Vyvoj obsahu aromatickych latek a volnych AMK
v prubéhu zrani Pravych olomouckych tvaruzku

Bc. Martina Chromeckova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2010 Fakulta technologicka




Univerzita Toméase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav biochemie a analjzy potravin
akademicky rok: 20092010

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

IFROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jménc a piijmeni:  Be. Martina CHROMECKOVA

Dsobn’ ésla: T080334

Studijni pregram: N 2901 Chemie a technologie patravin

Studijri abor; Technelogie, hygiena a ekonomika viroby potravin

Téma prace: Wivaj absahu aromatickych latek a volnjch
aminokyselin v prilb&hu zréni Pravych clomeuckych
tvardzki

Lasady pro wwpracovani:
. Teoreticka éast
1. Popiste virabu Pravych olomouckich tvardzki.
2. Popiste biochemické procesy pii zranl mékkych syri.
Il Prakticka east
1. Realizujte zraci pokus s Pravimi olemouckimi tvariizky.

2. Pro stanovenl aromatickych latek wyugifte mikroestrakee tuhou fazi (HS-SPME)
v kombinaci s plynoveu chromatografii .

3. Pro stanaveni volnyeh aminakyselin wyuzijte iontové-vyménnau kapalinovou
chremalegrafii v prib&hu zréni vzorky podrobte senzoricke analjze.



Rorsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Ferma zpracovani diplomové prace:  tislénalelektronicka

Seznam odborng literatury:

[1] Kn&z, VVyroba syri, SNTL, Praha 1960,

[2] Dolezalek, J.: Mikrobialogie mlékarenského a tukaiskéhe primyslu, SNTL Praha
1962,

[3] Jay. J. M.: Modern food mikrobiology, Aspen Publishers, Inc., Gaithersbug 2000,

[4" Lund, B. M., Baird-Parker, T.C., Gould, G. W.: The Microbiological Safety and Quality
of Foad, Aspen Publishers, Inc., Gaithersbug 2000,

35| Fox, P. F., McSweeney, P. L. H., Cogan, T. M., Guinee, T. P.: Cheese, Chemistry,
Physics and Microbiology, Elsevier, Amsterdam 2004.

Vedouel diplomové prace: doc. Ing. Frantizek Buiika, Ph.D.
Ustav technolegie & mikrebialogie potravin

Datum zadéani diplomave prace; 4. ledna 2010
Termin cdevzdani diplomaové price: 19, kvEtna 2010

We Zliné dne 8, dubna 2010

15 ¥ L{:#’f/f.m |{%‘_Z.*—£’z
dac. Ing. Pelr Klavacek, (5S¢, i a2 prof. Ing. Ignac Hoza, Cse.
détan \ : : Fedated frtae



2

PROHLASENI

Prohlasuji, ze

beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skoldch a o zmén¢ a doplnéni dal-
Sich zakonl (zdkon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjsich pravnich predpisti, bez
ohledu na vysledek obhajoby ”/;

beru na védomi, zZe diplomové/bakalarska prace bude uloZena v elektronické podob¢ v
univerzitnim informac¢nim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden vytisk diplomo-
vé/bakaléaiské prace bude ulozen na piislusném ustavu Fakulty technologické UTB ve
Zlin¢ a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalaiskou praci se pln¢ vztahu-
je zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autor-
skym a o zmén¢ nékterych zdkoni (autorsky zdkon) ve znéni pozdéjSich pravnich
predpisti, zejm. § 35 odst. 3 7;

beru na v&domi, Ze podle § 60 7 odst. 1 autorského zdkona ma UTB ve Zlin& préavo na
uzavieni licencni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského za-
kona;

beru na védomi, 7e podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomo-
vou/bakalafskou praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s piedchozim pi-
semnym souhlasem Univerzity Tomase Bati ve Zling, kterd je oprdvnéna v takovém
piipad€¢ ode mne pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu ndkladi, které byly Uni-
verzitou TomdSe Bati ve Zlin¢ na vytvoteni dila vynaloZeny (aZ do jejich skutecné vy-
se);

beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomdase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym udceliim (tedy pouze k nekomerc¢nimu vyuziti), nelze vy-
sledky diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komer¢nim dceliim;

beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwa-
rovy produkt, povazuji se za soucdst prace rovnéz i zdrojové kddy, popt. soubory, ze
kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucdsti mize byt divodem k neobhdjeni
prace.



Y zékon & 111/1998 Sb. o vysokych Skoldch a o zméné a doplnéni dalsich zdkond (zdkon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjsich prdv-
nich predpisd, § 47 Zverejfiovani zavérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordézni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudkt oponenti a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zplsob zverejnéni stanovi vnitini
predpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordzni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitinim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké sSkoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si miZe ze zverejnéné prdce porizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zékon €. 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkont (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje skola nebo Skolské Ci vzdéldvaci zarizeni, uZije-li nikoli za ucelem primého nebo neprimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k vlastni potiebé dilo vytvorené Zakem nebo studentem ke spinéni Skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo skolskému ¢i vzdéldvaciho zarizeni (Skolni dilo).

3 zékon ¢&. 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkont (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpirdg-li autor takového dila udélit svoleni bez vazného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
jeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zustdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, mazZe autor Skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zajmy
Skoly nebo skolského ¢i vzdélavaciho zarizeni.

(3) Skola nebo $kolské ¢&i vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného
v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 primérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZi-
ly, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pritom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného sSkolou nebo Skolskym Ci vzdéldvacim
zafizenim z uZiti skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Cilem diplomové prace je vyzkum cichového a chutového projevu olomouckych
tvartzkti. Pomoci mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii a hmot-
nostni spektrometrii bylo identifikovdno celkem 46 komponenti pravdépodobné zodpo-
védnych za aroma olomouckych tvartizki. Olomoucké tvartizky byly rovnéz hodnoceny
senzoricky pomoci dotaznikového Setfeni. Déle byl stanoven obsah volnych aminokyselin
s pomoci iontové-vyménnou kapalinovou chromatografii, kde jsme celkové stanovili 22
aminokyselin. Béhem zrani tvariizka rostl obsah jednotlivym aminokyselin, jeZ se patrné

podileji na tvorbé aromatickych a chutovych slozek.

Klic¢ova slova: tvartzky, zrani syrd, volné aminokyseliny, plynovd chromatografie, mikro-

extrakce tuhou fazi, hmotnostni spektrometrie

ABSTRACT

The master thesis is aimed to analysis of special type of cottage cheese called
,olomoucké tvartizky“ from point of view of olfactory and taste properties. It was
identifiend 46 components that could probably contribute to the typical flavour of the
tested cottage cheese. Techniques such as solid phase micro extraction, gas
chromatography and mass spectrometry were used. Sensory analysis was also carried out.
The amount of 22 amino acids was determined using ion exchange liquid chromatography.
During the ripening period the amount of free amino acids increased. The free amino acid

could also contribute to flavour of tested cottage cheese.

Keywords: cottage cheese, ripening, free amino acid, gas chromatogramy, solid phase

micro extraction, mass spectrometry
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UVOD

Pravé olomoucké tvartzky, jinak také nazyvané jako ,,Olomoucké syrecky®, predsta-
vuji ptivodni Cesky syr zrajici pod mazem. Jejich charakteristickym znakem je pikantni
chut’ a typickd viné. Vyrdbéji se z nesyfeného kyselého tvarohu s velmi nizkym obsahem
tuku. Jiz pies celych 130 let se vyraznym zpusobem podili na proslulosti olomouckych

tvariizkd meésto LoStice na Hané, v ném?Z jejich vyroba probihd do dneSnich dnii.

Cilem této diplomové prace je senzorické hodnoceni olomouckych tvartizka a che-

micka analyza jejich aroma v priibéhu zrani.

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zaméiena na popis vyroby olomouckych tvartzki

a biochemické procesy, které probihaji béhem zrani mékkych syrt.

V praktické ¢asti se zabyvame zracim pokusem, kdy jsme sledovali zmény aromatic-
kych latek v obdobi od naformovéni azZ po tydnu doporuceném datu spotieby. Tvarazky

byly skladovany v lednici pti 5°C £ 1°C.

Pro stanoveni aromatickych latek byla pouZzita mikroextrakce tuhou fazi (HS-SPME)
v kombinaci s plynovou chromatografii. Béhem zrani jsme tvarGzky podrobili senzorické
analyze, kdy senzorické hodnoceni bylo provedeno na zdklad¢ dotaznikového Setfeni mezi
experty a vybranymi posuzovateli. Ddle byl stanoven obsah volnych aminokyselin

s pomoci iontové-vymeénnou kapalinovou chromatografii.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ROZDELENI SYRU A VYROBA TVAROHU

1.1 Rozdéleni syri

Syry délime do tif hlavnich skupin, podle zpiisobu sraZeni mléka a dalSich technologic-

kych postupti [1,2].
1) Syry sladké (syfené)
2) Syry kyselé (tvarohové)

3) Syry tavené

Sladké syry: Sladké mléko se enzymaticky srazi tzv. syfidlem a vznikla srazenina se
déle zpracovava. U vsech druhti sladkych syri se vedle Cist¢ enzymatického srdZeni uplat-
fluje v rizném stupni i spoluptisobeni vznikajici kyseliny mlécné, kterd ovlivituje charakter

srazeniny. Do této skupiny patii mekké, polotvrdé a tvrdé syry.

Kyselé syry: Mléko samovoln¢ kysne a srdzi se v tuhou srazeninu, z niZ lze odd¢lit
tvaroh od syrovétky. Ze ziskaného tvarohu se pak vyrabi kyselé syry (olomoucké tvartzky

neboli syrecky).

Olomoucké tvartzky fadime mezi tzv. syry kyselé. Zdkladni surovinou pro vyrobu
tvariiZzkd je netu¢ny primyslovy tvaroh vznikly kyselim srdZzenim mléka, ptisobenim mik-
robidlni kyseliny mlécné. Pii vyrobé se nepouzivaji zddné konzervacni latky kromé ku-

chyniské soli, kterd je dileZitou soucasti technologického postupu.

Tvartzky jsou charakteristické svym pronikavym aromatickym projevem, ktery muze
byt vniman, jako mirné odpuzujici aroma (hnilobné tony, pachy zacinajiciho rozkladu),
jejichz ptavodcem jsou predevSim niz§i mastné kyseliny (kyselina butanova, 3-

methylbutanova,...) a sirné latky (dimethyltrisulfid, methanthiol...)[3].
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1.2 Zpusoby vyroby primyslového tvarohu

Primyslovy tvaroh lze vyrdbét riiznymi zpisoby, které se 1i$i v piiprave sraZeniny.
Pro vyrobu tvartzkii se nejbéznéji pouziva primyslovy tvaroh vyrobeny jednotepelnym a

dvoutepelnym zpisobem.

Dvoutepelny zpusob vyroby priumyslového tvarohu

Pasterované odstiedéné mléko o teploté 22°C se zakysa 1 - 2 % smetanovym zdky-
sem, dobfe se promichd a nechd se sraZet. Pii téchto teplotach trva srazeni 14 — 17 hodin,
kdy dosahne srazené mléko kyselost 35 — 38°SH [4]. Po dosaZeni Zadané kyselosti sraZeni-
na promichand a ponechana v klidu 20 — 30 min. Poté se za stdlého pomalého michéni pfi-
hfiv4 na teplotu 28 — 32 °C [4]. Syrovatka se odCerpd a tvaroh se vypusti do lisovaci vany

(tzv. tvaroznik), ve které odkapava syrovatka a tvaroh se lisuje.

Vylisovany tvaroh je rozemlet v priimyslovém masovém mlynku nebo je ru¢né roz-
drcen a vychlazen v chladirné na teplotu 10°C. Vychlazeny tvaroh se plni do nadrzi nebo
do polyethylénovych pytli, ve kterych je dokonale udusan. Tvaroh zlstava az do expedice
v chladirné.

Dals§i mozné zptisoby vyroby primyslového tvarohu:

Jednotepelny zpiisob vyroby priumyslového tvarohu

Zpracovani syfeniny 1 srdzeni mléka je provadéno pii teploté 32 — 38°C. Mléko se
zakysa 1 % smetanového zakysu a srazi se pii teploté 32 - 38 °C, 7 — 10 hodin. PoZadovana
kyselost srazeniny je 32 — 34°SH. Po dosazeni kyselosti se sraZenina promichdvé 1 — 2 ho-
diny, kdy dosdhne kyselost filtrované syrovatky 25 — 27°SH [5].

Po ziskdni poZzadované sraZzeniny se odpusti uvolné€nd syrovatka a sraZeniny se zbyt-
kem syrovatky se vypusti do filtracnich pytlt nebo lisovacich voziki. Odkapédvani, lisova-

ni, mleti, chlazeni a baleni se provadi stejné jako u zplsobu dvoutepelného. Tento tvaroh

musi byt dobie vychlazen, nebot’ hrozi nebezpeci piekysani.
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Termofilni zpitsob vyroby priumyslového tvarohu

Pfi tomto zpiisobu vyroby tvarohu se odtu¢néné pasterované mléko zahieje na teplotu
38 - 44°C. Kmléku se pfidd 2 % smésného termofilniho zdkysu obsahujictho Strepto-
coccus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus lactis a Lactobacillus helveticus
[5,6]. Pomér kokt a tyCinek v kultufe ma byt 1:1. SrdZeni s touto kulturou trva 2,5 — 4 ho-
diny. Po dosaZzeni Zadouci kyselosti 23 — 25°SH se srazenina pokrdji a ihned zpracovava,
aby nepiekysala. Poté se sraZenina asi 30 minut opatrn¢ promichdva (véetné prestavek),
aby bylo dosaZeno ndlezité tuhosti. VytuZena sraZenina se nechd klesnout ke dnu, je odcer-
pana syrovdtka a sraZenina se ddle zpracovavad podobn¢ jako u ptredchozich zpiisobii. Ter-
mofilni tvaroh musi byt rychle vylisovan a vychlazen, aby neptekysal. Celé zpracovani trva

asi 4 — 6 hodin.

Kontinudlni vyroba prumyslového tvarohu odstredovdnim

Tento zplisob vyroby priimyslového tvarohu spociva v oddé€leni tvarohoviny pomoci
odstiedivek. K odstfed’ovani sraZeniny tvarohu od syrovatky se pouZiji odstiedivky Sneko-
vé (dekantacni). Pasterované odtucnéné mléko se ohieje na teplotu 26 — 30°C, napusti do
koagulacnich tankti a zakysd 1 — 2 % smetanovym zdkysem. Koagulace probihd do druhého
dne. KdyZ syrovatka dosdhne kyselosti 26 — 28°SH, je mozZno sraZeninu zpracovavat. Sra-
Zenina se po rozmichani a pteCerpdni ohieje na 50 °C po dobu 3 — 5 minut ve vyrovnava-

cich nadrzich. Poté ndsleduje odstfedéni v dekantacni odstfedivce.

1.2.1 Pramyslovy tvaroh pro vyrobu olomouckych tvarazki

Tvaroh se vyrdbi kyselym srdZzenim pasterovaného odstfedéného mléka bez pfidavku
syfidlovych enzymti.

Odsttedéné mléko je pasterizovdno pii teplot¢ 85°C po dobu 15 - 20 sekund, kdy
dochdzi k denaturaci syrovatkovych bilkovin, které ¢astecné piechazeji do tvarohové sra-
Zeniny. Dochézi ke zvySeni vytéznosti a vazby vody, tim se sniZuje suSina tvarohu. Mléko

se zakysdva bud’ smetanovym zakysem, nebo termofilnim zdkysem, ktery urychluje proky-
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sani a srdZeni mléka [7]. Teplota se pohybuje v rozmezi 25 - 30°C [5,8 ]. Pro vyrobu pru-
myslového tvarohu jsou duleZité bakterie mlé€ného kvaSeni (BMK) Lactococcus lactis

subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris [9,10].

Vyrobni postup primyslového tvarohu je upraven tak, aby se mlé¢né kvaseni zastavi-
lo v okamZiku, ktery je pro jakost primyslového tvarohu nejvyhodnéjsi. Podle pouZitého
zékysu a vyrobniho postupu se zacne tvaroh zpracovavat pii kyselosti sraZzeniny 25 - 38°SH
(kyselost podle Soxhleta-Henkela: znaci spotfebu 1 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25
mol.I"" na 100 ml & 100 g vzorku) [11].

Nésledné se sraZenina promichd a necha se v klidu 20 — 30 min. Posléze se sraZenina
za stdlého pomalého michani zahfiva na teplotu 35 — 50°C. Syrovéatka se odcerpa a tvaroh
se vypusti do lisovaci vany, kde odkapéava zbytkova syrovétka a tvaroh se lisuje.

Béhem zpracovani probiha tzv. proces mlééného kvaseni, ktery je ukoncen po 3V -
22 hodinéach, kdy vyroba primyslového tvarohu kon¢i jeho vychlazenim. Tvaroh je vychla-

zen na 5 - 10°C, tim se zabrani dalSimu rozkladu laktosy bakteriemi mlé¢ného kvaseni a

ptipadnému rozvoji nezadoucich mikroorganismi.

Tvaroh musi byt béhem dal$ich manipula¢nich praci oSetien a uloZen tak, aby nedo-
chéazelo k nartstu nezddouci mikrofléry a tim k nezddoucim biochemickym zménam. Dalsi
dilezity postup je udusani tvarohu do ptepravnich nadob. Je-li tvaroh $patn¢€ uduséan a jsou-
li v ném vzduchové prostory, mohou se rozmnoZit pii vhodnych teplotiach sporogenni ae-
robni bakterie, jako napt. Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus brevis a Bacillus pu-
milus, které rozkladaji jednotlivé slozky tvarohu béhem exotermickych procesii [5,6]. Pii
téchto procesech se uvoliiuje energie ve formé tepla a tvaroh se miiZze zapaftit. Takovy tva-

roh neni moZné pouzit pti vyrobé tvarazkl, nebot’ by byly tvarazky hotké a roztékavé.

1.2.2 Skladovani primyslového tvarohu

Tvaroh urceny pro vyrobu tvartizkl se skladuje kratkodob¢ (14-30 dnt1), nebo dlou-
hodob¢ (3-12 mésicti). NaCl (4-4,5%) spolu s kyselinou mlé¢nou do jisté miry tvaroh kon-

zervuji na podkladé zvySeni osmotického tlaku (plasmolyzy) [1,7, 8,12].
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Kyselost primyslového tvarohu v této fazi vyroby ma byt v rozsahu 110 — 120 °SH a
pH 4,4 — 4,6 pii obsahu suSiny 32% [5,6,7,12].
Pomlety a nasoleny tvaroh se ukldda do betonovych nebo vykachlickovanych nadrzi

o obsahu 5 — 20 t. Po naplnéni nddrZe tvarohem se povrch mirné€ nasoli (max.2mm).

Povrch se prikryje pergamenovym papirem nebo polyethylenovou folii, pak se nadrze
zatizi poklopem. N4drZe maji na dn¢ otvor, kterym odtéka vyloucend syrovatka. Syrovatka
je snadno uvolilovana jednak mechanickym tlakem, ale i ptisobenim soli - osmézou. Susina

v tvarohu se zvysi na 38 — 40 %[8].

Pro skladovani tvarohu se pouzivaji i nerezové nadrze, které maji otvor pro odtok
syrovatky. Tvaroh musi byt v kontejneru napéchovan a kontejner musi byt neprody$né uza-

vien.

Doporucend doba skladovani tvarohu je 6 mésict. Pokud je skladovaci teplota 5°C,
muze byt tvaroh skladovan po dobu jednoho roku. Doba skladovani je 30 dni pfi teploté 8

- 12 °C[5].

1.2.3 Vliv teploty na skladovani a soleni tvarohu

Primyslovy tvaroh se fadi k vyrobkiim ziskanym srdaZzenim kyselou cestou. Kysela
sraZzenina je charakterizovdna jako koagulét s vice oddélenymi Casticemi, které jsou vice
hydrofobni neZ nativni kasein a jsou daleko mén¢ hydratované. Péry jsou mnohem mensi a
vice rozptylené nez u sladké syfeniny. Mezi jednotlivymi bilkovinnymi ¢asticemi se vysky-
tuji slabé hydrofobni vazby podobné Van der Walsovym [8]. Synereze (samovolné vytéka-
ni syrovatky) je po krdjeni a dal$im zpracovani z velké C4sti zablokovana. V tomto stadiu
1ze uvolnit synerezi dalSim ptisobenim teploty a sniZenim teploty ji lze zabranit. V tvarohu
je dulezitd synereze pted lisovanim a pii ném a pred odstfed'ovanim. PouZivané teploty

v této fazi vyroby maji za ndsledek velké vypuzovani syrovatky z ¢astic sraZeniny.

Pti plnéni nadrze, béZzné pfi teploté 20°C (zvlast v letnich mésicich nedochdzi k vy-
chlazeni na niZs$i teplotu), a pfi rucnim nerovnomérném soleni dochdzi k dodatecné neza-
douci synerezi. Uvoliiuje se velké mnoZstvi syrovatky, kterd miZe vyplavovat z tvarohu
1/5 1 vice celkové davky soli, a latky pottebné pro dalsi biochemické resp. mikrobiologické

pochody pii zrani.
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z

Obtize s nestejnorodou suSinou a obsahem soli v kontejneru je mozné ¢aste¢né od-
stranit pfemletim tvarohu pfed formovanim. Dosahne se tak zjemnéni konzistence a homo-

genizace parametru.

Pro skladovani tvarohl pro vyrobu kyselych syri se uvadi teplota 8°C [13]. Déle je
dualezité zajistit nepiehiivani tvarohu pied odstfedovanim a rovnomérné soleni vychlaze-

ného tvarohu.
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2 VYROBA TVARUZKU

2.1 Postup vyroby

Tvartazky se vyrdbéji z netu¢ného kyselého tvarohu zrajictho pod mazem. Postup vy-

roby, rozdélujeme do ndsledujicich kroku:

1) priprava suroviny
2) formovdni tvaruzkii
3) suseni

4) zrdni

2.1.1 Piiprava surovin

Zakladni surovinou pro vyrobu tvarizki je nezdvadny odtucnény kysely tvaroh s

titracni kyselosti od 125 —-160 °SH [8].

Tvaroh je bud’ kratkodob¢ skladovany (2-4 tydny) nebo dlouhodob¢ skladovany (az 1
rok). Dlouhodobé skladované tvarohy se nemohou zpracovdvat samostatné, ale musi se
vZdy michat v ur¢itém pomcéru s tvarohy Cerstvymi, tzv. kratkodobé skladovanymi. Dlou-
hodob¢ skladovanych tvarohli 1ze pouZzit ve smési maximdlné v mnozstvi jedné tfetiny.
Dévka je urCend délkou doby skladovani, kterd rozhoduje o charakteru tvarohu daném
chemicko-fyzikdlnimi zménami vyvolanymi béhem skladovani. Je-li ptidavek skladované-

ho tvarohu nepfiméteny, maji vyrobené tvarizky po vyzrani ostrou az Stiplavou chut’.

Promichéani tvarohu se provddi v obloZenych betonovych nadrzich, do kterych se
vrstvi kratkodobé skladovany tvaroh s dlouhodobé¢ skladovanym tvarohem. Tyto dva druhy
skladovanych tvarohtl se misi za icelem sniZeni kyselosti na 120 - 140° SH, aby se nemu-
sela smés tvarohu odkyselovat zbytecné velkym mnozstvim regulatorti kyselosti (RK). To
vsak nemusi byt vZdy pravidlem, jelikoZ kyselost tvarohu pfi piijmu mizZe byt sama o sob&
nizka (nesmi byt vSak nizsi nez 120°SH).

Po promichani se ve tvarohu upravi obsah soli na 4,5 % [7,12]. Dale je také upravena

piidavkem vody suSina na 32 — 34%][8§].
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Pro urychleni zrani a snizeni kyselosti tvaroht je pfiddn do smési tvarohu regulétor
kyselosti (RK) neboli neutraliza¢ni stl. Nejcastéji se pouzivd hydrogenuhli¢itan sodny
(E500) a uhlic¢itan vapenaty (E170) [7]. Dale se mohou pouzit fosfaty a citraty.

Pomeér kyselého uhlicitanu sodného a uhli¢itanu vapenatého je dén teplotou pii zrént,
jakosti surovin a ro¢nim obdobim.

Obecné plati: na sniZeni vstupni kyselosti smési tvarohu o 10°SH je nutno pfidat 0,2
% smési RK v poméru 2 : 1 (E500/E170) [7].

Vépenaté soli vyvoldvaji tuhou az pevnou konzistenci, sodné soli mékkou az roztéka-
jici. Proto je vyhodné&jsi pti vysoké kyselosti upravit hodnotu na poZadovanou droven nej-

prve smichdnim tvarohil o rizné kyselosti a pak teprve provést tipravu chemickou cestou.

V zimnim obdobi pfti nizkych teplotdch zrani se sniZuje poZadavek soli vapenatych, a
naopak v letnim obdobi pii vysSich teplotdch zrani se imérné sniZuje davka sodné soli [1].

Pro kazdou partii zpracovaného tvarohu je nutno provadét propocet davky chemikalii.

Smés se pokropi ur€enym mnoZzstvim vody, aby se dosdhlo predepsaného obsahu
suSiny v surovin€é. Voda se nesmi do tvarohu pfilévat. Postupné¢ se dvakrat premila cely
obsah nddrZe na vélcich a to tak, Ze se smé&s odbird po ¢astech v celém prifezu, aby se pfi
mleti pofddné promichala a tim se dosdhlo primérného slozeni (kyselost, suSina, jemnost).

Kyselost zpracovaného tvarohu se obvykle pohybuje v rozmezi 120 - 140 ° SH [1,5,14].

2.1.2 Formovani tvarazku

Tvaroh se dopravi do nasypného kose formovaciho stroje, kde je promichan Sneko-
vymi noZi s piidavkem kultur (bakterie Brevibacterium linens, kvasinkové kultury Candida
valida a Pedioccocus acidilactici), viz podkapitola 2.4.

SlozZeni €istych kultur na 100 kg tvarohu €ini: 2g suSené koncentrované kultury Pedi-
occocus acidilactici (PA) + 8 ml koncentrat bun€k Candida valida + 12 ml koncentrat bu-

n¢k Brevibacterium linens ve vodném roztoku 330 ml destilované vody.

Promichany tvaroh z nasypného kose pada na vélec formovaciho stroje a je vytlaco-

véan do ¢tyidilné formy. Ta formuje tvartizky do poZadovaného tvaru, velikosti a hmotnosti.
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Tvartzky jsou krdjeny nahoru a dolll probihajicim dritem na dopravnikovy pds (tzv.
kurtna) [14]. Dopravnikovym pdsem jsou tvarizky pokldddny na desky neboli rosty. Tva-
ruzek je mirné€ pfitlacen, automaticky probihajicim tlacitkem, na kterém je pfipevnéna vl-
néna latka, aby bylo docileno stejného a hladkého povrchu.

Zformované tvariizky se uklddaji na dfevéné desky neboli Sindele. Tyto dieveéné des-

ky jsou zasunovany do pojizdnych voziki a dopravovany do susaren [7].

Obrézek 1: Formovani a ukladdni tvarzkl na roSty[15]

o

2.1.3 SuSeni tvarazku

Suseni tvarGzki je prvni fazi zrani. V suSarné se tvartzky susi pii teploté 20 — 24 °C.
Po dobu nésledujicich 2 - 4 dnil nariistd na povrchu kvasinkovd mikrofléra, kterd snizi ky-
selost povrchové vrstvy tvarizki, a jsou tak vytvoreny podminky pro nardst mazové kultu-
ry Brevibacterium brevis.

Béhem suseni tvarizkl se dosdhne obsahu susiny 36% a na povrchu se vytvoii tzv.
kifs. Je to v podstaté oxida¢ni mikrofléra tvotrena kvasinkami rodu Torulopsis a Candida
nebo plisné rodu Oospora [1,16].

Oxidace kyseliny mlééné vyZaduje velké mnoZzstvi kysliku, proto je nutné béhem
suSeni vyménovat vzduch. Neni-li vyména vzduchu dostate¢nd, tvarizky ziskdvaji zatuch-
lou vilini a chut’. Oxidaéni mikrofléra podporuje oxidaci kyseliny mlé¢né na oxid uhlicity a
vodu. Timto biochemickym pochodem se v povrchovych vrstvich tvartizkl snizuje kyse-

lost a tim se umoZnuje dalsi rozvoj proteolytickym bakteriim, tvoficim povrchovy maz a
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obstardvajicim dalsi zrani syra[16]. Tvartzky se po suSeni nasklddaji do zracich beden, v

nichZ zraji 1 den a poté se perou.

2.1.4 Prani tvarazku

Tvartzky se perou ve specielnich strojnich prackach, aby se z jejich povrchu odstra-
nila kvasinkovd mezikultura tzv. kiis. Tim se umozni rychlej$i a spravny rozvoj proteoly-
tické mikroflory a je tim urychleno také vlastni zrani neboli rozklad bilkovin. Teplota praci
vody md byt 13 - 17°C. Poté se vyprané tvariizky sypou do zracich beden. Zraci bedny maji

ufiznuty vSechny rohy, aby z nich mohla uvolnéna voda odkapat.

2.1.5 Zrani tvaruzku

Bedny s vypranymi a odkapanymi tvarizky se posklddaji po 12 - 15 kusech na sebe
v mistnostech pro zrani, kde se teplota pohybuje v rozmezich 18 - 20°C a nechdvaji se zrat
4 - 8 dni [14]. Tvartzky uloZené v bednach se denné nebo ob den pierovndvaji. Béhem této
doby zrani se na povrchu rozmnoZi aerobni proteolytickd mikrofldra, jejiZz enzymatickou

¢innosti tvartizky ziskaji typickou vini, chut’ a zlatoZluty az oranZovy maz.

2.1.6 Baleni a expedice tvarizku

ov s

Jakmile se na tvartiZcich vytvoii zlatozluty maz, bali se do specificky propustné folie
v balicich strojich. Folie umozni zrani za ptistupu vzdusného kysliku a zabranuje vysycha-
ni. K definitivnimu dozrani tvartzkii dojde az v prubéhu skladovani v chladu a vlhku. K

tomu je potieba oblastnich expedic¢nich skladl, odkud se tvartizky dodavaji do prodejen.

Obrazek 2: Znazornéni baleni olomouckych tvartzka [17]
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2.2 Druhy vyrobki

Jednotlivé trzni druhy olomouckych tvartizkl jsou shrnuty v tabulce 1. Tyto trZni
druhy mohou byt jest¢ ochuceny kofenim nebo smési koteni, takze podle hmotnosti a tpra-

vy ochucenim vznikaji dal${ trzni druhy.

Tabulka 1: Olomoucké tvaruzky — druhy vyrobkii [ 18]

Druh a tvar Hmotnost Druh a tvar Hmotnost

Velké kolecka 167 ¢ Svétecni ty&inky 125 ¢

@ Vénecky 125 ¢ Pozdrav z Lostic 500 g

@ Malé kolecka 100 g d Hanické dukaty 200g
i

Special 80¢g Pusinky z Lostic 200 g

if
-w

Ty&inky 125 g A Lostické kvarteto | 220 g

)

Maxi tyCinky 250 g 3 Kousky 450 g

b

L/

Kousky 125 ¢ Kousky s kminem | 450 g

Kousky se zelenym

#7 450 g
4 pepiem
Kousky se zele- Kousky s ¢ervenou
125 ¢ & 450 o
nym pepiem = paprikou
Kousky
Kousky s cerve-
125 ¢ -~ s restovanou cibul- | 450 g
nou paprikou
kou

Kousky s restova-
125 g ﬁ Kousky s cesnekem | 450 g

nou cibulkou

Kousky s Cesne- = GASTRO
125 g = 1000 g

kem Malé 50 ks

(=)

&

S

@ Kousky s kminem | 125 g
@

&

@

&
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2.3 Pozadavky na kvalitu vyrobku

Obal tvarizkti ma byt Cisty, neporuseny, vyrobek spravné zabaleny. Vyrobek ma mit
pravidelny, hladky tvar, leskly oranZzovy nebo zlatozluty maz, konzistenci jemnou s mirn¢

zfetelnym jadrem poloZenym do stfedu, prozrdld ¢ast ma byt zlatoZlutd nebo syrové zlata,

chut’ a viiné ma byt charakteristickd pro tento syr [8,12,14].

2.4 Pouziti ¢istych kultur pro zrani tvarizkua

Pouziti ¢istych kultur slouZi k posileni ptivodni mikrofléry tvarizki. Mezi pfiddvané
kultury patii bakterie Brevibacterium linens, kvasinky Candida valida a kultura Pediocco-
cus acidilactici [16].

Tyto kultury jsou piidavany do smési tvarohu po diikladném promichéani a mleti tésné

pfed formovanim.

Candida valida je anamorfem Pichia membranaefaciens [10]. Kvasinky rodu Candi-
da valida zptsobuji priméarni neutralizaci povrchu syra, coZ umoziuje ndsledny riist mazo-

vych bakterii (pfevazné je Brevibacterium linens) [19].

Rod brevibacterium je nepravidelné, nesporujici grampozitivni tyCinky[20]. Brevi-
bacterium linens dobfe snasi vySsi koncentraci soli 15% [21]. Je psychrotrofni, roste
v rozmezi pH 6,0 — 9,8, pii pH niZ$im neZ 5,0 neroste. Riist Brevibacterium linens je sti-
mulovan piitomnosti kyseliny pantotenové a p - aminobenzoové v mediu.

Brevibacterium linens vytvéari Cervené, oranzové, Zluté a hnédé pigmenty. Na
dné bujonu vytvari sediment slabé oranZovou sraZzeninu. Na zelatin¢ tvoii kompaktni, lesk-
1€ Zlutohnédé az Cervenohnédé okrouhlé kolonie. Béhem riistu zavisi barva kolonie na slo-
Zeni media, veku kultury a pfitomnosti kysliku [19]. Nékteré kmeny Brevibacterium linens
jsou schopné syntetizovat oranZové pigmenty jen v pritomnosti svétla.

Brevibacterium linens syntetizuje proteolytické enzymy [5,6,10,20,22]. Tedy ma
velmi silny proteolyticky systém a pfispiva k vyrazné vini tvartzka [18,20]. B.linens pro-
dukuje methanthiol z methioninu. Brevibacterium produkuje aminopeptidasy a proteinasy.

Jejich mnoZstvi a substratova specifita se u riznych kmenti lisi.
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Mezi Casté NSLAB patii téZ kultury rodu Micrococcus, ktery zahrnuje aerobni druhy
tvorici balicky nebo shluky bunék. Bakterie jsou schopny rastu v pfitomnosti 5% NaCl,
¢ehoz se vyuziva také pii jejich stanoveni. Vyskytuji se pfevazné v nasolenych potravinich,
kde mohou tvofit Zluté, oranZové az intenzivné razové kolonie. Toto zbarveni je vyvolano

nerozpustnymi karotenoidnimi barvivy, pfitomnymi v jejich buiikéch.
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3 MIKROBIOLOGICKE A BIOCHEMICKE PROCESY

K mikrobiologickym i biochemickym zméndm dochdzi béhem zrani tvartizku, které

maji za nasledek rozvoj typickych chutovych a texturnich znakt pro dany druh syru.

3.1 Reakce a procesy béhem vyroby tvarazki

Béhem vyroby primyslového tvarohu a zrdni tvarGzkd dochdzi k témto biochemic-

kym procestim:
— mlécné kysani
— proteolyza — rozklad bilkovin (kaseinu)

— lipolyza — proces Sté€peni tukil

3.1.1 Milééné kvaseni

s 2

Faze mlécného kvaseni zaCind u tvarizkl pii vyrobé primyslového tvarohu a
v prubéhu skladovani. Smetanovy zdkys obsahuje zejména mezofilni laktokoky,
Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris. Termofilni zékys
muze také obsahovat mikroorganismy Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lac-

tobacillus delbrueckii subsp. lactis a Lactobacillus helveticus [1,6,9,23].

Béhem fermentace vstupuje laktéza do buiiky dvéma zptsoby. Prvni zpusob spociva
ve vyuZiti nosice laktoza - permedzy, kde se laktosa nejprve hydrolyzuje pomoci enzymu
B -galaktosidazy (enzymatickou Cinnosti vySe uvedenych druhti bakterii) na glukézu a ga-
laktézu. Druhy zptisob vstupu laktézy do buiiky je pomoci fosfoenolpyruvit - depedentni
fosfotransferazy s naslednym rozstépenim na glukézu a galaktézu-6-fosfat [23,24]. Gluko-
za je metabolizovana glykolyzou. Galakt6za miZe byt metabolizovand dv€éma zpusoby a to
pomoci Leloirovy drahy ¢i tagatosové drahy. Ve skute¢nosti vyuziva dany mikroorgani-

zmus zpravidla jen jednu dréhu (viz obr. 3).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Galaktoéza je fosforylovdna a ndsledné preménéna na glukézu - 6 - fosfat (Leloirova
drdha) vstupujici rovnéz do glykolyzy[24]. Galaktoza muze byt také metabolizovadna tage-
tosovou drahou (viz obr. 3).

Galaktodza - 6fosfét je dvakrét fosforylovana na tagatézu 1,6 - difosfét, poté dochdzi
k rozstépeni na dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehyd - 3fosfat tcastnici se glykolyzy.
Nésledkem defosforylace a enolizace se tvoii pyruvat (kyselina pyrohroznova). Pyruvat je
vétsSinou redukovan na laktat (kyselinu mlé¢nou), za katalytického ptisobeni laktatdehydro-

genazy.

Vlivem dalsi tvorby kyseliny mlécné dojde k pievedeni kaseinu do isoelekrického
stavu. Jakmile je dosazen isoelektricky bod kaseinu, tj. pH 4,7, vyloudi se kasein jako ne-
rozpustnd bilkovina, dojde k agregaci a tim vznikne koagulét. Textura koaguldt je zdvisla

na obsahu bilkovin, pH a mirou vdpenatych ionti v mléce [25].

Kyselina mléc¢na plni dileZitou funkci i pfi skladovani tvarohu a pfi zrani tvartzkd.
Plisobi spolu se soli jako konzervacni ¢inidlo a je substratem pro oxida¢ni mikrofléru, kte-
rd v prvni fazi zrani tvarazkt musi vytvorit vhodné prostiedi pro masivni néstup proteoly-
tické mikroflory. Tudiz je kyselina mlénd oxidovana ¢innosti oxida¢nich kvasinek (rodu
Torulopsis a Candida) na H,O a CO,.

Tim se sniZi na povrchu kyselost a umozni rist mazovych bakterii, které §tépi bilko-
viny. Jakmile pH dosdhne na povrchu hodnoty 6,4, tak je ukon¢ena oxidace kyseliny mléc-
né. Odstranénim oxida¢ni mikrofléry a Sumu z povrchu tvarizkl pfi jejich prani jsou po-
skytovany ptiznivé podminky pro rozvoj proteolytické aerobni mikrofléry. Vlastni zrani je

pfedevSim aerobni (tzv. mazova mikroflora).
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Obrdzek 3: Metabolizmus bakterii mlécného kvaseni [26]
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3.1.2 Rozklad bilkovin - kaseinu

Rozklad bilkovin (kaseinu) nastdva pomérné rychle, jelikozZ jsou tvartizky malé a na
jejich povrchu vegetuje mnoho mikroorganismii.

Projevem proteolyzy je méknuti textury a to v disledku hydrolyzy kaseinové matrice
v syfenin¢ [27]. Jeji produkty jsou diilezité pro rist mikroorganismi, konzervaci a proces
fermentace. Déle proteolyza pfispivd k rozvoji chutovych a aromatickych latek (thiold,
thioester), které vznikaji béhem zrani syru [28].

Podstatnou roly proteolyzy tvoii enzymy, které $t€pi bilkoviny.

Enzym proteindzy a peptidazy katalyzuji proteolyzu v prib¢hu zrani syrii a piispivaji
k rozvoji chutovych latek tvartzku. Proteindzy a peptiddzy pochdazeji z riznych zdroji:
mléka, primarnich bakterii mlé¢ného kvaseni, NSLAB (non-starter lactic acid bacteria) a
sekundarnich kultur.

Nejdulezitéjsi ptvodni proteindza v mléce je plazmin. Koncentrace plazminu
v Cerstveé nadojeném mléce je v rozmezich 0,1-0,7 mg/1 [29]. Plazmin je syntetizovén jako
plazminogen, ktery je uvolilovan do krevniho ob&hu. Je to jednotetézcovy glykoprotein.

Hlavni funkci plazminu je rozpoustét fibrin, proto se na aktivitu plazminu v krvi do-
hlizi. Z tohoto diivodu je produkovan ve form¢ neucinného prekurzoru plazminogenu,
ktery je na uc¢innou formu aktivovan aktivatory (PAs). V mléce jsou plazminogen, plazmin
a PAs vétSinou spojovany s kaseinovymi micelami, zatimco inhibitory plazminu a inhibi-
tory aktivatoru odchdzeji zaroven se syrovétkou.

Plazmin degraduje kaseiny v ndsledujicim pofadi: J -kasein = agp-kasein > og-

kasein. k-kasein vykazuje vici témto proteindzdm rezistenci.

Cisté mlékaiské kultury, které jsou pouzivany jako primarni kultura pfi vyrobé syrt
(napt. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris), obsahuji také

proteolytické enzymy (endopeptidizy, exopeptidazy).

Tyto proteolytické enzymy délime podle mista Stépeni peptidi:
— Endopeptiddzy jsou schopné Stépit peptidy uvniti molekuly, exopeptidazy na zacat-
ku molekuly.
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— Iminopeptiddza (exopeptiddza) je schopna odStépit molekulu prolinu, kterd je na

pocatku molekuly. Karboxypeptiddza $tépi karboxylovy konec molekuly a dipepti-

dazy Stépi molekulu dipeptidu mezi niZ patii také prolidaza a prolindza.

Plasminogen activators <--------- Plasminogen activator inhibitors
|
|
|
PLASMINOGEN Y » PLASMIN «----——————- Plasmin inhibitors
Casein » Polypeptides

Obrdzek 4: Schematické zndzornéni systému plazminu v mléce [30]

Tyto enzymy pomalu rozkladaji bilkoviny (kasein) tak, Ze béhem ulozZeni ve tvarohu
stoupd jen slab&é mnoZstvi rozpustného dusiku [29]. Cinnost téchto enzymil je brzdéna pii-
sobenim kyseliny mlé¢né, chloridu sodného a nizkou teplotou pii skladovani. Pokud se
vyrobi tvariizek a kyselina mlé¢nd se oxiduje, projevi se ¢innost téchto enzymu tim, Ze
urychli zrani. Casto je rozklad bilkovin témito enzymy tak rychly, Ze prevladd nad rozkla-
dem aerobnich mazovych bakterif a tvarizky poté postradaji typickych vlastnosti.

Je pravdépodobné, Ze rhGst mazovych bakterii je nahromadénymi enzymy
z biologickych a adaptacnich divodl znacné omezen. Proto, pokud pouZijeme na vyrobu
tvartzkt dlouhodobé¢ skladovany tvaroh, netvoii se typicky oranZové mazy, ale mazy na-

Sedlé az Sedé [7].

Aminokyseliny jsou déle rozkladdny na organické kyseliny, amoniak, sirovodik a
dalsi slouceniny siry (methanthiol), které se podileji na typickém aroma syru vlivem uvol-
novani aminokyselin, které jsou prekurzory katabolickych reakci [31]. Pisobeni amino-
transferdazy bylo stanoveno jako faktor omezujici rychlost produkce tékavych sloucenin
béhem zrani tvartizkii. Proto je prvni metabolickd drdha zahdjena Cinnosti aminotransfera-

zy, kterd pfeménuje aminokyselinu na odpovidajici a - ketokyselinu. a - ketokyseliny jsou
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dale pfeménény na senzoricky aktivni latky, jako jsou karboxylové kyseliny, methylalde-
hyd, 2 - 3methylbutanal, 2 - methylpropanal [32]. DuleZitou roli z hlediska tvorby aroma
syri tvoii také sirné slouceniny (disulfidy, dimetyldisulfid, dimetyltrisulfid). U tékavych
sirnych sloucenin se mé koncentrace siry pohybovat v rozmezi 0,22 mg aZ 2,10 mg siry na
100 g syra. Tékavé mastné kyseliny se vyznacuji silnymi aromatickymi vlastnostmi [33]. V
olomouckych tvartizkiach se nejvice vyskytuji z t€kavych mastnych kyselin hlavné isokyse-

liny [8,14].

Nachazeji se zde i dalsi katabolické drahy, jako napiiklad dekarboxylace - odstépeni
CO2 z karboxylové skupiny nebo deaminace - odstranéni aminoskupiny z molekuly [34].
Aminokyseliny se mohou omezovat deaminaci, kterd zahrnuje ¢innost dehydrogenazy (vy-
uziva NAD + jako akceptor elektronu a produkuje a-ketokyselinu a amoniak), nebo oxida-
zy (vyuziva jako akceptor elektronu kyslik a tvoii aldehydy a amoniak) [35]. Amoniak pro-

dukovany deaminaci prispiva k tvorb¢ chuti tvarazka [37].

Stupen proteolyzy byva charakterizovan pomoci obsahu frakci dusiku:

Hloubka zrani je definovdna jako pomér dusiku rozpustného ve 12% kyselin¢ trichlo-
roctové k obsahu celkového dusiku, rozsah zrani jako pomér dusiku rozpustného pti pH 4,6
k obsahu celkového dusiku.

Referen¢ni hodnoty pro tvartizky jsou: hloubka zrani pti formovani 2,55 - 7,14 %, pii
baleni 6,50 - 11,55 %; rozsah zréani pti formovani 7,29 - 8,88 %, pfi baleni 12,39 - 17,03 %
[7,8,12].

U olomouckych tvartizkii musi postupovat proteolyza bilkovin rovhomérné v celém
rozsahu syru. Takové Stépeni bilkovin zarucuje dobrou jakost findlntho vyrobku. Naopak
rychlé proteolyza bilkovin do $itky (podpofena vyssim piidavkem neutralizacnich soli) ma
za nasledek vysSi obsah rozpustnych bilkovin, niz$i obsah amoniaku, aminoslou¢enin a
dalSich t€kavych sloucenin a tim i jemnou, nevyraznou, mélo charakteristickou chut’ a vlini

[36].

V prvnich 3-4 dnech zrani je zraci teplota 19-21°C a relativni vlhkost 85-95 %;
v druhém obdobi je teplota 14-16°C ptipadné i nizs$i. Béhem zrani dostdvaji tvarazky ty-

pickou chut, vzhled a konzistenci. Z mikroorganismii, které se zucastni vlastniho zrani,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

jsou to Brevibacterium linens, Pedioccocus acidilactici a nestartérové bakterie mlécného
kvaSeni (NSLAB). NSLAB se pfirozené€ vyskytuje v syru a v syrovém mléce, slouzi napfi-
klad k potlaceni klostridii. Zdrojem NSLAB je syrové mléko, voda, strojni zatizeni, vzduch

nebo nedostacujici hygienicko - sanitacni reZim vyroby.

Vyrabéji-li se tvariizky z termofilniho primyslového tvarohu, pak béhem zrani plso-
bi také Lactobacillus casei, Lactococcus lactis a Lactobacillus helveticus. Mazové proteo-
lytické mikroorganismy, hlavné pak Brevibacterium linens vytvoii na povrchu syra oran-

Zovy maz.

3.1.3 Lipolyza — proces Stépeni tuku

Lipidy v syrech piili§ nepodléhaji hydrolytickym a oxida¢nim degradacim a to piiso-
benim nizkého oxida¢né - redukcéniho potenciélu.

Lipolyza vede k tvorbé¢ mastnych kyselin, které mohou byt ptedchtidci aromatickych slou-
¢enin, jako jsou methylketony, sekundarni alkoholy, estery a laktony [37].

Lipazy katalyzuji hydrolyzu esterti z karboxylovych kyselin. VétSinou lipazy hydro-
lyzuji 1,2 — a 2,3 — diglyceridy a poté 2 - monogylceridy a také vykazuji specifitu pro mast-
né kyseliny s urcitou délkou svého tetézce. Nekteré lipazy vykazuji specifitu pro nasycené
nebo nenasycené mastné kyseliny. Existuje nékolik druhii lipaz, podle ptivodu jsou to lipa-

zy pochézejici ptimo z mléka, mikrobidlni lipazy a popiipad¢ lipdzy obsazeny v syfidle.

Hlavni slozku lipidi tvofi triacylglycerol. Triacylglyceroly jsou obsazené v mlé¢ném
tuku z mléka prezZvykavci. Jsou znatn€¢ bohaté na mastné kyseliny s kratkym fetézcem,
které po odsStépeni vyznamné prispivaji k vytvoieni typické chuti syra. Triacylglyceroly
jsou obsaZeny ve vsech typech syrii a podléhaji hydrolyze pomoci lipdz, at’ uz ptivodnich,
endogennich nebo exogennich. Dusledkem ¢innosti téchto lipdz je uvolnéni mastnych ky-
selin v pribéhu zrani syr.

Mastné kyseliny maji pfimy vliv na aroma syrt a jsou vychozimi latkami potiebnymi
pro produkci t¢kavych chutovych sloucenin.

Béznym konenym produktem metabolickych drah, které v pritbé¢hu zrani probihaji,

je etanol. Pfi metabolizmu volnych mastnych kyselin vznikaji estery reakci volnych mast-
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nych kyselin s alkoholem. Z tohoto diivodu se Casto vyskytuje etylester. Mezi dalsi estery,

které se v syrech nachdzeji, patii metylester, propylester a butylester .

Ethanol je sekundarnim produktem pfi fermentaci laktozy a limituje reakci v tvorbé
esterti. Volné mastné kyseliny reaguji za vzniku 2 - metylketont, kde koncentrace metylke-
tonli souvisi s lipolyzou. Rozsah vzniku téchto metylketonti je zavisly pfedevsim na teplo-

té, fyziologickém stavu plisn¢ a také koncentraci prekurzortt volnych mastnych kyselin.
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Obrdzek 5: Schématické zndzornéni vzniku senzoricky aktivnich ldtek z mastnych kyselin

v prubéhu zrdni syri [38]

Laktony jsou vnitini estery, cyklické slouCeniny vznikajici z hydroxykyselin a to in-

traceluldrni esterifikaci, pfi které dochdzi ke ztrat€¢ molekuly vody a tim vznika cyklicka
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struktura. Béhem zrani syrii je produkce laktoni vymezena hladinou obsahu jejich prekur-

zori — hydroxykyselin. Laktony maji pomérné silné aroma a podili se na celkové chuti

7

syru.
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4 MIKROBIALNI VADY TVARUZKU

Vady povrchu, konzistence, vzhledu, chuti a viini tvarazka se vzdjemné dopliuji.
Nejcastéjsi vadou vzhledu je roztékani, tvarohovitost, bild masitost a Cernédni, z chutovych

je to zatuchlost a hotkost.

4.1 Nejcastéjsi vady tvaruzki

Nejcastéjsi vady v povrchové mikrofléfe jsou zplsobeny ve velkém mnoZstvi plis-
némi rodu Oospora nebo sporotvornych mikrobil s proteolytickou ¢innosti (Bacillus ce-
reus var. mycoides) dochazi k roztékani tvartizka. Velkd kyselost tvarohu vede k nezadou-
cimu rozmnoZeni plisné rodu Oospora lactis, coZz miva €asto za nésledek potlaceni kvasi-
nek z rodt Torulopsis a Candida [18].

Ze Spatné vychlazeného a zapafeného tvarohu se zvySuje pocet sporotvornych mikro-
b, které zptisobuji predCasné roztékani tvarazkl. Takovy tvaroh se nesmi zpracovéavat,

respektive se zapafeni tvarohu musi zabranit jiZ ve vyrobnach jeho spravnym vychlazenim.

Bila mazovitost je zpisobena vysokou vlhkosti zrajicich tvardzki pii nizkych teplotach.
Tuto vadu mtiZze zpisobit silny rozvoj plisné rodu Oospora lactis. Misto spravného mazu

2N Y

se vytvaii Sedobily, tekuty az hlenovity maz, tvartizky nepiijemné pachnou.

Cernani tvarizki miZe byt zpiisobeno vysokym obsahem Zeleza (max. 0,0001 %) a mé&di
(max. 0,0005 %) Cernani tvarazki miZe zptsobeno piitomnosti Monilia nigra a Saccha-

romyces sp. niger [7].

Tvarohovitost mlize byt pfechodnd nebo trvald. Pfechodnd tvarohovitost je zplisobend
nevyzralosti zbozi. Trvald tvarohovitost se vyskytuje u tvarGzkl, u nichZ neni vyvinuta
proteolytickd povrchova mikrofldra, tzv. jsou-li tvarizky pred¢asné zabaleny. Tyto tvartz-

ky jsou tuhé a nemaji charakteristické vlastnosti a rychle vysychaji.
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Horknuti tvaruzki zpisobuji rozkladné produkty bilkovin vyvolané Cinnosti nékterych
druhu rodu Bacillus. PiedevSim Bacillus cereus a Bacillus brevis, bacillus subtilit a Bacil-

lus pumilus. Hotka chut’ tvartizk je zptisobena nespravnym prubéhem rozkladu bilkovin.

Kysela chut’ tvarizkd souvisi s pouZitim kyselého tvarohu nebo pouZitim nadmérného
mnoZzstvi tvarohu dlouhodobé skladovaného. Tato vada muZe byt také zptisobena nedosta-
te¢nym rozvojem oxidac¢ni povrchové mikroféry, kterd pak nerozlozi pritomnou kyselinu
mlécnou zpusobujici kyselou pfichut. Této vadé lze piedejit volbou spravného poméru

kratkodobé€ a dlouhodobé skladovaného tvarohu nebo spravnou neutralizaci.

Hnilobna prichut’ vznika pii pouziti Spatného, dlouhodob¢ skladovaného tvarohu, obsa-
hujicitho Clostridium sporogenes, Clostridium lentoputrescens, Proteus vulgarit a jiné mik-

roorganismy [7].

Dirkovatost mize byt zptsobena ¢innosti plynotvornych mikroorganismt Escherichia
coli, kvasinkami fermentujici laktosu za tvorby CO; a spirdlujicimi plynotvornymi mikro-

organismy[8].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

36

II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo senzorické hodnoceni olomouckych tvartzki a

chemickd analyza jejich aroma v pribéhu zrani.

V ramci diplomové préace byly feSeny ndsledujici dil¢i tkoly.
— Zpracovat literarni reSerSi tykajici se technologie vyroby olomouckych tva-
ruzkd, vlivi pasobici na jejich sloZeni a kvalitu.

— Realizovat zraci pokus olomouckych tvartizkii a sledovat zmény béhem zra-

s

ni,

— stanovit aromatické latky pomoci mikroextrakce tuhou fazi v kombinaci

s plynovou chromatografii,

— stanovit volné aminokyseliny pomoci iontové - vyménnou kapalinovou

chromatografii,

— provést senzorické hodnoceni olomouckych tvartizku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

6 METODIKA PRACE

Pro stanoveni profilu aromatickych latek byl vybran jako vzorek : ,,Pravé olomoucké

tvaruzky*, Firma A.W., Lostice, Ceska republika.

6.1 Pribéh experimentu

V pritbéhu experimentu byly vzorky tvartizkii odebirdny pfimo z provozovny A.W.,
Lostice. Po naformovani tvarGzkia byl vzorek odebran ze stohu 1, L 89 a po suSeni byl vzo-
rek odebran ze stohu 1, fada 32, L89. Zabalené tvartizky jsme jizZ béhem celé analyzy skla-
dovali v lednici pii teplot€ 5 + 2°C. Analyzu obsahu volnych AMK jsme zacali analyzovat
jiz po naformovani tvartizkl, naopak analyzu pomoci plynové chromatografie jsme zahdjili
az po suseni tvartzki, jelikoZ po naformovani by pravdépodobné nebyly slouceniny de-

tekovany.

6.2 Analyza chemického sloZeni olomouckych tvaruzkia pomoci GC

Pro analyzu bylo navazovano 10g rozmélnéného vzorku do standardnich nadobek
(vialka) pro headspace analyzu podle doporuc¢eni EPA (US Environmental Protection
Agency) o obsahu 40 ml uzavienych silikonovym septem. Vialka byla temperovana na
70°C po dobu 30 minut. Poté bylo extrakéni vldkno CAR/PDMS (Carbo-
xen/Polydimethylsiloxane; Stable Flex, 85 um, Supelco, Bellefonte, USA) umisténo do
volného prostoru nad vzorkem (Head Space Solid Phase MicroExtraction, HS- SPME).
Sorpce vzorku probihala 30 minut pfi 70°C, desorpce v nastiikovém prostoru 5 minut pfi

teploté 250°C.

Plynové chromatografickd separace byla provedena na pfistroji Agilent 6890 s
hmotnostnim spektrometrem Agilent 5973N (Agilent, Palo Alto, CA, USA) s nepolarni
kapilarni kolonou ZB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), (Phenomex, Torrance, CA, USA).
Pro separaci bylo pouzito helium jako nosny plyn (0,9 ml/min., Cistota 4.9, SIAD, Berga-
mo, Italie) a teplotni program: 50°C po dobu 2 min., gradient (nartst) 5°C za minutu aZ do

250°C, kde je teplota udrzovana Smin.
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Obrdzek 6: Plynovy chromatograf Agilent 6890

6.2.1 Pristroje a vybaveni pro chemickou analyzu tvaruzku

— SPME vlékno (Carboxen/Polydimethylsiloxan; Stable Flex, 85um, Supelco, Bellefon-
te, USA)

— Plynovy chromatograf Agilent 6890 s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5973N
(Agilent, Palo Alto, USA)

— Nepolarni kapilarni kolona ZB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), (Phenomenex, Tor-

rance, USA)
— Teplota néasttiku: (250°C)

—  Teplotni program: 50°C po dobu 2 min. gradient (ndrtist) 5°C za minutu az do 250°C,

kde je teplota udrZzovana Smin.
— Nosny plyn: Helium (0,9 ml/min, Cistota 4.9, SIAD, Bergamo. Itélie)
— Vialka pro headspace analyzu (objem 40 ml, dle doporuceni EPA)
—  Analytické vahy A&D GH-200 EC

— Vialka pro headspace analyzu (objem 40 ml, dle doporuceni EPA)
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6.3 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin (FAA)

Pro analyzu byl navdzen 1g rozmélnéného vzorku do dvou zkumavek neboli ampuli
o objemu 14 ml. Do jednotlivych zkumavek byl ptidan davkovaci Li-pufr (3ml). Takto
pfipravené zkumavky byly vloZeny po dobu 1 hodiny na ttepacku (LT2). Poté byly vzorky
odstfedény v centrifugaCnim zafizeni (EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tutt-
lingen), pfi 4500 otdc¢ek/min. po dobu 30min/20°C. Z kazdé zkumavky byl roztok slit do

dvou ependorfovych zkumavek, které byli pies noc uchovany v lednici pii teploté¢ 5 + 1°C .

Nésledujici den byly vzorky opét odstfedény pii 10 000 oticek/min. po dobu 45
min/4°C v centrifugatnim zafizeni (MIKRO 200R, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany,
Tuttlingen). Posléze byla provedena filtrace ptes injek¢ni stfikacku a nasadovy filtr s poro-
vitosti 0,45 um. Jednotlivé filtraty byly slity do ependorfek, které byly ur¢eny do analyzato-

ru. Analyza byla provedena na zafizeni AAA 400, Ingos, Praha.

Obrdzek 7: Analyzdtor aminokyselin AAA 400

6.3.1 Pristroje a vybaveni pro stanoveni obsahu volnych AMK
— Laboratorni tfepacka L'T2

— Odstiedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen
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— Odstfedivka MIKRO 200R, MIKRO 200 R, Hettich ZENTRIFUGEN, Germmany,
Tuttlingen

— Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400,Ingos, Praha

—  Li-pufr

6.4 Senzoricka analyza

U zkoumanych vzorkii olomouckych tvarazkl byly pouZity senzorické metody ke
zjiSténi, zda doslo v pribéhu 1 mésice k prokazatelnym zméndm danych senzorickych zna-
ka.

Senzorickou analyzou byly hodnoceny jednotlivé vzorky pomoci pétibodové ordi-
ndlni stupnice a bezrozmérové (pomérové) stupnice. Orientace stupnice byla zvolena tak,
Ze prvni stupenn odpovidal drovni ,,vynikajici* a paty stupen urovni ,,nevyhovujici“. Timto

zpusobem byly posuzovany tyto senzorické znaky:

konzistence povrchu

barva povrchu

vuné

chut’

celkové hodnoceni vyrobku

Déle hodnotitelé posuzovali pomoci pomérové stupnice intenzitu vjemu (mlé¢nd, zatuchla,

kvasnicna...).

Vlastni hodnoceni probihalo v senzorické laboratofi Fakulty technologické UTB ve
Zliné. Tato laboratof spliiuje poZadavky mezindrodni normy ISO 8589, kterd definuje po-
zadavky na vybaveni mistnosti, pouzivané nadobi, zplisob piipravy a piedklddani vzorka
[39]. Vzor stupnice je uveden v piiloze €. 1. Senzorické hodnoceni bylo provedeno se sku-
pinou 6 posuzovatelll na drovni ,.expert a 26 posuzovatel na drovni ,,vybrany posuzova-

tel“ ve smyslu CSN ISO 5492.
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7 VYSLEDKY

Prakticka ¢ast byla zaméfena na stanoveni slouc¢enin pomoci plynové chromatografie,
stanoveni volnych AMK a v neposledni fadé¢ také na senzorické hodnoceni daného vzorku

v prubéhu zrani.

7.1 Chemické analyza olomouckych tvariazki

Pti chemické analyze olomouckych tvartizki metodou SPME, bylo sledovano kvali-
tativni 1 kvantitativni zastoupeni t€kavych latek. Vysledem byly chromatogramy a pomoci
databdze hmotnostnich spekter a reten¢nich dat byly identifikovany majoritni slozky zod-
povédné za aroma tvartizkd. VéEtSinu identifikovanych sloZek 1ze povaZzovat za latky vznik-
1€ béhem zrani tvartzka (syri). V ptiloze €. II jsou uvedeny chromatogramy, které vykazuji

zmény obsazZenych latek v tvartZcich béhem zrani v obdobi od 20.4 09 - 10.6 09.

Tabulka 2: Ldtky zjisténé ve vzorku olomouckych tvaruzki behem zrdni pomoci GC L

Alkohol Estery
2,3-butan diol 2-fenylethyl-2methylpropanoét
1,3-butan diol 2-fenylethylbutanat
Ethanol ethylacetat
2-propanol 2-methylpropylacetat
2-methylpropan-1-ol | 3-methylbutylacetat
2-butanol 2-methylbutylacetét

3-methyl-1-butanol | 10-undecen-1-yl acetat
2-methyl-1-butanol |ethyldodecanodt

2-heptanol 2-fenylethylacetat

2-nonanol 2-fenylethyl 2-methylpropanoét
Benzyl alkohol

4-ethylfenol Fenolytické slouceniny
2-undecanol p-kresol

Fenylethylalkohol | m-kresol

Aldehydy S-slouceniny
3-methylbutanal dimethyl disulfid
nonanal dimethyl trisulfid
benzaldehyd Methanethiol

Fenylacetaldehyd
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Tabulka 3: Ldtky zjisténé ve vzorku olomouckych tvaruZkii béehem zrdni pomoci GC II.

Ketony Kyseliny
aceton Kyselina octova
2-butanon 2-methylpropanova kyselina
2-heptanon Kyselina butanova
2-nonanon 3-methylbutanova kyselina
4-undecanon 2-methylbutanova kyseliny
2-tridacanon Terpen
2-propanon Limonen

V tabulce €. 3 a 4 jsou uvedeny latky, které byly v pribéhu chemické analyzy deteko-
vany. Jedna se o Sirokou skupinu latek, kam patii zejména alkoholy, estery, aldehydy, ke-
tony, sirné slouceniny, piipadné fenolické latky nebo mastné kyseliny s niZ§im poctem uh-

lika.

Mezi detekovanymi latkami se vyskytuje celd fada senzoricky aktivnich slozek. Pro
tuto studii byly pomoci SPME vybrany a kvantitativn¢ hodnoceny tyto latky: 2-butanon, 2-
butanol, fenylethylalkohol, 2-nonanon. Tyto sloufeniny byly ndmi vybrdny, nebot’ patii
k silnym aromatickym latkam, které se vyskytovaly v nasi analyze v pribéhu zrani tvartiz-

k.

Jako jedna z hlavnich nevyhod mikroextrakce tuhou fazi byva uvadéna horsi repro-
dukovatelnost kvantitativnich ddaji. Pfesto je mozné s pfijatelnou chybou (relativni smeé-
rodatnd odchylka opakovanych méteni do 10 %) sledovat kvantitativni zmény v relativnim

zastoupeni jednotlivych tékavych slozek.
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> 2-Butanon

Béhem zrani tvarizkl dochdzi k pfeméné 2,3-Butandionu na 2-butanon a sekundarni

alkohol 2-butanol, pravdépodobné vlivem NSLAB [40]. 2-butanon patii do skupiny me-

thylketont, které jsou sledovany v syrech jako produkty rozkladu, pfedev§im mastnych

kyselin.
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Obrdzek 8: Grafické zndazornéni plochy piku 2-Butanon v zdvislosti na dobé zrdni

Z grafického zndzornéni (obr. 8) je patrné,

Ze vprubéhu zrani doslo

k signifikantnimu néartstu 2-butanonu ve vzorku, pficemz nejvyssich hodnot bylo dosazeno

42. den. V této dobé konci doporucend spotieba vyrobku. Ve 49. dnu doslo k poklesu kon-

centrace 2-butanonu, coZ miZe byt zpiisobeno nestabilitou methylketond.
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> 2-Butanol

Vznika rozkladem 2,3-butandienu, ale je také povazovan za jeden z hlavnich degra-

dacnich produkti aminokyseliny fenylalaninu.
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Obrdzek 9: Grafické zndazornéni plochy piku 2-Butanolu v zdvislosti na dobé zrdni
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Vlivem zrani tvartzkt byl od 14. dne pozorovan narust této latky. Koncentrace latky

stoupala az do 35. dne, kdy jsou tvartizky tdajn¢ nejvhodné&jsi ke konzumaci. Po této dobé

dochdzelo k postupnému ubyvani a na konci zrani byla hodnota 2-butanolu ptiblizn¢ stejna

jako ve 28. dnu jak je patrné z grafického znazornéni (obr. €. 9).
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» Fenylethylalkohol
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Obrdzek 10: Grafické zndzorneéni plochy piku fenylethylalkoholu v zdvislosti na dobé zrdni

Nejvyssi koncentrace fenylethylalkoholu byla zjiSténa u velmi cerstvého syru.
S prodluzujici se délkou zrani hodnota fenylethylalkoholu klesala. Z obrazku ¢. 10, 1ze
pozorovat pokles koncentrace této aromatické slouceniny béhem zrani tvarizka. Samotny
fenylethylalkohol vznik4 C4stecné dekarboxylaci fenylalaninu pfes meziprodukt fenylace-

taldehyd (viz kap. 8 ).
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» 1-Butanol-3-methyl

Tato alkoholickd slou€eniny je katabolitem produktu aminokyseliny leucinu [43].
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Obrazek 11: Grafické zndzorneni plochy piku 1-Butanol,3-methyl v zdvislosti na dobe zrd-

s

ni

Z hodnot uvedenych v obrdzku €. 11 je patrné, Ze béhem zrani dochazi ke sniZeni
koncentrace 3-methyl butanolu. Tento vysledek mizeme chépat jako kladny, protoZe jsou-
li alkoholy ¢i aldehydy pfitomny ve vysoké koncentraci, mohou zplisobovat nepifjemnou
vuni i chut’ tvartzkt [41]. Tato vada mliZe pochdzet ze Spatné kvality mléka pro zpracova-

ni [31].

Veskeré slouceniny které jsme identifikovali v tvartiZcich jsou zaznamenany v piiloze
[I. Déle je mozné pozorovat v piiloze II., pomoci chromatogrami rozdily mezi Cerstvé

zabalenymi tvartzky a tvarizky ve 49.dni zrani(tyden po doporu¢eném datu spotieby).

Z alkoholickych sloucenin jsme zaznamenali béhem zrani tvarizka nértst koncentrace 2-
propanolu, 2-nonanolu a 4-ethylfenolu. U ostatnich identifikovanych alkoholickych slou-
¢enin jsme zaregistrovali ve 42.dni zrani tvarizka pokles koncentrace. Koncentrace alde-
hydt ndmi zjisténych hodnot béhem zrani rostla. Slou¢eniny siry nebyli ze zacatku deteko-

vany, ale béhem zrani jejich koncentrace rostla.
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Koncentrace sloucenin ketonil rostla po dobu doporu¢eném datu spotieby (42.den),
a po této dobé, byl zaznamendn pokles koncentrace. V pribéhu zrani byl ddle zaznamenan
narist veSkerych fenolickych sloucenin. Koncentrace nadmi identifikovanch kyseliny
v prubéhu zrani rostla, avSak vyjimku tvofi Kkyseliny 2-methylbutanovd a 3-
methylbutanovd, kde byl zaznamendn ve 49.dni zrdni, pokles koncentrace. U obou slouce-

nin esterti a terpenu byl zaznamendn ve 42.dni pokles koncentrace v priibéhu zrani.

7.2 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Pomoci analyziatoru AAA400 byl analyzovan vzorek tvarizkl a nésledné byl stano-

ven obsah jednotlivych esencidlnich aminokyselin.

V pribéhu zrani doslo k naristu vSech sledovanych AMK, coZ ma za ndsledek roz-
klad bilkovin na peptidy, jak je jiz uvedeno v kapitole o zrani syrt (2.1.5). Nékteré volné
AMK stejné jako mnohé nizsi peptidy jsou senzoricky aktivnimi ldtkami a mohou proto

ovlivitovat organoleptické vlastnosti syrt.

Z aminokyselin byly vybrany: fenylalanin (Phe), leucin (Leu), methionin (Met), kyse-
lina asparagovd (Asp) a arginin (Arg). Tyto AMK jsme vybrali z divodu pravdépodobné

tvorby sloucenin, jenz se podileji na aroma syru.
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» Fenylalanin

Tato aminokyselina je senzoricky aktivni a vyznacuje se hotkou chuti.
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Obrdzek 12: Grafické zndzorneni obsahu fenylalaninu v zdvislosti na dobé zrani

Vysvétlivky: F-Po formovani , S-po suSeni, B-po baleni.

Z obrazku €.12 lze pozorovat, Ze béhem zrani doslo k narstu obsahu fenylalaninu
hlavné diky rozvijejici se proteolyze. Koncentrace fenylalaninu byla béhem prvnich tfech
tydnti obdobna. Od ctvrtého tydne postupné dochdzelo k jeho nértstu a nejvyssi hodnota

byla zjiSténa na konci zrani ve 49. dnu.
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» Leucin
Mezi dalsi senzoricky aktivni AMK patii bezpochybné také leucin. Tato aminokyse-
lina je vyznamnym aspektem v pritbéhu proteolyzy, nebot’ je vyuzividna mnohymi mikroor-

ganizmy.

4,5
4,0
% 3,5
=
% 3,0
1
g 25
< 2,0
<
315
-]
© 10 I
i
e m m H W
F S B 7 14 21 28 35 42 49
Dny

Obrazek 13: Grafické zndzorneni obsahu leucinu v zdvislosti na dobé zrdani

Vysvétlivky: F-Po formovani , S-po suSeni, B-po baleni.

Kolisavost obsahu leucinu od naformovéni tvartizka az po dobu prvnich dvou tydnii
zrani je patrnd z analyzy obrdzku 13. Od pocétku tfetitho tydne zrdni pozorujeme narist
obsahu leucinu, jehoZ nejvyssi koncentrace je dosazena opét na konci zrani, kde jiz probéh-

la proteolyza.
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» Kyselina Asparagova

Déle byla analyzovéna kyselinu asparagova (Asp.), kterd je AMK. Jednd se o polarni,

hydrofilni AMK, ktera se vyznacuje kyselou chuti.
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Obrdzek 14: Grafické zndzornéni obsahu kyseliny aspargové v zavislosti na dobé zrdni

Vysvétlivky: F-Po formovani , S-po suseni, B-po baleni.

Z uvedeného grafu ¢€.14 je patrné, Ze dochdzi k nartstu kyseliny asparagové ve
28.dni zrani syri.Zvysuje se kyselost, a proto tvariizky ziskdvaji béhem zrani kyselejsi

chut’. Nejvyssi hodnota byla zaznamendna tyden po doporuceném datu spotieby (49.den).
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> Methionin
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Obrdzek 15: Grafické zndzornéni obsahu AKM methionin v zdvislosti na dobé zrdni

Vysvétlivky: F-Po formovani , S-po suSeni, B-po baleni.

Z uvedeného grafického zndzornéni, pozorujeme nartist methioninu jiz béhem suseni
tvartizkl. Nejvyssi obsah methioninu, byl zaznamenan ve 49.dnu. ZvySujici se obsah me-
thioninu vede k tvorbé nejvyznamnéjSich thiolovych sloucenin. Také vlivem jeho rozkladu

nastava rozvoj aromatickych sloucenin [42].
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» Arginin
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Obrazek 16: Grafické zndzorneni obsahu AKM arginin v zdavislosti na dobé zrdni

Vysvétlivky: F-Po formovani , S-po suSeni, B-po baleni.

Vv

Z obrazku 16, Ize pozorovat nartist obsahu argininu od 28 dne. Nejvyssi hodnota byla
zaznamendna tyden po doporuc¢eném datu spotieby, tudiZ ve 49 dnu. Nizky obsah argininu
v syru je nasledkem mlécného kvaSeni. Arginin je vlivem cetnych LAB spotiebovan za
vzniku NHj. Zpocatku je arginin hydrolyzovan na NHj; a citrulin. Posléze dochdzi

k fosforylaci citrulinu na ornitin [34].

V piiloze V. jsou graficky zndzornény zmény jednotlivych AMK béhem zrani tva-
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7.3 Senzoricka analyza

Komplexniho hodnoceni olomouckych tvarizka se tcastnilo Sest expertli a dvacet
Sest zkuSenych hodnotitelt, kteii hodnotili intenzitu vjemu (spole¢né hodnoceni viin¢ a

chuti) v jednotlivych kategoriich podle dotazniku uvedeného v ptiloze.

Senzorickd analyza byla zaméfena na vjemy, jenZ maji souvislost s latkami, které

jsme ziskali z plynové chromatografie a obsahu volnych AMK.

Z nasledujicich grafii 1ze pozorovat odlisné senzorické hodnoceni mezi vybranymi

posuzovateli a experty.
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Obradzek 17: Grafické zndzorneni senzorického hodnoceni horké chuti.

Obrazek ¢.17 znazoriiuje hodnoceni hoiké chuti od expertli a vybranych posuzovate-
I4. Po celou dobu zrani byla hoikd chut’ hodnocena vybranymi posuzovateli hodnotou me-
didnu na skéle 2,0. Naopak experti hodnotili vzorky béhem prvnich tfech tydni hodnotou
medidnu na Skale 1,0, po této dobé doSlo k vyrovndni hodnot s vybranymi posuzovateli.
Z grafu C.17, lze srovndvat odliSné hodnoceni mezi jednotlivymi posuzovateli, jenz
v posledni tydnu, pted datem ukonceni spotieby se shodli na intenzité¢ hotké chuti daného

vyrobku.
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e Kysela chut’
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Obrdzek 18: Grafické zndzorneni senzorického hodnocent kyselé chuti

Vybrani posuzovatelé hodnotili nejvyssi stupen kyselosti v Cerstvych syrech.
V nésledujicich tydnech jiZ hodnotili kyselou chut’ hodnotou medidnu na $kéle 3,0. Experti
hodnotili v prvnim tydnu zrani kyselost hodnotou medidnu na skéle 3,0 a v nasledujicim
tydnu zaregistrovali mirny nérGst kyselosti. V poslednim tydnu se experti shodli

s vybranymi posuzovateli a ohodnotili kyselost syru hodnotu medianu na skéle 3,0.
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Obradzek 19: Grafické zndzorneni senzorického hodnoceni slané chuti

Nejvyssi stupent slanosti hodnotili vybrani posuzovatelé v prvnim tydnu zrani.
V dalSich tydnech zrani vnimali mirny pokles slané chuti. Koncem doporucené doby spo-
tteby ohodnotili posuzovatelé narist slané chuti hodnotou medidnu na sSkéle 2,5. Naopak
experti zaznamenali nejvyS$i stupen slanosti v druhém tydnu zrani a nadale hodnotili po-

kles slané chuti hodnotou medianu na Skale 2,0.
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Z grafického zndzornéni je moZno pozorovat pokles mlécné chuti, zptisoben vlivem

zrani tvartzka. Vybrani posuzovatelé vyhodnotili nejvyssi prah mlécné chuti v prvnim tyd-

nu zrani a béhem nésledujici doby zrani zaznamenali jiZ jen pokles mlécné chuti. Experti

vnimali mlé¢nou chut’ nejvice v prvnim tydnu a v dalSich tydnech zaznamenali taktéZ po-

kles této chuti.
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Obradzek 21 Grafické zndzorneni senzorického hodnoceni palcivé chuti

Podle obrazku 21, 1ze pozorovat, Ze narust pal¢ivé chuti byl vniméan vybranymi posu-
zovateli v prvnim tydnu zrani. V nasledujicim tydnu zaznamenali pokles palcivé chuti a ve
42.dni zrani tuto chut’ jiZ nezaregistrovali. Naopak experti ve 21.dni zrdni nezaznamenali

palcivou chut’, ale béhem zrani vnimali intenzivni nartst této chuti.
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Obrdzek 22:Grafické zndzorneéni celkového hodnoceni chuti tvarizkii

Z grafického zndzornéni si je patrny rozdil v hodnoceni celkové chuti tvarazki vy-

branymi posuzovateli a experty. Vybrani posuzovatelé po celou dobu zrani hodnotili tva-

ruzky na Skéle 2,0. Naopak experti kladné hodnotili narast celkové chuti od prvniho tydnu

zrani az do konce datu spotieby.
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8 DISKUZE
Béhem zrani tvarGzkl jsme analyzovali jednotlivé AMK a sloueniny, které maji

pravdépodobné vliv na aroma syru.
Katabolické reakce AMK, vedou k tvorbé rtiznych sloucenin s odliSnymi aromatic-

kymi vjemy, které predstavuji typické aroma jednotlivych syri.
Mezi hlavnimi prekurzory aromatickych latek patii AMK (fenylalanin, tyrosin, tryp-

tofan) s rozvétvenym fetézcem AMK (leucin, isoleucin, valin) a v neposledni fad¢ methio-
nin. Nami méfené AMK jsou uvedeny v piiloze V., kde mizeme sledovat nartst ¢i pokles

obsahu jednotlivych AMK, béhem zrani syru. Nyni se zaméfime na AMK, které nam nej-

vice ovlivnili viini a chut’ tvartzka.
Jednim z nejdilezitéjSich AMK je methionin, jehoZ nartist obsahu je zaznamenan

z grafického zndzornéni (obr.¢.15). Methionin se vyznacuje tvorbou silnych aromatickych

sloucenin.

Mezi hlavnimi aromatickymi slouceninami vyprodukované z AMK (Met) patfi me-
thional, methanthiol a jeho oxida¢ni produkty dimethyl disulfid (DMDS) a dimethyl trisul-

fid (DMTYS) [42] . Schématické zndzornéni tvorby DMDS a DMTS je v piiloze IV.
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Obrdzek 23: Schématické zndzorneni katabolismu methioninu a tvorba tékavych

sloucenin siry [38].
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Brevibacterium brevis, ktery se piidava kvili zlepSeni povrchové mikroflory je také

vyznamnym producentem methantiolu a dimethylsulfida [42].

Slouceniny siry methanthiol, DMDS a DMTS se podileji na typickém aroma syru.
Dalo by se fici, Ze tyto sirné latky doddvaji tvarizkiim tzv. syrovitkovou vini a slou¢enina
DMTS vytvati dojem Stiplavé viné. Tyto sirné slouceniny nebyly v Cerstvych tvariiZcich
zaznamendny, ale béhem zrani syru doslo k rozvoji téchto latek.

Vv

Dalsi neodmyslitelnym ptivodcem aroma tvartizki patif nizs§i mastné kyseliny. Nami
zjisténych sloucenin v tvarGzZcich patifi napiiklad kys. propanovd, butanovd, 3-
methylbutanovd, 2-methylbutanovd, 2-methylpropanova. Tyto kyseliny jsou tvofeny
z AMK valinu, isoleucinu a leucinu [43]. Byl zaznamendn narist AMK dle zjisténych hod-
not béhem zrani tvarazkl. Vysledek analyzy pomoci GC vykazuje pokles koncentrace ky-
selin 3-methylbutanové a 2-methylbutanové béhem zrani, naopak u kyselin propanové a
butanové doSlo k nariistu obsahu. MiZeme se domnivat, Ze pokles kyselin 3-

methylbutanové a 2-methylbutanové je zpiisoben nedostacujicimu prozrani tvartazku.
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Obrdzek 24: Schématické zndzorneéni katabolismu leucinu [38].
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Dalsi dulezitou slouceninou tfadici se mezi ketony patii 2,3-butandion, ktery se podili
na aroma zrajicich syrt. Je charakteristicky svoji maselnou chuti. Vznikd vlivem metabo-
lickych drah (citratovy cyklus) pfi aerobni oxidaci lipida a proteinil za pomoci startérovych

kultur (napt. Lactococcus lactis subsp. lactis) [44].
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Obrdzek 25: Schématické zobrazeni vzniku 2,3-butadienu [26].

Vysokd koncentrace této slouceniny byla zaznamendna v Cerstvém syru a béhem zré-

ni zanikla, dle ndmi namétenych hodnot.

Ketony jsou pfechodné slouceniny, které mohou byt sniZeny na sekundarni alkoholy
(2-butanol). Vlivem NSLAB dochazi ke sniZeni 2,3-butanedionu na 2-butanon a 2-butanol.
Nartst methyl ketont je typicky u vSech syrii. Behem zrani syru byly tyto slouceniny za-
znamenany i v analyze naseho vyzkumu. Z grafického znazornéni ¢.8 lze pozorovat narist
2-batanonu v prvnim tydnu zran{ a z grafu €. 9 byl zaznamenan nartst 2-butanolu v druhém
tydnu zrani. ZvySend hodnota methyl ketona vlivem zrani svéd¢i o vyssi prozrélosti syrt, a

ty pak mohou byt oznaCovany jako vysoce kvalitni [45].

Mezi dalsi ndmi analyzované ketony patii napt. 2-nonanon, 2-decanon, 4-undecanon,
které jsou Casto spojovdny s kvétinovou nebo také zatuchlou viini. U Cerstvych syra byly

tyto slouceniny zaznamendny jen v minimalni mite, ale béhem zrani tvartzki se jejich kon-
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centrace zvysila. Syntéza téchto sloucenin je spojena v souvislosti s enzymatickou aktivi-

tou.

Z hlediska ovlivnéni aroma je patrné zajimavou latkou fenylethylalkohol, jehoz tézka
viiné piipomind vini riZi. Fenylethylalkohol je jednim z degrada¢nich produkti aminoky-
selin fenylalaninu [46]. Zajimavosti je, Ze z grafického zndzornéni ¢.12, lze pozorovat
ndriist fenylalaninu, zatimco u grafu ¢. 10 sleduje pokles fenylethylalkoholu. Poznatky na-
Cerpané studiem odborné literatury ukdzali, Ze nejvyssi koncentrace fenylethylalkohol je u
cerstvych syrti a béhem zrdni dochazi ke sniZeni koncentrace[46]. Pravdépodobné je pokles

zpusoben proteolyzou tvartzkt béhem zrani.

Aromatic Amino Acid 2-Phenyracetaldehyde
Decarboxylase
NH | NADPH

Phenylalanine Phenethylamine Phenylacetaldehyde 2-Phenylethanol

Obrdzek 26: Metabolismus fenylalaninu

Po zpracovani dotazniku je mozné fici, Ze vybrani posuzovatelé i experti nejcastéji
hodnotili béhem zrani tvarizky jako slany a kysely syr (toto hodnoceni dobtfe odpovida
s technologii vyroby olomouckych tvartizki). Vybrani posuzovatelé a experti se shodli
v poklesu vnimédni mlécné chuti béhem zrani tvarGzka. Déle experti vnimali béhem zrani
syru narust hotké a palcivé chuti. Naopak vybrani posuzovatelé hodnotili, Ze béhem zrani
doslo k poklesu palcivé chuti a hoikou chut’ vyhodnotili za neménnou béhem zrani. Tuto
odliSnost miiZeme chdpat jako nezkuSenost vybranych posuzovatelt, jelikoZ syry s nizkym

obsahem tuku vyrazné zhorSuje vnimdni chuti.

Tendenci k hotknuti maji zvlasté hydrolyzaty kaseinu, nebot’ obsahuji vétsi mnozstvi
hydrofobnich aminokyselin. Hotka chut’ se ¢4ste¢n¢ maskuje piidavkem kultury Brevibac-
terium brevis, kterd vykazuje vysokou proteolytickou aktivitu a hydrolyzuje piipadné

vzniklé hotké peptidy [47].
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ZAVER
Diplomové prace byla zaméfena na sledovdni zmén aroma olomouckych tvartzki v
prabéhu zrani.

V teoretické Casti byla popsdna technologie vyroby olomouckych tvarazkd, vady tva-

ruzki a biochemické procesy, které probihaly béhem zrani.

2 Wz

Praktickd ¢ast demonstrovala zraci pokus olomouckych tvariazki, kdy jsme sledovali
zmény aromatickych latek, volnych aminokyselin a senzorickou jakost v obdobi od nafor-

movdéni aZ po tydnu doporu¢eném datu spotieby:

e chemické analyzy se soustiedily na tékavé latky zodpovédné predevSim za aroma
tvarizka. Tekavé latky byly izolovany technikou mikroextrakce tuhou fazi a analy-
zovany plynovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Ve viini tva-
ruzka bylo identifikovano celkové 46 organickych latek, které vznikaly nebo zanikaly
béhem zrani. Senzoricky nejvyznamné¢j$im latkdm patii pfedevSim latky sirné
(methanthiol, dimethyldisulfid, dimethyltrisulfid), dédle niz§i mastné kyseliny (kys.

butanovd, 3-methylbutanovd, 2-methylbutanova) a fenylethylalkohol;

® obsah volnych aminokyselin byl v rozmezi 0,001 — 5,337 mg dané aminokyseliny
na kg syru. Béhem zrani vlivem proteolyzy dochézelo k rastu obsahu jednotlivych
AMK, které jsou prekurzory aromatickych sloucenin (methionin, fenylalanin, leu-

cin...);

e V prib¢hu senzorické analyzy vnimali posuzovatelé, kyselost a slanost syrt jako
konstantni neboli neménnou béhem zrani. Dadle experti vnimali nartst hotké a palci-
vé chuti. Vybrani posuzovatelé hoikou chut’ klasifikovali jako neménnou, naopak

hodnotili pokles pal¢ivé chuti béhem zrani tvarizka.
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HS/SPME

NSLAB

RK

°SH

aminokyseliny

bakterie mlé¢ného kvaseni

volné aminokyseliny

plynova chromatografie

mikroextrakce tuhou faz{

nestartérové kultury bakterii mléc¢ného kvaseni
regulétor kyselosti

kyselost podle Soxhleta-Henkela
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PRILOHA P11 : DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI

Dotaznik pro hodnoceni Pravych Olomouckych tvaruzkua

Jméno a piijmeni: Vek:
Datum: Hodina:
Ukol 1

Vzorek syru je umistén na talifi. Nejprve si k syru pfivoiite a poté ochutnejte. DlleZité je,
abyste syr nezvykali a nepolykali pfili§ rychle. Syr tak dostane Sanci uvolnit vSechny své
¢ichové a chutové slozky.

1. Konzistence povrchu

1)  Povrch jemny s mirnym zietelnym jadrem poloZenym do stiedu, stejnomérné pokryty

mazem.
2)  Nepatrné odchylky (roztékavé, gumovité, vyskyt dutinek a trhlinek..)
3)  Mirmné odchylky
4)  Hrubé odchylky

5) Naprosto nepiijatelny povrh (velké trhliny,velké hrudky....)

2. Barva na povrchu

1)  Velmi svétla az bila barva

2)  Svétle zlatozluta barva

3)  Zlatozluta s oranzovym nadechem
4)  Tmavs$i zlatozlutd ¢i oranZova barva

5)  Velmi tmavé barva, riznych netypickych odstinti (modrda, hnéda....)

3. Intenzita viiné
1)  Viné nepatrnd témét Zadna

2)  Mén¢ vyraznd ving, Cistd bez cizorodych pachu
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3)  Vyrazna ving, charakteristickd pro dany vyrobek
4)  Siln€ vyraznd ving avSak bez cizorodych pachii

5)  Piilis vyraznd viné

4. Intenzita cizich pachu
1)  Cizi pachy nebyly detekovany
2)  Slaba pritomnost cizich pacht, avSak stdle akceptovatelny vyrobek

3)  Silna pfitomnost cizich pachi (viin€ zatuchld, Stiplava, po hnilob¢, plisni atd.)

5. Celkova chut’

1) Nevyrazni

2)  Méné& vyrazni

3)  Chut typicka pro dany vyrobek
4)  Vyrazngjsi chut’

5)  Piiliz vyrazna chut

6. Intenzita cizich pachuti
1)  Cizi pachuti nebyly detekovany
2)  Slaba pritomnost cizich pachuti, avSak stdle akceptovatelny vyrobek

3)  Silnd pfitomnost cizich pachuti (chut’ zatuchl4, Stiplava, po hnilobé&, plisni atd.)

7. Kyselost

1)  Velmi kyseld chut’

2) Intenzita kyselosti nepatrné vetsi
3) Intenzita kyselosti optimalni

4) Intenzita kyselosti nepatrné mensi

5) Nepatrn¢ nakysla chut’
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8. Slanost

1)  Velmi slana chut’

2) Intenzita slanosti nepatrn¢ veétsi
3) Intenzita slanosti optimalni

4) Intenzita slanosti nepatrné mensi
5)  Slanost prakticky nebyla detekovédna
9. Horkost

1)  Hofka chut nebyla detekovana
2)  Nepatrnd intenzita hotké chuti
3)  Slab4 intenzita hoiké chuti

4)  Silna intenzita horké chuti

5)  Velmi silna intenzita hotké chuti

10. Celkové hodnoceni vyrobku

1y
2)
3)
4)

5)

Vynikajici

Vyborny

Dobry — standardni jakost
Mén¢ dobry

Nevyhovujici
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Ukol 2

Soustied’te se na jednotlivé deskriptory chuti a zhodnot'te ji pomoci pomérovych stupnic.
Intenzitu vjemi vyjadfete pomoci znaku na nize uvedené tseéce. Useéky neprodluZuite.
Pocatek usecek je vlevo a odpovida stavu, kdy jste dany deskriptor nedetekovali. Od po-
¢atku smérem doprava roste intenzita sledovaného znaku.

MIécné syrova

Tucna

Zlukla

Zatuchla

Hnilobna

Palciva

Kvasni¢na

Ukol 3

Soustied’te se na jednotlivé deskriptory chuti a uved'te, které (vyse nejmenované) deskrip-
tory jste detekovali (v€etné charakteristickych chuti i pachuti). Neuvadéjte ,,tvarizkovou*
ptichut’.
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Ukol 4

Popiste, jakymi deskriptory by se mél vyznacovat vyrobek (Pravy Olomoucky tvartiZzek)
v optiméln{ zralosti.

Popiste jinymi deskriptory, co si pfedstavujete pod ,,tvariizkovou* pfichuti.
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Priloha III: Tabulka GC

Po baleni 49.den
plocha plocha
nazev Rt (SIM) (SIM)
1 | methanethiol 1,017 ND 41202
2 | ethanol 1,052 224819 114051
3| aceton 1,117 150218 581116
4 | 2-propanol 1,125 ND 382903
5 | 2-butanon 1,462 273501 2386803
6 | 2-butanol 1,486 ND 972851
7 | ethyl acetat 1,543 118818 ND
8 | Kyselina octova 1,625 148809 651719
9 | 2-methylpropan-1-ol 1,635 173399 ND
10 | 3-methylbutanal 1,863 12024 38952
11 | 3-methyl-1-butanol 2,723 | 14016184 170456
12 | 2-methyl-1-butanol 2,779 854168 31963
13 | dimethyl disulfid 2,888 ND 26687
14 | Kyselina 2-methylpropanovéa 3,088 474789 105263
15 | 2-methylpropyl acetat 3,33 67689 ND
16 | Kyselina butanova 3,645 ND 74656
17 | 2,3-butan diol 3,683 1320993 ND
18 | 1,3-butan diol 3,878 617929 ND
19 | Kyselina 3-methylbutanova 4,81 865304 504690
20 | Kyselina 2-methylbutanova 5,134 637060 177206
21 | 3-methylbutyl acetéat 5,637 423639 ND
22 | 2-methylbutyl acetéat 5,687 92111 ND
23 | 2-heptanon 5,983 88903 36773
24 | 2-heptanol 6,308 54693 34632
25 | Benzaldehyd 8,1 ND 206469
26 | dimethyl trisulfid 8,289 ND 659587
27 |Limonen 10,085 76161 51783
28 | benzyl alkohol 10,307 390375 ND
39 | 2-fenylacetaldehyd 10,573 299217 695703
30 | p-kresol 11,453 ND 376447
31 | m-kresol 11,532 ND 270838
32 | 2-nonanon 11,954 324670 245719
33 | 2-nonanol 12,289 161467 306380
34 | Nonanal 12,319 32490 ND
35 | 2-fenylethanol 12,705 | 140719390 | 59601440
36 | 4-ethyl fenol 14,177 ND 420185
37 | Dodecan 15,203 30070 32925
38 | dimethyl tetrasulfid 15,714 ND 141772
39 | 2-fenylethyl acetat 16,768 | 2868612 ND
40 | 4-undecanon 17,274 20064 16829
41 | 2-undecanon 17,832 144992 152094
42 | 2-undecanol 18,111 35204 211407
43 | 2-fenylethyl -2-methylprotanoét 21,756 69574 ND
44 | 2-fenylethyl butanoét 21,756 69574 ND
45| 10-undecen-1-yl acetat 21,925 50338 ND
46 | 2-tridecanon 23,118 53076 47883




PRILOHA IV: SCHEMATICKE ZNAZORNENI TVRORBY
DIMETHYL DISULFIDU A DIMETHYL TRISULFIDU.
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PRILOHA V: GRAFICKE ZNAZORNENI JEDNOTLIVYCH
AMINOKYSELIN V PRUBEHU ZRANI
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