného kvaseni, Corynebacterium, kvasinky, Geotrichum candidum) je schopno tvorby
aromaticky aktivnich latek z aminokyselin; tato schopnost je vSak silné zavisla na kmeni.
Propionové bakterie, jako jsou Propionibacterium freudenreichii nebo Probionibacterium
shermanii, jsou spojovany s produkci karboxylovych kyselin z rozvétvenych aminokyselin
a jsou pravdépodobné nejvice zodpoveédné za jejich tvorbu v syrech svycarského typu [20].
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Nedéavno se ukazalo, ze bakterie mléEného kvaseni, vyskytujici se pfirozené v syrovém
mléce, hlavné nékteré kmeny Lactobacillus paracasei, produkuji taktéZ malé mnozstvi
alkoholt a aldehydt z rozvétvenych aminokyselin, fenylalaninu a methioninu, pokud médium
obsahuje casamino kyseliny (smés aminokyselin a né¢kterych kratkych peptidii pochazejicich
Z hydrolyzy kaseinu) nebo hydrolyzat laktalbuminu [20, 21]. N¢&které bakterie mléného
kvaseni jako jsou Lb. lactis subs. lactis a cremoris, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
bulgaricus a Lactobacillus casei jsou také schopny degradovat methionin na methanthiol,
DMDS a DMTS. Nicméné mikrokoky a koryneformni bakterie, hlavné Brevibacterium linens,
se Casto pouzivaji jako povrchova flora u mnoha druht syr, vzhledem k lepsi produkci
methanthiolu a DMDS oproti bakteriim mlécného kvaSeni. Navic jsou tyto bakterie schopny
tvorby S-methylthioesterti z methanthiolu a riznych karboxylovych kyselin jako jsou kyselina
octova, propionova, isomaselna nebo isovalerova [20].

2.2.5 Tékavé (aromaticky aktivni) latky Ementalu

V nasledujicich tabulkach 1-7 jsou uvedeny aromatické latky nalezené v Ementalu. Tuéné
jsou vyznacené slouceniny, které jsou povazovany za soucast tzv. kliCového aroma. Tyto

latky byly stanoveny pomoci plynové chromatografie s olfaktometrickym detektorem
[22, 23].

Tabulka 1: Ketony [5, 22, 23]

propanon

2-propanon

3-hydroxybutan-2-on (acetoin)

3-methylbutan-2-on

2,3-butandion (diacetyl)

4-methylpentan-2-on

2-butanon

2-hexanon

2-pentanon

cyklopentanon

2,3-pentandion

2-methylcyklopentanon

2-hexanon 3-methylcyklopentanon
4-methylcyklohexanon 4-heptanon
2-heptanon 2-nonanon

5-methylheptan-2-on

2-undekanon

6-methylheptan-2-on

Acetofenon

6-methylhept-5-en-2-on

1-octen-3-on

2-oktanon

4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon

2-ethyl-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-
furanon
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Jednim z nejdutlezitéjSich diketonti v syrech je 2,3-butandion (diacetyl). Diacetyl pochazi
z metabolismu citratu diky Lc. lactis ssp. lactis bv. diacetylactis, Leconostoc spp. nebo diky
nékterym laktobacilim. Tvoii dilezité aroma u mnoha druhti syrd, byl identifikovan jako
kli¢ovy pro aroma Camembertu, Cedaru a Ementalu. Diacetyl je ocefiovan pro své maéslové
a ofiSky pfipominajici aroma. Béhem zrani syrt jeho koncentrace klesa. Diacetyl muze byt
pfeménén na acetoin, dale na 2,3-butandiol a 2-butanon a ten nakonec na 2-butanol.
2-butanon spolu s 2-butanolem, na rozdil od diacetylu a acetoinu, béhem zrani narustaji,
stejné jako dalSi methylketony a sekundarni alkoholy. Transformace diacetylu na vice
redukované slouceniny postupuje béhem zrani diky pisobeni enzyma mikroorganismu. Lze
tedy predpokladat, ze mikroorganismy syrového mléka maji také vliv na vyvoj téchto
slouc¢enin. Diacetyl a acetoin byly nalezeny v menSim mnozstvi v syrech vyrobenych
ze syrového mléka, nez u syrG z pasterizovaného mléka piip. mléka podrobeného
mikrofiltraci [5, 23, 24].

Methylketony pochazeji z B-oxidace mastnych Kkyselin, jsou spojovany s ovocnym,
kvétinovym a/nebo zatuchlym aroma (2-oktanon, 2-nonanon, 2-dekanon, 2-undekanon).
2-heptanon je také dulezitou soucasti flavouru Ementalu a popisuje se jako ovocny, kvétinovy
a/nebo skoficovy. 2-nonanon je typicky pro Gorgonzolu, zatimco 2-undekanon tvoii klicové
aroma u Camembertu. 1-octen-3-on je spojovan s zampionovym aroma [5,23,24].

Tabulka 2: Aldehydy [5, 22, 23]

acetaldehyd oktanal
2-methylpropanal nonanal
3-methylbutanal dekanal
2-methylbutanal benzaldehyd
2-methylbutenal butanal
pentanal 2-butenal
hexanal heptanal

Aldehydy s rozvétvenym fetézcem pochazeji pravdépodobné =z enzymatické nebo
neenzymatické degradace aminokyselin (Streckerova degradace). 2-methylpropanal,
2-methylbutanal a 3-methylbutanal se tvofi zvalinu, isoleucinu a leucinu. Aroma
3-methylbutanalu se popisuje jako svézi, nasladlé. Aldehydy s piimym fetézcem, jako jsou
napt. butanal, pentanal, hexanal, nonanal, jsou bézné v riznych syrech. Tyto latky jsou
charakterizovany pachem pfipominajicim svézi travu s bylinkami. Pochazeji z -oxidace
mastnych kyselin. Aldehydy s pfimym fetézcem nejsou Zadouci, pokud jejich koncentrace
dosahne urcitého prahu. Z této skupiny je nejb&éznéjsi aromatickou latkou nonanal [24].
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Tabulka 3: Alkoholy [5, 22, 23]

ethanol 2-heptanol

1-propanol 3-methylbut-3-en-1-ol
1-butanol fenol

2-butanol methanol

2-propanol 1-penten-3-ol
prop-2-en-1-ol 2-pentanol

2-pentanol 3-methylbutanol
4-methylpent-4-en-2-ol 1-pentanol

V biosyntéze alkoholl je zahrnuto mnoho metabolickych cest, jako metabolismus laktozy,
redukce methylketonti, metabolismus aminokyselin, pfip. degradace kyseliny linolové
a linolenové. Pfitomnost rozvétvenych primarnich alkoholi, jako je 3-methylbutanol, indikuje
redukci aldehydu produkovaného z leucinu. Tento alkohol byl identifikovan jako minoritni
aromaticka latka Mozzarelly a byl popsan jako pifijemné aroma Cerstvého syru. Sekundarni
alkoholy se tvofi enzymatickymi redukcemi z korespondujicich methylketonti, které vznikaji
B-oxidaci mastnych [-ketokyselin. 2-heptanol byl identifikovan jako kli¢ové aroma
Gorgonzoly a syru Grana Padano [24].

Mnozstvi alkoholli zavisi téz na ptitomnosti ptivodni mikroflory, ktera ovliviiuje produkci
alkoholtl v syrech. Syry vyrobené ze syrového mléka obsahuji vet$si mnozstvi alkoholi, nez
syry vyrobené z pasterizovaného, poptipadé mikrofiltrovaného mléka. Toto plati jak pro
n-alkoholy, tak pro 2-alkanoly. VVzhledem k tomu Ze alkoholy pochazeji z diive vytvofenych
sloucenin, pak lze tvrdit, ze ptivodni mikroflora zplsobuje rychlejsi zrani syra [5].

Tabulka 4: Estery [5, 22, 23]

methyl-acetat butyl-acetat
methyl-propanoat butyl-propanoat
methyl-butanoat 2-methylpropyl-propanoat
methyl-hexanoat 2-methylpropyl-butanoat
ethyl-acetat 3-methylbutyl-acetat

ethyl propanoat 2-methylbutyl-butanoat
ethyl-butanoat 3-methylbutyl-butanoat
ethyl-hexanoat isopropyl-propanoat
ethyl-oktanoat hexyl-propanoat
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propyl-acetat isobutyl-propanoat

propyl-propanoat 3-methylbutyl-propanoat
propyl-butanoat 2-methylbutyl-propanoat
pentyl-propanoat ethyl-heptanoat

methyl-heptanoat

Estery jsou bézné tékavé latky vyskytujici se v syrech. Vznikaji kondenzaci kyselin
a alkoholt. V syrech se jedna o spontanni reakci, ktera vSak mlize byt také zprostfedkovana
mikrobialnimi esterazami. Obecné maji estery sladké, ovocné a/nebo kvétinové aroma.
Zv1asté ethyl-estery jsou znamy pro jejich dilezitou roli ve tvorbé ovocného charakteru syra.
Nekteré estery maji velmi nizky prah vniméni, navic mohou ovlivnit aroma syrt diky
schopnosti minimalizovat ostrost a hotkost zpiisobenou mastnymi kyselinami ptip. aminy.
Ethyl-butanoat byl identifikovan jako nejbézngjsi klicové aroma Cedaru, Ementalu,
Gorgonzoly, syra Grana Padano a Pecorino. Jeho aroma se popisuje jako ovocné, sladké.
Také ethyl-hexanoat hraje dileZitou roli v aromatickém profilu Cedaru, Gorgonzoly, syrii
Grana Padano, Pecorina aj.; aroma je popisovano jako ovocné, ananasové.Ethyl-oktanoat je
vyznamny v Guia syrech, ma kvétinové aroma. Obecné se pritomnost ptivodni mikroflory
mléka spojuje s vétsi tvorbou esterti. Nejvice se objevuji ethyl-estery, v syrech Svycarského
typu je jejich nejvetsi diverzita [5, 23, 24].

Tabulka 5: Slouceniny obsahujici siru [5, 22, 23]

methanthiol dimethyl disulfid

dimethyl sulfid methional

dimethyltrisulfid

MV v

Nejbéznéjsi slouceninou obsahujici siru je methional. Tato t¢kava latka mize byt
produkovand Streckerovou degradaci a jeji aroma piipomind vafené¢ brambory, dile se
popisuje jako pal¢ivé a trpké. Hraje dlileZitou roli v aromatickém profilu mnoha druht syri,
jako jsou Camembert, Cedar, Emental, kozi syr, Gorgonzola, Grana Padano, Gruyére,
Pecorino a mnoho dalSich. V nizkych koncentracich mé pozitivni vliv na flavour syrt. Jestlize
je vsak jeho koncentrace vysoka, tak jiz zpasobuje off-flavour pfipominajici brambory (syr
Gruyére) [24].

Methanthiol je dalsi dualezitou slouceninou obsahujici siru. Vznik4a z methioninu a mize
byt prekurzorem dalSich sirnych sloucenin, jako jsou dimethyldisulfid (DMDS)
a dimethyltrisulfid (DMTS) diky oxidativnim reakcim. Dimethylsulfid je popisovan
intenzivni, sirny, popiipadé€ jako vafené zeli [23, 24].
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Tabulka 6: Kyseliny s kratkym retézcem [23]

propionova kyselina isovalerova Kkyselina

Kyselina maselna hexanova kyselina

Kyselina octova

Obecné¢ mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (>12 atomi uhliku) nemaji velky vyznam
ve flavouru vzhledem k jejich vysokému prahu vnimani. Kyseliny s kratkym fetézcem vsak
maji mnohem niz§i prah vnimani a kazda z nich ma své charakteristické aroma. Kyselina
octovd ma typické octové aroma, propionova kyselina ma palCivy, ovocny pach. Tyto
kyseliny jsou kli¢ovym aromatem Cedaru, Gruyéru, Roncalu a syrti ementalského typu.
Propionové kyselina je kone¢nym produktem kvaseni laktatu. Kyselina méselnd ma zluklé
aroma a je diilezitou soudasti flavouru syrii riiznych typti (Camembert, Cedar, Grana Padano,
Pecorino aj.). Vysoka koncentrace této kyseliny je vSak nezadouci. Kyselina maselna pochazi
z katabolismu triglyceridli, ale zdroven muze pochazet také z fermentace laktatu diky
ptitomnosti klostridii. Kyselina maselna, spolu s isovalerovou, maji podobné aroma. Kyselina
hexanova se uvoliuje béhem lipolyzy z triglyceridi a je charakteristickou soucasti flavouru
syrt Grana Padano a Roncal syrt [5, 24].

Tabulka 7: Laktony [23]

o-dekalakton

Laktony jsou vysledkem spontanni cyklizace hydroxykyselin, které se ptirozené vyskytuji
v mlééném tuku. Jejich vyskyt v syrech mtze také souviset s krmenim. Laktony jsou obecné
spojovany s broskvovym, meruiikovym a/nebo kokosovym aroma. Jednim z nejbézngjsich
laktoni je o6-dekalakton. Tato slouCenina je kliCovym aroma Camembertu
a syru ementalského typu [5, 24].
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2.3 Pouzité metody a experimentalni techniky

2.3.1 Izolace aromaticky aktivnich latek ze syri

Aromatické latky se fadi do mnoha rozliSnych skupin, nékteré jsou vysoce reaktivni
a V potravinach jsou pfitomny ve velmi nizké koncentraci; diky tomu neni jejich piimé
stanoveni vétSinou mozné. Pied analyzou je tieba cilené analyty nejdiive extrahovat
a nasledné zkoncentrovat [25, 26].

2.3.1.1 Extrakce rozpoustédlem (SE-solvent extraction)

Extrakce je proces, pii kterém prochazi slozky fazovym rozhranim mezi dvéma vzajemné
nemisitelnymi kapalinami. Pfi extrakci kapalina-pevnd latka jsou analyty z pevné faze
extrahovany do rozpoustédla. Extrakce analytu z jedné faze do druhé zéavisi na rozdélovacim
koeficientu dané¢ho analytu. Rozdé€lovaci koeficient je zavisly na chemické povaze analytu
a dalSich dvou rozpoustédel, stejné jako na teploté [27, 28].

Vyuziti extrakce rozpoustédlem pro zisk aromatickych latek ze syru

Extrakce ethyletherem byla vyuZita napf. pii charakterizaci kvétinového aroma v Cedaru.
Pomoci GC-MS a GC-O bylo v extraktech syrt identifikovano 50 aromaticky aktivnich latek
[29].

Extrakce pomoci rozpoustédla byla vyuzita také pii identifikaci aromatickych latek v syru
Parmigiano-Reggiano. Po extrakci nasledovala destilace za vysokého vakua. Aromatické
sloueniny byly identifikovany za vyuziti GC-O. Butanov4, hexanova, oktanova
a dekanova kyselina tvofily hlavni volné mastné kyseliny podilejici se na syrovém aroma.
Ethyl-butanoat, ethyl-hexanoat, ethyl-oktanoat, ethyl-propanoat, ethyl-pentanoat, ethyl-
heptanoat a ethyl-dekanoat byly hlavnimi estery podilejici se na ovocném aroma.
2-Methylbutanal, 3-methylbutanal, 2,4-hexadienal, 2-butenal, pentanal, hexanal, heptanal,
diacetyl, fenylacetaldehyd, dimethyltrisulfid, 2,6-dimethyl-pyrazin, 2,5-dimethyl-3-
ethylpyrazin, trimethyl-pyrazin, 5-ethyl-2-methylpyridin, 2,3-dimethyl-5-ethylpyrazin, 2,3,5-
trimethyl-6-ethyl-pyrazin, furfural a 2-furanmethanol se podilely na ofiskovém, prazeném
aroma [30].

2.3.1.2 Extrakce superkritickou tekutinou (SFE-supercritical fluid extraction)

Superkritickd tekutina vznika zahfatim plynu nebo kapaliny na teplotu vyssi nez je jeho/jeji
kritickd teplota pfi sou¢asném stlaeni na hodnotu vyssi nez je jeho/jeji kriticky tlak. Nejedna
se ani o kapalinu, ani o plyn, a nemuze byt zkapalnéna, poptipadé odpafena zvySenim tlaku
nebo teploty. Superkritickd tekutina kombinuje vlastnosti kapaliny, jako je vysoka hustota
a rozpoustéci schopnost, spolu s vlastnostmi plynu, coz je nizka viskozita, nulové povrchové
napéti a vysokd difuzni rychlost pro analyty. Nejcast&ji pouzivanou latkou je oxid uhliity,
vzhledem k jeho nizké kritické teploté a tlaku, je netoxicky, nehoflavy a relativné levny.
Casto se knému piidavaji modifikitory ke zlepSeni extrakce vice polarnich analyti.
Typickymi modifikatory jsou methanol a dichlormethan [28].
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K provedeni SFE je nezbytny pfistroj, ktery je schopny vytvofit superkritickou tekutinu,
kontrolovat tlak, teplotu a rychlost pratoku. Obvykle je extrakce provadéna v dynamickém
modu, ale mize byt pouzita i staticka extrakce, poptipadé kombinace obou. Extrakt je sbiran
do vhodného rozpoustédla nebo do pasti z pevné faze (solid-phase trap). Extrakce vyzaduje
vétsinou 10-20 ml rozpoustédla a extrakéni ¢as se pohybuje od 20 do 60 minut. Obecné se
extrakce superkritickou tekutinou pouziva k extrakci organickych analyti z pevnych vzorki.
Je také vhodna pro termolabilni vzorky [28].

Vyuziti extrakce superkritickou tekutinou pro zisk aromatickych latek ze syrii

Extrakce superkritickou tekutinou (CO, byla pouzita napf. u stanoveni tékavych latek
u ov¢iho syru Idiazabal. NejlepsSich vysledkt extrakce bylo dosazeno pii pouziti adsorbentu
alumina (pomér 1:1 se syrem) a jako rozpoustédla byly pouzity n-hexan s acetonem v poméru
2:1. Pomoci plynové chromatografie byly stanoveny napf. tyto latky: 2-hexanon,2-heptanon,
3-ethyl-hexanoat, 2-heptanol, 1-octen-3-ol atd. [31].

Aromatické extrakty u Roncal syru byly ziskany extrakci CO; za pouziti riznych pomért
rozpoustédel (Smés n-hexanu a acetonu) [32].

2.3.1.3 Simultanni destilace a extrakce (SDE-Simultaneous Distillation-Extraction)

Extrakce kombinovana s destilaci mize byt provedena pomoci Likens-Nickerson aparatury.
Vétsinou se pouzivaji rozpoustédla s nizkym bodem varu ke zjednoduSeni zakoncentrovani
aroma. Proto tento proces probihd za normalniho nebo lehce snizeného tlaku [26].

Vyuziti simultanni destilace a extrakce pro zisk aromatickych latek ze syru

Tato metoda byla aplikovana napf. ke studiu pteziti probiotickych bakterii Lactobacillus casei
LC2W a vlivu tohoto kmene na proteolyzu syrti a sloZeni aromatickych slouéenin syri Cedar.
K extrakci aromatickych latek byla vyuzita SDE s vyuzitim pentanu jako rozpoustédla.
Aromatické latky byly identifikovdny pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem. Syry vyrobené s probiotickymi bakteriemi obsahovaly vice aromatickych
sloucenin, nez syry bez jejich piidavku. Tato studie prokazala, ze Lactobacillus casei LC2W
miize byt pouzit jako ptidavna kultura pti vyrob& Cedaru za vzniku funkéni potraviny [33].

K extrakci tékavych latek tii italskych syra (Canestrato Pugliese, Fiore Sardo, Pecorino
Romano) byla vyuzita SDE , ktera trvala pfiblizné 2 hodiny a provadéla se
do dichlormethanu. K identifikaci byl pouzit plynovy chromatograf s hmotnostni detekci.
Celkem bylo identifikovano 62 tékavych latek, aromaticky profil uvedenych syra byl velmi
odlisny. Estery tvoftily hlavni skupinu té€kavych latek u syru Canestrato Pugliese, zatimco
u Fiore Sardo tvofily nejmensi skupinu. Ketony a alkoholy byly hlavni slozkou Fiore Sardo
spolu s Pecorinem Romanem. Laktony a slou¢eniny obsahujici siru se vyskytovaly ve zna¢né
mife ptiblizné stejn€ u vsech tii syrd, na druhou stranu aldehydt bylo pomérné malo. Celkem
bylo identifikovano 30 karboxylovych kyselin, z nichz nejvice jich obsahoval Canestrato
Pugliese [34].
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2.3.1.4 Mikroextrakce pevnou fazi (SPME-Solid Phase MicroExtraction)

Mikroextrakce pevnou fazi je postavena na zachyceni analytu pomoci sorpce. SPME
kfemenné vldkno je pokryto polymerem, na ktery se vaze vzorek. Obvykle je vlakno
instalovano do zafizeni pfipominajici injek¢ni stiikacku, kterd usnadiiuje manipulaci. Analyty
jsou rozdélovany mezi matriCi a stacionarni fazi, dokud neni dosazeno rovnovahy; analyty
obvykle nejsou pIné extrahovany z matrice. Po dosazeni rovnovahy je vlakno pfesunuto
do injektoru plynového chromatografu a termalné¢ desorbovano. K odstranéni analytu je také
mozno pouzit vhodné rozpoustédlo. SPME muze byt pouzita jak pro plynné, tak pro kapalné
vzorky. Mezi vyhody SPME patii, Ze je to jedna z mala metod, ktera nepotiebuje rozpoustédla
a nenici vzorek [28].

Odbér vzorku pomoci SPME mize byt proveden tfemi riiznymi zpiisoby: pfimou extrakci,
headspace extrakci a extrakci s membranovou ochranou. Pii pouziti extrakce s membranovou
ochranou je vlakno kryt¢é membranou, ktera zabranuje pfimému kontaktu se vzorkem,
respektive s vysokomolekularnimi slouc¢eninami. Vzorek je vétSinou béhem extrakce
promichavan. Existuje mnoho materiald, které se vyuzivaji k vyrob& vlaken, ale mezi
nejéastéji pouzivané patii vlakno z polydimethylsiloxanu [28].

Vyuziti mikroextrakce pevnou fazi pro zisk aromatickych latek ze syrii

Metoda SPME byla pouZita napt. pro zisk t&kavych latek ze tif druhti syri (Cedar, tvrdy syr
ke strouhani a syr s modrou plisni). Bylo pouzito Carboxen/PDMS vldkno, latky byly
nasledné identifikovany pomoci GC-MS a GC-O. Methanthiol, methional, dimethyl trisulfid
a butanova kyselina byly pfitomny u v§ech vzorkl a podilely se na tvorbé aroma téchto syra.
Bylo identifikovano také mnoho alkyl-pyrazind, jez se podileji na prazeném ofiskovém
aroma, dale aroma pifipominajici syrové brambory piip. bujon [35].

Aromaticky profil koziho syru s pfidavkem a bez ptidavku probiotickych bakterii byl
zkouman za pouziti SPME v kombinaci sGC/MS. Bylo pouzito vlakno
Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan. Vysledky ukazaly, ze délka skladovani
a ptidavek probiotickych kultur mély vliv na aromaticky profil koziho syra. Celkové bylo
identifikovano 25 aromatickych sloucenin, z ¢ehoz estery a ketony miZzou mit pozitivni vliv
na aroma kozich syrt a potlacit nékteré neptijemné pachy [36].

2.3.1.5 Headspace techniky

Headspace techniky se vyuzivaji k zisku tékavych sloucenin jak u kapalnych, tak u pevnych
vzorkl. DéEli se do dvou skupin: statické a dynamické. Pfi statickém modu jsou analyty
sbirany z uzaviené nadobky, kdy se pfedpoklada, ze za specifické teploty a tlaku je vzorek
v rovnovaze s jeho parami. V dynamickém modu jsou analyty sbirany proudem inertniho
plynu proudiciho skrz nebo nad vzorkem. Tato technika se bézné spojuje s plynovou
chromatografii [28].

Vyuziti headspace technik pro zisk aromatickych latek ze syru

Tradicni fecky syr Kopanisti byl zkoumén ohledné obsahu aromatickych latek. K tomuto
ucelu byla vyuzita headspace technika ve spojeni s plynovym chromatografem s hmotnostni
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detekci. V syru byly nalezeny alkoholy, estery a tékavé volné mastné kyseliny. Ethanol
a nekteré ethylestery byly hlavnimi tékavymi slouceninami. Intenzivni lipolyza pfiispéla
k silnému flavouru a pikantni chuti. Flavour tohoto syru byl pfisouzen hlavné tékavym
mastnym kyselindm a riznym dalSim sloucenindm, stejné jako interakcim probihajicim mezi
nimi [37].

Vyvoj metaboliti béhem zrani byl zkoumén u syri typu Camembert. T€kavé latky byly
extrahovany pomoci dynamické headspace a identifikovany diky plynové chromatografii
S hmotnostni detekci [38].

2.3.2 Analytické metody stanoveni aromatickych litek v syrech

2.3.2.1 Plynovd chromatografie (GC-Gas Chromatography)

Plynova chromatografie je separacni metoda, kdy dochazi k déleni slozek mezi stacionarni
a plynnou mobilni fazi. PouZzivé se hlavné k identifikaci a stanoveni slozitéjSich smési plynli
a t€kavych latek a predevsim organickych slouc¢enin s bodem varu mensim jak 400 °C. Podle
prevazujictho mechanismu separace se plynovd chromatografie déli na adsorpéni
a rozde¢lovaci [39].

Vyuziti plynové chromatografie pro stanoveni aromatickych latek v syrech

Pomoci metody headspace-SPME-GC byly zkoumany napt. eidamské syry. Vzorky byly
odebrany z mléka a dale v prub¢hu zrani. V syrech i mléku bylo nalezeno celkem 37 riznych
organickych sloucenin patficich do 5 ruznych skupin. Jejich celkovy obsah v pribéhu
produkce rostl. Prvni nartist byl pozorovan po lisovani a nejvétsi narist v posledni fazi zrani.
Ve zralych syrech se nejvice vyskytovaly ethanol, acetoin, 2-methylpropanol, kyselina octova
a acetaldehyd [40].

U enzymové modifikovanych syrt byly stanoveny volné mastné kyseliny pomoci metody
SPME/GC. Tato studie ukézala, ze flavour imitaci syrd je ovlivnén stupném lipolyzy
enzymove modifikovanych syrt a také pH [41].

2.3.2.2 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS-Gas Chromatography/Mass
Spectrometry)

Hmotnostni spektrometrie je separacni metoda, kdy se ionizované castice déli na zakladé
hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje (m/z) [39].

Spojeni GC kolony s hmotnostnim spektrometrem je dosazeno zavedenim eluatu z GC
kolony do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru, ktery ve vétsing ptipada funguje pod
vysokym vakuem. Toto je mozné provést bud’ piimo, nebo pomoci napojeni. Priitok nosného
plynu vstupujici do iontového zdroje nesmi byt ptili§ velky [42].

Vyuziti plynové chromatografie s hmotnostni detekci pro stanoveni aromatickych latek
v syrech

Metoda SPME-GC-MS, spolu s metodou GC-O, byla aplikovana napf. pii zkoumani tékavych
latek tradicni slovenské bryndzy vyrobené ze syrového ovciho mléka. Celkem 27 klicovych

31



aromaticky aktivnich latek bylo nalezeno v meziproduktech (ov¢i syfenin€, kterd zrala 0, 1, 2,
4, 8 dni) a také ve finalnim produktu. Hlavni nartist aromaticky aktivnich latek byl béhem
prvniho dne zrani, aroma kulminovalo na konci zrani. Béhem posledniho technologického
kroku, kdy se Bryndza pomlela s roztokem NaCl, 8 aromaticky aktivnich latek zmizelo [43].

Tekavé slouceniny ovcéiho syru Terrincho byly zkoumany pomoci SPME-GC-MS.
K extrakci bylo vyzkouseno 6 ruznych SPME vladken. Carboxen—polydimethylsiloxanové
vlakno 75 mm (CAR-PDMS) doséahlo nejvice kompletniho profilu t€kavych sloucenin [44].

2.3.2.3 Plynovd chromatografie s olfaktometrii (GC-O Gas Chromatography-Olfactometry)

Plynovd chromatografie ve spojeni s olfaktometrii je vyuzivana ke zkoumani flavouru
a k popisu pachové aktivnich latek. Jednotlivé latky vychazejici z kolony jsou nasavany
nosem, nasledné je popisovano jejich aroma. Je vSak tieba mit na paméti, ze se posuzuji
jednotlivé slou€eniny a tento pfistup ndm neposkytuje informace o jejich chovani ve smési
[45].

Vyuziti plynové chromatografie s olfaktometrii pro stanoveni aromatickych latek v syrech

Aromaticky aktivni latky koziho syra byly stanoveny pomoci GC-O a GC-MS.
2,3-butandionu  bylo pfifazeno maslové aroma, 1-okten-3-onu houbové aroma,
0-aminoacetofenonu grepové aroma, laktonum kokosové a broskvové aroma, oktanové
kyseliné¢ kyselé a voskové aroma, 4-methyl a 4-ethyl oktanové kyseliné bylo pfifazeno
voskové a zvifeci aroma [46].

K vytvoreni aroma profilu tii komeréné¢ vyrobenych Svycarskych Tilsit syri byla vyuzita
headspace-SPME-GC-MS analyza spolu s GC-O. Zkoumany byly hlavn¢é slouceniny
obsahujici siru a jejich dopad na kvalitu celkového aroma syrii. Maslové, syrové aroma bylo
piifazeno: kyseliné maselné, 3-methylbutanové a butan-2,3-dionu. Ze sirnych sloucenin
ovlivnily ~ pachovy  profil pfedev§im tyto:  methanthiol, dimethyl disulfid,
bis(methylthio)methan, dimethyl trisulfid a 3-(methylthio)propanal [47].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyzované vzorky

Celkem bylo analyzovano 13 modelovych vzorkl pfirodnich syrti typu Moravsky bochnik
(45 % t. v s., 60 % sus.) (Tabulka 8). Tyto syry byly vyrobeny na Univerzit¢ Tomase Bati ve
Zlin¢ standardnim technologickym postupem (viz kapitola 3.1.2). U kazdého vzorku byl
pouzit jiny pomér mlékarskych kultur (viz kapitola 3.1.1). Vzorky byly ihned po odbéru
zmrazeny a Uchovavany pii teploté -18 °C az do doby analyzy. Pfed analyzou byl vzorek vzdy
rozmrazen, nastrouhan na jemném struhadle, promichan a na analytickych vahach bylo navazeno
potfebné mnozstvi syru pro analyzu.

Tabulka 8: Prehled vsech analyzovanych vzorkii

Vzorek Pomér mlékatskych kultur | Doba zrani
LHBO02:STI-12:Flora Danica
V1 15:8:77 4 mésice
V2 19:9:72 4 mésice
V3 15:9:76 4 mésice
V4 50:25:25 4 mésice
V5 19:9:72 3 mésice
V6 15:8:77 3 mésice
V7 50:25:25 3 mésice
V9 15:9:76 2 mésice
V10 15:15:70 2 mésice
V1-8m 15:8:77 8 mésict
V2-8m 19:9:72 8 mésict
V3-8m 15:9:76 & mésict
V9-6m 15:9:76 6 mésict

3.1.1 Pouzité mlékarské startovaci kultury

Pro vyrobu modelovych syrii byly pouzity tfi komeréné dostupné lyofilizované kultury
vhodné k pfimému zaockovani do mléka (Chr. Hansen, Dansko).

Termofilni kultura LH-B02 — Lactobacillus helveticus
Kultura obsahuje mikroorganismy Lactobacillus helveticus.
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Termofilni kultura STI-12—Streptococcus thermophilus
Tato kultura obsahuje mikroorganismy Streptococcus thermophilus.

Mezofilni aromaticka kultura, typ LD Flora Danica

Tato kultura je slozena z nasledujicich mikroorganismi: Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Leuconostoc spp.

3.1.2 Technologie vyroby modelovych syri

Pro vyrobu syrt bylo pouzito 35 litrti nestandardizovaného mléka. Mléko bylo pasterovano
na teplotu min. 72 °C s vydrzi 30 sekund. Dale se napustilo do vyrobniku, kde bylo
vytemperovano na 32 °C a inokulovano lyofilizovanymi ¢istymi mlékarskymi kulturami.
V pozadovaném poméru (viz Tabulka 8) byly k inokulovani pouzity kultury Flora Danica, LH
B02 a STI-12 (Chr. Hansen, Dansko). Po 15 minutach byl za stalého michani pfidan 36%
(w/w) CaCl; roztok (50 ml na 100 litrd mléka) a ziedéné syfidlo (950 IMCU/mI, CHY-MAX
M, Chr. Hansen, Dansko, 3,2 ml na 100 litrd mléka) a mléko bylo ponechano v klidu pro
srazeni po dobu 30 minut. Vznikld syfenina se prokrojila syrafskou harfou na hranoly
velikosti cca 2x2 cm a byla ponechana 10 min. v klidu. Nasledn€ se drobila (cca 10 min.)
do podoby rovnomérné velkého zrna a zrno se vytuzilo michanim dalSich 10 min. Pomoci
plasté vyrobniku se za stalého michani zvysila teplota zrna na 47 °C a zrno se pfi této teploté
60 min. dosouselo. Hotové zrno se vypustilo do ptedlisovaci vany vylozené plachetkou,
kde se predlisovalo vlastni hmotnosti nebo pomoci mirného tlaku po dobu 15 min.
Predlisovana syfenina se rozkrojila, vlozila do lisovacich forem a lisovala se po dobu 2,5 hod.
Po 90 min lisovani se syr otocCil. Bloky syra o hmotnosti 1,5 kg se solily v solné lazni
o koncentraci 20 % (w/w), pfi teploté¢ 8 °C po dobu 14 hod. Poté se ponechaly oschnout,
zabalily se do smrstitelné polopropustné folie a uloZily se do zraci komory pii teploté
814 °C.

Celkem bylo vyrobeno 10 sérii vzorku, které se lisily kombinaci kultur (5 riznych variant)
(viz Tabulka 9). Vzorky pro analyzu byly odebirany po 2, 3, 4, 6 a 8 mésicich zrani (viz
Tabulka 10).

Tabulka 9: Pouzité kombinace kultur (LH B02:STI-12:Flora Danica)

Pomér kultur
15:8:77 V1 V6
19:9:72 V2 V5
15:9:76 V3 V9
50:25:25 V4 V7
15:15:70 V10
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Tabulka 10: Usporddadni experimentu

Doba zrani
2 mésice 3 mésice 4 mésice 6 mésici 8 mésici
V9 V5 V1 V9 V1
V10 V6 V2 V2
V7 V3 V3
V4

3.2 Laboratorni vybaveni

3.2.1 Pristroje

e plynovy chomatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

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

e knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)

e analytické digitalni vahy HELAGO, GR-202-EC, Italie

3.2.2 Plyny

e helium, &istota 4.8, v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska republika)

3.2.3 Pracovni pomucky

e SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA
e vialky o objemu 10 ml se Sroubovacim magnetickym uzavérem

3.3 Pouzita metoda SPME-GC- MS

Pro identifikaci tékavych latek ve vzorcich syrii byla pouZita mikroextrakce pevnou fazi ve
spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (SPME-GC-MS).

3.3.1 Podminky SPME extrakce

e doba inkubace (temperovani) 10 min

e doba extrakce 20 min

e teplota extrakce a inkubace (teplota agitatoru) 40°C
e agitator zapnuty 5 s, vypnuty 60s

e mnozstvi vzorku2 g

¢ hloubka ponofeni vldkna do vialky 20 mm

3.3.2 Podminky GC-MS analyzy
e Kkapilarni kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 pm)
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e teplota injektoru (desorpce) 240 °C
doba desorpce 20 min

e davkovani splitless, ventil uzavien 10 min

e hloubka ponoieni vldkna do injektoru 40 mm

e nosny plyn helium, pritok 1 ml-min™

e teplotni program: 40 °C s vydrzi 2 min, vzestupny gradient 3 °C-min™ do 110 °C
s vydrzi 10 min, vzestupny gradient 3 °C-min™ do 200 °C s vydrzi 0 min, celkova
doba analyzy 65 min

e hmotnostni detektor v modu EI, energie ionizacnich elektront 70 eV, teplota

iontového zdroje 200 °C, skenovaci rozsah m/z 30-370 amu, rychlost skenovani 0,2 s

3.4 Statistické zpracovani vysledku

Vyextrahované tékavé latky byly identifikovany pomoci programu Xcalibur 2.2 (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) na zakladé¢ srovnani hmotnostnich spekter
s dostupnou knihovnou spekter (viz kap. 3.3.1). Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat (n=2);
k vypocteni primérnych reten¢nich Casi a relativni smérodatné odchylky byl pouzit MS
Excel 2010.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato préace je soucasti rozsahlého projektu, ktery probiha ve spolupraci s Univerzitou Tomase
Bati ve Zling, a zaroveinl ve spolupraci s nejmenovanym vyrobcem, ktery ma zajem komercéné
vyrabét syry typu Moravsky bochnik. Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ disponuje potiebnym
technologickym vybavenim, jako zaklad byl zvolen standardni technologicky postup pro
vyrobu syrt s vysokodohtivanou syfeninou, kde budou postupné zkouseny rizné varianty
vyrobnich podminek; cilem bude nalézt takové podminky vyroby, aby byl dosazen nutricné
cenny a zaroven senzoricky atraktivni produkt. Béhem vyroby modelovych syri bude
sledovana tada fyzikalnich, chemickych, mikrobiologickych a senzorickych parametri,
v ramci této prace to bude stanoveni aromaticky aktivnich latek, které vyznamnym zpiisobem
ovliviiuji senzorickou kvalitu vzorki.

Prvni experimenty jsou zaméfeny na pouziti vhodnych mikrobidlnich kultur, resp.
vhodného poméru jejich kombinace; hlavnim cilem této prace tedy bude posoudit vliv
riznych kombinaci mikrobidlnich kultur na t€kavé (aromaticky aktivni) latky v syrech;
Vv neposledni fadé pak sledovat jejich piip. zmény v priab&hu zrani syru.

Podle planovaného experimentu bylo vyrobeno 5 riznych variant modelovych syri,
liSicich se pomérem mikrobidlnich kultur. V riznych fazich zrani potom byly odebirany
vzorky pro analyzu (po 2, 3, 4, 6 a 8 mésicich zrani). Vzhledem k vét§imu mnozstvi méfenych
charakteristik vSak nebyly k dispozici vSechny vzorky v dostatecném mnozstvi; z tohoto
divodu byly vzorky méfeny v nepravidelnych intervalech, pokusili jsme se, podle dostupnych
vzorkl, vyjadiit u kazdé série alespon nékolik fazi zrani. Piehledné je uspotadani experimentu
popsano v Tabulce 10.

Pro stanoveni aromaticky aktivnich latek v syrech byla zvolena metoda SPME-GC-MS.
Tato metoda je zavedena a pouzivana na UCHPBT pro analyzu riznych typtl vzork®l v ramci
diplomovych a bakalatskych praci. Jeji optimalizace a validace pro syry byla provedena jiz
v ptedchozich bakalaiskych a diplomovych pracich, 1ze uvést napiiklad praci Koubka [52].
Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 3.3.

4.1 Identifikace tékavych latek ve vzorcich syri

Identifikace tékavych latek byla provedena na zékladé¢ srovnani hmotnostnich spekter
s dostupnou knihovnou spekter. V tabulce viz Piiloha 1 je uveden piehled vSech tékavych
latek identifikovanych ve vSech vzorcich syrti. Hodnoty v tabulkach udavaji pravdépodobnost
shody dané slouceniny s knihovnou spekter v %. Vzhledem k mirnym odchylkam reten¢nich
Casl je uveden vzdy prumér a relativni smérodatnd odchylka (ze vSech méfenych vzorki),
ktera se vétSinou pohybovala < 1 %, coz lze povazovat za vybornou reprodukovatelnost.

Identifikaci a popisu aroma tékavych latek v riznych typech potravin se v soucasné dobé
vénuje fada publikaci, 0 Moravském bochniku je vSak dostupnych velmi malo informaci,
resp. zadna publikace, ktera by se vénovala problematice aromatickych latek. Jak jiz bylo
zminéno, pro popis aroma dané slouc¢eniny se pouziva GC-O [45]. NaSe vysledky tak byly
porovnany s nékterymi dostupnymi publikacemi [24,25,48-51]. Latky v tabulce oznacené
symbolem ** byly v téchto studiich prokazany jako aromaticky aktivni, latky oznacené * byly
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identifikovany v naSich vzorcich, ale v dostupné literatufe nebyly nalezeny; lze ptfedpokladat,
ze jsou také aromaticky aktivni a v dalsi praci bude tento piedpoklad ovéfen analyzou vzorkt
syrt pomoci GC-O.

Celkové bylo ve vzorcich syrt identifikovano 148 tékavych sloucenin, jejich rozdéleni
do chemickych skupin je upiesnéno v tabulce viz Piiloha 1 a piehledné uvedeno v Tabulce 11
v sestupném potadi. Nejvice bylo stanovenych alkohol. Nejmensi skupinu tvoii furanoidy
spolu s latkami obsahujicimi siru, kdy od kazdého byla nalezena pouze jedna slouéenina, Cis-
linalool oxid a dimethylsulfon.

Ziskané chromatogramy jsou uvedeny v Piilohach 2-14.

Vzhledem k tomu, Ze zatim nebyly k dispozici veskeré potfebné standardy, obsah t¢kavych
latek ve vzorcich byl sledovan pouze z hlediska kvalitativniho. Rozdily mezi vzorky jsou tak
vyjadieny pouze zménami poctu identifikovanych slou¢enin a pfip. zménami v ramci riznych
chemickych skupin.

Je jasné, zZe pro lepsi vyjadieni rozdilit mezi vzorky, resp. zmén béhem vyroby a zrani syrii
bude daleko zajimavéjsi kvantitativni stanoveni, proto bude nasledujici prace predevSim
zaméfena na vybér a ovéfeni vhodné metody kvantifikace. Vzhledem k pomérné velkému
poctu identifikovanych sloucenin se nabizi vyuziti metody vnitiniho standardu. Tato bude
nasledné aplikovdna na vzorky syri pro vyjadieni zmén obsahu aromatickych latek
v zavislosti na zménach riznych podminek vyroby.

Tabulka 11: Pocet identifikovanych tékavych latek podle chemickych skupin

skupina pocet
alkohol 39
terpenoid 27
ester 22
keton 18
kyselina 17
aldehyd 9
uhlovodik 9
lakton 3
latky obsahujici dusik | 2
furanoid 1
latky obsahujici siru 1
celkem 148
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4.2 Srovnani identifikovanych slou¢enin ve vzorcich modelovych syri

Hlavnim cilem této prace bylo posoudit vliv aplikace riznych poméri mikrobialnich kultur
pouzitych pro vyrobu modelovych syrt. Pridavek startovacich kultur je nezbytnym
predpokladem vyroby syri. Uéelem je pomnoZeni piidanych mikroorganismi ve mléce, &imz
se dosahne zadané¢ho stupné kyselosti; jejich hlavni uplatnéni nastava béhem zrani syrd, kdy
ucinkem pfip. proteolytické a/nebo lipolytické aktivity dochazi v konecném disledku ke
vzniku senzorickych vlastnosti syra (aroma, chut’, textura, tvorba ok aj.) (viz kap. 2.2.).

Zakladni kulturou pro prakticky vSechny druhy syrii je mezofilni kultura, podle typu syra
byva doplnéna dal$imi kulturami [2]. Pfi vyrobé syri s vysokodohtivanou syfeninou se do
mléka ptidava mezofilni a termofilni kultura a v pfipadé¢ ementalskych syrti i propionova
kultura (viz kap. 2.1.1.2.). Zajimavé je, ze se z dostupné literatury nepodatilo bezpecné zjistit,
zda jsou propionové bakterie nezbytné i pro vyrobu syra typu Moravsky bochnik; tyto syry
nemaji oka, a lze tedy predpokladat, ze aplikace propionové kultury neni nutna.

Pro vyrobu modelovych vzorki pro tuto praci byla proto pouzita klasickd mezofilni
aromaticka kultura a dva typy termofilnich kultur. Jejich slozeni je uvedeno v kap. 3.1.1.
Mezofilni startovaci kultura byva slozena z mezofilnich koka Lactococcus spp. a Leuconostoc
spp. V kultuie obvykle dominuji (> 90%) tzv. kyselinotvorné koky, které fermentuji laktézu
na kyselinu mlécnou, zbytek tvoii tzv. aromatvorné koky, které navic rozkladaji citraty za
produkce CO; a aromatickych latek. Jejich proteolyticka schopnost vSak je, v porovnani napf.
s termofilnimi syrafskymi kulturami, mala [15]. Pouzitd kultura, tzv. typu LD, obsahuje
kyselinotvorné i aromatvorné koky; tento typ se pouziva tam, kde je Zadouci produkce CO; a
aromatickych latek, jako je tomu napt. v syrech s tvorbou ok. Podle vyrobce je urcena pro
vyrobu Sirokého spektra syri véetné syrti tvrdych.

Pouzité termofilni kultury obsahuji bakterie Lactobacillus helveticus a Streptococcus
thermophilus. Podle vyrobce je 1ze pouzivat bud’ samostatné, nebo v kombinaci. Tyto kultury
jsou ur¢eny pouze pro vyrobu syra s vysokodohiivanou syfeninou; jejich optimalni teplota je
vys$$i (cca 45-55 °C) a uplatiiuji se ve fazi dohfivani a dosouSeni syrii. Kromé fermentace
laktoézy na kyselinu mléénou maji 1 mirnou proteolytickou aktivitu a spolu s rezidudlni
aktivitou syfidlovych enzymu tak ovliviiuji chut, vini a texturu syri [2]. Kultura
Lactobacillus helveticus podle vyrobce navic syrim dodava ofiskovou chut’ a zabrafiuje jejich
hotkosti. VSechny kultury jsou bézné komerén€ dostupné v lyofilizovaném stavu, vhodné
k ptimému zaockovani do mléka, coz velmi usnadiiuje jejich aplikaci.

V nésledujicich kapitolach je uvedeno srovnani riiznych variant kultur vzdy u syrt stejného

stafi (Tabulky 12-15). Celkovy ptehled jednotlivych sloucenin je v tabulce v Piiloze 1.

4.2.1 Tékavé slouceniny identifikované ve vzorcich V1 — V4
V této kapitole jsou uvedeny vysledky syra V1-V4, vyrobenych s pouzitim 4 ruznych
kombinaci uvedenych mikrobidlnich kultur (viz Tabulky 9, 10), odebrané po 4 mésicich zrani.

Vzorky V1 a V3 jsou velmi podobné, ve smési prevazovala mezofilni kultura; u vzorku V2
byl mirné zvySen obsah termofilni kultury LH B02 a u vzorku V4 byla provedena radikalni
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zména, kdy ve smési tentokrat pievazovala termofilni kultura LH BO02 (Lactobacillus
helveticus).

Tabulka 12: Srovnani identifikovanych tekavych latek ve vzorcich VI-V4 (zrani 4 mésice)

chemicka skupina vzorek
V1|V2|V3| V4
aldehyd 3|12 | 4| 4
alkohol 15118 | 15| 16
ester 6 | 6| 5|5
furanoid 0,0 0|0
keton 6|96 |8
kyselina 1119 |9 (7
lakton 0,0 0]|O0
slouceniny obsahujicidusik | 2 | 1 | 0 | O
slouceniny obsahujicisiru | 1 | 1 | 1 | 1
terpenoid 8 1 9110 9
uhlovodik 316 |12
celkem 55|61 | 51| 52

Mezi vzorky nejsou vyrazné rozdily v poctu identifikovanych sloucenin. Nejvice t€kavych
latek bylo stanoveno u vzorku V2 (viz Tabulka 12), kde byl pouzit pomér kultur 19:9:72
(mirn¢ vyssi ptidavek termofilni kultury). Prekvapivé nebyla nalezena vyrazna odlisnost
vzorku V4. Z celkového pohledu se vsak jednotlivé skupiny latek v ramci V1-V4 mnoho
neliSily, byly identifikovany vétSinou totozné sloueniny. Obecné pievazovaly skupiny
alkoholu a kyselin nasledované terpenoidy. Ve vzorcich se vibec nevyskytovaly laktony ani
furanoidy. Slouceniny obsahujici dusik byly identifikovany pouze ve vzorcich V1 a V2,
konkrétné 2,6-dimethyl pyrazin a trimethyl pyrazin, jejichz aroma se popisuje jako ofiSkové
[35].

V této fazi zrani se tedy neprojevil vliv pfevahy mezofilni nebo termofilni kultury, piestoze
vzhledem K vyssi proteolytické aktivité termofilni kultury [17] by bylo mozné ve vzorku V4
ocekavat bohatsi spektrum identifikovanych t€kavych latek.

4.2.2 Tékavé slouceniny identifikované ve vzorcich V5 — V7
V této kapitole je uvedeno srovnani syrt z vyrob V5-V7, vyrobenych s pouzitim 3 riznych
kombinaci mikrobialnich kultur (viz Tabulka 9); v podstaté se jednalo o opakovani kombinaci
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z piedchoziho pokusu. Ve vzorku V6 (obdoba V1) pievazovala mezofilni kultura; u vzorku
V5 (obdoba V2) byl mirné zvySen obsah termofilni kultury a u vzorku V7 (obdoba V4)
pfevazovala termofilni kultura. Syry byly tentokrat odebrany uz po 3 mésicich zrani.

Tabulka 13: Srovndani identifikovanych tekavych latek ve vzorcich V5-VT (zrdni 3 mésice)

chemicka skupina vzorek
V5| V6 | V7
aldehyd 3|1 2|5
alkohol 15 | 17 | 20
ester 2 6 4
furanoid 0| 0] O
keton 5|16 |8
kyselina 9| 8| 8
lakton 313 |3
slouceniny obsahujicidusik | 0 | O | 1
slouCeniny obsahuyjicisiru | 1 | 1 | 1
terpenoid 10 | 14 | 11
uhlovodik 2 | 2|2
celkem 50 | 59 | 63

Nejvice t€kavych latek (prakticky vSech chemickych skupin) bylo stanoveno u vzorku V7
(pomér kultur 50:25:25) a naopak nejméné u vzorku V5 (pomér kultur19:9:72). Nejsilnéjsi
skupinou byly alkoholy a terpenoidy, nebyl identifikovan zadny furanoid (viz Tabulka 13).
Pouze vzorek V7 obsahoval slou¢eninu obsahujici dusik.

V této fazi se mirné projevil vysoky ptidavek termofilni kultury; avSak vzhledem k tomu,
ze se vzorek V7 pftili§ nelisil od vzorku V6, nebyl prokazan vyznamny vliv prevahy termofilni
kultury na identifikované t€kavé slouceniny.

4.2.3 Tékavé slouceniny identifikované ve vzorcich V9 — V10

V této kapitole je uvedeno srovnani syri z vyrob V9 a V10, vyrobenych s pouzitim 2 riznych
kombinaci mikrobialnich kultur (viz Tabulka 9), totoznych s piedchozimi experimenty.
Vyroba V9 je opakovanim vyroby V3 (pfevaha mezofilni kultury), v pfipadé vyroby V10 byla
provedena obména s mirné niz§im pfidavkem mezofilni kultury (nahrazena tentokrat
termofilni kulturou STI-12). Vzorky byly odebrany uz po 2 mésicich zrani.
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Tabulka 14: Srovndni identifikovanych tekavych latek ve vzorcich V9-V10 (zrani 2 mésice)

Chemicka skupina Vzorek
skupina V9 | V10
aldehyd 4 | 4
alkohol 19 | 18

ester 8 7
furanoid 1 1

keton 9 9
kyselina 8 9

lakton 3 3

latky obsahujici dusik | 2 1
latky obsahujici siru | 1 1
terpenoid 14| 9
uhlovodik 1 1
celkem 70 | 63

Zvyseny piidavek termofilni kultury Streptococcus thermophilus mél piekvapivé za
nasledek nizsi pocet identifikovanych sloucenin. Vzorek V9 obsahoval o 7 t€kavych latek
vice jak vzorek V10 (viz Tabulka 14). Nejvétsi rozdil je vidét u skupiny terpenoidd, kdy jejich
pocet byl o 5 vétsi nez u V 10. V ostatnich skupinach se pocty mnoho neliSily. Nejvétsi
skupinu opét tvotily alkoholy a terpenoidy.

Op¢ét nebyl prokazan vyznamny pozitivni vliv prevahy termofilni kultury na identifikované
tékavé slouceniny.

4.2.4 Tékavé slouceniny identifikované ve vzorcich V1 — V3 (koneéna faze zrani)
V této kapitole je uvedeno srovnani syrtt z vyrob V1-V3, vyrobenych s pouZzitim 3 rliznych
kombinaci mikrobialnich kultur (viz Tabulka 9), odebranych po 8 mésicich zrani.

Vzhledem k ekonomické naro¢nosti zraciho procesu v praxi tyto syry bézné zraji cca 2
meésice a poté jsou expedovany do trzni sité. To vSak mlze mit negativni vliv na jejich
senzorické vlastnosti, nebot nemohou v dostateném rozsahu probéhnout zadouci
biochemické procesy. Nase modelové vzorky proto byly ponechdny zrat pii obvyklé teploté
(8 — 14 °C) az 8 mesicl. V této ,.konecné fazi zrani“ byly analyzovany pouze dostupné
vzorky, tak aby reprezentovaly vybrané kombinace kultur (konkrétné vyroba V1, V2, V3).
Vzorky V1 a V3 — pievaha mezofilni kultury; vzorek V2 - mirn¢€ zvySeny obsah termofilni
kultury LH BO2. Tyto kombinace se osvédcCily i z hlediska senzorické kvality (hodnocené
v ramci soubézné probihajicich praci).
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Vzorky V4 a V7 v kone¢né fazi zrani bohuzel nebyly k dispozici; zkoumani vlivu pievahy
termofilni kultury na identifikované tékavé slouceniny V pozdé¢jSich fazich zrani tak bude
naplni dalSich navazujicich praci.

Tabulka 15: Srovndni identifikovanych tekavych latek ve vzorcich VI1-V3 (zrdani 8 mésicii)

chemicka skupina vzorek

V1|V2|V3

aldehyd 5|15 | 4
alkohol 17 | 13 | 19

ester 716 |6

furanoid 0[0]O

keton 4 16 |5

kyselina 819 8

lakton 1111

latky obsahujicidusik | 1 | 2 | 2

latky obsahujicisiru | 1 | 1 | 1

terpenoid 3122

uhlovodik 2 | 2] 2
celkem 49 | 47 | 50

Mezi vzorky opét nebyly nalezeny vyrazné rozdily, nejvice tékavych latek obsahoval
vzorek V3 (viz Tabulka 15). U této série vzorkd nebyly identifikovany furanoidy. Nejvice
obsazenou skupinu tvofily alkoholy, ostatni skupiny byly zastoupeny vyrazné¢ v menSim
poctu.

Ani v kone¢né fazi zrani se neprojevil vyznamny pozitivni vliv pfevahy termofilni kultury
na identifikované t¢kavé slouceniny.

4.2.5 Zmény identifikovanych tékavych slouc¢enin v pribéhu zrani syri

Kromé hlavniho cile, tedy vliv sloZeni pouzitych kultur na té¢kavé slouCeniny v syrech, byl
zéarovein posouzen i prubéh zrani, resp. jeho vliv na obsah tékavych latek v syrech.

Jak jiz bylo zminéno, vzorky syrt byly analyzovany v ur€itych intervalech zrani; ne
vSechny vzorky vSak byly k dispozici. Pro porovnani tedy byly pouZzity dostupné vzorky,
vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 16 - 19. Konkrétné jsou prezentovany c¢tyii fady vzorkd,
pro lepsi prehlednost oznacené tentokrat A-D.
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Pomér kultur (LH B02 : STI-12 : Flora Danica)

* tada A —15:8: 77 — ptevaha mezofilni kultury

» fada B—15:9: 76 — pfevaha mezofilni kultury

* fada C—-19:9: 72— mirn¢ zvySen obsah termofilni kultury LH B02
» tada D —50: 25 : 25 — prevaha termofilni kultury LH B02

Jak je patrné z Tabulek 16 — 19 oproti ocekavani u vSech fad dochazi v pribéhu zrani vétSinou
ke snizovani poctu identifikovanych sloucenin.

Tabulka 16: Zmény identifikovanych tékavych sloucenin v pritbéhu zrani syrit (Fada A -
zastoupeni MB kultur LH B02 : STI-12 : Flora Danica v poméru 15:8:77)

chemicka skupina | doba zrani [més.]
3 4 8
aldehyd 2 3 5
alkohol 17 | 15 | 17
ester 6 6 7
furanoid 0 0 0
keton 6 6 4
kyselina 8 11 8
lakton 3 0 1
latky obsahujici dusik | 0O 2 1
latky obsahujici siru 1 1 1
terpenoid 14 8 3
uhlovodik 2 3 2
celkem 59 | 55 | 49

V piipadé fady A bylo nejvétsi mnozstvi t€kavych latek identifikovdno ve tfetim mésici
zrani. Ve Ctvrtém a osmém mésici doslo k jejich poklesu. V samotnych skupinach nedoslo
k velkym vykyvim pifi obytku. Pocet latek obsahujici siru se nezménil vibec
(viz Tabulka 16). Pokud by byl vybran tento pomér kultur (15:8:7), bylo by vhodné syry
expedovat nejpozdéji ve tretim mésici zrani, kdy byl po€et aromatickych latek nejvetsi.
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Tabulka 17: Zmeény identifikovanych tékavych sloucenin v pritbéhu zrani syri (fada B -
zastoupeni MB kultur LH B02 : STI-12 : Flora Danica v poméru 15:9:76)

Chemicka skupina | Doba zrani [més.]
214168

aldehyd 4 | 4154
alkohol 19|15 |16 | 19

ester 8|1 5]9|6
furanoid 1700/ 0
keton 9|16 |75
kyselina 81998
lakton 31021

latky obsahujicidusik | 2 | 0 | 2 | 2
latky obsahyjicisiru | 1 | 1 | 1 | 1
terpenoid 14110 6 | 2
uhlovodik 111]2)|2
celkem 70 | 51 | 59 | 50

U tady B byl nejvétsi pocet tekavych latek zaznamendn ve druhém meésici zrdni. V osmém
mésici doslo k vyraznému poklesu a to hlavné u terpenoidii (viz Tabulka 17). Terpenoidy jsou
tekavé i pfi nizkych teplotach. Pokud syr nemél dostate¢né tvrdou kiru, mohlo dojit k jejich
uniku. K poklesu doslo také u laktond, coz je v souladu s literaturou, ktera popisuje V prib&hu
zrani pokles koncentrace téchto latek [17]. Ve 4. mésici zrani laktony piechodné nebyly
nalezeny vibec; Vv této fazi mohl byt prechodny nedostatek volnych mastnych kyselin, tudiz
nedoslo k vytvotfeni hydroxy kyselin, ze kterych by se vytvofily laktony. Ostatni skupiny latek
se vyskytovaly zhruba ve stejnych poctech s mirnym kolisanim. Pokud by byl pii vyrobé
pouzit tento pomér kultur, bylo by vhodné syr balit nejpozdéji po dvoumési¢nim zrani, kdy se
vV ném nachézelo nejvice t€kavych latek.
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Tabulka 18: Zmeny identifikovanych tekavych sloucenin v pritbéhu zrani syrii (fada C -
zastoupeni MB kultur LH B02 : STI-12 : Flora Danica v poméru 19:9:72)

chemicka skupina | doba zrani [més.]
3 4 8
aldehyd 3 2 5
alkohol 15 | 18 | 13
ester 2 6 6
furanoid 0 0 0
keton 5 9 6
kyselina 9 9 9
lakton 3 0 1
latky obsahujici dusik | O 1 2
latky obsahujici siru 1 1 1
terpenoid 10 9 2
uhlovodik 2 6 2
celkem 50 | 61 | 47

Oproti ostatnim fadam, u fady C bylo ve tfetim mésici identifikovano 50 tékavych latek
(viz Tabulka 18), jejich pocet ale vzrostl ve 4. mésici zrani a v 8. mésici zrani doslo opét
k jejich poklesu. Nejvétsi pokles byl u terpenoidu, alkoholt a ketonti. Jedna se o tékavé latky,
kdy mohlo dojit k jejich tniku v dasledku mé&kké kury syra. Doslo také k poklesu laktont,
jejichz koncentrace béhem zrani klesa. Dle dostupné literatury by méla byt jejich nejvyssi
koncentrace ve tietim mésici zrani [17]. Pokud by byl vyuzit tento pomér kultur (19:9:72),
bylo by vhodné syry balit nejpozdéji ve ¢tvrtém mésici zrani.
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Tabulka 19: Zmeny identifikovanych tékavych sloucenin v pritbéhu zrani syrii (Fada D -
zastoupeni MB kultur LH B0O2 : STI-12 : Flora Danica v poméru 50:25:25)

chemicka skupina | doba zrani [més.]
3 4
aldehyd 5 4
alkohol 20 16
ester 4 5
furanoid 0 0
keton 8 8
kyselina 8 7
lakton 3 0
latky obsahujici dusik 1 0
latky obsahujici siru 1 1
terpenoid 11 9
uhlovodik 2 2
celkem 63 52

U tfady D bylo ve tfetim mésici zrani identifikovano 63 t€kavych latek, ve ¢tvrtém mésici
zrani doslo ke ztraté 11 z nich (viz Tabulka 19). Jednalo se hlavné o alkoholy a terpenoidy,
jak jiz bylo zminéno, mohlo dojit k jejich tiniku v disledku mékké kiry syra. Pocet ostatnich
latek zustal pfiblizné stejny. Pokud by byl vybran tento pomér kultur (50:25:25), bylo by
vhodné syry expedovat nejpozdé€ji ve tietim mésici zrani.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo identifikovat aromaticky aktivni latky v modelovych vzorcich syrt typu
Moravsky bochnik, vyrobenych standardnim technologickym postupem na Univerzité
Tomase Bati ve Zliné. Bylo vyrobeno pét riiznych variant modelovych syra, liSicich se
pomérem pouzitych mikrobidlnich kultur, v riznych fazich zrani byly odebirany vzorky pro
analyzu.

Pro identifikaci tékavych latek byla vybrana metoda SPME-GC-MS, latky byly
identifikovany na zaklad¢ srovnani hmotnostnich spekter s dostupnou knihovnou spekter.
Celkové bylo ve vzorcich identifikovano 148 t€kavych sloucenin, jez byly rozdéleny do 11
chemickych skupin. Nejvétsi skupinu tvofily alkoholy, terpenoidy a kyseliny, naopak
nejmensi skupinu tvorily furanoidy a latky obsahujici siru. Na zaklad¢ srovnani s dostupnou
literaturou 82 z identifikovanych slouc¢enin bylo oznaceno jako aromaticky aktivni.

Pro vyrobu modelovych syrt byly pouzity tii komeréné dostupné lyofilizované kultury
(mezofilni aromaticka kultura, obsahujici Lactococcus spp. a Leuconostoc spp., a dva typy
termofilnich kultur, Lactobacillus helveticus a Streptococcus thermophilus), resp. jejich rizné
kombinace s prevazujici mezofilni nebo termofilni kulturou. Nepodafilo se prokdzat
o¢ekavany vliv pfevahy termofilni kultury, mezi vzorky nebyly vyrazné rozdily v poctu
identifikovanych slou¢enin; z hlediska senzorické kvality vyrobkt se dokonce vice osvédcily
kombinace s ptevazujici mezofilni kulturou.

Oproti ocekavani dochazelo béhem zrani syrG ke snizovdni poctu identifikovanych
sloucenin u vSech sledovanych kombinaci kultur. Tento trend je zvlasté vyrazny u terpenoidi
a laktonti. U kombinaci s pfevahou mezofilni kultury bylo dosazeno nejvysSiho poctu
sloucenin uz po 2-3 mésicich zrani, pfi zvySeném obsahu termofilni kultury po 3-4 mésicich
zrani. Z tohoto hlediska je mozné za optimalni dobu zrani tohoto typli syri povazovat cca 3
mésice.

Jako nejvhodngjsi pro praktické pouzivani lze ptedbézné navrhnout kombinaci kultur
LH B02 : STI-12 : Flora Danica v poméru 15:9:76; zde byl identifikovan nejvétsi pocet
t€kavych latek uZ po 2 mésicich zrani.

Pro lepsi vyjadfeni rozdill mezi vzorky, resp. zmén béhem vyroby a zrani syrti, bude
Vv nasledujici praci vybrana a ovéfena vhodna metoda pro kvantifikaci tékavych latek,
zalozend na metod¢ vnitiniho standardu. Tato bude néasledné aplikovana na vzorky syrt pro
vyjadieni zmén obsahu tékavych latek v zavislosti na zménach riznych podminek vyroby
a predevsim jejich vliv na senzorickou kvalitu syri.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
Lb. = Lactobacillus

Subsp. = poddruh

Sc. = Streptococcus

DMDS = dimethyl disulfid

DMTS = dimethyl trisulfid

Bv. = biovar

Spp. = species

SE = extrakce rozpoustédlem

SFE = extrakce superkritickou tekutinou
SDE = simultanni destilace a extrakce
SPME = mikroextrakce pevnou fazi

GC = plynova chromatografie

GC/MS = plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GC-O = plynova chromatografie s olfaktometrickym detektorem



8 PRILOHY

Priloha 1: Prehled tekavych (aromaticky aktivnich) latek identifikovanych ve viech vzorcich

Vzorek
slouc¢enina skupina | Tr[min.] RSD| V1| V2§ V3| V4| V5| V6 | V| V9 | VIO \8/r1n \8/rf1 \8/r?1 \G/ri
' (0) 0] (0) (0) 0] (0) (0) (0) (0) (o)
[%0] | [%0] | [90] | [%0] | [%0] | [%0] | [%0] | [%0] | [%0] | [%0] (%] | [%] | [%] | [%]
ethyl-acetat ester 3,95 0,00 69, -
y ’ y X [48]
37: | 25; | 61; | 42; | 92; 75; | 85: | 73; **
methanol alkohol 411 0,41 34 | 43| 36 | 34 | 88 37 | 76 | 50 [49]
hyl I Ideh 5, -
3-methylbutana aldehyd 4,48 0,00 63 | [49]
2-hydroxyoctova . X; *
kyselina kyselina 4,67 0,00 94
59: | 77; | 59; | 70; | 78; | 83; | 75; | 57; | 49; | 65; | 76; | 75; | 80; **
ethanol alkohol | 486 1 0,38 | 7o\ 55 | 54 | 45 | 69 | 80 | 64 | 50 | 81 | 53 | 68 | 60 | 50 | [48]
) 87;: | 96; | 89; | 84: | 84: | 95; **
methyl-butanoat ester 6,12 0,25 87 | 95 | 87 | 79 | 79 | 90 | [49]
3-methylbutan-2 K 613 | 000 X, X -
-methylbutan-2-on eton , , 39 15 [25]
. 66; | 66; | 63; | 23; | 69; x
butan-2,3-dion keton 6,13 0,13 58 | x 53 | ¢ o5 [48]
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24; | 25; *
3-ethylnonan-2-on keton 6,16 0,11 17 | 25
. 82; | 84; | 83; | 78; 83; 78; 87; 78; **
ethyl-butyrat ester 7,59 0,41 86 | 27 « | 59 80 80 82 52 | [48]
. , X; *%k
isobutyl-acetat ester 8,78 0,00 69 [48]
) 52; | 53; | 73; | 59; | 49; | 56; | 15; e
butyl-acetat ester 8,82 0,21 « « 89 | x | 58 | 55 | 80 [48]
. , X; 43;

2,5,6-trimethyldekan | uhlovodik 9,27 2,43 17 « *
35; 62; | 50; | 10; 71; | 79; | 44; 27 | 21; falad
hexanal aldehyd 9,17 0,27 « 39 | 31 | 49 49 | 79 | 58 « N [48]

, 23; 17; 17; *

undekan uhlovodik 9,19 0,21 21 18 11

2,5,9-trimethyldekan | uhlovodik | 9,20 | 0,00 ;‘0 *
2-methylpropan-1-ol | alkohol 9,49 0,05 X 18 -
yiprop ! ! 60 69 [48]

. 13; ol
2-methylbutan uhlovodik | 9,50 0,00 N [48]
B-thujen terpenoid | 10,16 | 0,00 30 -
J P ! ! X [50]
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) ] 31, | x; | 37, *
sabinen terpenoid | 10,24 | 0,91 46 | 37 | 36
_ ; 2;
B-felandren terpenoid | 10,26 | 0,78 ;(7 5x * [50]
X X: **
-2-ol lkohol | 10,84 | 281 : '
pentan-2-0 alkoho 0,8 8 33 46 [48]
) 52; | 44; | 75; | 48; 23; | 51; | 71; e
ethyl-pentanoat ester 11,16 | 0,33 1| x x | 59 x | 31| 42 | [48]
y-terpinen terpenoid | 11,29 | 0,00 1(6 *
1,3-dimethylbenzen | uhlovodik | 11,38 | 0,37 B *
39 | 52
_ _ 31; | 38 | 35; | x; | 43; *
a-pinen terpenoid | 11,38 | 0,73 221131 12 | 28 | 52 [48]
3-karen terpenoid | 11,53 | 0,00 12 -
p : , x [50]
_ _ 10; *
B-ocimen terpenoid 11,64 | 0,00 N [50]
X; X; | X | 72 >
butan-1-ol alkohol 11,69 | 0,46 29 a1 | 45 X [48]
40; 67, *
heptan-3-on keton 1191 | 031 70 X [25]
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: 69; | 56, | x; |44, | X | 66; | X; | X; |59 «
B-myrcen terpenoid | 12,24 | 0,68 57 | 76 | 59 | x 25 | 74 | 60 | 57 | 47
45; | 60; | 57; | 60; | 45; | 52; | 40; | 53; | 49; | 60; | 66; | 69; | 47; **
heptan-2-on keton | 1312 10231 o) | 57 | 50 | 50 | 20 | 51 | 31 | 42 | 39 | 62 | 58 | 77 | 52 | [48]
49; X; *k
h I Ideh 13,27 1 ’ ’
eptana aldehyd 3, 0,19 « 41 [24]
. 87; | 89; | 89; | 89; | 89; | 88; kel
methyl-hexanoat ester 13,31 | 0,25 87 | 80 | 88 | 88 | 90 | 87 | [48]
4-methylnonan uhlovodik | 13,33 | 0,00 X; 6 *
10; 23; *%
dodekan uhlovodik | 13,33 | 0,18 0] 23 9; X 7; X
X X [24]
50; | 55; | 48; | 37; | 49; | 46; | 47; | 43; | 50; | 41; | 31; | 44; | 15; *k
D-li id | 13,62 /I A (S S S s I IR By
monen terpenoid | 13,621 051 |\ )l 4o | 49 | 39 | 46 | 51 | 31 | 23 | 48 | 35 | 19 | 42 | 49 | 48]
25; 43; | 47; | 40; | Xx; X; | 27; | 45; | 60; e
3-methylbutanol alkohol 14,14 | 0,25 10 « 20 | 50 | 45 42 | 48 | 45 | 43 | p8]
49; | 44; | 35; | 51; | 41; | 48; | 56; | 49; | 47; | 56; | 49; | 52; | 46; *k
hyl-hexana 15,2 1 O IR e I I i A A I IR s
ethyl-hexanat ester 525 1019 o | | x | 57 | 58 | 48 | 31 | 49 | 47 | 50 | 51 | 69 | 57 | [48]
ethylester «
4-methylpentanové ester 15,26 | 0,00 321 *
kyseliny
24; | 33; | 19; 27, | 52; | 47; | 32; | 13; | 43; 24, *x
pentan-1-ol alkohol 15,36 | 6,54 « 26 « 36 |57 37| 18 | 18 | 25 19 (48]
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5-methyl-1- X; *
fenylhexan-1-on keton 1579 1 0.00 24
3-methylbut-3-en-1- 33 | x: >k
12; 13;
pent-3-en-1-ol alkohol 16,01 | 0,26 *
10 X
) 34; | 26; | 35; | x; | 41; | 37; | 34; | 38; | 31; | 40; | 36; | 36; | 37, **
styrene uhlovodik | 1641 1 051 o9 | 59 | 39 | 40 | 30 | 42 | 38 | 44 | 39 | 34 | 38 | x | 40 | [48]
. 23; | 24; | 25; | 28; | 26; | 23; | 21; | 26; **
0-cymen terpenoid 16,82 | 0,24 N 30 | 24 | 311 32| 25 | 31 | 22 [48]
X **
hexyl-acets 1 :
exyl-acetat ester 6,93 | 0,00 65 [48]
i 85; | 80; | 83; | 83; | 82; | 81, | 76; | 84; | 79; | 66; | 71; | 57; | 84, **
acetoin keton | 1763 1028 o5 | gy | g4 |81 |80 |81 | 72 |85 | 79 | 70 | 71 | 73 | 80 | [24]
hyl o .
—acetd 1 ’
methyl-acetat ester 8,33 | 0,03 77 | [48]
L-hydroxypropan-2- | ion | 1840 | 016 86; | 44; x
on 74 | 87
41; | 57; | 40; | 44; | 45; | 44; | 48; | 49; | 52; il
heptan-2-ol lkohol | 18,97 |01 S e S S A I N By
eptan-2-0 alkoho 897 1015 57 | 42 | 50 | 21 | 42 | 66 | 43 | 66 | 50 | [48]
3-methylbut-2-en-1- X; | 71; | 51; | 69; **
ol alkohol 19,13 0,03 75 X X X [25]
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67, 47, | 66; | 42; | X; | X | 38; «
prenol alkohol 19,13 | 0,17 69 65 | 73 « 50 | 41 | 62
2-methylbut-2-en-1- alkohol 19,14 0,20 48; 47, *
ol 48 X
X; 39; | 74; | 70; | 48; | 59; | 73; | 73; *k
2,6-dimethyl i ik 19,34 17 ’ ' ’ ' ' ’ ’ ’
B-dimethylpyrazin | dusi 934 10171 4o 36 | 76 | 43 | 53 | 65 | 71 | 70 | [35]
6-methylhept-5-en-2- 29; | 62; | 64; | 55; | 41, 62; | 49; **
on keton | 19,80 | 0,74 45 | 86 | 73 | 75 | 63 71| x | 51
ethylester «
2-hydroxybutanové ester 20,09 0,00 ’ é *
kyseliny
33; 25; | 21; 15; «
pentan-3-ol alkohol 20,09 | 0,16 57 18 y «
X; 34, e
butan-2-ol alkohol 20,10 | 0,22 26 18 (48]
2-methylpentan-3-ol | alkohol 20,10 | 0,00 X; 9 *
ethylester kyseliny 20: *k
mleéne ester 20,10 0,07 45 [49]
19; | 15; | 29; | 34; | 44; | 24; | 34; | 32; | 34; | 43; | 40; | 37; | 40; | **
hexanol alkohol 2043 1 0421 o | | 16 | 49 | 23 | 34 | 47 | 22| 30 | 31 | 34 | 51 | 27 | [4g]
. 16;
2-methylpent-1-en | uhlovodik | 20,43 | 0,00 N *
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2-hydroxypentan-3- X; 49; | 61, X; 66; **
k 2 1
on eton 080 1 0.5 41 57 | 63 31 62 | [24]
4-methylpent-1-en-3- |- kohol | 20,80 | 0,00 X *
ol 22
21; | 16; 19; *x
hex-3-en-1-ol Ikohol 21 2 ' ' ’
ex-3-en-1-0 alkoho ,83 | 0,20 X 99 X [49]
. 66; 41; | 49; *x
methyl-oktanoat ester 21,97 | 0,08 56 39 | 46 | [25]
45; | 58; | 70; | 53; | 60; | 41; | 62; | 71; | 53; 69; bl
-2- k 21 ’ ' ’ ’ ’ ' ' ’ ' ’
nonan-z-on eton 99 10081 55 | 56 | 50 | 62 | 75 | 44 | 76 | 69 | 69 64 [48]
45; | 54; | 67; | 42; | 54; | 67; | 59; | 47; | 44; | 52; | 44; | 45; | 53; kel
I I h 222 11 ) ) ) ) ) k) k) ) k) k) ) ) )
nonana aldehyd 20 101 o 1 35 | 46 | 37 | 35 | 57 | 65 | 32 | 70 | 49 | 41 | 42 | 56 | [24]
. ) . X; X; X; 94; | 85; | 89; **
trimethyl-pyrazin dusik 22,48 | 0,51 57 | 53 71 83 | 86 | 56 | [35]
20; | Xx; «
okt-3-en-2-on keton 22,81 | 0,02 47 | 33
. . 40; | 41; | x; 29; 31; «
B-thujon terpenoid | 23,31 | 0,07 « « | a3 N 39
3,6-dimethyloktan-3- alkohol 2378 | 0,00 28, .
ol X
, 57; X; | 58; 66; | 47; | 46; | 71; | 56; 49; | 65; **
ethyl-oktanoat ester 23,87 | 0,12 « 71 | x 58 | 53 | 70 | 59 X 65 | [25]
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33;

T ) ) -
cis-linalool oxid furanoid 24,17 0,06 54 34
non-1-en-3-ol alkohol 24 57 0,00 ;(1 *
67; | 66; | 67; | 25; *
okt-1-en-3-ol alkohol 24,57 0,04 54 | 50 « 57
41: | 62; | 48; | 50; | 28; 47: | 18; **
oct-1-en-3-ol alkohol 2458 0,12 79 | 56 | 55 « 35 « 41 [51]
12; X; 23; | 41; | 35; X; 29; | 15; | 30; 37; **
heptan-1-ol alkohol 24,77 | 0,10 26 31 | a2 | 30 | 26 | 38 | 26 | 16 | a4 « [48]
. 27,
I-menthon terpenoid | 25,08 | 0,00 « *
) , . 54: | 52: | 52; | 54; | 47; | 55; | 54; | 58; | 51; | 56; | 58: | 49; | 48; **
kyselina octové | kyselina | 25,19 | 017 | oo | 4o | 47 | 45 | 57 | 52 | 60 | 49 | 48 | 54 | 50 | 57 | 54 | [51]
53; | 32; | 38; | 32; | 35 | 33| 39| 37; | 29; | 35; | 30; | 38; | 39; fakad
2-ethylh -1-ol Ikohol 26,2 1 ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ’
ethylhexan-1-of | - alkoho 623 10101 oo\ 41 | 35 | 37 | 37 | 20 | 37 | 42 | 26 | 42 | 32 | 45 | 21 | [48]
34; | 42; | 30; | Xx; X; faded
dekanal aldehyd 26,68 | 0,11 21 | x o5 | 24 33 | [24]
37: | x;
kaf i 27,37 ’ ' *
afr terpenoid 3 0,00 " 69
40; | 42; | 63; | 40; | 46; 23: | 47; | 49; | 49; **
nonan-2-ol alkohol 27,60 0,10 | 7; x N 50 | 44 | 46 | 34 5 | 43 67 68 [24]
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undekan-1-ol alkohol 2761 | 0,00 | x;9 | 6;x *
70; | 42; | 43; | 41; | 43; | 40; | 49; | 50; | 46; | 44; | 46; | 55; | 46; *x
I h I h 2 1 12 ! ' ’ ] f y y f f ) ’ ’ ’
benzaldehyde aldehyd | 28,10 10121 43 | 4g | 52 | 56 | 50 | 50 | 44 | 42 | 43 | 49 | 43 | 52 | 49 | [49]
_ 39; | 39; | 43; | 46; | 43; | 49; | 39; | 43; | 37; | 49; | 60; | 57; | 49; | **
butan-2,3-diol alkohol | 28,94 | 1,56 | 50| 43 | 41 | 45 | 41 | 38 | 35 | 42 | 37 | 48 | 60 | 51 | 50 | [49]
_ _ 56: 48; | 35; | x; | 29; | 51; | 54; | 18; 48; | 28; | **
linalool terpenoid | 29,22 | 0,13 « 31 130 33| 211|551 51 | 42 X 70 | [24]
- 55 *%
kyselina propionova | Kkyselina 29,50 0,00 « ’ [24]
linalyl-acetat terpenoid | 29,67 | 0,00 ;(1 :
linalyl-butyrat terpenoid | 29,70 | 0,00 ;(7 -
) 20;
2-propylpentyl-acetat ester 29,74 | 0,07 )8 *
10; | 18; | 28; | 50; | 32; | 32; 20; | **
oktan-1-ol alkohol 29,75 | 0,12 N x | 211 22 | 35 | 20 X [48]
oktylester . 19;
kysel 29,7 -
kyseliny mravenci yselina 976 1 0,00 11
X **
k fyl t id 31,79 0,00 '
aryofylen erpenoi , , 19 [51]
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22;

methyl-undekanoat ester 32,05 | 0,00 « *
32, 59; | Xx; | 50; 60; | 51; | 31, **
undekan-2-on keton 32,31 | 0,16 47 55 | 57 | 39 « | a5 | x [24]
25;
4-hydroxyhexan-3-on keton 33,74 | 0,00 « *
. . 29; 27,
citronellyl-formiat | terpenoid | 34,12 | 0,13 3 « *
ethyl-dekanoat ester | 3539 | 0,07 o8 X -
yl-dekanoa ! ! X 44 [48]
_ 16; | 13; _ X; 12; *
menthol terpenoid | 35554 | 0,23 54 | 64 8; X 16 «
) , , . 52; | 61; | 76; | 75; | 71, | 78; | 50; | 54; | 66; | 81; | 79; | 75; | 58; **
kyselina méselnd | kyselina | 3584 | 030 | o | o0 | 60 | 63 | 60 | 54 | 61 | 65 | 73 | 76 | 78 | 74 | 77 | [48]
X: **
h I [ 7,12 ’
umulen terpenoid | 37, 0,00 47 [50]
3,7-dimethyloktan-1- alkohol 3740 | 002 18; | 10; | x; | 20; .
ol X X 23 X
2,7-dimethyl-oktan- alkohol 3745 | 0,09 15; 24, .
1-ol X X
X; 61, 67, 17, 75; | 51; | 62; | 77, «
(Furan-2-yl)methanol | alkohol 37,70 | 0,11 37 « 73 71 « 22 | 81 | 79
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X; X; X; 47; | 45; | X -
(Furan-3-yl)methanol | alkohol 37,74 | 0,14 48 50 62 2 | 63 | 46
kyselina . 63; **
2-methylbutanova | SEna | 39,10 1000 [48]
kyselina . X; 51; 55; X; **
kysel 11
3-methylbutanova | oo | 39111 0.30 56 53 24 23 | [48]
kyselina , 65; *
2-methylheptanova kyselina 39.14 10,00 27
kyselina . X; *
3-methylpentanova kyselina 39,16 1 0,00 20
. 76; 31; ol
i 1 A kyseli kysel 22 7 ’ ’
isovalerova kyselina yselina 39, 0,0 51 « [49]
tridekan-7-on keton 41,68 | 0,08 55; 35; *
42; | 70; 26; | 47; | 42; | 46; | x; | 45; **
k - 41 71 1 1 1 1 b b 1 b
arvon terpenoid TL 10081 2 40 50 | 47 | 44 | 15 | 36 | 43 [50]
citral terpenoid | 41,88 | 0,11 32, 34 X *
X X 35
59; 75; | 75; | 55; | 70; | 63; | 54; | 66; | x; | 51; | 66; | 54, **
k 1- /4 k I' 4 1 ) b ) 1 b b 1 b 1 L 1 1
yselina pentanova | kyselina | 43,33 | 0,18 | 66 | x | 65| 69 | 74 | 48 | 30 | 52 | 55 | 40 | 57 | [48]
13;
pent-3-en-1-ol alkohol 43,49 | 0,00 « *
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. : 33; | 32; | 39; | 37; | 35; | 35; 47, | 32; 10; «
citronellol terpenoid | 43,95 | 0,07 o8 | 39 | 38 | 37 | 34 | 30 43 | 3 10
2-methyloktan-4-ol alkohol 4427 | 0,11 X * *
y ’ ! 20 27
67, | X; | 45; | 35; | 57; 24, «
d-kaprolakton lakton 4495 | 0,09 47 | 56 | 55 | 88 | g7 65
; 38, X; 50; *%
tridekan-2-on keton 45,92 | 0,05 « 53 « [24]
: : : 65;
isogeraniol terpenoid | 46,13 | 0,00 « *
2,4,5- 13;
. ] Ideh 46, , ’ *
trimethylbenzaldehyd aldehyd 689 10,00 X
. . 40; 17; | 34; | x; | 30; | 44; | Xx; X; X; «
a- isomethyljonon keton 47,62 | 0,08 . 68 | 25 | a4 | x | 43 | a1 | 44 42
. : 27, | 38, | x; | 60; | 16; | 59; | 37; | 46; | X; | X X | es
geraniol terpenoid 47,67 1,53 o6 | a1 | a7 | 23 | 27 | a1 « 64 | a5 | 57 22 [49]
. , . 54; | 53; | 55; | 54, | 56; | 72; | 67; | 48; | 50; | 50; | 46; | 47; | 45; **
kyselina hexanova kyselina 48,45 | 0,10 47 | 54 | 51 | 69 | 50 | 74 | 53 | 48 | 64 | 56 | 53 | 47 | 45 | [48]
37; | 48; | 40; | 45; | 45; | 41; | 34; | 56; | 54; | 26; | 40; | 62; | 35; il
lalkohol Ikohol 49,27 7 ’ ' ' ’ ’ ' ’ ’ ' ' ’ ' ’
benzylalkoho aikono % 0071 26 | 35 | 45 | 45 | 39 | 43 | 59 | 31 | 53 | 33 | 25 | 43 | 46 | [49]
. . 95; | 93; | 94; | 95; | 95; | 94; | 94; | 92; | 89; | 95; | 94; | 95; | 95; «
dimethylsulfon sira 035 1 0071 o0 1 05 | o5 | 96 | 93 | 93 | 94 | 90 | 82 | o1 | 95 | 94 | 93
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X; | 42; 69; | 68; | 73; | 70; *k
fenylethanol Ikohol ’ ’ ’ ’ ' ’
enylethano alkoho 50,65 | 0,06 57 « 51 | 60 | 82 | 63 | [49]

33; | 29; | 51; | 63; | 30; xx
d-oktalakton lakton 52,75 | 0,04 65 | 42 | x 65 | 36 [24]
85; | 77; | 81; | 71; | 79; | 80; | 85; | 81; | 72; | 65; | 60; | 85; | 81; *k
k 1- h t 7 k I- 2 1 ) ) ) ) ) b b ) b b ) ) )
yselina heptanova | kyselina | 52,90 | 0,13 | g0 29 | 757 | g5 | g0 | 70 | 84 | 69 | 75 | 70 | x | 67 | 81 | [24]
3-methylhexanova . X; *
kyselina kyselina 52,98 | 0,00 39
34; | 29; | X 66; | 58; | 39; | 55; | 44, «
fenol alkohol 54,68 | 0,05 « N 18 50 150! x | 62 | 31
. . 68; | 52; -
isopropylmyristat ester 55,35 | 0,03 68 | 33
cinnamaldehyd aldehyd 55,66 | 0,04 2% | X *
y 4 ! / 28 | 33
kumarin keton | 56,15 | 0,07 20 30 *
46 X
. , . 69; | 66; | 55; | 81, | 54; | 49; | 75; | 53; | 52; | 55; | 67; | 57; | 52, **
kyselina oktanova kyselina 56,26 | 5,83 57 | 50 | 78 | 52 | 59 | 56 | 57 | 74 | 68 | x | 29 | 77 | 53 | [48]
propylester
2-hydroxybenzoové ester 57,77 | 0,00 6; X *
kyseliny
S-methylester ester | 5885 | 0,00 X *
pentanové kyseliny 26
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26; | 25; kel
I Ikohol 12 2 ' '

eugeno alkoho 60, 0,0 26 | 23 [49]
: , . 66; | 73; | X; 79; | 22; | 74; 60; | Xx; X; **
kyselina nonanova kyselina 60,42 0,05 « « 66 69 | 31 | 30 62 | 52 50 [24]
70; | 30; | 53; | 65; | 56; | 65; | 63; | 56; | 61, *x

_ k I k I k 1 ) i) i) ) i) i) ) ) )
o-dekalakton akton ) 6081 1 0.05 75 | 56 | 68 | 61 | 67 | 52 | 51 | 55 | 48 | [24]

5 X; | 52;
methyl-hexadekanoat ester 61,43 0,01 40 « *
thymol terpenoid | 61,67 | 0,00 ;9 *
. 64,

kadalen terpenoid | 61,71 | 0,02 61 *

o- 85; | 90; | 86; | 88;
. Idehyd 62,84 0,03 ' ' ' ' *

pentylcinnamaldehyd aldeny 87 | 89 | 87 | 64
69; | 70; | 87; | 66; | 64; | 80; | 69; | 42; | 48; | 77; | 81; | 66; | 64, *x

k 1- k /4 k I' 1 1 1 1 1 1 1 b b 1 b 1 L 1 1
yselina dekanova | kyselina | 63,61 | 0.91 | oo 29 | 26| 70 | g4 | 65 | 88 | 42 | 64 | 64 | 73 | 44 | 62 | [49]

Znaceni vzorki viz Tabulka 8, hodnoty v tabulkdch udavaji pravdépodobnost shody dané slouceniny s knihovnou spekter v % (vzdy 2 méreni); X -
v daném méreni nebylo detekovano, *+* latka aromaticky aktivni; * latka pravdepodobné aromaticky aktivni
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Priloha 2: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V1. ldentifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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o

I
30 35
Time (min)
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Priloha 3: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V2. Identifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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Priloha 4: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V3. Identifikace pikui viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance

1004

95

920

85

80
754

13.69

17.64

23.30

27.37

43.97

49.26
L4798

52.87
| 56.82
T

I

61.67

55

60 65
Time (min)

71



Priloha 5: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V4. Identifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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Priloha 6: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V5. Identifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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Priloha 7: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V6. Ildentifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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Priloha 8: Chromatogram tekavych latek identifikovanych ve vzorku V7. Identifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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Priloha 9: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V9. Identifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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Priloha 10: Chromatogram identifikovanych tékavych latek ve vzorku V10. Identifikace pikii viz tabulka v Priloze 1
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Priloha 11: Chromatogram identifikovanych tekavych latek ve vzorku V9-6m. Identifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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Priloha 12: Chromatogram tekavych latek identifikovanych ve vzorku VI1-8m. Identifikace pikii viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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Priloha 13: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V2-8m. ldentifikace pikii viz tabulka v Priloza 1

Relative Abundance
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Priloha 14: Chromatogram tékavych latek identifikovanych ve vzorku V3-8m. Identifikace pikii viz tabulka viz tabulka v Priloze 1

Relative Abundance
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