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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo prohlédnout mikrostrukturu tavenych syra bez tavicich
soli a ovéfit, zda je jejich struktura stejnoroda a obdobna nebo zcela odlisna z hlediska pi-
sobeni jednotlivych hydrokoloidi. Byly vyrobeny vzorky tavenych syra s ptidavkem 1 %
(w/w) hydrokoloidl (agar, x-karagenan, zelatina) a kontrolni vzorky s obsahem 2,5 %
(w/w) tavicich soli. U modelovych vzorki byla provedena zakladni chemicka a senzoricka
analyza a dynamicka oscilacni reometrie. Dale byly vzorky pfipraveny chemickou cestou
pro skenovaci elektronovou mikroskopii. Ziskané snimky vzorkl byly popsany a vyhodno-
ceny. Vzorky byly skladovany pii teploté 6 + 2 °C. Méfeni byla provadéna 1., 14., 30. a
60. den od data vyroby vzorkil. Bylo zjiSténo, ze v pribéhu skladovani se tuhost vzorkl
u jednotlivych hydrokoloidt snizovala. Jako nejtuzsi taveny syr byl vyhodnocen vzorek
s ptfidavkem k-karagenanu. Z hlediska mikroskopie byly nejvétsi tukové kuliCky pozorova-
ny u vzorku bez tavicich soli s ptfidavkem agaru. Z pouzitych hydrokoloidi byly zjiStény
nejmensi tukové kuliCky u vzorku bez tavicich soli s ptfidavkem zelatiny. Z vybranych hyd-

rokoloidt se zelatina jevila jako nejlepsi emulgacni ¢inidlo.

Klicova slova: taveny syr, skenovaci elektronova mikroskopie, chemicka fixace, ka-

ragenan, agar, Zelatina



ABSTRACT

The aim of this work was to inspect the microstructure of processed cheeses without emul-
sifying salts in order to verify whether their structure is homogeneous and similar or com-
pletely different in terms of individual hydrocolloids action. Processed cheese samples
were produced with the addition of 1 % (w/w) hydrocolloids (agar, k-carrageenan, gelatin)
and control samples containing 2.5 % (w/w) emulsifying salts. In the tested samples, basic
chemical and sensory analyses and dynamic oscillatory rheology tests were performed. The
samples were prepared for scanning electronic microscopy (SEM) analysis. The obtained
images of the samples were described and evaluated. Samples were stored at 6 = 2 °C. The
measurements were performed after 1, 14, 30 and 60 days after the manufacture day. Dur-
ing storage, the firmness of samples decreased. The most firm processed cheese was the
sample with the addition of 1 % (w/w) k-carrageenan. From the SEM analysis, the largest
fat globules were observed in the sample without emulsifying salts and with the addition of
agar. From the tested hydrocolloids, the smallest fat globules were found in the sample
without emulsifying salts and with the addition of gelatin. Gelatin appeared to be the best

emulsifier among the evaluated hydrocolloids.

Keywords: processed cheese, scanning electron microscopy, chemical fixation, carragee-

nan, agar, gelatin



Touto cestou bych rada podékovala svému vedoucimu diplomové prace Ing. Richardosovi
Nikolaosovi Salekovi, PhD., za odborné vedeni, cenné rady a podnétné pfipominky pfi
psani diplomové prace.

Dale bych chtéla srde¢né podeékovat doc. MVDr. Michaele Cernikové, PhD., za odborné a
cenné rady pii konzultacich, pomoc pii vyhodnocovani praktické ¢asti a Cas, ktery mi ve-
novala béhem zpracovavani této prace.

Meé¢ velké podékovani patii predevSim roding, kterd mne podporovala pii studiu a psani této

prace.

Prohlasuji, ze odevzdand verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



OBSAH

UVOD c.ocnenenencnensensensessessessessessessssssssssssssssssssssssssssssssssasssssaseassassasessessessessensessensessenses 10
| TEORETICKA CAST ..cuueeeeeeeenensensnsssssssssessessessessessessessessessessessessessensessensensenss 12
1 TAVENE SYRY ..ueuineurenenensensensensessessessesssssssssssssssssssssessssssassassssessessessensessessens 13
1.1 TECHNOLOGIE VYROBY TAVENYCH SYRU.......ettiiiiiiiniiiieniieesieeesieeeeineeeninee e 13
1.2 NAHRADY TAVICICH SOLI..cciutiiiiiiieiiiieeiiie ettt ettt e eee e 17
1.2.1 Césteéné nahrady tavicich SOl .......ooevviiiiiiiiiieiiee e, 18

1.2.2  Uplné ndhrady tavicich SOl..........ceeeviiiiiiiiiiiiiiiieee e, 18

1.2.3  Odstranéni vapenatych iontll ze SUrovinove SMESi...........eeeerevvrreeeriurereeennns 19

2 SKENOVACI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE......ccccccetiiiiiininininnnnnnnnnnnnnnnns 21
2.1 HISTORIE ...t e e e 22
2.2 SKENOVACI ELEKTRONOVY MIKROSKOP........ccciuiieaiiieniiiesireeenireeenneeeenneeennneens 23
2.3 KONSTRUKCE SKENOVACIHO ELEKTRONOVEHO MIKROSKOPU..........c.ceerruvreannen. 24
2.4 METODY PRIPRAVY VZORKU PRO SKENOVAC{ ELEKTRONOVOU MIKROSKOPII ..... 31
2.5 PRIPRAVA VZORKU CHEMICKOU CESTOU ....cccuutieeiiieeniieeenieeeesieeesieeesnineesnnneeenns 31
2.5.1  Ci3t8ni POVICHU VZOTKU ....o.vvieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 32

2.5.2  FiXace @ POSIIXACE .uuuueviiiiiieeeeeeeiiiiieeee e ettt e e e e e et e e e e e e e e e eneees 32

2.5.3  Promyvani a odvodne€ni ...........ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 35

B T I 1 11<) 1) B PRPPPPPPPRPRE 36

2.5.5 Lepeni a pokovovani VZOTKU..........cuvviiiiieiiiiiiiiiiiieeee e 37

2.6 PRIPRAVA VZORKU FYZIKALNIMI METODAML.......cccutteriiieeniieeniieeeneeeeeneneeennneens 37

Il PRAKTICKA CAST .uvecreerrennisrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 39
3 CIL PRACE.uuuiiiiecenesesenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasses 40
4 METODIKA PRACE.......ooueireeenenesesesesesesssssssesesesesessssssssssssssssssssesssessssaess 41
4.1 VYROBA VZORKU ...cceutiiiiiiieeeitieestieesiteeaeteesseaeessnseesssseeesnseeessseesnsseesnsseesnnseens 41
4.2 CHEMICKA ANALYZA.....utttiiiiiiiteeeaiiteeeeeiieteeeaitteeeeseateeeesntateeeesnseeeeennneeaeennes 42
4.3 SENZORICKA ANALYZA....euutiteeiiiiieeeaeiieeeeeeitteeeeeiieeesesiaeeesasnsaeeeesesneeeeennnnes 42
4.4  DYNAMICKA OSCILACNI REOMETRIE .....uuuiiiieiiiiieeeaiieeeeesiieeeeeeiieeeeeenneeeeenaes 42
4.5 PRIPRAVA VZORKU PRO SEM CHEMICKOU CESTOU........cceevreeriereaieeeaereeennneeanns 43
4.6 STATISTICKE VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT.....ccccuviieeeiiiieeeeniieeeeenineeeeanans 44

5 VYSLEDKY A DISKUZE .....ouououeeeeeercrercrerennnsssescsesesesessssssssssssssssssessssssssaens 45
5.1 VYSLEDKY CHEMICKE ANALYZY ..cceeutttteeeiiiieeeenireeeeeenireeesanseeeesannneeessnnsneeeens 45
5.2 VYSLEDKY SENZORICKE ANALYZY ....ccetutttteeiiutreeeeainieeeeenireeesansneeesassseeesannnnees 46
5.3 VYSLEDKY DYNAMICKE OSCILACNI REOMETRIE .....cc.vvteririeniiieniieeniieeeniieeenanes 47
54  VYSLEDKY SKENOVACI ELEKTRONOVE MIKROSKOPIE..........cceeervrrreeaninrreeeennnnes 52
ZAVER cccuueeneneesensenssesessesssssesssssstasessssasssssssssssesssssstasesssssstssessstasesssssssssessssasessesasess 68

SEZNAM POUZITE LITERATURY .eoveverieveeererseresessessesssssssssssssssssssesssssssssesssssssssans 69



SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .......coouoerererernererersenesesesesesesessesens 79
SEZNAM OBRAZKU .....oovevuereerrreereressesessesessssessessssessssssessesessessssesessesessesessesessesessesessess 81
SEZNAM TABULEK ......vovueveerereereressesessesessesessessssessssesessesessessssesessesessessssesessesessesssess 83
SEZNAM PRILOH .......coouvvereererereseresesessesesessssessssssssssssssssssssssssssssssessssssessssssesssssssesses 84




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Historie tavenych syrti sahd do konce 19. stoleti, kde bylo ptivodni myslenkou vyrobcii
prodlouzit trvanlivost ptirodnich syrt a zajistit transport téchto vyrobkt na delsi vzdalenost
bez nutnosti chlazeni. Taveny syr patii k atraktivnim a spotiebitelsky vyhledavanym mléc-
nym vyrobkim na ¢eském trhu. Je zdrojem mlécnych bilkovin, tukl, mineralnich latek a
vitamint. Tento mlé¢ny vyrobek lze zakoupit v riznych variantdch od produktd s roztira-
telnou az tuhou, krajitelnou konzistenci a také v riiznych velikostech baleni a ptichutich.
Tavené syry nachdzi své uplatnéni v teplé i1 studené kuchyni, ale nejcastéji jako pomazéanka
na pecivo. Tavené syry jsou vyrabény zahtatim rtiznych druhl ptirodniho syra, tavicich

soli a dalSich slozek za ¢astecného podtlaku a stalého michani do homogenni hmoty.

Mikroskopie je zakladni pozorovaci metoda, ktera slouZi k detailn€jSimu pozorovani vlast-
nosti a struktury potravin béhem technologickych procesti vyroby. V soucasné dob¢ jsou
mikrofotografie potravin v odbornych publikacich velmi zadany. Poskytuji informace
o struktuie matrice zkoumaného vzorku, které 1ze podpofit vysledky dalSich analytickych
metod. V posledni dob¢ jsou velmi ¢asto do potravin piidavany hydrokoloidy (karagenan,
agar, Zelatina, xantanova guma, pektiny, atd.), a to pfedevsim kvili ovlivnéni kone¢né po-
doby vyrobku a také z ekonomickych divodii. Jsou vyuzivany jako stabilizatory, emulga-

tory a zahusStovadla.

Smyslem diplomové prace bylo prozkoumat mikrostrukturu tavenych syra bez tavicich soli
s ptidavkem 1 % (w/w) hydrokoloidu (agar, x-karagenan, Zelatina) a na zaklad¢ tohoto
poznatku ovéftit, zda je jejich struktura v rdmci pozorovani jednotlivych hydrokoloidu stej-

noroda nebo naopak zcela odliSna.

Diplomova prace je rozd€lena do péti kapitol. Teoretickd ¢ast zahrnuje dvé kapitoly, které
pojednavaji o tavenych syrech a nahradéach tavicich soli. Druhd kapitola se zabyva skeno-
vaci elektronovou mikroskopii, konkrétné historii, popisem mikroskopu a ptipravou vzor-
ki pro skenovaci elektronovou mikroskopii. Praktické ¢ast se sklada ze ti kapitol. V prvni
kapitole jsou vytyCeny cile prace. V dalsi kapitole je popsana vyroba vzorkl a jejich pfi-
prava pro skenovaci elektronovou mikroskopii a také metody pouZitych analyz. Posledni
kapitola je vénovana vysledkiim zékladni chemické, senzorické a reologické analyzy a

mikroskopii vzorki a z toho vyplyvajicich zavéra.

Uvédomuji si, Ze mnou vyrobené modelové vzorky bez pouziti tavicich soli neni dle platné

legislativy mozné oznacit za tavené syry. Zaroven vsak ani v ¢eské ani evropské legislativé
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neexistuje relevantni oznaceni pro tyto typy vyrobkd. Mohlo by pro né byt oznaceni syrovy
vyrobek, coz je pomérné Siroky pojem, a proto jsem se po konzultaci se Skolitelem rozhod-

la ponechat nazev taveny syr.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TAVENE SYRY

V Ceské republice je syr podle vyhlasky Ministerstva zem&délstvi ¢. 397/2016 Sb. defino-
van jako mlé¢ny vyrobek vyrobeny vysraZzenim mlééné bilkoviny z mléka pisobenim syfi-
dla nebo jinych vhodnych koagula¢nich ¢inidel, oddélenim podilu syrovatky a naslednym
prokysanim nebo zranim. Syry se legislativné déli na pfirodni syry, tavené syry, tavené
syrové vyrobky a syrovatkové syry. Jako taveny syr 1ze pojmenovat syr, ktery byl tepelné
upraven za piidavku tavicich soli. Taveny syr smi obsahovat maximalné 5 % laktozy, po-
kud je jeji obsah vyssi, pak se jedna o taveny syrovy vyrobek. Obsah susiny taveného syra

musi byt tvofen nejméné z 51 % ptirodnim syrem (Cesko, 2016).

Podle Code of Federal Regulations definuji ve Spojenych statech americkych taveny syr
jako potravinu, kterd vznikla rozmélnénim, smichanim a zahtatim jednoho ¢i vice syrt
stejného nebo razného typu. Dale uvadi, ze taveny syr smi mit obsah vlhkosti nejvyse 43
% a obsah tuku v susin€ nejméne 47 %. Mohou existovat tavené syry neochucené i ochu-

cené (Spojené staty americké, 2019).

Vyse zminénym legislativnim pozadavkem je pfitomnost tavicich soli v tavenych syrech,
které definuje Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 jako latky, které
prevadéji bilkoviny obsazené v syru do disperzni formy za t¢elem homogenniho rozlozeni

tukt a ostatnich slozek (Evropa, 2008).

1.1 Technologie vyroby tavenych syri

Hlavni slozkou pro vyrobu tavenych syrt jsou ptfirodni syry. Pfi vybéru by mély byt vzaty
v Gvahu 2 hlavni faktory pro vybér syra, a to jeho druh a stupeni zralosti, které maji vliv na
konecnou konzistenci produktu. Dle druhu délime syry na mékkeé, polotvrdé a tvrdé, pfi-
c¢emz lze vSechny typy pouzit na vyrobu taveného syra. Nejbeéznéji je vSak pouzivan polo-
tvrdy a tvrdy syr, mékké syry jsou vyuzivany spiSe k aromatizaci. U syrii rozliSujeme
3 stupné zralosti: mlady syr (1 az 2 tydny stary), stfedné zrajici syr (2 az 4 mésice stary) a
zraly syr (ptfes 4 mésice stary). Stafi pfirodniho syra vyznamné ovlivituje findlni produkt,
pro blokové tavené syry s dobrou kréjitelnosti a elasticitou jsou vhodné prevazné mladé
syry, naopak pro syrové pomazanky se pouzivaji sttedné zralé syry. Pro vyrobu tavenych
syri lze také aplikovat pfirodni syry s mechanickymi vadami, nelze vSak pouzit syr
s vadami mikrobiologickymi, jelikoZ by to mohlo ohrozit zdravotni nezavadnost vyrobku.

V zahranic¢i je oblibené pouzivat na vyrobu tavenych syrt jen 1 typ syru, napt. z ¢edaru
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vyrabi ve Velké Britanii a Australii a z ementalu ve Francii a Némecku. Smés rtiznych
druhti pfirodnich syri s rozdilnym stupném zralosti umoziuje ziskat tavené syry
s pozadovanou strukturou, fyzikalnimi vlastnostmi a chuti (Gouda a Abou El-Nour, 2003,

s. 1110; Guinee a kol., 2004, s. 353; Bunka a kol., 2009, s. 69).

Dalsi dulezitou surovinou jsou tavici soli, jsou to iontové slouceniny tvoiené jednomoc-
nymi kationty a polyvalentnimi anionty. Podle Code of Federal Regulations existuje
13 tavicich soli, které jsou schvaleny pro vyrobu tavenych syri. Patii mezi n¢ napt. mono-,
di- a trisodné fosfore¢nany, fosforecnan draselny, fosforecnan hlinitosodny, citrat sodny,
citrat vapenaty, vinan sodny atd. Nejbé€znéjSimi tavicimi solemi pouZivanymi ve Spojenych
statech americkych jsou citrat trisodny a fosfore¢nan disodny. Obsah téchto soli neni vyssi
nez 3 % hmotnosti taveného syra. Citrat trisodny je vhodnou tavici soli pro platkové tavené
syry, naopak fosfore¢nan disodny se pouziva do blokovych tavenych syrti a syrovych po-
mazanek (Kapoor a Metzger, 2008, s. 203—204; Spojené staty americké, 2019). Tavici soli
maji zdsadni vyznam pii vyrobé taveného syra, ve kterém vytvari jednotnou strukturu bé-
hem procesu taveni. Zakladni tlohou téchto soli je upravit prostiedi surovinové smeési tak,
aby pfitomné proteiny uplatnily své pfirozené emulgacni schopnosti. V tavenych syrech
mayji tavici soli 2 primarni funkce, a to sekvestrace vapniku a uprava pH. Obé funkce na-
pomahaji hydrataci kazeint pfitomnych v pfirodnim syru, tudiZ mohou snadno interagovat
s vodni a tukovou fazi, ¢imz se vytvoii homogenni emulze taveného syra s pozadovanou
konzistenci. Stupné sekvestrace vapniku a hydratace kazeinu jsou zavislé na podminkach
zpracovani, typu a mnozstvi tavicich soli a obsahu vapniku v pouzitém piirodnim syru.
Skute¢ny ucinek tavicich soli spociva ve vyméné kationtl vapniku nerozpustného paraka-
zeinanu vapenatého za ionty sodiku, coz vede k tvorbé rozpustnéj$iho parakazeinanu sod-
ného (viz Obr. 1). Aplikace tavicich soli mé za nésledek tetézovou peptizaci, disperzi, hyd-
rataci a bobtnani proteini a emulgaci a stabilizaci tuku. K nejcastéji pouzivanym tavicim
solim patii sodné soli citrati, monofosfore¢nant, difosforeénanti a polyfosforaénanii. Cas-
t&j1 neZ jedna stl jsou vyuZivany jejich smési pro ziskani produktu pozadovanych vlastnos-
ti. MnoZstvi pouzitych tavicich soli v tavenych syrech se pohybuje mezi 2-3 % v zavislosti
na typu, stupni zralosti a mnoZzstvi ptirodniho syra ve smési (Awad a kol., 2002, s. 54;
Gouda a Abou El-Nour, 2003, s. 1111; Kapoor a Metzger, 2008, s. 203—204; Cernikova a
kol., 2010, s. 336; Hladka a kol., 2014, s. 650; Lenze a kol., 2019, s. 575).
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Obr. 1 Vymeéna vapenatych iontii za sodné ionty v pritomnosti tavicich soli pri vy-
robé tavenych syrii (A — anion tavici soli) (upraveno podle Bunka a kol., 2009, s.

13)

Dalsimi ptisadami jsou mlécné bilkovinné slozky (tvaroh, podmasli, suSené odstfedéné
mléko, susend syrovatka, kazein, kazeinany, hydrolyzaty mlécnych bilkovin), mlécny tuk
(maslo, bezvodé maslo, smetana), rework (tj. syr jiz utaveny) a voda, kterd je dalezita pro
vyrobu stabilni emulze. Emulgac¢ni soli potfebuji vodu k rozpusténi a spravnému plisobeni
na kazeiny. Do tavenych syra se dale pridavaji piichuté (Sunka, zelenina, houby, Cesnek,
bylinky a plisiiové syry), ochucovadla (konzervované maso, ryby, ofechy a ovoce), barviva
(extrakty annatto, B-karoten, paprika, kurkuma a chlorofylové piipravky), konzervaéni
latky (bakteriocin nisin, sodné nebo draselné soli kyseliny sorbové a propionové), aromati-
zujici latky (extrakty kofeni). Do tavenych syra jsou také Casto ptiddvany hydrokoloidy
(alginat sodny, x-karagenan, agar, Zelatina, Skrob, xantanovd a guarovd guma), a to
z diivodu stabilizace konzistence a zlepSeni vazby vody (Gouda a Abou El-Nour, 2003, s.
1111; Kapoor a Metzger, 2008, s. 205; Buiika a kol., 2009, s. 69—70; Cernikova a kol.,
2010, s. 337; Guinee, 2011, s. 805-806; Kadlec a kol., 2012, s. 297; Guinee, 2017, s. 1135;
Cernikova a kol., 2017a, s. 4300).

Zatazeni suSenych materidlll, extraktii a esencialnich olejii do tavenych syrti by mohlo vést
ke zlepSeni nutricni hodnoty a smyslovych vlastnosti a sniZzeni jakostnich parametrt
v riznych syrech. Za zminéni stoji také polyfenoly, které jsou z rostlinnych materialti a

jsou hlavnimi antioxidanty v lidské strave, nebo kvercetin a rutin, coZ jsou rostlinné flavo-
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noidy zndmé svymi pozitivnimi terapeutickymi G¢inky na lidské zdravi. Pfidavek bioaktiv-
nich slouc¢enin mize mit vliv nejen na chut,, ale i konzistenci tavenych syrt (Ptikryl a kol.,
2018, s. 266-267). Vyuziti ovoce nebo zeleniny do tavenych syrovych vyrobkti by mohlo
byt jednim ze zplsobi rozvoje funkénich potravin. Rajce je velmi dilezitou zeleninou ob-
sahujici antioxidanty, karotenoidy a lykopen, které hraji dilezitou roli v pozitivnich G¢in-
cich na lidské zdravi. Rajcatové vyrobky snizuji riziko vzniku nékterych typd rakoviny.
Déle stoji za zminéni mrkev, kterd je jednou z nejvyzivnéjsi kofenové zeleniny. Je boha-
tym zdrojem B-karotenu (prekurzoru vitaminu A). Dal$im ze zptsobt, jak zvysit funk¢énost
taven¢ho syra, je fortifikovat ho probiotiky nebo prebiotiky, avSak nejb€znéjsi metodou
pro zvyseni funkcnosti je zaclenéni vitaminli do surovinové smési. Zejména vitaminy roz-
pustné v tucich A, D a E vykazuji dobrou tepelnou stabilitu a v priabehu ¢asu nedegraduyji,
coz zpusobuje udrzeni jejich vysokého obsahu v produktech (Mohamed a kol., 2016, s. 92;
Mehanna a kol., 2017, s. 156; Talbot-Walsh a kol., 2018, s. 197-199).

Tavené syry se vyrabéji rozmélnénim, michanim a tavenim jednoho ¢i vice druhli ptirod-
nich syra a vhodnych ingredienci do homogenni smési. Technologicky proces vyroby ta-
venych syra Ize rozdé€lit do nékolika zakladnich krok, které jsou zndzornény na Obr. 2.
Smeés pripravenych surovin je naddvkovana do taviciho kotle, kde je nasledné vytvoten
¢asteCny podtlak. Tavici zafizeni je opatieno vyhiivanym plastém, pfimym vstiikem pary a
nozem. Smes se za stalého michani zahtiva na tavici teplotu 80-95 °C po dobu 4-15 min.
Hladka a kol. (2014, s. 650) uvadi tavici teplotu v rozmezi 90-100 °C. Horka roztavena
sm¢s se rozlije do forem vylozenych hlinikovou folii. Pak nésleduje ochlazeni obvykle pod
8 °C a skladovani, které¢ by mélo probihat v rozmezi 5-10 °C. Tavené syry je vhodné udr-
zovat nad teplotou 0 °C, aby nedoslo ke zmrznuti vyrobku, a naopak pod 20 °C, aby se za-
branilo rGstu mikroorganizmi. Tavené syry jsou nejcastéji baleny do hlinikovych folii po-
tazenych z vnitini strany ochrannym lakem a opatfenych odtrhovaci paskou. Tyto folie
mohou mit vyslednou podobu trojihelniki nebo bloc¢kl. Dale Ize syry balit do plastovych
vanicek a kelimkd, sttivek uzavienych sponou. Trvanlivost tavenych syri je asi 3—5 mési-
ct (Gouda a Abou El-Nour, 2003, s. 1112-1113; Cernikova a kol., 2010, s. 336; Guinee,
2011, s. 805; Kadlec a kol., 2012, s. 297; Hladka a kol., 2014, s. 650; Dostalova a Kadlec,
2014, s. 141; Anonym, 2017). Vyhlaska ¢. 397/2016 Sb., v platném znéni, udava, ze se
tavené syry skladuji, pfepravuji a uvad&ji na trh pii teploté stanovené vyrobcem (Cesko,

2016).
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Sestaveni surovinové skladby
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Obr. 2 Diagram vyrobniho procesu tavenych syru (upraveno podle Guinee, 2017,
s. 1137)

1.2 Nahrady tavicich soli

Z vyzivového hlediska je idealni pomér absorbovaného vapniku a fosforu 1:1 nebo vyssi.
U tavenych syrt se vSak tento pomér diky pfidavku fosforecnanovych tavicich soli obvykle
snizuje na 1:1,5-3,0. Fosfor je sice zdkladnim biogennim prvkem, ale na druhé stran¢ by
jeho nadmérné mnozstvi mohlo byt Skodlivé pro strukturu kosti a mohlo by ptispét k oste-
opordze, zejména v kombinaci s nizkou spotfebou vapniku. Snizenim mnozstvi fosforu
v tavenych syrech by mohla byt pravdépodobné zvySena vyuzitelnost vapniku v tavenych
syrech, coZ by mohlo pfispét ke zlepSeni nutriéniho hodnoceni téchto oblibenych mlécnych
vyrobkll. Tradicni tavici soli obsahuji také vysokou koncentraci sodiku (az
30 % w/w). V dnes$ni dob¢ je vysoké mnozstvi sodiku v lidské vyzivé povazovano za rizi-
kovy faktor mnoha chorob. S cilem zvysit pomér Ca: P a snizit spotiebu sodiku byly zkou-
Seny pokusy vyrobit taveny syr nebo jeho analogy bez pouziti tradicnich tavicich soli na

bazi fosfore¢nanii a polyfosfore¢nanti. Hydrokoloidy se ptidavaji do potravinaiskych vy-
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robkil ve velmi malém mnozstvi, obvykle méné nez 1,0 %. Usp&na nahrada tavicich soli
hydrokoloidy by mohla umoznit v tavenych syrech:

= snizeni mnozstvi fosforu a zvySeni poméru Ca:P

= snizeni koncentrace sodiku

= zavadéni novych produkti se zdravotnimi benefity.

Zpusoby néahrad tavicich soli 1ze rozdélit do 3 podkapitol. Prvni pfistup se zabyva sniZenim
mnozstvi tavicich soli jejich ¢asteCnou nahradou jinymi latkami. Druhé stanovisko se tyka
uplného nahrazeni tavicich soli jinou potravinatskou ptidatnou latkou nebo jejich smésmi.
Posledni zplisob spociva v ¢asteCném odstranéni vapenatych iontil ze surovinové smeési
pomoci fyzikalnich nebo fyzikalné-chemickych metod (Cernikova a kol., 2010, s. 336—
337; Hladka a kol., 2011, s. 1-3; Hladka a kol., 2014, s. 650; Cernikova, 2017, s. 26).

1.2.1 Caste¢né nahrady tavicich soli

Cari¢ a Kalédb (1997, s. 481) jako prvni ve své praci uvedli, Ze 1ze nahradit az 50 % tradic-
nich tavicich soli pouzitim cca 1 % (w/w) monoacylglycerolt a vyrobit tak stabilni a sen-
zoricky akceptovatelny taveny syrovy vyrobek. Také Kwak a kol. (2002, s. 821) dosahli
nahrady polovi¢niho mnozstvi tavicich soli pouzitim ¢astecné hydrolyzovaného kazeinu.
Pluta a kol. (2000, s. 42) aplikovali rostlinné hydrokoloidy (modifikovany Skrob, lokusto-
vou a xantanovou gumu a nizkometylovany pektin) jako ¢aste¢nou néhradu tavicich soli.
Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno zejména s modifikovanym Skrobem a lokustovou gu-
mou. Ve studii Van Dender a kol. (2010, s. 217) byl zkouman brazilsky taveny syr Reque-
ijdo cremoso. V tomto vyrobku se jednalo o nahrazeni ¢4sti tradi¢nich tavicich soli na bazi

fosfore¢nanu sodného tavici soli na bazi sodiku a drasliku.

1.2.2  Uplné nahrady tavicich soli

Dal8i moZznosti je Uplnd nahrada tavicich soli fosfore¢nanového nebo citratového typu.
Schéffer a kol. (1999, s. 1213-1216; 2001, s. 672—673) pouzili jako nahradu tradi¢nich
tavicich soli hydrokoloidy. Autofi vSak blize nespecifikovali druh hydrokoloidu, pisi pou-
ze, Ze se jedna o smési hydrokoloidl rostlinného plivodu. Smés hydrokoloidii byla pfidana
v koncentraci 2 % (w/w) a tyto vyrobky byly porovnany s kontrolnimi vzorky tavenych
syri s tradicnimi tavicimi solemi (smé&s mono- a polyfosfore€nanti) v koncentraci 2 %

(w/w). Avsak konstatuji, ze u vyrobki s hydrokoloidy bez pouziti tavicich soli nedoslo
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k dostatecné peptizaci bilkovin, a tudiz nevznikla homogenni hmota taveného syra. V praci
Cernikova a kol. (2010, s. 342) byly jako nahrady tavicich soli pouzity hydrokoloidy: lo-
kustova guma, nizkometylovany pektin v kombinaci s lecitinem, «-karagenan a 1-
karagenan. Jako potencialni nahrada tavicich soli byly doporuceny jen xk-karagenan a t1-
karagenan, ale kone¢né vyrobky byly velmi tuhé. Také byla zkoumdna nahrada tavicich
soli za pouziti kyseliny adipové a jeji soli (adipanu sodného) v koncentraci 1-3 % (w/w)
vpraci Hladkd a kol. (2010, s. 153-154). Vzorky se zdaly byt homogenni
z makroskopického pohledu. Dale Hladka a kol. (2011, s. 1-3) zkoumala modelové tavené
syry bez tradi¢nich tavicich soli s pfidavkem karagenanu v koncentraci 1 % (w/w). Bylo
zjisténo, Ze vzorky tavenych syrii bez tavicich soli byly s pouZzitim optické mikroskopie
mikroskopicky homogenni. Dal§i moZnou nahradou tavicich soli je amarantova mouka
v mnozstvi 1,5-8 % (w/w) a kukuti¢ny Skrob v koncentraci 1-4 % (w/w) (Neudek, 2013,
2014). Avsak je tteba podotknout, Ze 1 amarant obsahuje fosfor a ¢ast ho je také vazana ve
formé kyseliny fytové. Tato kyselina je siln€ negativné nabitd, a tudiZ ma schopnost vyva-
zovat multivalentni kationty jako je napf. vapnik, hoicik, méd’ a zelezo (Sanz-Penella a

kol., 2013, s. 680; Mirinda-Ramos a kol., 2019).

1.2.3 Odstranéni vapenatych ionti ze surovinové smési

Tteti z moznosti ndhrad tavicich soli je zplisob, ktery spoc¢iva ve snizeni nebo Uplném od-
stranéni vapenatych iontl ze vstupni suroviny, ktera se pak stane l1épe tavitelnou. Jedna se
tedy o vyrobu tavenych syrti s minimalnim mnozstvim nebo zddnym obsahem fosforecna-
novych tavicich soli. Tohoto poznatku vyuzili ve svém patentu pro pfipravu produktu ta-
veny syr bez tavicich soli Smith a Rivera (2016, 2017). PouZili surovinu se sniZzenym ob-
sahem vapniku, kterou je mozné ziskavat pomoci ultrafiltrace, diafiltrace, iontovou vyme¢-
nou, acidifikaci, dialyzou, chelataci anebo podobnymi technikami ¢i jejich kombinaci.
V pracich Smith a Rivera (2016, 2017) jsou popsany rizné druhy vyrobkil s odliSnym za-
stoupenim pfirodniho syra, zdroje kazeinu se sniZzenym obsahem vapniku, syrovatkové
bilkoviny a voda. Jednotlivé surovinové skladby se 1i§i obsahem vapenatych iontd a dalsi-
mi funkénimi vlastnostmi (napf. pro roztiratelné syry anebo pro syry na platkovani). Dale
se mohou pfidavat dalsi volitelné slozky, které mohou zlepsit strukturu, chut’ anebo vyzi-
vovou hodnotu. Mohou to byt mlécné slozky (syrovatkovy proteinovy koncentrat, odtuc-

néné susené¢ mléko, mlécny proteinovy koncentrat, bezvody mlécny tuk), Skroby, Zelatina,
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rostlinné gumy, ale také chlorid sodny, barviva, aromata, antimikrobidlni latky (kyselina

sorbova).

Vyroba vzorki tavenych syrii probihala podle Smith a Rivera (2016, 2017) smisenim a
pomletim jednotlivych surovin, naslednym zahtéatim surovinové smési na tavici teplotu 70—
90 °C s vydrzi cca 3—5 min. Nékteré vzorky byly nasledné homogenizovany pro vytvoreni
hladsiho a stabilngj$iho produktu. Podle autorii bylo dosazeno homogennich vyrobku. Ta-
vené syry vyrobené dle tohoto vynalezu se vice pfiblizuji aromatickému profilu pfirodnich
syru, ze kterych pochazeji, jsou zdravéisi, jelikoz obsahuji méné sodiku nez tradicné vyro-

beny taveny syr a skladovatelnosti se rovnaji vyrobkiim s pouzitim tavicich soli.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

2 SKENOVACI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Mikroskopie je védecka disciplina, jejimz cilem je zvétsit nepatrné Castice a struktury za
ucelem jejich studia. Existuje celd fada nastroji a technik, kterymi je mozno zkoumat ob-
jekty ruznych charakterd. Elektronové mikroskopy maji vyrazné vyssi rozliSovaci schop-
nost nez optické mikroskopy. Rozdil je v tom, ze ke zvétSeni obrazu vzorku jsou pouziva-
ny paprsky elektroni, nikoli fotony. Vysledné mikrofotografie jsou pouze cernobilé. Exis-
tuji 2 zakladni typy elektronovych mikroskopt, a to skenovaci (rastrovaci) elektronovy
mikroskop (SEM) a transmisni elektronovy mikroskop (TEM). Oba typy pftistroji byly
vynalezeny ptiblizné ve stejnou dobu, ale maji zdsadn¢ odlisné pouziti. Jednim z hlavnich
rozdili mezi TEM a SEM je tloustka vzorku. V TEM musi mit vzorky tloustku jen néko-
lik desitek az stovek nanometri, zatimco vzorky v SEM mohou byt silné nékolik centime-
trti, coz je vyhodou pfi ptipravé vzorkid. SEM pozoruje a analyzuje povrch vzorku, naopak
TEM zkouma vnitini strukturu vzorku, a umoznuje tak ziskat detaily, které jsou okem ne-
viditelné. U TEM je tedy dulezité znat princip fungovani mikroskopu a umét interpretovat
ziskané obrazy. Obraz vytvoireny SEM je snadné&ji interpretovan, protoze poskytuje obraz,
ktery 1ze vidét pouhym okem, pouze je zvétSeny. SEM vyuziva proud elektrona, které ske-
nuji po povrchu vzorku, a vytvari tak sekundarni a zpétné rozptylené elektrony, které jsou
poté detekovany a slouzi k ziskani zvétSen¢ho obrazu povrchu pomoci katodové trubice.
SEM poskytuje trojrozmérny (3D) pohled na vzorek. Obraz je vytvaien v priabéhu ¢asu pii
skenovani celého vzorku. V TEM prochazi generovany paprsek elektronti pies ultra tenky
ez pozorovaného vzorku a vysledkem je dvourozmérny (2D) obraz. Jas urcité oblasti ob-
razu je umérny poctu elektrontl, které projdou ptes vzorek. Vzhledem k povaze elektrono-
vého paprsku jsou vzorky nebo jejich repliky zkoumany ve vysokém vakuu. Oba typy mi-
kroskopii se vzajemné¢ doplituji a poskytuji alternativni aspekty informaci o mikrostruktu-
fe. Tteti, mén¢ vyuzivany typ elektronového mikroskopu, je skenovaci transmisni elektro-
novy mikroskop (STEM), ktery mé vlastnosti obou jiz zmiflovanych mikroskopti. STEM
pouziva skenovaci paprsek elektront k priniku do tenkého vzorku a ke stanoveni pfitom-
nosti a distribuce prvki ve vzorku. VyuZiti tohoto mikroskopu je zejména analytické
(Cari¢ a Kalab, 1997, s. 484; Bozzola a Russell, 1999, s. 9; Stokes, 2008, s. 17-19; Morris
a Groves, 2013, s. 388-391; Kalab, 2014).
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2.1 Historie

vvvvvv

avsak k jeho sestrojeni bylo tfeba objevii mnoha badateld. Jako prvni ptispél svym poznat-
kem J. J. Thompson, ktery roku 1897 popsal zaporn¢ nabité ¢astice pozdéji nazyvané elek-
trony. Zéasadnim krokem, ktery dale pfispél k vyuziti elektronli k zobrazeni mikrosvéta,
bylo prokdzani, ze rychle letici ¢astice maji nejen korpuskuldrni, ale i vinovy charakter
jako napt. viditelné svétlo. Tento poznatek zvetejnil v roce 1925 Luis de Broglie. Dalsi
soucasti k sestaveni elektronového mikroskopu byly prace H. Buscha, publikované roku
1926, které prokazaly, ze draha elektroni mtze byt odklonéna coCkami, stejné jako svétlo
c¢ockami optickymi. Za vyvoj prvniho transmisniho elektronového mikroskopu se zaslouzil
zaCatkem 30. let 20. stoleti tym v Némecku na Vysoké technické univerzité v Berliné ve-
deny M. Knollem a E. Ruskou. Roku 1939 byla zahdjena komer¢ni vyroba transmisnich
elektronovych mikroskopt spolecnosti Siemens a Halske, kterd u téchto ptistrojli zajist'o-
vala rozliSovaci schopnost 10 nm. Diky své praci na konstrukci prvniho elektronového
mikroskopu ziskal E. Ruska roku 1986 Nobelovu cenu za fyziku. K. Porter a jeho kolegové
v roce 1945 dokazali pti pouziti klasického papiru, ze 1ze elektronovy mikroskop vyuzit
k podrobnému zkoumani bunék. Objeveni skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM)
Knoll. Nasledn¢ roku 1938 vytvotil némecky fyzik M. von Ardenne skenovaci transmisni
elektronovy mikroskop (STEM), a to pfidanim skenovacich civek do transmisniho elektro-
nového mikroskopu (TEM). Prvni SEM s rozliSenim 50 nm byl postaven roku 1942 ame-
rickymi védci v Cele se Zworykinem, ktery vynalezl fotondsobi¢ a pouzil jej k detekci
sekundarnich elektronii. Ve stejné dobé se v Anglii zabyvala konstrukci SEMu skupina
védct vedena profesorem C. W. Oatleyem. I mnohé dalsi objevy vedly ke zdokonalovani
skenovaciho elektronového mikroskopu. V roce 1963 byl vyvinut systém nazyvany SEM
V se tfemi magnetickymi ¢oc¢kami, ktery se pozdéji stal prototypem prvniho komeréniho
piistroje (1965). V nasledujicich letech se prodalo vice nez 50 000 SEM do rGznych zemi
svéta (Bozzola a Russell, 1999, s. 7-11; Nebesaiova a kol., 2001; Goldstein, 2003, s. 3—6;
Ul-Hamid, 2018, s. 11-13).

Asi patnact let po vyvoji elektronového mikroskopu M. Knollem a E. Ruskou bylo vynalo-
zeno Usili o uplatnéni této technologie do biologickych odvétvi. Nasledovaly vyznamné
historické pokroky v ptipravé tkani. V roce 1934 publikoval L. Marton prvni elektronovy

snimek biologické tkan€. Obraz byl vSak kvalitné horsi nez obrazy ze svételného mikro-
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skopu. Koncem 40. let 20. stoleti A. Claude popularizoval fixaci osmiem. V roce 1952
pouzil Palade pufrovaci systém pro fixaci tkané v oxidu osmicelém. V 50. letech 20. stoleti
doslo k pokroku v pozorovani biologickych materiald. V roce 1953 Porter a Blum ptedsta-
vili prvni Siroce pouzivany mikrotom. Mezi lety 1957—63 bylo vyvinuto ldmani vzorka
mrazem a vroce 1958 Watson zavedl pokovovéani vodivymi kovy (olovem a uranem).
V roce 1963 Sabatini a jeho spolupracovnici zavedli primarni fixaci glutaraldehydem

(Bozzola a Russell, 1999, s. 11-12).

2.2 Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) umoznuje pozorovat a uréovat heterogenni orga-
nické a anorganické materialy ve velikosti od nanometri (nm) do mikrometri (um). Popu-
larita tohoto mikroskopu prameni ve schopnosti ziskat 3D obrazy povrcht Siroké Skaly
materidlii. Snimky SEMu nachézi uplatnéni v médiich od védeckych ¢asopisu az po filmy.
Ackoli je SEM univerzalni, jejim hlavnim vyuzitim je ziskani topografickych obrazli ve

zvétseni 10—10 000 krat (Goldstein, 2003, s. 1).

Skenovaci elektronovy mikroskop je vyuzivan k pozorovani povrchii riznych objekth.
Vysledny obraz je tvofen pomoci sekundarnich signali — odrazenych a sekundarnich elek-
trond, kvili kterym je zobrazeni pomoci SEM povazovano za nepiimou metodu. V porov-
nani se svételnym mikroskopem je velkou piednosti zna¢na hloubka ostrosti, kteréd je cas-
te¢n¢ odpovédna za 3D vzhled obrazu vzorku. Jelikoz SEM dopliiuje informace dostupné
ze svetelného mikroskopu, je tato technika uzitecna i ve forenznich studiich i jinych obo-
rech. V literatuie se kromé nazvu skenovaci pouZziva i oznaceni rastrovaci nebo Cesky na-
zev fadkovaci elektronovy mikroskop. V SEM je zkoumana oblast vzorku ozéafena jemné
zaostfenym elektronovym paprskem, ktery miize probihat v rastru po povrchu vzorku za
ucelem vytvoreni obrazil, nebo miiZe byt staticky pro ziskani obrazu v jedné poloze. Signa-
ly produkované po interakci elektronového paprsku se vzorkem zahrnuji sekundarni elek-
trony, odrazené elektrony, rentgenové zateni a dalsi elektrony s rtiznou energii. Tyto signa-
ly jsou ziskavany ze specifickych objemt a mohou byt pouzity ke zkouméni mnoha cha-
rakteristik dané¢ho vzorku (napf. povrchova topografie, krystalografie, slozeni atd.). Nej-
vhodnégjsimi typy vzorkl pro SEM jsou kovy, pfedev§im proto, Ze tyto materialy jsou mé-
né nachylné k uc¢inkiim nabijeni a poskozeni pfi elektronovém ozafovani ve vysokém va-
kuu (Nebesatova a kol., 2001; Goldstein, 2003, s. 1-3; Webb a Holgate, 2003, s. 3922;
Morris a Groves, 2013, s. 4).
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2.3 Konstrukce skenovaciho elektronového mikroskopu

Zpravidla se SEM sklada ze zdroje elektrond, ktery slouzi ke generovani paprsku primar-
nich elektroni, kolony s elektromagnetickymi ¢o¢kami pro zaostieni a zvétSovani primar-
nich elektrond, dale z civek pro skenovani elektronti na povrchu vzorku, komory se stol-
kem pro ptichyceni vzorku, vakuové pumpy pro udrzeni systému ve vakuu (obvykle v ta-
dech 10°-107 Pa) a jednoho nebo vice detektortl, které shromazd'uji signaly vytvorené
ozafenim vzorku elektrony. Nakonec je zvétSeny obraz zobrazen na monitoru, protoze pa-
prsek je napfi¢ zornym polem snimam pixel po pixelu (Stokes, 2008, s. 19; Morris a Gro-

ves, 2013, s. 4).

Uz na prvni pohled je ziejmé, Ze se skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) znaéné odli-
Suje od transmisniho elektronového mikroskopu (TEM). Jedné se zejména o rtiznou délku
tubusu, ktera je u SEMu polovic¢ni. Tento rozdil, je dan tim, ze se v SEMu detekuji signaly,
které uvolnil primérni svazek elektronii nad povrch preparatu, a tudiz neni potfeba sousta-
va cocek, ktera pravé u TEMu tvori zobrazovaci systém ve spodni ¢asti tubusu. Zdrojem
elektronti ve Spicce tubusu je u SEMu nejcastéji ptimo zhavené wolframové vladkno, stejné
tak je tomu i u TEMu. RozliSovaci schopnost pfistrojii s wolframovou piimo zhavenou
katodou se pohybuje mezi 10—15 nm. Primarni elektrony jsou urychlovany potencidlem
mezi katodou a anodou, ktera ma ve svém stiedu kruhovy otvor, kterym prolétaji primarni
elektrony do soustavy elektromagnetickych Cocek. Soustava elektromagnetickych Cocek
ma za ukol co nejvice zmensSit primér svazku elektronti, které dopadaji na povrch prohli-
zeného preparatu. Soustava ¢ocek se skladd z jedné nebo dvou kondenzovanych cocek a
z objektivové coCky s proménou zmenSovaci vykonnosti. Vyznamnou soucasti systému je
stigmator, ktery koriguje astigmatismus elektromagnetickych cocek. Tato vada cocek mé
pii praci se SEM podstatnou roli a ovliviiuje konecnou kvalitu obrazu. V dolni ¢asti tubusu
se nachazi komora preparatii, ve které je umistén goniometricky stolek pro ptichyceni
vzorkli umisténych v drzdku preparati. Stolek umoZiiuje s preparatem pohybovat a otacet.
V blizkosti preparatu jsou umistény detektory jednotlivych signalli, napt. sekundéarnich a
odrazenych elektronil, rentgenového zafeni a dalSich dle vybaveni mikroskopu (Nebesaro-

véa a kol., 2001). Srovnani jednotlivych typt mikroskopt je zobrazeno na Obr. 3.
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Svételny mikroskop TEM SEM

A, _—— zdroj svétla
kondenzorova
Cocka

vzorek cocka

objektiv objektivova

clona skanovaci civky
objektiv

intermedialni
Cocky

Rozli$eni 200nm 0. 1nm 0. 5nm

ZvétSeni ~ X2000 X 50~ X1,500,000 X 10~ 1,000,000

Obr. 3 Porovnani konstrukce jednotlivych typit mikroskopii (Nebesarova a kol.,

2001)

V SEMu se misto svétla ke zvétSeni obrazu vzorku pouziva elektronovy paprsek. Elektro-
ny jsou zaporn¢ nabité Castice, které se chovaji jako zareni s velmi kratkou vinovou dél-
kou. Jako zdroje elektronli jsou vyuzivany kovy, u nichz je vystupni prace elektront co
mozné nejnizsi a hustota proudu co nejvétsi. Elektron je z kovu uvolnén do prostoru pouze
v piipadé, ze elektron ziskd v kovu dostate¢nou energii. Existuje nékolik zptsobu, jak do-
sahnout mozné emise elektronil z kovu, napf. termoemisi, fotoemisi nebo pisobenim elek-
trického pole. Nejrozsifengj$im elektronovym zdrojem je termoemisni tryska. Jako emitor
elektronil se nejcastéji pouziva zhavené wolframové vlakno, wolframovy monokrystal ne-

bo hexaborid lanthanu LaBg (viz Obr. 4) (Foret, 2010; Kalab, 2014).
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Obr. 4 Ukazka LaB6 krystalu (vlevo) a wolframového vidkna (vpravo)

(Nebesdrova a kol., 2001)

Termoemisni zdroj elektront je uloZzeny ve Spicce tubusu a ma zpravidla 3 ¢asti: wolfra-
mové vlakno, které emituje elektrony; Wehneltiiv valec, jenZ reguluje pocet elektronil
opoustéjicich zdroj a anodu, kterd dodava elektronim urychlovaci napéti 0,1-30 keV. Je
zde nutna ptfitomnost vakua, protoze elektrony jsou schopny se ve vzduchu pohybovat jen
na velmi kratkou vzdalenost. Jakmile projde vldknem elektricky proud, dojde k zahtati a
nasledné termoemisi. Wolframové vldkno vytvarované do pismene ,,V* zvySuje pravdépo-
dobnost tniku elektronti. Vybornym termoemisnim zdrojem elektronti jsou katody z mo-
nokrystalu LaBs, u kterych je zapotfebi mnohem vys§i vakuum (10 Pa), ve srovnani
s wolframovym vlaknem (1073 Pa). LaBs zdroj poskytuje lepsi kvalitu obrazu a jeho Zivot-
nost je podstatn¢ delsi nez u wolframového vlakna (zhruba 1000 hod vs. 100 hod).
Wolframovy hrot byva zahtivan nepiimo, stejné tak i katoda LaBs, kterd je vlozena mezi
dvéma uhlikovymi elektrodami. Elektronovy zdroj by mél poskytovat soudrzny svazek
elektronil, z toho vyplyva, ze by elektrony mély vychazet z bodového zdroje, mély by mit
stejnou energii a jejich vlna by méla byt ve stejné fazi. VétSina SEM dokéaze produkovat
svazek elektroni o priméru mensim nez 10 nm. Jelikoz je u SEMu poZadovén vyssi emis-
ni proud, dochazi k piezhavovani katody, ktera se tim rychleji opotiebovava a snizuje se
jeji zivotnost. Vybér urychlovaciho napéti zavisi zejména na druhu preparatu, pozadova-
ném zvétSeni a do jaké miry se nabiji povrch pozorovaného vzorku. Neptiznivé efekty na-
bijeni je mozné z ¢asti eliminovat sniZovanim urychlovaciho napéti, ale zvysuji se tim va-
dy cocek, které vedou ke sniZeni rozliSovaci schopnosti (Lyman, 1990, s. 3; Reimer, 1998,

s. 13—14; Nebesarova a kol., 2001; Goldstein, 2003, s. 22-30; Pechak a Smith, 2007, s. 24;
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Stokes, 2008, s. 21-22; Foret, 2010). Schéma a slozeni zdroje elektronti je zobrazeno na

Obr. 5.

vlakno
tepelny zdroj
vlakna
o
v
Wehneltav
valec
zdroj o \//
vysokého Y
napéti  + o '
)/ |\ anoda

Obr. 5 Schéma zdroje elektronii (upraveno podle Zhou a kol., 2006, s. 11)

Elektronicky opticky systém v rastrovacim elektronovém mikroskopu se sklada z elektro-
magnetickych ¢oCek (kondenzator a objektiv), clony, stigmétoru a skenovacich civek.
Hlavni funkci téchto komponent je vytvofit jemnou elektronovou sondu, ktera skenuje da-
nou oblast na vzorku ve formé rastru. Co¢ky v SEM se pouzivaji ke zmenseni praméru
nebo zaostfeni elektronového paprsku generovaného zdrojem elektront, ktery dopadéd na
povrch zkoumaného vzorku. Elektromagnetické cocky jsou analogické s tenkymi konvex-
nimi ¢oCkami pouzivanymi pro zaostfeni viditelného svétla v optické mikroskopii. Elek-
tromagnetické ¢ocky jsou vyrobeny z médéné civky uzaviené v Zelezném plasti majici
valcové polové nastavce. Soustava cocek je obvykle tvofena jednou nebo dvéma konden-
zorovymi Gotkami a objektivovou ¢ockou s proménnou zmensovaci vykonnosti. Cocka,
kterd je umisténa blize ke zdroji se nazyva kondenzatorova c¢ocka, naopak objektivova
cocka je blize pozorovanému vzorku. Funkci objektivové ¢ocky je pohybovat nejmenSim
prifezem paprsku nahoru a dolti, dokud neni dosaZeno povrchu vzorku, coZ odpovida zao-
sttenému obrazu vzorku. Elektromagnetickymi ¢ockami zkoncentrovany paprsek primar-
nich elektronil je pfed dopadem na povrch preparat rozpohybovan vychylovacimi civkami

tak, ze pokryje fadky — rastruje — malou plosku daného preparatu. Synchronné s primarnim
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svazkem elektront rastruje i paprsek tvorici obraz na obrazovkach mikroskopu. Pocet tad-
ki je mozné ménit od desitek do nékolika tisic a zaroven 1ze ménit i rychlost prebehu pa-
prsku v jednom fadku (Lyman, 1990, s. 4; Nebesarova a kol., 2001; Ul-Hamid, 2018, s.
37).

Pti dopadu elektronového paprsku na vzorek se generuje mnoho typi signald (napt. sekun-
darni elektrony, zpétn¢ odrazené elektrony, absorbované elektrony, rentgenové zareni, Au-
gerovy elektrony) a kterykoli z nich 1ze zobrazit jako obraz. Popis signalti, které vznikaji
v ruznych hloubkach vzorku, je zndzornén na Obr. 6. NejCastéji pouzivané signaly
k vytvafeni SEM obrazi jsou sekundarni elektrony (SE) a zpétné odrazené elektrony
(BSE). Standardni detektor Everhart-Thornley (E-T) pracuje zaroven se sekundarnimi 1
zpétné€ rozptylenymi elektrony. Detektor E-T patfi mezi nejcastéji pouzivané detektory
sekundarnich elektront. Je tvofen scintilatorem, ktery po dopadu elektronu uvolni zéblesk
svétla z viditelné oblasti (550—650 nm). Intenzita zéblesku je pfimo umérna energii elek-
trond, které ho vyvolaly. Svétlo je dale vedeno svétlovodem a komoru SEM opusti pri-
chodem kiemennym okénkem. Mimo vakuum je umistén fotonasobi¢, ktery zachyti svétel-
ny signal a ptevede jej na elektricky, pii¢emz dojde k zesileni signalu zhruba 1000 az 1000
000 krat. Existuje ne€kolik typl detektorii zpétné odrazenych elektrontii, za zminéni stoji
napf. jiz uvedeny detektor Everhart—Thornley, polovodi¢ovy detektor vyuzivajici p—n pie-
chodu nebo Schottkyho dioda (Nebesaiova a kol., 2001; Goldstein, 2003, s. 24; Stokes,
2008, s. 18).

Svazek elektron(i

/— Augerovy elektrony

Sekundarni elektrony

Vzorek
Odrazené elektrony

Charakteristické rentgenove
paprsky

Spojité rentgenoveé
paprsky

Fluorescenéni rentgenové
paprsky

Obr. 6 Signaly vznikajici v riiznych hloubkach vzorku (upraveno dle Hilal, 2016)
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Ziskavani obrazu ve skenovacim elektronovém mikroskopu (SEM) je zaloZeno na interakci
primarniho svazku elektronli s povrchem prohlizeného vzorku. Interakce mezi primarnimi
elektrony a atomy preparatu Ize rozdélit do 2 kategorii: elastické a neelastické. Elasticky
rozptyl je vysledkem vychylky dopadajiciho elektronu atomovym jadrem vzorku nebo
elektrony vnéjsiho plaste podobné energie. Elastickd interakce je charakterizovana zane-
dbatelnou ztratou energie béhem kolize a zménou rozptyleného elektronu. Tyto interakce
maji na svédomi vznik zpétné odrazenych elektronti. K neelastickému rozptylu dochazi
prostiednictvim riznych interakci mezi dopadajicimi elektrony a elektrony a atomy vzor-
ku. Primérni elektrony predavaji energii atomim vzorku a nasledné dochézi k uvolnéni
sekundarnich elektronti, rentgenovému zafeni, Augerovych elektronii a katodoluminiscenci

(Nebesarova a kol., 2001; Zhou a kol., 2006, 2-3).

Nejrozsifengj§im signalem vytvafenym interakci primarniho elektronového paprsku se
vzorkem je sekundarni elektronovy emisni signal. Jakmile zasdhne primarni paprsek po-
vrch vzorku a zpiisobi ionizaci atomt vzorku, mohou byt emitovany volné vazané elektro-
ny, oznacovany jako sekundarni elektrony (SE). Existuji 2 typy sekundarnich elektront:
SE typu I generované primarnim elektronovym paprskem a SE typu 11, které jsou zplisobe-
ny zpétné rozptylenymi elektrony (viz Obr. 7). Jejich energie je nizsi nez 50 eV, avSak
energie vétsiny z nich se nachéazi obvykle v priméru 3-5 eV. Sekundarni elektrony se vyu-
zivaji k ziskavani informaci o struktufe na povrchu vzorku (Zhou a kol., 2006, s. 4-6; Sto-

kes, 2008, s. 32; Morris a Groves, 2013, s. 6).

Zpétn€ odrazené elektrony (BSE) jsou generovany elastickym rozptylem primarnich elek-
tronli ve vzorku a jsou konvencné definovany jako zdroje energie od 50 eV az po velikost
energie primarnich elektronfl. Vznikaji v hlubsich vrstvach vzorku (cca 102-10° nm). BSE
jsou nadhodné elektrony odraZejici se zpét od skenované oblasti. BSE poskytuji informace
o distribuci atomového Cisla ve vzorku s oblastmi s vy$§im atomovym ¢islem, které se jevi
jako jasngj$i nez ty s niz§im atomovym cislem. Tyto elektrony pfindSeji informace o prv-
cich, které jsou hluboko pod povrchem vzorku. Vysledné mikrografy poskytuji udaje o
slozeni pozorovanych vzorkil (Zhou a kol., 2006, s. 6-7; Lewis, 2007, s. 10; Motris a Gro-
ves, 2013, s. 5-6; Pedergnana a kol., 2020, s. 3).

Augerovy elektrony jsou energeticky specifické a Ize je pouZzit pro urcovani slozek ve
vzorcich. Vznikaji po ionizaci atomu dopadajicim elektronovym paprskem a padem
z vnéjsiho elektronového obalu, aby se vyplnil vnitini prostor plasté. Pfebytecnd energie,

ktera se uvolnila timto procesem, mize byt odvadéna Augerovym elektronem. Tento elek-
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tron ma charakteristickou energii, a proto miize byt pouzit k poskytnuti chemickych infor-
maci o vzorku. Diky jejich nizké energii jsou Augerovy elektrony emitovany pouze v bliz-
kosti povrchu. Rentgenové zareni (RTG) je Casto pouzivano pro mikroanalyzu v SEM.
RTG souvisi s chemickymi prvky ve vzorku, a tak toto zafeni poskytuje kvantitativni nebo
kvalitativni informace o chemickém slozeni, a to bud’ prostfednictvim spektra anebo ma-
povanim pritomnych prvki (Zhou a kol., 2006, s. 6-7; Lewis, 2007, s. 10; Morris a Gro-
ves, 2013, s. 6).

Primarni elektrony

Sekundarni elektrony (SE Il) | Sekundarni elektrony (SE I)

Odrazené elektrony 7 7 Odrazené elektrony
\ \ 7

Y. e

4

’ Absorbované elektrony

Obr. 7 Schéma znazornujici cestu primarnich elektronii a emise odrazenych

a sekundarnich elektronii (upraveno podle Stokes, 2008, s. 32)

Rozliseni znamend schopnost rozliSit nejmensi vzdalenost dvou boda v obraze vhodného
objektu, které miZeme rozeznat jako oddélené. Prostorové rozliSeni SEM je fizeno mani-
pulaci se ¢tyimi dilezitymi parametry elektronového paprsku, konkrétné se jednd o veli-
kost sondy, proud paprsku, konvergencni thel a urychlujici napéti. Hloubka ostrosti je jed-
hloubky soucasné tak, aby povrchy vzorkl v riznych vzdalenostech od ¢ocky ztstaly zao-
stteny. SEM ma schopnost zamé&fovat se na velké hloubky ostrosti, coZ z ni ¢ini jeden
z nejucinngjsich nastroji pro 3D zobrazovéani na mikro a nano urovni. Je toho vyuzivano
pro zobrazeni hrubych vzorki, jako jsou napf. lomové povrchy, korozni usazeniny, pevné
latky ve formé prasku apod. Vnitini prostor tubusu a preparatové komory je v SEM vypl-
nén vakuem urcité hodnoty v zavislosti na typu pouZzitého elektronového zdroje. U pfimo
7havené wolframové katody to je 102 az 10~ Pa. Pro ziskani a udrzeni hodnoty vakua ob-

vykle staci dvoustupiiovy Cerpaci systém, ktery tvoii rota¢ni a difuzni pumpa. Obvyklym
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vystupem ze SEM je fotografie. Mimo pozorovaci obrazovky maji tyto mikroskopy i fo-
tomonitor s jemnéj$im zrnem, ke kterému je pfipojen fotoaparat. K vytvofeni obrazu na
fotografickém filmu se pouzivaji fotony, tim padem lze pouzit normalni ¢ernobily fotogra-
ficky material (Lyman, 1990, s. 13; Nebesarova a kol., 2001; Ul-Hamid, 2018, s. 130,
141).

2.4 Metody pripravy vzorkii pro skenovaci elektronovou mikroskopii

VétSinu materialll (zejména biologickych) nelze ve skenovacim elektronovém mikroskopu
prohlizet bez jejich upravy. Aby byl preparat vhodny pro prohliZzeni v mikroskopu, musi
splnovat nasledujici kritéria, ktera je pii pripraveé vzorku potieba brat v potaz. Vzorek musi
mit Cisty povrch, nemély by se tam vyskytovat cizorodé Castice, napi. prach. Musi byt sta-
bilni ve vakuu 1 pfi ozafeni elektronovym paprskem. Déle by mél preparat produkovat do-
statek pozadovaného signdlu (napi. sekundarnich elektronil) a pfi expozici primarnich
elektronti by nemélo dochazet k jeho nabijeni. Vzorky obsahujici vodu musi byt ptfed pozo-
rovanim fixovany, dehydratovany a suSeny. Hlavni zplisoby piipravy vzorku pro SEM

spolu souviseji a 1ze je uvést jako:

= fixace, dehydratace, suseni

= zmrazeni v kapalném dusiku a nasledné prohlizeni vzorku pifi zmraZzeni v kryo-
skenovacim elektronovém mikroskopu

= bez pripravy (lze jen u suchych vzorki s nizkym obsahem tuku, ale vzdy to stoji za

zvazeni).

Ptipravu vzorku pro SEM lze rozdélit podle druhu fixace na metody chemické a fyzikalni,
ptip. kombinace metody chemické a fyzikdlni. Vybér metody vSak zavisi na typu preparatu
a informacich, které chceme pozorovanim ziskat. Pfipravé vzorku je potieba vénovat do-
statek Casu, jelikoZ Spatnd pfiprava byva Casto zdrojem artefaktli (Nebesafova a kol., 2001;

Morris a Groves, 2013, s. 394-395).

2.5 Priprava vzorki chemickou cestou

Ptiprava biologického materidlu pro SEM obvykle zahrnuje tyto kroky: odebrani a ¢isténi
povrchu vzorku, fixace ponofenim do fixacniho ¢inidla, vymyti fixa¢nich roztokl, dehyd-
ratace, vysuSeni preparatu a jeho nalepeni na nosny tercik a pokoveni. Postup piipravy

vzorku trva asi 2-3 dny. Se vzorkem je nutné pracovat opatrné, aby beéhem ptipravy nedo-
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Slo k jeho poskozeni. Velikost vzorku zavisi na velikosti posuvu stolku preparatl a na zpi-
sobu jeho ptipravy. Obecnym pfistupem je, aby byl vzorek co nejmensi, aniz by to ohrozi-
lo vzhled jeho pozadovanych ryst a schopnost mikroskopu tyto rysy zobrazit a analyzovat.
Pokud chceme zkoumat pouze vnéjsi povrch lze fixovat i velké preparaty v rozméru néko-
lika centimetri. Vyhodou chemické fixace je to, ze tyto chemikalie jsou pomérné stabilni,
techniky manipulace se vzorky jsou jednoduché, materialy mohou byt v roztoku skladova-
ny po urcitou dobu, neni potieba zadné€ vyznamné vybaveni a fixacni prostiedky jsou rela-

tivne levné (Nebesatova a kol., 2001; Dykstra a Reuss, 2003, s. 3; Echlin, 2009, s. 17).

2.5.1 Cisténi povrchu vzorku

Pfedmétem zajmu v SEM je povrch vzorku, proto je dalezité nejprve vycistit povrch mate-
ridlu, ktery by jinak mohly zkoumané struktury zakryt. Pfed fixaci je tieba odstranit necis-
toty, jako je hlen, sekret, bakterie, zbytky bunék, prach apod. Rozsah, v jakém je povrch
vzorku ¢istén, zavisi na povaze vzorku, chemickém sloZeni povrchu a prostfedi, ze kterého
je vzorek odebran. VéEtsi Castice 1ze odstranit pomoci jemné jehly a pracovat pod stereomi-
kroskopem. Také l1ze vzorek oplachnout isotonickym roztokem napi. s NaCl nebo HCI. Po
fixaci lze vzorek omyvat kakodylanovym nebo fosfatovym pufrem. U suspenzi je mozné
pouzit opatrnou centrifugaci (Bozzolla a Russell, 1999, s. 50; Nebesaiova a kol., 2001).
Echlin (2009, s. 236) ve své praci uvadi, ze kontaminované vzorky mohou mit negativni

dopad na SEM tiemi zpusoby:

1) Znecisténi kapalinami, pevnymi latkami a parami ohrozuje optimalni provoz SEM
2) Kontaminace méni a zhorsuje fyzicky vzhled vzorku

3) Kontaminace méni a ohrozuje ptirodni chemické vlastnosti vzorku.

Existuji 2 obecné typy CiSténi, a to bezkontaktni ¢iSténi, ve kterém nedochazi k fyzickému
kontaktu mezi vzorkem a Cisticim prostfedkem, a kontaktni ¢isténi, kde dochazi k fyzikal-

nimu a chemickému kontaktu vzorku a €isticiho prostfedku (Echlin, 2009, s. 236).

2.5.2 Fixace a postfixace

Hlavnim tcelem fixace a postfixace je stabilizovat strukturu Zivé tkané beze zmény od
zivého stavu a zamezit autodegradacnim procestim. Totéz plati i v pfipade potravin, kde se
Jjiz zpravidla nejedna o Zivé tkang, ale i tak je potieba, aby byly zmény pii fixaci a postfi-

xaci minimalni. Fixace by navic méla vzorky chranit pfed narusenim béhem jejich vklada-
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ni do mikroskopu a vystavenim elektronovému paprsku. Od fixace se také ocekéava zpev-
néni povrchovych struktur preparatu uréenych k pozorovani. Béznymi fixacnimi Cinidly
jsou glutaraldehyd, formaldehyd a oxid osmicely (OsO4). Historicky prvnim fixa¢nim ¢ini-
dlem pouzivanym pro elektronovou mikroskopii byl oxid osmicely (OsOs). Preparaty byly
v ¢inidle bud’ ponofeny anebo byly vystaveny param OsOs. Pozdé€ji byl OsO4 pouzit ve
fyziologickém pufrovacim systému. Roku 1963 byl vyvinut glutaraldehyd (GA), pouziva-
ny dnes ve vétSin€ laboratofi. Pii chemické fixaci se jako primarni ¢inidlo pouziva gluta-
raldehyd (GA) k fixaci proteinil a jako sekundarni, postfixa¢ni ¢inidlo k fixaci lipidi oxid
osmicely (OsOs). Zatim nebylo nalezeno fixa¢ni ¢inidlo, které by bylo vhodné pro v§echny
typy vzorkt. Fixaci mize ovliviiovat samotné fixacni €inidlo, slozeni pufru, ve kterém je
¢inidlo rozpusténo, ale také koncentrace Cinidla, doba a teplota jeho piisobeni. Fixa¢ni roz-
toky se pfipravuji v kombinaci s tlumivym roztokem. Je dulezité, aby vysledny roztok mél
vhodnou osmolalitu a pH. Cas fixace je pfimo umérmy velikosti preparatu. Rychlost fixace
je mozné ovlivnit teplotou, obvykle se fixuje pti pokojové teploté, vyhodné je urychlit fi-
xaci mikrovinnym ohfevem (Bozzolla a Russell, 1999. s. 19-20, 50; Nebesarova a kol.,

2001; Kalab, 2014).

Nejlepsim fixa¢nim ¢inidlem je glutaraldehyd (GA), ktery obsahuje 2 aldehydické skupiny
a jeho strukturni vzorec je na Obr. 8. Komercné je prodavan jako vodny Ciry roztok se
Stiplavym zapachem. Béhem fixace reaguje GA pievazné s peptidy a bilkovinami, rychle
reaguje s aminoskupinou lysinu. Toto silné zesiténi proteind je prakticky nevratné, na roz-
dil od reverzibilniho zesiténi formaldehydu. I kdyz tento fixa¢ni prostfedek ovliviiuje
sekundarni strukturu proteinil, jejich tercidrni struktura neni ovlivnéna. Nereaguje vSak
s lipidy, n¢kterymi polysacharidy a proteoglykany. AvSak pravdépodobné reaguje pouze
s fosfolipidy obsahujicimi volné aminoskupiny. Oproti formaldehydu ma GA niz8i pene-
tracni schopnost, a proto je tfeba prodluzovat Casy fixace. Penetra¢ni schopnost GA je
ovliviiovana teplotou fixa¢niho roztoku, jeho sloZzenim a osmolalitou, strukturou a charak-
terem fixovaného vzorku, zplsobem fixace, promichavanim roztoku apod. (Bozzolla a

Russell, 1999. s. 20; Nebesatova a kol., 2001; Dykstra a Reuss, 2003, s. 16—-17).
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Obr. 8 Strukturni vzorec glutaraldehydu (Bozzolla a Russell, 1999, s. 20)
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Formaldehyd (FA) se pouzival jako standardni histologické fixac¢ni ¢inidlo jesté pted obje-
venim elektronové mikroskopie. Jedna se o nejmensi a nejjednodussi aldehyd se sumarnim
vzorcem CH>O (viz Obr. 9), tim padem rychleji pronika do vzorki. FA je za pokojové tep-
loty plynem se Stiplavym zapachem, dobfe rozpustnym ve vod¢. Komeréné je prodavan
jako vodny roztok. FA zesit'uje slab&ji nez jiné aldehydy a muze byt z tkani vyplachovan
vodnym roztokem. JelikoZ se nejedna o silné zesit'ujici ¢inidlo, mé tendenci ponechat vét-
Sinu struktur proteinii nezménénou, a je tedy vhodnym fixacnim prostfedkem pro rtizné
enzymoveé cytochemické postupy. FA penetruje do vzorku rychleji, a proto je vhodny na
fixaci vétsich objektd, kde neni dulezité zachovat buné¢nou ultrastrukturu. FA muze rea-
govat s dvojnymi vazbami nenasycenych lipidd, také reaguje s nukleovymi kyselinami a
proteiny, aniz by narusil jejich linearni strukturu. Zachovani nukleovych kyselin je pravdé-
podobné zptsobeno interakci formaldehydu s proteinovou slozkou nukleoproteinii. Stejné
jako u cistych bilkovin reakce formaldehydu s nukleoproteiny je reverzibilni ve vodnych

roztocich (Nebesarova a kol., 2001; Dykstra a Reuss, 2003, s. 12—13).

Obr. 9 Strukturni vzorec formaldehydu (Dykstra a Reuss, 2003, s. 12)

Oxid osmicely (OsO4) se vyskytuje za pokojové teploty ve formé prisvitnych krystalkl
nazloutlé barvy. Je velmi tékavy, jeho pary drazdi a leptaji sliznice dychacich cest, o¢i a
ktzi. M4 silné oxida¢ni Uc€inky, kdyz reaguje s organickymi sloueninami, vznika tzv. os-
miova Cernl (OsOz . n H20), kterd zplsobuje zCernani preparatii po fixaci OsO4. Na fixaci
se nejcastéji pouzivaji 1-4% vodné roztoky OsOs, které jsou dostatecné stabilni. OsOs je
jednim z nejpomaleji pronikajicich fixa¢nich prosttedki, které pouzivame, a nemé zadné
schopnosti zesiténi bunécnych komponent. Béhem fixace nepronikd do velké hloubky pre-
paratu, ale zlstava na povrchu, diky tomu jej zpeviluje a sniZzuje tim nabojové artefakty.
Jedna se o silné oxidacni Cinidlo, které hluboce inaktivuje prakticky vSechny enzymy. Je
rozpustny v polarnich i nepolarnich médiich, a tak mize proniknout a fixovat jak hydro-
fobni, tak i hydrofilni oblasti v bunikach. Pti fixaci reaguje s o—aminokyselinami za vzniku

a—ketokyselin a karboxylovych kyselin. OsO4 reaguje piimo s nenasycenymi lipidy oxidaci
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dvojnych vazeb (viz Obr. 10), coz vede k tvorbé monoesterd, diesterti a dimernich monoes-
tertl. VSechny tfidy lipidi jsou tedy potencialné konzervovany fixaci osmiem, bud’ ptimou
chemickou reakci, nebo nepiimo v ptipadé nasycenych lipidi. Nereaguje s vétSinou pentdz
a hex6z (Bozzolla a Russell, 1999. s. 21; Nebesaiova a kol., 2001; Dykstra a Reuss, 2003,
s. 9-10).

\ o) o] \ 0]

C N\ 7 JC—O\ 7

e N PN
0 0O 0]

dvojna vazba

. . i idelv monoester
mastné kyseliny oxid osmicely

Obr. 10 Interakce OsOy s dvojnou vazbou v mastné kyseliné lipidu za vzniku

monoesteru (Dykstra a Reuss, 2003, s. 10)

2.5.3 Promyvani a odvodnéni

Po fixaci glutaraldehydem a postfixaci oxidem osmicelym je vzorek vymyvan vypiracimi
roztoky, které se skladdaji z pufru a ptidavku sachar6zy nebo glukdzy. Promyvani je potie-
ba provadét dikladné, aby povrch, ktery bude zkouman, byl zbaven zbytki fixacniho ¢ini-
dla a necistot. Na pufry vyuzivané v elektronové mikroskopii jsou kladeny vysoké naroky.
Je potieba, aby mél pufr dostateCnou tlumici kapacitu, byl chemicky stabilni a odolny vici
degradaci enzymy a jinymi biologicky aktivnimi latkami, nebyl cytotoxicky a nedisocio-
val. Prozatim neexistuje ani jeden, ktery by splioval vSechna uvedena kritéria. Mezi
nejpouzivangjsi patii kakodylanovy a fosfore¢nanovy pufr. Fosforacnanovy pufr je levny,
netoxicky, dobfe zachovava membrany a bunécéné organely. Spolehlivé pufruje do pH 7,4.
Zasobni roztok fosforecnanu draselného nebo sodného se skladuje v lednici, ale jeho nevy-
hodou je kratka trvanlivost a tvorba zadkalii. Fosfore¢nanovy pufr je pravdépodobné nejpo-
uzivangjsi v biologii. Kakodylanovy pufr je ¢asto pouzivan pii aldehydové fixaci. Jeho
zasobni roztoky maji dlouhou trvanlivost, nevyhodou je vSak vysoka pofizovaci cena a
toxicita zplsobend pfitomnosti arsenu. Jedna se o druhy nejcastéji pouzivany pufrovaci
material v elektronové mikroskopii (Bozzolla a Russell, 1999. s. 22; Nebesatova a kol.,

2001; Dykstra a Reuss, 2003, s. 27-28).
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Odvodnéni neboli dehydratace spoc¢iva v postupném nahrazeni vody ve vzorku organickym
rozpoustédlem. Tento krok nasleduje po postfixaci oxidem osmicelym a jeho vymyvanim
ze vzorku pufrem. Bézna dehydratacni ¢inidla jsou etanol a aceton. Pii odvodnéni projde
vzorek fadou roztokl se zvySujici se koncentraci organického rozpoustédla, napt. 30, 50,
70, 80, 90, 95 a 100% roztok etanolu resp. acetonu. Dilezité je, aby byl vzorek béhem od-
vodiiovani stale ponofeny pod hladinou roztokt a nevyschnul. Cas jednotlivych krokd de-
hydratace zavisi na velikosti preparatu a pohybuje se v rozmezi 10-30 min (Nebesaiova a
kol., 2001). Kalab (2014) uvadi n€kolik postuptl, jak u vzorku zabranit tvorbé vodni pary.
Jednim ze zplsobll je jiz zminovana dehydratace vzorku, dale pak zmrazeni nebo replikace
bud’ dehydratovanych, nebo zmrazenych a lyofilizovanych vzorkli. Zmrazené vzorky jsou
pak obvykle frakturovany (lamany) za ucelem zkoumani vnitini struktury pomoci SEM.
Zlomeni vzorkd muze byt provedeno kryofrakturaci (mrazové ldmani) anebo suchym lo-

mem (Bozzolla a Russell, 1999. s. 58; Kalab, 2014).

2.5.4 SuSeni

Po uplném nahrazeni vody je nutné ze vzorku odstranit dehydrata¢ni Cinidlo, k ¢emuz
slouzi krok susSeni. SuSeni lze provadét nékolika zptsoby. SuSeni na vzduchu je nejjedno-
dussi metodou, ale mtize zde dochazet k riznym deformacim vzorku, které uvadi ve své
praci Riha¢kova (2015), proto neni tento zptisob sueni vhodny pro vétSinu preparati.
Nejpouzivangj$i a nejrozsifenéjsi postup suseni je metoda suSeni ke kritickému bodu
(CPD), ktera umoznuje vyhnout se Skodlivému ptisobeni povrchového napéti dehydratacni
kapaliny na vzorek. Jedna se o rychlou metodu, kterd ve vétsiné piipadi poskytuje spoleh-
livé vysledky. Tato metoda je zalozena na skutecnosti, Zze pii zahiivani kapaliny
v omezeném prostoru se dosdhne stavu, ktery je oznacovan jako kriticky a je charakterizo-
van kritickou teplotou a tlakem. SuSeni pfi kritickém bodu je zalozeno na teorii, ze pfi urci-
té teploté (31 °C) a tlaku (7,29 MPa) v omezeném prostoru piechédzi kapalny oxid uhlicity
(CO2) na plynny. V kritickém stavu nejsou rozdily mezi fdzemi obou latek, maji stejnou
hustotu a mérny objem, nejsou oddéleny rozhranim a povrchové napéti klesd na nulu.
V této chvili je vhodné prevést kapalinu na plyn, ktery se vypusti z uzaviené komory, a
timto zplisobem vysusit vzorek bez poskozeni povrchovym napétim kapaliny, ve které se
nachdazi. V laboratofich je nejcastéji vyuzivan kapalny CO», ktery je bézné dostupny a lev-
ny. Proces je provadén ve specidlnich aparaturach, dodavanych rznymi firmami. Do chla-

zené a pod tlakem udrzované komory je vlozen vzorek, do které je nasledné piiveden ka-
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palny COs. Po nahrazeni veskerého etanolu ¢i acetonu je dosazeno kritického stavu tzn., ze
se zvysi teplota a tlak. Teplota je udrZzovana pii kritickém bod¢, dokud se neodpaii
z komory plynny CO». Jakmile se dosdhne atmosférického tlaku, je suseni u konce, komora
se otevie a jsou vyjmuty vysusené vzorky. I kdyz tato metoda dava vynikajici vysledky,
tak i zde se mohou vzniknout artefakty (Savello a kol., 1989, s. 4; Bozzolla a Russell,
1999. s. 54; Nebesarova a kol., 2001; Castejon, 2003, s. 9—10; Zhou a kol., 2006, s. 34-35;
James, 2009, s. 115).

2.5.5 Lepeni a pokovovani vzorku

Vysuseny vzorek je pfichycen na kovovy nosi¢ (,,drzak*) vzorkd pomoci lepidla anebo
oboustranné lepici uhlikové nebo adhesivni pasky, nékteré vzorky v§ak mohou byt nejprve
pfipevnény k fad€ riiznych substrati (napt. sklicko mikroskopu, kryci sklo, nerezova ocel,
mikroporézni filtr atd.). NosiCe jsou nejcastéji vyrobeny z hliniku a maji tvar kruhové pod-
loZky, kterd se 1i8i primérem u riznych typti SEM. Pouzité lepidlo nesmi obsahovat vodu,
nem¢élo by byt hygroskopické, mélo by byt nevzlinavé, elektricky vodivé a stabilni ve va-
kuu a mélo by udrzet vzorek na nosici pii ndklonu a nemélo by emitovat stejné jako nosic¢
zpétné odrazené elektrony. Lepeni je kontrolovano binokuldrni lupou, aby vzorky byly ve
vhodné poloze pti prohlizeni. Biologické vzorky, které byly podrobeny suseni, jsou vétsi-
nou kiehké a nachylné k poskozeni, proto je potfeba s nimi manipulovat velmi opatrné. Na
piipevnéni vzorkl na substraty i drzéky lze pouzit fadu nastrojt, napi. Spicaté klenotnické
klesté, pitevni a vakuové jehly. Nasledn¢ mohou byt vzorky na spodni strané¢ oznaleny
permanentnim fixem, uloZeny v bezprasném exsikatoru nebo jsou navic potazeny vodivy-
mi kovy nebo uhlikem, aby se zabranilo hromadéni vysokonapétovych statickych néboji,
které snizuji kvalitu obrazu SEM. U biologickych materidlli je vzorek vétSinou potaZen
tenkou vrstvou kovu (cca 20-30 nm) napf. zlatem, platinou nebo slitinou platiny a paladia.
Kovové povlaky navic slouzi jako vynikajici zdroje sekundarnich elektronii a pomahaji
odvadeét potencialné skodlivé teplo. Nejbéznéjsi metodou pokovovani je nanaSeni rozpra-

Sovanim (Bozzolla a Russell, 1999, s. 63—65; Nebesarova a kol., 2001).

2.6 Priprava vzorki fyzikalnimi metodami

Z tyzikalnich postupii ptipravy vzorki pro SEM se uplatituji zejména mrazové metody.
Mikrovlnné ozéfeni je vyuzivano vétSinou jen k urychleni jednotlivych krokt ptipravy pii

ptipravé chemickou cestou. Vyhodou mrazovych metod je rychlost pfipravy, zachovani
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povrchové struktury a dle potieby je zde i moznost podivat se do struktury vnitinich tkani
nebo bunék za pomoci mrazového lamani. Mikrovinného ohfevu se vyuziva k urychleni a
zkvalitnéni vSech krokti ptipravy vzorku. Pfi ozafeni vzorku mikrovlnami dojde ke vzristu
teploty a ke zlepSeni penetrace roztoku, ve kterém je vzorek ponoien, do jeho vnitiku. Nej-
Castéji se mikroviny pouzivaji v prvnim kroku ptipravy, kterou je fixace. Avsak tento zpu-

sob mize byt pro pfipravu nékterych vzorka nevhodny (Nebesafova a kol., 2001).

Mrazova fixace neboli kryofixace by méla byt provedena co nejrychleji, aby pii ni nevzni-
kaly krystalky ledu, které by poskodily preparat. Zmrazovat lze jak predem chemicky fixo-
vany materidl oSetfeny kryoprotektantem, tak materidl Cerstvy. Kryoprotektant je latka,
ktera snizuje teplotu homogenni nukleace, zvySuje rekrystalizacni teplotu a snizuje mnoz-
stvi volné vody v systému. Nejvice vyuzivané kryoprotektanty jsou glycerol, etylenglykol,
sachardza, dextran a dimetylsulfoxid. U kryofixace je nutné dosahnout vysoké chladici
rychlosti. Jejim ucelem je dosdhnout vitrifikovaného (skelného) stavu vzorku, kdy je vzo-
rek zchlazen pod rekrystalizacni teplotu bez vzniku krystalii. Kryofixace ma oproti che-
mické fixaci n€kolik vyhod: buiiky 1ze pozorovat v mikroskopu v jejich pfirozeném extra-
celularnim a intracelularnim prostiedi, nedochazi pii ni k denaturaci enzymi a antigen,
bunky jsou pii kryofixaci znehybnény ve zlomku vtefiny coz umoziuje sledovat i ¢asove
zavislé a dynamické déje. Vhodné chladici médium by mélo spliiovat tyto predpoklady:
dobra tepelna vodivost a vysoka tepelnd kapacita, vysoka tekutost pii nizkych teplotach,
vysoka hustota, nizka cena a bezpecné pouziti. Tyto pozadavky vSak nesplituje zadna latka
vyuzivana k mrazeni. VétSin€ pozadavkll vyhovuje propan a etan, které jsou vSak vysoce
explozivni. Kapalny dusik, ktery je nejbéznéji pouzivan, ma nevyhodu, Ze ma velmi blizko
bod tani a bod varu. Pti pouziti kapalného dusiku je nezbytné osettit vzorek kryoprotektan-
tem. Mezi zplsoby jakym lze mrazit patii imerzni kryofixace (vysokorychlostni ponofeni),
tryskové a sprejové a mraZzeni pii vysokém tlaku. Mrazové 1amani dokéze odhalit vnitini
povrchy bunéénych organel. Provadi se bud’ ve specializované aparatute, anebo improvi-
zované pomoci pinzety pod hladinou kapalného dusiku nebo na vychlazeném kovovém
bloku. Mrazové leptani je vyuzivano ke studiu povrchli odhalenych pii odkrojeni zmraze-
ného preparatu. Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie ma Siroké vyuziti, je vhodna pro
tucné potraviny (majonéza, ¢okolada) a pro tuéné mrazené potraviny (zmrzlina) (Nebesa-
fova a kol., 2001; Dykstra a Reuss, 2003, s. 129; James, 2009, s. 115; Laue, 2010, s. 16;
Morris a Groves, 2013, s. 399-402).
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Hlavnim cilem této prace bylo prohlédnout mikrostrukturu tavenych syrt bez tavicich soli
a overit, zda je jejich struktura stejnoroda a obdobna nebo zcela odlisna z hlediska ptisobe-

ni jednotlivych hydrokoloidi.
Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo:

- zpracovat literarni reSersi o tavenych syrech s moznymi ¢aste¢nymi nebo uplnymi
nahradami tavicich soli
- popsat princip skenovaci elektronové mikroskopie a zptsoby ptipravy vzorkl pro

skenovaci elektronovou mikroskopii

Cilem praktické casti diplomové prace bylo:

- vyrobit modelové vzorky tavenych syrt s extrakty z moiskych fas, které budou
slouzit jako nahrada tavicich soli a kromé téchto extrakti pouzit jako dalsi hydro-
koloid Zelatinu

- pfipravit vzorky pro skenovaci elektronovou mikroskopii, prohlédnout je a popsat
jejich mikrostrukturu

- u vyrobenych vzorkl provést dynamickou oscila¢ni reometrii

- vyhodnotit ziskana data a diskutovat je s odbornou literaturou

- formulovat zavéry prace
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4 METODIKA PRACE

4.1 Vyroba vzorku

Byly vyrobeny modelové vzorky tavenych syrti s obsahem susiny 40 % (w/w) a obsahem
tuku v susing (TVS) 55 % (w/w). Tavici smés se skladala z eidamské cihly ve stafi 8 tydna
(50 % (w/w) susiny, 30 % TVS (w/w); Kromilk, a. s., Kroméfiz, Ceska republika), masla
(84 % (w/w) suSiny, 82 % (w/w) tuku), pitné vody a vybranych hydrokoloida: k-
karagenan, agar a Zelatina (Sigma-Aldrich, s. r. 0., Saint Louis, USA), které byly pfidany
v koncentraci 1 % (w/w). Jako kontrolni vzorky byly vyrobeny tavené syry s 2,5 % (w/w)
tavicich soli (Fosfa a.s., Bfeclav, Ceska republika). Vzorky tavenych syri byly vyrobeny
ve 2 sériich (1. a 2. vyroba), pouzivané oznaceni vyrobenych vzorki je shrnuto v Tabulce
1, pro mikrostrukturu jsou pouzivany zvlast’ vzorky z obou vyrob, pro chemickou a reolo-
gickou analyzu jsou vzorky z 1. a 2. vyroby zprimérované a tvoii 1 soubor dat. K vyrobé
tavenych syrt bylo pouzito zafizeni Stephan UMC-5 (Stephan Machinery GmbH, Hameln,
Némecko) s nepiimym ohievem. Nasledujici postup vyroby byl upraven dle praci Cerni-
kové a kol. (2017a, s. 4301-4302; 2017b, s. 15). Po nadadvkovani eidamské cihly nakrajené
na kousky o hrané€ cca 2 cm do taviciho kotle, doslo k jeji dezintegraci po dobu 30 sekund
pii 3000 ot./min. Nasledn¢ byly pfidany ostatni suroviny, v tavicim zafizeni byl vyvinut
vyvévou mirny podtlak, aby se predeslo vzniku vzduchovych bublin a oxidaci vzorka. Pti
otackach 3000 ot./min byl obsah taviciho kotle pomoci nozii michan po dobu 12 min na
vyslednou tavici teplotu 90 °C. Po utaveni byla horkd tavenina nalévana do plastovych
vanicek, které byly poté zaZehleny pfislusnymi hlinikovymi vi¢ky. Vyrobky byly zchlaze-
ny a uchovavany pii teploté 6 + 2 °C do okamziku analyz tavenych syrti. Méteni probihala

v 1., 14.,30. a 60. dnu od data vyroby vzork.

Tabulka 1 Oznaceni vzorki tavenych syrt

vzorky tavenych chemicka
syru a reologicka
s hydrokoloidem 1. vyroba | 2. vyroba analyza
agar Al ATl A
k-karagenan KARI KARII KAR
zelatina PGI PGII PG
kontrola KI KII K
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4.2 Chemicka analyza

U jednotlivych modelovych vzorka byla provadéna zékladni chemicka analyza, pii které

byl sledovéan obsah celkové susiny, tuku a pH béhem doby skladovani.

U vsech vzorktl byl stanoven obsah susiny podle ISO 5534:2004 (Anonym, 2004a). Obsah
tuku byl urcen dle ISO 1735:2004 (Anonym, 2004b). Hodnoty pH byly méteny vpichovym
pH metrem s kombinovanou sklenénou elektrodou pfti laboratorni teploté 22 + 1 °C (pH
Spear, Eutech Instruments Europe B. V., Landsmeer, Nizozemi). Obsah suSiny a tuku byl
pro kazdy vzorek stanoven tfikrat a hodnota pH byla méfena Sestkrat u kazdého vzorku

(Cernikova a kol., 2017a, s. 4302; Cernikova a kol., 2017b, s. 15).

4.3 Senzoricka analyza

Senzorickd analyza modelovych vzorkil probihala po 14 dnech skladovani (6 = 2 °C)
v panelu péti expertdi (zaméstnanci Ustavu technologie potravin, Univerzita Tomase Bati
ve Zling), ktefi byli progkoleni k popisu tavenych syri podle CSN ISO 8586 (Anonym,
2015). Hodnoceni vzorki probihalo podle sedmibodové stupnice pro kritérium: homogeni-
ta (1-naprosto homogenni vzorek; 4-mirnd nehomogenita, akceptovatelna; 7—naprosto
nehomogenni vzorek) (Cernikova a kol., 2010, s. 338; Hladka a kol., 2014, s. 652). Hod-
noceni vyrobkl probihalo v senzorické laboratoii se senzorickymi kabinami (za normal-
nich svételnych podminek) v souladu s normou CSN EN ISO 8589 (Anonym, 2008).
Vzorky o hmotnosti 100 g byly prezentovany v randomizovaném poiadi (Ctyimistné kody)
na bilych talifich (kazdy vzorek na samostatném talifi). Vzorky byly posuzovatelim pied-
kladany pti pokojové teploté 22 + 2 °C. Stupnice pro hodnoceni tavenych syrti je uvedena

v priloze 1 (Cernikové a kol., 2010, s. 338; Hladka a kol., 2014, s. 652).

4.4 Dynamicka oscila¢ni reometrie

Viskoelastické vlastnosti modelovych vzorkl syrit byly analyzovany pomoci dynamické
oscilaéni reometrie (rotaéni viskozimetr Thermo Scientific™ HAAKE RheoStress 1,
Brémy, Némecko). Pouzita byla geometrie deska-deska (primér = 35 mm, $térbina = 1
mm) a méfeni probihalo v oblasti linearni viskoelasticity pfi teploté 20,0 + 0,1 °C. Po na-
neseni vzorku na dolni desku, byla spusSténa horni deska, ptebytecny taveny syr byl opatrné
odstranén a okraje vzorku byly potfeny tenkou vrstvou silikonového oleje (Lukosiol M15,

Luéebni zavody Kolin, Kolin, Cesk4 republika), aby se zabranilo vysychani vzorku. Po
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peti minutové relaxaci byl méfen elasticky a ztratovy modul pruznosti v rozsahu frekvenci

0,05-100,00 Hz. Amplituda smykového napéti byla nastavena na 10 Pa.

Dynamickd oscilacni geometrie je zalozena na fizené deformaci vzorku, pfi které se zkou-
ma chovani pii toku latek. Metoda slouzi také pro zjistovani elastického (G”) a ztratového
(G"") modulu pruznosti v zavislosti na zvoleném rozsahu frekvenci. Komplexni modul
pruznosti se vypo¢ita podle vzorce (1) (Gabriele a kol., 2001, s. 121-122; Cernikové a kol.,
2017a, s. 4302; Cernikova a kol., 2017b, s. 15):

G'= (G)2+ (G2 (1)

4.5 Priprava vzorki pro SEM chemickou cestou

Pro studium mikrostruktury byly modelové vzorky tavenych syra pfipraveny chemickou
cestou. Nasledujici postup byl upraven dle praci Kaldb a Modler (1985, s. 194), Awad a
kol. (2002, s. 55), Cernikova a kol. (2016, s. 17), Cernikova a kol. (2017a, s. 4303). Pomo-
ci skalpelu nebo jiného laboratorniho nacini byl z tavenych syrt odebran vzorek velikosti
cca 5 x 2 x 2 mm. Dilezité bylo odebrat vzorek z vnitini ¢asti hmoty syra, nikoliv z po-
vrchu, kde by mohla byt struktura syra naruSena pisobenim vzduchu apod. Vsechny vzor-
ky byly fixovany v 3% (v/v) roztoku glutaraldehydu ve vodé (Sigma-Aldrich, USA) po
dobu 12 hod pfi laboratorni teploté 20 + 2 °C. Vzorky byly promyvany v 0,2 mol/l kakody-
lanovém pufru o pH 5,6 (Sigma-Aldrich, USA) tiikrat po 15 min. Postfixace byla provade-
na v 2% (w/v) roztoku oxidu osmicelého ve vodé (Sigma-Aldrich, USA) po dobu 4 hod pfi
laboratorni teploté¢ 20 = 2 °C. Po postfixaci tuku oxidem osmicelym byly vzorky znovu
promyty v kakodylanovém pufru tfikrat po 15 min. Promyté fixované vzorky byly odvod-
nény pomoci roztoku etanolu (BC-Chemservis, Ceska republika) se zvysujici se koncentra-
ci 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100% (v/v). Vzorek byl v kazdém roztoku ponechan
15 min. Nasledné byly vzorky zmrazeny a zlomeny v tekutém dusiku. Pak byly vzorky
zbaveny tuku 100% chloroformem (v/v) (BC-Chemservis, Ceska republika) dvakrat po
dobu 15 min. Vzorky byly navraceny do 100% roztoku etanolu (v/v). Poté byly vzorky
suseny metodou ke kritickému bodu (Leica EM CPD 300, Leica Microsystems, Viden,
Rakousko). Vzorky byly pfichyceny na drzak vzorkl pod stereomikroskopem, nasledovalo
jejich pokoveni zlatem v naprasovacce (Sputter Coater SCD 050, Bal-tec, Balzers, Lich-
tensStejnsko). Doba pokoveni byla 98 s, coz odpovida tloustce vrstvy zlata cca 20 nm.

Vzorky byly prohlizeny pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu Jeol JSM-7401F
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(Jeol, Tokio, Japonsko). Kazdy obraz byl analyzovan pomoci softwaru ImageJ (Narodni
institut zdravi, Bethesda, MD). Fotografie kazdého modelového vzorku byla analyzovana
pro stanoveni pruméru tukovych kulicek (um). Kazdy vzorek byl pfipravovan dvakrat,
z kazdého vzorku bylo pfipraveno nékolik kust vzorkii pro SEM a byly poc€itany minimal-
n¢ 4 fotografie od kazdého vzorku. Vysledky byly vyjadieny jako stiedni hodnota £+ smé-
rodatna odchylka.

4.6 Statistické vyhodnoceni namérenych dat

Namétena a zjisténd data byla vyhodnocovdna pomoci neparametrickych metod, ptede-
vS§im Kruskal-Wallisova a Wilcoxonova testu. Statistickd hodnoceni byla provedena na
hladin¢ vyznamnosti 5 %. Pro vypoCty byl pouzit software Unistat verze 6.5 (Londyn,

Velka Britanie) (Cernikova a kol., 2017a, s. 4303).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledky chemické analyzy

U jednotlivych vzorkt tavenych syrt s danymi ptidavky hydrokoloidt a kontrolnich vzor-
ka byl stanoven obsah susiny, tuku a pH. Analyza byla provedena u vzorki s tu¢nosti 55 %
(w/w) tuku v suSin¢ a obsahem suSiny 40 % (w/w). Mé&feni probihala 1., 14., 30. a 60. den

od data vyroby. U kazdé Sarze prob¢hlo Sest méteni.

Pti stanoveni obsahu suSiny bylo cilem zjistit, zda byl dosazen navrhovany obsah suSiny 40
% (wW/w). Z analyzy modelovych vzorkl plyne, ze obsah suSiny v jednotlivych vzorcich se
navzajem statisticky vyznamné nelisil. Obsah suSiny se pohyboval u vzorkl s danymi hyd-
rokoloidy a u kontrolnich vzorkt (s obsahem tavicich soli) v rozmezi 42—44 % (w/w). Po-
drobnéjsi hodnoty pro jednotlivé vzorky jsou zobrazeny v Tabulce 2. Hodnoty v Tabulce 2
jsou uvedeny jako primér + smérodatnd odchylka, jedna se o vzorky tavenych syrt, kde
byly jako nahrady tavicich soli pouzity jednotlivé hydrokoloidy, a kontrolni vzorky s tavi-

cimi solemi. Pro kazdy vzorek taveného syra se jedna o primérné hodnoty z 1. a 2. vyroby.

Tabulka 2 Hodnoty obsahu suSiny vzorki tavenych syrti v prabéhu skladovani

den méfeni sudina (aritmeticky priumeér + smérodatna odchylka) [%0]
A KAR PG K
1. den 4298 +0.28 | 4380+037 | 4289+048 | 43.56=+0.11
14. den 42,84 +037 | 43.,79+039 | 42.,61+048 | 4482+0.16
30. den 42,70 £ 0,88 42,54 £ 0,38 43,57+ 0,77 42.87£0.11
60. den 42,43 £0,12 4248 £0.27 42,98 £ 0,64 42,99 £ 0,19

Obsah tuku byl u vzorkl s jednotlivymi hydrokoloidy stanoven v rozmezi 22,5-23,0 %
(w/w). Hodnota tuku u kontrolnich vzorki se pohybovala mezi 22,0-22,5 % (w/w).

Hodnoty pH u vzorkili syrli vyrobenych bez pouZiti tavicich soli za pomoci hydrokoloidii
(x-karagenan, agar a Zelatina) se pohybovaly v prib¢hu skladovéani mezi 5,33-5,59. U kon-
trolnich vzorkl byly hodnoty pH v rozmezi 5,57-5,77. Ptfi€¢emZ optimalni pH tavenych
syrt se pohybuje v rozmezi 5,6-6,1 (Guinee, 2011, s. 809). Hodnoty pH pro jednotlivé dny
skladovani jsou uvedeny v Tabulce 3. Hodnoty v Tabulce 3 jsou uvedeny jako primeér +
smérodatnad odchylka, jsou to vzorky tavenych syrl, kde byly jako nahrady tavicich soli

pouzity jednotlivé hydrokoloidy, a kontrolni vzorky s tavicimi solemi. Pro kazdy vzorek



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

taven¢ho syra se jednd o primérné hodnoty z 1. a 2. vyroby. Hodnoty pH u jednotlivych
hydrokoloidd byly pomérné nizsi nez hodnoty pH kontrolnich vzorkl s tavicimi solemi,
které ovlivituji hodnotu pH. V pribéhu Sedesatidenniho skladovani doslo k poklesu pH
zhruba o 0,1. Cernikova a kol. (2017d, s. 86) uvadi, Ze pokles pH béhem Sedesatidenniho
skladovani o 0,1-0,2 lze vysvétlit bud’ moznou hydrolyzou difosfatt a polyfosfati béhem
doby skladovani, anebo moznymi zménami v disociaci ptitomnych soli nebo jinych slou-
¢enin. U jednotlivych modelovych vzorkll s pouzitim hydrokoloidii nedoslo k vyraznému
snizeni pH mezi 1. a 14. dnem skladovani. U kontrolnich vzorkl doslo k mirnému poklesu
pH pfi skladovani. Vyssi stabilitu hodnot pH v kontrolnich vzorcich Ize pfipsat schopnosti
nékterych fosfatl (zejména monofosfatt) stabilizovat pH (Hladka a kol., 2014, s. 654).
Vysledky pH vzorkii s obsahem agaru jako ndhradou tavicich soli se pfiblizovaly hodnoté
pH 5,6 pouze v 1. a 14. den analyzy vzorkd, poté pH kleslo k hodnoté 5,3. U vzorka
s ptidavkem k-karagenanu jako nahradou tavicich soli se hodnoty pH pohybovaly kolem
5,4 a v prabehu skladovani hodnoty pH neklesaly. Hodnota pH vzorkl s obsahem Zelatiny
jako nahradou tavicich soli byla na poc¢atku skladovani 5,4 a po Sedesatidennim skladovani

klesla hodnota pH na 5,3.

Tabulka 3 Hodnoty pH modelovych vzorki tavenych syrti v pribéhu skladovani

den méfent pH (aritmeticky primeér + smérodatna odchylka)
A KAR PG K
1. den 5,59+ 0,03 5,43 +0,01 5.45+0,01 5,75+0,02
14. den 5,58 £ 0,03 5,44 = 0,03 5,45 +£ 0,01 5,77 £ 0,01
30. den 5,34 +0,01 5,42 +0,01 5.46+0,01 5,72+0,02
60. den 5,33 +0,01 5,42 +0,01 5,34+ 0,00 5,57+0,01

5.2 Vysledky senzorické analyzy

Po 14 dnech skladovani (6 + 2 °C) byla provedena senzoricka analyza modelovych i1 kon-
trolnich vzorki tavenych syrti podle sedmibodové stupnice uvedené v piiloze 1. Kritériem
pro hodnoceni byla homogenita. Vzorky s 1 % (w/w) pouzitych hydrokoloidi (agar, k-
karagenan, Zelatina) jako ndhrad tavicich soli byly makroskopicky homogenni, a proto
bylo pfistoupeno u vSech zminénych vzorkli k dynamické oscilaéni reometrii i skenovaci

elektronové mikroskopii.
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5.3 Vysledky dynamické oscilaéni reometrie

Viskoelastické chovani vzorkl tavenych syri s ptidavkem 1 % (w/w) vybranych hydroko-
loidt (agar, k-karagenan, Zelatina) a kontrolnich vzorkt s 2,5 % (w/w) tavicich soli bylo

hodnoceno metodou dynamické oscila¢ni reometrie pii frekvenci 0,05-100,00 Hz.

Vysledky dynamické oscilacni reometrie pro vzorky tavenych syri s agarem jsou zobraze-
ny na Obr. 11. Ze zavislosti komplexniho modulu pruznosti G* na dob¢ skladovani u vzor-
ki kontroly obsahujici tavici soli a u vzorkli s obsahem 1 % (w/w) agaru jako nahrady ta-
vicich soli bylo zjisténo, Ze v jednotlivych dnech skladovani byla tuhost vzorku
s ptidavkem agaru vZdy vys$i neZ tuhost kontrolniho vzorku bez aplikace agaru. To doka-
zuje také fakt, Ze s rostouci hodnotou komplexniho modulu pruznosti G* dochazi ke zvy-

Sovani tuhosti tavenych syrt (Piska a Stétina, 2004, s. 553-554).

E; 10000 » v %;/
o / /
IR R R

1 14 30 60
Doba skladovanit [dny]

Obr. 11 Zavislost komplexniho modulu pruznosti na dobé skladovani pro vzorky bez

tavicich soli s 1 % (w/w) agaru a vzorky kontroly s tavicimi solemi

S prodluzujici se dobou skladovani tuhost vzorkl s pfidavkem agaru klesala, naopak u

kontrolnich vzorkl v pribéhu skladovani jeho tuhost mirné rostla. Nicméné tuhost vzorki
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s ptidavkem agaru byla vzdy vyssi nez u kontrolnich vzorki s obsahem tavicich soli. Stu-
die uvadgji, ze ptridavek polysacharidi ke kyselému mléénému gelu ovliviiuje synerezi a
tuhost gelu. Zmény v mikrostruktuie a synerezi v kyselych mlécnych gelech by mohly
souviset se silnou interakcei (elektrostaticky odpor/ptitazlivost) mezi pfidanym polysachari-
dem a proteiny. V mnohych kyselych mléénych vyrobcich vede pfitomnost polysacharidt
k vytvoreni hustSich proteinovych siti, a to jak mezi proteiny navzajem, tak i mezi proteiny

a polysacharidy (Laneuville a Turgeon, 2014, s. 5, 13—14).

Vysledky dynamické oscilaéni reometrie pro vzorky tavenych syra s k-karagenanem jsou
zobrazeny na Obr. 12. Hodnoty komplexniho modulu pruznosti (G*) u vzorkt s ptidavkem
1 % (w/w) k-karagenanu jako néhrady tavicich soli vykazovaly mnohem vys$si hodnoty nez
vzorky s obsahem tavicich soli bez pfidavku k-karagenanu. Tuhost modelovych vzorki
tavenych syri s obsahem k-karagenanu byla po celou dobu skladovani vySsi nez tuhost
kontrolnich vzorki v jednotlivych dnech méfeni, a to i pfes skute¢nost, ze s prodluzujici se

dobou skladovani tuhost vzorkt s pfidavkem k-karagenanu klesala.

Cernikova a kol. (2008, s. 1058) popisuje, Ze s vyssi koncentraci k-karagenanu dochazi ke
zmeénam vlastnosti gelu resp. k intenzivnéjSim interakcim mezi karagenanovymi fetézci,
¢imz se vytvari ,,hust§i* sitova struktura a zvysSuje se tak tuhost taveného syra. Gely tvoie-
né k-karagenanem vykazuji synergické ucinky tim, ze vykazuji vysoké hodnoty obsahu
vody, elasticity a viskozity. Mucin sliznatky tvoii silné gely v kombinaci s negativné nabi-
tym roztokem polymeru (napf. k-karagenan nebo skrob), tyto gely maji vysokou soudrz-
nost a elasticitu, vysoky obsah vody a vyssi smykovou viskozitu (Bocker a kol., 2016, s.

90, 94-95).

Pfi porovnani vzorkl tavenych syrti s obsahem agaru a k-karagenanu vykazoval vzorek
s ptidavkem agaru asi o polovinu nizsi tuhost nez vzorky s k-karagenanem. Rozdilna tu-
host vzorkli mize byt zplisobena tim, Ze agar je velmi slabé az neutrdln¢ nabity, nereaguje
s proteiny ani s jinymi nabitymi molekulami a vytvaii slabé sekundarni a rozvétvené sité a
vykazuje niz8§i synerezi oproti aniontovym polysacharidiim, jako je napf. pektin, k-
karagenan nebo xantan (Imeson, 2010, s. 40; Venugopal, 2011, s. 103; Laneuville a Turge-

on, 2014, s. 5, 9).
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Obr. 12 Zavislost komplexniho modulu pruznosti na dobé skladovani pro vzorky bez

tavicich soli s 1 % (w/w) k-karagenanu a vzorky kontroly s tavicimi solemi

Vysledky dynamické oscilaéni reometrie pro modelové vzorky tavenych syrt s zelatinou
jsou zobrazeny na Obr. 13. Ze zavislosti komplexniho modulu pruznosti G* na dob¢ skla-
dovani u vzorki s obsahem 1 % (w/w) Zelatiny jako nahrady tavicich soli bylo zjiSténo, ze
v prubehu Sedesatidenniho skladovani doSlo k poklesu tuhosti modelovych vzorka
s ptidavkem zelatiny, nebot” dochazelo k poklesu hodnot komplexniho modulu pruznosti.
Pti analyze po 1. dni skladovani byl jako tuzsi vzorek vyhodnocen vzorek s obsahem Zela-
tiny jako néhrady tavicich soli, avSak v pribéhu dalSich analyz byl vyhodnocen jako tuZzsi
kontrolni vzorek s tavicimi solemi, a to az do konce skladovaciho procesu. Takto nizké
hodnoty tuhosti vzorkl s pfidavkem Zelatiny, ze vSech hydrokoloidl nejblizsi kontrolnimu
vzorku s obsahem tavicich soli, 1ze pfisuzovat tomu, ze Zelatina je proteinové povahy, ma
schopnost tvofit proteinovou sit’ a vaZze vodu, coz zabraiiuje synerezi (Stevens, 2010, s.
131).

Pti srovnani vzork s ptidavkem Zelatiny a agaru bylo zji§téno, ze vzorky s obsahem Zela-
tiny mé€ly asi ¢tvrtinovou tuhost oproti vzorkiim s agarem. Pfi porovnani vzorki tavenych

syrt s pfidavkem Zelatiny a k-karagenanu, byl jako mnohem tuzsi vzorek vyhodnocen vzo-
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rek s pfidavkem k-karagenanu. Moznost nahradit tavici soli na bazi fosforecnanti nebo ci-
tronand karagenanem muze souviset s tvorbou vazeb mezi karagenanem a kazeinem (za
pritomnosti vapenatych iontl). Nové vzniklé , komplexy* karagenan-protein (ptfedevsim
s kazeinovymi frakcemi obsahujici hydrofobni segmenty) mohou vykazovat emulgacni
vlastnosti a stabilizovat vodu a tuk v kazeinové matrici. To odhaluje schopnost karagena-
novych , komplexi* stabilizovat tuk a vodu v kaseinové matrici, kterd nezavisi na stupni

zralosti syra (Cernikové a kol., 2010, s. 341; Hladka a kol., 2014, s. 653—-654).

12000

10000

8000

6000 -

B PG

%K
4000 -

Komplexni modul pruinosti G* [Pa]

2000 -

Ll

&\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\K\w

1 14 30 60

Doba skladovanit [dny]

Obr. 13 Zavislost komplexniho modulu pruznosti na dobé skladovani pro vzorky bez

tavicich soli s 1 % (w/w) Zelatiny a vzorky kontroly s tavicimi solemi

Vliv viskoelastickych vlastnosti jednotlivych aplikovanych hydrokoloidii v koncentraci 1
% (w/w) po ctrnactidennim skladovani je uveden na Obr. 14, a to jako zavislost komplex-
niho modulu pruZznosti G* na frekvenci f v rozsahu 0,1-100,0 Hz. Z uvedeného obrazku
vyplyva, Ze nejvyssi hodnoty komplexniho modulu pruznosti a tedy nejvyssi tuhost, vyka-
zoval vzorek s ptidavkem 1 % (w/w) k-karagenanu. Jako druhy nejtuzsi vzorek byl vyhod-
nocen vzorek s pifidavkem agaru. Vzorek s piidavkem Zzelatiny a kontrolni vzorek

s obsahem tavicich soli vykazovaly obdobnou tuhost vzorki. Pii nizSich frekvencich byl
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tuzsi vzorek s pridavkem zelatiny, naopak pii frekvencich vys$Sich byl tuzs$i vzorek
s obsahem tavicich soli. Pfi méfeni dochazelo se zvysujici se frekvenci k postupnému na-

rustu hodnot G* u vSech analyzovanych vzorki.

Komplexni modul G* popisuje celkovy odpor vii¢i deformaci materidlu, ktery je povazo-
van za elastickou pevnou latku. Podle Dimitreli a Thomareis (2008, s. 372) je kiizeni nebo-
li protinani elastického (G") a ztratového (G’’) modulu pruznosti uzitecnym prostredkem
pro vyhodnoceni pfechodu z chovéani podobného kapalindm do chovani pevnych latek a je
charakteristické koncentrovanym roztokem. Ztratovy modul pruznosti je vétsi nez elasticky
modul pruznosti pii1 nizSich frekvencich, ale naopak tomu je pii frekvencich vysSich.
Nicméné u vSech naSich analyzovanych vzork byly hodnoty elastického (G") modulu
pruznosti vzdy vys$$i nez hodnoty ztratového (G™") modulu pruznosti (data nejsou uvede-
na). Komplexni modul se zvySuje v celém frekvencnim rozsahu. Snizeny obsah vlhkosti
hraje vyznamnou roli pfi zvySovani elastickych a ztratovych moduld pruznosti. Dale kromé
obsahu vlhkosti mohou také bilkoviny a tuk pfispét k viskoelastickému chovani taveného
syra. Bylo zjisténo, ze zvySujici se obsah vlhkosti vedl k tomu, ze se reologické chovani
tavenych syrovych pomazanek zménilo z tuhého na kapalné. Uginek obsahu vlhkosti na
viskoelastické vlastnosti taveného syra ma piisobit jako zmekcovadlo v proteinové matrici,
¢imz se stane méné elastickou. Béhem chlazeni vzorku jsou molekuly vody znehybnény v
ramci trojrozmérné bilkovinné matrice a oslabuji strukturu findlni sit€¢. Po ochlazeni maji
tedy proteiny prevahu ve struktufe ve findlnim produktu nad vodou a tukem, coz vede k
produktiim se zvySenymi viskoelastickymi vlastnostmi a pevngj§im chovanim. Cim vétsi je
mnozstvi pfidané vody, tim vétsi je bobtndni proteint a jejich vEtsi expanze diky snizenym
ptitazlivym silam. Proteiny vedou k vytvofeni hustsi sit€¢ se zvySenou pevnosti. Posileni
proteinové matrice je podporovano v dusledku skladovani rostoucimi hodnotami gelu. Vy-
svétleni tohoto jevu by mohlo spocivat v interakcich a procesech, jako je napt. polymorfi-
zmus mlécného tuku a probihajici zmény v jeho krystalické formé, mirné sniZzeni pH hod-
noty tavenych syrti, mozné hydrolyza emulgacnich soli a mozné zmény v disociaci pfitom-
nych soli nebo jinych sloucenin (Dimitreli a Thomareis, 2008, s. 371-373; Cernikova a

kol., 2017d, s. 88).
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Obr. 14 Zavislost komplexniho modulu pruznosti na frekvenci pro jednotlivé vzorky s pridavkem 1 % (w/w) hydrokoloidii a 2,5 % (w/w)

tavicich soli po 14 dnech skladovani
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5.4 Vysledky skenovaci elektronové mikroskopie

Pro zkoumani mikrostruktury pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byly vzorky
modelovych tavenych syrt pripraveny chemickou cestou. Z kazdé vyrobené série vzorki
byl analyzovan 1 vzorek s prislusnym hydrokoloidem. U kazdého vzorku bylo vytvotfeno
n¢kolik fotografii, u kterych byla dale zjistovana velikost a distribuce tukovych kulicek.
Byly hodnoceny vzorky s koncentraci 1 % (w/w) hydrokoloidu (agar, k-karagenan a Zelati-
na) a kontrolni vzorky s obsahem 2,5 % (w/w) tavicich soli. Vysledky velikosti tukovych
kulicek jsou zobrazeny v Tabulce 4. Medidn neboli stfedni hodnota velikosti tukovych

kulicek ukazuje, jak dobfe je emulgovan tuk v matrici taveného syru.

Nejprve je tfeba uvést, ze pii porovnani paralelné vyrobenych a analyzovanych vzorkd,
tedy Al s All, KARI s KARII, PGI s PGII a KI s KII, nebyl stanoven statisticky vyznamny
rozdil (P>0,05). Z této skuteCnosti a na zaklad¢ vysledkil chemické, senzorické i reologic-
ké analyzy je mozné usoudit, Ze jednotlivé vzorky byly vyrobeny za stejnych podminek a

je tedy mozné je dale mezi sebou srovnavat.

Tabulka 4 Velikosti tukovych kuli¢ek [um] u jednotlivych hydrokoloid

Al All KARI KARII PGI PGII KI KII
median
+ 0,759 0,752 0,701 0.820 0.439 0,541 0,188 0.210
smérodatna + + + + + + + +
chyba 0,091 0,078 0,063 0,047 0,044 0,070 0,014 0,016
minimalni
velikost 0.104 0.165 0,089 0.200 0,044 0,060 0,022 0,035
maximalni
velikost 4,630 4,535 2,760 2,254 2,136 5.644 0.819 0,760
diference 4,526 4,370 2,671 2.054 2,092 5,584 0,797 0,725

Median pro kontrolni vzorky (KI a KII) byl ze vSech vzorkl nejniz§i, coz znamend, Ze ve
vzorcich s pfidavkem tavicich soli byl mnohem Iépe zaemulgovan tuk nez tomu bylo u
vzorkll s vybranymi hydrokoloidy. Tavici soli upravuji prostfedi surovinové smési, a tak se
pfitomné proteiny v matrici taveného syra mohou chovat jako pfirozené emulgatory (Awad
a kol., 2002, s. 54). Jako druhé nejmensi tukové kulicky mély vzorky s ptidavkem Zelatiny
(PGI a PGII), tudiz lze fici, Ze z hydrokoloidi vybranych pro tuto praci se jako nejlepsi
emulgacni Cinidlo jevila Zelatina. Naopak nejméné zaemulgovany tuk byl pozorovan u
vzorkl s ptidavkem agaru (Al a All), které vykazovaly nejvyssi hodnotu medidnu. Pfi po-

rovnani minimalni a maximalni velikosti tukovych kulicek je z Tabulky 4 vidét, Ze vzorky
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s ptidavkem agaru mély odlisné resp. vétsi hodnoty tukovych kulicek, nez tomu bylo u
ostatnich vzorki, coz také nasvédcuje tomu, Ze agar nejméné emulgoval tuk v modelovych
vzorcich tavenych syrt. Zatimco nejmensi hodnoty tukovych kuli¢ek byly zaznamenany u
kontrolnich vzorkl. Hodnota diference popisuje rozdil mezi nejmensi a nejvétsi tukovou
kuli¢kou pozorovanou na mikrofotografiich danych vzorkd. Pfi porovnani velikosti tuko-
vych kuli¢ek u vzorkl kontroly s velikosti tukovych kuli¢ek modelovych vzorkl
s pouzitim jednotlivych hydrokoloidi bylo zjiSténo, Ze se velikosti tukovych kulicek statis-
ticky vyznamné lisi (P <0,05). Déle byl nalezen statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) me-
zi vzorky Zelatiny a zbyvajicimi pouzitymi hydrokoloidy (agar a k-karagenan). Naproti
tomu se statisticky vyznamné nelisily (P>0,05) vzorky agaru a k-karagenanu, az na vzorky
Al a KARII, kde vysel rozdil statisticky vyznamny (P <0,05). Toto je mozné vysvétlit dis-
tribuci velikosti jednotlivych tukovych kulicek. Nebot’ z hlediska distribuce tukovych kuli-
¢ek (viz Tabulka 5) Ize konstatovat, Ze agar a k-karagenan maji podobné zastoupeni hodnot
tukovych kuli¢ek. Pro vzorky AIl a KARII je asi 10 % hodnot tukovych kulicek zastoupe-
no v intervalu 0,2-0,3 um a zhruba 12 % hodnot se nachazi v intervalu 0,5-0,6 um. Pro
vzorky Al a KARII nejsou hodnoty tukovych kuli¢ek zastoupeny Uplné stejné, pro vzorek
Al je asi 11 % hodnot tukovych kuli€ek zastoupeno v intervalu 0,3-0,4 um, zatimco pro
vzorek KARII je asi 11 % hodnot zastoupeno v intervalu 0,6-0,7 um. Pro oba kontrolni
vzorky je nejvétsi Cetnost tukovych kuliéek, presn&ji 37 % hodnot mezi 0,1-0,2 pm. Zela-
tina (PGII) ma nejvétsi zastoupeni tukovych kulicek v rozmezi 0,2—0,3 um, kde se nachazi
16 % hodnot. Lze tedy fici, ze agar a k-karagenan maji podobnou strukturu, a to jak
v distribuci, tak i ve velikosti tukovych kulic¢ek, ziejmé diky tomu, Ze oba dva hydrokoloi-
dy se ziskadvaji z motskych fas. Karagenan i agar jsou linearni polysacharidy. U karagena-
nu jsou zadkladem struktury opakujici se jednotky B-D-galaktopyranozy a 3,6-anhydro-a-D-
galaktopyrandzy, které jsou spojené stiidavymi glykozidickymi vazbami (1,3) a (1,4). U
agaru je to obdobné, ten se sklada z agardzy a agaropektinu, pficemz agardza je tvorena [3-
D-galaktopyrandzou a 3,6-anhydro-a-L-galaktopyrandzou stfidavé vazana glykozidickymi
vazbami (1,3) a (1,4). Kappa-karagenan existuje jako pravotoCiva trojSroubovice neboli
helix, ktera reverzibilné vytvaii dvojSroubovice. Segmenty Sroubovice pak mohou intera-
govat za vytvoreni trojrozmérné sité. Agar ma strukturu dvojité Sroubovice, ktera se shlu-
kuje do trojrozmérné sité, zadrzuje molekuly vody a vytvaii termoreverzibilni gely (Ime-

son, 2009, s. 169; Imeson, 2010, s. 37; Venugopal, 2011, s. 98, 113—114). Dale také, ze
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jsou hodnoty zelatiny z hlediska distribuce tukovych kuli¢ek blizké hodnotam kontrolnich

vzorkl, coz je nejspiSe dano proteinovou povahou zelatiny (Stevens, 2010, s. 131).

Tabulka 5 Hodnoty relativnich ¢etnosti velikosti tukovych kuli¢ek pro jednotlivé

vzorky
intervaly relativni ¢etnosti
[um] Al All KARI | KARII PGI PGI KI KII
0,000 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
0,100 0% 0% 1% 0% 5% 1% 21% 9%
0,200 T% 3% 3% 1% 11% 6% 37% 37%
0,300 12% 10% 9% 4% 13% 16% 26% 22%
0,400 11% 6% 7% 6% 12% 10% 7% 11%
0,500 5% 5% 12% 10% 14% 11% 6% 13%
0,600 1% 12% 8% 11% 8% 11% 1% 3%
0,700 T% 7% 8% 11% 6% 9% 1% 3%
0,800 11% 9% 7% 3% 5% 3% 0% 1%
0,900 3% 3% 4% 7% 3% 4% 1% 0%
1,000 4% 4% 5% 6% T% 5% 0% 0%
1,100 5% 6% 2% 6% 4% 2% 0% 0%
1,200 5% 6% 4% 5% 2% 6% 0% 0%
1,300 1% 4% 2% 4% 0% 0% 0% 0%
1,400 2% 1% 6% 9% 2% 0% 0% 0%
1.500 4% 5% 6% 5% 1% 1% 0% 0%
1,600 2% 2% 3% 1% 0% 0% 0% 0%
1,700 1% 1% 1% 3% 0% 1% 0% 0%
1,800 2% 1% 1% 1% 0% 0% 0% 0%
1,900 0% 2% 0% 1% 2% 1% 0% 0%
2,000 1% 1% 1% 1% 0% 1% 0% 0%
4,200 12% 8% 7% 2% 2% 3% 0% 0%
4,400 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
4,600 0% 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
4,800 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
5,000 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

V ptirodnim syru, ktery slouZi jako surovina pro vyrobu taveného syra, neexistuje kazein

v podobé micel. Lynch a Mulvihill (1996, s. 152) zjistili, Ze schopnost as- a B-kazeint in-

teragovat s karagenany vyzaduje pfitomnost vapenatych iontil a esteroveé vazany fosfor na

serylovych zbytcich kazeinovych frakci. Bez pfitomnosti iontd vapniku nebyly zjistény

zadné interakce mezi os- nebo B-kazeinem a karagenany, protoze as- a f-kazeiny neintera-
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guji elektrostaticky s karagenany kvili rovnomérnéjsi distribuci pozitivné a negativné na-
bitych zbytkl podél jejich polypeptidovych fetézcl a nedostatku pozitivné nabitych oblasti
(Lynch a Mulvihill, 1996, s. 152; Cernikova a kol., 2007, s. 52).

Kappa-karagenan interaguje synergicky s mléénymi proteiny, zejména s kazeinovymi mi-
celami (k-kazein), a tim zvySuje viskozitu a gelovaténi. Jedna se o specifickou interakci
mezi k-karagenanem a k-kazeinem, ktera poskytuje stabiliza¢ni sit’ v mlécnych vyrobcich,
aby se zabranilo synerezi a suspendovani ¢astic. Existuji 2 teorie vysveétlujici interakci me-
71 k-karagenanem a kazeinovymi micelami. Prvni teorie tika, Ze negativné nabity k-
karagenan interaguje s pozitivné nabitou oblasti mezi 97. a 112. aminokyselinou k-kazeinu,
a tak dojde k adsorbci na povrch kazeinové micely. Druha teorie navrhuje, ze separaci je
branéno prostifednictvim tvorby slabého gelu k-karagenanu, ktery potlacuje funkci kazei-
novych micel (Spagnuolo a kol., 2005. s. 371-372; Cernikova a kol., 2008, s. 1055; Ime-
son, 2009, s. 183; Blakemore a Harpell, 2010, s. 87—88).

Agar obsahuje neutrdlni polymerni fetézec, ktery omezené reaguje s jinymi materialy. Ne-
vykazuje zadné interakce s proteiny kvuli niz§imu obsahu esterové vazanych siranovych
skupin na polymernim fetézci, které znesnadiiuji moznost vazby s proteiny (Imeson, 2010,

s. 40; Venugopal, 2011, s. 102).

Tavici soli hraji diilezitou roli pii vyrob¢ taveného syra, ve kterém vytvari jednotnou struk-
turu béhem procesu taveni. Jejich hlavni tlohou je upravit prostiedi surovinové smeési tak,
aby mohly ptitomné proteiny uplatnit své pfirozené emulgaéni vlastnosti. Uginek tavicich
soli spociva ve vymeéné kationti vapniku nerozpustného parakazeinanu vapenatého za ion-
ty sodiku, coz vede k tvorbé rozpustnéj$iho parakazeinanu sodného. Tavici soli maji 2
hlavni funkce: sekvestrace vapniku a tprava pH. Oboji napomahé hydrataci kazeind pfi-
tomnych v pfirodnim syru, tudiz mohou snadno interagovat s vodni a tukovou fazi, ¢imz
vznikne homogenni emulze taveného syra s pozadovanou konzistenci (Kapoor a Metzger,
2008, s. 203—204; Cernikova a kol., 2010, s. 336; Hladka a kol., 2014, s. 650; Lenze a kol.,
2019, s. 575). Tavici soli pomahaji zlepSovat emulgaéni vlastnosti kazeinii vytlaCovanim
komplexti fosfore¢nanu vapenatého v nerozpustné siti fosforecnanu vépenatého a paraka-
zeinanu pfitomného v pfirodnim syru. Tento pfesun komplexu naruSuje molekularni silu,
kterd zesituje rizné monomery kazeinu v sit. Po vyrob¢ taveného syra a béhem chlazeni
vytvaii ¢astecné dispergovana kazeinanova matrice tzv. ,,vlocky*, které nasledn¢ interaguji

a vytvafi jednotnou proteinovou gelovou sit’ (Kapoor a Metzger, 2008, s. 198).
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Obr. 15 Mikrostruktura modelovych tavenych syrii, zvétseni 5000 krat; cast A vzorek s 1 % (w/w) agaru; cast B vzorek s 1 % (w/w) k-
karagenanu; cast C vzorek s 1 % (w/w) Zelatiny, cast D kontrolni vzorek s 2,5 % (w/w) tavicich soli; FG* — prazdny prostor po tukové

kulicce (bilé sipky), P — proteinova struktura, PPS — proteinpolysacharidova struktura
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Na Obr. 15 jsou zobrazeny mikrofotografie vzorkl tavenych syrti s 1 % (w/w) ptidavkem
hydrokoloidu (agar, k-karagenan, zelatina) a kontrolni vzorky s 2,5 % (w/w) tavicich soli
pii zvétseni 5000 krat. Na zaklad¢ velikosti tukovych kuli¢ek je na této mikrofotografii
patrné, ze nejvetsi tukové kulicky resp. prazdna mista po tukovych kulickach jsou na mo-
delovych vzorcich s obsahem agaru (Obr. 15 A), coz Ize také vidét na Obr. 16, kde i pfi
zvétseni 1000 krat jsou dobie pozorovatelné tukové kulicky i prazdnd mista po tukovych
kulickach, anebo na Obr. 17 pii zvétSeni 10 000 krat. Na Obr. 16 se Ize domnivat, Ze agar
piidany v taveném syru zde vytvaii svoji vlastni polysacharidovou sit’ a také tu lze vidét
proteinovou sit’, coz by mohlo také podporovat fakt, Ze agar vytvotil nejméné¢ homogenni
matrici taveného syra tedy nestejnorodou strukturu v porovnani s mikrostrukturou vzorku
kontroly s tavicimi solemi. Jelikoz agar vytvaii dvouSroubovici, kterd se seskupuje do troj-
rozmérné sité (Venugopal, 2011, s. 98). Naopak u kontrolnich vzorki s obsahem tavicich
soli na Obr. 22 pti zvétSeni 1000 krat uz nejsou tukové kulicky moc dobte znatelné, ale 1ze
si povSimnout, ze struktura kontrolniho vzorku je stejnorodd a homogenni. Na Obr. 23,
ktery zobrazuje matrici taveného syra s tavicimi solemi pii zvetSeni 10 000 krat, si lze 1épe
prohlédnout prazdna mista po tukovych kulickdch a homogenitu matrice. Na Obr. 20 je
zobrazena struktura vzorku bez tavicich soli s pfidavkem zelatiny, na kterém lze postieh-
nout mensi tukové kulicky oproti vzorkiim s pfidavkem agaru nebo k-karagenanu, a to na
zéklad¢ zjisténi, Zze vzorky bez tavicich soli s pfidavkem Zzelatiny mély nejlépe zaemulgo-
vany tuk. Obr. 18 zobrazuje vzorek bez tavicich soli s pfidavkem k-karagenanu ve zvétSeni
1000 krat, na kterém lze pozorovat vétsi tukové kulicky v porovnani se vzorkem
s ptfidavkem zelatiny anebo s kontrolnim vzorkem. Na této mikrofotografii lze také prav-
dépodobné sledovat spojeni k-karagenanu a kazeinovych frakci za vytvotfeni kompaktni
proteinpolysacharidové matrice. Podrobnéji zachycena struktura vzorku s pfidavkem k-

karagenanu je na Obr. 19 a s pfidavkem Zelatiny je na Obr. 21.

Mikrostruktura syra Gzce souvisi s vyvojem struktury a chuti. Lze oc¢ekavat, Ze struktura a
reologické vlastnosti syrti obecné a zejména tavenych syrtt mohou souviset s jejich mi-
krostrukturou. V pfirodnim syru se proteinova matrice skladd z velkych micel, aglomero-
vanych micel a silnych vldken spojenych do micel. V tomto syru jsou nativni kulicky
mlécného tuku tlateny dohromady do agregatii v proteinové matrici, a piestoze jsou zde-
formované, mohou si stale udrzovat svou globularni celistvost. U taveného syra existuje
jina situace. Lze ocCekdvat, ze béhem pfipravy taveného syra se piivodné pfitomné ionty

vapniku odstrani z kazeinovych micel vlivem plisobeni komplexu vépniku na tavici soli.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

Tento vapnik hraje rozhodujici roli v integrité¢ kazeinovych micel. Kdyz je vapnik odstra-
nén z micel, dochazi k dezintegraci na submicely nebo mozna mensi jednotky. Pti zpraco-
vani taveného syra se volny tuk oddéli béhem pocatecniho zahtivani syra a potom se znovu
emulguje. Kli¢ k reemulgaci je v tavici soli, ktera pod vlivem tepla zvySuje emulgacéni
vlastnosti syrovych proteini. Emulgacni vlastnosti syrovych proteint, které by se pti za-
hiivani zhorsily, jsou tak obnoveny v dusledku reakci s emulgacnimi solemi a v disledku
toho se tuk emulguje na malé kulicky. Na povrchu tukovych ¢astic mohou byt patrné nové
membrany. Emulgaéni udinek soli se li§i od jednoho proteinu k druhému. Spatna emulgace
méla za nasledek nejme&kci a nejtavngjsi syr, zatimco dobfe emulgované syry byly nejpev-
néjsi a nejkrajitelngjsi. Tavici soli s velmi silnou schopnosti vazat vapnik vedou k produkci
pevnych tavenych syri, které obsahuji tuk ve formé velmi malych kuli¢ek. Rozsahla emul-
gace ma za nasledek vznik tukovych kulicek o priméru menSim nez 1 pm, zejména po
homogenizaci taven¢ho syra. Rozméry a vzhled tukovych ¢astic se v komerénim taveném
syru mohou liSit v zavislosti na rozsahu emulgace. Pokud jsou parametry, jako je obsah
vlhkosti a tuku a pH, stejné, taveny syr, ve kterém se tuk vyskytuje jako velké Castice, je
mekc¢i nez taveny syr obsahujici malé tukové Castice. Pouziti emulgacnich soli s vysokou
afinitou k vapniku vede k tvorbé mensich tukovych castic (Heertje a kol., 1981, s. 177—

179; Cari¢ a Kalab, 1997, s. 484-489; Awad a kol., 2002, s. 54; Kalab, 2011).
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Obr. 16 Mikrostruktura taveného syra bez tavicich soli s 1 % (w/w) agaru, zvétseni 1000 krat; FG — tukova kulicka, FG* — prdzdny

prostor po tukove kulicce (bilé Sipky), P — proteinova struktura, PS — polysacharidova struktura
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Obr. 17 Mikrostruktura taveného syra bez tavicich soli s 1 % (w/w) agaru, zvétseni 10 000 krat; FG* — prazdny prostor po tukové

kulicce, P — proteinova struktura
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Obr. 18 Mikrostruktura taveného syra bez tavicich soli s 1 % (w/w) k-karagenanu, zvétseni 1000 krat; FG — tukova kulicka, bilé sSipky —

prazdny prostor po tukové kulicce, PPS — proteinpolysacharidova struktura
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Obr. 19 Mikrostruktura taveného syra bez tavicich soli s 1 % (w/w) k-karagenanu, zvétseni 10 000 krat; FG* — prazdny prostor po

tukové kulicce, P — proteinova struktura
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Obr. 20 Mikrostruktura taveného syra bez tavicich soli s 1 % (w/w) Zelatiny, zvétseni 1000 krat; FG — tukova kulicka, FG* — prdzdny

prostor po tukove kulicce (bilé Sipky), P — proteinova struktura
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Obr. 21 Mikrostruktura taveného syra bez tavicich soli s 1 % (w/w) Zelatiny, zvétseni 10 000 krat; FG* — prazdny prostor po tukové

kulicce, P — proteinova struktura
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Obr. 22 Mikrostruktura taveného syra se 2,5 % (w/w) tavicich soli, zvétseni 1000 krat; bilé Sipky — prdazdny prostor po tukové kulicce,

P — proteinova struktura
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Obr. 23 Mikrostruktura taveného syra se 2,5 % (w/w) tavicich soli, zvétseni 10 000 krat; FG* — prazdny prostor po tukové kulicce,

P — proteinova struktura
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ZAVER

Diplomova prace byla zamétfena na mikrostrukturu tavenych syrt, do nichz byly jako na-
hrady tavicich soli fosfore¢nanového nebo citronanového typu aplikovany vybrané hydro-
koloidy. Z analytickych metod byla zvolena zakladni chemickd, senzorickad a reologicka
analyza. U&elem prace bylo vyrobit vzorky tavenych syra a jako nahradu tavicich soli pou-
7it agar, k-karagenan a zelatinu. Byla provedena zakladni chemicka analyza, pti které byl
stanoven obsah tuku, obsah suSiny a pH. Dale byla u vzorki provedena dynamické osci-
laéni reometrie, kde byl zjistovan komplexni modul pruznosti G*. Vzorky byly prohlédnu-
ty ve skenovacim elektronovém mikroskopu a byla zkouména jejich mikrostruktura, zda je

stejnd nebo zcela odlis$na z hlediska pisobeni jednotlivych hydrokoloidi.
Na zdklad¢ vysledkl ziskanych v experimentalni ¢asti Ize vyvodit nasledujici zavéry:

= aplikace hydrokoloidli mé vliv na hodnoty pH tavenych syrii bez aplikace tavicich
soli, protoze dochazelo k mirnému sniZeni pH, a to na hodnoty 5,3-5,6;

= vliv pfidavku hydrokoloidi na viskoelastické vlastnosti zavisi na druhu
aplikovaného hydrokoloidu;

= tuhost vzorkli s danymi hydrokoloidy béhem dvoumési¢niho skladovani postupné
klesala;
do nichz byla aplikovana Zelatina a kontrolni vzorky s obsahem tavicich soli;

= vysledky mikroskopie ukézaly, ze nejvétsi tukové kulicky byly zjiStény v matrici
taven¢ho syra s piidavkem agaru, u né&jz tedy dochazelo k nejniz§i emulgacni
schopnosti;

= vzorky s pfidavkem agaru nemély stejnorodou strukturu jako vzorky kontroly;

= zpouzitych hydrokoloidl byly zjistény nejmensi tukové kulicky ve vzorku
s ptidavkem zelatiny;

= z vybranych hydrokoloidl se Zelatina jevila jako nejlepsi emulgacni ¢inidlo.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

napf.
tj.
atd.
resp.
SEM
TEM
STEM
cca
apod.
Vs.
2D
3D
LaBs
SE
BSE
E-T
eV
RTG
NaCl
HCI
0Os04
GA
FA

CPD

naptiklad

to je

a tak dale

respektive

skenovaci elektronovy mikroskop, skenovaci elektronova mikroskopie
transmisni elektronovy mikroskop transmisni elektronova mikroskopie
skenovaci transmisni elektronovy mikroskop
cirka, pfiblizné

a podobné

versus

dvourozmérny

trojrozmérny

hexaborid lanthanu

secondary electrons, sekundarni elektrony
backscattered electrons, zpétné odrazené elektrony
detektor Everhart—Thornley

elektronvolt, jednotka prace a energie

rentgenove zareni

chlorid sodny, kuchyiska stl

kyselina chlorovodikova

oxid osmicely

glutaraldehyd

formaldehyd

critical point drying, suSeni ke kritickému bodu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

80

CO, oxid uhlicity
TVS tuk v susiné

tzv. tak zvany
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PRILOHAP1

STUPNICE PRO SENZORICKE HODNOCENI TAVENYCH SYRU
Homogennost

1. Vzorek naprosto homogenni

Vzorek téméf homogenni

Nepatrné€ znatelnd nehomogenita

Mirna nehomogenita, akceptovatelna
Vyraznéjsi nehomogenita s oddélenim fazi

Vyrazna nehomogenita, neakceptovatelna

A R o

Vzorek naprosto nehomogenni



