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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim aromaticky aktivnich latek
a volnych/vazanych mastnych kyselin v modelovych syrech eidamského typu, tj. pfirodni
polotvrdé syry s nizkodohiivanou syieninou. Pro vyrobu syr byly pouzity riizné kombinace
mikrobidlnich kultur; u vSech jako zdklad mezofilni kultura a ¢tyfi vybrané kmeny
termofilnich kultur Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum. Cilem bylo posoudit vliv
riznych mikrobialnich kultur na obsah méfenych parametrti, zaroven byly sledovany jejich
zmény v prubchu zrani syrh.

Pro identifikaci a semikvantifikaci aromaticky aktivnich latek byla vybrana metoda
HS-SPME-GC-MS. Extrakce tukii ze syrt byla provedena podle CSN EN ISO 1735:2005
a mastné kyseliny byly identifikovany a kvantifikovany metodou GC-FID po pievedeni na
methylestery kyselou esterifikaci methanolickym roztokem bortrifluoridu jako katalyzatoru.

Celkem bylo ve vzorcich syrt identifikovano 50 tékavych slou€enin, z toho 11 alkohold,
5 aldehydi, 7 ketont, 6 karboxylovych kyselin, 10 esterti, 3 laktony, 2 sirné slouceniny
a 6 zatfazenych do skupiny ,,ostatni“. VSechny lze povazovat za prokazatelné aromaticky
aktivni. V jednotlivych vzorcich bylo identifikovano 3040 sloucenin, nejvice zastoupeny
byly alkoholy, karboxylové kyseliny a ketony. Pocet i obsah identifikovanych sloucenin
béhem zrani mirné klesal.

Ve vSech vzorcich bylo identifikovano 17 mastnych kyselin, a to jak ve formé volné, tak
esterové vazané, behem zrani také doslo ke snizovani jejich obsahu. Nejvice zastoupeny byly
kyseliny myristova, palmitova, stearova a olejova.

Mezi vzorky byly nalezeny vyznamné rozdily (p <0,05); z vysledki PCA vyplyva, zZe
pridavek termofili ma vliv na vyvoj tékavych latek i volnych/vazanych mastnych kyselin
v syrech, zejména v pocatecni fazi zrani, ke konci zrani se rozdily mezi vzorky vyrovnavaji.

KLiCOVA SLOVA
eidamské syry, aromaticky aktivni latky, MK, SPME, GC, MS



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the assessment of aroma compounds and free/bound fatty
acids in model samples of Edam type cheeses. Various combinations of microbial cultures,
basic mesophilic and four selected strains of thermophilic Lactobacillus casei and
Lactobacillus plantarum, were used for cheese production

The main aim was to judge the influence of microbial cultures on content of measured
parameters, the changes during ripening were also followed.

The HS-SPME-GC-MS method was used for identification and semiquantification of
aroma compounds. The lipids from cheese were extracted based on ISO 1735:2004, fatty
acids were identified and quantified using GC-FID method after conversion to methyl esters
by acid esterification with boron trifluoride in methanol.

In total 50 volatile compounds were identified in samples, 11 alcohols, 5 aldehydes,
7 ketones, 6 acids, 10 esters, 3 lactones, 2 sulphur compounds and 6 ,,others®; all of them are
considered as aroma active. About 30—40 compounds were identified in single samples,
alcohols, acids and ketones were the predominant. The number as well as the content of
compounds identified decreased slightly during ripening.

In total 17 free/bound fatty acids were identified in samples, their content also decreased
during ripening. Myristic, palmitic, stearic and oleic acids were the predominant.

The significant differences (p < 0.05) were found between samples; from results of PCA
analysis follows that the development of volatile compounds as well as of free/bound fatty
acids are influenced by addition of thermophiles, especially in initial phases of ripening, while
at the end of ripening these differences are lost.

KEY WORDS
Edam type cheese, aroma compounds, FA, SPME, GC, MS
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1 UVOD

Syry jsou neodmyslitelnou soucasti lidské stravy jiz tisice let. Primarnim cilem jejich
vyroby je zachovani jedine¢nych vyzivovych vlastnosti mléka, které bez tepelného oSetieni
a skladovani pfi nizkych teplotich ma velmi omezenou trvanlivost. Je zajimavé, Ze pro
zakoncentrovani hlavnich slozek mléka za ucelem vytvorit stabilni produkt - syr, jsou
vyuzivany soucasn¢ 3 klasické metody konzervace potravin, tj. fermentace, dehydratace
a soleni. Vyvoj tohoto procesu a modifikace nékterych jeho zakladnich kroka vedl k existenci
rozmanitych druhii téchto fermentovanych mlécnych vyrobkli. Na ceském trhu patfi
k nejoblibenéjsim ptirodni polotvrdé syry s nizkodohfivanou syfeninou eidamského typu,
o kterych pojednava tato diplomova prace.

Z vyzivového hlediska jsou syry vybornym zdrojem zivocisnych lipidii s Sirokym spektrem
mastnych kyselin, znichZ majoritni podil tvoii kyseliny palmitova, stearovd, olejova
a myristovd. Tukova slozka nejenze ovliviiuje texturu a reologii syrd, ale podili se také na
vyvoji jejich dalSich senzorickych vlastnosti, napt. slouzi jako rozpoustédlo a prekurzor
syntézy aromaticky aktivnich latek. Tato rozmanita skupina pifedev§im hydrofobnich
tékavych sloucenin, podilejicich se na flavouru syrd, vznikd béhem procesu zrani pfti
fermentaci laktosy, metabolismu citratu a laktatu, proteolyze, lipolyze a nasledném
katabolismu aminokyselin a mastnych kyselin.

Hlavnim cilem préce je posoudit vliv riznych startovacich mikrobidlnich kultur na obsah
tekavych latek, volnych a vazanych mastnych kyselin v modelovych vzorcich syri
eidamského typu a jejich zmény v pritbéhu zrani.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Tato prace je zaméefena na sledovani pribéhu zrani syrt eidamského typu, jez patii mezi
syry s vyznamnym postavenim na tuzemském i svétovém trhu. V nasledujicich kapitolach je
popsano slozeni, technologie vyroby a proces zrani eidamskych syrii, hlavni pozornost je
vénovana mléénym lipidim, mastnym kyselindm a tzv. aromaticky aktivnim latkdm, které
jsou dulezité pro vznik kone¢nych senzorickych vlastnosti syri a byly vybrany a sledovany
jako hlavni charakterizujici parametry zraciho procesu.

2.1 Syry eidamského typu

Eidamské (holandské) syry jsou pfirodni polotvrdé syry vyrdabéné pievazne
z pasterovaného, Castecné odstfedéného kravského mléka. Pro jejich vyrobu se pouzivaji
zakysové bakterie rodi Lactococcus spp. a Leuconostoc spp., pro srazeni se vyuzivaji
klasicka sytidla z zaludka telat nebo mikrobialniho ptivodu. Dohfivani a dosouseni syfeniny
se z divodu pfitomnosti mezofilnich mikroorganismt provadi pii teplotich jen do 40 °C,
proto se z hlediska technologie vyroby ftadi mezi syry s nizkodohiivanou syfeninou.
K ptihfivani syfeniny na pozadovanou teplotu dochézi v pribéhu prani syrového zrna, kdy se
pro snizeni obsahu laktosy za ucelem regulace rozsahu acidifikace ptfidava tepla voda.
K hlavnim druhiim eidamskych syr, jejichz historicky ptivod spadé na tzemi Nizozemi, patii
Gouda a Edam [1-5]. Podle nich se v riznych zemich vyrabi jejich ,,napodobeniny*; u nas je
to dlouhodobé¢ nejoblibenéjsi a nejprodavangjsi syr.

Gouda, kterd dostala ndzev podle stejnojmenného meéstecka, méa ptivod v holandskych
provinciich Zuid-Holland a Utrecht. Tradicné¢ se vyrabi v plochém valcovitém nebo
obdélnikovém tvaru o hmotnosti obvykle 10—16 kg. V zavislosti na ro¢nim obdobi, zralosti
a ptip. pouzitém barvivu mize mit tésto syra svétle zlutou az zlutooranZovou barvu. Syr
Gouda se vyznacuje polotvrdou konzistenci s hladkou strukturou, kterd pii fezu nelepi
a obsahuje jen malé mnoZstvi mensich ok. Pfi dlouhé dobé zrani se konzistence stava tvrdsi,
hlavné pak v oblasti kliry. Chut’ tohoto syra se zna¢né 1i8i podle stadia zralosti, druhu pouzité
startovaci kultury, popi. ptidavku dalSich kultur. Mlady syr ma velmi jemnou chut’ a aroma
s ,,cerstvymi, kyselymi a méaslovymi* tony. Dozravanim se chut méni na mnohem vyraznéjsi
a pIngjsi, zatimco ,,maslové* tony jsou meéné patrné [6].

Nazev syru Edam je odvozen od mésta Edam, které se nachazi v severni ¢asti holandské
provincie Noord-Holland, odkud tyto syry pochézeji. Typicky a jedine¢ny tvar tohoto syru je
kulovity s mirné zploStélou spodni a horni stranou o vaze 1-4 kg, ale vyrabi se 1 ve formé
blokli o hmotnosti 16-20 kg nebo bochnikli (2-5 kg). Stejné jako u Goudy je konzistence
polotuhd s hladkou strukturou, nelepivym fezem a jen ojedinéle s malymi oky v tésté. Barva
tésta Edamu je obvykle zlutd az oranzova, ale vice sytd nez u bledsi Goudy. Chut, kterd také
zavisi na stupni zralosti a druhu pouzitych kultur, je u mladSich syrG jemna, lehce kysela
a sland, dozravanim se stava vyrazngjsi s pikantnéjSimi tony [6].

Evropska unie schvélila nova chranénd zemeépisna oznacCeni pro tyto syry vyrabéné
v Nizozemsku; ponesou nazvy ,,Edam Holland* a ,,Gouda Holland* [6].
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2.2 SloZeni eidamskych syri

Kravské mléko je zékladni surovinou pro vyrobu eidamskych syrd. Béhem ni dochazi
k zakoncentrovani nékterych slozek suSiny mléka, ktera tvoii cca 12,7 % tohoto
polydisperzniho systému [7].

I kdyz laktosa, hlavni mlé¢ny sacharid, ptedstavuje 4,8 % obsahu kravského mléka, je jeji
pfevazna vétSina (9698 %) odstranéna v syrovatce béhem procesu vyroby syru. K dalSimu
snizeni jejiho podilu se u holandskych syrti navic provadi 1 tzv. prani syfeniny. Zbytkové
mnozstvi je fermentovano zakysovymi kulturami na kyselinu mlécnou, proto se laktosa
v syrech prakticky nevyskytuje [3, 7].

Proteiny mléka (celkem cca 3,4 %) lze rozdélit do 2 kategorii na zakladé jejich
rozpustnosti pfi teploté¢ 20 °C a pH 4,6. Syrovatkové bilkoviny (0,6 %), které za téchto
podminek ziistavaji rozpustné, jsou nefosforylované globularni proteiny nesenzitivni na
vapenaté ionty, které denaturuji az pii zahfevu a jejichz struktura je stabilizovana
intramolekularnimi disulfidickymi vazbami. Pfiblizné polovinu frakce sérovych bilkovin tvofi
B-laktoglobulin, pétinu o-laktalbumin, v mens$i mife jsou pak =zastoupeny rizné
imunoglobuliny, sérovy albumin, laktoferin a transferin. Syrovatkové proteiny tvoii jen
minimalni podil suSiny eidamskych syrt, protoze plsobenim syiidla nedochazi k jejich
srazeni, a jsou proto od syfeniny odd€lovany v syrovatce spolecné s laktosou a nékterymi
dal$imi ve vodé rozpustnymi latkami [3, 7, 8].
podminkach precipituji, zastupuji kaseiny. Tuto dusikatou frakci mléka (2,6 %) tvofi
4 bilkoviny: o;-, 0s-, B- a k-kasein. Kasein existuje v mléce ve formé micel tvofenych fadou
submicel spole¢né spojenych s koloidnim fosfore¢nanem vapenatym. Na povrchu micely se
nachdzeji k-kaseiny s vy€nivajicimi fetézci hydrofilni ¢asti molekul proteinu pro stabilizaci
systému. Jadro micely naopak tvoii hydrofobni, Ca®'-senzitivni oy -, ap- a PB-kaseiny.
Pusobeni syridla na «x-kasein vede k destabilizaci kaseinové micely a ztraté vnéjSiho
zaporného naboje, ktery brani agregaci, v disledku ¢ehoz v pfitomnosti vapenatych iontl
dochdzi ke koagulaci a vzniku gelu. Kaseiny v syrech ptredstavuji 97-98 % celkovych
proteind, pficemz v Edamu se obsah bilkovin pohybuje kolem 26,0 g/100 g syra, u Goudy pak
24,0 g/100 g [3, 7, 9].

Problematika lipidi v mléce a syrech je, vzhledem k zaméfeni této prace, probrana
podrobnéji v nasledujici kapitole.

Syry jsou také povazovany za cenny zdroj nékterych vitamind a mineralnich latek. Jelikoz
je pfevazna vétSina ve vodé rozpustnych vitamini mléka odstrafiovana jako soucast
syrovatky, jsou v syfeniné spolecné s mlécnymi lipidy zadrzovany hlavné vitaminy rozpustné
v tucich, mezi nimi pfedevS§im vitamin A, popt. jeho provitamin B-karoten [9, 10]. Majoritni
podil minerdlnich latek syrt spolu se sodikem, ktery se do syfeniny dostava béhem soleni,
tvoti vapnik, hot¢ik a fosfor. V kravském mléce se vapnik, jehoZ obsah ¢ini 120 mg/100 ml,
nachazi jednak v koloidni formé& jako fosfore¢nan a kaseinat vapenaty, z ¢asti pak v rozpustné
form¢ vapenatych iontli a jejich soli, napf. citratd. Eidamské syry, jako vSechny syry
vyrobené sladkym srdzenim, maji pomérné vysoky obsah tohoto prvku ve srovnani se syry
vyrobenymi kyselym sraZenim, protoZe ¢im je pH pii oddélovani syrovatky nizsi, tim vice
vapniku do ni ptechazi [7, 9]. Primérné sloZeni syrd Edam a Gouda shrnuje Tabulka 1.
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Tabulka 1: Primerné chemické slozeni eidamskych syri [7]

Priumérny obsah zakladnich sloZek v syrech eidamského typu [g/100 g syru]

Voda Proteiny Lipidy Sacharidy Cholesterol
Edam 438 26,0 25.4 Stopové 0,08
mnozstvi
Gouda 40,1 24,0 31,0 Stopové 0,10
mnozstvi
Primérny obsah vybranych mineralnich latek v syrech eidamského typu [mg/100 g syru]
Sodik Draslik Vapnik Hor¢ik Fosfor Zelezo Zinek
Edam 1020 97 770 39 530 0,4 2,2
Gouda 910 91 740 38 490 0,1 1,8
Primérny obsah vitaminu v syrech eidamského typu [ug/100 g syru]
Retinol Karoten Vitamin D Vitamin E Thiamin Riboflavin
Edam 175 150 0,19 0,48 0,03 0,35
Gouda 245 145 0,24 0,53 0,03 0,30
Niacin | Vitamin B, | Vitamin B, Folat Kyselina | peoin
pantothenova
Edam 0,07 0,09 2,1 40 0,38 1,8
Gouda 0,05 0,08 1,7 43 0,32 1,4
2.2.1 Miléény tuk

Kravské mléko obvykle obsahuje kolem 3,5-5,0 % lipidi ve formé¢ emulgovanych kuli¢ek
o priméru 0,1-10 um dispergovanych v kontinudlni sérové fazi. Koncentrace lipidi
a zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin (MK) v mléce zavisi na faktorech jako: plemeno
dobytka, druh vyzivy, doba laktace, zdravi a zptsob chovu zvitat [3, 11].

Hovézi mléény tuk je povazovan za jeden z nejkomplexnéjSich ptirozené se vyskytujicich
tuki a oleji, kvili vysokému poctu a Sirokému spektru MK, které obsahuje. Z kvantitativniho
hlediska jsou dominantnimi lipidy mléka triacylglyceroly (TAG), které mohou piedstavovat
az 98 % tuku, 2% diacylglyceroly (DAG),
monoacylglyceroly (MAG), volné mastné kyseliny (VMK), fosfolipidy a steroly [10, 12].

TAG jsou nepolarni slou¢eniny s molekulovou hmotnosti v rozmezi 470-890 Da, jejichz

celkového obsahu zbyvajici tvori

strukturu tvoii glycerolovy skelet esterifikovany 3 molekulami MK. Jejich kompozice je
extrémné slozita, jelikoZ ve 3 polohach (sn-1, sn-2 a sn-3) glycerolového fetézce je mozné
esterové navazat v riznych koncentracich vice nez 400 ruznych MK, lisicich se v délce
feté¢zce (od 4 do 18 uhlikll), stupni nasycenosti, polohdch nasobnych vazeb a izomerii
[10, 12].

Distribuce MK v molekule TAG neni ndhodnd, protoze mechanismy podilejici se na jejich
biosyntéze v mlééné Zlaze vykazuji urCitou selektivitu. Jednim z charakteristickych ryst
mlécného tuku je esterifikace MK s kratkym uhlovodikovym fetézcem (C4:0—-C6:0) v poloze
sn-3. Pozice sn-2 je esterifikovdna kyselinami s del§im fetézcem (az 16 uhlika), C18:0 je
obecné umisténa v poloze sn-1, zatimco nenasycené MK jsou pfednostné vazané v pozicich
sn-1 a sn-3 [10, 13].

Nasycené MK v mléce piezvykavci tvoii 60-70 % vSech MK [11]. Nejvyznamnéjsi
skupinu nasycenych MK reprezentuji molekuly s nerozvétvenymi uhlovodikovymi fetézci se
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sudym poctem (4—-18) uhlikd. Zasadni postaveni z pohledu kvantity zaujima kyselina
palmitova (C16:0), jejiz obsah se pohybuje kolem 25-30 % z celkového mnozZstvi, kyseliny
myristova (C14:0) a stearova (C18:0) predstavuji kazda ptiblizné 12 % [7, 14]. Mlé¢ny tuk je
hlavnim zdrojem nasycenych MK s kratkym uhlovodikovym fetézcem v lidské potrave.
Predevsim se jedna o kyselinu maselnou (C4:0) a kapronovou (C6:0), kazda s relativné
vysokym zastoupenim od 2 do 4 % [12, 14].

Obecné z nenasycenych MK tvofi nejvétsi podil (17-25 %) kyselina olejova (C18:1
v konfiguraci cis. K dal§im mononenasycenym kyselindm s pfispévkem tadovée v jednotkach

A9)

procent patfi kyseliny myristoolejova (C14:1%%), palmitoolejova (C16:1*%) a vakcenova
(C18:1*'). Kyselina vakcenové se vytvaii v disledku biohydrogenace v bachoru a jeji podil
v mlééném tuku je vyrazné ovlivnén potravou. U krav krmenych pievazné senem se
koncentrace této kyseliny udrzuje na nizké hladiné (cca 1,5 %), zatimco konzumace cerstvé
travy u volné se pasoucich zvitrat vede ke zvysSeni az na 5 %. Biohydrogenacni reakce maji za
nasledek 1 nizké zastoupeni polynenasycenych MK — linolové a linolenové [11, 14].

Jak jiz bylo uvedeno, existuje celd fada dalSich MK, z nichz mnohé jsou pfitomny jen
v extrémné nizkych koncentracich. Z dal$ich skupin tak lze uvést mastné kyseliny s lichym
poctem uhliki, napf. kyselina margarovd (C17:0), nebo srozvétvenym fetézcem.
Monomethylované kyseliny jsou pomérné vyznamné, protoze piedstavuji piiblizné 2,5 %
z celkového mnozstvi MK. Patfi k nim 12-methyl- a 13-methyltetradekanova kyselina, které
spolecné zastupuji asi 1 %. Ve stopovém mnozstvi se v mlééném tuku vyskytuji také nékteré
hydroxy- a ketokyseliny [14].

Cerstvé mléko piimo po dojeni obsahuje pouze malé mnozstvi DAG, MAG a VMK. Pfi
skladovéani mléka, stejn¢ jako pfi zrani syrt, vSak mohou byt TAG podrobeny enzymatické
hydrolyze lipasami mléka a pfitomnych bakterii, coz mize vyznamné zvysit mnozstvi téchto
sloucenin. Fakt, ze poloha sn-3 je posledni, ktera je acylovana béhem biosyntézy TAG,
vysvétluje nejvyssi koncentraci 1,2-diacylglycerold oproti vSem ostatnim DAG v Cerstvém
mléce, nebot’ se jednd o meziprodukty tohoto procesu. Je totiz nepravdépodobné, Ze by se
jednalo o produkty lipolyzy, protoze lipasy napadaji pfednostné nejen sn-3, ale i sn-1 polohu,
¢imz vznika smés 1,2- a 2,3-diacylglyceroli. Sou€asné profil VMK v Cerstv€é nadojeném
mléce se ponékud lisi od profilu MK esterové vazanych v molekulach TAG [10].

Fosfolipidy jsou mala, ale velmi dualezitd tfida lipidi mléka, nebot jsou pfitomny
v membrané tukovych kuli¢ek a jejich amfifilni charakter napoméha stabilizovat
polydisperzni systém mléka ve form¢é emulze olej ve vodé. Strukturné se fosfoglyceridy
podobaji TAG, lisi se vSak sloZenim na pozici sn-3, kde misto acylu je pfipojena fosfatova
skupina, na niz jsou navazané riizné dalsi slouceniny. V priiméru obsahuji také delsi a vice
nenasycené¢ MK, proto jsou nachylnéj$i k oxidaci. K nejvice zastoupenym patii
fosfatidylcholin a fosfatidylethanolamin, v men$im mnozZstvi se v mléce nachézeji
1 fosfatidylserin a fosfatidylinositol [10, 13].

Amfipatické vlastnosti vykazuje 1 sfingomyelin, nejvyznamné;jsi sfingolipid v mléce, jehoz
strukturu tvoii fosforylcholinova skupina esterové vazand na ceramid, ktery se sklada
ze sfingosinu spojeného ptes amidovou vazbu s molekulou MK. Ve stopovém mnoZzstvi jsou
pfitomny 1 jiné sfingolipidy, jako cerebrosidy a gangliosidy. Pfevladajicim sterolem mléka
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(vice nez 95 % ze vSech) je cholesterol [10]. Primérné slozeni lipida kravského mléka uvadi
Tabulka 2.

Tabulka 2: Primerné slozeni lipidii kravského mléka [7]

Podil jednotlivych lipidi v mléce [hmotnostni % celkového lipidu]

TAG DAG MAG Cholesterol VMK Fosfolipidy
97.5 0,36 0,027 0,31 0,027 0,6
Obsah hlavnich mastnych kyselin v mlééném tuku [% w/w]

C4:0 | C6:0 | C8:0 | C10:0 | C12:0 | C14:0 | C16:0 | C16:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3
3.3 1.6 1.3 3,0 3,1 9,5 26,3 2,3 14,6 29,8 24 0,8

TAG - triacylglyceroly, DAG - diacylglyceroly, MAG — monoacylglyceroly, VMK — volné mastné
kyseliny

2.2.1.1 Lipidy v syrech eidamského typu

Vétsina eidamskych syrii ma obsah tuku v susiné alespon 40 %, ve svété se vSak vyrabéji
také varianty s redukovanym mnozstvim tuku. V Ceské republice je syr Edam zndmy pod
nazvem Eidam a vyrabi se pravé i jako nizkotu¢nd forma s 30 % tuku v suSiné€ (tvs.) nebo
nizsi [4, 15].

Holandské syry se vyznacuji relativné omezenym priubéhem lipolyzy, coz je zptusobeno
inaktivaci lipoproteinové lipasy mléka pfi pasteraci a obecné slabou lipolytickou aktivitou
bakterii mlé¢ného kvaSeni. Z tohoto divodu jsou i koncentrace VMK v eidamskych syrech
Vv porovnani s jinymi syry, jako je napt. Camembert, Parmezan nebo Roquefort, vyrazné nizsi.
Majoritni podil obsahu VMK v syru Gouda je tvofen kyselinou palmitovou, naproti tomu
koncentrace ostatnich linearnich nasycenych MK (C4—C18) jsou dosti nizké [16]. Profilu
VMK syru Edam také dominuje kyselina palmitova, ve vyznamnych mnozstvich jsou vsak
zastoupeny i dalsi kyseliny, mezi nimi hlavn€ kyselina maselnd, stearova, laurovd nebo
myristova [13]. Piehled primérnych koncentraci jednotlivych VMK v syrech Edam a Gouda
uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3: Primérny obsah hlavnich volnych mastnych kyselin v syrech eidamského typu
(vmg - kg”') [upraveno podle: 13, 16]

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

2.3 Technologie vyroby eidamskych syru

Vyroba eidamskych syrti zacind vybérem vhodného kravského mléka vysoké kvality.
Dobry zdravotni stav dojnic a vyhovujici vyZziva jsou zdkladnimi ptedpoklady pro produkci
mléka pfijatelné jakosti. Krmeni zvifat, napf. nevhodnymi typy rostlin, ovliviiuje senzorické
vlastnosti mléka a nasledné€ 1 syrli, nizkokvalitni sildZ mize byt zase zdrojem anaerobnich
bakterii, které se dostavaji do mléka a zplsobuji tzv. pozdni dufeni syri. Naopak pozitivni
vliv na sloZeni ma strategie volné se pasouciho dobytka nebo vyuzivani Cerstvych krmiv, coz
vede k narlstu koncentrace omega-3 MK v mléce a kromé toho zlepSuje i jeho aromaticky
profil. Mléko musi byt také pfisné kontrolovano na pfitomnost cizorodych latek, predevsim
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rezidui antibiotik, kterd by mohla inhibovat rist mlékatskych kultur. K dal§im faktorim
ovlivitujicim slozeni a vlastnosti syrového mléka patii napt. plemeno a stafi dojnic, genetické
faktory, lakta¢ni doba nebo ro¢ni obdobi [3, 17].

Typy syru jsou klasifikovany podle obsahu tvs., proto je potfeba pied samotnou vyrobou
syrové mléko standardizovat. Dosazeni pozadovaného poméru tuku a bilkovin se nejCastéji
provadi smisenim odstfedéného a plnotu¢ného mléka, ¢imz se snizi obsah lipidu [3, 6].

Pted vyrobou Edamu je normalizované mléko pasterovano. Toto tepelné oSetieni, s cilem
inaktivovat nezadouci mikroorganismy, se bézné€ provadi 10-20 sekund pii teploté 70-75 °C.
Béhem pasterace tak dochazi k odstranéni vétSiny bakterii mlééného a propionového kvaseni,
bakterii Listeria monocytogenes a jinych mikroorganismu, a soucasn¢ k inaktivaci né¢kterych
enzymt, jejichz katalyticky €inek by mohl mit negativni vliv pfi zrani syri. Snizeni aktivity
lipoproteinové lipasy zabranuje vysokému stupni lipolyzy, kterd je u eidamskych syrii
povazovana za nezadouci. Soubézné vSak mohou byt inaktivovany i prospéSné enzymy,
xanthinoxidasa, vdzana na membran¢ tukovych globuli, kterd mimo jiné katalyzuje i redukci
dusi¢nanu na dusitan, jehoz pfitomnost zabranuje kliceni spor Clostridium tyrobutyricum.
Tepelné osetfeni mléka vede také k urcitému stupni denaturace termolabilnich syrovatkovych
proteini. Tento vedlejsi efekt mize byt prospésny, pokud se jen malé mnozstvi téchto
bilkovin vaze na povrchu kaseinovych micel, protoze se tak zvysi vytézek syra. Avsak pfi
rozsahlej$i denaturaci dochazi k velmi nepfiznivému ovlivnéni pribéhu koagulace, coz se
projevuje vznikem slabé syfeniny, Spatnou synerezi a celkovym zhorSenim kvality syra
[6, 16].

Dalsim krokem, ktery se ¢asto uplatiiuje pro zvySeni mikrobidlni stability syrového mléka,
je baktofugace, predevs§im za ucelem odstranéni endospor bakterii Clostridium tyrobutyricum,
které mohou zpusobit tzv. pozdni dufeni syrt. Pfi¢inou této vady je fermentace kyseliny
mlééné az na kyselinu maéselnou a octovou za soufasného nadmérného vyvinu oxidu
uhli¢itého a vodiku, v dasledku ¢ehoz vznikaji velk4d oka aZz praskliny poskozujici syr,
doprovazené nepfijemnym zipachem. Proces je zaloZzen na principu centrifugace, kdy se
dosahuje separace endospor odstiedivou silou v podobé tzv. t€Zkého kalu s ucinnosti az 98 %,
protoZe pievazna vétSina z nich ma vyssi hustotu nez mléko [4, 16].

Nutnym opatifenim pii vyrobé syrt z pasterovaného mléka je pridavek Cistych mlékarskych
kultur, ozna¢ovanych téZ jako startovaci nebo zékysové. Pro vyrobu syrt holandského typu se
uplatnuji zejména mezofilni bakterie rodt Lactococcus spp. a Leuconostoc spp., konktrétné
Lactococcus lactis subsp. cremoris a lactis, Leuconostoc lactis a Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris. Enzymatickym plsobenim téchto bakterii dochéazi k rychlé a témét tplné
fermentaci laktosy na kyselinu mlé€nou, coz ma za nasledek sniZeni pH prostiedi na 5,1-5,2.
Tento kriticky bod, jakym je pravé uprava kyselosti, hraje pfi vyrob& syra dualezitou roli,
nebot’ usmérniuje rychlost syfeni, kvalitu koagulatu, podporuje synerezi a podminuje aktivitu
lipolytickych a proteolytickych enzymii béhem dozravani, ¢imz se vytvaieji podminky pro
spravny vyvoj syrového flavouru. Rychlost poklesu pH navic urcuje i1 rozsah rozpousténi
koloidniho fosfore€nanu vapenatého, ktery upravuje citlivost kaseini podléhat proteolyze,
paraleln¢ s dalSimi faktory ovliviiuje i reologické vlastnosti syra a celkové tak jeho vyslednou
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konzistenci. Soucasn¢ tyto zmény napomahaji inhibici rstu nezadoucich a patogennich
mikroorganismii [3, 16, 17].

Jinou variantou, krom¢ baktofugace, jak predchdzet vzniku vad zpisobenych mikrobialni
¢innosti klostridii, je pfidavek dusi¢nantt do mléka. V pfitomnosti enzymu xanthinoxidasa
jsou dusi¢nany pfevadény na dusitany, které zabranuji klicivosti spor téchto bakterii, a tak
minimalizuji riziko tvorby defektl pfi tzv. dufeni syrt [4, 6, 16].

Pro zachovani konstantni intenzity zbarveni syra po cely rok je mozné do syrového mléka
pridavat karotenoidni barviva: annatto nebo B-karoten. Annatto je zluté az Cervené piirodni
barvivo, ziskavané extrakci z vnéjsich vrstev semen tropického stromu Bixa orellana, které
obsahuje hlavné zlutooranzovy lipofilni pigment bixin a ve vod¢ rozpustny norbixin.
Vhodnéjsi alternativou mutize byt piidavek p-karotenu, ktery se v nizkych koncentracich
pfirozené vyskytuje v mléce [18, 19].

Vzhledem ktomu, Ze se vétSina odrid syra, vcetné Edamu, vyrdbi enzymatickou
koagulaci, je nutné ptidat do mléka syftidlo. Pfi tradi¢ni vyrobé se pouZzivaji syfidla ziskdvana
z zaludkd mlad’at (obvykle telat), obsahujici predev§im enzym chymosin (95 % celkové
aktivity pfi srazeni mléka) s malym mnozstvim pepsinu. Nicméné omezené zasoby tohoto
syfidla a nartistajici poptavka syraren vedla k hledani alternativnich zdroji. Z pouzivanych
nahrad lze uvést aplikace kuteciho a veprového pepsinu, mikrobidlnich sytidel z Rhizomucor
miehei a méné Casto z Rhizomucor pusillus nebo Cryphonectria parasitica. K velmi §iroce
pouzivanym patii také Ccisty teleci chymosin produkovany geneticky modifikovanymi
organismy (Kluyveromyces lactis, Escherichia coli, Aspergillus niger) [3, 17].

Druhou pfisadou, kterd napomaha koagulaci mléka vyvolané syfidlem, je chlorid vapenaty.
Typicky ptidavek 10-100 g CaCl, na 100 litrG syrového mléka vede ke sniZzeni pH o cca 0,1-
0,2 jednotky, ¢imz nepiimo zvysuje aktivitu syfidla a podporuje tak enzymatickou hydrolyzu
k-kasienu. Mimo to také zna¢né€ zvysuje rychlost agregace parakaseinovych micel, ¢imz nejen
ze zkracuje dobu potfebnou pro srdZeni, ale zlepSuje 1 konzistenci a pevnost syfeniny. Pro
ziskani dostate¢né¢ pevného koaguldtu za pfiméfeny Cas je potifeba aplikovat vyvazenou
koncentraci syfidla a chloridu vapenatého [16].

Zakladnim krokem vyroby syrii je tedy koagulace mléka indukovand ptidavkem sytidla,
ktera je zaloZena na odstranéni hydrofilniho glykomakropeptidu enzymatickym uéinkem, tedy
Stépeni k-kaseinu. Konkrétné¢ je hydrolyzovdna peptidovd vazba mezi fenylalaninem
a methioninem (105. a 106. aminokyselina v peptidovém fetézci) za vzniku parakaseinu
(k-kaseinovy fragment 1-105, x-CN f1-105) a makropeptidl, také nazyvanych jako
glykomakropeptidy nebo kaseinomakropeptidy (k-CN f106-169), které difunduji do vodné
faze. Jakmile je hydrolytickému Stépeni podrobena vétSina (> 75 %) x-kaseinu, zacina
vapnikem zprosttedkovana agregace parakaseinovych micel [3, 16].

Jiz v letech 1910 a 1912 publikoval J. Alexander [20, 21] ve svych studiich, Ze kasein
v mléce existuje jako nestabilni koloid, ktery je chranén a stabilizovan syrovatkovym
proteinem a navrhl pouZiti syfidla pro jeho hydrolyzu. Wake v roce 1959 [22] dokézal, Ze
syfidlo hydrolyzuje peptidovy fetézec xk-kaseinu a o 6 let pozdéji Delfour a kol. [23]
konkretizovali peptidovou vazbu, ktera je pfi reakci Stépena [17].

Enzymatické plsobeni syfidla je primarni fazi dvoufdzového procesu, kterd aktivuje
sekundarni neenzymatickou fazi, béhem niz kaseinové micely postupné ztraceji schopnost
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interagovat s molekulami vody v dasledku snizeni stérické a ndbojové repulze mezi ¢asticemi,
zpusobené odstépenim makropeptidu z k-kaseinu. Jak postupuje koagulace, micelarni fetézce
zacinaji vytvafet trojrozméernou sitovou matrici, ktera zachytava molekuly vody a dalsi hlavni
slozky mléka (laktosa, lipidy, syrovatkové proteiny, minerdly). Tento proces probihd pii
teploté 30-31 °C a koagulace trva ptiblizn¢ 20—-30 minut. Jakmile je dosazeno dostatecné
pevnosti, je mlécny gel, ktery je za klidovych podminek pomérné stabilni, rozkrajen
specialnimi nozi obvykle na kusy o velikosti 8—15 mm (tzv. syrové zrno). Velikost syrového
zrna je vyznamnym faktorem ovliviiujicim kone¢ny obsah vlhkosti syru, a proto vyzaduje
peclivou kontrolu. Krajeni ma za nasledek zvétSeni plochy koagulatu, ¢imz je podpoifena
synereze, a tedy vyludovani syrovatky. Cim vétsi je pomér plochy k objemu zrn, tim
a rychlost synereze jsou kromé velikosti zrn zavislé zejména na koncentraci vapenatych iontl
a kaseinu, pH, dob¢ trvani procesu, rychlosti michani smési a samoziejmé teploté [3, 6, 17].

U polotvrdych a tvrdych syrti se pro podpofeni uvolfiovani syrovatky syrové zrno piihiiva.
Pti vyrob¢ Edamu se tohoto cile bézn¢ dosahuje ptidavkem teplé vody po odpusténi Casti
syrovatky v procesu tzv. prani syfeniny, ktery umoziuje upravit obsah laktosy fermentované
zakysovymi bakteriemi, a tim zabranit pfiliSnému snizeni pH syra. Dohfivani a dosouSeni
pokracuje po ptidavku teplé vody za stalého michani ptiblizné dalSich 30 minut pfi teplotach
maximalné 40 °C. Pouziti vyssich teplot by sice dale podpofilo synerezi, ale souc¢asné by
vedlo k nezddoucimu poskozeni mezofilnich bakterii [3, 16].

Jakmile synereze dosdhne pozadovaného stupné, je syfenina oddélena od syrovatky
v perforovanych forméch, ¢imz ziskavame potiebny tvar a velikost syrti. U polotvrdych
a tvrdych syri se pro urychleni a podporu uvoliiovani dalsi syrovatky ptisobi na syfeninu
tlakem. Vedle vlivu na synerezi podporuje lisovani dokonalejsi spojeni Castic. Vysledny
produkt ma celistv€jsi strukturu s mensim poctem ok a uzavienéjsi hladky povrch, ktery
zabranuje dal$im ztratam vlhkosti, zajiSt'uje mechanickou stabilitu a slouzi jako bariéra proti
mikrobidlni kontaminaci. V prubéhu lisovani musi tlak nartstat pozvolna, v opaéném piipadé
by to vedlo k neZadoucimu zpevnéni a uzavieni struktury povrchu syra, ¢imzZ by se zamezilo
odtoku syrovatky [3, 16].

Poslednim krokem pted zabalenim syrii a zranim je soleni. Tento proces se u eidamskych
syra provadi ponofenim do roztoku solanky o koncentraci chloridu sodného 18-20 %, teploté
kolem 13 °C a obsahu vapenatych ionti ptiblizné 0,2 %. Difuze sodnych iontli do hmoty syra
ma, kromé pozitivniho u¢inku na vyslednou charakteristickou chut, vliv 1 na aktivitu
ptitomnych enzymi a reguluje rist a prezivani mikroorganismii. K dal$im aspektim se fadi
podpora synereze, tedy uvolilovani dal$i syrovatky, a tim snizeni hodnoty kone¢né vlhkosti
syra, nebo zlepSeni konzistence vyménou vapenatych iontli v parakaseinu za ionty sodné.
Nasolené syry se po vytazeni ze solanky nechdvaji oschnout a poté se bali do vhodnych
zracich obalu [3, 16, 17].

Vhodny materidl pouzivany pro baleni syrt by mél spliiovat fadu kritérii, mezi nimi napf.
poskytovat dostateCnou ochranu pfed mikroorganismy, ale 1 dalSimi nepfiznivymi vlivy,
zabranovat vyraznym ztratdm vlhkosti, disponovat specifickymi vlastnostmi pro propustnost
vuci plyntim a jiz zminéné vlhkosti, zlepSovat vzhled nebo byt kompatibilni s podminkami
distribuce a prodeje. Tradi€nim obalovym materidlem bochnikii syri Edam je cerveny
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parafinovy vosk, avSak takto zabalené produkty jsou vice ndchylné ke vzniku vad kvuli
pritomnosti nezddoucich mikrobialnich kultur na syrové ktife. Alternativou, ktera se stale vice
pouziva, je vakuové baleni syrti v plastovych foliich z polyethylenu a polyamidu, které
nabizeji lepsi ochranu proti mechanickému poskozeni, ale zarovent zpomaluji st aerobnich
bakterii, a tim tak G¢inné¢ji zabranuji kontaminaci [4, 16].

Takto ptipravené syry ziskavaji svou vyslednou strukturu, vzhled, konzistenci a predev§im
slozeni katalytickym pisobenim enzymi mléka, pfitomnych mikroorganismu a syfidla béhem
procesu zrani. Jedna se o komplexni slozitou sadu biochemickych zmén, které zahrnuji
metabolismus zbytkové laktosy, lipolyzu, proteolyzu, popt. pfeménu laktatu a citratu, a na né
navazujici sekundarni transformace, jako katabolismus VMK a aminokyselin, s nimi
souvisejici reakce: esterifikace, laktonizace a mnoh¢é dalsi. Rozsah téchto reakci a rovnovaha
vznikajicich sloucenin ovliviiuje typicky charakter viing a chuti syra [3, 16, 17].

Eidamské syry jsou béhem zrani uchovavany ve specialnich klimatizovanych mistnostech
pti teploté 8—15 °C v zévislosti na pouzitém obalovém materidlu a relativni vlhkosti v rozmezi
85-88 % po dobu nejmén¢ 4 tydna [1, 3, 17].

2.4 Metabolické procesy pri procesu zrani syra

Jedinecnd a dobfe oceflovana vyvaZzena chut a viné syrit je vysledkem komplexniho
procesu zahrnujictho chemické a biochemické premény mléénych slozek. Tento proces lze
rozd¢lit na dva podprocesy: generovani prekurzorovych molekul a jejich néaslednou konverzi
na aromaticky aktivni latky (AAL). Jedna se o lipolyzu mlé¢ného tuku, proteolyzu kaseint,
fermentaci zbytkové laktosy a metabolismus citratu, na které nasledné navazuje katabolismus
uvolnénych MK a aminokyselin. K témto reakcim dochézi pfi zpracovani, ale pfedevsim pfi
zrani syfeniny, a podileji se na nich enzymy a mikroorganismy z riznych zdroji (mléko,
startovaci kultury, sekundarni mikrofléra aj.). V nasledujicich kapitolach jsou jednotlivé
biochemické cesty popsany podrobné&ji [24-26].

2.4.1 Katabolismus residualni laktosy, laktatu a citratu

Pro vyrobu kvalitniho syra je nezbytny rychly a Uplny katabolismus zbytkové laktosy,
ktera nebyla odstranéna spolecné se syrovatkou, a monosacharidt vzniklych jejim rozkladem,
protoze pritomnost fermentovatelnych sacharidi muze vést k rozvoji nezadouci sekundarni
mikroflory. Draha, kterou je laktosa odbourdvéana, zavisi na typu pouZzitych bakterii mlééného
kvaseni, které se pii vyrobé syru piidavaji do mléka jako startovaci kultury. Nejprve dochazi
k hydrolyze glykosidova vazby v molekule laktosy, pficemz vznika glukosa a galaktosa, popf.
u rodu Lactococcus spp. galaktosa-6-fosfat. Glukosa je nasledné¢ oxidovana Embden-
Meyerhof-Parnasovou metabolickou drahou. Pro zabranéni kumulace galaktosy v syfeniné pii
pouziti galaktosa-negativnich startovacich bakterii je nutné, aby spole¢né s nimi rostly 1 urcité
kmeny bakterii schopné galaktosu utilizovat. U bakterii rodu Lactococcus spp. dochézi
k pfeméné galaktosa-6-fosfatu na tagatosa-6-fosfat a nasledné ptes tagatosa-1,6-bisfosfat az
na dihydroxyacetonfosfat, ktery je glykolytickou drdhou oxidovdn na pyruvat.
U galaktosa-pozitivnich startovacich bakterii a Leuconostoc spp. je galaktosa pievedena
Leloir metabolickou drdhou na glukosa-6-fostat. Na rozdil od vétSiny bakterii mlééného
kvaSeni, nemé Leuconostoc spp. glykolytické enzymy, a tudiz k metabolizaci laktosy pouziva
fosfoketolasovou drahu, kde koncovymi produkty jsou laktat, ethanol a CO,[24, 25, 27-30].
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Hlavnim produktem metabolismu laktosy je laktat. Ten vznikd konverzi pyruvatu
laktatdehydrogenasou a v zavislosti na specifit€¢ tohoto enzymu vznika prevazné L-laktat, ale
i D-laktat, popf. jejich racemickd smés. Kyselina mléna piispiva k chuti syru zejména
v brzkém stadiu zrani, avSak hlavni G¢inek okyseleni syra na vyvoj chuti je nepfimy, protoze
spolecné s pufrovaci kapacitou syra ovliviiuje pH, a tim 1 rast sekundarni mikroflory
a aktivitu enzymau [25, 30].

Béhem zréni je laktat dilezitym substratem pro celou fadu reakci, které maji v zavislosti na
druhu syra pozitivni nebo negativni vliv na kone¢ny vzhled, chut’ a viini vyrobku. Racemizace
laktatu je pravdépodobné vyssi u syrit vyrobenych ze syrového mléka nez z mléka
pasterovaného kvili vy$Simu poctu kolonii nezdkysovych bakterii mlééného kvaseni
a rozmanitéj§i ptivodni mikrofléfe mléka. Proces konverze, probihajici napt. u Lactococcus
spp. nebo Pediococcus spp., které maji L- i D-laktatdehydrogenasu, nejspise zahrnuje oxidaci
L-laktatu na pyruvat a jeho dal$i redukci na D-laktat. Racemizace nema az takovy vliv na
chut’ a vlini syra, jako spiSe na jeho vzhled. Vapenaté soli D-laktatu maji mensi rozpustnost
nez jeho L-isomeru, to mize vést ke krystalizaci a vzniku nezadoucich bilych skvrn na fezu
syra. Katabolismus laktatu je zvlast¢ dualezity v syrech Svycarského typu a v odridach
s povrchovou plisni. U prvniho typu metabolizuje Propionibacterium freudenreichii laktat za
vzniku propionatu, acetatu, CO, a H,O. Propionat a acetat se podileji na flavouru tohoto typu
syra, CO, migruje hmotou a je dilezity pro tvorbu jeho charakteristickych ok. U syrt
Camembert nebo Brie dochazi diky Geotrichum candidum nebo Penicillium camemberti ke
katabolismu laktatu na H,O a CO,, coz ma za nasledek zvySeni pH na povrchu. Toto
odkyseleni vede k celé tad¢ fyzikalné-chemickych procest, v jejichz dusledku dochézi ke
zmékéeni struktury syra, které miize ovlivnit syrovou chut zménou rychlosti migrace
a uvoliiovani AAL. Laktat miize byt také oxidovan pii dostate¢né dostupnosti O, za vzniku
acetatu a CO, nezdkysovymi bakteriemi mlécného kvaseni, avSak tato dradha ma v syrech
spiSe omezeny rozsah kvili nizkému redoxnimu potencidlu. Jak jiz bylo zminéno, pozdni
dufeni syrti doprovazené vznikem neptijemného off-flavouru je zpiisobeno kontaminaci
plynotvornymi klostridiemi, které za anaerobnich podminek metabolizuji laktat za vzniku
butyratu, CO, a H, [25, 27, 31].

I kdyZ se vétSina citratu obsazeného v mléce ztraci pii vyrob¢ syra v syrovatce, protoze asi
94 % je obsazeno v rozpustné fazi mléka, ma 1 pfesto jeho nizka koncentrace v syfeniné
(10 mmol - kg') velky vyznam, protoze mize byt metabolizovan citrat-pozitivnimi
mezofilnimi startovacimi kulturami (Lactococcus spp., Leuconostoc spp.) na tadu latek
ovlivitujicich vysledny flavour mnoha druht syrt. Na jeho rozkladu se podili enzym
citrat-lyasa, ktery ho rozs§tépi na oxalacetdt a acetdt. Oxalacetit je dale pfeveden za
souc¢asn¢ho uvolnéni ekvivalentniho mnozstvi CO, oxalacetat-dekarboxylasou na pyruvat,
z néhoz se pak tvori Ctyfuhlikaté AAL. Hlavnimi latkami vznikajicimi pii katabolismu citratu
jsou tedy acetat, diacetyl (butan-2,3-dion), acetoin (3-hydroxybutan-2-on) a butan-2,3-diol,
popft. butan-2-on. Diacetyl obvykle vznika jen v malém mnozstvi, na rozdil od acetoinu, jehoz
koncentrace byva vétSinou 10-50 x vys§i. VedlejSim produktem je CO,, ktery je
u holandskych syrt dtlezity pro vznik spiSe malych ok v tésté, ale nezddouci napf.
u Cheddaru [26, 28, 30, 31].
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U eidamskych syrti hraje metabolismus laktitu a citratu vyznamnou roli, nebot’ touto
cestou vznika diacetyl, ktery byl identifikovan jako klicova slozka aroma téchto syrt, a CO,,
zodpovédny za tvorbu charakteristickych malych ok [32].

Schéma katabolismu laktosy, citratu a laktatu znazoriiuje Obrazek 1.
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Obrdazek 1: Schéma katabolismu laktosy, laktatu a citratu v syrech [upraveno podle: 31, 33]
Pozn.: PEP/PTS — fosfoenolpyruvat/fosfotransferazovy systém
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2.4.2 Lipolyza a katabolismus volnych mastnych kyselin

Obecn¢ lipidy pfitomné v potravindich mohou podléhat oxidacni nebo hydrolytické
degradaci. U syra jsou vsak oxidacni mechanismy vyrazn¢ omezeny, pravdépodobné kvuli
nizkému redoxnimu potencidlu (—250 mV) a pfitomnosti pfirodnich antioxidantl (napf.
vitamin E). Enzymaticka hydrolyza TAG, které tvoii vice nez 98 % mlécného tuku, je tak
hlavni biochemicky proces transformace tukl pii zrani syra a je povazovana za nezbytnou pro
vyvoj jeho chuti. Lipidy jsou diky hydrofobnim vlastnostem vynikajici nosice AAL, ale
pfedevSim hraji dilezitou roli jako jejich prekurzory. Lipolyza v syrech je katalyzovana
lipolytickymi enzymy, které Sté€pi esterové vazby mezi MK a glycerolem, pfi¢emz dochazi
k produkci DAG a MAG, VMK a glycerolu. Vétsina lipas je specificka pro vnéjsi esterové
vazby TAG, proto jsou z pocatku hydrolyzovany piedev§im na 1,2- a 2,3-diacylglyceroly
a pozdé&ji na 2-monoacylglyceroly [13, 31, 34].

Lipasy v syrech mohou pochazet z vice zdrojii. Patii mezi n¢ napt. mléko, které obsahuje
silnou lipoproteinovou lipasu, ktera se do mléka dostava pies membranu prsnich bunék. Jeji
aktivita je pomérné€ ovlivnitelnd vysokou teplotou, kdy miize dochazet az k jeji uplné
inaktivaci, proto je lipolyza katalyzovana timto enzymem u syrd vyrobenych z pasterované¢ho
mléka méné vyznamna nez u syru ze syrového mléka. Vyznamny vliv pii dozravani vétSiny
syri vyrobenych z tepelné oSetfeného mléka tak maji lipasy startovacich kultur. Bakterie
mlécného kvaseni, zejména Lactococcus spp. a Lactobacillus spp., jsou sice povazovany za
slab¢ lipolytické, avSak diky pfitomnosti jejich vyssiho poctu béhem zrani dochazi
k vyznamné produkci VMK. Dals§imi zdroji enzymu s lipolytickou aktivitou mohou byt napft.
nékteré syfidlové vytazky pouzivané pii vyrob€ nékterych specifickych syri nebo sekundarni
mikrobidlni kultury [13, 25, 34].

Rozsah lipolyzy se zna¢né lis§i mezi jednotlivymi odriidami syra. Intenzivni lipolyza je
u vétSiny odriid povaZzovana za nezadouci, protoze vysoka hladina VMK muiZe mit nepfiznivy
vliv na flavour syra, pfedevsim kviili tzv. Zluknuti. Jedné se o syry Cheddar, Gouda, nékteré
Svycarské syry a dal$i. Naopak mezi syry, u kterych probihd rozsahla lipolyza vyznamné
ovlivitujici vyslednou chut’ a vini, patii napf. tvrdé italské syry a syry s plisni uvnitf i na
povrchu [30, 34].

Jak jiz bylo zminéno, b&hem lipolyzy dochdzi pii hydrolyze esterovych vazeb
acylglycerolt k uvoliiovani VMK. Kromé jejich pfimého vlivu na chut’ mnoha odriid syra se
jedna o dilezité prekurzory pro produkci jinych AAL, piedevsim esterd, thioesterd, laktond,
methylketont, sekundarnich alkoholl, popt. aldehydd [25, 28]. Obecné schéma lipolyzy
a nasledného katabolismu VMK znazorniuje Obrazek 2.
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Obrazek 2: Schéma lipolyzy a katabolismu volnych mastnych kyselin v syrech [upraveno podle:
30, 33, 34]

Estery se v syrech mohou vytvafret dvéma riznymi enzymové katalyzovanymi reakcemi.
Esterifikace je reakce karboxylové skupiny VMK s hydroxylovou skupinou alkoholu, jako
produktu fermentace laktosy nebo z katabolismu aminokyselin. Jedna se o reverzibilni reakei,
kdy rovnovédha mezi syntézou a hydrolyzou esterti zavisi na okolnich podminkach. Hlavnim
faktorem ovlivilujicim syntézu je predevsim dostupnost alkoholu, pievazné ethanolu, coz
vysvétluje prevahu ethylesterd v syrech. Druhou moznosti je alkoholyza, reakce acylglyceridu
a alkoholu, pfi které transferasy ptfenaSeji acylové skupiny z glyceridii pfimo na molekulu
alkoholu. Dalsi moznosti je neenzymaticka tvorba esterti, avSak ptispévek spontanni tvorby
esterti na flavour syra neni vyznamny v porovnani s enzymatickou syntézou. Podobn¢ jako
estery, 1 thioestery vznikaji procesem esterifikace, kdy MK, resp. acyl-CoA s kratSim
uhlikatym ftetézcem pochazejici z lipolyzy a B-oxidace, reaguje se slouceninou obsahujici
thiolovou skupinu, které¢ jsou produkovany pii katabolismu aminokyselin obsahujicich siru
[13, 25, 34].

Laktony jsou slouceniny, které se tvoii intramolekularni esterifikaci hydroxykyselin, pfi
které¢ dochazi k uvolnéni molekuly vody za soucasného vzniku cyklické struktury. Bylo
zjiSténo, Ze mlécna Zlaza prezvykavcll obsahuje systém o-oxidace pro katabolismus MK,
ktery mutze produkovat prekurzorové hydroxykyseliny. Faktory, které v tomto ptipadé
ovliviuji tvorbu laktontl, jsou krmivo, rocni obdobi, laktace a druh plemene. Dal$i moznosti
tvorby hydroxykyselin je jejich uvolnéni z TAG béhem lipolyzy a/nebo hydroxylace
pusobenim lipoxygenas nebo hydratas na nenasycené¢ MK. Laktony mohou byt ale také
produkovany jednostupiiovou neenzymatickou reakci, kdy pifi  vyssi teploté je
hydroxykyselina navdzand v molekule TAG podrobena transesterifikaci a lakton se tak
uvoliiuje ptimo [13, 30, 31, 34].

Dalsi velmi dtlezitou skupinou AAL, ve vysSich koncentracich zejména u plisnovych syrt,
jsou methylketony (alkan-2-ony). Metabolismus, kterym jsou tyto slouceniny produkovéany
z MK enzymy plisni Penicillium spp., zahrnuje kroky, z nichz nékteré odpovidaji pocatecnim

23



stadiim B-oxidace: nejprve dojde k uvolnéni MK z mlécného tuku lipasou, poté dochazi
k oxidaci kyseliny na B-ketokyselinu s naslednou dekarboxylaci na alkan-2-ony, které maji
o jeden uhlikovy atom méné nez pivodni MK. Vznikl¢ methylketony mohou byt déle
redukovany na pfislusné sekundarni alkoholy (alkan-2-oly), coz je za aerobnich podminek
reverzibilni reakce. Dale bylo prokézano, ze methylketony mohou byt také tvoreny nékterymi
plisnémi piimo =z ketokyselin, které se pfirozené v nizkych koncentracich vyskytuji
v mlé¢ném tuku nebo oxidaci mono- a polynenasycenych MK [13, 30, 34].

Ackoliv jsou aldehydy predevsim vysledkem katabolismu aminokyselin, nékteré aldehydy
s piimym fetézcem, jako napf. butanal, heptanal a nonanal, mohou vznikat i jako vysledek
-oxidace nenasycenych MK prostfednictvim aktivity lipoxygenas [13, 34].

Vzhledem k tomu, Ze syry vyrobené pouze s ptidavkem bakterialnich kultur, k nimz patii
i syry holandského typu, postradaji enzymatické systémy rozkladajici tuky a VMK, které se
vyskytuji u syrti vyrobenych za pouziti plisni, je rozklad, ktery se u téchto syri vyskytuje,
odlisny a méné€ vyrazny, ackoliv jeho vliv neni zanedbatelny. Navic tuk hraje 1 fyzickou ulohu
pfi zrani syrd tim, Zze pusobi jako rozpoustédlo AAL a poskytuje také rozhrani
vody/bilkovin/tuku, ¢imz ovliviiuje vnimani chuti [35].

U eidamskych syrii je lipolyza povazovana spiSe za nezadouci, vysoky obsah vzniklych
volnych MK by mohl zpisobovat nezddouci zlukly off-flavour, a probiha pouze v mirném
rozsahu. Nicmén€ nizké koncentrace volnych MK pfispivaji k vysledné chuti, jejich hlavni
vyznam tkvi v tvorbé laktonti; k nejbéznéjSim patii 6-dekalakton a d-dodekalakton, nezbytné
pro charakteristicky flavour eidamskych syrti, kde byly nalezeny ve vysokych koncentracich
[13, 28].

2.4.3 Proteolyza a katabolismus aminokyselin

vvvvvvvvvvvv

behem zrani probiha. Hraje diilezitou roli ve vyvoji textury, aroma a chuti, a pfi nespravném
pribéhu také off-flavouru (kyselost, hotkost) [25].

Pii vyrobé a zrani syrd dochazi k postupnému rozkladu kaseind v disledku
kombinovaného pulsobeni proteolytickych enzymi. Zdrojem téchto enzymi jsou: mléko
(plasmin, kathepsin D a dalSi proteasy somatickych bungk), syfidla (chymosin, pepsin,
rostlinné proteasy aj.), zdkysové a nezdkysové bakterie mlécného kvaseni, sekundarni
mikroflora a exogenni proteasy a peptidasy pouzivané k urychleni dozravani. U vétSiny syri
je pocatecni hydrolyza kaseinové matrice na dlouhé a stfedné dlouhé peptidy zpisobena
pfevazné syfidlem, pfipadné plasminem a proteasami somatickych bunék. Oligopeptidy jsou
nasledn¢ hydrolyzovany spolecné syfidly i proteasami a peptidasami bakterii mlécného
kvaSeni a uvolnuji se kratsi peptidy a volné aminokyseliny. Tyto kone¢né produkty jednak
u nékterych typl syrii pfimo pfispivaji k chuti syra (pfedevS§im ovliviiuji tzv. ,,pozadi* chuti),
ale uvolnéné aminokyseliny jsou piedev§im substratem pro sekundarni katabolické procesy,
které produkuji celou fadu AAL. Kromé toho dochazi také ke zménam textury v dasledku
rozpadu proteinové sité, snizeni aktivity vody kvuli vazbé vody volnymi karboxylovymi
a aminoskupinami a vzristu pH. Zmény v sitové matrici tak usnadnuji uvolilovani AAL
z hmoty. Postupny rozklad bilkovin tedy vede k tvorbé syrii s jemnéjsi strukturou a leps$i chuti
nez u ptivodni syfeniny [25, 30, 31].

24



Vyznam metabolismu aminokyselin spo¢iva v bunééné pottebé nejen bakterii mlééného
kvasSeni, které maji potfebnou enzymovou vybavu, ziskdvat energii ve form¢ ATP pfi
nedostatku jiného snaze utilizovatelného substratu, ale také se jednd o zdroj uhliku, siry
a dusiku. Volné aminokyseliny, uvoliiované pfii proteolyze z mlééné bilkoviny, jsou tak
substraty pro celou fadu enzymové katalyzovanych katabolickych reakci, pii nichz vznika
mnozstvi sloucenin pfispivajicich k aroma/flavouru syra, mezi nimi napt. aldehydy, alkoholy,
fenoly, indoly, sirné slouceniny, amoniak aj. Katabolismus aminokyselin ma 3 faze. Na
pocatku dochézi k reakcim jako je dekarboxylace, deaminace a eliminace, katalyzované
enzymy ze skupiny dekarboxylas, transaminas, deaminas, lyas a dehydratas. Druha faze
zahrnuje pfeménu vzniklych produkt prvni faze katabolismu a v poslednim stadiu podléhaji
aldehydy oxidac¢né-redukénim reakcim [25, 30, 36, 37].

Transaminasy, specifické pro rizné skupiny aminokyselin, katalyzuji ptenos aminoskupiny
z a-aminokyselin na o-ketokyselinu za vzniku pfislusné o-aminokyseliny. Transaminasy
bakterii Lactococcus spp. a Lactobacillus spp. jsou enzymy zavislé na pyridoxal-fosfatu, které
pouzivaji jako akceptor 2-oxoglutarat a tim produkuji kyselinu glutamovou. Druhou moznosti
odstranéni a-aminoskupin je ptisobeni deaminas, pti ¢emz se uvolni amoniak a karboxylové
kyseliny. Ty mohou podlé¢hat bud’ redukénim reakcim produkujicim karbonylové slouceniny,
resp. alkoholy, nebo esterifikacnim reakcim za vzniku esterti, popf. thioesterti. Aminokyseliny
mohou byt také degradovany dekarboxylasami na aminy, které jsou oxidativni deaminaci
pfevedeny na aldehydy. Ty wvznikaji také plsobenim dekarboxylas na a-oxokyseliny
z transaminac¢nich reakci. Aldehydy mohou byt nasledné redukovany na alkoholy a/nebo
oxidovany na karboxylové kyseliny. Tyto reakce jsou katalyzovany dehydrogenasami
vyuzivajicimi jako kofaktor NAD(P)". Kromé& alkoholfi, aldehydd a karboxylovych kyselin
mohou byt a-ketokyseliny metabolizovany také na hydroxykyseliny, které ale nejsou
povazovany za prili§ vyznamné pro chut. Rovnéz také dochazi k odstépovani postrannich
fetézcl aminokyselin plisobenim riznych lyas. Z aminokyselin obsahujici siru se tak vytvari
fada sirnych derivatd [25, 26, 30, 37]. Schéma proteolyzy a katabolismu aminokyselin
vystihuje Obrazek 3.
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Obrazek 3: Schéma proteolyzy a katabolismu aminokyselin [upraveno podle: 28, 37-39]

V poslednich letech byla provedena tada studii zaméfujicich se na urychleni procesu zrani
syra. Jednou z moZnosti je ovlivnéni proteolyzy a nasledné¢ho katabolismu aminokyselin.
Byly provedeny pokusy, pii nichz byl zvySen obsah aminokyselin bud’ pfimym ptfidanim
aminokyselin, laktokokti s cilem aktivitu
aminopeptidazy N. ZvySena koncentrace aminokyselin vSak neovlivnila rychlost rozvoje

nebo genetickou modifikaci zvysit
chuti, z ¢ehoz je mozné usoudit, Ze omezujicim faktorem v biogenezi chuti je spiSe konverze
aminokyselin na AAL nez jejich produkce pfi proteolyze. Jiné pokusy se zaméfily jiz na
samotny katabolismus aminokyselin, kdy byla v syrech zvySena hladina 2-oxoglutaratu
scilem zvysit transaminasovou aktivitu. To sice vedlo k rychlejSimu odbourdvani
aminokyselin, avSak dochdzelo k hromadéni a-ketokyselin, z toho vyplyva, Ze limitujicim
krokem by mohla byt spiSe degradace téchto kyselin na AAL neZ jejich produkce
transaminaci aminokyselin [25, 31].

Katabolismus aminokyselin s rozvétvenym fetézcem je iniciovan transaminasami, ¢imz
vznikd o-ketoisokaproat, a-keto-B-methylvalerat a a-ketoisovalerat zleucinu, isoleucinu
a valinu. Reakce odpovédné za pfeménu vzniklych ketokyselin vSak nebyly jest¢ diukladné
objasnény, produkty totiz zavisi na kmeni bakterii. Jednd se o oxidacni dekarboxylaci na
karboxylové kyseliny, redukci na hydroxykyseliny a dekarboxylaci na aldehydy. Neékteré
enzymy, schopné tyto kyseliny pfeménit, byly detekovany u rlznych druhii bakterii, mezi
nimi napt. Lactococcus lactis, Lactobacillus debrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus nebo Propionibacterium freudenreichii. Rozvétvené aminokyseliny jsou tak
prekurzory  urCitych  aromatickych  sloucenin, jsou

2-methylpropanal, kyselina 2-methylmaselnd, isomaselna a isovalerova a dalsi [28, 38].

jako 2- a 3-methylbutanal,

Tekavé slouceniny siry odvozené od sirnych aminokyselin jsou casto povazovany za
zakladni slouceniny pozitivné ovliviiujici syrovou chut. Vznikaji predevS§im konverzi
methioninu, protoze cystein se vyskytuje pouze v omezené mife Vv agp- a k-kaseinu.
Katabolismus methioninu iniciovany transamina¢nim krokem za pfitomnosti pyridoxalfosfat-
dependentnich aminotrasferas, které vyzaduji jako substrat a-ketoglutarat, vede ke vzniku

26



kyseliny 4-methylthio-2-ketomdselné. Ta je ndsledné metabolizovana, pravdépodobné
thiaminpyrofosfat-dependentni dekarboxylasou, na 3-methylthiopropanal (methional) a jeho
rozkladem se uvoliluje methanthiol. U nékolika kmenl Lactococcus spp. byly zjistény
ienzymy pro pieménu 4-methylthio-2-oxobutyrdtu na 2-hydroxy-4-methylthiomaselnou
kyselinu podléhajici nasledné demethiolaci. Pfima demethiolace methioninu na methanthiol,
a-ketobutyrat ~a  amoniak,  vyzaduje  pfitomnost  pyridoxalfosfat-dependentni
methionin-y-lyasy, ktera byla nalezena u Brevibacterium spp. Methanthiol je ddle chemicky
nebo enzymaticky oxidovan za vzniku organickych sulfidi (dimethylsulfid, dimethyldisulfid,
a dimethyltrisulfid) nebo se mize podilet na esterifikacnich reakcich za vzniku thioestert
[26, 28, 36, 38].

Konverze aromatickych aminokyselin vede ptevazné k tvorbé nezadoucich pachuti syra.
Aromaticka ¢ast slouCenin zlstava neporusena, zatimco aminoskupina byva transamina¢nim
krokem odstranéna za vzniku aromatickych derivati pyruvatu (indolpyruvat, fenylpyruvat
a p-hydroxyfenylpyruvat). Tyto slouceniny mohou nasledné¢ podléhat redukci za vzniku
odpovidajicich hydroxykyselin (derivaty laktatu) nebo oxida¢ni dekarboxylaci za vzniku
acetat. Z indol-3-acetdtu a p-hydroxyfenylacetatu mohou konverzi nékterymi kmeny
laktokokl vznikat skatol a p-kresol. Ddle se tryptofan a tyrosin také dekarboxyluji za vzniku
biogennich slou€enin tryptaminu a tyraminu. Dal§imi produkty konverze fenylalaninu jsou
2-fenylethanol a benzaldehyd [28, 36, 38].

Alanin je transaminovan nebo deaminovan na pyruvat, ktery mize byt metabolizovan na
kyselinu mlénou nebo na jiné meziprodukty o-aminokyselin pomoci nékterych reakci
Krebsova cyklu. Alanin je tak prekurzorem mnoha AAL, mezi nimi napf. acetaldehydu,
acetonu, butan-2,3-diolu, diacetylu aj. Stejné¢ jako u jinych aminokyselin je iniciace
katabolismu aspartdtu spojena s odstranénim aminoskupiny, v tomto piipadé¢ za vzniku
oxalacetatu, ktery se ucastni nékterych reakci cyklu trikarboxylovych kyselin a je podobné
jako alanin prekurzorem fady té€kavych latek. Asparagin je reverzibilné transformovan na
aspartat asparaginasami. Glutamat je prekurzorem hlavniho akceptoru transaminacnich reakci
jinych aminokyselin, o-ketoglutaratu. Existuji také jiné alternativni cesty pro degradaci
glutamatu mimo jeho plsobeni jako donor/akceptor aminoskupin. V bakteriich mlé¢ného
kvaSeni byly nalezeny geny spojené s katabolismem glutamatu na sukcinat, stejné jako pro
jeho metabolismus na produkei argininu za vzniku ATP. Glutamat je také katabolizovan na
MK bakteriemi Lactococcus spp. a Lactobacillus spp. [36, 37].

Odbouravani serinu na hydroxypyruvat, resp. aZz pyruvat je katalyzovano enzymy
s dehydrogenasovou aktivitou. Tyto enzymy, aktivni za anaerobnich podminek (napt. ve
vnitini hmoté syra), hydrolyzuji aminokyseliny obsahujici hydroxy- nebo thiolové skupiny.
U bakterii rodu Lactobacillus spp. byla zjiSténa konverze serinu na acetat, na rozdil od
Lactococcus spp., které produkuji kyselinu propionovou, isomdselnou a kapronovou.
Pisobenim threoninové aldolasy, nalezené u mnoha bakterii (napf. Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus aj.), se piimo uvoliuje
acetaldehyd, ktery pak muze pisobit jako AAL, nebo jej Ize dale metabolizovat na jiné
slouceniny. Tento enzym soucasn¢ uvolituje i nejjednodussi aminokyselinu, glycin, ktera je
spojovana predevsim s reakcemi zahrnujicimi pfenos jednouhlikatych zbytki. Threonin muize
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byt vSak také katabolizovan na kyselinu octovou, propionovou, isomaselnou a kapronovou
[26, 36-38].

Degradace histidinu neni dosud podrobn¢ prozkouména. Histidin mlze byt bud
dekarboxylovan za vzniku histaminu, ktery ale souvisi s intoxikaci potravin, nebo byly
u nékterych zakysovych bakterii objeveny enzymy, které pravdépodobné degraduji histidin na
glutamat. Aminokyseliny lysin a prolin jsou mimo jiné biosyntetické produkty z metabolismu
glutamatu a argininu a za podminek v syru jsou katabolizovany na MK. Arginin je dilezity
pro bakterie mlééného kvaseni pouze za podminek deficience laktosy nebo pii nizké hodnoté
pH, kdy je okamzité katabolizovan za Gcelem zvySeni extracelularniho pH nebo produkce
ATP arginindeiminasou [36].

Syry eidamského typu zraji anaerobné tzn. v celé hmoté; vzhledem k jejich vyrobé,
predevsim v dusledku ptidavku praci vody, nizkého obsahu soli (1,5-3,0 %) a pomérn¢ kratké
doby zrani (cca 2—5 mésict podle velikosti) neni proteolyza pfili§ rozséhla; textura je proto
mekei a flavour celkové méné vyrazny [16, 28].
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2.5 Aromaticky aktivni latky v syrech

Charakteristickd chut’ a viiné kazdého typu syra je zptisobena spravnou rovnovéahou fady
specifickych latek riznych koncentraci a rozmanitych chemickych tiid. AAL, které se podileji
na flavouru syrt, jsou typicky malé hydrofobni tékavé slouceniny s nizkou molekulovou
hmotnosti, které béhem konzumace vnimame ¢ichovymi a/nebo chut'ovymi receptory [31, 36,
40].

Na téma flavour syra byla jiz provedena fada rozsahlych vyzkumi, navzdory tomuto tusili

jsou stale k dispozici pouze omezené informace o chemii AAL. Jejich percepce nezdlezi
pouze na koncentraci, ale i na mnozstvi jinych faktora. Prah vnimani je napft. siln¢ zavisly na
vlastnostech matrice nebo na souc¢asném ucinku jinych AAL (synergismus, maskovani), které
mohou ménit kvalitu senzorického vnimani dané slouc¢eniny [28, 31].
v t€kavych frakcich syrt, patii alkoholy, karbonylové slouceniny, VMK, jejich estery, laktony
a sloueniny siry. Tyto sloZky nejvice ovliviiuji vysledné aroma syrii [39]. Podrobny piehled
deskriptori aroma jednotlivych zastupcti dale uvedenych chemickych skupin je uveden
v tabulkéch viz Ptiloha 1.

2.5.1 Alkoholy

Drahy zodpovédné za biosyntézu alkoholli zahrnuji metabolismus laktosy a citratu,
katabolismus aminokyselin a degradacni reakce nékterych MK (kyselina linolova
a linolenova). Dalsi moznosti je redukce odpovidajicich prekurzorti. Redukci methylketonti
vznikaji sekundarni alkoholy, hlavné propan-2-ol, butan-2-ol, oktan-2-ol a nonan-2-ol, jez
jsou typickymi slozkami flavouru syrii s plisni v tésté, stejné jako jejich pfislusné karbonyly
[13,41].

Fenolické latky maji pfi koncentracich blizkych prahu vnimani také pozitivni vliv na
aroma syrd, avSak jejich zvySujici se obsah vétSinou vede k nepiijemnym pachutim.
Senzoricky popis viné/aroma téchto latek obvykle pouziva vyrazy jako ,,sladky, aromaticky,
karamelovy*, resp. aZ ,,ostry, koutovy a spaleny* [41].

2.5.2 Aldehydy

Biosyntéza aldehydii zahrnuje predevsim [-oxidaci nenasycenych MK a katabolismus
aminokyselin, acetaldehyd vznika i z pyruvatu pfi metabolismu laktosy a citratu. V syrech se
vyskytuji pouze pfechodné, protoze béhem zrani dochazi k jejich rychlé redukci na alkoholy
nebo oxidaci na ptislusné kyseliny [41, 42].

Aldehydy s pfimym fetézcem (butanal, pentanal, hexanal a nonanal) vykazuji aroma po
cerstvé zelené travé a bylinach. Pfi vysSich koncentracich je ale jejich aroma nepiijemné,
a proto je pritomnost téchto latek spiSe nezadouci [13, 34].

K nejvyznamnéjS§im aldehydim s rozvétvenym fetézcem patii 2-methylpropanal,
2-methylbutanal a 3-methylbutanal. Tvofi se degradaci valinu, isoleucinu a leucinu, a kromé
jinych deskriptort 1ze pro jejich popis pouzit pojmy jako ,,nasladlé aroma“ nebo ,,viiné zelené
travy a sladu. Hraji také usttedni roli v ofiSkové ptrichuti Cheddaru [31, 41, 43, 44].
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2.5.3 Ketony

Tyto karbonylové slouceniny jsou béznou slozkou flavouru nejen syri, ale i vétSiny
mlécnych vyrobkli. Maji velmi nizké prahy vnimani, na typickém aroma a chuti syrt se
podileji hlavné methylketony, diacetyl, acetoin a okt-1-en-3-on [13, 41].

Methylketony Ize povazovat za kli¢ové AAL plisnovych syri. Pochazeji z f-oxidace VMK
a vytvareji ovocné, kvétinove, popt. pti vyssich koncentracich az neptijemné a zatuchlé aroma
[13, 41].

Nejvice zastoupenym diketonem v syrech (pfedevSim u Camembertu, Cheddaru
a Emmentalu) je diacetyl (butan-2,3-dion), ktery je klasicky spojovan s metabolismem laktosy
a citratu. Vyznamné piispiva k maslové chuti a sladkému, karamelovému a ofiskovému
aroma. Jeho redukce poskytuje dal$i aromatické ketony — acetoin (3-hydroxybutan-2-on)
a butan-2-on [36, 41, 42, 45].

2.5.4 Karboxylové kyseliny

Jako AAL se uplatiiuji i karboxylové kyseliny. Jedna se o produkty hydrolytické aktivity
lipas ptfi rozkladu mléného tuku, katabolismu aminokyselin nebo jinych reakci (hlavné
oxidaci) ptislusnych prekurzorii [41].

U VMK s dlouhym fetézcem (> 12 atomu uhliku) se ma za to, ze kvili vysokym prahiim
vnimani hraji spiSe vedlejsi roli pii tvorbé syrového aroma. Naproti tomu kyseliny s kratkymi
a stfedné¢ dlouhymi fetézci maji podstatné nizSi prahové hodnoty, ackoliv v porovnani
s jinymi AAL jsou tyto limity stale velmi vysoké. S vyjimkou kyseliny valerové nemé zadna
z kyselin aroma, které by se podobalo vini syru. Pfi vyssich koncentracich a v izolovaném
stavu jsou specifické chuté/vin¢ téchto kyselin (C4:0-C12:0) casto popisovany spise
negativné. Nicmén¢ pii nizkych koncentracich a ve spravné rovnovaze s ostatnimi AAL se
vyznamné podili na zadoucim flavouru mnoha typi syrt [13, 34, 36].

Intenzita chuti VMK zéavisi nejen na koncentraci, ale také na jejich distribuci mezi vodnou
a tukovou fazi, piitomnosti urditych kationtd (napf. Na®, Ca®*) a dalsich faktorech.
Vyznamnou roli ma 1 pH, protoze pouze protonovana forma karboxylové kyseliny je t€kava
ama tedy piinos k syrovému flavouru. U syrt s vysokym pH je tak pfevazna cast kyselin ve
formé soli, proto je aromaticky efekt MK v diisledku neutralizace zna¢né potlacen [13, 31].

MK odvozené od aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (2-methylbutanova, isomaselna,
isovalerovd) jsou charakteristické ,,zpocenym, shnilym a zatuchlym* pachem, takze pfi
vysSich koncentracich mohou mit Skodlivé u€inky na vysledné aroma. Naproti tomu kyseliny,
které¢ maji na konci uhlovodikového fetézce navazan aromaticky kruh, jsou zodpovédné za
ovocné, kvétinové a dalsi spisSe pfijemné viné [28, 36].

2.5.5 Estery

Béznymi tékavymi latkami v syrech jsou estery, které vznikaji esterifikaci, tedy reakci MK
s kratkymi az stfedné¢ dlouhymi uhlovodikovymi fetézci s primarnimi a sekundarnimi
alkoholy (nejb&znéji ethanolem). Jejich typ a koncentrace se mezi jednotlivymi odriidami syri
znacné¢ lisi, u nékterych (napt. Cheddar) je jejich pfitomnost dokonce az nezddouci [25, 31,
41].
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Prevdznd cast znich se vyznacuje nizkym prahem vnimani, takze piestoze jsou tyto
slouceniny obecné ptitomny v nizkych koncentracich, mohou vyznamné ptispivat k celkové
aromatické rovnovaze syrd. Tu ovliviiuji i synergické interakce mezi rliznymi estery, popf.
mezi estery a dal§imi t€kavymi slou¢eninami i v koncentracich pod prahem vniméni [34].

Vétsina esterti identifikovanych v syrech jsou oznaCovany jako ,,sladké, ovocné a/nebo
kvétinové®“. Zejména ethylestery, které se vyskytuji ze vSech esterli nejcastéji, jsou znamy
svou dtlezitou roli pti formovani ovocného charakteru. Estery ptispivaji k celkovému aroma
syri také tim, Ze minimalizuji ostrost a hotkost zplisobenou pfitomnosti urc¢itych VMK
a amintl nebo dokazi potlacovat nepiijemné chuté n¢kterych methylketont [34, 41, 46].

Procesu esterifikace se mohou krom¢ alkoholt ucastnit i thioly (hlavné methanthiol) za
vzniku odpovidajicich thioesterti. S-methylthioestery vykazuji charakteristické syrové aroma,
ale také chutovy nadech vareného kvétaku, cibule ¢i ¢esneku [13, 34, 37].

2.5.6 Laktony

Prestoze aroma téchto cyklickych estert, vznikajicich intramolekularni esterifikaci
hydroxykyselin, neni ,,syrové”, mohou pfispivat k flavouru vétSiny syrii. Neékteré studie
uvadéji, ze se podileji na maslovém charakteru syri. Pfi srovnani s jinymi AAL maji laktony
velmi nizké prahy vniméni. U y-laktond jsou tyto limity niZ8§i nez u d-laktont, laktony
s krat§im fetézcem maji tyto hodnoty dokonce jest¢ niz§i (napf. u y-oktalaktonu,
y-dekalaktonu a y-dodekalaktonu se pohybuji od 7 do 11 pg-kg' — ve vodg). Obecné se
v- a 0-laktony vyznacuji velmi vyraznymi, ptedev§im ovocnymi tony (,,broskvovy,
merunkovy, kokosovy*) [13, 34, 41].

2.5.7 Sirné slouceniny

Mezi dals§i vyznamné latky s nizkymi prahy vnimani, které¢ spolu s jinymi slou¢eninami
poskytuji velmi Zadouci, silnou hloubku chuti, patfi sirné slouceniny. Pro jejich vznik je
klic¢ova degradace methioninu. K typickym zastupcim této skupiny patii methional,
methanthiol a organické sulfidy, které zodpovidaji predevsim za viiné varenych brambor, zeli,

kvétaku, cibule a ¢esneku. Mezi sirné slouceniny patii i thioestery, o kterych bylo pojednano
jiz v kapitole 2.5.5 [26, 36, 41, 47].

2.5.8 Aromaticky aktivni latky v eidamskych syrech

Eidamské syry maji ve srovnani s jinymi druhy syri spiSe velmi mirné, aZ nevyrazné
aroma. To je vysledkem rovnovahy mezi latkami, které vznikaji pfi komplexnich
biochemickych de¢jich v pribéhu zrdni, na néz ma vliv cela fada faktord. V duasledku
odstranéni ptivodni mikroflory mléka béhem pasterace dozravaji syry pomaleji a rozviji se
mén¢ intenzivni flavour neZ u syri ze syrového mléka [5, 48]. Navic je vyrazné inaktivovana
i lipoproteinova lipasa, ktera by jinak pfispivala k rozsahlé lipolyze, a tak tvorb& prekurzort
dalsich AAL. Obecné bakterie pouzivané pii vyrobé eidamskych syrti postradaji enzymatické
systémy pro rozsahly rozklad tukii a VMK, proto je lipolyza u téchto syrt odlisSnd a méné
vyraznd, 1 kdyZ jeji vliv neni zanedbatelny [32, 49]. Dominantni cestou produkce tékavych
AAL je zde katabolicka konverze aminokyselin uvolnénych pfi proteolyze mléénych bilkovin
[5]. Ke klicovym AAL, které byvaji u eidamskych syri nejcastéji identifikovany ve
vyznamnych koncentracich, patii 2-methylpropanal, 2- a 3-methylbutanal, poptf. od nich
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odvozené alkoholy nebo kyseliny, dale hexanal, methanthiol, dimethylsulfid
a dimethyltrisulfid, diacetyl, kyselina octova, kyselina méselna a ethyl-butyrat, 6-dekalakton
a D-limonen [32, 49].

Slouceniny 2-methylpropanal, 2-methylbutanal a 3-methylbutanal, které vznikaji jako
produkty degradace aminokyselin s rozvétvenymi fetézci, jsou spojovany s vini zelené
a sladu, ale v niz§ich koncentracich ptispivaji k pfijemnym ovocnym toénim [28, 43]. Redukci
se znich tvofi alkoholy (2-methylpropan-1-ol, 2-methylbutan-1-ol a 3-methylbutan-1-ol),
které maji vliv na ovocné a alkoholové aroma, naopak jejich kyseliny (isomaselna,
2-methylmaselna a isovalerovd) jsou zodpovédné za ,.zpocené, fekalni, hnilobné* a dalsi
nepiijemné pachy [48]. Hexanal, aldehyd s pfimym fetézcem charakteristicky pfedev§im vini
zelené travy a bylin, vznikd pravdépodobné pii PB-oxidaci nenasycenych MK [41].
Odbouravanim sirnych aminokyselin, pfedev§im methioninu, je produkovan methanthiol,
ktery muze byt nasledné oxidovan enzymaticky ¢i chemicky za vzniku organickych sulfidi,
u Edamu hlavné jiz zminéného dimethylsulfidu a dimethyltrisulfidu. Tyto slouceniny siry
byvaji spojovany, jak jiz bylo zminéno, s vyraznym aroma zeli, cibule, ¢esneku nebo kvétaku
[28, 36].
holandskych syrt. Tato latka vznikd pfevazné z pyruvatu pochazejiciho z metabolismu
laktosy a citratu, zejména diky aktivité citrat-pozitivnich bakterii mlécného kvaSeni, a je
oceflovdna pro své maslové, ofechové a karamelové aroma [41, 45, 50]. Diacetyl miize byt
dale redukovan na acetoin (3-hydroxybutan-2-on), ktery ma také maslovou, karamelovou, ale
i kvétinovou viini. Redukce mtize dale pokracovat az na dvojsytny alkohol, butan-2,3-diol,
pro jehoZ popis lze pouzit deskriptory jako ,,ovocny, maslovy, ofechovy nebo pach kyselého
mléka* [36, 44, 45, 48, 51].

Typickym ostrym, kyselym zépachem se vyznacuje kyselina octova, ktera je vysledkem
metabolismu citratu, kyseliny mlécné, katabolismu alaninu, serinu nebo threoninu [42, 47,
51]. Kyselina maselna je spojovéana s velmi nepfijemnym zépachem, obvykle popisovanym
vyrazy jako ,,zpoceny, fekalni, hnijici, zatuchly* a mnohé dals§i. V niZSich koncentracich je
vSak klicovou sloZkou syrového aroma a souasné pievladajici VMK v syrech eidamského
typu [32, 33, 52, 53]. Proto je v téchto syrech podle o¢ekavani nejvice zastoupenym esterem
ethyl-butyrat, ktery je charakteristicky svou kvétinovou, sladkou a ovocnou vini [32, 45, 54].

d-dekalakton, ktery se jako vSechny laktony tvoii intramolekularni esterifikaci
hydroxykyselin, se vyznaCuje nejen sladkym, kvétinovym nebo ovocnym aroma
pfipominajicim napf. broskve, ale také je €asto spojovan s kokosovou vini [41, 51, 55].

K ostatnim slouc¢enindm patii cyklicky terpen D-limonen, ktery se do mléka a nasledné do
syru dostava jako soucast stravy dojnic. Pro jeho popis se pouzivaji deskriptory jako ,,métova,
zelena trava“ [32, 51].
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2.6 Stanoveni mastnych kyselin a aromaticky aktivnich latek

Hlavni napln této prace tvoii stanoveni AAL a MK jako markeri priabéhu zrani
eidamskych syri. V obou ptipadech je nejprve nezbytna jejich izolace z matrice syra a pfip.
nékteré dalsi kroky (viz déale) v ramci piipravy vzorku k analyze, analytickou koncovku
prakticky vzdy tvofi plynova chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem nebo
hmotnostni spektrometrii.

2.6.1 Izolace lipidi z matrice syri

Dominantni technikou pro rutinni kvantitativni stanoveni MK nejen v syrech, ale i v jinych
potravinach, je plynova chromatografie pievazné¢ ve spojeni s plamenové ioniza¢nim
detektorem (GC-FID). Pfed samotnou analyzou je nutné lipidy nejprve ze vzorku
vyextrahovat a nasledné prevést na vhodné tékavé derivaty, obvykle methylestery (MEMK)
[13, 56].

Podminky extrakce se voli pfedev§im podle slozitosti matrice. U syrtt mohou byt lipidy
pomémné silné navazany na proteinech, navic mlécny tuk obsahuje jak MK s kratkym
fetézcem, které jsou rozpustény ve vodné fazi, tak i vy$$i MK, nachézejici se hlavné v tukové
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Nejbeéznéjsim postupem extrakce je pouziti vhodného organického rozpoustédla [13, 34].

MozZnym provedenim je vice nez 100 let stard, ovéfend, znacné rozSifend a predev§im
jednoduchd metoda kontinuédlni extrakce podle Soxhleta, ktera byla ptvodné navrzena
k extrakci tuku z mléka. Pary rozpoustédla umisténého ve varné bance stoupaji do chladice,
kde kondenzuji, stékaji do extrakéni komory, a tak pfichazeji do kontaktu se vzorkem
v extrakéni patroné. Nasledné se vyuziva tzv. sifonového efektu, ¢imz dochazi k recirkulaci
rozpoustédla. Po ukonceni procesu se rozpoustédlo od vyextrahovanych latek oddéli destilaci.
Casova naro¢nost, velké mnoZstvi extrahovatelného materialu a rozklad termolabilnich latek
jsou hlavnimi nevyhodami, se kterymi se u této metody setkavame. VétSina modifikaci
konvencéni Soxhletovy extrakce (vyuziti vysokého tlaku, mikrovln, ultrazvuku aj.),
navrzenych v poslednich desetiletich, byla zaméfena na to, aby se Soxhlet pfibliZil novéjSim
technologiim pro pfipravu pevnych vzorkl, ke zkraceni doby extrakce, snizeni spotieby
rozpoustédel a automatizaci odsdvaci sestavy [57, 58].

Jinou moznosti je extrakce podle Folche vyuZivajici smés rozpoustédel chloroform-
methanol s naslednou homogenizaci vzorku za studena. Pro odstranéni nerozpustnych podilti
ze suspenze lze vyuzit centrifugaci nebo filtraci, rozpousStédlo je poté oddestilovano na
vakuové odparce [59].

Pro solventni extrakci se mohou pouzivat ale i1 jind rozpoustédla nebo jejich smési. Ze
studii zaméfenych na syry je mozné uvést v dneSni dob¢ bézn¢ pouzivanou metodu De Jonga
a Badingse [60], pozd¢ji uplatnénou napt. Mannionem a kol. [61], kdy se ke vzorku syra ptida
bezvody siran sodny a kyselina sirova a extrakce MK se nasledn¢ provadi smési diethyletheru
a heptanu. Kim Ha a Lindsay [62] do smési misto heptanu pouZili hexan, Partidario a kol.
[63] petrolether.

V piipadé¢ stanoveni VMK je vhodné tyto slozky z extraktu izolovat od TAG, fosfolipidii
a dalSich lipidickych latek, aniz by dochédzelo k hydrolyze esterovych vazeb pfitomnych
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estert. K tomuto ucelu byly navrzeny napft. rizné adsorpéni metody, mezi nimi tenkovrstva
chromatografie (TLC) nebo extrakce na pevné fazi (SPE) [34, 64].

Selektivni zadrzovani skupiny latek na pevné fazi ve formé sloupce nebo membrany
v malé kolonce je pro svou univerzalnost a jednoduchost rozsifenou separacni metodou.
V ramci stanoveni MK nasla SPE uplatnéni hlavné pfi frakcionaci riznych lipidickych tfid,
izolaci VMK pro jejich naslednou derivatizaci ¢i pfimou separaci. Vybér vhodného
adsorbentu a elu¢niho ¢inidla z&visi v prvni fad¢ na slozeni vzorku [65].

V jiz zminéné praci De Jonga a Badingse [60] pouZzivaji autofi aminopropyl-SPE kolonky,
ptfiCemz vychazeji z prace Kaluznyho a kol. [66]. Z dalSich vyuziti téchto kolonek pfi analyze
mlécnych vyrobki 1ze uvést prace napt. Chavarriho a kol. [67], Voigta a kol. [68], Kilcawleye
a kol. [69] nebo Manniona a kol. [61].

Tekavé MK lze od ostatnich lipidl také oddestilovat. Jiz v roce 1974 Dulley a Grieve [70]
publikovali studii, v niz popisuji metodu vyuzivajici k tomuto ucelu parni destilaci. Kim Ha
a Lindsay [62] popsali eluci extrahovanych MK adsorbovanych na oxidu hlinitém kyselinou
mravenci v diisopropyletheru za soucasné destilacni extrakce, za u¢elem oddéleni nizsich MK
od vyssich.

2.6.2 Derivatizace mastnych kyselin

Plynova chromatografie (GC) je analytickd metoda separujici tékavé latky, takze je potieba
vyizolované MK prevést na tékavejsi specifické derivaty. Navic MK jsou vysoce polarni
slouceniny, které maji tendenci vytvaret vodikové vazby, coz mlze vést k ovlivnéni adsorpce.
Snizeni jejich polarity je tak pro analyzu pfiznivéj$i. Vhodnym derivatiza¢nim postupem je
tvorba esterd, obvykle MEMK, které nabizi vybornou stabilitu, nejvyssi t€kavost, reakce
s nejvysSimi reakénimi rychlostmi a vysokymi vytézky. Ikdyz zvySovani molekulové
hmotnosti alkoholu vyZzaduje delsi reakéni doby, pro specifické ucely mohou byt vhodné;si
jiné typy esterti, napi. Kim Ha a Lindsay [62] stanovovali t¢kavé VMK v Parmezanu ve
formé¢ butylestert. V zadsadé¢ miiZze byt pouZita jakakoliv alkoholicka sloZzka, ale v praxi se
vybér omezuje na alkoholy, které mohou byt z reakéniho prostfedi vylouceny selektivnim
odparem (tj. methanol az po cca pentanol). Stejné jako u jinych analyz neexistuje ani zde
jednotny postup vyuzitelny pro vSechny typy vzorkd. Mezi zakladni a nejpouZivanéjsi metody
derivatizace MK patii kysele katalyzovana esterifikace a kysele nebo bazicky katalyzovana
transesterifikace [56, 71].

Metoda vyuzivajici kysely katalyzator je vhodnd pro derivatizaci volnych i1 esterové
vazanych MK, v pfipad¢ syri pfevazné v ramci TAG. VMK jsou tak na estery prevadény
esterifikaci, u vazanych dochazi k tzv. transesterifikaci. Vzhledem k tomu, Ze vSechny kroky
u obou procesl jsou reverzibilni, je k posunuti rovnovahy ve sméru tvorby produktu nutny
velky nadbytek alkoholu. Ptitomnost vody, jakoZto siln&j$iho donoru elektront nez alifatické
alkoholy, mé pii tvorbé esterii také negativni efekt. Kritickym bodem je volba vhodného
kyselého katalyzatoru, ktery by mél usnadnit reakci bez nezddoucich vedlejSich ucinka
[64, 71].

Nejcastéji pouzivanym cCinidlem pro ptipravu MEMK je 5% bezvody chlorovodik
v methanolu. Jednd se o relativné mirné reak¢ni cinidlo poskytujici témét kvantitativni
vytézky, které se vyrabi probublavanim bezvodého methanolu chlorovodikem nebo
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z acetaldehydu a methanolu. Nicméné tento bezvody katalyzator neni pfili§ stabilni, protoze
HCI reaguje nukleofilné s methanolem za vzniku chlormethanu a vody, v disledku ¢ehoz se
koncentrace chlorovodiku béhem skladovani snizuje a vznikla voda mize negativné
ovliviiovat samotny proces. Timto problémem se zabyvali Ichihara a Fukubayashi [64], ktefi
predstavili alternativni reakéni cCinidlo vhodné pro methanolyzu snadno pfipravitelné
v laboratofi  smichanim béznych chemikalii, jako jsou koncentrovand kyselina
chlorovodikova, methanol a toluen. Vytézky MEMK ziskané pouzitim této smési byly témét
shodné s vytézky obvyklych metod vyuzivajici kyselé nebo bazické katalyzatory [64, 71].

I kdyz se v nékterych piipadech pouzivaji mnohem vysSi koncentrace, 1-2% roztok
kyseliny sirové v methanolu mé témét identické vlastnosti jako 5% methanolicky chlorovodik
a je velmi snadné jej piipravit. Dlouh4 doba zpétného toku, nadmérna koncentrace kyseliny
nebo vysoka teplota vSak vedou k tvorbé barevnych vedlejSich produkti a degradaci
polynenasycenych MK. Hlavni nevyhodou vsech vyse uvedenych katalyzatorti je pomérné
dlouhy ¢as refluxu k dosazeni uplné konverze [56, 63].

Naproti tomu pouziti bortrifluoridu, ve formé koordinacniho komplexu s methanolem,
vede ke znacnému zkraceni doby procesu, takze se tento katalyzator jiz fadu let vyuziva i pies
znacnou toxicitu a omezenou skladovatelnost. Nekteré studie navic upozoriiuji na tvorbu
methoxy artefaktl z nenasycenych MK pfi pouziti tohoto ¢inidla o vyssi koncentraci
(50 % hm.) nebo na vyznamné ztraty pii pouziti vzorkti mensich nez 200 mg. I pfes uvedené
nevyhody nasel tento katalyzator uplatnéni v fad¢€ praci, nejen na téma mlécnych vyrobk, pro
predstavu napi. Partidario a kol. [63], Hauff a Vetter [72] nebo Lashkari a Jensen [73]
a pouziva se i v oficidlni AOAC metodé stanoveni mastnych kyselin — 996.06 (2005). Jisty
potencial maji i jiné Lewisovy kyseliny (chlorid hlinity, bortrichlorid a dalsi) [61, 64, 71].

Pro tvorbu tékavych derivati z esterové vazanych MK je mozné aplikovat také bazicky
katalyzovanou transesterifikaci. Aby k vyméné alkoholové Casti esteru kvantitativné doslo, je
stejn¢ jako u kysele katalyzované reakce potieba nadbytek alkoholu. Rovnovéha rozpadu
aniontového meziproduktu vzniklého z esteru v pfitomnosti baze, jako je alkoholatovy aniont,
je tedy posunuta ke vzniku poZzadovaného produktu. I pfi této reakci ma voda neptiznivy vliv
na jeji pritbéh, protoZe meziprodukt nevratné disperguje na volnou kyselinu. Vyhodou vyuziti
baze je mnohem rychlej$i pribéh i pfi mirnych teplotnich podminkach, avSak nelze je
aplikovat na esterifikaci VMK. Zéakladnimi transesterifikaénimi €inidly jsou methoxid sodny
nebo draselny vbezvodém methanolu. Aplikace kvartérnich amoniovych hydroxida
(tetramethylamoniumhydroxidu aj.) vede k tvorbé kvartérnich amoniovych soli MK, jejichz
pyrolyza produkuje Zadouci MEMK [61, 64, 71].

2.6.3 Izolace aromaticky aktivnich latek z matrice syru

PrestoZze v dnesni dobé mame k dispozici nejmodernéjsi separacni a detekéni metody,
pfevazna vétSina z nich neumoziuje piimé stanoveni nékterych analytl ve vzorcich potravin
bez nutnosti je nejprve z komplexni matrice izolovat a zakoncentrovat. Pravé volba metody
ptipravy vzorku vyrazné€ ovliviiuje spolehlivost a pfesnost analyzy. Nejinak je tomu i u AAL,
pro jejichz kvalitativni a kvantitativni stanoveni se obvykle pouziva plynovéa chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) [74-76].
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Za ucelem dosazeni praktické a spolehlivé izolace téchto t€kavych sloucenin z matric
vzorkll heterogenni povahy bylo vyvinuto nékolik metod (destilace vodni parou, vakuova
destilace, simultanni destilace-extrakce, superkriticka fluidni extrakce aj.), avSak u vétSiny
z nich se jedna o vicekrokové postupy nachylné ke ztraté analytti. Obecn¢ kazdy dalsi krok
v analytickém postupu zvysuje pravdépodobnost vzniku analytické chyby, je tedy proto
zadouci minimalizovat pocet krokt pii ptipravé vzorku bez snizeni kvality analyzy. Relativné
novou technikou, pfi které 1ze pravé extrakce a zakoncentrovani analytii dosdhnout v jediném
kroku, je mikroextrakce na pevné fazi (SPME) [18, 74, 75].

Tato technika byla poprvé navrzena a uvedena do praxe Januszem Pawliszynem a jeho
tymem v roce 1990 [77]. Konstrukéné je SPME velmi jednoduché zatizeni podobné injekéni
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kfemicitého, na kterém je imobilizovana vhodna stacionarni faze [75].
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Obrazek 4: Schema SPME viakna (upraveno podle: 74)

Princip extrakce pozadovanych sloucenin pomoci SPME je zaloZen na rovnovaZzném
procesu fyzikalné-chemické adsorpce sloucenin na exponovaném povrchu vldkna s naslednou
tepelnou desorpci v injektoru plynového chromatografu [40, 75].

V zévislosti na vlastnostech analytli a matrice vzorku se na zékladé polohy vladkna rozlisuji
dva nejbéznéjsi moédy: ptima (DI-SPME) a headspace extrakce (HS-SPME). U ptfimé extrakce
je SPME vlakno ponoteno ptimo do kapalného vzorku, tudiz je vhodna piedevsim pro polarni
a netékavé slouceniny. Pro stanoveni t€kavych a tepelné labilnich latek se spiSe pouZziva druhy
zpusob, kdy je vldkno zasunuto v tzv. headspace prostoru (plynna faze nad kapalnym nebo
pevnym vzorkem), coz vzhledem k tomu, ze vldkno neni v pfimém kontaktu se vzorkem,
zarucuje jeho del$i Zivotnost. V urcitych piipadech se mlze vyuzivat i modifikace v podobé
nepiimé extrakce pres selektivni membranovou bariéru, kdy nejprve musi slouCeniny
difundovat membranou a az teprve poté ndsleduje adsorpce na stacionarni film, ¢imz se
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proces stdva mnohem pomalej$i v porovnani s jiz zminénymi zplsoby. Diky ochranné funkci
membrany je zivotnost vlakna stejn¢ jako u headspace extrakce delsi, avSak na rozdil od ni
umoznuje izolovat i malo tékavé slouceniny [18, 74—76].

Pouziti SPME poskytuje fadu vyhod, mezi néz patii spolehlivost, nizka narocnost, zkraceni
doby analyzy a v neposledni fad¢ snizeni naklada, predevsim kvili nepotiebnosti organickych
rozpoustédel a relativné dlouhé Zivotnosti vldkna. Jistd univerzalnost a dostatecna citlivost
SPME umoziuje jeji spéSné pouziti pro Sirokou Skalu sloucenin a to i pfi stopové analyze,
navic ji lze aplikovat na vzorky o velmi malych objemech nebo komplexni heterogenni
matrice. Z konstrukéniho provedeni je vyhodné jeji piimé spojeni s GC a moznost
automatizace procesu. Na druhou stranu jako kazdd metoda méa i SPME své nevyhody, k nimz
k tomu, Ze se nejednd o kvantitativni extrakci, ale o rovnovazny proces, je nezbytné co
nejpiesnéji dodrzovat jednotlivé experimentalni podminky, jinak by dochézelo k podstatnému
zhorSeni reprodukovatelnosti celé metody [18, 74, 78—82].

Mezi parametry, které je tfeba zohlednit a tim ovlivnit selektivitu, efektivitu, rychlost,
citlivost a dalsi vlastnosti metody, patfi: typ a tloustka stacionarni faze, teplota, doba a zptisob
extrakce, pH, michéani, vlastnosti analyt (afinita ke stacionarni fazi, t€kavost aj.), vlastnosti
matrice vzorkd (obsah soli, lipidl, organickych rozpoustédel, vlhkost aj.), desorpéni
podminky (hloubka expozice jehly v injektoru, teplota a doba desorpce aj.), derivatizace atd.
[18, 74,75, 78, 82].

V dnesni dobé je pouziti SPME pro rozbor AAL v potravindch velmi rozsifenou
technikou, coz dokazuje i velké mnozstvi uverejnénych publikaci na toto téma. Ze studii
zabyvajicich se popisem AAL/flavouru rtiznych druhti syra s vyuzitim pravé této metody lze
uvést napt. praci Mondella a kol. [83], ktefi pfi analyze kozich syrti srovnavali vlakna
s riznymi stacionarnimi fazemi: 50/30 um divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxan,
100 pm polydimethylsiloxan, 75 um carboxen/polydimethylsiloxan, 85 pm polyakrylat
a 70 um carboxen/divinylbenzen. VIdkno 75 pum carboxen/polydimethylsiloxan bylo pouZito
i pfi studii tavenych syrd Bertrandem a kol. [52] nebo L. Nataghi [80] na vzorky syru
Cheddar. Pro ucely stanoveni AAL je ale nejvice pouZivano trojfdzové SPME vldkno
50/30 um divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxan. Uplatnéno bylo napt. pii rozboru
tékavych sloucenin brynzy Séadeckou a kol. [55], Cheddaru v praci Hou a kol. [44]
polotvrdého ovc¢iho syra Goméz-Torresem a kol. [42], Goudy v praci Yarlagarddy a kol. [84]
nebo Jo a kol. [32].

2.6.4 Plynova chromatografie

Techniky pouzivané ke stanoveni t€kavych sloucenin bez ohledu na to, jakd metoda byla
pouzita pro jejich ziskani, jsou prevazné zaloZeny na separaci pomoci GC s vysokym
rozliSenim v kombinaci s vhodnym detektorem [39].

GC je jednoduchd a rychla analytickd metoda poskytujici vysokou separacni ucinnost.
Prakticky jedinym pozadavkem na analyty je, aby byly tékavé nebo polotékavé a co mozna
nejvice tepelné stabilni. Pro odpafeni polarnich molekul je kvili silnym intramolekularnim
sildm zapotiebi vysokych teplot, které vSak na kolon¢ zptisobuji jejich rozklad. Z tohoto
divodu nemohou byt malé, vysoce polarni slouceniny stanoveny pomoci GC. Moznym
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feSenim je pouziti chemickych derivatizacnich postupl, pii kterych se polarni skupiny
cilovych molekul ptevadéji na méné polarni ¢asti, coz ptiznivé ovliviiuje tlak par a adsorpcni
charakteristiky. Derivatizaci lze vyuzit i pro zvySeni t€kavosti jinak netékavych sloucenin
[85, 86].

Déleni slozek smeési probihda v chromatografické kolon€, kde analyty unaSené nosnym
plynem (mobilni faze) v z&vislosti na jejich afinit¢ interaguji se staciondrni fazi, ¢imz dochazi
u jednotlivych slozek k riznému zdrzeni pti pohybu kolonou a tim k jejich separaci [46].

V minulosti se analyzy provadély na naplnovych GC kolonach, dnes uz se vSak kvtli vyssi
ucinnosti pouzivaji vyhradné kapilarni kolony ztaveného kiemene potazené vrstvou
polyamidu pro zvySeni jejich pruznosti. Volba stacionarni faze (obvykle na bazi
polysiloxantl), nanesené na vnitini strané kapilary, zavisi hlavné na charakteru vzorku [46, 86,
871.

Vétsina vzorkdl pro analyzu GC sestava z purifikovaného rozpoustédla obsahujiciho
analyty, které¢ jsou pfedmétem z4jmu. Takovy typ vzorku se do injektoru chromatografu
zavadi pomoci mikrodavkovace, ktery byva obvykle soucasti autosampleru. Nejstarsi
anejCastéji pouzivanou konvekéni injekéni technikou pro kapilarni kolony je uplatnéni
vyhfivaného injektoru umoziujiciho jak bezdé€licové davkovani (splitless), tak davkovani
s délenim toku nosného plynu (split). Pfi téchto rezimech isotermického vstiikovani se voli
teplota dostate¢n¢ vysokd, aby odpafila rozpoustédlo i vSechny analyty. Vybér vhodného
rezimu je ovlivnén koncentraci. Pfi davkovani s délenim toku jen mald cast analytd
s rozpoustédlem odpafena do proudu mobilni fidze sméfuje na kolonu plynového
chromatografu, proto se tento rezim pouziva u pomérné koncentrovanych vzorkd, aby
nedochdzelo k zahlceni stacionarni faze. Naproti tomu rezim splitless je doporu¢ovan pro
stopovou analyzu. Mezi dal$i moznosti davkovéani je uziti injektoru s programovatelnou
teplotou, ktery se zahiivd az po nadavkovani vzorku a je vhodny pro smés sloucenin
s Sirokym rozsahem bodu varu nebo pro tepelné labilné;si latky [86, 88].

Analyty izolované¢ metodou SPME jsou z vlakna vloZeného ptes septum piimo do prostoru
injektoru tepelné desorbovany a undseny nosnym plynem na kolonu [75, 85].

Mobilni fazi tvofi inertni plyn, nej€astéji helium, dusik, popt. vodik a argon. Jeho Cistota
musi byt dostatecné vysokd, aby se maximalizovala zivotnost kolony a zabranilo se tvorbé
Sumu pii detekci, proto pied vstupem na kolonu prochazi odlu¢ovacem vlhkosti, necistot
a ostatnich plyn. Moderni plynové chromatografy jsou vybaveny elektronickymi regulatory
prutoku, aby byl zajistén stabilni a reprodukovatelny proud mobilni faze [86].

Po vybéru vhodné stacionarni faze je nejkritictéjSim krokem volba teploty kolony pro
separaci vSech analyti. MozZnosti zahrnuji isotermicky pribé&h, kdy je kolona vyhfivana
konstantni teplotou po celou dobu analyzy a je tedy vhodny pro vzorky obsahujici jen né¢kolik
latek, které jsou si podobné polaritou a teplotou varu. K oddéleni vSech slozek smési vzorku
obsahujici mnoho sloucenin s Sirokym rozmezim bodu varu je nezbytné programované
vyhiivani, kdy je teplota zvySovana postupné, a to riznou rychlosti [86].

K dal§im faktorim ovliviiujicim vykon systému GC patii jiz zminéné mody davkovani
vzorku, délka kolony a tloustka stacionarni faze, pritok a druh nosného plynu a mnohé dalsi
parametry [46].
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GC pro naslednou identifikaci a kvantifikaci tékavych sloucenin disponuje fadou
univerzalnich ¢i selektivnich detektorii, nebo ji 1ze propojit s jinymi analytickymi metodami
[85].

2.6.4.1 Plynova chromatografie s plamenové ionizacénim detektorem

Pro stanoveni MK, resp. jejich esteril, se nejbéznéji pouziva plamenové ionizacni detektor
(FID), ktery kombinuje vyhody nizké ceny, univerzalnosti, citlivosti a Sirokého linearniho
rozsahu, takze je vhodny jak pro kvalitativni, tak kvantitativni analyzu. Ke vzniku plamene
v tomto destruktivnim detektoru je vyzadovan piivod smési vodiku, slouziciho jako palivo,
a vzduchu, ktery se uplatiuje jako oxidovadlo. Analyty eluované z kolony jsou pfivadény do
plamene, kde dochdzi k jejich ionizaci, a tedy zvySeni poctu iontl a elektronli v prostoru
detektoru. Mezi tryskou hofdku a protilehlou elektrodou, na které¢ je aplikovano napéti,
prochazi v duisledku nartstu vodivosti prostiedi elektricky proud, pficemz velikost
zaznamenaného signalu zavisi na typu a koncentraci detekovanych latek [39, 46, 86].

2.6.4.2 Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

Hmotnostni spektrometrie (MS) je dalSim silnym univerzalnim nastrojem plynové
chromatografie pro kvantitativni i kvalitativni analyzu a pfidava specifickou vyhodu
identifikace odd¢lenych slouc¢enin pomoci jejich fragmentani struktury. Vyuziti
komplementarnich knihoven tisicii referencnich spekter pfispivd k vyznamné uzitecnosti
techniky GC-MS pfi analyze slozitéjSich smési organickych sloucenin, napt. AAL [39, 89].

Technické feseni spojeni tlakové nekompatibilnich metod GC a MS pfimym zavedenim
kifemenné kapilary do prostoru iontového zdroje bylo umoznéno piedev§im vyvojem
kapilarnich kolon a konstrukei vykonnych ¢erpacich zatizeni [89].

Pro ionizaci plynné faze eluované z kolony plynového chromatografu se standardné
vyuziva univerzalni metoda elektronové ionizace (EI). Ze Zhavené katody jsou smérem
k protilehlé anod¢ do prostoru, kam je pfivadén eluat, emitovany a urychlovany elektrony
o kinetické energii 70 eV. Pfiblizeni téchto subatomdarnich ¢éastic ma za nasledek uvolnéni
valen¢niho elektronu z molekuly organické slouCeniny, ¢imz vznikd molekulovy iont
s kladnym nabojem. Prili§ velky prebytek vnitini energie téchto iontl se projevi jejich
naslednou fragmentaci za produkce fragmentovych iontd, které v hmotnostnim spektrometru
predstavuji vice ¢i méné specificky ,,otisk prstu® analyzované slou€eniny. U nékterych
molekul je vSak interpretace omezena, protoze jejich molekulové ionty jsou tak energetickeé,
ze jejich hmotnostni spektra nevykazuji tzv. molekulovy pik, ale jen piky pfislusnych
fragmentli. VéEtSina organickych molekul ma ioniza¢ni potencidl pfiblizné 10 eV, maximalni
fragmentace probihd okolo 30 eV. Pouziti elektrond s energii 70 eV je konvence, ktera
zajistuje, ze EI spektra sloucenin budou stejna i pokud se naméti na riznych pfistrojich. Tato
reprodukovatelnost umoziuje vytvaret hromadné databiaze hmotnostnich spekter a jejich
pouzivani pifi kvalitativnich analyzach. Produkty této tvrdé ionizacni techniky jsou
z iontového zdroje vypuzeny a urychleny vytésinovaci elektrodou k hmotnostnimu analyzatoru
[85, 90].

I kdyz dnes méame k dispozici rizné dal§i moznosti separace iontll na zdkladé¢ poméru
jejich hmotnosti a naboje (m/z), stale jsou nejpouzivanéjSimi hmotnostnimi spektrometry
u GC systémy vyuzivajici kvadrupo6lové analyzatory. Princip kvadrupolového analyzatoru byl
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poprvé popsdn Wolfgangem Paulem a jeho kolegy na pocatku 50. let 20. stoleti [91].
Konstrukci tvoii Ctyfi stejné kovové tyCe, kdy na dvé protilehlé je vlozeno kladné
stejnosmérné napéti a na zbyvajici dvé negativni, pfi¢emz polarity téchto ty¢i se stiidave
meéni. Zaroven je na vSechny tyCe superponovano vysokofrekvenéni stiidavé napéti. Ionty
urychlené z iontového zdroje k detektoru pii priletu prostorem kvadrupolu zacnou v disledku
ptitomnosti vzniklého elektrického pole oscilovat mezi ty¢emi. Na stabilni trajektorii se vSak
v dany Casovy okamzik pohybuji jen ionty urcitého m/z, které na rozdil od ostatnich iontl
prochazeji analyzatorem a dopadaji na detektor. Plynulou zménou hodnot stejnosmérné¢ho
napéti a amplitudy radiofrekvenéniho napéti, tzv. skenovdnim, mohou byt postupné
propoustény ionty vSech pomért m/z [46, 85, 90].

Jakmile ionty opusti analyzator, narazeji na povrch detektoru, ktery generuje kaskadu
elektronil a zaznamenava se signal, jehoZ intenzita je piimo umérna mnozstvi dopadajicich
iontl se specifickym pomérem m/z [90].

Aby ionty na draze z iontového zdroje pfes analyzator do detektoru nekolidovaly s Zadnou
jinou castici, kterd by mohla zplisobit zménu jejich trajektorie, je zapotiebi hmotnostni
spektrometr provozovat pii velmi nizkych tlacich. Pro udrzeni tlaku na pozadované provozni
urovni musi vakuovy systém v ramci GC-MS odvadét 1 relativné zna¢né mnoZstvi mobilni
faze, které¢ je do hmotnostniho spektrometru plynule pfivadéno z plynového chromatografu
[90, 92].

V rdmci problematiky AAL je GC-MS velmi uZzitecnou metodou pro jejich identifikaci
a kvantifikaci, ale neumoznuje zjistit, zda je dana tékava latka skutecné aromaticky aktivni ¢i
nikoliv, tj. zda vykazuje néjakou vuni/pach. Idedlni variantou je tuto techniku kombinovat
s olfaktometrickym detektorem, kdy operator soucasné¢ provadi i kontinudlni cichovou
analyzu s individudlnim senzorickym popisem pro charakterizaci aroma. Vzhledem ke
vzajemnému ovliviiovani jednotlivych sloucenin (antagonismus/synergismus) vsak ani toto
spojeni nedava presnou predstavu o prispeévku jednotlivych tékavych sloucenin k celkovému
flavouru [41, 46].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1

3.1.2

w
=
=

Piistroje

Plynovy chromatograf TRACE™ GC 2000 (ThermoQuest Italia S. p. A, Italie)

s plamenové-ioniza¢nim detektorem

Plynovy chromatograf TRACE™ 1310 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)

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

Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)
Analytické digitalni vahy GR-202-EC, HELAGO, Italie

Vodni lazen se stojany, Julabo TW 2, Némecko

Topné hnizdo 100 ml, Brnénska Drutéva v. d., Ceska republika

Vakuova rota¢ni odparka, KIKA®—WERKE—RVO6—ML, Némecko

Pocita¢ PC, Intel Pentium Procesor

Lednice s mrazakem ERB nerez, Elektrolux, Svédsko

Plyny

Helium 4.8 v tlakové 1ahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska republika)

Dusik 5.0 v tlakové 1ahvi s redukénim ventilem a kovovou membranou (SIAD, Ceska
republika)

Vodik 5.5 v tlakové 1ahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska republika)

Vzduch 5.0 v tlakové ldhvi s redukénim ventilem pro kyslik (SIAD, Ceska republika)

Pracovni pomiicky

SPME vldkno DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA)
Vialky (objem 10 ml) se Sroubovacim magnetickym uzaveérem

Automatick mikropipeta 100-1000 pl, labopette™, Némecko

Bé&zné laboratorni sklo a pomtcky

Nuz, struhadlo

Vialky

Chemikalie

Kyselina chlorovodikova 35 % p. a., PENTA, Ceska republika
Ethanol 96 % p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Diethylether p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Petrolether p. a., PENTA, Ceska republika

Hydroxid sodny p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Methanol p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Bortrifluorid (methanolicky roztok 10 %), p. a., SIGMA-ALDRICH, Némecko
Isooktan p. a., PENTA, Cesk4 republika

Chlorid sodny p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Siran sodny (bezvody) p. a., Lar-Ner, Ceska republika
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e Hexan p. a., Lach-ner, Ceska republika

e Smésny standard methylesterti mastnych kyselin, Supelco™ 37 Component FAME
Mix, SIGMA-ALDRICH, Némecko

3.2 Cisté mlékaiské kultury

Pro vyrobu modelovych syri eidamského typu byly pouzity komercné dostupné
lyofilizované kultury vhodné k pfimému zaotkovani do mléka (Laktoflora®, Milcom, Ceska
republika); CCDM (Ceska sbirka mlékarenskych mikroorganismu).

e Mezofilni smésna kultura Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

e Lactococcus lactis subsp. cremoris (kmen CCDM 946)

e Lactobacillus casei (kmen CCDM 198)

e Lactobacillus casei (kmen CCDM 422)

e Lactobacillus plantarum (kmen CCDM 187)

e Lactobacillus plantarum (kmen CCDM 189)

3.3 Analyzované vzorky

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly analyzovany modelové vzorky piirodnich
syri  eidamského typu (45 % tvs., 50 % suSiny), které byly vyrobeny standardnim
technologickym postupem [7] béhem srpna—fijna 2018 na Univerzit¢ Tomasi Bati ve Zliné.

Celkem bylo vyrobeno 5 sérii vzorkl, které se liSily kombinaci pouzitych mikrobidlnich
kultur; u vSech byla jako zéklad pouzita mezofilni kultura s ptidavkem vybraného kmene
Lactococcus lactis subsp. cremoris, a dale vybrané kmeny Lactobacillus casei a Lactobacillus
plantarum (viz Tabulka 4).

U kazdé série byl odebran vzorek po 14, 28 a 56 dnech zrani (ptehled vSech analyzovanych
vzorkll viz Tabulka 5). Vzorky byly ihned po odbéru zmrazeny (—18 °C) a uchovany pfi
téchto podminkéch az do doby analyzy.

Tabulka 4: Prehled a kodovani modelovych vzorkii (pouzité kultury)

Oznaceni vzorku CCDM pouzitych kmenu
D 946 -
G 946 422
H 946 187
I 946 189
J 946 198

CCDM (Ceska sbirka miékdrenskych mikroorganismi)
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Tabulka 5: Seznam a kédovani v§ech analyzovanych vzorkii

Vzorek Pocet dnii zrani | Oznaceni vzorku
D 14 D14
D 28 D28
D 56 D56
G 14 Gl14
G 28 G28
G 56 G56
H 14 H14
H 28 H28
H 56 H56
I 14 114
I 28 128
I 56 156
J 14 J14
J 28 J28
J 56 J56
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3.4 Pouzité metody pro stanoveni mastnych Kkyselin

Pro identifikaci a kvantifikaci volnych a esterové vazanych MK v modelovych vzorcich
syri byly MK ve vyizolovaném tuku nejprve pievedeny esterifikaci na MEMK a nasledné
podrobeny analyze pomoci GC-FID.

3.4.1 Extrakce lipidi ze vzorku syra

Extrakce lipidil ze vzorku syra byla provedena podle normy CSN EN ISO 1735:2005. Na
analytickych vahach byl spfesnosti na 4 desetinnd mista odvaZzen do zkumavky 1g
rozmrazeného, jemné nastrouhaného vzorku syra (Obrazek 5a). Po ptidavku 5 ml kyseliny
chlorovodikové byla zkumavka vlozena do vodni 1azn€ o teploté 80 °C (Obrazek 5b), kde
byla ponechédna do doby, nez doslo ke zméné zbarveni roztoku (Obrazek 5c) na fialovou
(ptiblizn€ 10 minut). Po ochlazeni pod tekouci vodou byla smés pomoci 5 ml ethanolu
kvantitativné prevedena do délici nalevky. V prvnim kroku bylo ke smési v dé€lici nalevce
pfidano 9 ml diethyletheru, v druhém kroku 9 ml petroletheru a pokazdé byla smés po
pridavku extrakéniho c¢inidla protfepavana po dobu asi 1 minuty. Pro odd¢leni fazi se roztok
nechal odstat po dobu 30 minut pii laboratornich podminkach (Obrazek 5d). Do predem
zvazené destilaéni banky byla opatrné odebrana horni vrstva a pro dolni vrstvu byl proces
extrakce nésledné jest¢ dvakrat zopakovan stejnym zplsobem, ale s polovicnim mnoZstvim
extrak¢nich ¢inidel. Z vysledného extraktu (spojeni produktl ze vSech tii extrakénich kroki)
bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotani odparce pii teplot¢ 40 °C. Mnozstvi
vyextrahovaného tuku bylo stanoveno gravimetricky.

Obrazek 5: a) Zkumavka s navazkou vzorku, b) Zahvivani vzorkii ve vodni lazni, ¢) Zména zbarveni
smési po 10 minutach zahvivani, d) Extrakce tuku organickymi rozpoustédly v délici nalevce (horni
organicka faze)
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3.4.2 Priprava methylesterii mastnych kyselin

Tuk byl podroben kyselé esterifikaci s bortrifluoridem jako katalyzatorem.

3.4.2.1 Metoda kyselé esterifikace pro triacylglyceroly

Do destilaéni banky k vyextrahovanému tuku byl pfidan varny kaminek a 4 ml
methanolického roztoku hydroxidu sodného (c=0,5mol-1"), ktery byl pfipraven
rozpu$ténim 2 g hydroxidu sodného ve 100 ml methanolu pfi mirném ohievu, pficemz takto
pfipraveny methanolicky roztok lze uchovavat v chladu po dobu nejdéle 3 mésici. Obsah
banky se varil pod zpétnym chladi¢em do vymizeni kapicek tuku (Obrazek 6a), tedy ptiblizné
10 minut (s baiikkou se pravidelné jemné krouzilo, aby nedochéazelo k usazovéani hydroxidu
sodného na stén¢). Nasledné bylo ptfes horni konec chladice ptiddno 5 ml methanolického
roztoku bortrifluoridu a smés se vafila jesté¢ dalSich 20 minut. Poté byly stejnym zptisobem
pridany 3 ml isooktanu, var byl zastaven a po odstranéni chladi¢e se do smési piidalo
piiblizn€ 20 ml nasyceného vodného roztoku chloridu sodného a obsah banky byl dikladné
protiepan. Po pfidavku dalSiho mnozstvi nasyceného roztoku chloridu sodného, ktery
zpusobil zvySeni hladiny kapaliny az po hrdlo baiiky, se fdze nechaly oddélit béhem pftiblizné
5 minut (Obrazek 6b). Z horni isooktanové vrstvy se odebralo 1-2 ml do 4 ml vialky a pro
odstranéni stop vlhkosti bylo pouZzito malé mnozstvi bezvodého siranu sodného (Obrazek 6c¢).
Pro analyzu na plynovém chromatografu se vyuzil 1 ml pfipraveného roztoku (Obréazek 6d).

Obrazek 6: a) Esterifikace sméesi pod zpétnym chladicem, b) Oddélené faze po pridavku roztoku
chloridu sodného (horni isooktanova faze), c) Odstranéni vihkosti bezvodym siranem sodnym,
d) Vzorek pro analyzu GC-FID

3.4.2.2 Metoda kyselé esterifikace pro volné mastné kyseliny

Do destilacni banky k vyextrahovanému tuku byl pfiddn varny kaminek a pfes zpétny
chladi¢ 5 ml methanolického roztoku bortrifluoridu. Po 3 minutach varu se ptidaly opé€t pies
chladi¢ 3 ml isooktanu, var se zastavil a ihned po odstranéni chladice bylo pfiddno 20 ml
nasycen¢ho vodného roztoku chloridu sodného. Po protfepani této smési a ptidavku vétSiho
mnozstvi nasyceného roztoku chloridu sodného pro zvySeni hladiny kapaliny aZz do hrdla
banky byly faze od sebe oddéleny beéhem piiblizn€ 5 minut. Z horni isooktanové vrstvy se
odebralo 1-2 ml do 4 ml vialky a pro odstranéni stop vlhkosti bylo pouzito malé mnozstvi
bezvodého siranu sodného. Pro analyzu na plynovém chromatografu se vyuzil 1 ml
pfipraveného roztoku.
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Podminky stanoveni methylesterti mastnych kyselin

Plynovy chromatograf: TRACE ™ GC (ThermoQuest S.p.A, Italie) (Obrazek 7)

Autosampler: AI/AS 3000

Teplota injektoru: 250 °C

Technika davkovani: splitless (ventil uzavien 1 minutu)

Déavkovany objem vzorku: 1 pl

Nosny plyn: dusik

Pratok nosného plynu: 1 ml - min®

Kapiléarni kolona: DB-WAX s vysoce polarni stacionarni fazi

Parametry kolony: 30 m % 0,32 mm x 0,5 pm

Teplotni program: 50 °C 1 minut
vzestupny gradient 25 °C - min™ do 200 °C s vydrzi 0 minut
vzestupny gradient 3 °C - min™" do 230 °C s vydrzi 30 minut
Celkova doba analyzy: 47 minut

1

Detektor: plamenové-ionizacni
Teplota detektoru: 250 °C
Pratok vzduchu: 350 ml - min™
Prittok vodiku: 35 ml - min™
Make-up dusiku: 30 ml - min™

Obrdzek 7: Plynovy chromatograf TRACE™ GC s plamenové ionizacnim detektorem

3.4.4 Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin

MK byly stanoveny ve formé MEMK metodami popsanymi v kapitole 3.4.2. Identifikace
jednotlivych MEMK v modelovych vzorcich byla provedena na zdklad¢é porovnani retencnich
¢asu separovanych sloucenin s reten¢nimi ¢asy standardi.

Kvantifikace byla provedena vypoc¢tem jejich koncentrace z plochy piku MEMK ve vzorku
a znamé koncentrace a plochy piku standardu. Potfebné parametry standardii uvadi Tabulka 6.

Zastoupeni MK je vyjadeno po piepoétu vmg - g vyextrahovaného tuku — viz rovnice

(H-3).
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Tabulka 6: Standardy pouzité pro identifikaci a kvantifikaci mastnych kyselin v modelovych vzorcich

L ZKkraceny zapis Tk s P Mryemk Mryik
Nazev MK MK [min] | [mg-ml"] | [mV-s] | [g-mol"] | [g- mol"]

Kyselina kapronova c6:0 5,74 0,04 2767172 130,187 116,160
Kyselina kaprylova C8:0 6,87 0,04 3310175 158,241 144,214
Kyselina kaprinova C10:0 8,01 0,04 3760655 186,295 172,268
Kyselina undekanové C11:0 8,64 0,02 1968818 | 200,322 | 186,295
Kyselina laurova C12:0 9,37 0,04 4302041 214,349 200,322
Kyselina tridekanové C13:0 10,20 0,02 2181950 | 228,376 | 214,349
Kyselina myristova C14:0 11,19 0,04 4575751 242.403 228,376
Kyselina myristoolejova C14:1% 11,67 0,02 2214617 240,387 226,360
Kyselina pentadekanova C15:0 12,35 0,02 2288453 | 256,430 | 242,403
Kyselina cis-10-pentadecenova C15:14"° 12,92 0,02 2262521 | 254,414 | 240,387
Kyselina palmitova C16:0 13,72 0,06 7158423 | 270,457 | 256,43

Kyselina palmitoolejové Cl16:1% 14,19 0,02 2322445 | 268441 | 254414
Kyselina heptadekanova C17:0 15,25 0,02 1589265 | 284,484 | 270,457
Kyselina cis-10-heptadecenova C17:14° 15,79 0,02 2356498 | 282,468 | 268441
Kyselina stearova C18:0 16,99 0,04 4825867 | 298,511 | 284,484
Kyselina olejova C18:1% 17,47 0,04 7231723 | 296,495 | 282,468
Kyselina linolova C18:2%"2 18,46 0,02 4293902 | 294,479 | 280,452
Kyselina y-linolenova C18:34012 19,21 0,02 2200645 | 292,463 | 278,436
Kyselina a-linolenové C18:3%1%1 20,02 0,02 2177651 | 292,463 | 278,436
Kyselina arachova C20:0 21,56 0,04 4870180 | 326,565 | 312,358
Kyselina cis-11-eikosenova C20:14" 22,30 0,02 2405373 | 322,533 | 308,506
Kyselina cis-11,14-eikosadienova | C20:2%'' 23,93 0,02 2275580 | 322,533 | 308,506
Kyselina heneikosanova C21:0 24,80 0,02 2396746 340,592 326,565
giizzgi‘ei’svil 1,14- 203281114 25,02 0,02 2033416 | 320,517 | 306,490
gig‘;{;ﬁj‘;’&zl” 17- C20:32111417 25,99 0,02 2092644 | 316,485 | 302,458
Kyselina arachidonové C20:4>81014 26,47 0,02 1697510 | 318,501 | 304,474
Kyselina behenova C22:0 28,96 0,04 6480041 354,619 340,592
Kyselina erukova Cc22:1*P 30,16 0,02 2374777 | 352,603 | 338,576
Kyselina cis-13,16-docosadienova | C22:2°'>1¢ 32,90 0,02 2031932 | 350,587 | 336,560
Kyselina trikosanova C23:0 34,29 0,02 2228815 368,646 354,619
Kyselina lignocerova C24:0 41,21 0,04 4166992 | 382,673 | 368,646
Kyselina nervonova C24:17 43,29 0,02 1937341 380,657 366,630
Kyselina cis-4,7,10,13,16,19- C22:6M710131619 | 43 79 0,02 1553663 | 342,523 | 328,496

dokosahexaenova

Tr — retencni cas MEMK, c; — koncentrace standardit MEMK, P, — plocha standardi MEMK,

Mryeux — molekulova hmotnost MEMK, Mryx — molekulova hmotnost MK
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Vzorce pro vypocet:

e Vypocet koncentrace MEMK (cyemk) ve vzorku [mg - ml'l]:

P Cs * Puemk (1)
F
kde:
Cs errrrreeeeeeeeee e koncentrace standardu [mg - ml'l]
PMEME «ovvveveeeeeeeeeeeeeennnn plocha piku MEMK ve vzorku [mV - s]
PS i plocha piku standardu [mV - s]

e Ptepocet koncentrace MEMK na koncentraci MK (cyk) [mg - ml'l]:

_ Cmemk - Mryg

= 2
Cmk Mryienk (2)
kde:
MIME e, molarni hmotnost MK [g - mol'l]
MIMEME -evvvvvevemememenenennne molarni hmotnost MEMK |[g - mol'l]
Plati: mg - ml! = mg - g’1 vzorku
e Prepocet koncentrace MK na 1 g vyextrahovaného tuku (c) [mg - g tuku]:
vk " Vi
= Smx " Viso 3)
Miyk
kde:
Viso ceevermmmmiiieeeeeeeeeeeennnnns objem isooktanu (3 ml)
TG weenveeemneenmneeneennneenees hmotnost vyextrahovaného tuku ze vzorku [g]
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3.5 Pouzité metody pro stanoveni aromaticky aktivnich latek

Pro identifikaci a semikvantifikaci AAL v modelovych vzorcich syra byla pouzita metoda
headspace mikroextrakce na pevnou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci (HS-SPME-GC-MS).

3.5.1 Priprava vzorku syra

Pro rozmrazeni byl vzorek ponechan den pfed analyzou v lednici pfi teploté do 6 °C. Na
analytickych vahach byly tak, aby se pii analyze zabranilo kontaktu s SPME vlaknem,
navazeny s piesnosti na 4 desetinna mista 2 g vzorku do vialky se Sroubovacim magnetickym
uzavérem, ¢imz bylo zamezeno Uniku tékavych sloucenin. Vialka se vzorkem byla nasledné
umisténa do autosampleru pro analyzu.

3.5.2 Podminky SPME extrakce

e SPME vlakno: Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA

Stacionarni faze: Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan
(DVB/CAR/PDMS 50/30 pm)

e Doba inkubace (temperovani): 10 minut

e Doba extrakce: 20 minut

e Teplota agitatoru (teplota extrakce a inkubace): 40 °C

e Agitator zapnuty: 5 s

[ ]

[ ]

[ ]

Agitator vypnuty: 60 s
Mnozstvi vzorku: 2,000 g
Hloubka ponofteni vldkna do vialky: 20 mm

3.5.3 Podminky GC-MS analyzy
e Plynovy chromatograf s hmotnostni detekci: Thermo Scientific™ ISQ™ Series
GC-MS System (TRACE ™ 1310 Series Gas Chromatograph, ISQ™ LT Single
Quadrupole Mass Spectrometer) (Obrazek 8)
e Teplota desorpce (teplota injektoru): 240 °C
e Doba desorpce: 20 minut
e Hloubka ponoteni vldkna do injektoru: 40 mm
e Technika davkovani: splitless (ventil uzavien 10 minut)
e Nosny plyn: helium
*  Priitok nosného plynu: 1 ml - min™
e Kapilarni kolona: TG-WaxM$S
e Parametry kolony: 30 m x 0,25 mm x 0,5 pm
e Teplotni program: 40 °C s vydrzi 2 minuty
vzestupny gradient 3 °C - min™ do 110 °C s vydrzi 10 minut
vzestupny gradient 3 °C - min™ do 200 °C s vydrzi 0 minut
Celkovéa doba analyzy: 65 minut
Detektor: hmotnostni spektrometr
Ionizace plynné faze: elektronovéa ionizace
Teplota iontového zdroje: 200 °C
Typ analyzatoru: kvadrupdlovy analyzator
Skenovaci rozsah m/z: 30-370 amu
Rychlost skenovani: 0,2 s
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Obrdzek 8: Plynovy chromatograf s hmotnostni detekci Thermo Scientific™ ISQ™ Series GC-MS
System

3.5.4 Identifikace a kvantifikace aromaticky aktivnich latek

ProtoZze nebyly k dispozici vSechny standardy t€kavych sloucenin, identifikace byla
provedena na zékladé srovnani hmotnostnich spekter s dostupnou knihovnou spekter, obsah
identifikovanych sloucenin je vyjadien semikvantitativné pomoci ploch pfislusnych pikd na
chromatogramu.

3.6 Statistické zpracovani vysledkii

Data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci programu MS Excel 2010. Kazdy vzorek byl
analyzovan zvlast pro vazané MK, VMK a AAL a kazdd analyza byla provedena ve
3 opakovanich (n = 3).

Pro zjisténi rozdili mezi vzorky byla pouzita parametricka jednofaktorova analyza
rozptylu (ANOVA — Analysis of Variance) s naslednym Duncanovym testem. Pro zkoumani
korelaci mezi obsahem identifikovanych sloufenin byla pouZzita metoda PCA (Principal
Component Analysis). Veskeré statistické testovani bylo provedeno na hladin€ statistické
vyznamnosti a = 0,05, statisticky software XLstat a IBM SPSS Statistics 20.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je soucasti rozsahlé studie, kterda se zabyva sledovanim senzorické kvality
prirodnich syrt eidamského typu, se zaméfenim piedev§im na chutnost (flavour) a s ni
souvisejici obsah AAL. Pozornost je zdroven vénovana lipidim a MK jako dalezitym
prekursorim AAL v syrech.

Podstatou této prace bylo posouzeni vlivu riznych mikrobidlnich kultur na obsah
zminénych parametrii, zaroven byly sledovany jejich zmény v prubéhu zréni syrii. Prace
probihala ve spolupraci s Univerzitou TomaSe Bati ve Zlin€, ktera disponuje potiebnym
technologickym vybavenim pro vyrobu syrii; modelové vzorky syri byly vyrobeny
standardnim technologickym postupem (viz kap. 3.3).

Pro stanoveni volnych a vdzanych MK byla aplikovana izolace lipidii ze vzorkd smési
rozpoustédel (diethylether, petrolether), nasledna esterifikace MK za pouziti bortrifluoridu
jako katalyzatoru a konefna analyza GC-FID (viz kap. 3.4.3). Pro stanoveni AAL byla
pouzita metoda HS-SPME-GC-MS (kap. 3.5.2 a 3.5.3).

4.1 Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin v modelovych vzorcich syrii

MK byly identifikovany na zdklad€¢ srovnani reten¢nich cast MEMK s pfisluSnymi
standardy. Kvantifikace byla provedena srovndnim ploch pikd se standardy o znamé
koncentraci (viz kap. 3.4.4).

V mléce bylo dosud detekovano 437 riiznych MK, jen mala ¢ést z nich vSak ma nutri¢ni
vyznam a z hlediska stanoveni je vénovana pozornost jen cca 20-30 z nich [7].

V naSich vzorcich bylo celkem identifikovano 17 MK, volnych 1 vazanych.
V Tabulkdch 7-11 je uveden komplexni piehled identifikovanych MK a jejich obsah
(vmg- g extrahovaného tuku) pro kazdy vzorek, ukazky chromatogrami jsou soudasti
Ptiloh 2-6.
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Tabulka 7: Obsah volnych a vizanych mastnych kyselin identifikovanych ve vzorcich D [mg - g tuku]

Vazané mastné Kkyseliny

Volné mastné kyseliny

Nizev masné kyseliny D14 D28 D56 D14 D28 D56
Kysclina kapronové 1805+ 0,54 | 17,032035 | 173028 | 1,72£0,08 | 1,26=0,04 | 1,40=0,03
Kyselina kaprylova 12862039 | 10.86+0,26 | 9,72£0,17 | 1,02£0,05 | 032=0,03 | 0,78 0,02
Kysclina kaprinova 2874+ 0,64 | 25142056 | 2252031 | 213009 | 1,51 20,05 | 1,58=0.04
Kysclina undekanova 090£0,02 | 517063 | 069001 | 0072001 | 004001 | 0,03=0,01
Kysclina laurové 3432071 |196,08+23.92| 26.87=034 | 236+0.09 | 1,78£0,07 | 1,74=0.03
Kyselina tridekanova 1572003 | 886=108 | 123001 | 0,11£0,01 | 0,09=0,01 | 0,08 0,01
Kyselina myristova 131425411 | 111962231 | 97,15+ 1,46 | 7.61£027 | 622+027 | 559=0,11
Kysclina myristoolejovd | 6,82+0,57 | 12,08=028 | 1026=0,15 | 0,81=0,03 | 0,67£0,03 | 0,57=0,01
Kyselina pentadekanova 6,35+0,75 6,19+ 0,79 12,48 £0,22 | 0,53+0,03 | 0,88+0,04 | 0,36 +£0,04
pKeynstzlcll‘;‘eﬁ(s)'VléO' 2724005 | 250£005 | 2,12+003 | 0,15£0,01 | 0,13+0,01 | 0,11=0,01
Kysclina palmitova 489,07+ 44,33 | 28829+ 6,34 | 305,65+ 7,79 | 23,43+ 0,76 | 20,85+ 0,04 | 17,91 0,30
Kyselina palmitoolejova 15,10 £ 1,31 13,47 £ 1,25 18,83 £0,01 1,67+0,04 | 0,61+0,06 | 0,63+0,07
Kysclina heptadekanovéd | 1432+ 121 | 850022 | 7.85£015 | 0,54£0,02 | 0.56=0,03 | 0,42 0,01
Kysclina stcarové 108,72+ 10,50 | 6234+ 129 | 68,67%1,96 | 413012 | 402+0,19 | 3,22=0,06
Kysclina olejova 180,57+ 3.53 | 167.982.74 | 143.56 = 1.56 | 7.64=0.20 | 7.83+039 | 634=0.13
Kyselina linolové 655088 | 679091 | 1271£022 | 0.81£0,02 | 031004 | 0,71=0,02
Kyselina o-linolenova 500£011 | 523011 | 418001 | 034=0.01 | 019001 | 023=0.02

Znaceni vzorki viz Tabulka 5

Tabulka 8: Obsah volnych a vazanych mastnych kyselin identifikovanych ve vzorcich G [mg - g tuku]

Vazané mastné kyseliny

Volné mastné kyseliny

Nazev masné kyseliny G14 G28 G56 G14 G28 G56
Kyselina kapronova 19,29 +0,73 17,43 +£ 0,47 14,40+ 0,04 | 1,79+0,08 | 1,40+0,03 1,30+ 0,01
Kyselina kaprylova 13,37 £ 0,57 11,21 £0,35 9,19+ 0,07 1,24+0,07 | 0,85+0,02 | 0,75 +0,01
Kyselina kaprinova 32,36 +1,28 | 25,77+0,53 | 22,48+0,16 | 2,95+0,20 | 1,96+0,07 | 1,58 +0,01
Kyselina undekanova 0,98 + 0,04 0,78 £ 0,02 0,67 £ 0,01 0,08 £ 0,01 0,09 + 0,01 0,04 + 0,01
Kyselina laurova 39,56+ 1,56 | 30,53+0,56 | 27,09+0,24 | 3,53+£0,25 | 2,21+0,06 | 1,84+0,01
Kyselina tridekanova 1,76 £ 0,07 1,35+ 0,02 1,19 £0,01 0,15+0,01 | 0,09+0,01 | 0,08+0,01
Kyselina myristova 141,13+ 6,09 | 110,58 2,20 | 97,37+1,16 | 11,56+0,80 | 7,31 £0,20 | 6,02 +0,01
Kyselina myristoolejova 13,36 £ 0,48 10,91 £ 0,22 9,62 + 0,09 1,40+0,12 | 0,78+0,03 | 0,58 +0,01
Kyselina pentadekanova 6,57 + 0,60 6,21 +0,77 12,24 £ 0,21 0,50 +£0,04 | 0,98 +0,03 0,80+ 0,01
Eeystzggiezf)‘vléo' 2994012 | 2314004 | 2,03+002 | 022+0,02 | 0,14+0,01 | 0,12+0,01
Kyselina palmitova 387,03 +£34,09 [ 379,12+ 16,55 | 296,29 + 8,86 | 36,07 £2,48 | 22,90 + 0,65 | 18,85+ 0,06
Kyselina palmitoolejova 1517+1,16 | 2432+043 | 24,53+0,61 | 3,32+0,27 | 2,01+0,09 | 1,36+0,01
Kyselina heptadekanova 11,87 £0,94 11,02 + 0,47 8,02+0,16 0,97 £0,07 | 0,59+0,02 | 0,47+0,01
Kyselina stearova 90,51 £ 8,42 94,08 + 4,45 72,29+233 | 6,74+0,44 | 4,50+0,13 3,51+0,01
Kyselina olejova 210,24 +£8,20 | 168,68 +2,81 | 148,03+ 1,42 | 13,28+ 0,86 | 8,54+0,24 | 6,90+ 0,01
Kyselina linolova 15,95+ 0,53 1421+0,34 | 11,96+0,13 | 1,29+0,07 | 0,86+0,02 | 0,70 +0,01
Kyselina a-linolenova 6,16 + 0,29 5,05 + 0,09 4,19 £0,01 0,14+0,02 | 0,24+0,01 | 0,27 +0,01

Znaceni vzorki viz Tabulka 5
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Tabulka 9: Obsah volnych a vizanych mastnych kyselin identifikovanych ve vzorcich H [mg - g tuku]

Vazané mastné kyseliny

Volné mastné kyseliny

N#zev masné kyseliny H14 H28 H56 H14 H28 H56
Kyselina kapronova 19,83 0,71 | 12,64+0,42 | 1579+0,16 | 1,70+0,06 | 1,35+0,01 | 1,34+0,02
Kyselina kaprylova 12,95+£0,54 | 8,06+0,19 | 921+0,10 | 0,44+0,04 | 0,77+0,01 | 0,77 0,01
Kyselina kaprinova 2938+0,95 | 18,73+0,52 | 22,68+0,19 | 2,12+0,08 | 1,73+0,03 | 1,74+0,04
Kyselina undekanova 127004 | 080+002 | 1,00£0,01 | 0,09+0,01 | 0,08+0,01 | 0,08+0,01
Kyselina laurovéa 34,.80+£0,99 | 21,98+0,65 | 27,53+0,27 | 2,30+£0,08 | 2,09+0,04 | 2,01 +0,04
Kyselina tridekanové 1,98+0,05 | 125+0,04 | 1,58+0,01 | 0,13£0,01 | 0,12£0,01 | 0,11£0,01
Kyselina myristova 117,25+3,47 | 75,78 +228 | 96,51+0,97 | 6,99+0.21 | 7,02+0,15 | 6,40=0,13
Kyselina myristoolejova | 12,67 040 | 7,79+030 | 10,06+0,08 | 0,77+0,03 | 0,73+0,02 | 0,66+ 0,01
Kyselina pentadekanova | 16,41+0,59 | 11,34+030 | 14,79+0,09 | 1,12+£0,03 | 1,13+£0,03 | 1,02+ 0,02
pKeynstZlégi‘ec;f)'Vléo' 2224006 | 144+004 | 1,79+£0,02 | 0,12+£0,01 | 0,13£0,01 | 0,10+0,01
Kyselina palmitova 267,55+ 17,09 | 229,03 = 4,04 | 296,26 +2.65 | 22,44+ 0,67 | 23,12+ 0,59 | 20,07 + 0,37
Kyselina palmitoolejova 31,11 £ 1,06 18,42 £ 0,61 23,12+0,16 | 2,14+0,11 1,75+ 0,05 1,58 +£ 0,03
Kyselina heptadekanova | 7,69 £045 | 7,13+0,12 | 8,15+0,07 | 045+0,01 | 0,65+0,02 | 0,53 +0,01
Kyselina stearova 5624+4,08 | 50,73+0,75 | 66,52+0,58 | 4,02+0,11 | 423+0,14 | 3,45+0,06
Kyselina olejova 185,38 4,69 | 117,41 £3.91 | 152,68+ 1,61 | 7,93+0,16 | 839+0,19 | 7,36+0,15
Kyselina linolova 1627+0,46 | 932+039 | 1343+0,15 | 0,86+0,02 | 0,78+0,01 | 0,79 +0,01
Kyselina a-linolenova 516+0,12 | 3294011 | 3.87+007 | 025+0,01 | 027+0,01 | 0,28+0,01

Znaceni vzorki viz Tabulka 5

Tabulka 10: Obsah volnych a véazanych mastnych kyselin identifikovanych ve vzorcich I [mg - g tuku]

Vazané mastné kyseliny

Volné mastné kyseliny

Nazev masné kyseliny 114 128 156 114 128 156
Kyselina kapronova 16,90 + 0,39 14,26 + 0,32 15,78+ 0,08 | 1,07+0,01 1,06 £ 0,01 1,25 +0,03
Kyselina kaprylova 11,00 £ 0,25 9,36 £ 0,28 9,64 + 0,03 0,59 + 0,01 0,60 + 0,01 0,76 +£ 0,02
Kyselina kaprinova 25,77+0,44 | 22,99+0,67 | 23,17+0,06 | 1,36 £0,01 1,36 £ 0,01 1,68 0,04
Kyselina undekanova 1,11 +0,02 0,99 + 0,03 0,99 + 0,01 0,06 + 0,01 0,06 +£ 0,01 0,07 £ 0,01
Kyselina laurova 30,96 +0,45 | 27,93+0,80 | 28,16+0,09 | 1,60+0,01 1,58 £0,01 1,96 £ 0,04
Kyselina tridekanova 1,76 £ 0,02 1,59 + 0,05 1,63 £0,01 0,09+0,01 | 0,09+0,01 | 0,11+0,01
Kyselina myristova 110,50 +2,27 | 99,34+ 3,03 | 100,77 +0,28 | 5,29 +0,01 5,11+0,02 | 6,24+0,13
Kyselina myristoolejova 11,47+0,13 10,42 £ 0,26 10,64 +0,03 | 0,58+0,01 | 0,58+0,01 | 0,64 +£0,01
Kyselina pentadekanova 17,38 £ 0,69 15,00 £ 0,52 16,06 £ 0,07 | 0,88 +0,01 0,82 + 0,01 0,98 + 0,02
Eeystzggiezf)‘vléo' 1,84 0,01 | 1,70+0,05 | 1,75+001 | 0,09+0,01 | 0,08+0,01 | 0,10+ 0,01
Kyselina palmitova 373,12+ 30,61 (314,91 + 14,44 | 357,32+2,87 | 17,85+ 0,18 | 16,09+ 0,06 | 19,02 +0,38
Kyselina palmitoolejova 24,72+ 0,15 | 21,94+0,55 | 22,31+£0,22 | 1,44+0,02 | 1,32+0,01 1,50 £ 0,02
Kyselina heptadekanova 10,80 £ 0,86 9,42 + 0,42 9,49 + 0,07 0,45+0,01 | 0,44+0,01 | 0,49+0,01
Kyselina stearova 84,84+7,66 | 71,29 +341 83,15+0,96 | 3,44+0,06 | 2,88+0,01 | 3,31 +0,06
Kyselina olejova 158,67 £2,02 | 149,62 +4,20 | 149,90+ 0,36 | 6,84 +0,09 | 5,90+0,01 | 7,05+0,13
Kyselina linolova 14,57 +£ 0,30 13,22+0,34 | 13,65+0,01 | 0,67+0,01 | 0,61+0,01 | 0,82+0,02
Kyselina a-linolenova 3,90 + 0,03 3,79 + 0,06 2,75 +0,11 0,20+0,01 | 0,21 +0,01 | 0,25+0,01

Znaceni vzorki viz Tabulka 5
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Tabulka 11: Obsah volnych a vézanych mastnych kyselin identifikovanych ve vzorcich J [mg - g” tuku]

Vazané mastné kyseliny Volné mastné kyseliny

Nazev masné kyseliny J14 J28 J56 J14 J28 J56
Kyselina kapronova 17,93+0,38 | 14,56+0,40 | 13,89+0,11 | 1,42+0,01 | 1,43+0,02 | 1,09+0,01
Kyselina kaprylova 11,39 +£0,34 8,63 +0,24 8,84 £ 0,12 0,89+0,01 | 0,81 +0,01 | 0,63+0,01
Kyselina kaprinova 26,81 £ 0,68 20,27+0,46 | 21,58+0,26 1,94 £ 0,03 1,71 £0,01 1,38 £0,01
Kyselina undekanova 1,28 £ 0,04 0,94 + 0,02 1,02 £ 0,01 0,09+0,01 | 0,08+0,01 | 0,06=+0,01
Kyselina laurova 32,59+£0,82 | 24,13+0,52 | 26,52+0,30 | 2,30+0,04 | 1,95+0,01 | 1,60+0,01
Kyselina tridekanova 2,08 £0,06 1,51 +£0,03 1,66 £ 0,02 0,14+0,01 | 0,12+£0,01 | 0,10£0,01
Kyselina myristova 117,54 £3,59 | 86,77+1,97 | 98,48+1,05 | 7,60+0,10 | 6,38+0,03 | 5,48+0,03
Kyselina myristoolejova 11,40 = 0,28 8,58+ 0,13 10,20+0,13 | 0,75+0,01 | 0,60+0,01 | 0,53 +0,01
Kyselina pentadekanova 18,71+0,79 | 13,78+0,34 | 1594+0,15 | 1,27+0,02 | 1,06+0,01 | 0,92+0,01
pKeynstzlcll‘;‘eﬁ(s)'VléO' 213007 | 1294005 | 1,61£002 | 0,12£0,01 | 009001 | 0,09 0,01
Kyselina palmitova 356,99 + 26,07 | 276,83 +£ 8,88 | 345,98 £2,64 | 23,85+0,31 | 19,92+ 0,09 | 17,53 + 0,07
Kyselina palmitoolejova 27,23 £0,57 19,08+ 0,38 | 21,65+0,16 1,85+ 0,03 1,51 +0,01 1,35+0,01
Kyselina heptadekanova 11,77+ 0,80 8,06 + 0,20 10,86 £0,09 | 0,62+0,01 | 0,53+0,01 | 0,47+0,01
Kyselina stearova 80,82 +£6,66 | 61,76+2,11 | 79,93+0,52 | 3,97+0,02 | 3,35+0,02 | 3,08+0,01
Kyselina olejova 184,46 + 5,47 | 133,65+3,18 | 149,05+ 1,81 | 8,32+0,04 | 7,22+£0,04 | 6,52+0,03
Kyselina linolova 16,27+0,54 | 11,25+0,43 | 12,96+0,15 | 0,83+0,01 | 0,85+0,01 | 0,76 +0,01
Kyselina a-linolenova 4,79 £ 0,07 3,82 £0,08 3,74 £ 0,04 0,30+£0,01 | 0,27+0,01 | 0,24+0,01

Znaceni vzorki viz Tabulka 5

Mlécny tuk je charakteristicky ptitomnosti predevsim MK s kratkymi az stfedné dlouhymi
kaprylova, kaprinova, laurova, myristova, palmitova, stearova), které tvoii cca 60—70 % vsech
MK, v mensi mife jsou zde zastoupeny mononenasycené (2642 %), z nichz nejvyznamné;jsi
je kyselina olejova. Polynenasycené (linolova, linolenova, arachidonova) tvoii velmi nizky
podil 2 -6 %) [7].

Z tabulek 7-11 je patrné, ze ve vSech vzorcich byly z kvantitativniho hlediska nejvice
zastoupeny kyseliny palmitova, olejova, myristova a stearova, coZ je v souladu s dosavadnimi
znalostmi o slozeni mlé¢ného tuku [7] (viz Tabulka 2).

Jak jiz bylo zminéno, enzymatickd hydrolyza TAG (lipolyza) je jednim ze zakladnich
procesu, které probihaji béhem zrani syri. VétSina takto uvolnénych VMK (zvlast¢ MK
s krat§im a stfednim fetézcem (< 12 C)) vykazuje urcitou charakteristickou vini/pach, a tak
piimo pfispivaji k viini daného typu syra, ostatni jsou pak dilezitymi prekursory dalSich
AAL. Na druhou stranu, pokud jejich obsah prekro&i urgitou hranici (cca 3000 mg - kg™),
mohou byt pfi¢inou vad syra (zlukly off-flavour). Pfestoze u eidamskych syra lipolyza
probiha pouze v mirném rozsahu, je zadouci sledovat nejen celkovy obsah MK, ale i obsah
VMK; proto byl kazdy vzorek analyzovdn zvlast pro stanoveni MK véazanych
v acylglycerolech a VMK. Timto zplisobem je mozné 1épe postihnout zmény v pribéhu zrani
syrd. VMK byly stanoveny jednoduchou metodou jejich piimé esterifikace (viz kap. 3.4.2.2),
zasadni je v tomto piipadé presné dodrZeni parametri metody, ptedevsim doby esterifikace.
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Pro zjednoduseni byly pii porovnavani vzorkli v nasledujicich kapitolach brany v uvahu
pouze MK povazované za nejvyznamnéjsi pro mlécny tuk, tedy z MK s dlouhym fetézcem
palmitova, myristova a stearova, z MK s kratkym fetézcem kapronova, kaprylova a kaprinova
a z nenasycenych MK olejova, linolova a a-linolenova [7].

Mezi dilezit¢ MK mlécného tuku patii také kyselina madselna, ktera je povazovana
dokonce za klicovou pro flavour eidamskych syra [32, 49]. Tuto MK se vSak nepodaftilo ve
vzorcich detekovat, nebot’ pravdépodobné doslo k jejimu vytékani béhem piipravy vzorku
k analyze. Podafilo se ji vSak stanovit v ramci t€kavych latek metodou HS-SPME-GC-MS
a bude diskutovana nize (kap. 4.4).

4.2 Srovnani obsahu volnych a vazanych mastnych kyselin ve vzorcich — pouzité
startovaci kultury

Hlavnim cilem této prace bylo porovnat rizné typy startovacich kultur a jejich vliv na
sledované parametry, v této kapitole na obsah MK.

Pro vyrobu eidamskych syrG se klasicky pouzivd tzv. smetanova kultura slozena
z mezofilnich bakterii rodl Lactococcus spp. a Leuconostoc spp., které je mozné kombinovat
pro dosazeni zadoucich senzorickych vlastnosti vyrobku. Tato zakladni kultura je doplnéna
vhodnou termofilni kulturou (vétSinou vybrané druhy Lactobacillus spp.), kterd ptisobi béhem
dohfivani syrii a diky proteolytické a mirné lipolytické aktivité vyrazné piispiva ke vzniku
zadouciho flavouru [7].

V nasem piipadé¢ byl pouzit ,,aromaticky typ* smetanové kultury ve slozeni Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis s ptidavkem vybrané¢ho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris.
Celkem bylo vyrobeno 5 sérii vzorkii (viz Tabulka 4). Vzorek vyrobeny bez piidavku
termofilnich laktobacilli byl oznacen D, ostatni byly vyrobeny s pfidavkem vybranych kment
Lactobacillus casei (vzorky G a J) a Lactobacillus plantarum (vzorky H a I).

Lipolytické aktivita bakterii Lactococcus spp. a Lactobacillus spp. se v eidamskych syrech
na hydrolyze tukli podili nejvice, a prestoZze jejich lipolyticka aktivita je pomérmné nizka,
v syrech se nachazeji ve vysokych koncentracich a mohou vyprodukovat vyznamna mnozstvi
VMK [13].

4.2.1 Srovnani celkového obsahu volnych a vazanych mastnych kyselin

V grafech na Obrazcich 9 a 11 je uvedeno srovnani celkového obsahu volnych/vazanych
MK. V grafech na Obrazcich 10 a 12 je poté uvedeno stejné srovnani celkového obsahu pouze
vybranych MK. Ze srovnani piisluSnych grafti (9 vs. 10 a 11 vs. 12) je patrny prakticky
totozny pribeéh zmén, a je tedy mozné vénovat pozornost pouze vybranym MK dilezitym pro
mléény tuk. Vyznam ostatnich MK, vzhledem k velmi nizkym koncentracim, je
pravdépodobné zanedbatelny.
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Obrdazek 9: Celkovy obsah vazanych MK ve vzorcich syrii — pouZité startovact kultury
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Obrdazek 10: Obsah vybranych vazanych MK ve vzorcich syrii — pouzité startovact kultury

Pokud srovname obsah MK vazanych v acylglycerolech (Obrazek 9 a 10), mezi vzorky
(aplikovanymi kulturami) jsou patrné vyznamné rozdily (p < 0,05), zvlasté v prvnich fazich
zrani (po 14 a 28 dnech).

Lze ocekavat, ze s pridavkem termofilnich kultur Lactobacillus casei (vzorky G a J)
a Lactobacillus plantarum (vzorky H a 1) se projevi jejich vyraznéjsi lipolyticka aktivita
(4. vyraznéjsi pokles vazanych MK); zjisténé vysledky tomu odpovidaji — nejvySsi obsah
vazanych MK byl nalezen ve vzorku D (bez pfidavku termofilli). Toto vSak plati pouze na
pocatku zrani, ke konci (po 56 dnech zrani) uz nebyly zaznamenany vyznamné rozdily,
prabéh lipolyzy se pravdépodobné ke konci zrani vyrovnava.

Pokud porovname pouzité¢ termofilni bakterie (Lactobacillus casei vs. Lactobacillus
plantarum), jejich lipolyticka aktivita je odlisna, 1isi se dokonce i kmeny téhoz bakteridlniho
druhu. Jak bylo feceno, v poslednich fazich zrani se obsah vdzanych MK u vSech vzorka

56



vyrovnava, coz by mohlo naznacovat, ze i samotna smetanova kultura (Lactococcus spp.)
vykazuje dostate¢nou lipolytickou aktivitu, ale s pomalej$im prabchem.
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Obrazek 11: Celkovy obsah VMK ve vzorcich syrii — pouzZité startovaci kultury
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Obrazek 12: Obsah vybranych VMK ve vzorcich syrit — pouzité startovact kultury

Co se ty¢e VMK (Obrazek 11 a 12), mezi vzorky byly nalezeny nevyznamné rozdily,
nicmén¢ vzhledem k tomu, Ze VMK jsou déle metabolizovany (jak bude diskutovano nize),
1ze aktivitu pouzitych kultur 1épe posoudit ze zmén obsahu vazanych MK. Za kmeny s vyssi
lipolytickou aktivitou lze na zakladé naSich vysledkti oznacit Lactobacillus casei kmen 422
a Lactobacillus plantarum kmen 187.

Zajimavy je extrémné vysoky obsah VMK u vzorku Gl4, protoze vSak nekoreluje
s obsahem vazanych MK téhoZz vzorku (Obrazek 9), lze jej povazovat za odlehly vysledek,
ktery pravdépodobné souvisi s niZe diskutovanou nestejnorodosti syru.

57



4.2.2 Srovnani vybranych skupin mastnych kyselin

Pro lepsi ptehlednost jsou v nasledujicich grafech MK rozdéleny do skupin.

Pro mlé¢ny tuk je charakteristicky vysoky obsah MK s kratkym fetézcem (pfedevSim
kapronova, kaprylova a kaprinovd), proto jim byla vénovana zvlastni pozornost a v grafu na
Obrazku 13 je zndzornén pribéeh jejich zmén. V grafu na Obrazku 14 jsou znazornény MK
s dlouhym fetézcem a v grafu na Obrazku 15 nenasycené MK.

Mezi vzorky byly nalezeny vyznamné rozdily (p <0,05) a potvrzuji tak zjisténi, Ze
lipolyticka aktivita pouzitych termofilnich bakterii (Lactobacillus casei vs. Lactobacillus
plantarum) je odlisna dokonce i v rdmci téhoz bakterialniho druhu.
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Obrdzek 13: Obsah vazanych MK s kratkym retézcem ve vzorcich syrii — pouzité startovaci kultury
800 -+
700 |
600 -

500 -
m Kyselina stearova

400 + B Kyselina palmitova

B Kyselina myristova

¢ [mg - g-* tuku]

300 -

200 -

100 -

D14 G14 J14 H14 114 D28 G28 128 H28 128 D56 G56 J56 H56 156

Obrazek 14: Obsah vazanych MK s dlouhym retézcem ve vzorcich syrii — pouzité startovact kultury
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Obrazek 15: Obsah vazanych nenasycenych MK ve vzorcich syrit — pouzité startovaci kultury

4.3 Srovnani obsahu volnych a vazanych mastnych kyselin ve vzorcich — pribéh
zrani
DalS8im cilem prace bylo sledovat zmény v pribéhu zrani syrii. Eidamské syry by mély zrat
po dobu nejméné 4 tydnt [3, 17]; vzorky byly odebrany a analyzovany po 14, 28 a 56 dnech
zrani, po této dobé uz by méla byt plné vyvinuta typicka chut’ a ving.
V nésledujicich kapitolach bude diskutovano srovnani obsahu MK ve vzorcich v pribéhu
zrani, a to jak pro MK vézané, tak volné.

4.3.1 Srovnani celkového obsahu volnych a vazanych mastnych kyselin

V grafech na Obrazcich 16 a 18 je uvedeno srovnani celkového obsahu volnych/vazanych
MK, v grafech na Obrazcich 17 a 19 zase srovnani celkového obsahu pouze vybranych
volnych/vazanych MK.

1200
1100 -
1000 -
900 -
800 -
700 -
600 -
500 -
400
300 -
200
100 -

o -

¢ [mg - g1 tuku]

D14 D28 D56 G14 G28 G56 J14 )28 156 H14 H28 H56 114 128 156
Obrdazek 16: Celkovy obsah vazanych MK ve vzorcich syrii — priibéh zrani
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Co se ty¢e vazanych MK, v pribc¢hu zrani dochazi v disledku lipolyzy Kk jejich
postupnému odbouravani, a lze tedy ocekavat snizovani jejich obsahu. Z grafi na
Obrazcich 16 a 17 je patrné, ze v prvnich 14 dnech zrani doslo u vSech vzorkl k vyraznému
poklesu (p < 0,05), u n€kterych vzorka (H, I, J) v8ak doslo v posledni fazi k mirnému nartistu
celkového obsahu. Tento fakt miiZze byt pravdépodobné zplsoben nestejnomérnym pribéhem
zrani jednotlivych syrti. Modelové syry byly vyrobeny v poloprovoznich podminkach a zraly
v jednoduchych zracich boxech, a je tedy obtizné zabezpecit totozny pribéh zrani, zv1asté
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Obrazek 17: Obsah vybranych vazanych MK ve vzorcich syrii — pritbéh zrani

v pozdéjsich fazich zraciho procesu, kdy dochéazi k vyznamnym zménam.

Prestoze byl syr vzdy peclivé homogenizovan pro zabezpeceni reprezentativniho vzorku,

mohla také analyzovana ¢ast pochdzet z mirné odliS§nych ¢asti syra.
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Obrazek 18: Celkovy obsah VMK ve vzorcich syrii — pritbeh zrdani
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Obrdazek 19: Obsah vybranych VMK ve vzorcich syrii — priibéh zrani

Obsah VMK by se mél naopak v disledku lipolyzy v pribéhu zrani syrti zvySovat. Na
druhou stranu fada z nich je dulezitymi prekurzory pro produkci AAL, dochézi tedy zaroven
k jejich postupnému odbourdvani za vzniku, napf. esteri, alkohold, aldehydi, ketont
a pfedevs§im laktontli, nezbytnych pro charakteristicky flavour eidamskych syri [25, 28].
Tomu odpovida pribéh zmén VMK v grafech na Obrazcich 18 a 19, u vétSiny vzorkl dochazi
k jejich mirnému poklesu; to znamena, Ze degradacni procesy pievazuji nad uvoliiovanim MK
v dusledku lipolyzy, coz je Zadouci, nebot' nedochazi k nahromadéni VMK a ke vzniku
zluklého off-flavouru.

Profilu VMK u vSech vzorki dominuje kyselina palmitova, ve vyznamnych mnoZstvich
jsou zastoupeny dale kyseliny myristova, olejova a stearova, coz kromé kyseliny olejové je
v souladu s dosavadnimi studiemi VMK v eidamskych syrech (viz Tabulka 3).

Obsah VMK se po 56 dnech zrani u viech vzorkii pohyboval pfiblizné kolem 40 mg - g”'
tuku, tzn. Ze z4dné z pouzitych kombinaci kultur ve vysledku nevykazuje vyssi lipolytickou
aktivitu, ktera by mohla mit negativni vliv na vysledné aroma syru kvtli zvySenému obsahu
VMK. Rozsahla lipolyza je obecné u syri holandského typu povaZovéana za nezadouci [32].
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4.3.2 Srovnani obsahu volnych a vazanych mastnych kyselin s kratkym retézcem

Pro lepsi ptehlednost jsou v nasledujicich kapitolach MK opét rozdéleny do skupin.

V grafech na Obrazcich 20 a 21 je znazornén prib¢h zmén MK s kratkym fetézcem.
Urc¢itou nevyhodou zhlediska stanoveni je vysokd volatilita téchto MK, resp. jejich
methylesterti. Je pravdépodobné, Ze béhem piipravy MEMK mohlo dojit k urcitym ztratdm
vytékanim, a tudiz jsou vysledky do jisté miry zkreslené. Nicméné vysledky jsou v souladu
s vySe uvedenymi, obsah vSech téchto MK vazanych v prubéhu zrani vétSinou klesa, mirny
narGst v posledni fazi zrani byl opét zaznamenan u vzorkd H, I a J. Obsah VMK je
proménlivy, spiSe klesajici. Piestoze se tyto MK samy o sobé diky své t€kavosti podileji na
flavouru syrt, dochazi pravdépodobné v priibéhu zrani i k jejich odbouravani za vzniku AAL.
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Obrazek 20: Obsah vazanych MK s kratkym retézcem ve vzorcich syrii — pritbéh zrani
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Obrazek 21: Obsah VMK s krdatkym retézcem ve vzorcich syrit — priibéh zrani
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MK s kratkym fetézcem jsou na TAG véazany ptrevazné do polohy sn-3. V tad¢ studii byl
prokazan rychlej$i nartst obsahu VMK s krat§im, popf. stiednim fetézcem, béhem zrani na
ukor MK s dlouhym fetézcem. Tento jev u lipolyzy je urcen jak selektivitou mikrobidlnich
lipolytickych enzymd, tak piistupem enzymu k tuku, proto lipasy zpravidla hydrolyzuji
nejdiive MK v TAG navézané v polohach sn-1 a sn-3. [10, 35] ZvySena rychlost hydrolyzy
téchto kyselin vSak v naSem piipadé nebyla prokdzana. Nejvyssi obsah jak véazanych, tak
volnych MK s kratkym fetézcem tvoii kyselina kaprinova.

4.3.3 Srovnani obsahu ostatnich volnych a vazanych mastnych Kkyselin

V této kapitole je uvedeno srovnani MK s dlouhym fetézcem (Obrazky 22 a 23) a MK
nenasycenych (Obrazky 24 a 25).
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Obrazek 22: Obsah vazanych MK s dlouhym retezcem ve vzorcich syrii — pritbeh zrani
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Obrazek 23: Obsah VMK s dlouhym Fetézcem ve vzorcich syrii — pritbéh zrani
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MK s dlouhym fetézcem (> 12 C) pravdépodobné nemaji pro flavour syri velky vyznam
vzhledem k jejich relativné vysokému prahu vnimani (tj. nejnizs$i koncentrace, kterou jsme
schopni vnimat nasimi chutovymi ptip. ¢ichovymi receptory). Pfispivaji tedy pfedevs§im jako
prekursory dalsich AAL [13, 34, 36].

Majoritni podil MK s dlouhym uhlovodikovym fetézcem u vSech vzorkli ma ve formée
esteroveé vazané i volné kyselina palmitova, coz je v souladu s literaturou [12]. Jeji zmény
nejvice ovliviiuji celkovy profil MK ve vzorcich. Vysoky obsah v porovnani s ostatnimi MK
ma rovnéz kyselina myristova a stearova. Obecné jsou MK s dlouhym uhlovodikovym
fetézcem vazany v TAG v poloze sn-2, kromé kyseliny stearové, ta je prednostné vazana spise
v sn-1[10,13].

250
]
200 - B |
B |
| -

T - - B BER
£ 150 | - . . .
x H Kyselina a-linolenova
bo -
By Kyselina linolova
E
S 100 - Kyselina olejova

50

0 T T T T T T T T T T

D14 D28 D56 G14 G28 G56 J14 )28 J56 H14 H28H56 114 128 156

Obrazek 24: Obsah vazanych nenasycenych MK ve vzorcich syrit — pritbéh zrani
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Obrdzek 25: Obsah nenasycenych VMK ve vzorcich syrii — priibéh zrani
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Z nenasycenych MK je v mlééném tuku nejvyznamnéjsi kyselina olejova, ta byla druhou
nejvice zastoupenou kyselinou i vnaSich modelovych syrech. Kyselina linolova
a a-linolenova se v porovnani s ostatnimi vybranymi MK vyskytuji v minoritnim mnoZzstvi.
Nenasycené MK jsou v molekulach TAG véazany na okrajovych polohach, tedy sn-1 a sn-3,
tudiz jsou snadno dostupné pro lipasy [10,13]. Celkova koncentrace téchto vybranych MK jak
ve formé vazané, tak volné, je kvili nepoméru jejich mnozstvi ovlivnéna primarné
koncentraci kyseliny olejové.

Celkoveé lze ftici, ze zmény MK v prib¢hu zrani syrti odpovidaly ocekavani. Vzhledem
k tomu, Ze jsme neméli k dispozici vzorky mléka, ze kterého byly syry vyrobeny a ani vzorky
odbérti na pocatku zrani, nelze ze ziskanych dat pribéh lipolyzy posoudit uplné€ presné.
V Cerstvé nadojeném mléce, v zavislosti na délce skladovani, mohou vznikat VMK
pusobenim nativni lipoproteinové lipasy, jejiz aktivita je z velké ¢asti inaktivovana béhem
pasterace a na dal$im prab¢ehu lipolyzy v syrech se jiz podili jen ve velmi malé mife, ale MK
uvolnéné z TAG jejim plisobenim mohou z mléka do tésta syra pifechazet [35].

Pro lepsi posouzeni pribchu lipolyzy béhem zrani a vlivu pouzitych kultur na zmény
profilu volnych a vazanych MK bude potieba provést opakovani experimentu s veét§im
mnozstvim odbérit v pribéhu zrani s kratSimi Casovymi intervaly mezi odbéry, coz bude
naplni dalsi navazujici prace.

4.4 Identifikace tékavych latek v modelovych vzorcich syri

Identifikace AAL byla provedena na zakladé srovnani hmotnostnich spekter sloucenin
s dostupnou knihovnou spekter. Tabulka 12 uvadi piehled vSech AAL identifikovanych ve
v8ech vzorcich. Pfitomnost dané AAL ve vzorku je v tabulce vyznafena symbolem v’
Vzhledem k mirnym odchylkam reten¢nich Casti je vzdy uveden aritmeticky primér —
relativni odchylky se obecné pohybovaly v hodnotich <1 %, takZe reprodukovatelnost
kvalitativni analyzy lze povaZovat za vybornou.
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Tabulka 12a: Prehled tékavych latek identifikovanych ve vzorcich syri

Nazev slouceniny [nrfan] Skupina | D14 | D28 | D56 | G14 | G28 | G56 | H14 | H28 | H56 | 114 | 128 | 156 | J14 | J28 | J56 | Reference
Hexanal 8,73 aldehyd 4 4 4 4 v v v 4 4 4 4 4 4 4 4 32
Methyl-valerat 8,83 ester v 45
Ethyl-valerat 10,57 ester 4 32
Butan-1-ol 11,23 alkohol v v v v v 32
B-myrcen 11,65 ostatni v | v v v | Vv vV I v |V v | v 45
Heptan-2-on 12,64 keton 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 32
Heptanal 12,72 | aldehyd v 41
Methyl-kapronat 12,78 ester v Vv v |V v | v Vi v v |V |V 93
D-limonen 12,99 ostatni ViV I IviIiIv | V|V | Vv I IV IV |V |V I IV | V|V |V 32
Ethyl-kapronat 14,73 ester v | v vV v |V ViV | v IV |V |V |V Vv 32
Pentan-1-ol 15,55 | alkohol 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 41
Oktan-2-on 16,97 keton 4 v 41
Acetoin 17,17 keton 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 50
Heptan-2-ol 18,49 alkohol v v v v 94
3-methylbut-2-en-1-ol 18,66 | alkohol ViIiviIiIvIiIvVv | Vv IV I IV IV IV IV | IV |V |V |V 41
6-methylhept-5-en-2-on 19,31 keton v VvV | Vv |V |V IV | Vv |V v | v 53
Hexan-1-ol 19,94 alkohol v v v v v v v v v v v v v v 41
Nonan-2-on 21,44 keton 4 4 4 4 v 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 41
Nonanal 21,65 | aldehyd v v v v v v v v v v v v 4 4 4 32
Ethyl-kaprylat 23,30 ester v v | v 32
Okt-1-en-3-0l 24,07 | alkohol v v v v v v v v v v v v v v 4 41
Methional 2444 | sirné sl. v v v v v v v 55
Kyselina octova 24,71 | Kkyselina vV i v | Vv |V ViiviI|iIVviIiv | Vv IV | Vv |V vV i v |V 32
2-ethylhexan-1-ol 25,67 | alkohol ViiviI|iIVv IV | VIV I IV IV | IV I IV I IV IV |V IV | VY 50
Dekanal 26,04 | aldehyd 4 4 4 4 4 4 4 v v v v v v 41
Benzaldehyd 27,42 | aldehyd ViiviI|iIv |V | VIV I IV IV | VI IV | IV IV |V IV | VY 50




Tabulka 12b: Prehled tékavych latek identifikovanych ve vzorcich syrit (pokracovani)

Nazev slouceniny [l:il; 1 Skupina | D14 | D28 | D56 | G14 | G28 | G56 | H14 | H28 | H56 | 114 | 128 | 156 | J14 | J28 | J56 | Reference
Butan-2,3-diol 28,19 | alkohol ViV I IviIiIv | IV |V | IV I IV I IV |V |V IV V|V |V 36
Linalool 28,51 ostatni v 4 v v 41
Methyl-kaprinat 31,15 ester v v 51
Undekan-2-on 31,36 keton 4 4 4 v v 4 v v v v v v 4 4 41
Ethyl-kaprinat 34,18 ester v 55
Kyselina maselna 35,05 | kyselina v v v v v v v v v v v v v v v 32
Nonan-1-ol 36,26 | alkohol 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 95
Karvon 40,82 ostatni v v v v v v v v v 41
Citral 41,05 ostatni 4 4 4 4 4 4 4 4 96
Kyselina valerova 42,68 | kyselina v v v v 41
Citronellol 43,22 ostatni v v v v v v v v v 96
d-hexalakton 44,14 lakton 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 96
Methyl-laurat 44,85 ester v v v 45
Tridekan-2-on 45,19 keton 4 4 4 4 41
Kyselina kapronova 47,88 | kyselina v v v v v v v v v v v v v 4 4 32
Benzylalkohol 48,59 | alkohol ViV VvV | Vv IV | IV IV IV IV IV |V |V IV VY 51
Dimethylsulfon 49,70 | sirné sl. 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 41
d-oktalakton 52,03 lakton v v v v v v v v v v v v 4 4 4 41
Methyl-myristat 53,75 ester v v ViV v | Vv |V |V 96
Fenol 54,03 | alkohol ViV iIvI|IvVv | IV IV I IV IV | IV I IV I IV IV |V |V 32
Kyselina kaprylova 56,27 | kyselina Vivi|iIv |V | IV I Iiv | Vv IV | VI IV IV IV |V IV VY 32
Kyselina nonanova 59,84 | kyselina v 4 4 4 v 4 v v v v v v v 32
d-dekalakton 60,15 lakton v v v v v v v v v v v v 4 4 41
Methyl-palmitat 60,33 ester 4 4 4 4 v 4 4 4 4 4 4 96

Znaceni vzorkii viz Tabulka 5; Ty — priimérny retencni ¢as; v ldatka byla v daném vzorku identifikovana
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AAL byly rozfazeny pro lepsi porovnavani do skupin, které obvykle koreluji s typem
funkéni skupiny v molekule organické latky. Jednd se o alkoholy, aldehydy, ketony,
karboxylové kyseliny, estery, laktony a sirné slouceniny. Do skupiny ,,0statni* bylo zatazeno
6 sloucenin, které jsou charakteristické spiSe pro rostlinné materidly a do mléka a nésledné
i do syfeniny se pravdépodobné dostavaji jako soucast stravy dojnic, a nejsou tedy vysledkem
katabolismu n¢které z mlécnych slozek.

Celkem bylo ve vSech vzorcich syri identifikovano 50 tékavych sloucenin, z toho
11 alkoholti, 5 aldehydd, 7 ketonii, 6 karboxylovych kyselin, 10 esterti, 3 laktony, 2 sirné
slouceniny a 6 AAL zatazenych do skupiny ,,ostatni®.

Ukazky chromatogramti jsou v Ptilohach 7-11.

Vsechny identifikované tékavé latky lze povazovat za aromaticky aktivni, tj. vykazuji
uréitou vuni/pach a mohou tak pfispivat ke koneénému flavouru syrti. Problematikou
charakterizace aroma tékavych latek nejen v syrech se v soucasnosti zabyva celd tfada
publikaci., napt. Marilley a Casey [28], Fox a Wallace [29] nebo Hassan a kol. [30].
Identifikované tékavé slouceniny byly porovnany s nékolika dostupnymi publikacemi,
deskriptory pro popis jejich aroma jsou uvedeny v Priloze 1.

Z pohledu jednotlivych chemickych skupin byly ve vSech vzorcich nejvice zastoupeny
alkoholy, nasledované karboxylovymi kyselinami a ketony. Vysokou Cetnost vyskytu mély
i slou€eniny ze skupiny ,,ostatni*.

Ve vSech vzorcich syrGi se nachdzely tyto slouceniny: 4 alkoholy (okt-1-en-3-ol,
2-ethylhexan-1-0l, butan-2,3-diol, benzylalkohol), 3 aldehydy (hexanal, nonanal,
benzaldehyd), 3 ketony (acetoin, heptan-2-on, nonan-2-on), 4 karboxylové kyseliny se sudym
poctem uhlikii (octovd, maselna, kapronova, kaprylovd), 1 lakton (6-oktalakton), 1 sirnd
sloucenina (dimethylsulfon) a z ostatnich slou¢enin D-limonen.

Slouceniny, které se vyskytovaly témér ve vSech vzorcich (kromé jediného ptipadu) jsou:
z alkoholii 3-methylbut-2-en-1-ol, hexan-1-ol a fenol, dale undekan-2-on a 2 laktony —
0-hexalakton a d-dekalakton.

Z klicovych AAL, které byvaji obvykle identifikovany v eidamskych syrech (uvedené
v kapitole 2.5.8), byl v naSich vzorcich nalezen hexanal, kyseliny octova a maselna. Obvykle
byva ptitomen 1 diacetyl, ten vSak nebyl identifikovan v zddném vzorku, byly ale nalezeny
jeho redukované formy acetoin a butan-2,3-diol. Podobné nebyl nalezen ani typicky
dimethylsulfid, ale jeho oxidovana forma dimethylsulfon. Ze sloucenin typickych pro
eidamské syry, které byly identifikovany kromé jediné vyjimky u vSech vzorkl, se pak
s literaturou shoduji jesté d-dekalakton a D-limonen.

Sestiuhlikaty aldehyd s pfimym Fetézcem, hexanal, vzniké s nejvétsi pravdépodobnosti pfi
B-oxidaci nenasycenych MK, konkrétné z kyseliny linolové. Dal§i moznosti jeho tvorby jsou
svétlem indukované reakce (zluknuti). Takové reakce v syrech bézné neprobihaji, proto se
muze hexanal vyuzivat jako indikator zhorSeni kvality u nespravné skladovanych produktt
[41]. K urcitému nartistu jeho koncentrace v naSich vzorcich tak mohlo dojit 1 béhem odbéru,
pievozu do laboratofe a skladovani. Jedna se o slouceninu s ovocnym (citron, zelené jablko),
az spiSe bylinnym aroma, €asto se pro popis pouziva spojeni ,,viné posekané travy* [32, 50—
52, 93, 95]. Obecné ale maji aldehydy s pfimym fetézcem spiSe negativni dopad na flavour
syra, pokud jejich koncentrace piekracuji urcitou hodnotu. U hexanalu se tato hodnota
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pohybuje kolem 9 pug - kg [41, 95] a pii jejim piekrodeni se vyznacuje spise ,,lojovitym*
zapachem [97].

Z dal$ich aldehydii byl ve vSech vzorcich identifikovan nonanal a benzaldehyd. Nonanal
s vy$si prahovou koncentraci (kolem 40 pg-kg” [95]) se svym aroma podoba hexanalu.
I tento aldehyd s pfimym fetézcem se vyznacuje vuni zelen€ a bylin, pro popis off-flavouru,
ktery vznikd v disledku vyssi koncentrace, se ¢asto vyuziva pojmi jako ,,Spinavy, plastovy,
mastny, olejovity* [41, 51, 52, 93, 95]. Benzaldehyd vznikajici pii katabolismu aromatické
aminokyseliny fenylalaninu, uvolnéného z bilkovin pii proteolyze, svou viini typicky
pfipomind hotké mandle, popft. pfipaleny cukr nebo i chleba [50, 55, 95].

Typickymi AAL eidamskych syrii ze skupiny MK jsou kyseliny octova a maselnd, které
byly rovnéz ve vSech nasich vzorcich detekovany. Kyselina octova, jejiz prahova koncentrace
se pohybuje kolem 22 mg-kg' [95], se vyznaluje pronikavym, kyselym, aZ ostrym ¢&i
drsnym zapachem [32, 33, 47, 50, 93]. Tato dvouuhlikatd kyselina mize vznikat jak pii
metabolismu citratu nebo laktatu, tak i pfi katabolismu nékterych aminokyselin (alanin, serin,
threonin) [42, 47, 51]. Zatuchly, nepfijemny, ostry a kysely pach je charakteristicky pro
nejvice zastoupenou VMK v syrech holandského typu — kyselinu maselnou. Tato kyselina
(prahova koncentrace 1,4 mg - kg' [95]), vznika prevazné jako produkt hydrolytické aktivity
lipas [32, 33, 52, 53]. Jak jiz bylo zminé€no, nadmérnd nebo nevyvazena lipolyza vSak miize
vést k nadbytku VMK s kratkym fetézcem zpusobujici tzv. zluklost syru. K t¢émto VMK
kromé kyseliny maselné patii i kyseliny kapronova a kaprylova. Ani jejich flavour nepatii
k pfijemnym, obvykle jsou spojovany s ostrym, Stiplavym a kozim zapachem [47]. Pro popis
kyseliny kapronové se dale pouzivaji napt. deskriptory ,zpoceny, Stiplavy, fekalni®,
u kyseliny kaprylové napt. ,,zatuchly, pach Cisticich prostiedkd, hnilobny* [51, 55].

Ke klicovym sirnym sloucenindm v eidamskych syrech patii dimethylsulfid. Tato
sloucenina vSak nebyla v naSich vzorcich vibec identifikovana na rozdil od dimethylsulfonu.
Ten vznik4 oxidaci dimethylsulfidu produkovaného enzymatickou nebo chemickou oxidaci
methanthiolu, jakoZto produktu katabolismu methioninu, pfipadné cysteinu [33]. Je spojovan
se zadpachem siry nebo ptrevafeného mléka [41].

Hlavnim ketonem holandskych syrt, produkovanym pievazné z pyruvatu pii metabolismu
laktosy a citratu, popf. transaminaci alaninu, je diacetyl. Ani v jednom z naSich vzorkl vSak
nebyla ptfitomnost tohoto diketonu prokazana, naproti tomu jeho redukovana forma acetoin
byla zastoupena ve vSech vzorcich ve vysokych koncentracich. Tato AAL muize mit
kvétinové nebo maslové aroma, pripominajici kyselé mléko nebo karamel [44, 45, 50, 51].

Methylketony, které se vyskytovaly ve vSech, resp. témét ve vSech vzorcich, jsou
heptan-2-on, nonan-2-on a undekan-2-on. Tyto AAL jsou spiSe neZ pro syry eidamského syru
typické pro plisiové syry, pro jejichZ vyrobu se pouzivaji plisiové kultury s vysokou
aktivitou enzymil B-oxidace, pfi niZ jsou tyto slouceniny produkovany z VMK [13]. Obvykle
vytvareji typické aroma plistovych syri, nizké koncentrace se vSak mohou nachdzet
i v jinych typech syrl; pfi nizSich koncentracich maji pfijemné ovocné az kvétinové aroma,
které¢ vSak pifi rozsahlejSim pribéhu [-oxidace miize prejit az v nezaddouci zapach,
u heptan-2-onu ¢asto popisovany jako ,,plastovy* nebo ,,pach laku* [32, 41, 47].

Dals$im produktem redukce diacetylu, resp. acetoinu, jez se vyskytoval ve vSech vzorcich
ve vysokych koncentracich, je butan-2,3-diol, ktery vyznamné ptispiva k maslové az
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ofechové viini syra [36, 44]. Z nenasycenych alkohold byl pfitomen okt-1-en-3-ol,
prekurzorem této osmiuhlikaté slouceniny jsou kyselina linolovd a linolenova. Tato AAL
s houbovymi tony méa velmi nizkou prahovou koncentraci (10 pg-kg' [13]). Je spise
klicovou slozkou syrti typu Camembert, ale jeho pfitomnost byla prokézéana i u jinych druhii
syri. Nekteré studie uvadi, ze by mohl mit maskovaci ucinek na plisnovy zapach
methylketont [41].

Benzylalkohol, vznikajici redukci benzaldehydu, ma ovocnou az kvétinovou vuni,
pfedevsim po ruzich [51, 54]. Pro 2-ethylhexan-1-ol je naopak typickéd viné zelené, ptipadné
az nepiijemny zapach lepenky nebo zviteci pach [50, 95], pro 3-methylbut-2-en-1-0l zase
syrové nebo ovocné aroma, popt. viing zelené [41], kterd je typickd i pro dalsi identifikovany
alkohol, heptan-1-ol [95].

Pozitivni vliv na aroma syrti maji pfi koncentracich blizkych prahovym i fenolické latky,
se zvySujicim se obsahem je vSak jejich pfitomnost nezddouci, protoze vede k tvorbé pachuti.
Pro fenol, vznikajici degradaci tyrosinu, jsou tak pro popis jeho aroma pouZzivany vyrazy jako
»fekalni, koutfovy, kovovy, zatuchly* nebo v nizsich koncentracich ,,pikantni“ [32, 51].

Ackoliv neni aroma laktonii typicky ,,syrové™, jedna se o vyznamné AAL pfispivajici
k méslovému charakteru syr. Jejich aroma je popisovano jako ,broskvové, meruiikové,
kokosové, maslové®. K nejbé€znéjsim patii o-dekalakton a o-dodekalakton, nezbytné pro
charakteristicky flavour eidamskych syrti. V naSich vzorcich byly identifikovany &-laktony,
konkrétné o-hexalakton, 5-oktalakton a d-dekalakton. 6-oktalakton a 6-dekalakton se vétSinou
vyznacuji sladkymi, kvétinovymi, broskvovymi nebo kokosovymi viinémi [41, 51, 55].

Posledni slou¢eninou, ktera se vyskytovala ve vSech vzorcich, je D-limonen. Obsah tohoto
cyklického monoterpenu s viini maty nebo trdvy zdavisi pfedev§im na slozeni pouZzitého
krmiva [32, 51].

4.4.1 Srovnani identifikovanych litek ve vzorcich — pouzité startovaci kultury

Jak jiz bylo zminéno, hlavnim cilem této diplomové prace bylo posoudit vliv aplikace
riznych mikrobidlnich kultur pouZzitych pro vyrobu modelovych syrii, v této kapitole na
pfitomnost a nasledné obsah AAL.

Srovnani celkového poctu identifikovanych sloucenin ve vzorcich rozdélenych podle
chemickych skupin je uvedeno v grafu na Obrazku 26, podrobné&;jsi prehled i v jednotlivych
fazich zrani v Tabulce 13 a v grafu na Obrazku 27.

Z grafu na Obrazku 26 je patrné, Ze nejvice té¢kavych latek bylo identifikovano ve vzorku J
(47), pticemZ nejvice byly zastoupeny alkoholy a estery. Ve vzorku H bylo identifikovano 42
a ve vzorcich D, G a I 41 tékavych latek, nejvyssi pocet opét zastupovaly alkoholy,
nasledované ketony nebo karboxylovymi kyselinami. Z tohoto hlediska nejsou mezi vzorky
vyznamné rozdily a vyrazné¢ se neliS§i ani zastoupeni chemickych skupin. Pokud vSak
vezmeme Vv Uvahu 1 jednotlivé faze zrdni (Obrazek 27), rozdily mezi jednotlivymi vzorky
v poctu identifikovanych sloucenin jsou vice patrné.
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Tabulka 13: Prehled celkového poctu tekavych latek podle chemickych skupin ve vzorcich syrii
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Obrdzek 26: Celkovy pocet tékavych latek podle chemickych skupin v jednotlivych syrech

1 Ostatni slou€eniny
H Sirné slouceniny

m Laktony

B Estery

H Kyseliny

B Ketony

m Aldehydy

H Alkoholy

D14 | G14 | J14 [ H14 | 114 [ D28 | G28 | J28 | H28 | 128 [ D56 | G56 | J56 | H56 | 156

Alkoholy 6 9 9 9 11 9 9 10 7 10 8 9 10 | 11 10
Aldehydy 4 4 4 4 4 5 4 4 4 3 4 4 3 4 4
Ketony 4 7 6 5 5 4 5 6 5 5 6 6 4 5 4
Kyseliny 4 5 5 5 5 4 5 5 5 6 5 5 6 6 6
Estery 3 5 5 2 3 4 2 8 2 4 3 3 3 5 4
Laktony 3 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Sirné slouceniny | 1 1 1 1 2 1 2 1 1 2 1 2 2 2 2
Ostatni 4 6 5 5 4 4 3 6 1 3 2 3 3 3 3

Celkem 29 | 39 | 37 | 34 | 37 | 34 | 33 | 43 | 28 | 36 | 32 | 35 | 34 | 39 | 36

Znaceni vzorku viz Tabulka 5

Pocet AAL

45
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35

30

25
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1 Ostatni slouceniny

H Sirné slouceniny

m Laktony
M Estery

H Kyseliny
u Ketony
B Aldehydy
H Alkoholy

D14 G14 J14 H14 114 D28 G28 J28 H28 128 D56 G56 156 H56 156

Obrazek 27: Celkovy pocet tekavych latek podle chemickych skupin ve vzorcich syrit — pouzité

startovaci kultury
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Hlavni funkci mezofilni smetanové kultury (Lactococcus spp.) pii vyrobé syru je
fermentace laktosy, zatimco termofilni laktobacily pfispivaji spiSe svoji proteolytickou
a lipolytickou aktivitou [7].
proteolyza, 1ze u vzorki s ptidavkem termofilnich laktobacilti (G, H, I, J) o¢ekéavat bohatsi
a pestiejs$i spektrum identifikovanych tékavych sloucenin. Z grafu na Obrazku 27 je dobie
laktobacill) v prvni fazi zrani; v posledni fazi zrani uZ tento rozdil neni tak jasn¢ patrny. Ve
sttedni fazi zrani je pocet identifikovanych slouc¢enin proménlivy, tady je pravdépodobné
potieba brat v ivahu zmény jednotlivych sloucenin, napt. preména aldehydu, ketonii nebo
kyselin na alkoholy, reakce kyselin a alkoholi za vzniku esterd aj. (viz kap. 2.4). Ve vSech
vzorcich se pocet identifikovanych slouc¢enin pohybuje cca mezi 30—40.

4.4.2 Srovnani identifikovanych latek ve vzorcich — pribéh zrani

Pokud bereme v Givahu pribéh zrani syrii, 1ze ocekéavat tvorbu novych sloucenin, a tedy
zvySovani jejich poctu. Jak je patrné z grafu na Obrazku 28, tento pfedpoklad se nepotvrdil.
Pouze u vzorku D (bez ptidavku termofilnich laktobacill) je patrny mirny nardst a u vzorku H
(Lactobacillus plantarum) je v posledni fazi vice detekovanych slouenin; v ostatnich
vzorcich pocet prekvapivé spise klesa, resp. na konci zréni je méné sloucenin nez na zacatku.
Spektrum slouc¢enin v nezralych syrech je ponékud odlisné od zralych syru a ztejmé se béhem
zrani n&které slouceniny pochdzejici z mléka, ptip. vznikajici v prvnich fazich vyroby pfi
fermentaci laktosy, odbouravaji aZz na jednoduché slouceniny, které nejsou nasi metodou
detekovany.

50
45
40 - Ostatni slou¢eniny
35 - M Sirné slouceniny
m Laktony
3 . M Estery
’g ® M Kyseliny
a H Ketony
157 m Aldehydy
10 1 m Alkoholy
5
0 -

D14 D28 D56 G14 G28G56 J14 J28 J56 H14H28H56 114 128 156
Obrazek 28: Celkovy pocet tékavych latek podle chemickych skupin ve vzorcich syrii — priibéh zrani
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4.5 Semikvantifikace tékavych latek v modelovych vzorcich syri

Zajimavéj$i nez porovnavat pouze pocet identifikovanych sloucenin je sledovani jejich
obsahu v jednotlivych vzorcich. Vzhledem k tomu, ze nebyly k dispozici veskeré potfebné
standardy pro uplnou kvantifikaci, byl obsah AAL ve vzorcich zjistovan pouze
semikvantitativni analyzou, kdy byly srovnavany plochy pikt jednotlivych sloucenin. Je to
sice urCité zjednoduSeni, presto vSak lze timto zpiisobem pomérné dobie postihnout rozdily
mezi vzorky.

Nehledé¢ k tomu, ze podle vysledkii nejnovéjSich vyzkumt uplna kvantifikace AAL
ve vzorcich neni nutna. Vysledny flavour syra je vysledkem rovnovahy fady sloucenin
ruznych chemickych tfid o riznych koncentracich. Stanoveni celkového aromatického slozeni
syri vSak neodrazi jejich senzoricky profil pfi konzumaci, protoze stale jeSté neni presné
znamo, jak se rtzné slouceniny kombinuji, aby vytvotily celkovy smyslovy dojem
potravinové matrice. [39] Pifi separaci latek nelze vzit v avahu perceptudlni interakce
slouCenin ve smési a jevy jako maskovani nebo synergismus. To naznaCuje, Ze chéapani
vuné¢/flavouru potravin také vyzaduje smyslovou charakterizaci viiné produktu, tj. kombinaci
se senzorickym hodnocenim. V dusledku heterogenni povahy syra a slozitosti jejich matrice
nebyl dosud objasnén chemicky zaklad syrového flavouru; navzdory velkému poctu
publikaci, z nichz vétSina kladla diraz na t€kavé slouceniny, je bohuzel stadle mnoho otazek
spojenych s touto problematikou nezodpovézeno [46]. Obecné se zd4, ze chut’ a viné syra
nezavisi na koncentraci jakékoliv konkrétni slouceniny, ale na kritické rovnovéaze nebo
»vyvazeném poméru® vSech pfitomnych slozek. Tento zdvér podporuje teorie rovnovahy
slozek, kterou uvedli jiz Kosikowski a Mocquot [98]. Soucasny piistup rozsahlych
chemickych vyzkumt ptfedev§im pomoci chromatografické separace a hmotnostni
spektrometrie, jez by mély vést k ziskadni popisu Zadouci chuti syrii, vedl k vypracovani
rozsadhlych seznaml potencidlnich sloucenin bez piicinné souvislosti s jejich produkci
pouzitymi kmeny bakterii pro vyrobu syri [36]. K tomuto se pokousi pfispét tato diplomové
préce, jejimz cilem je pfedev§im posoudit vliv vybranych startovacich kultur na obsah AAL.

Za ucelem dalSiho rozvoje vyzkumu syrovych ptichuti je nezbytné zkoumat jejich interakci
se syrovou matrici, chuti jednotlivych sloucenin, jejich smési a uvolilovani chuti v stech pfi
maskovani s dirazem na smyslové vniméani [39]. Porovndni ziskanych vysledkd se
senzorickym hodnocenim bude naplni navazujicich experimentt.

4.5.1 Srovnani obsahu identifikovanych litek ve vzorcich — pouZité startovaci kultury

V grafu na Obrazku 29 je uvedeno srovnani obsahu identifikovanych sloucenin ve
vzorcich, opét rozdélené podle chemickych skupin. Z kvantitativniho hlediska byly ve vSech
syrech nejvice zastoupeny ketony a karboxylové kyseliny, jejichz celkovy procentualni obsah
se ve vzorcich pohyboval od 72-94 %.
proteolyza, u vzorka s ptidavkem termofilnich laktobacila (G, H, 1, J) tak lze pfedpokladat
vy$si obsah AAL. Prekvapivé v prvnich fazich zrani byl nalezen nejvyssi obsah (p < 0,05)
u vzorku D (bez ptidavku termofilnich laktobacili); opét teprve ke konci zrani se rozdily mezi
vzorky vyrovnavaji. To potvrzuje vliv laktokokil na obsah tékavych latek v syrech.
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Co se tyce riznych kmenti Lactobacillus casei (vzorky G a J) a Lactobacilus plantarum
(vzorky H a I), jsou i mezi nimi patrné rozdily.
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Obrazek 29: Obsah tekavych latek podle chemickych skupin ve vzorcich syrit — pouzité startovact
kultury

4.5.2 Srovnani obsahu identifikovanych latek ve vzorcich — pribéh zrani

V grafu na Obrazku 30 jsou vyjadieny zmény chemickych skupin v pribéhu zrani
jednotlivych syrt. Vzhledem k rozsdhlym dé&jim, které béhem zrani syrd probihaji, 1ze
oc¢ekavat vyrazny narast obsahu tékavych latek. Nicméné stejné jako klesal pocet
identifikovanych sloucenin (viz kap. 4.4.2), klesa kupodivu i jejich obsah. Vysoky obsah
nékterych sloucenin v nezralych syrech je pravdépodobné odbouran az na jednoduché
slouceniny, které nejsou nasi metodou detekovany. Z grafu na Obrazku 30 je patrné, ze se
jedna predevsim o ketony (viz dale).
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Obrdazek 30: Obsah tekavych latek podle chemickych skupin ve vzorcich syrii — pritbeh zrani
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4.5.3 Diskuze jednotlivych sloucenin
V této kapitole jsou podrobnéji diskutovany zmény chemickych skupin AAL i jednotlivych
identifikovanych sloucenin.

4.5.3.1 Alkoholy

Drahy zodpovédné za biosyntézu alkohold zahrnuji metabolismus laktosy a citratu,
katabolismus aminokyselin, redukci methylketonii a degradaci nékterych MK (linolova,
linolenova). Mezi vyznamné reakce patii jejich oxidace na karbonylové slouceniny
a esterifikace [13, 41]. Ve vzorcich syrt bylo identifikovano celkem 11 alkohold (butan-1-ol,
pentan-1-ol, heptan-2-ol, 3-methylbut-2-en-1-ol, hexan-1-ol, okt-1-en-3-ol, 2-ethylhexan-1-ol,
butan-2,3-diol, nonan-1-ol, benzylalkohol a fenol).

Jak je patrné z grafu na Obrazku 31, celkovy obsah alkoholl je velmi proménlivy, ve vSech
vzorcich byl nejvyssi obsah butan-2,3-diolu; jeho vyvoj se mezi vzorky lisi. U vzorku D, G
a I nejprve dochézi k nariistu a pozdéji k jeho poklesu, u vzorku H po celou dobu nartsta,
u vzorku J naopak klesa. U vétSiny ostatnich alkoholll byl zjistén klesajici obsah ve vSech
vzorcich. Pokud vezmeme v uvahu kone¢nou fazi zrani, nejvyssi obsah alkoholt byl u vzorku

v v

tedy u jednotlivych druhti i kment pouzitych kultur vyznamné (p < 0,05) lisi.
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Obrazek 31: Obsah jednotlivych alkoholii ve vzorcich syri

4.5.3.2 Aldehydy

Ve vzorcich bylo identifikovano celkem 5 aldehydl (hexanal, heptanal, nonanal, dekanal
a benzaldehyd). Ackoliv nasycené aldehydy mohou pochazet ptimo z mléka, jejich prevazna
vétSina vznikd béhem [-oxidace nenasycenych MK, katabolismu aminokyselin, ptipadné
z metabolismu citratu a laktatu. Jejich vyskyt v syrech je obvykle pouze piechodny, protoze
béhem zrani podléhaji redoxnim reakcim za vzniku alkoholll nebo karboxylovych kyselin [41,
42, 48].

Tomu odpovidaji 1 zmény v pribéhu zrani vSech syrt (viz graf na Obrazku 32); jejich
celkovy obsah vétSinou klesd, vyssi rychlost degradace byla v pocatecnich stadiich zrani,
stejné je tomu u vétSiny jednotlivych ketonti. Zvlastni je vyznamné vysoky obsah hexanalu
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u vzorku J (Lactobacillus casei) na poCatku zrani, to by mohlo signalizovat nespravny prubéh
zrani, nicmén¢ v dalSich fazich byl odbouran.

Pokud vezmeme v tvahu konecnou fazi zrani, nejvyssi obsah aldehydt byl ve vzorku D
(Lactobacillus plantarum). Produkce aldehydi se tedy u jednotlivych druhii i kment
pouzitych kultur vyznamné (p < 0,05) lisi.
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Obrazek 32: Obsah jednotlivych aldehydii ve vzorcich syrii

4.5.3.3 Ketony

Ketony v syrech pochézeji z f-oxidace VMK, ptipadné z metabolismu laktatu a citratu [36,
41, 42, 45]. Ve vzorcich bylo identifikovano 7 ketond (heptan-2-on, oktan-2-on, acetoin,
6-methylhept-5-en-2-on, nonan-2-on, undekan-2-on a tridekan-2-on), tvofily kvantitativné
nejvyznamnéjsi slozku aromatického profilu vSech vzorkl (viz graf na Obrazku 30).

Nejvyssi celkovy obsah ketonti (viz graf na Obrazku 33) byl nalezen u vzorku D (bez
pridavku termofill) na pocatku zrani, ktery se prudce snizil az po vice nez mésici zrani, do té
doby se vyznamné neménil. Celkovy obsah ketonl se obecné v pribéhu zrani sniZoval.
Nebylo vSak prokdzano, Ze dochdzi k jejich redukci na sekundarni alkoholy, protoze z téchto
sloucenin byl detekovan pouze heptan-2-ol. Jak jiz bylo zminéno, mohly byt pravdépodobné
odbourany az na ndmi nedetekované jednoduché slouceniny.

Z grafu na Obrazku 33 je jasné patrny prevladajici obsah acetoinu (redukovand forma
diacetylu), coz je typicky produkt fermentace laktosy a citratového metabolismu.

Co se tyce ostatnich ketonil, methylketony se v syrech eidamského typu vyskytuji obecné
v mnohem niZ$ich koncentracich nez v syrech plisnovych a pravdépodobné tak chut/flavour
téchto syri vyznamné neovliviiyji. U bakterii mlééného kvaSeni je nepravdépodobné, Ze
budou schopny provadét B-oxidaci, coz je klicovy krok pii produkci methylketont [35].
Alewijn a kol. [35] ve své praci uvadi zvySeni obsahu methylketonii v pribéhu zrani
u modelovych syrt typu Gouda, podobné¢ jako tomu bylo v nasem ptipadé. Pfedpokladaji, ze
produkce téchto slouc¢enin by mohla byt zptisobena pomalou enzymatickou nebo chemickou
reakci, kterd dosud nebyla popséna.
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Obrdzek 33: Obsah jednotlivych ketonii ve vzorcich syrii

cvwr

(Lactobacillus plantarum), naopak nejvyssi u vzorku J (Lactobacillus casei), pticemz rozdil
byl témét dvojndsobny. Produkce ketond se tedy u jednotlivych druhti i kmenl pouzitych
kultur vyznamné (p < 0,05) lisi.

4.5.3.4 Karboxylové kyseliny

Zatimco MK s delSim fetézcem vznikaji lipolyzou mlééného tuku nebo rozkladem
aminokyselin, krat§i MK pochéazi z degradace laktosy, aminokyselin, pfip. mohou byt
odvozeny z ketontl, esterti a aldehyda oxidaci [41]. V naSich vzorcich bylo identifikovano
6 kyselin (octova, maselnd, valerova, kapronova, kaprylovd a nonanova). Jak je vidét,
metodou HS-SPME-GC-MS byly identifikovdny pouze VMK s kratkym fetézcem
s maximalné 9 uhliky, protoze tékavost VMK se zvySujicim se poctem uhlikd klesa, tudiz je
pro jejich stanoveni nutna derivatizace obvykle na MEMK [13]. Ostatni MK jsou diskutovany
v kap. 4.2 a4.3.

Z grafu na Obrazku 34 je jasn¢ patrny pievladajici obsah kyseliny octové (pfiblizn¢ 2/3
celkového obsahu nizkouhlikatych VMK) a dale vysoky obsah kyseliny maselné. Tato zjisténi
se shoduji s vysledky studie Ruggirella a kol. [99], ktefi také zjistili nejvySsi hodnoty
u zminénych kyselin v modelovych vzorcich syri. Kyselina maselna je povazovana dokonce
za klicovou pro flavour eidamskych syrt [32, 49], jeji obsah se béhem zrani u vSech syrt
postupné zvySoval.
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Obrdzek 34: Obsah jednotlivych karboxylovych kyselin ve vzorcich syrii

Pokud vezmeme v tGvahu kone¢nou fézi zrani, nejvyssi obsah byl naméten u vzorku H
(Lactobacillus plantarum), nejnizsi u vzorku D (bez ptidavku termofild) a G (Lactobacillus
casei). Produkce kyselin se tedy u jednotlivych druhi 1 kmenl pouzitych kultur také
vyznamné (p < 0,05) lisi.

4.5.3.5 Estery

Estery vznikaji esterifikaci MK a primérnich a sekundarnich alkohold [41]. Ve vzorcich
byly identifikovany pouze methyl- a ethylestery, celkem 10 sloufenin (methyl-valerat,
ethyl-valerdt, = methyl-kapronat,  ethyl-kapronat,  ethyl-kaprylat, = methyl-kaprinat,
ethyl-kaprinat, methyl-laurat, methyl-myristat a methyl-palmitat).

Navzdory tomu, Ze ethanol je pfevazujicim alkoholem v syrech, bylo identifikovano vice
methylestert nez ethylesterd (6 :4), z grafu na Obrazku 35 je patrny pievladajici obsah
methyl-kaprondtu. Ethanol, vzhledem k jeho extrémné vysokému obsahu ve vzorcich,
zkresloval piky ostatnich detekovanych slou€enin na chromatogramu a nebyl proto pfi
vyhodnocovani vysledkli bran v tvahu. Samotny methanol nebyl ve vzorcich detekovan.

o 400

S m Methyl-palmitat

= 350 - o

= B Methyl-myristat
300 -

= Methyl-laurat
250 | M Ethyl-kaprinat
m Methyl-kaprinat

m Ethyl-kaprylat

Plocha piku [-]
g

150 - m Ethyl-kapronat
100 - m Methyl-kapronat
M Fthyl-valerat
50 A
m Methyl-valerat
0 4

D14 D28 D56 G14 G28 G56 J14 128 156 H14 H28 H56 114 128 156
Obrazek 35: Obsah jednotlivych esteri ve vzorcich syri
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Pokud vezmeme v uvahu kone¢nou fazi zrani, nejvyssi obsah byl naméfen ve vzorku D
(bez pridavku termofiltl), z ¢ehoz lze usuzovat, ze ptidavek termofilit vedl pravdépodobné
k vyrazné€jSimu odbourdvani prekurzori syntézy esteri. Také produkce esterd se tedy
u jednotlivych druhti i kmeni pouzitych kultur vyznamné (p < 0,05) lisi.

4.5.3.6 Laktony

Laktony vznikaji intramolekuldrni esterifikaci hydroxykyselin [41]. Ackoliv jsou si
v- a d-laktony chemicky tizce piibuzné, a je tudiz pravdépodobné, Ze jsou tvofeny stejnym
mechanismem [35], nachéazely se ve vzorcich syrii (viz graf na Obrazku 36) pouze o-laktony
(konkrétné o-hexalakton, 6-oktalakton a d-dekalakton). Tato skutecnost je pravdépodobné
disledkem nepfitomnosti prekurzort — hydroxykyselin. Vzhledem k tomu, ze v ramci
stanoveni MK ani AAL nebyly detekovany Zadné hydroxykyseliny, a to ani pro 6-laktony,
nelze tuto skuteCnost ovefit. Navic mechanismus odpovédny za tvorbu hydroxykyselin
a naslednou tvorbu laktont, v¢etné vlivu teploty a pfitomnosti tzv. nestarterovych bakterii
mlécného kvaseni, neni znam [35].

Collins a kol. [13] uvadi, ze y-laktony jsou typické spiSe pro rostlinné materidly. Na
druhou stranu pravé d-laktony jsou kliCové pro flavour eidamskych syrt [13, 28] a jejich
ptitomnost ve vzorcich byla pfedpokladéana.
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Obrazek 36: Obsah jednotlivych laktomi ve vzorcich syrii

Pokud vezmeme v tvahu kone€nou fazi zrani, nejvyssi obsah laktont byl ve vzorku I

cv v

laktont se u jednotlivych druhil i kment pouzitych kultur vyznamné (p < 0,05) lisi.

4.5.3.7 Sirné slouceniny

Pro jejich vznik je klicova degradace methioninu [26]. V naSich vzorcich byl detekovan
methional a dimethylsulfon (viz graf na Obrazku 37). Dimethylsulfon byl pfitomen ve vSech
vzorcich, pficemz jeho koncentrace béhem zrani klesala. Pfitomnost methionalu byla
prokdzédna pouze u syra s pifidavkem termofilni kultury v pozdéjSich fazich zrani,
pravdépodobné v dusledku vyrazngjsi proteolyzy. Jednotlivé druhy a kmeny pouzitych kultur
se vyznamné (p < 0,05) lisi i v produkci sirnych sloucenin.

79



Miliony
R
o

o
i
1

1,5 - B Methional

B Dimethylsulfon

Plocha piku [-]

1,0 -

0,5 -

0,0 -
D14D28D56G14G28G56 114 128 156 H14H28H56 114 128 156

Obrdzek 37: Obsah jednotlivych sirnych sloucenin ve vzorcich syri

4.5.3.8 Ostatni slouceniny
Do skupiny ,,ostatni* bylo zafazeno 6 sloucenin, konkrétné B-myrcen, D-limonen, linalool,
karvon, citral a citronellol.
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Obrazek 38: Obsah ostatnich sloucenin ve vzorcich syri

Nejvyssi obsah ze skupiny ,,ostatni* mél prakticky ve vSech odbérech vzorki D-limonen,
u ostatnich latek byl vyskyt spiSe nepravidelny (viz graf na Obrazku 38). Kromé citralu se
obsah téchto latek ve vzorcich v pribéhu zrani snizoval, nejspis v disledku degradace; jak jiz
bylo zminéno, tyto latky nevznikaji katabolismem mlé¢nych sloZek.

Zvysujici se obsah citralu je pravdépodobné zptisoben chemickou pfeménou citronellolu.
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4.6 Statistické vyhodnoceni vysledkit méieni pomoci metody PCA

Vysledky byly na zavér podrobeny statistickému testovani s pouzitim metody PCA.
Analyza hlavnich komponent (PCA) je vicerozmérnd statisticka metoda, pomoci niz lze
zredukovat pocet ptivodnich dat, a presto umoziuje vysvétlit variabilitu a zavislost piivodnich
proménnych. Cilem PCA je transformace dat z piavodnich znakti ¢1 proménnych
Xj,j =1, ..., m, do mensiho poctu latentnich (skrytych) proménnych y;. Nové proménné maji
vhodnéjsi vlastnosti, je jich vyrazné méné, vystihuji téméf celou proménlivost znakii a jsou
vzajemn¢ nekorelované. Tyto latentni proménné se nazyvaji hlavni komponenty [100].

Pro statistické zpracovani byly pouzity vysledky méfeni vSech analyzovanych vzorki
(5 kombinaci kultur, 3 faze zrani - celkem 15 vzorkt). K interpretaci dat bylo vyuzito grafické
vyjadieni (vzdy prvni dvé komponenty) — tzv. rozptylovy diagram komponentniho skore,
ktery zobrazuje objekty (tj. vzorky). Vzorky umisténé blizko sebe jsou si podobné, vzorky
vzdalené jsou odlisné [100].

Testovany byly vysledky méteni obsahu AAL i volnych a vazanych MK, cilem bylo zjistit,
zda lze od sebe odlisit jednotlivé vzorky na zdklad¢ identifikovanych sloucenin; jak podle
prabéhu zréani, tak i pouzitych startovacich kultur.

4.6.1 Vyhodnoceni vysledkii méieni volnych/vazanych mastnych Kkyselin

V ptipadé MK byly pro zpracovani pouzity primérné hodnoty (n = 3) obsahu vSech
identifikovanych volnych/vazanych MK (celkem 17; v mg - g™).

Na Obrazku 39 je znazornéna diferenciace jednotlivych vzorkd na zakladé¢ obsahu
vazanych MK. Z grafu je patrné rozdéleni vzorkli podél prvni hlavni komponenty (F1) podle
doby zrani, mén¢ zralé vzorky se nachazeji v pravé ¢asti (koreluji pozitivné), zralé v levé ¢asti
grafu (koreluji negativng). Prvni dvé komponenty popisuji 85,6 % z celkové variability, prvni
tfi komponenty kumulativné vysvétluji az 95,8 % celkové variability systému. VSechny
identifikované MK pozitivné koreluji s prvni hlavni komponentou — jejich obsah se v pribéhu
(0,97), kaprinova (0,98), myristova (0,99) a olejova (0,97).

Co se ty€e pouzitych kultur, diferenciace vzorkl neni jednoznacna, z grafu na Obrazku 39
1ze vyc€ist podobnost vSech vzorka v posledni fazi zrani (tvoifi shluk v levé casti grafu),
v pocatecni fazi zrani jsou od sebe vzorky vice vzdalené (prava ¢ast grafu), jsou tedy mezi
nimi rozdily v obsahu vdzanych MK. Vzorek D (bez ptfidavku termofilii) je umistén
samostatné v pravé horni ¢asti; v tomto vzorku byl na pocatku zrani nalezen nejvyssi obsah
vazanych MK, coz by mohlo naznac¢ovat pomalej$i nastup lipolyzy.
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Obrazek 39: Rozptylovy diagram komponentniho skore - diferenciace jednotlivych vzorkii na
zaklade obsahu vazanych mastnych kyselin; znaceni vzorkii viz Tabulka 5

V grafu na Obrazku 40 je znazornéna diferenciace jednotlivych vzorkii na zakladé obsahu
VMK. Podobné jako v pifipad¢ vazanych MK jsou vzorky rozliSeny podél komponenty F1
podle doby zréni, méné zral¢ vzorky se nachdzeji v pravé c¢asti (koreluji pozitivne), zralé
v levé ¢asti grafu (koreluji negativng).

Prvni dvé komponenty popisuji 88,8 % z celkové variability, prvni tfi komponenty
kumulativné vysvétluji az 95,4 % celkové variability systému. VéEtSina identifikovanych
VMK koreluje vyrazné pozitivné s F1; i v piipadé VMK dochazi béhem zrani k jejich
mirnému poklesu, jak jiz bylo zminéno, diky tomu nedochazi ke vzniku Zzluklého
(0,99), palmitova (0,98), stearovd (0,95) a olejova (0,96), kyselina o-linolenova pak
vyznamné koreluje s F2 (0,93).

Co se ty€e pouzitych kultur, vysledky jsou obdobné jako v pfipadé¢ vazanych MK,
v posledni fazi zrani vzorky tvoii shluk v levé Casti grafu, nejsou tedy mezi nimi vyznamné
rozdily.
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Obrazek 40: Rozptylovy diagram komponentniho skore - diferenciace jednotlivych vzorkii na
zaklade obsahu volnych mastnych kyselin, znaceni vzorkii viz Tabulka 5

Z vysledki vyplyva, ze je mozné na zakladé obsahu volnych/vazanych MK dobfe odlisit
ruzné faze zrani, pouzité startovaci kultury vSak vykazuji podobny priibéh lipolyzy a odlisit je
takto nelze.

4.6.2 Vyhodnoceni vysledkii méreni tékavych latek

V ptipadé AAL byly pro zpracovani pouzity prumérmé plochy pikli (n = 3) vSech
identifikovanych sloucenin (celkem 50). Pro vysvétleni 71,5 % variability pivodniho systému
je tfeba péti komponent; prvni tii komponenty vysvétluji 52,8 %, prvni Ctyfi 63,4 %
promeénlivosti.

V grafu na Obrdzku 41 je znadzornéna diferenciace jednotlivych vzorkl na zdklad€ obsahu
vSech identifikovanych sloucenin pomoci F1 a F2, prvni dvé komponenty vSak vysvétluji
pouze 38,7 % celkového rozptylu plivodnich proménnych. Piesto zng lze vycist urcité
rozdéleni vzorkl opét podél F1, v tomto piipad€ jsou vSak zralé vzorky v pravé ¢asti grafu
(koreluji pozitivn€) a nezralé v levé Casti grafu (koreluji negativng)

Vzorky s ptidavkem termofild (G, H, I, J) v pozdé&jsich fazich zrani tvoii shluk v pravé

¢asti grafu na Obrazku 41. Z grafu na Obrazku 29 je sice patrny obdobny celkovy obsah
identifikovanych slou¢enin, pomoci PCA se vSak podafilo oddé€lit vzorek D (bez ptidavku
termofill), ten je opét umistén samostatné v pravé horni ¢asti; pridavek termofili ma tedy vliv
na vyvoj tékavych latek v syrech.
(-0,73), hexan-1-ol (-0,72), ethyl-kaprylat (—0,73), okt-1-en-3-ol (-0,89), kyselina maselna
(0,92), karvon (-0,83) a benzylalkohol (-0,71). Pro konstrukci F2 methyl-kaprinat (0,75),
tridekan-2-on (0,84) a kyselina nonanova (0,76); pro konstrukci F3 butan-1-ol (-0,71)
aacetoin (0,73) a pro F4 butan-2,3-diol (0,71). Téchto 14 sloucenin vykazuje nejvétsi
proménlivost a nejlépe tak vyjadiuji rozdily mezi vzorky.
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Obrazek 41: Rozptylovy diagram komponentniho skore - diferenciace jednotlivych vzorkii na
zdkladeé obsahu tekavych sloucenin; znaceni vzorki viz Tabulka 5

Metoda PCA se vtomto piipad¢ piiliS neosvédcCila, proménlivost celkového obsahu
tekavych latek vystihuje pomoci péti komponent pouze z cca 70 %. V dal§im kroku proto byla
provedena PCA analyza s vyuZitim pouze vySe zminénych vybranych AAL (viz Obrazek 42).
V tomto ptipad€é prvni dvé komponenty popisuji 63,5 % z celkové variability, prvni tii
komponenty kumulativné vysvétluji uspokojivych 77,7 % celkové variability systému.
Vysledky jsou obdobné jako pii zpracovani vSech AAL, z grafu je vidét velmi dobré
rozdéleni vzorkl podél F1, vzorky na pocatku zrani jsou v pravé Casti grafu a jsou od sebe
vzdaleny, zatimco dal$i faze zrani tvoti shluk v levé Casti grafu. Ztetelné je oddélen vzorek D
(bez pridavku termofill); ptidavek termofilti ma tedy vliv na vyvoj t€kavych latek v syrech.
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Obrdazek 42: Rozptylovy diagram komponentniho skore - diferenciace jednotlivych vzorkii na
zaklade obsahu vybranych tékavych sloucenin, znaceni vzorkii viz Tabulka 5
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo posoudit vliv riznych startovacich mikrobialnich
kultur na obsah tékavych latek, volnych a vazanych mastnych kyselin v modelovych vzorcich
ptirodnich polotvrdych syri s nizkodohtivanou syfeninou eidamského typu (45 % tvs., 50 %
susiny). Syry byly vyrobeny standardnim technologickym postupem na Univerzit¢ Tomasi
Bati ve Zlin¢.

Celkem bylo vyrobeno 5 variant syri, liSily se kombinaci pouZzitych mikrobialnich kultur;
u vSech byla jako zaklad pouzita mezofilni kultura ve slozeni Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
s pfidavkem vybrané¢ho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris, a dale vybrané kmeny
Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum. Vzorky byly odebirdny ve 3 fazich zrani
(po 14, 28 a 56 dnech).

Pro izolaci aromaticky aktivnich latek byla pouzita metoda mikroextrakce na pevnou fazi
vmodu headspace a slouceniny byly nasledné separovany plynovou chromatografii
a identifikovany hmotnostni spektrometrii na zdklad€ srovnani hmotnostnich spekter
s dostupnou knihovnou spekter.

Pro extrakci lipida ze vzorkd byla pouzita metoda podle CSN EN ISO 1735:2005. Volné
a vazané mastné kyseliny z vyizolovanych lipidi byly pfevedeny na methylestery pomoci
kyselé esterifikace methanolickym roztokem bortrifluoridu jako katalyzatoru. Pro jejich
kvalitativni a kvantitativni stanoveni byla pouzita plynova chromatografie s plamenové
ioniza¢nim detektorem.

Celkem bylo ve vzorcich syrii identifikovano 50 t€kavych sloucenin, z toho 11 alkoholi,
5 aldehydi, 7 ketonti, 6 karboxylovych kyselin, 10 esterti, 3 laktony a 2 sirné slouceniny.
Do skupiny ,,ostatni* bylo zatazeno 6 sloucenin, které nevznikaji z mlé¢nych slozek a do syrti
se pravdépodobné dostavaji jako soucast stravy dojnic. Po srovnani s dostupnou literaturou
lze vSechny identifikované slouceniny povaZovat za aromaticky aktivni latky ovlivitujici
vysledny flavour syra. V jednotlivych vzorcich bylo identifikovano 30—40 sloucenin, nejvice
zastoupeny byly alkoholy, karboxylové kyseliny a ketony. Pocet i obsah identifikovanych
slouCenin béhem zrani mirné klesal. Ze sloucenin, které jsou povaZovany za klicové pro
eidamské syry, byl detekovan hexanal, kyseliny octova a maselnd, 6-dekalakton a D-limonen.

Ve vSech vzorcich bylo identifikovano 17 mastnych kyselin, a to jak ve formé volné, tak
esteroveé vazané; nejvice zastoupeny byly kyseliny myristova, palmitova, stearova a olejova.
Bé&hem zrani také doslo ke sniZzovani jejich obsahu, pfimétené nizky obsah volnych mastnych
kyselin na konci zrani (< 40 mg - g'') indikuje spravny pribéh lipolyzy.

Mezi vzorky byly nalezeny vyznamné rozdily (p < 0,05) v poctu 1 obsahu sledovanych
latek; z vysledki PCA vyplyva, Ze ptidavek termofili ma vliv na vyvoj tékavych latek
i volnych/vazanych mastnych kyselin v syrech, zejména v poc¢atecni fazi zrani, ke konci zrani
uz tento rozdil neni tak jasné patrny.

Co se tyce ruznych kmenl Lactobacillus casei a Lactobacilus plantarum, jsou i mezi nimi
patrné rozdily, tyto vSak nelze pfesné specifikovat, nepotvrdil se pfedpoklad stejného pribéhu
zrani u riznych kmeni t€hoz mikrobidlniho druhu.
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Z vysledkit PCA také vyplyva, ze je mozné na zaklad¢ detekovanych sloucenin velmi
dobie odlisit rizné faze zrani, pouzité startovaci kultury vSak jednoznacné diferencovat nelze.

Vysledky této diplomové price mohou byt povazovany za prvni piedbézné udaje
pouzitelné k vybéru vhodnych mikrobialnich kultur pro vyrobu syrt eidamského typu. Bude
zapotiebi dalSiho usili o lepsi interpretaci vlivu pouzitych kultur na vysledny flavour, ale
idalsi vlastnosti syra, zopakovanim experimentu a analyz i pro dalSi parametry syra
a provedenim senzorického hodnoceni. Uginek proteolyzy, véetné konverze aminokyselin na
aromaticky aktivni latky, je dominantnim déjem u syrt eidamského typu, dalsi vyzkum bude
zaméten vice na vliv téchto katabolickych pfemén.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAL

MK
VMK
TAG
DAG
MAG
MEMK
tvs

GC

MS

FID
GC-FID
GC-MS
TLC

SPE
SPME
DI-SPME
HS-SPME
EI

m/z

aromaticky aktivni latky

mastné kyseliny

volné mastné kyseliny

triacylglyceroly

diacylglyceroly

monoacylglyceroly

methylestery mastnych kyselin

tuk v susiné

plynova chromatografie (gas chromatography)
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
plamenové ionizac¢ni detektor (flame ionization detector)
plynova chromatografie s plamenové ionizaénim detektorem
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
extrakce na pevné fazi (solid phase extraction)
mikroextrakce na pevné fazi (solid phase microextraction)
pfima extrakce na pevné fazi (direct immersing SMPE)
headspace extrakce na pevné fazi (headspace SPME)
elektronova ionizace (electron impact)

podil hmotnosti a ndboje (mass-to-charge)
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Piiloha 1
Piiloha 2

Ptiloha 3
Ptiloha 4
Ptiloha 5
Ptiloha 6

Ptiloha 7
Ptiloha 8
Ptiloha 9
Ptiloha 10
Ptiloha 11
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Ptehled deskriptorii viini/zapacht vybranych aromaticky aktivnich latek

Chromatogram methylesteri vazanych a volnych MK ve vzorku D
po 56 dnech zrani

Chromatogram methylestert vazanych a volnych MK ve vzorku G
po 56 dnech zrani

Chromatogram methylestertit vazanych a volnych MK ve vzorku H
po 56 dnech zrani

Chromatogram methylesterd véazanych a volnych MK ve vzorku I
po 56 dnech zrani

Chromatogram methylesteri vazanych a volnych MK ve vzorku J
po 56 dnech zrani

Chromatogram tékavych latek ve vzorku D po 56 dnech zrani
Chromatogram tékavych latek ve vzorku G po 56 dnech zrani
Chromatogram tékavych latek ve vzorku H po 56 dnech zrani
Chromatogram tékavych latek ve vzorku I po 56 dnech zrani

Chromatogram tékavych latek ve vzorku J po 56 dnech zrani



Priloha 1: Prehled deskriptorii viini/zapachii vybranych aromaticky aktivnich latek

Deskriptory charakterizujici viini/zapach

Nazev alkoholu dané slougeniny Reference
Ethanol Kvétinova, jemna, sucha, alkoholova 32, 33,41, 50, 53
Propan-1-ol Sladka, vinové tony 41, 46
Propan-2-ol Ovocna, citrusova, oriSkova, alkoholova 41, 101
Propan-1,3-diol Syrova 42
2-methylpropan-1-ol \?VE?SE%’Z?E:?S Ezzilfarwa’ Cokoladova, ving 28, 32,41, 88
Butan-1-ol Sladka, zapach rozpoustédla 32
Butan-2-ol Ovocna, sladkd, vinové tony, zapach plastu 32, 46
Butan-2.3-diol OVf)cné, maslova, ofechova, zapach kyselého 36, 44, 51
mléka
2-methylbutan-1-ol Qvocné, alkohs)lvové, kovovy, zapach plastu, 28.32. 101
zapach rozpoustédla
Ovocna, jemna, kvétipové, bylinna, alkoholova, 28.39.50. 51. 88
3-methylbutan-1-ol éoko!édové, viné whisky, spaleny, zapach 9 5’ T T
chodidel
3-methylbut-2-en-1-ol Ovocna, syrova, vung zelené 41
2-methylbut-3-en-2-ol Mandlova, sladova 32
Pentan-1-ol Ovocné', jemna, alkoholova, viin€ zelené, viiné 33,41, 95
Balsamica
2-methylpentan-3-ol Grilovany, viin€ chleba 51
Pent-1-en-3-ol Sladka 32
Hexan-1-ol Bylinn4, ving zelené 41, 95
2-ethylhexan-1-ol Viné zelené, zapach lepenky, zvifeci pach 50, 95
Hex-3-en-1-o0l Viné travy 95
Heptan-2-ol ngcn'é,’ bylinné,’ viné zelené, viné pady, sucha, 45,51, 55,93, 102
olejovity, kovovy
Oktan-2-ol Ving zelené 33
Okt-1-en-3-ol Houbova, kovovy 31,95
Okta-1,5-dien-3-ol Vine pidy 41
Nonan-2-ol Ving zelené, mastny 41
Non-1-en-3-ol Houbova 52
Benzylalkohol Ovocna, kvétinova, vané ruzi, viiné suSenek 51,54
2-fenylethanol gﬁgfv P Ilf;’etm""a’ Ve izt vine 41,51, 53-55
Fenol Pikantni, koufovy, kovovy, zatuchly, fekalni 32,51
?&Tg:s)glf)end Ov¢i, grilovany 51
3-propylfenol Zapach desinfekce 47
?I;Egslggend Fenolicky, pach kravina, fekalni 28,51
4-ethylfenol Bylinn4, ving dieva, viné slaniny, kourovy 55
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Priloha 1: Prehled deskriptorii viini/zapachii vybranych aromaticky aktivnich latek (pokracovani)

Deskriptory charakterizujici viini/zapach

Nazev aldehydu . . Reference
dané slouceniny

Methanal Stiplava, ostry 97
Sladka, jable¢na, viing travy, ving zeleng, ostry,

Ethanal (Acetaldehyd) o ) o 33,41, 93,97
Stiplavy, pronikavy

Propanal Stiplavy 97

Prop-2-enal Syrova 42

2-methylpropanal (Isobutanal)

Sladka, kvétinova, ¢cokoladova, oriskova,
maslova, syrova, viin¢ popcornu, viné suchého
salamu, sladova, viing zeleng, Stiplavy

31, 32,41, 45,52,
53,97, 101

Butanal

Zapach ovciho tuku

101

2-methylbutanal

Ovocna, sladka, cokoladova, ofiskova,
mandlova, lehce karamelova, syrova, sladova,
vuné zelené, kysely

31,41, 44, 45, 47,
93, 95

3-methylbutanal (Isopentanal)

Ovocna, sladka, jablecnd, cokoladova, ofiskova,

28,31, 32,41, 43,

syrova, sladova, bylinna, viin¢ zelen¢, Stiplavy 45,52,95
3-methylbut-2-enal Bylinn4, kovovy 33
Pentanal Ezrvriirgg;)xé’??ggilﬁz% sladova, bylinnd, vlingé 41, 52,95, 97
Pent-2-enal Kvétinova, vine zelen€, mastny 97, 101
Hexanal elont. vimé iy, lojonity | 3250-52,93.9
Hex-2-enal Kvétinova, vine zelen¢, mastny 95,97, 101
Hex-3-enal Vine zelené 97
Hexa-2,4-dienal Vine zeleng, tukovy 95

Ovocna, sladka, citrusova, bylinna, viin€ zeleng,

33,41, 52,93, 95,

Heptanal mydlovy, tukovy, zatuchly 101
Hept-2-enal Olejovity, mastny 97
Hept-4-enal Viné susenek, zapach zluklého tuku, kovovy 32,41,93
Hepta-2,4-dienal Olejovity, mastny, zapach po smazeném tuku 48,97

Ovocna, citrusova, pomerancova, citronova,

41, 50, 52, 93, 95,

Oktanal grapefruitova, viiné zelené, mastny, tukovy 101
Okt-2-enal Ovoc?a., 0r1s1V<0\./a, Vun’e Vlasskych orec'hu, viné |, 5.95.97

zelené, jemnée cibulovy, mastny, tukovy

Oovovcna, slevldkeol, (31U1}sova, hras1’<ova, by’hnna, 32,33, 41, 50-52.
Nonanal ving zelen€, viing travy, mastny, tukovy,

. . 93,95

kozeny, zapach plastu

Non-2-enal Okurkova, viné zeleng, viné dieva, viiné sena, 47,53, 93,95, 103

mastny, tukovy, lojovity, zapach lepenky

Nona-2,4-dienal

Ovocna, okurkova, 1€koticova, tukovy, smazeny

32,41, 45,95

Nona-2,6-dienal

Okurkova, maslova, melounova, viné zelené,
smazeny, mastny, mydlovy, voskovy

41, 45, 93, 95, 97

Nona-3,6-dienal Okurkova 97

Dekanal Ofriskova, vané zelené 41

Deka-2.4-dienal Sladka’, vin¢ zelené, grilovany, smazeny, 32,48, 51,97
kovovy

Deka-2,4,7-trienal Zapach rybiho tuku 97
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Priloha 1: Prehled deskriptorii viini/zapachii vybranych aromaticky aktivnich latek (pokracovani)

Deskriptory charakterizujici viini/zapach

Nazev aldehydu . O Reference
dané slouceniny

Dodeka-2,4-dienal Mlécna 41

Hexadekanal Chemicky, fekalni 51

Benzaldehyd Ttesnova, ving chleba, hotkomandlova, spaleny | 46, 50, 55, 95

2-fenylethanal Sladka, medova, kvétinova, vané ruzi, vine 41.45. 48. 55

(Fenylacetaldehyd) sedmikrasky, karamelova, prazena T

Nizev ketonu Desl’(rlptovry ?harakterlzujla viini/zapach Reference
dané slouceniny

Propan-2-on (Aceton) OV’ocna, ,sladka, Vu.rvlg sena, zapach kyselého 33,41, 93
mléka, zapach buniciny

Butan-2-on Ovocna; sladkd, maslova, zapach laku, zdpach 32.33.55
odpadkil

1-hydroxybutan-2-on Kvétinova, bylinna 51

3-hydroxybutan-2-on (Acetoin) Kvétinova, maslova, karamelova, zapach 44, 45,50, 51

kyselého mléka

Butan-2,3-dion (Diacetyl)

Sladka, ofisSkova, maslova, karamelova,
vanilkova

45, 47, 50, 55, 88,
93

Ovocna, sladka, karamelova, syrova, ving

Pentan-2-on pomerancové slupky, zatuchly 32,33, 41,45
3-hydroxypentan-2-on Bylinn4, viiné ptidy, viiné lanyze 41
3-methylpentan-2-on Viné bonbont 41
Pentan-2,3-dion Maslova, krémova, karamelova, vanilkova 26, 32, 48, 52
Hexan-2-on Ovocna, kvétinova, nemocniéni zapach 32,33
Hex-1-en-3-on Zapach plastu 52

Sladka, kvétinova, viin€ plisiiového syra,

Heptan-2-on mastny, plesnivy, zdpach laku, zapach plastu 32,41, 47, 51,93
6-methylhept-5-en-2-on Ving dfeva, viiné mechu 53

Oktan-2-on Ovocna, kvétinova, vingé travy 41, 47
6-methyloktan-2-on Vin¢ dfeva, viiné mechu 53

Oktan-3-on Ovocna, houbové, viiné pidy 33,41
Okt-1-en-3-on Silné houbova, viin€ pidy 33,41
Okta-1,5-dien-3-on Zapach plastu, olejovity, mastny, kovovy 52,97

Nonan-2-on

Ovocna, kvétinova, ¢ajova, broskvova, syrova,
houbova, viné pudy, viiné travy, viiné maggi,
vine plisiového syra, mastny, zdpach shnilého
jablka

41, 44-47, 53, 55,
93

Non-1-en-3-on Houbova 50
Non-8-en-2-on Pecena, uzena, viin€ plisnového syra 41, 55
Dekan-2-on Ovocna, kvétinova 41
Undekan-2-on Ovocna, kvétinova, bylinna, viin€ ruzi, plesnivy | 33, 41
Tridekan-2-on Bylinna, kotfenéna, kysely, neptijemny, kozi 41, 51
Pentadekan-2-on Vlhka 41
Acetofenon Ving varené ryze 32
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Priloha 1: Prehled deskriptori viini/zapachii vybranych aromaticky aktivnich latek (pokracovani)

Nazev mastné Kyseliny

Deskriptory charakterizujici viini/zapach
dané slouceniny

Reference

Kyselina ethanova
(Kyselina octova)

Octovy, drsny, pronikavy, ostry, kysely

32, 33,47, 50, 93

Kyselina propanova
(Kyselina propionova)

Ovocna, kvétinova, syrova, zapach kyselého
mléka, ostry, kysely, pronikavy, spaleny, sirny,
zéapach chodidel, zapach rozpoustédla

33, 36, 41, 50

Kyselina 2-methylpropanova
(Kyselina isomaselna)

Ovocna, sladka, syrova, maslova, karamelova,
hotkomandlové, kysely, Stiplavy, zatuchly,
zapach zluklého masla, zapach shnilého ovoce,
zapach potu, zépach zvratkl

32, 36, 45, 48, 50,
51,53

Kyselina butanova
(Kyselina maselna)

Ovocna, sladka, syrova, kastanova, kysely,
nepiijemny, ostry, zatuchly, shnily, fekalni,
zéapach kvaseni, zdpach potu, zapach chodidel,
zapach zvratkd

32,36, 41, 47, 50,
52,53,55,93

Kyselina 2-methylbutanova
(Kyselina 2-methylmaselna)

Ovocna, syrova, ovéi, kozi, voskovy, ostry,
kysely, zatuchly, fekalni, zapach potu, zapach
shnilého ovoce

32, 36, 41, 48, 50,
51,55

Kyselina 3-methylbutanova
(Kyselina isovalerova)

Syrova, mirnd, kysely, neptijmny, ostry,
zatuchly, fekalni, zapach shnilého ovoce, zapach
potu, zapach chodidel, zapach zvratkd

33,41, 45, 50, 55,
101

Kyselina 2-ethylbutanova
(Kyselina 2-ethylmaselna)

Ovocna4, piijemna

36

Kyselina pentanova
(Kyselina valerova)

Oriskova, syrova, zeleninova, kofenéna, ving
dreva, viin€ obili, viin¢ zelen€, neptijemny,
kysely, zdpach potu

36, 41, 47, 50, 51,
54

Kyselina 4-methylpentanova
(Kyselina isokapronova)

Syrova, bylinna, kysely, Stiplavy

45,51

Kyselina hexanova
(Kyselina kapronova)

Syrova, kysely, mastny, pronikavy, ostry,
Stiplavy, kozi, pach potu, pach chodidel,
spaleny, fekalni

32,33, 36,51,55

Kyselina heptanova
(Kyselina enenthova)

Syrova, mydlovy, kozi, zatuchly, fekalni

36,47, 51

Kyselina oktanova
(Kyselina kaprylova)

Uzena, neptijemny, mastny, mydlovy, voskovy,
kaucukovy, zatuchly, kozi, hnilobny, zapach
potu, zapach Ccisticich prostredkd, fekalni

32,34, 36, 41, 45,
51,55

Kyselina 4-methyloktanova

(Kyselina 4-methylkaprylova) Kozi i
Kyselina 4-ethyloktanova )

(Kyselina 4-ethylkaprylova) Kozi il

Kyselina nonanova Ovocn4, bylinna, mastny, kozi, spaleny, 1241 5155

(Kyselina pelargonova)

zatuchly, fekalni

Kyselina dekanova
(Kyselina kaprinova)

Ving travy, viné kyselého ovoce, mastny,
voskovy, kozi, neptijemny, spaleny

32,41, 45,51,55

Kyselina dec-9-enova
(Kyselina kaprolejova)

Sladka, kvétinova, viné zelené

36,51

Kyselina undekanova
(Kyselina undecylova)

Mydlovy, voskovy

36
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Priloha 1: Prehled deskriptorii viini/zapachii vybranych aromaticky aktivnich latek (pokracovani)

Deskriptory charakterizujici viini/zapach

Nazev mastné kyseliny . - Reference
dané slouceniny

Kyselina dodekanova Vung horkého mléka, mydlovy, mastny,

. ; . , 32,36, 41,45

(Kyselina laurova) voskovy, kovovy

Kyselina tetradekanova S ., s

(Kyselina myristovd) Mastny, hnilobny, zapach potu, zvifeci pach 41,45

Kysehpa fenylethanoya Sladka, medova, viing rizi 32,41

(Kyselina fenyloctova)

Kysehpa fenylpropapova ’ Ky&tinové A1

(Kyselina fenylpropionova)

Nézev esteru Desl’(rlptovry ?harakterlzujlcl viini/zapach Reference
dané slouceniny

Methyl-butyrat Ovocna, sladka, jable¢na 47,95

Methyl-2-methylbutyrat Sladka, kvétinova, hroznova, karamelova 41, 54,95

Methyl-3-methylbutyrat Medova 97

Methyl-hexanoat Ovocna, jable¢na, ananasova, liskoofiskova, 93.95.97.101

(Methyl-kapronat) karamelova, viiné horkého mléka P

Methyl-oktanoat Karamelova, vin€ Balsamica, viiné exotickych 55

(Methyl-kaprylat) kvéth

Methyl-dekanoat e . s

(Methyl-Kaprint) Ovocna, kvétinova, kokosova, bylinna 51

Ethyl-acetat Ovocn4, ananasova, jable¢na, spaleny 32,41

Ethyl-2-methylpropionat Ving nezralého ovoce, viin€ zelené 41

Ethyl-butyrat

Ovocna, sladka, kvétinova, jable¢na, kokosova,
bananova, viing zvykacky

33,45, 47,51, 54,
93, 95

Ethyl-2-methylbutyrat Ovocna, sladka 32,41
Ethyl-3-methylbutyrat Ovocna, olivova, syrova 32,41, 51
Ethyl-pentanoat (Ethyl-valerat) | Ovocnad, sladkd, melounova 32,47,93

Ethyl-hexanoat
(Ethyl-kapronat)

Ovocna, sladka, kvétinova, jahodova, jablecna,
melounova, pomerancova, kokosova, ananasova,
bananova

32,33, 45, 47,51,
53, 101

Ethyl-oktanoat
(Ethyl-kaprylat)

Ovocna, sladka, kvétinova, jable¢na,
pomerancova, ananasova, hruskova, bananova,
karamelova, viin€ pady, mydlovy, spaleny

32, 33,41, 51, 55,
95

Ethyl-nonanoat Ovocnad, syrova 51
Ethyl—dekar}oét Ovocna, kvétinova, jablecna, hroznova, viine 55 05
(Ethyl-kaprinat) brandy, zdpach rozpoustédla ’
Ethyl-dodekanoat (Ethyl-laurat) | Kvétinova, vanilkova 51
Ethyl-benzoat Kvétinova, arasidova, grilovany 41, 51
Ethyl-laktat Mandarinkova 97
Propyl-butyrat Ovocna, sladka 32,41
Propyl-oktanoat .

(Prcr))gyl-kaprylét) Bylinna 4
Butyl-acetat Citronova, ananasova, zapach rozpoustédla 33,54,97
Butyl-2-methylpropionat Ananasova 97

103




Priloha 1: Prehled deskriptori viini/zapachii vybranych aromaticky aktivnich latek (pokracovani)

Deskriptory charakterizujici viini/zapach

Nazev esteru dané slouteniny Reference
Butyl-pentanoat (Butyl-valerat) | Jablecna 97
Butyl-hexanoat e
(Butyl-kapronét) Ovocna, kvétinova 51
Isobutyl-acetat Vine zvykacky 32
Isobutyl-butyrat Ovocna 41
Isobutyl-oktanoat ,
(Isobutyl-kaprylat) Ovoend 33
Pentyl-acetat Ovocna, hruskova 41,97
Pentyl-oktanoat o s o n
(Pentyl-kaprylat) Vin¢ brandy, viné whisky 97
Isoamyl-acetat Ovocna, sladka, bananova 41
Isoamyl-butyrat Ovocna, sladka, karamelova 55
Isoamyl-hexanodt Sladk4, medové, matové, vimé divoké rize 41,55
(Isoamyl-kapronat)
Hexyl-acetat Ovocna, viné ¢ervenych bobuli 95
2-fenylethyl-acetat Sladka, kvétinova, bylinna, viné rizi 39,41, 55
2-fenylethyl-butyrat Kvétinova 39
S-methyl-thioacetat Ving vareného kvétaku 36
S-methyl-thiopropionat Syrova 36
S-methyl-thiobutyrat Vung pazitky 36
Allyl-hexanoat (Allyl-kapronat) | Ananasova 97
Nézev laktonu g:lsllgl:l[:)tli)érgn;l:;rakterlzuj1c1 viini/zapach Reference
Sladka, liskoofiskova, slabé maslova,
y-butyrolakton karamelova, viiné horkého mléka 97,101
v-hexalakton Sladka, kokosova, zeleninova, pecena 32,47, 51
v-heptalakton Ovocna, sladka, viing zelené 50, 101
y-oktalakton Sladka, kokosova, melounova 47
S-oktalakton 1(()(:/12)00512% ;13(1)12, kvétinova, broskvova, 41,51, 54
Ovocna, sladka, kvétinova, kokosova, bylinna,
y-nonalakton maslova, karamelova g 32,51.95
y-dekalakton .Ovocna,’kvet’movz}, merufikova, broskvova, 32.51,97
jahodova, krémova
S-dekalakton Isnlzgll;i,ék\lf{itélrr;%\;? kokosova, broskvova, 41,51, 55
y-dodekalakton l?g’lf(fs‘g‘v ;li‘li;‘;’o SEOSKVOV& Svestkova, 33,51,93,97
(Z)-y-dodek-6-enolakton Sladka, citronova, broskvova, karamelova 41
5-dodekalakton Ovocna, sladka, bylinna, meruiiova, broskvova, 3,41, 47

mandlova, kokosova, maslova, syrova
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Priloha 1: Prehled deskriptorii viini/zapachii vybranych aromaticky aktivnich latek (pokracovani)

Deskriptory charakterizujici viini/zapach

Nazev sirné slouceniny . - Reference
dané slouceniny
Methanthiol Yune Varenvehor zeli, sirny, ce’snekrovy, vyrazny 36. 47, 93. 95
zapach kvaseného zeli, benzinovy
Ethanthiol Sirny, cesnekovy 95
Propanthiol Sirny, ¢esnekovy 95
2-methylthioethanol Yunf: kuteciho vyvaru, vliin¢€ peceného kufete, 47, 95
sirny
3-methylthiopropanal Vung¢ varenych brambor, ving pidy, cibulovy,
. . , 45, 55, 95
(Methional) Stiplavy
Allylmethylsulfid Mirné¢ sirny, ¢esnekovy, pikantni 47
Dimethylsulfid Vurie zs:h, viné kukufice, sirny, zapach 36,41, 93, 95
zkazeného Cesneku
Diallyldisulfid Sirny, ¢esnekovy 32,97
Dimethyldisulfid Viiné vafeného zeli, viné vareného kvétaku, 33,36, 41, 47
sirny, ¢esnekovy, cibulovy
Zeleninova, viin€ travy, viné celeru, viiné
. . . brokolice, viiné vafeného kvétaku, viiné 32, 36,41, 45,47,
Dimethyltrisulfid . C o w oy, o .,
vareného zeli, vin¢ vafené kukufice, sirny, 52
¢esnekovy, cibulovy, Stiplavy, hnijici
Dimethyltetrasulfid Vu_r.lre yareneho zeli, Cesnekovy, kvétakovy, 41,47
hnijici
Diethyldisulfid Viné dieva 32
Dimethylsulfon Vine horkého mléka, sirny, spaleny 41
Nazev. sloucenln)i Desl’(rlptovry ?harakterlzujlm vini/zapach Reference
(skupina ,,ostatni) dané slouceniny
Linalool Sladka, kvétinova, citrusova, pomernac¢ova 41, 54
Isoborneol Terpenovity 41
B-damascenon Ovocna, sladka, kvétinova, jablecna, broskvova | 32, 41, 54
B-ionon Kvétinova, ving dieva 54
L-karvon Bylinn4, kminova 41,97
D-Limonen Matova 32
Citral Citronova, hotkosladka, silny 96
Citronellol Viné razi 96
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Priloha 2: Chromatogram methylesterii vazanych a volnych MK ve vzorku D po 56 dnech zrani;
vazané MK — nahore (100x ziedeno); volne MK — dole (10% zFedeno), identifikace sloucenin na

zakladeé retencnich casit (viz Tabulka 6); vyznaceny MK nejvyznamnéjsi pro mlécny tuk
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Priloha 3: Chromatogram methylesterii vazanych a volnych MK ve vzorku G po 56 dnech zrani;
vazané MK — nahore (100x ziedeno); volnée MK — dole (10% zFedeno), identifikace sloucenin na

zakladeé retencnich casii (viz Tabulka 6),; vyznaceny MK nejvyznamnéjsi pro mlécny tuk

400.1

| palmitova

olejovi

myristova
419+

(mVolt) -
162.8+

stearovi

kaprinova |

83.7 rkapronovi

1
kaprylova | | | | ]

linolova
\ || | alinolenova

1741 0.51
2005 x
palmitova
16131
myristovi
olejova
1212¢
|
(mVolt) -
8301 I
kapronovi ; i
B kaprinova
1
stearovi | i
43.81 kaprylovi I | i
| ;
‘ ‘ } | linolova
I ! |
( | L}L‘A_AM—J U’kw\_/\’—J U a-linolenovi
| ! s - A
o b o o B ) e LU :
& 5.00 810 11.20 1430 1741 10.51

Time {min})

107



Priloha 4: Chromatogram methylesterii vazanych a volnych MK ve vzorku H po 56 dnech zrani;
vazané MK — nahore (100x ziedeno); volne MK — dole (10% zFedeno), identifikace sloucenin na

zakladeé retencnich casit (viz Tabulka 6),; vyznaceny MK nejvyznamnéjsi pro mlécny tuk
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Priloha 5: Chromatogram methylesterii vazanych a volnych MK ve vzorku I po 56 dnech zrani;

vazanée MK — nahore (100x ziedeno); volnée MK — dole (10% zFedeno), identifikace sloucenin na

zakladeé retencnich casit (viz Tabulka 6),; vyznaceny MK nejvyznamnéjsi pro mlécny tuk
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Priloha 6: Chromatogram methylesterii vazanych a volnych MK ve vzorku J po 56 dnech zrani;
vazané MK — nahore (100x ziedeno); volnée MK — dole (10% zFedeno), identifikace sloucenin na

zakladeé retencnich casii (viz Tabulka 6),; vyznaceny MK nejvyznamnéjsi pro mlécny tuk
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Priloha 7: Chromatogram tékavych latek ve vzorku D po 56 dnech zrani; identifikace sloucenin na

zaklade retencnich casu (viz Tabulka 12)
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Priloha 8: Chromatogram tekavych latek ve vzorku G po 56 dnech zrani; identifikace sloucenin na

zaklade retencnich casu (viz Tabulka 12)
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Priloha 9: Chromatogram tékavych latek ve vzorku H po 56 dnech zrani; identifikace sloucenin na

zaklade retencnich casu (viz Tabulka 12)
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Priloha 10: Chromatogram tekavych latek ve vzorku I po 56 dnech zrani; identifikace sloucenin na

zdaklade retencnich casu (viz Tabulka 12)
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Priloha 11: Chromatogram tekavych latek ve vzorku J po 56 dnech zrani; identifikace sloucenin na

zaklade retencnich casu (viz Tabulka 12)
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