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ABSTRAKT

Cilem této prace je najitizné metody stanoveni vitaniiB v syrech metodou HPLC.
Z davodu komplexniho fistupu k popisu vySe ztiwvané metody jsou v praci zahrnuty
poznatky tykajici se zakladnich surovin pro vyrelyu, pies technologicky postup vyroby
az po popis samotné metody. Prace je ¢lerdh do pti zakladnichéasti. Prvnicast se
vénuje chemickému sloZeni, technologicky vyznamnymastiostem a jakostnim
pozadavkm na mléko. V dalSi dvodastech je popsan samotny postup vyrobyi syr
a fyziologie ve vod rozpustnych vitamiin skupiny B. Posledni dvéasti popisuji princip

a konkrétni podminky metody HPLC, kterymi je mo&tenovovat vitaminy B v syrech.

Kli¢ova slova: syr, HPLC, vitamin

ABSTRACT

The purpose of this study is to find several meshotl determination of vitamin B in

cheeses using HPLC method. For a of the descrigt@nprehensive approach of this
method, there are explanitory notes and commemisecning raw material used for cheese
production, technological production methods anscdption of HPLC method. The study
is divided into five main sections. The first seatidescribes chemical composition,
technological properties and quality requiremerdgacerning milk. In the second next
sections there are descriptions of methods of ehpesduction and physiology of water
soluble vitamins of B group. The final two sectiodsscribe principles and particular
conditions of the HPLC method, which are suitablel¢termine the presence of vitamins

B in cheeses.

Keywords: cheese, HPLC, vitamin



Dékuji své vedouci bakatgké prace Ing. Daniele Kratw&é, PhD. za odborné vedeni,
cenné rady a informaceigeSeni bakalgké prace. Dalesttuji rodicim a svym blizkym
za umozgni studia na vysoké Skole a podporu, kterou mi ytisgii plnéni studijnich

povinnosti.

ProhlaSuji, Zze jsem na bak&lé praci pracovala samostata pouzitou literaturu jsem

citovala. V gipact publikace vysledk, je-li to uvedeno na zakladicentni smlouvy, budu

uvedena jako spoluautorka.

Ve Zling

Podpis studenta



(Y@ I PP 9
X | = (SRS 11
1.1  BOLOGICKA A VYZIVOVA HODNOTA MLEKA A MLE CNYCH VYROBKU .................. 11
1.2 SIOZKY MLEKA eiiieeiiiitititee e e e esitteeee e e e e sttt e e e enanne e e e e e e nnsbaeeeeeesannsaneeeeeeaansrneeeas 12
1.2.1  BilKOVINY ..ottt e e e e e e e e e e e e e s s s s e nnnnneeeaeeeeas 12
1.2.2  MIENY TUK...coeiiiiieiiiiii e et e e e e e e e e e eeeas 13
1.2.3  MIENY CUKT ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e s nnnne 13
1.2.4  MINEAINT TALKY ...ttt 13
125  VIAMINY .ottt nnenne e e s 14
1.2.6 ENZYMY .ttt e e et e e e e e nnnnaa s 15
1.3 TECHNOLOGICKY VYZNAMNE VLASTNOSTI MLEKA ....uvtvireeeeiiiiinieeeeeasnrnneeeeessannnns 16
1.3. 1 KYSEIOST ..ttt ettt e e e e e e e et e bbb e enn——arrrrnana 16
1.3.2  KySaACi SCNOPNOSL.......ooviiiiiiiiiiemmmmmm e eeeee e 16
1.3.3  SYIEINOST... . 16
1.3.4  Tepelnd stabilita .........ccooeeeiiiiiiecc e 17
1.4 MLEKO JAKO SUROVINA KVYROBE SYRU......uuuviiieeeeiiiiieeeeaesannnseeeeaesssnnnenessans 17
1.4.1 Pozadavky kladené na jakost mléka z hlededkachemického
sloZzeni a fyzikalnich vIastnOSti ...........coeeeeeeiiiiii 17
1.4.2 Pozadavky kladené na jakost mléka z hlediskeobiologickécistoty.....18
2 SV RY ettt ean et e e 19
2.1 ROZDELENT SYRU ttttieiiiiitiiieee et isiieeteeeeasssttee e e essaaneeaaeeessnsteaeeeeeaaannsseeeeeessanssnns 20
2.2  TECHNOLOGIE VYROBY SLADKYCH SYRU ..ceeeiiiitiieeeeeeasniiieeeeaesssnssneeesensnnneeens 23
2.2.1 Tepelné oSNNI MIEKA...........ccooiiiiiiiii e 23
2.2.2  Uprava mIEKaipd SYENTIM .........cc.ccvevueeueireeeeeeeeeeee s eve e ereenaeens 24
2.2.3  SYENIMIEKA....cciiiiiiiiii e 24
2.2.4  ZPraCOVANT SBNINY .....uuiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeessmsmmreeeeeeaaesesssssnsnnnsessenenees 24
2.2.5 Formovani, odkapavani a lISOVANTSYL..........ccvvvviiieeeeiiiiiiiiiiciivieen 24
2.2.6  SOIBNT SYH.. ..ttt 24
2.2.7  ZEANT SYH .o a e e e e e e e e e e e e e 5.2
2.3  POPIS JEDNOTLIVYCH DRUHJ SLADKYCH SYRU .....uvviiiiieeeiiiiiieieeeesesnieeeeeeeaanne 26
R I R =Y =1 VL= =1/ Y T 26
2.3.2  IVBKKE SYIY ciiiiieiii ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e nes 26
2.3.3  POIOtVrd€ @ tVIrd€ SYY......uuuueiiiiiieeeeeei ittt e e e e e e e e e e e e eeenees 27
2.3.4  PEENE SYIY oottt e e 27
2.4  TECHNOLOGIE VYROBY KYSELYCH SYRJ A TVAROHU ...cccuvviiiieeeessiiiieee e e 28
2.4.1  Technologie vyroby tvrdého tvaronu .....cceee.ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiceceeeee e, 28
2.4.2  Technologie vyroby 8RKENO tvarohu.............eueeeveviiiiiiiiiiicceiiiene, 28
2.4.3  Technologie vyroby KySelyCh SYr.........ccccuviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 28
2.5  TECHNOLOGIE VYROBY TAVENYCH SYRU...cceiiiiutriiieeeeasaiiieeeeeesssnssneeesennnnnneens 29
3 FYZIOLOGIE VITAMIN U SKUPINY B......coovoeiieiiieieeeeeee e eeee st 30



3.1 MITAMIN B1 = THIAMIN L.oiiiiiie ittt e e et e e e s e e e e e e e e eaa s 31

3.2 VITAMIN B2 = RIBOFLAVIN ....oiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeteet e e e e e e e e e e s smseeeeeeeaaaaaaaaeaeanannns 32
3.3 VITAMIN B3—KYSELINA NIKOTINOVA A JEJI AMID ....cuvviiiiiiiiiiieieeeeeeaeeeeeesnssnannnenns 34
3.4  VITAMIN Bs—KYSELINA PANTOTENOVA ...ccciiiiiiiiiiiiiiieiiiiiititiree e e e e e 35
3.5  VITAMIN Bg—PYRIDOXIN ...uuttiiieeiiiiiiiiiaeeeeaaassssssssiiiisieeeeee e e e e e e e s s s ssnenennnnenees 35
3.6 VITAMIN Bg—KYSELINA LISTOVA ......utiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeee e e s e s s s sssmmnnneeeaaaeeaeeeeaeas 36
3.7  VITAMIN B12—KYANOKOBALAMIN ...uuuiiiiiiiiiinieeeeeeeeeeaeessaeeeesssssssssmnseeeeeeseneens 37
R S N = To 1 | PP TR PP T PP 39
KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE .......coiieeeeeeeie eeeeeeeeeee e ee e 40
4.1  PROPIS JEDNOTLIVYCHCASTI KAPALINOVEHO CHROMATOGRAFU.........uuvviiiiiinnnnee. 41
4.1.1  Zasobnik s mobilni fAzi..........cccciiiiiiiiii e, 41
O 7 =Y Y- Vo | o R RSRRRR 42
4.1.3  DAVKOVACT VENLIL ...ttt e e 42
414 KOION@ ... et a e e e e e e e 43
N ST B 1 (] (0] VU 44
4.1.5.1 Fotometrické deteKtOry ............uuumeeeeeruriiriiiiiiiiirieeeeeeeeeeeeeeaeeeens 44.
4.1.5.2  FIUOreSC@Mi deteKOrY .......uuuiiiiiiiiiiieeeieeeee st ee e e e e e e e e e e e e 45
4.1.5.3 Refraktometricky detektor ............oooeeeeiiiii i 46
4.1.5.4 Elektrochemicky detektor ..........ccccceeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeee e 46
4.1.5.5 VodivostNi deteKIOr........ccoeeiiiiieeeeeiiiiiiieieiieeeee e 47
4.1.5.6 HmMOtNOStNI deteKLOr ......covvviiiiii e 48
4.2 POPISHPLC ANALYZY .oiiiiiiiiiiii ettt e e e st e e e e e e e e e e e e e e as 48
MOZNOSTI STANOVENI VITAMIN ¥ SKUPINY B METODOU HPLC....... 50
5.1  HPLCANALYZA NIKOTINAMIDU , PYRIDOXINU, RIBOFLAVINU A THIAMINU
V NEKTERYCH VYBRANYCH POTRAVINACH .....uuttiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeessssssssssmnenens 50
5.1.1  POUZItE SUIOVINY ....cciiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiiiieeeeeeereeeeeeeeeaaaeaaaasassssnnssnneeeeeeess 50
5.1.2  RIPrava VZOrK .......ccoooiiiiiiiiiiicciiiitee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e as 50
5.1.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro®tani vitamif................ 50
5.2  SANOVENI ZMEN MNOZSTVi RIBOFLAVINU V MLECE A NEMLECNYCH
IMITACICH MLEKA P Rl SKLADOVANI V CHLADU POMOCIHPLC .........covviiiiiiiieinnn. 51
5.2.1  POUZItE SUIOVINY ....ccciiiiiiiiiiiitiieeeeeciiireeereeeeeeeeeeeeeeaeaaaasssssnnnsnnnneeeeeens 51
5.2.2  RIPrava VZOrK ........ccooiiiiiiiiiiicccciitee ettt e e e e e e e e e e e e e e e ns 51
5.2.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro®tani vitaminu................ 51
5.3  SANOVENI KYSELINY PANTOTENOVE V KOJENECKE VYZIVE VYSOCE
UCINNOU KAPALINOVOU CHROMATOGRAFI .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeaaaaeaeeeee e e e e 52
5.3.1  POUZItE SUIOVINY ....ccciiiiiiiiiiitiieeeeeiiiieeeee e e e et e e e e e e ee e e e e e s s s s s snsssnneeeeeeens 52
5.3.2  RIPrava VZOrK ........ccooiiiiiiiiiiiccciiiiteeeeee e e e e et e e e e e e e e e e as 52
5.3.3  Vybaveni a chromatografické podminky pro®tani vitaminu................ 52
5.4  SANOVENI VE VODE ROZPUSTNYCH VITAMINU V KOJENECKE VYZIVE
VYSOCE UCINNOU KAPALINOVOU CHROMATOGRAF I ...ccviiiiieeeieiisiee e 53
5.4.1  POUZItE @ SUIOVINY ...ceviiiiiiiieieie et e e st e e e e e s e e ennnes 53

5.4.2  BRIPrava VZOTKU ......ccoiiiieeieiieiiiiece o1t eeeaaaaaaeeeeeenan 53



5.4.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro@tani vitamif................ 53
55 STANOVENI RIBOFLAVINU A VITAMINU BgV MLECE A FARMACEUTICKYCH

PREPARATECH KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII SFLUORESCEN'NI DETEKCI ...... 54
5.5.1  POUZITE SUIOVINY ....cceeveiiriiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeesnsnnnssanaasaasaaaaaeseesssssesenneeeees 54
55.2 RIPraVa VZOTKU .....iieiie e ettt a s s e e e e e e e e aaeeaeesanenns 54
5.5.3  Vybaveni a chromatografické podminky pro@tani vitamif................ 54
5.6 EXTRAKCNi POSTUP PRAHPLC STANOVENI THIAMINU, RIBOFLAVINU A
VITAMINU BBV POTRAVINACH ... et ettt ettt et e e ee it s e ee e e eeneaneenees 55
5.6.1  POUZITE SUIOVINY ....ceeeeeiririiiiiiiieeeeeeeeeeeeeesnssnnnnanaaaeeeaaaaaaaseesssssesenneeeees 55
5.6.2  RIPraVva VZOTKU .....uuiiieeeeeeeieeiiieeeeeee s ot sssneaaaeaaaeesesnnsnnns 55
5.6.2.1 Postup extrakce pro stanoveni thiaminbd@lavinu......................... 55
5.6.2.2 Postup extrakce pro stanoveni vitamigiu. B..............cccoevvviviiiiiinnns 56
5.6.3  Chromatografické podminky stanoveni ........ccccccceeeeeiiiieeeceeeiiviiinn, 57
5.6.3.1 Chromatografické podminky stanoveni vitanBpa B;................... 57
5.6.3.2 Chromatografické podminky stanoveni vitanBgl.......................... 57
57 (HROMATOGRAFICKE STANOVENI RIBOFLAVINU A JEHO DERIVAT V JIDLE......... 57
57.1 POUZITE SUIOVINY ....vviiiiiiiiiiee s e e e eeeeeeititiiisss s s e e e e e e e e e e eeaeeeaesesnsnsnnnnnnnnnns 57
5.7.2 RIPraVa VZOTKU .....oiiiee e o st e s s e e e e e e e e aeeeaeesanenns 58
5.7.3  Vybaveni a chromatografické podminky pro@tani vitaminu................ 58
58 FERMENTOVANA MLEKA OBOHACENA VITAMINY SKUPINY B: STABILITA
VITAMIN U A VLIV NA VLASTNOSTI VYROBKU ..netenieieneeeeee e eeaeeeaeneeaeneeaenennes 59
5.8.1  POUZITE SUIOVINY ....cceeeeieriiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeesssnnnsnaaaeeeaaaaaaeseesessaesenneeeees 59
5.8.2 ] 012V BNz | 1 < USSR 59
5.8.3  Vybaveni a chromatografické podminky pro@tani vitamif................ 59
4 NV O] = SRRSO 60
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ttt ettt aeiaaa 62
SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK ..ot 66
SEZNAM OBRAZK U ..o e 67
SEZNAM TABULEK ... e e 68

SEZNAM PRILOH



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 9

UvoD

Historicky trend spdeby syfi, & uZ vCeské republice,éi ve swté vykazuje
nerovnondrny, ale neustaly nast. Stimto narstem spatby vSak vazista i nardnost
trhu, ktery zvySuje pozZadavky na syry v mnohaérech. Spdtebitel posledni dobou
vyZzaduje Siroky sortiment vyrébych syfi s tiznymi vlastnostmi, ta uz chwovymi,
vzhledovymi¢i pachovymi, ale také s vlastnostmi tykajicimi senstného slozeni syr
Velmi oblibené jsou u nas tavené syry, cozijeodiem jejich vysoké konzumace, ktera je
dlouhodols nejvyssi na site. Velké oblike se €Si i prirodni syry, a to zejména sygrstve

a termizované. Vyznamnou skupinu syz hlediska konzumace tkiosyry polotvrdée

a tvrdé.

Syry jsou dobrym zdrojem nugné kvalitnich bilkovin, které obsahuji vSechny esahi
aminokyseliny. Lakt6za je v syrech obsazena jempatrném mnoZstvi,fpvyrobeé syn

z ni vznika kyselina mtéa. Nepostradatelnou st@sti syfi je také tuk, ktery obsahuje
esencialni nenasycené mastné kyseliny. Naénkonzumace sfrs vySSim obsahem tik
muze vSak vést ke vniku zavaznych onemiménnag. obezit nebo zvySeni hladiny
cholesterolu v krvi a nasledrk srd&nim chorobam. Syry jsou také kvalitnim zdrojem
vitamini a mineralnich latek. Z lipofilnich vitaminje pfitomen vitamin A a D,
z hydrofilnich prakticky vSechny vitaminy skupiny Bitaminy jsou esenciélni latky, které
si organismus nedokaze sam syntetizovat, a protmysei gijimat z vrejSich zdrof.

Z mineralnich latek je hojnzastoupen vapnik, ktery jeildzity nag. pro srdzeni krve

a svalovowinnost.

Technologie vyroby syrse od dob prvnich zminek o nich posunula jiz kavau Grove,
Ze jsme schopni vyrobit syr ,na miru; tj. syr, Kte@bsahuje fesr¢ pozadované mnozstvi
latek nebo syr, ktery ma definovanou konzistencdaiky tomu jsme schopni vyrobit
nag. syr se zvySenym mnozstvim vapniku, se snizenynozeiwi tuki na gesré

poZadované procentd, syr obohaceny o nenasycené3 mastné kyseliny.

K tomu, abychom byli schopni vyrobitgsré definované syry s poZzadovanym sloZzegim
vlastnostmi, pdaebujeme znat metody, kterymi jsme schopni stanusiametry a sloZeni
syni. Jednou z&chto metod je metoda HPLC — Vysoagnina kapalinova chromatografie.

Touto metodou jsme schopni stanovit obsah vitéamdnjinych organickych latek, které
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jsou v syrech zastoupeny pouze ve stopovém mnodskvjejich stanoveni nelze pouZzit
jednodusSich metod.

Cilem této prace bylo vybratkteré postupy z metodiky HPLC, kterymi by bylo mozn
stanovit vitaminy skupiny B v syrech.
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1 MLEKO

Mlékem se nazyva tekuty sekret iné Zlazy savit Sekrety mléné Zlazy se &i na dw

skupiny — mléka nezrala a mléka zrala [1].

Nezralé mléko (mlezivo) je tekutina podobna mlééle jeji sloZeni je zra¢ odlisSné.
Mlezivo se liSi od zralého mléka i svym biologickyrhsahem. Je nezbytnym krmivem pro
novorozeni midiata, zabezpelje normalni rozvoj mladého organismu [2]. Mleziveni
a nesmi byt vyuzivano kijmnyslovému zpracovani.i€chod mleziva v mléko zralé trva

pramérné 7 — 10 dni od porodu.

Podle vzajemného pafru kaseinové a albuminow&&sti bilkovin rozliSujeme u zralych
mlék mléka albuminova (Zenske, psickd a kobyli) a mléka kaseinova (kravské, kozi,
owi a velbloudi). V naSich podminkach seirpgslow zpracovava fedevsim mléko

kravské, v mensi rfé mléko ovi a kozi [1].

Z fyzikalné—chemického hlediska je mléko disperzni systémadikke ze dvou zakladnich
¢asti: z vody, tzv. disperzniho priedi a z malycltéstic rozptylenych v tomto prdsti,
nazyvanych disperzni fazi. U mléka se podle vetikéiste&ek rozliSuji faze molekularni

(laktdza a mineralni latky), koloidni (bilkoviny)enulzni (tuk) [2].

1.1 Biologicka a vyzivova hodnota mléka a mi&nych vyrobki

Mléko a ml€né vyrobky paf v nasich zemich k oblibenym potravinam. Praviggiijem
mléka zarduje optimalni pijem vapniku, esencialnich aminokyselin, zinku, ujod
a vitamini B, Bi2 a vitaminu A. Proto by mléko a ndléé vyrobky nély byt nedilnou
souwasti naSeho jidelgku. Strava, ktera neobsahuje mlékonze vést ke zhorSeni
fyziologickych funkci a poruchanglesného a dusevniho vyvoje tid MIéko podporuje
optimalni vyvin kosti a zuba pgredchazi tak vzniku osteoporozy [3].

Clovek by mel denrg piijmout primérné 0,8 — 1,0 g vapnikughotna Zzena 1,5 g a kojici
matka az 2 g [4].

Mléko a ml€né vyrobky by v naSi stravmély predstavovat 2 — 3 porce denn

u dospivajicich é&i, tthotnych a kojicich Zen 3 — 4 porce dérh porce = 250 ml mléka,
125 ml jogurtu, 30 — 50 g syra) [5].
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1.2 SloZky mléka

Podle chemické skladby Ize organické a anorganiaiég, které se vyskytuji v mléce,

roztridit do #i substanci: voda, suSina, plyny [6].

Mléko obsahuje fimérné 87 az 88 hm. % vody, kterd se &mnvyskytuje jednak volna,
jednak vazana na koloidy a dale i chemicky vazafwdna voda tvei prevaznou ¥tSinu
mléka. Jsou v ni rozpu$ty jeho slozky, nap laktéza, minerdlni latky, kyseliny apod.
Voda vazana na koloidy je hydraté voda, ktera tvio obaly na povrchu jejicliastic.
Chemicky vazana voda se nazyva krystalickd. SuZatanuje vSechny latky zbylé po
vysuSeni. SuSinu mléka tfomlény tuk a doprovodné latky, bilkoviny a nebilkovinné
dusikaté latky, miény cukr — laktéza a ostatni sacharidy, vitaminyzyemy, hormony
apod. SuSinu td 12 — 13 hm. % mléka v zavislosti na jeho sloZ€irstw nadojené
mléko obsahuje imeérné asi 8 obj. % plyd. Prevazn&ast je oxid uhbiity (5 — 7 obj. %).

Cast plyri se do mléka dostava az po styku se vzduchem ¢htusik a kyslik) [2].

1.2.1 Bilkoviny

V mléce se nachazi velmi vhodna &mdvou skupin bilkovin: kasein a syrovatkoveé
bilkoviny [1].

Kasein je hlavni bilkovinou mléka. V kravském ml¢e@bsazen v mnozstvi 2,4 az 2,6 %.
Tvoii 75 az 79 % celkového dusiku v kravském mléceegbstradatelnych aminokyselin
obsahuje valin, leucin, isoleucin, fenylalaninptrgn, metionin, lyzin a tryptofan [6]. Jedna
se 0 komplex frakci fosfoprotain Zakladnimi frakcemi kaseinu jsau, p a k—kasein,
ostatni frakce kaseinu se povazuji za jejich dgyividasein je v mléce vazan na vapnik.
Zrednou kyselinou, @& jiz pfidanou nebo vytv@nou mlénym kysanim, se srazi volny
kasein pi pH 4,6 (pl kaseinu). #sobenim enzymwhymosinudochazi k rozgpeni
k—kaseinu, ktery tim ztraci gjyochranny vliv na ostatni frakce, a veSkeré fradeerysrazi
ve forme vapenatych soli. Obowgadhto zgisohi se pouziva k vyrabsyni a to bu’ tzv.
kyselych, srdzenim kaseintigmbenim kyselin, nebo sladkychj praZzeni mléka sidlem

[71

Po vysrazeni kaseinu z mlékéi pH 4,6 Zistane v mléném séru fiblizné 0,6 hm. %
bilkovin, které se souhrinnazyvaji syrovatkoveé bilkoviny a tkiopriblizné 17 — 20 %

z celkového mnoZstvi bilkovin [2]. V syrovatkovydbilkovinach mléka se nachazi
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a—laktalboumin a p—laktoglobulin. Obsah vSech nepostradatelnych akyselin je
s vyjimkou metioninu vy3Si nez v kaseinu. Velmi mgnje vysoky obsah cysteinu

a tryptofanu, na ktery je kasein chudy [1].

1.2.2 Miéény tuk

Mlécny tuk ma velmi komplikované slozeni a strukturakladnimi slozkami jsou: mono—,
di— a triacylglyceroly, volné mastné Kkyseliny, folgbidy, steroly, estery stena|
uhlovodiky a v tucich rozpustné vitaminy. Z celkawyipida mléka vSak kolem 98 % tvio
triacylglyceroly. Z nasycenych mastnych kyselinitvoej&tSi podil kyselina myristova,
palmitova, stearova a z nenasycenych kyselina\@ejfy] a esencialni mastné kyseliny —

kyselina linolova a linolenova [1].

1.2.3 Mléény cukr
Laktoza se vyskytuje specificky jen v mléce, prettaké nazyvana miay cukr [7].

Rada vlastnosti laktozy jettbZitych pro mlékarenskou praxi.id®levsiim je to jeji
schopnost rozkladutgobenim bakterii méé@ého kvaSeni¢ehoz se vyuzivaip vyrobe
tekutych kysanych mé@ych vyrobKi, tvarohi, symi a masla. Na druhé strage vsSak
utilizace laktézy na kyselinu migou @i nehygienickém zjsobu ziskavani mléka a jeho

nedostaténém vychlazeni v prvovyra@lpricinou kysnuti, srdzeni a znehodnoceni mléka.

Pri vyrobé sym prechazi laktéza do syrovatkytiwyrobe sladkych syl témei ze 100 %,
pii vyrobé kyselych syit asi ze 70 %. Vysoka vyzivna hodnota syrovatkyrg/pv jejim
obsahu laktézy [6].

1.2.4 Mineralni latky

Celkovy obsah mineralnich latek se #jife zpopelgnim [6]. Obsah popelovin v kravském
mléce kolisa vintervalu od 6 do 8 4.[7]. V mléce jsou obsaZeny soli anorganické
a organické. Z celkového obsahu soli je asi 40 $fofesnani, 20 % chloridi a 5 % oxidu
vapenateho. Organické soli jsou zastoupeny citngnano asi z 35 %. Z najtezitejSich
prvkia obsahuje mléko vapnik, fosfor, dalet¢il, sodik, draslik a chlor. Ze stopovych

prvkia mléko obsahuje s, zinek, Zelezo a mangan [6].
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Tab. 1. Obsah hlavnich mineréalnich latek v mléce[7]

Obsah v mléce (g . 1)

Prvek Primérna hodnota Interval

Ca 1,21 0,90 - 1,40
P 0,95 0,70 -1,20
K 1,50 1,00 — 2,00
Na 0,47 0,30-0,70
Cl 1,03 0,80 - 1,40
Mg 0,12 0,05-0,24
S 0,32 0,20 - 0,40

1.2.5 Vitaminy

V mléce jsou fitomny veSkeré vitaminy, i kdyZ koncentragkterych je pouze minimalni
[7]. Pavodni obsah vitaminv mléce po nadojeni se cestou ke sgmteli casto snizuje,

a to i o vice nez 50 %, hla¥rvlivem neSetrného o%ewani nebo $ technologickém
zpracovani. MIéko obsahuje vitaminy rozpustné ja&k wod, tak i vtuku, obsahuje
relativré vysoky obsah vitaminu A i jeho prekurzopakarotenu. MIéko je wezitym
zdrojem ve vod rozpustného vitaminuBriboflavinu) a vitaminu B (kyanokobalaminu)

a pongrné dobrym zdrojem vitaminu B(thiaminu), B (pyridoxinu) a biotinu [1]. Behled

o pramérném obsahu jednotlivych vitaniinv mléce, a pro srovnani v masle a syrech,

udava nésledujici tabulka 2 [7].
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Tab. 2. Prumérné obsahy vitamini v mléce a syrech[7]

Obsah vitamini (mg . kg?)
Vitamin Mléko Syr
A 03-1,0 1,6 -3,2
Provitamin A 0,1-0,6 0,3-0,8
Thiamin 0,3-0,7 02-0,6
Riboflavin 0,2-3,0 3,3-57
Pyridoxin 02-20 04-0,8
Korinoidy 0,003 — 0,038 0,006 — 0,017
Niacin 0,8-5,0 0,3-16,0
Kyselina listova 0,03-0,28 0,08 - 0,82
Kyselina pantotenova 0,4-4,0 29-4,0
C 5-20
D 0,001 0,008
E 0,2-1,2 3,0-35
K 0,01-0,03
Biotin 0,01 -0,09 0,02 - 0,05
1.2.6 Enzymy

V kravském mléce byl detekovan velkydeb enzyni. Enzymy jsou jednak syntetizovany
v mi&né Zlaze, ale dkteré se dostavaji do mléka z krve. Kkomativnich enzyr
obsahuje nadojené mléko i mikrobialni enzymy z &ominhujici mikrofléry. V mléce se
nachazeji tyto enzymylaktoperoxidaza, xantinoxidaza, katalaza, lipazpsfdtazy,

proteazy, amylazglysozyni7].
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1.3 Technologicky vyznamné vilastnosti mléka

1.3.1 Kyselost

Z technologického hlediska je nejvyznaljsh obsah a formy vapniku v mléce, protoze
aktivita C&" vyznamm ovliviiuje koloidni stabilitu kaseinu, tedy jednak ternadsitu

mléka a jednak sladké srazeni mléka a vlastnagnsyy @i vyrobé syn.

Celkovy obsah vapniku v mléce jeapwrné 120 mg.t, 30 % je pitomno v rozpustné
formé v ml&ném séru fedevsim jako hydrogenfosf@rean a citrat, ovSem mé&mez 10 %
z celkového mnozstvi vapniku je v disociované farrRrevaznacast vapniku je pak

v mléce pitomna v nerozpustné formtzv. koloidniho fosforénanu vapenatého [8].

1.3.2 Kysaci schopnost

Kysaci schopnost je rozhodujicim kritériem zda ecelbude zaji8h dobry fist gidanych
Cistych mlékdskych kultur. MIéko musi obsahovat vSechnyi@ohé slozky pro rozvoj
piidanych kultur a nesmi obsahovat Zadné latky, ktendo rozvoj potléuji (inhibi¢ni
latky — specifické — imunoglobuliny a nespecifickélysozym laktoferin, transferin

a dalsi).

DalSim faktorem, ktery ovliwije kysaci schopnost, je jeho naslednéregéipo nadojeni.
Vlivem chlazeni mléka dochazi k fyzikékrchemickym zminam, rozpadu kaseinovych
micel, zmenseni jejich stuprhydratace, ke z#mam v rovnovaze jednotlivych forem
mineralnich latek a ke zvySovani pH. ¥stedku €chto zneén dochazi i ke zhorSovani

rastu WtSiny bakterii mléného kyséani.

1.3.3 Syritelnost

Pro syraskou technologii je wezitym kriteriem syitelnost, tj. schopnost srdzet se
syfidlem a tvdit syfeninu poZadovanych vlastnosti. Proces srazeni nsigklem probiha
ve dvou fazich. V primérni fazi dochazi pouze kitivhproteolyzex—kaseinu, v sekundarni
fazi ke koagulaci frakci kaseinu zéitpmnosti vapenatych ioft Syritelnost je ovliviena
celoufadou faktolt souvisejicich s chemickym sloZzenim miléka a vditahijeho slozZek.
NejvyznamujSi faktory jsou obsah kaseinu a zastoupeni jelasicfr velikost a stav

kaseinovych micel, obsah a formy vapniku a fosforaléce, zejména rovnovaha kalcium
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kaseinatového — kalcium fosfatového komplexipgdre i dalSi mineralni latky, pH mléka

a teplota.

1.3.4 Tepelna stabilita

U fady technologickych posttipjako je vysoka pasterace, kratkodobyigatai vysokych
teplotach (UHT, Ultra High Temperature, ultra vyaddkeplota) nebo klasicka sterilace, je
dulezitou podminkou zpracovatelnosti mléka jeho ddiegelné stabilita, neboli relativni
odolnost mlénych bilkovin proti vysrazeniipzahevu. Ze soubdr vlivi pasobicich na
tepelnou stabilitu mléka je nejvyznaggi jeho slozeni, zejména skladba bilkovin,
mineralnich latek a jejich vzajemné vztahy. Bilkoviml&ného séra (imunoglobuliny)
jsou \ici tepelnému zatevu citlivejSi nez frakce kaseinu. Tepelna stabilita je davdma
souvislosti s rovnovahou mezi obsahem vapnikuiéilo (jako zasadité slozky) a aniént
kyseliny fosforgéné a citronové (jako kyselé slozky). Vyznamny wikaje i pH mléka,

zmeény rovnovah v mléce vigledku skladovaniipnizkych teplotach [7].

1.4 MIléko jako surovina k vyrobé syri

Rozhodujicim¢initelem @i vyrob¢ sym je jakost zpracovaného mléka. Pozadavky na
jakost mléka jsou podle jednotlivych dfukyri rozdilné. Kyselé a oltgjné sladké syry
nevyzaduji mléko po vSech strankach tak jakostkd jatkteré druhy jemnych sladkych
syni, zejména tvrdé syry s vysoko dolanou syeninou. Jakosti mléka se rozumi jeho
chemické slozeni, cliové a aromatické vlastnosti a také mnoZzstvi a druhy

mikroorganisnd, které se v &m nachéazeji.

Na tchto vlastnostech zavisi i#glnost mléka, tj. schopnost mléka Keyi a k tvork
pevné sieniny, a kvasnost mléka, tj. schopnost mléka \igtvaéhodné progedi pro rozvoj

acinnost uziténych mikroorganizr, predevsim bakterii mé&ého kysani [9].

1.4.1 PoZadavky kladené na jakost mléka z hlediska jehdhemického sloZeni a

fyzikalnich vlastnosti

Slozeni mléka neni konstantni aémh se v pibéhu lakt&ni doby a mista produkce

i u zdravych, dofe Zivenych dojnic. NeptSi zmeny nastavaji v obsahu tuku a bilkovin,

Mriviw s

obsah kaseinu, nebma jeho obsahu a dmosti mléka je zavisla W§Enost [10].Cim
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tucngjsi je mléko, tim vySsi je obsah bilkovin v mlécBm mér se spaebuje k vyrol 1

kg syra.

Krome tuku a bilkovin maji pro vyrobu symejwtsi vyznam rozpustné vapenaté soli, které
maji Eiznivy vliv na syitelnost mléka a vlastnostiigniny a celkovy obsah vapniku, ktery
je dilezity pro vazbu kyseliny mé@é kEhem technologického postupu. Kréndoby

laktace fisobi na obsah vapniku v mléce krmivo a slozédi/p
Na chemické sloZeni mléka ma niepivy vliv zdravotni stav dojnice a nevhodné krinen

Fyzikalni vlastnosti mlékagsné souvisi s jeho sloZzenimjgulevsim krmivo a zdravotni

stav dojnic méni sloZzeni mléka, gmi i jeho fyzikalni vlastnosti (hustota, apod.) 11

1.4.2 PoZadavky kladené na jakost mléka z hlediska mikrablogické ¢istoty

O jakosti a vhodnosti mléka pro vyrobu jednotlivydhuhi syri z hlediska bakterialni
gistoty rozhoduje nejen et mikroorganizm v mléce, ale fedevsim jejich druhCerstw
nadojené mléko nema obsahovat vice nez 100 O0OM@anganiznd v 1 ml (30 °C), Zzadneé
patogenni bakterie, Zadné hnilobné bakterie, dditéebe maselného kvaseni (sporotvorné)
a plynotvorné. Sporotvorné bakterie maselného kiageostatni sporotvorné bakterie
zpasobuji nejetsi potize fi vyrobé tvrdych syfi, neba@ zpisobuji velké Skody na jejich
jakosti a znesnadji zpracovani takovych symna syry tavené [10,12].

Po mikrobiologické strance mohou bytekter4d krmiva zdrojem mikroorganizm

Skodlivych mléku. Mikrobiologickou kvalitu mléka wnuje takécistota i dojeni a dalSi

oSetovani mléka po nadojeni [9].
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2 SYRY

Syry pati k nejhodnotijSim potravinAm z pohledu svého slozeni. Podle dstatu
FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/World afth Organization, Organizace
pro vyZzivu a zer&délstvi/Swtova zdravotnicka organizace) zroku 1963 jsou syry

definovany takto:

Syr je ml€ny vyrobek vyrobeny srazenim nifé& bilkoviny z mléka fsobenim s§dla
nebo jinych koagukmich cinidel, prokysanim a odtenim podilu syrovatky. Principem je

odcEleni ukitého podilu syrovatky ze srazeniny mléka stanova¢rosti.

Z nutricniho hlediska jsou syry plnohodnotné vyrobky obgiahuwsechny esencialni
aminokyseliny. Zdrojem vyuZitelné energie jsou bilikny a mi€ny tuk [13]. Rizné druhy
symi se vyznauji vysokym obsahem mineralnich latek, z nichedmi misto zaujima
vapnik, dilezity a nezbytny protst a zdravi kosti. Nemérdalezité jsou ale i dalSi latky
jako fosfor, hacik, sodik, draslik, aj. [14]. U tmych syfi je pgiitomen vitamin A a D,
u vSech druh vitaminy skupiny B [13]. Syr je tedy potravinouteka Zistane trvalou
souwasti stravy dnesSni populace, a to vyiv@ro zpracovatele mléka ske Sance

a rilezitosti do budoucna.

V roce 2004 bylo \Ceské republice vyrobeno 148,6 tis. tunissrtvaroli; v roce 2005
vyroba gredevSim z @ivodi vyznamného dovozu ze zemi Evropské Unie pokleséamst
5 % na pouhych 141,2 tis. tun. Sigtia syl v Ceské republice, stejrtak jako vyroba, jde
ruku v ruce s celogtovymi vyvojovymi trendy. V roce 2007 byla u nassd@ena zatim
historicky nejvySsi spétba syit a tvarotfi, a to ve vysi 17,1 kg na osobu [15]. Spba
u nas sice nedosahuje Urévmejwtsich setovych konzumerit sym (Recko 29 kg, Francie
25 kg, Nemecko 22 kg), je ale jednozit& nejvysSi ze zemiigdni a vychodni Evropy
a predsi i radu vyznamnych mlékskych zemi (Velka Britanie, Spéeko, Australie, Novy
Zéland) [14].

Na celkové spaebs 17,1 kg se firodni syry podileji hodnotou 11 kg (64 %), taveyéy
2,7 kg (16 %) a konzumni tvarohy 3,4 kg (20 %)][15
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Obr. 1. Spotreba sy v CR v letech 1996 — 200616]

2.1 Rozdéleni syni
Syry je mozné éit podleiady hledisek:

Podle pouzité suroviny se syryldna:

1. prirodni syry, tj. klasické syry, vyréhé gimo z mléka

2. tavené syry, které jsou vygaty dalSim zpracovanintipodnich syi

3. syry, ve kterych je mé@y tuk nahrazen rostlinnymi

4. imitace sy, které jsou fipravovany rekonstituci jednotlivych slozek mléka

Podle druhu pouzitého mléka se sy&i da:

1. kravské
2. ol
3. kozi apod.

Podle obsahu suSiny se sygjidha:

1. extra tvrdé (mé&nnez 47 %)

2. tvrdé (obsah vody 47 — 54,9 %)
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3. polotvrdé (55,0 — 61,9 %)
4. polontkké (62 — 68 %)
5. mekke (vice nez 68 %)

Podle procentického obsahu tuku v sti&a syry dli na:

1. vysokotdné (nad 60 % tuku)
2. plnotiné (45 — 60 %)

3. poloti&né (25 — 45 %)

4. nizkot¥né (10 — 25 %)

5. odtinéné (pod 10 %)

Podle obsahu vody v tukuprosté sdse syry dli na;

1. mekké (minimalré 67 %)

2. polotvrdé (54 — 69 %)

3. tvrdé (49 — 56 %)

4. extra tvrdé (ménhnez 51 %)

Podle zpisobu srazeni mléka se sysficha:

1. kyselé syry — ip vyrob¢ se uplatuje pouze kyselé sradzeni. Do této skupinytipat

pramyslovy tvaroh a z & vyrabéné Olomoucke tvarky.

2. sladké syry —i srdzeni mléka se upiatje jen misobeni skidla. Pati sem polotvrdé

a tvrdeé syry.

3. syry se smiSenym srazenim mléka vlivem kysetmgéné a syidla. Do této skupiny

pati mékké syry a tvarohy a tato skupina seg fadi mezi sladké syry.

Podle zfisobu zrani se syngt na:

1. nezrajici syryderstvé, termizovane)
2. syry zrajici na povrchu, s mazem na povrcheele hmot

3. syry zrajici (plisové) s tvorbou charakteristické plésma povrchu, s tvorbou

charakteristické plishuvniti hmoty [13]
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Podle technologie vyroby se syr§lidha;

1. Syry prirodni
A. syry sladkého syratvi:
— gerstvé syry — syry, u kterych neprobiha zrani {nametanovy syr)

— mekké syry — syry roz&lené do dalSich podskupin podle pouZiigte kultury, ktera je

piedevsim nositelem senzorickych vlastnosti$imou jsou nelisované:
e syry zrajici v chladu (n&pZlato)
e syry zrajici pod mazem (nagromadur)
* syry s bilou plisni na povrchu (raplermelin)
* syry s modrozelenou plisni uvhiésta (nap. Niva)
* syry s kombinovanym nastem plisg (nag. Vitavin)
— bilé syry — syry nezrajici diky vysokému obsBlaCI, uchovavané v solném roztoku:
» syry nelisované (n&pBalkansky syr)
» syry lisované (nap Akawi)
e syry paené (nap Jadel)

— pdaené syry — v pibéhu technologie se syry ,p& ¢imz ziskava finélni vyrobek

vlaknitou strukturu
— tvrdé syry — zvySené susiny se docili vySSi teplapracovani, nez byla teplotdisy.
* syry s nizkodotivanou syeninou (syry holandského typu, itagidam cihla)

* syry svysokodofivanou syeninou tvdici oka (syry ementalského typu, nap

Primator)

* syry s vysokodativanou syeninou netvtici oka (syry parmezanského typu, hap

Grand Moravia)
* syry s vysokodativanou mletou s§ninou (syryedarového typu)

— ostatni vyrobky (napsladky kasein)
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B. syry kyselého syratvi:

— tvarohy

— kyselé syry zrajici pod mazem
— ostatni vyrobky

2. Prepracované

— tavené
¢ druhové
e smisné

—suSené [17]

2.2 Technologie vyroby sladkych syé

Mezi sladké syryfradime vSechny ifrodni syry, u nichZz ke srazeni mléka pouzivame
enzymi obsazenych v sigle. Proces srazeni trvatpnérné 20 — 120 minut. Za tuto dobu
vznikla syenina nestd prokysat a ma chusladkého mléka. K prokysani dochazié&tsy

¢asti kEhem dalSiho zpracovani.

Technologické operaceftipvyrobé sladkych syt probihaji nasledovn tepelné oseéeni
mléka, Uprava iged zpracovanim, ggni, zpracovani sgniny, formovani a lisovani syr

soleni a zrani [13].

Tento jednoduchy postup ma vsak tolik amnkolik je drutii sladkych syii. Rozmanitost
vyroby sp@iva v tom, Ze lze pro kazdy druh syra prasésito jednotlivé ukony jinak nebo
nékteré i vynechat. Zgma nebo vynechéni Ukonu znamen&mmvyrobniho procesu,

a tim i znénu slozeni a vlastnosti zralého syra [18].

2.2.1 Tepelné oSdateni mléka

Pasterace mléka zdjife zdravotni nezavadnost 8yrPro vyrobu syt se nejastji
pouziva Setrné pasterace (72 °C po dobu 15 s).i\pgsterani zalievy jsou nevhodné,

protoZe se zhorSujeisielnost mléka a oddovani syrovatky [8].
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2.2.2 Uprava mléka pred syenim

Uprava slozeni mléka se tyka Gpravyrosti mléka z hlediska pozadavku standardizace
obsahu tuku v susinsyra a Upravy rozpustnych vapenatych soli po sténegast)i
piidavkem chloridu vépenatého). Mikrobiélni Zivot kdé se upravuje fanim
mikrobialnich¢istych kultur v fiznych davkach (podle druhu vygdieho syra) a nechaji se

pomnozit.

2.2.3 SyFeni mléka

Pisobenim siidlového enzymuchymosinunebopepsinuna mléko se molekula kaseinu
rozklada na d¥ molekuly parakaseinu a vznika tuh&esyina, ktera je zakladem vyroby
sladkych syfi. PouZivané sidlo je vytaZzek ze suSenych Zaludgajicich telat, ktera jast

negijimala Zzadnou pevnou potravu [18].

2.2.4 Zpracovani syfeniny

Zpracovani skeniny zahrnujgadu operaci podle jednotlivych fysyri. U mekkych syi
je zpracovani g¢niny jednoduché a postge pokrajeni seniny a Setrné nalévani do
forem. U tvrdych syir je zpracovani natmé, vyzaduje vlastni krajeni, odpoirst

syrovatky s pipadnym napou&him praci vody, phiivani a dosouseni [13].

2.2.5 Formovani, odkapavani a lisovani syi

Kazdy druh syra méa &y standardni tvar a velikost (bochnikovy, hranatgjcovity,
kulovity apod.). Syry se formuji v tvitkach, v nichz také odkapavaji (samovolné
uvoliovani syrovatky jen tlakem vlastni vahy®ynebo se lisuji (vytkovanim syrovatky

u tvrdych sy zvySenym tlakem pod lisy). em formovani sgnina dale prokysava

a ml&ny cukr se mani na kyselinu miéou [18].

2.2.6 Soleni syi

Soleni je nezbytna operace vSech dritarovanych a zrajicich syr Soleni zpefuje
povrch syra, reguluje obsah vodyégtt syra, coz ma navaznost na konzistersta

a mikrofloru, pfibéh kysani a zrani [13].
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Syry se solifemi zpisoby. Soli se kil pfimo syenina ve va# nebo @i formovani, tj.
soleni v &ste, anebo se soli az hotové syry po zformovani, hutb v koncentrovaném
roztoku soli — soleni v solné lazni nebo se prosgpgaovrch syt suchou soli a ta se pak
vtird — tzv. soleni na sucho. Volbaigpbu soleni zavisi na druhu syra a jeho pozada&ku n

soleni [11].

2.2.7 Zrani syra

Zrani lze definovat jako vesSkeré biochemické prgcpsobihajici v syrech {sobenim
mikrobialnich enzym, ptipadré syidlovych enzyni. Zrani sy ovliviiuje vzhled, cht
vani a konzistenci syra. #em zrani podléhaji nejisim znménam laktéza a mitdé

bilkoviny, u rekterych syt také tuk.

Biochemické procesy probihajici v syrech je moaeelit do tii zakladnich fazi, které na

sebe plynule navazuiji:

1. Prvni faze: Dochazi k rozkladu laktozy bakteriemeécného kysani za vzniku kyseliny
mléné. Hlavni rozklad laktozy nastava vipghu formovani syir, béhem odkapévani
a lisovani syt je nejintenzivijSi. Pokud neni dokysani dok@mo i lisovani, syry se

ukladaji po vyjmuti z tvidtek na police do temperované mistnosti k dokysani.

2. Druha faze: Dochazi ke sniZzeni kyselosti sydng& vazbou kyseliny miéé na
rozkladné produkty bilkovin a jednak jejim mikrolugickym rozkladem na kyselinu

propionovou, CQa vodu, pipadre i dalSi slodeniny.

3. Treti faze: V této fazi probiha proteolyza bilkovanto anaerokhv celé hmat nebo

aerobr od povrchu dovnit

Zrani syf probih& ve zracich sklepich. Optimalni podminkyldy a relativni vihkosti
jsou dany pro typ syra. Doba zranitsge pohybuje od 24 hodid€fstvé syry solené), po
dobu rékolika dni (Romadur, Hermelin), tydn (Zlato, Niva), az mésial (Moravsky
bochnik, Emental) [13].
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2.3 Popis jednotlivych druha sladkych syni

2.3.1 Cerstvé syry

Do skupiny ¢erstvych syit pati syry, jejichz vyroba je ukamna u ®&kterych druli
prokysavanim dggniny, u ostatnich vysolenim. Syry se konzumufierstvém stavu,
nenastava u nich hlubSi rozklad bilkovin (odpaddndirani syé)). Tyto syry si

zachovavajtistou ml&nou chda’, mirrg nakyslou. Do skupinyerstvych syit pati:
1. ¢erstveé syry nesolené — pomazanky, krémovy syr

2. ¢erstvé syry solené — cottage [11]

2.3.2 Mékké syry

Charakteristickym znakem jedkka, soudrZzné az drobiva konzistenc#.j@ich vyrobs se
syfenina ve wtSine pripadh pouze krji, nefhiiva ani nedosousi, syrovatka se ddije

bez lisovéani [13].

1. Syry zrajici v chladu — typické svoji slamovoanmu a Spekovitou konzistenci,
v pribéhu technologie se pia zrani probiha rovno#mné v celé hmat a @ nizkych
teplotach (6 — 10 °C). Rasem nap Zlato a italsky syr Bel Paese [17].

2. Syry zrajici pod mazem — typické oranZowaym ,mazem" na povrchu, ktery vytkia
bakterieBrevibacterium linesTyto bakterie zfisobuji proteolyzu od povrchu syra downit
hmoty, disledkem je uvdlovanicpavku zpisobujici typické aroma [17]. Do této skupiny

pati Romadur, dezertni syr, francouzsky Livarot nebat3aulin [13].
3. Syry zrajici s plisni se podleigobu naistu a druhu pouzité plismkli na:

Syry splisni na povrchu — charakteristické vagomit myceliem plisné Penicillium
camembertia Penicillium candida na povrchu syra, ktera @gobuje v pibéhu zrani
proteolyzu od povrchu doviijtale také typické houbové aromdippminajici zampiony
[17]. Typickymi pedstaviteli jsou Camembert, De Brie. U nas jsowa§my pod nazvy

Hermelin, Sazavsky syr [13].

Syry s plisni vdst — typické mramorovitym nebo strogk®@vitym nafistem modré nebo
modrozelené plign Penicillium roqueforti Je nutné ji vytviit béhem zrani aerobni

podminky propichavanim celé hmoty syré. #ani kron¢ proteolyzy probiha i lipolyza
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udlujici syru charakteristickou ckiil17]. Predstaviteli jsou francouzsky Roquefort, italska

Gorgonzola, u nas Niva [13].

Syry s kombinovanym nastem pliss, do této skupiny p&tnag. Vitavin [17].

2.3.3 Polotvrdé a tvrdé syry

Skupiny polotvrdych a tvrdych syise od sebe liSi technologickymi odliSnostmi, dés/he
svoji velikosti, tvarem a cliavymi zvyklostmi. K nejasgji vyrabénym polotvrdym syiim
pafti syry holandského typu, z tvrdych &yjsou to syry ementalského typu. Zng podil
syra'ské produkce tid Cedar — syr na hranici mezi tvrdymi a polotvrdyrmiysii 7].

1. Syry s nizkodativanou syeninou — typické pro tuto skupinu fyhe dokivani

a dosouSeni ggniny (i teplo€ 34 — 42 °C [13]. Hlavnim technologickym znakem je
odcerpanicasti syrovatky v prbéhu zpracovani zrna a jeji nahrazeni horkou ,,praciou.
Syry se vyraji o hmotnosti 0,3 — 20 kg ve tvaru bochniku, cibtpule, salamu nebo
bloku, jejich chd je pfijemne mlé&né nakysla, jemé syrovita, barva krémova, konzistence
celistva, narezu jsou drobnadta velikosti hrachu [17]. Sy puvod maji v Holandsku,

u nas se vyralji syry s ozndenim Eidamska cihla, Gouda, Eidamsky blok [13].

2. Syry s vysokoddifivanou syeninou — hlavnim technologickym znakem je vysokdota
doh¥ivani zrna i jeho zpracovani 45 — 55 °C, pouziti termofilngatharolytickych kultur
a bakterii propionového kvaSeni, které vyiy@o syr charakteristicka prava oka velikosti
ofechu. Jejich chiije nasladla, jemn oriSkova, konzistence drobiva [17]. Typickymi

zastupci této skupiny jsou Emental, Moravsky blok.

2.3.4 Pai'ené syry

Mezi paené syry pat syry zahrnuté ve skupinmékkych nebo tvrdych syt ale vzhledem

ke specialnimu zpracovaniireniny se obvykle uvagi samostaté

Pro pd&ené syry je charakteristické, Ze mndirprokysand sgnina (pH 5,0 — 5,2) se
zpracovanim v horké vedstava plastickou, coz umiZle rozmanité tvarovani syr
Vylisovana a prokysana i@nina se kraji na kostky, které se dopravuji didcfi@o stroje,
kde syr znskne a zvléni. Do paici vody je mozné dodat stanovené mnozstvi saly, s§
casténe vysoli. Nap#&ena surovina se tvaruje, poté se rychle vychlaatiliana sucho nebo

v solné lazni [13].
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2.4 Technologie vyroby kyselych syt a tvarohi

Podle zfisobu srazeni mléka se tvarohy rélafi do dvou skupin. Jednu skupinu fo
tvarohy, i jejichz vyrok® se uplaiuje pouze kyselé srazeni be#idavku syidlovych
enzymi — ozn&ované jako tzv. kyselé syry. Takto je vyakivaroh na strouhani (tvrdy
tvaroh) a tvaroh mmyslovy, ktery je zakladni surovinou pro vyrobu élygh syfi. F¥i
vyrob¢ ostatnich tvarah se uplaiuje pisobeni skidlovych enzyni i srdZzeni vlivem

kyseliny ml&né.

2.4.1 Technologie vyroby tvrdého tvarohu

Tvrdy tvaroh se vyrabi o sugi32 %. Je ufen pro pimou konzumaci nebo pro zpracovani
(pramyslovy tvaroh) [13]. MIéko se srazi dvoutepelnypisobem pi teplotach 22 — 28 °C
a po dosazeni &ité kyselosti se srazenindilpfeje a dale zpracuje. U gmyslového
tvarohu se pouziva i jednotepelnyaspb, i némz je tvorba kyseliny mi&é i srazeni

rychlejSi a probiha iipvysSich teplotach, 32 — 40 °C. Srazeninaié@m@ zpracovava [11].

2.4.2 Technologie vyroby nékkého tvarohu

Pti vyrob¢ mekkeho tvarohu se na srazeni podili veadtych mlékaskych kultur i syidlo.
Vznikla sraZzenina mléka se jiz ngp@ivA a syrovatka se odsiige samovolnym

odfiltrovanim gres tkaninu a Setrnym lisovanim nebo éel&inim [13].

OdliSnou technologii se vyrabi termotvaroh. PouzitiySSich teplot pasterace (90 — 96 °C)
s del3i dobou vydrze (5 — 6 min), pouzitim jinyahtd CMK (&ista mlékarenska kultura)
a hlavreé termizaci ped zpracovanim koagulatu se docili zachyceni a2o058érovych
bilkovin [17].

2.4.3 Technologie vyroby kyselych sy

U néas jsou to Olomoucké tiarky a Olomoucké ©inky [13]. Tyto syry jsou jedinym
puvodnim ¢eskym syrem. Vyrab tvanizka predchazi vyroba suroviny — {pnyslového
tvarohu. Vlastni vyroba z&na smisenimierstvého a skladovaného tvarohu, Upravou
obsahu susiny (32 %), NaCl (4,5 %)fidavkem bakterialni a kvasinkové kultury
a neutralizanich soli. Smas se rozemele, homogenizuje a tvaruje do pozadbwanéaru —

tvanizky malé, velké gnetky nebo tginky. Ty se poté susi (2 — 4 dny, 20 — 30 °C, vHiko



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 29

80 — 85 %). Oschly, fisovity povlak se odstrani pranim, takto ¢Seé tvaizky se
nechavaji zrat 3 — 4 dnyipteplot 17 — 21 °C. Dochazi k postupnému rozvoji kultury

Brevibacterium linenga proziravani hmoty od povrchu dovijit7].

2.5 Technologie vyroby tavenych syi

Tavené syry se vyrép mletim, misenim a emulgackippdnich syt a jinych surovin

s pridavkem tavicich soli p vysSich teplotach (85 — 89 °C, 125 — 135 °C nebo
u kontinualnich technologii az 140 °C). Taveniteghazi sms do tekutého stavu,
ochlazenim tuhne a vytfidnovou strukturu. Podle sloZeni &na charakteru fidanych

tavicich soli mize mit taveny syr konzistenci roztiratelnou neboil@u.

Suroviny pro vyrobu tavenych sytvori jednak suroviny mlékarenskéhovodu — girodni
syry (hlavié sladké syry, ale i tvaroh), ale i ostatni produktjekarenského twodu
(maslo, smetana, zah&sé mléko aj.) a suroviny nemlékarenskéhivquu — suroviny

k ochuceni tavenych gsyrnag. vyrobky masného pmyslu (uzené maso, Sunka, klobasy),
houby (Zampiony, Hliva UG§tnd), zelenina (kapigesnek, cibule, pazitka) a takérkai.
Nezbytnou sotasti tavenych syrrjsou tavici soli. Jsou to soli slabych kyselirtr@move,
fosfore:né) a alkalickych ko — Nd a K'. Tyto soli zansiiuji C&* ve struktiie kaseinu,
coz umoiuje jeho bobtnani a brani srazeni bilkovin. Daleusl jako emulgatory,
stabilizatory a latky upravuijici pH. Soli citratoméji schopnost vyimy C&£* mensi, proto
se pouzivaji pro vyrobu tavenych & tuzsi lomivou konzistenci, naopak fosfatove seli

pouzivaji k vyrobk roztiratelnych tavenych syf17].
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3 FYZIOLOGIE VITAMIN U SKUPINY B

Mezi Ziviny poZzadované zidodu mnoha zdékladnich fyziologickych funkci fedtnych
k Zivotu pati vitaminy. Na rozdil od jinych skupin Zivin, vitdny nemaji stavebni funkci,

ani jejich katabolismus neposkytuje energii.
Z hlediska funkce riize byt vitamin definovan nasledavn
» jako organicka latka odliSna od fuksacharid a bilkovin

» jako pirodni sloZzka potravin, ve kterych je obvykle zag®n v nepatrném

mnozstvi

e v nepatrném mnozstvi je zakladem pro fyziologickgkte (nap rast, vyvoj aj.)
[19]

» jako exogenni faktor, ktery e ziskavat @ity heterotrofni organismus pouze

z vrgjSich zdrof (potravou)

e pusobi jiz v malych koncentracich, které jsou nepoatglné s kvantitativni

potrebou zakladnich Zivin (tuky, sacharidy, bilkovingdsobi jako biokatalyzator

* sam nebo jeho metabolit (koenzym) urychlujerpenu latek (i energie), a proto je

pro normalni zZivotni funkce datgych organism nepostradatelny [20]

Mezi jednotlivymi vitaminy neexistuji po stranceechické zadné strukturni vztahy, podle
kterych by mohly byt klasifikovany. iezitym rozliSovacim znakem vitantirje jejich
rozpustnost. Podle té selidna vitaminy rozpustné ve védhydrofilni) a na vitaminy
rozpustné v tucich (lipofilni) [21]. Hydrofilni \aiminy nebyvaji zpravidla v organismu
vibec skladovany a jejichigbytek je vyloden mai, naopak lipofilni vitaminy jsou

skladovany v jatrech.

Mezi vitaminy rozpustné v tucich pat
« vitamin A (retinol) a jeho provitaminy (karotenojdy
» vitamin D (klaciferoly)
» vitamin E (tokoferoly a tokotrienoly)

« vitamin K (fylochinony, farnochinony)
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Mezi vitaminy rozpustné ve védadime:
— skupina vitamith B-komplexu:
e vitamin B, (thiamin)
» vitamin B (riboflavin)
« vitamin Bs (kyselina nikotinova a jeji amid)
» vitamin B; (kyselina pantotenova)
e vitamin B (pyridoxin)
» vitamin B (kyselina listova)
« vitamin B, (kyanokobalamin)
* Diotin
— vitamin C (kyselina L—askorbovéa a L-dehydroas&ed) [22]

Nedostatek kazdého vitaminu se projevuje u Zivyrgamisnii chorobnymi piznaky, které
se vlelkich formach oznaiji jako hypovitaminéza, WESich jako avitaminoza.
(nag. zmeny obsahu vitamiin pii skladovani, konzervaci apod.), nedostage resorpce
vitamini v zazivacim traktu (ndp onemocini zaZivaci soustavy), zvySena ieba
vitamini v organismu (gravidita, rekonvalescence) a vlivivdtlamini [23]. Nadbytek
nékterych vitamiii se ozna&uje jako hypervitamindza. U n&s se sni prakticky
nesetkavame, ifgina hypervitamindzy je &Sinou spojovana s nadmmym pisunem

vitamini pomoci dopika stravy [22].

3.1 Vitamin B; —thiamin

HiC N NH, SO, CH,OF
L

NCH CH;

thiamin
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V piitomnosti oxidanich cinidel nag. H,O,, |, se v zasaditém prdéstli oxiduje na
thiochrom nebo aZz na thiamindisulfid [22]. VitanBa se v Zivém organismu nachazi ve
dvou biologicky aktivnich formach a to jako thiamifosfat (TDP) a thiamintrifosfat
(TTP) [21]. TDP m& zasadni ulohu v metabolismu addh [24]. Druha aktivni forma
TTP, pisobi v nervech a pravpodobré i ve svalech P aktivaci kanalu chloridovych
ionta [22].

Vitamin B, se vyskytuje jak v rostlinnych surovinach, kdensehazi pevazie ve volné
form¢, tak i v Ziva&isnych produktech, kde je vazan ve feérfiDP [21]. Kvasinky
a vefové maso jsou nejvic koncentrovanym zdrojem thiamj2b]. Thiamin je v mase
ponerné nestabilni. Jednim zZidodh je vysoké pH masa>(5,5), dalSim tivodem je, Ze
velka cast thiaminu se v mase vyskytuje jako TDP, ktergijevéjSi k niceni nez volny
thiamin [26]. Cennym zdrojem prdovéka jsou ceredlni vyrobky, zejména celozrnné, dale

pak jatra, srdce, ledviny, mléko a i€ vyrobky a lugniny [22].

Chronicky nedostatek thiaminu vede k zavaznym fegitkym p@iznakim, wetns
poruchy koordinace pohyba mentalni zmatenosti [27]. Avitamindza vitaminu \R:de
k onemocsni beri-beri [22]. Jednou z dalSich nemoci spajary nedostatkem thiaminu
je  Wernicke—Korsakoffv syndrom. Toto onemoéni se nejasgji vyskytuje
u chronickych alkoholik [27]. Toxicita thiaminem je velmi nizka, takZe se

hypervitamindza prakticky nevyskytuje.

Souwasna doporena tabulkova vyzivova davka thiaminu prampérného obyvatel€ R
&inf 1,1 mg.deft [22].

3.2 Vitamin B, — riboflavin

Pisobenim UV paprsk se riboflavin rozklada za vzniku lumichromu (kysehebo
neutralni pH) nebo lumiflavinu (zasadité pH). U rhamapaj, jako jsou Sumiva a bila
vina, pivo, most, mléko a ovocné dzusy byva pogsowznik nefijemné chuti. Tato
piichw’ je zagricinéna s¥telnou degradaci metioninu a cysteinu Béopnosti riboflavinu,

ktery funguje jako sstelny senzibilizator a oxidai agent [29].
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CH,OH
HO-CH
HO-CH
HO-CH
s

HSCUN INYO
H,C N T
o)

riboflavin

V biochemickych systémech se vyskytuje volny nebézany ve formda koenzymni
oxidoreduknich enzynd. Ténti vzdy se vyskytuje jako soast flavinovych kofaktar
flavinmononukleotidu (FMN) a flavinadenindinukledti (FAD) [22]. Volny riboflavin se
také firozere vyskytuje v surovém a zpracovaném ovoci a kvagengpojich [29]. FMN
je syntetizovan v organismech enzymem riboflavokinazou nebo
riboflavinfosfotransferazau FAD vznikda z FMN adenylaci ¢inkem FMN-
adenyltransferazyFlavinové enzymy jsou akceptory vodikovych alomredukovanych

pyridinovych koenzyr.

Vitamin B, se nachazi jak v rostlinnych, tak i z&&nych organizmech. Mezi bohaté
zdroje tohoto vitaminu pé#tjatra, ledviny a srdce, mléko a & vyrobky, kvasnice,
obiloviny a rekteré druhy zeleniny (Spenat, brokolice). Odhadd@geze asi 40 % vitaminu
ziskaného potravou zaji§e mléko a vyrobky zd&), asi 20 % maso a 15 % ceredlie.
Riboflavin je daleko |épe absorbovan z potraviroZisného fivodu, nez z rostlinné stravy
[22].

Nedostateny prijem riboflavinu se uclovéka projevuje z&gtlivymi zménami kize
a sliznic, gkterymi animi nebo nervovymi poruchami [30]. HypovitaminGnéze byt

zpiusobena stresem, nemocemi Stitné Zlazy nebsiytankého seva.

VySe dopordeného denniho iffmu vitaminu B je vzhledem kjeho dsobeni
v energetickém metabolismu a metabolismu préteravisla na obsahu protéin
a energetické hodnbpotravy. Doportiena denni davka pro{mérného obyvatel€R je
1,5 mg.deft [22].
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3.3 Vitamin B3 — kyselina nikotinova a jeji amid

Pavodre byla nazyvana vitaminem PP, pegdse uzival ndzev niacin. V séasné
literature se ozné&ni niacin pouziva pro celou skupindibuznych latek tvienou

kyselinou nikotinovou, jejim amidem a jejich detiy§21].

|
=T C-NH, = CoOH
o e

nikotinamid kyselina nikotinova

Z kyseliny nikotinové vznikaji dva koenzymy, ktenéaji dilezitou roli v biochemickych
systétmech. Jednd se o nikotinamidadenindinukleotiNAD®,  NADH)
a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP NADPH), spoléné¢ ozna&ované jako
koenzymy pyridinovych dehydrogenaf22]. NAD® a NADF se podileji na syntéze
a odbouravani cultr mastnych kyselin i aminokyselin. N@jdzit¢jSi dehydrogenazy
ve kterych fisobi NAD" a NADF jako koenzymy, jsoualkoholdehydrogenaza
laktatdehydrogenazanalatdehydrogenazaj. [21].

AR

zdrojem jsou kvasnice, z vyzivoveho hlediska maseiginosti. Obiloviny jsou rovég

bohaté na kyselinu nikotinovou. Velmi mélo je taheitaminu v ovoci a zelenin

Poteba vitaminu B je ovlivniéna gisunem protei ve stra¥. V naSich podminkach je
hypovitamindéza z nedostatku vitaminy Bzacnd [22]. Strava s nedostatkem niacinu
(stejre jako tryptofanu), vede k z&rim na jazyku, dermatitigd hubnuti, pijmu, depresim

a demenci. ¥zké iznaky jako, deprese, dermatitida aijprovd onemocéni, jsou
spojeny s onemoénim, znamym jako pelagra [27]. Vysoké davkovanicimia mize
zvysit hladinu krevniho cukru a zhorsit tdiabetes mellitug31].

Pfi stanoveni dopotieného pijmu tohoto vitaminu je nutno uvazit krémpiijmu

z potravy, i ten, ktery byl vytwen v jatrech a ledvinach z tryptofanu. Dop@mné
vyzivova davka \CR pro obyvateléini 16 — 20 mg.deh[22].
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3.4 Vitamin Bs — kyselina pantotenova

V piirodk se nejastji vyskytuje jako pirozend sotast koenzymu A (CoA neboli CoA—-
SH) [22].

CH; OH O O
HOCH,~C— CH- C-NH-CH,CH,~C-OH
CHs

kyselina pantotenova

Tento vitamin je u lidi a ziat esencialnim faktorem prast, reprodukci a normalni
fyziologické funkce. Jako so¢ést koenzymu A se podili na metabolizmu aminokgseli
tuka a sacharidl. Specialni funkci ma tato kyselindi pyntéze a degradaci tiukprotoze
koenzym A pendsSi dvojuhlikaté zbytky (acetyl-CoA) a aktivujeagmé kyseliny
s dlouhymtiettzcem [21]. Kyselina pantotenova se v biochemicksgsiemech vyskytuje
i v dalSi forng, a to vdzana v nosném proteinu ACP-SH (ACP, Aeyti€r Protein), ktery

hraje dilezitou roli @i biosyntéze mastnych kyselin.

Y,

puvodu, ale ve velmi nizkych koncentracich.idme ji najit ve vajmém Zloutku,
ledvindch, jatrech, rybim mase, obilnych zrnechredy, lusninach, ryzi, houbéach

a kvasnicich [22].

Nedostatek kyseliny pantotenové je velmi vzacnyzraky deficitu je obtizné posoudit,

protoze pipominaji iznaky nedostatku ostatnich B vitarin{27].

Mezinarodi doporigené davky, které byly stanoveny na zakladitricnich studii, se
pohybuji v rozmezi 3 aZ 14 mg.dervyzivova doporidena davka pro obyvateléR byla
vypoitena na 7,3 mg.dér22].

3.5 Vitamin Bg — pyridoxin

Pojmem pyridoxin se ozmaji tfi fyziologicky inné vitaminy B, tzv. pyridoxinova

triada, tvdlena pyridoxolem, pyridoxalem a pyridoxaminem [21].
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Kazda z &chto latek niZze byt pouzita snadno savci paepené v jatrech na
pyridoxalfosfat, coz je aktivni forma vitaminu [32Pyridoxalfosfat se jako kofaktor
dekarboxylaz Gcastni reakci v metabolismu aminokyselin. Z reakei jedna hlavé

o transaminaci, dekarboxylaci a racemizaci [22].

Ve vyS§Sim mnozstvi se nachazi v drozdi, véenich vnitnostech, ve vapvém, diibezim
a rybim mase, dale pak v p&amich kliccich, ceredliich, celozrnnych produktech

a v sojovych bobech [21].

Nedostatek vitaminu 8je vzacny. Projevuje se zvySenou nervosvalovowdivasti
(cukani véek, u dti az kece), zapomdtlivosti, zarty sliznice dutiny ustni [33].
Avitamindza vitaminu Bje vzacna, v poslednich letech se diskutuje ohetzedostatku
pyridoxinu a kardiovaskularnim onemaan Vitamin B hraje dilezitou roli
v metabolismu homocysteinu, jehoz zvySen& hladipéazme je povaZzovana za nezavisly

faktor vzniku a rozvoje kardiovaskularnich chorob.

Vyzivova dopordend davka pro pmérného obyvatel&€R je 1,7 mg.deh Jeho denni

davka se zvysuje, jestlize stoupg@gm proteiri [22].

3.6 Vitamin Bg — kyselina listova

O
HoN. N N c=0
N . / O Chp
SN S CHy N »C—I\E— CH
OH H e C=0
®

kyselina listova
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Kyseliny listové v redukované formnjako tetrahydrofolaty (Th) jsou vyznamnymi
kofaktory transferaz prenasejicich jednouhlikaté zbytky (metylové —=Ckhetylenové —
CH,, formylové —CHO) [22]. Vitamin Bje v lidském organizmu nezbytny pro syntézu
purind, pyrimidini, regeneraci metioninu, oviuje syntézu histidinu, cholinu a serinu.
Hlavnim mistem biologickéhotigobeni jsou jatra. Nedostaty piijem folati zpomaluje
tvorbu DNA a dleni burgk, a tak zasahuje rychle selidi tkarg, jako je kostni ki —

vysledkem je anémie [21].

Kyselina listova se vifrodé vyskytuje zejména v zelenyatastech rostlin (Spenat, salat,
chiest). Dobrym zdrojem jsou i kvasnice. Z Ai&mych tkani je kyselina listova bokat

obsaZena v jatrech [23].

Vzhledem k relativé nizkému obsahu kyseliny listové ¥Amé smiSené straa zng&nym
ztratam v pitbéhu kulindrnich Gprav potravin, ke jeji deficit vnikat relativé ¢asto.
Mohou se projevit fiznaky jako nap poruchy #istu, zagty v dutin® dstni, poruchy
zazivaciho traktu, celkova slabost a Unava [21]itafwin6za vede k projéwn poruchy
krvetvorby. Je ®novana pozornost roli folat ve vztahu ke  kardiovaskularnimu
onemocgni a krakovig. Bylo zjiS€no, Ze nedostatek tohoto vitaminu vede
k hyperhomocysteinemii. Dostatey piijem kyseliny listové (vy3si nez 4Q@y.den’) je
nutné zajistit i v dod tehotenstvi, aby se maximélrsnizilo riziko poSkozeni neuralni

trubice u novorozeric

V CR ¢ini doporgena denni davka kyseliny listové pro osoby v prégokn veku
200 pg.dent. ZvySeny pijem aZ na 80Qug.den' je doporgen pro &hotné a kojici Zeny
[22].

3.7 Vitamin B 1, — kyanokobalamin

Vitamin By, pati do skupiny latek zvanych korinoidadi se sem v3echny latky odvozené
od korinu, jehoz skelet jefipuzny porfyrinu a vé&mz je komplexy vazan kobalt.
U kyanokobalaminu je na kobaltu v korinovém kruhazdéna kyanidova skupina (QN
Korinovy kruh tvai 4 pyrrolova jadra. Krom korinového kruhu je v molekule vitaminu

B1, vazana jestnukleotidova sloZzka s 5,6—dimetyl-benzimidazolakojbazi [22].
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V pifirozeném materialu se vyskytuje vitamin,Bprevazi ve forme koenzymu
nazyvaného kobamidovy koenzym [23]. k&ftany vitamin B se v metabolickych
procesech gni na své aktivni formy, koenzymy adenosylkobalamimetylkobalamin.
Adenosylkobalamin je zodpésiny za intramolekuléarniipskupovani alkylovych skupin
pii degradaci mastnych kyselin a aminokyselin. Maipiikdamin hraje dlezitou roli

v transmetyl&nich procesechipsyntéze metioninu a homocysteinu [21].

Vitamin By, byl nalezen pouze v mikroorganismech a potravin&eb¢isSného [vodu.
NejbohatSim zdrojem tohoto vitaminu jsou jatra dviey, maso, mléko, vejce a syry.
Rostlinna strava obsahuje jen stopové mnoZstvi dy@malaminu v fipac, Ze byla

zpracovana bakterialni fermentaci (kysané zeli).

Avitamin6za B, se projevi poruchou tvorby bk v kostni deni nazyvanou
megaloblasticka (perniciézni) anémie, tzv. zhoulohadokrevnost, ktera se projevuje
bledosti kiZe a sliznic, tnavou, nedostateu pohyblivosti a zavrati. Klasicky se projevuje

drastickym snizenim hemu.

Doporwsena davka vitaminuB se pohybuje v rozmezi 2,4 aZ agiden’ [22].
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3.8 Biotin
2
C.
I—EFTE [‘laiH
HC—CH 0
HQC\S _CH—(CHp)4~C-OH

biotin
Biotin se vyskytuje jako prosteticka skupina mnamymi katalyzujicich penos oxidu
uhlicitého. Negastji je vazan na proteinips e—aminoskupinu lyzinu. Hydrolyzou tohoto
proteinu se ziska biocytin, ktery je povazovan ktwvai formu biotinu [22]. Po strance
biochemické se biotin upkatje jako koenzym zraého pdtu enzymi Ucastnicich se

karboxyla&nich reakci [21].

V potravinach se biotin nachazi dwe volné forné nebo vazany na bilkoviny. Velmi
zajimava je vazba biotinu na avidinovou frakci ¥agho bilku, a to v posnu 3 molekuly

biotinu na 1 molekulu avidinu. Tato vazba je velpgvna a takto vazany biotin je
nevyuzitelny, pokud neni avidin denaturovan var@t].[ Bohatym zdrojem biotinu jsou

vajeiné Zloutky, jatra, ledviny, kvasnice adata.

Denni poteba je bZzr¢ kryta vitaminem z potravy a vitaminem vznikajiciimnosti viastni
strevni mikrofléry. U ¢lovéka v podstat nedochazi k avitamindéze nebo hypovitaminéze.
Nedostatek biotinu se projevi slabosti, anorexaijzeou, mentalni retardaci a koznimi
vyrazkami.

Doporweny denni Hjem biotinu pro dosflou osobu se pohybuje v rozmezi 30 az 100
ug.dent [22].
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4 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Vysoce @&inna kapalinovd chromatografigdligh Performance Liquid Chromatography,

HPLC) byla vyvinuta v polovig 70. let.

V poslednich deseti letech byl zaznamenan obroysékrok v rozvoji mikrokolon
a dalSich specialnich kolon. Ro&m typické HPLC kolony jsou 50 — 250 mm s ¥nitm
primérem mezi 3 — 5 mm. Obvykly pmér mikrokolony nebo kapilarni kolony se
pohybuje v rozmezi od 3 do 2Qén [34].

HPLC vyuZiva kapalnou mobilni fazi pro afeni slozek ze sisi. Tyto komponenty se
nejprve rozpusti v rozpoustie a pak proudiiles chromatografickou kolonu pod vysokym
tlakem. V kolor je sn&s rozdlena na své slozky. Stacionarni faze je definovjaka
nepohyblivy obalovy material v koléri35]. Fistroj, na kterém se provadi HPLC analyza,

se nazyva kapalinovy chromatograf. Vysledkem HPh&lyy je chromatogram.
Kapalinovy chromatograf je sloZzen&hto hlavnickasti:

» zasobnik s mobilni fazi

» cerpadlo

e davkovaci ventil

* kolona

» detektor

* vyhodnocovaci Zdzeni [36]
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Obr. 2. Schéma kapalinového chromatografu(l — zasobnik
s mobilni fazi, 2 —¢erpadlo, 3 — davkovaci ventil, 4 — stkg,
5 — kolona, 6 — detektor, 7 — rozhrani, 8 — vyhadwvaci

zaizeni)

Metoda HPLC existuje jako tzv. ,normalni* a ,revafz

* Normalni HPLC - stacionarni faze ma silpolarni charakter (ndp silikagel)

a mobilni faze je nepolarni (jako n-hexan nebatstdrofuran).

* Reverzni HPLC — stacionarni faze je nepolarni (bfgdmi), zatimco mobilni faze

je polarni kapalina, jako néglad snés vody a metanolu nebo acetonitrilu [35].

Reverzni HPLC byva ozfiavana jako RP—HPLC (Reverse Phase HPLC) a jeasi)

uzivanou formou HPLC [36].
4.1 Popis jednotlivych ¢asti kapalinového chromatografu

4.1.1 Zé&sobnik s mobilni fazi
Mobilni faze (zpravidla s&si organickych rozpou&el nebo vodné roztoky pufy se ed
pouzitim filtruji (odstragni neistot) a odplyiuji (nag. s pouZzitim ultrazvukové 1ah

Do systéemu HPLC jsoderpany nejastji ze sklernych lahvi [37]. Mobilni faze zde
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vstupuje do interakce se sloZzkami analyzovanéssm konkrétni slozeni mobilni faze

muze vyznamnym zisobem ovliviovat celou analyzu (kvalitu separace) [36].

Presto, Ze existuje cel@da rozpoustlel pouzivanych v HPLC, majikolik spole&nych
vlastnosti:¢istota, rozpustnost ve vzorku, nizka viskozita, nologa neténost, rozumna

cena.

4.1.2 Cerpadlo

Kapalina se do kolonyerpa pistovymicerpadly. Dobrécerpadlo dosahuje ftoku od
mikrolitri do desitek mililith za minutu pi tlaku az 60 MPa. Materiderpadla (nerezova
ocel, keramika, plast) nesmi byt naruSovan mobidai a nesmi do ni uvtbvat zadné
latky [38].

Pistovacerpadla funguji na nasledujicim principu. Vzniklypodtlakem dojde k nasati
urtitého objemu kapaliny do pracovniho prostéarpadla (uzateného), pohybem pistu
dojde k natlakovani tohoto objemu kapaliny a nagkedytlaeni natlakované kapaliny

mimo ¢erpadlo [39].

4.1.3 Davkovaci ventil

Davkovaci ventily pro kapalinovy chromatografickjsg®m by ndly poskytnout moznost
nastiku kapalnych vzork v rozmezi od 0,1 do 10@d objemu s vysokou opakovatelnosti
a pod vysokym tlakem (60 az 80 MPa) [35].

Obr. 3. Davkovaci ventil (1 — injekeni stikacka, 2 — ventil)
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odvod do koleny Od'fﬁd do kolony

Obr. 4. Ventil se smykou p¥i plnéni Obr. 5. Ventil se smykou naplnény

4.1.4 Kolona

Kolony pouzivame napbvé [38]. Chromatografickd kolona je v podstatubka nebo
kapildra rovnonsrné naplrend nebo pokryta stacionarni fazi. Rl&slony (hardware) ma
za Ukol udrzet pohromadtacionarni fazi, icemz na hardware kolony jsou kladenyitgr
pozadavky: musi byt chemicky inertni, musi odolgvatrerné vysokym tlakim, vnitini

povrch plast kolony musi byt dostate¢ hladky.

NejpouzivagjSi materidl k vyrob kolon je nerezova ocel (typ 316), plasty (PEEK,
Polyéteréterketon) nebo sklo [40]&By piitok eludtu je 1 — 2 ml.mih PouZivaji se

kolony plréné porovitymi ndplémi o prtaméru 3 - 10 um [38].

Materialy pro plgni kolon jsou ¥tSinou zaloZeny na anorganické matrici (silikagedd
hlinity, porovité sklo), na nizZ mohou byt chemickyfzany nebo zakotvenyiané
stacionarni faze. Charakter stacionarni faze zawsichromatografickém systému. RP
HPLC pouziva chemicky vazanou nepolarni stacionfzii Nejpouziva#si je typ Gs,
kde jsou molekuly octadecylsilanu vazanydaaticich silikagelu. Mobilni faze v systému
RP je polarni [37].
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Obr. 6. Schéma HPLC kolony (1 — kovovy pléas, 2 —
porézni kovova frita, 3 — stacionarni faze, 4 —rachy
prouzek, 5 — koncova hlavice, 6 — vstup pro kapilge

Sroubem)

4.1.5 Detektory

Detektory jsou umighy na konci kolony a analyzuji eluat. Zaznamenavagidil mezi

prichodemgisté mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluataslozku.

V souwasné doblze detektory rozglit do dvou skupin:

» selektivni — jejichz signél je i¥émy pouze koncentraci detekované komponenty
v eluatu

e univerzalni — jejichz signal je wmy celkové vlastnosti eluatu jako celku, tj.

mobilni fazi a detekované komponént

Na detektor jsou kladeny dité idealni pozadavky: moznost detekce vSetitomnych

komponent (univerzalnost), odezva detektoru b§lanbyt okamzita a linearni v co

e

a nizka urove Sumul.

4.1.5.1 Fotometrické detektory

Fotometrické detektory jsou zaloZzeny na principwsoapce z&eni v oblasti #iznych
vinovych délek.

Podle konstruéniho typu se detektory mohou fapzcklit:
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» detektory s programovatelnou vinovou délkou; vinovdélku Ize nastavovat
Vv urgitém rozmezi, népstji od 190 do 700 nm. VInova délka jegnitelna Ehem

analyzy

» detektory diodového pole (Photodiode—Array, PDA,MAsnimaji celé spektrum
v realnémcase bez feruseni chromatografické separace. Tyto detektoryzji
ve spolupraci gidici jednotkou (péitatem) detekci latky $ jakékoliv zvolené

vinové délce [40]

7

Obr. 7. Schéma detektoru s diodovym polenil — zdroj, 2 — &rbina, 3 —¢ocka,
4 — clona, 5 — ®rna clona detektoru, 6 — holografick&ibka, 7 — z#&vy tok

0 urité vinové délce)

4.1.5.2 Fluorescen‘ni detektory

Jsou zaloZzeny na principu fluorescence, coZ je pubsl latek absorbovat ultrafialove
z&eni a pak vysilat zani o vyssi vinové délce [38]. Fluorestenintenzita zavisi na

excitatni a emisni vinové délce, coz unioje selektive detekovat skteré slozky [35].
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Obr. 8. Schéma fluoresce&éniho
detektoru (1 — xenonova lampa,

2 — monochromatory, 3 — tok itkou)

4.1.5.3 Refraktometricky detektor

Detekeni princip spdiva v neieni znény indexu lomu eluatu &isté mobilni faze [35].
Obsahuje-li eluat slozku, objevi se vychylkai jeho pouziti je nutnéifsné dodrzovat

konstantni teplotu [38].

4.1.5.4 Elektrochemicky detektor

Elektrochemické detektory se pouzivaji k detekciteHa které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fazovémnanzhelektroda — roztok (mobilni faze).
Pouziti elektrochemickych detektoneni f#ilis velkeé, ale detekuji se jimi latky, jako rfap

|éCiva a @irodni produkty.

Elektrochemické detektory &fi urcitou elektrickou vekiinu (elektrodovy potencial, proud,
kapacita) vyvolanou fichodem latky pitokovou celou detektoru, ve které jsou uwrigt
elektrody s vloZzenym pracovnim rijon nezbytnym k prbéhu elektrochemické reakce
a to v systému dvouelektrodového neliteléktrodového zapojeni (elektrochemicky

clanek).
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Obr. 9. Schéma elektrochemického
detektoru (1 — op&na elektroda, 2 —
pracovni elektroda, 3 — refekam

elektroda)

4.1.5.5 Vodivostni detektor

Vodivostni detektory pé&t mezi univerzalni detektory adi elektrickou vodivost eluatu
v pratokové cele mezi dima elektrodami, na& je vkladano stdavée napti, aby se
zabranilo polarizaci ¢échto elektrod. U tohoto typu detektoru jsou klademysoké
pozadavky na mobilni fazi, ktera byéka byt pokud mozno nevodiva, musi vSak
dostatén¢ rozpoustt chromatografované latky a mit dostaie velkou permitivitu. Tyto
podminky spiuje redestilovana voda, pgpad i s pimési polarnich organickych
rozpoustdel. Jeji nepatrna vodivost pak umaje detekci i stopovych slozek idnt

vychazejici z kolony.

Vodivostni detektory nachazeji své uplath nejvice v iontové chromatografii, kdy se

pouziva kolon planych ionexy s nizkou kapacitou [40].
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Obr. 10. Schéma vodivostniho
detektoru (1 - tok mobilni

faze, 2 — elektrody)

4.1.5.6 Hmotnostni detektor

Sniméani hmotnostniho spektréhiem eluce latek je velmi vyhodné pro strukturnilana
a identifikaci latek ve slozitych sisich. Technicky vyhodné protfimé napojeni je

pouzivani mikrokolon a kapilarnich kolon [37].

4.2 Popis HPLC analyzy

Aparaturou proték&d mobilni faze, kterd je vedenazasobnich lahviips vysokotlakou
pumpu erpadlo) do kolony, z té do detektoru a dale palodpadu. Davkowgem je do
proudu mobilni faze nadavkovan vzoretédow nekolik mélo ul). Vzorek je unasSen
mobilni fazi do kolony, kde dochazi k atlmvani jednotlivych slozek. Vystup z kolony
vede do detektoru, kde jsou jednotlivé slozky detéky. Signal z detektoru je
zaznamenavan ve vyhodnocovacimizani (PC) a tisknut v poddlchromatogramu, jez je

vysledkem HPLC analyzy.

Chromatogram je tien soustavou pik které maji iznou plochu a vysSku, jsou od sebe

razré vzdalené a v ideélninripad jsou symetrické a maji tvar Gaussovivky.

Pokud je zkoumana smw dolfe rozalena, pak kazdy pik na chromatogramu odpovida
jedné ze slozek s¥ai. Poloha piku na ose x, kterd je us@d@ pomoci retemiho ¢asu
(ur¢eno podle polohy vrcholu) &uje o jakou latku se jedna (kvalitativni analyzalpcha

piku ukuje koncentraci latky ve stai (kvantitativni analyza). Identifikace giKlatek) se
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provede tak, Ze se na stejné sefrar&olore za stejnych experimentalnich podminek
provede analyzaipdem pipravené srési 0 znamém kvalitativnim slozeni, tzv. standardni
smés. Pokud jsou reténi c¢asy piki na chromatogramu neznamé é&ésim shodné
S retegnimi ¢asy piki smési 0 znameém sloZeni, jedna o stejné latky. Koneesttatek ve

smesi se uéuje z ploch nebo vysSek piknetodou kalibrace.

Vyhodou HPLC je schopnost analyzovat termolab#étky (nag. vitaminy a jiné), které by

pii pouziti jiné metody byly znehodnoceny [36].
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Obr. 11. Chromatogram
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5 MOZNOSTI STANOVENI VITAMIN U SKUPINY B METODOU
HPLC

V néasledujici¢asti jsou vybranytzné moznosti stanoveni vitandiskupiny B, které by

bylo moZno modifikovat a poté aplikovat na vzorkyis

5.1 HPLC analyza nikotinamidu, pyridoxinu, riboflavinu a thiaminu

v nékterych vybranych potravinach

5.1.1 PouZzité suroviny

K analyze byly vzaty suroviny produkované v Nigéfigdnou z nich byly i mkné

produkty, které byly zakoupeny v mistni obchodti si

5.1.2 Pr¥iprava vzorki

Potraviny v pevném stavu byly navazeny (50 g vzpdaodnérné baiky. Nasleds bylo
piidano 1000 ml pufru obsahujiciho sodnatl kyseliny hexasulfonové, deionizovanou
vodu a ledovou kyselinu octovou. Kapalné vzorkyybgtipraveny pipetovanim 25 ml
vzorku a doplanim pufru na objem 1000 ml. Taktorigravené vzorky byly fed
davkovanim filtrovany fes Millipore filtr (0,22um).

5.1.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro stanovenvitamina

Analyza byla provedena pouzitim Varian HPLC &iim vstikovanim. Systém byl twen
¢erpadlem Varian 9012, UV/VIS detektorem Varian 9@58gitacem Dell.

Chromatograficka separace a analyza vitdinbiyla provedena pouzitim kolony s reverzni
fazi Nova-Pack ¢ (250 x 4,6 mm; 5um) pii laboratorni teplat Mobilni faze byla
slozena ze 70 % pufru (roztok sodné soli hexasalfénkyseliny) a 30 % metanolu.
Analyza byla provedena v izokratickém reZimugratoku 1 ml.min'. Odtok z kolony byl

monitorovan pi vinoveé délce 254 nm [41].
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5.2 Stanoveni znén mnozstvi riboflavinu v mléce a nemlénych

imitacich mléka pii skladovani v chladu pomoci HPLC

5.2.1 Pouzité suroviny

Vzorky pouzité pi praci byly nakoupeny v obchodech. Jednalo se&idJHT baleni
zpracovaného kravského mléka. Po tdev obal byly vzorky skladovany v ledéce fi
teplot 8 °C + 1,5 °C po dobu 6 dni.

5.2.2 Priprava vzorku

Byl ptipraven 10% (w/v) roztok octanu olovnatého (pH 3p@uzitim ledové kyseliny
octove. 2,5 ml ppraveného roztoku bylof@ano do 25 ml mléka, vSe bylo velmi deb
zamichano a filtrovanotgs filtratni papiré. 42 Whatman. Poté bylo odebrano 10 ml
filtratu a tento filtrat byl zfiltrovan znovu, aleyni pres Millipore HVLP 04700 filtr (0,45
um). V pribéhu pipravy byly vzorky chragny pied s¥tlem. Nadoby a hiky byly zakryty
hlinikovou folii a manipulace s nimi byla prowé za tlumeného 8tla. Vzorky odebrané
pii zkouSce byly skladovany za hlubokého zmrazerdexhny byly analyzovany ve stejny

den

Tento pracovni postup by mohl byt modifikovan tdle, by se vzorky swr dikladns

zhomogenizovaly v octanovém pufru.

5.2.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro stanovenvitaminu

Pro HPLC analyzu byl pouZzit chromatograf vybavergtostym modulem Model 730
a kontrolnim systémem Model 721, &dva ¢erpadly Model 510 a spektrofotometrem
Model 481 LC a snikou 10pl.

Pro chromatografické stanoveni byla pouzita kol&pherisorb ODS 2 (150 x 3,9 mm;
5 um) s ochrannou kolonou BondapaksCRozpousicim systémem byla voda — kyselina
octova, metanol (70 : 30 v/v) / kyselina octov&(thl v 1 | vody). Piitok mobilni faze byl
0,6 ml.min*. Detekce byla provedend pinové délce 270 nm [42] .
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5.3 Stanoveni kyseliny pantotenové v kojenecké vyaiwysoce @innou

kapalinovou chromatografii

5.3.1 Pouzité suroviny

K analyze byla pouZita kojeneckéa vyziva vyrobendaxského mlékaijzptisobend miéku
lidskému, ktera slouZzi jako uftd vyZiva pro kojence, kienemohou byt kojeni maitgkym

mlékem.

5.3.2 Priprava vzorku

Bylo smichano a zhomogenizovano 15 g kojeneckévyy¥i praSku se 100 ml vody
o teplot 40 °C a vzorek byl prégpan. Poté byl zchlazen na 20 °C. K5 ml
zhomogenizované sfei byl pridan roztok kyseliny octové (0,5 ml, 10%, v/v) atat
sodny (0,5 ml, 1 mol.dif). Smes byla nechana 5 minut odstat a nastebyla dana do
centrifugy i 1500 x g na 10 minut zidodu odstraéni bilkovin a tuk. Kalnacéast byla
filtrovana gees 0,45um filtr (Millipore).

Tento postup by byl vhodny pro stanoveni vitaim v syrech. Vzorek syru by se

dukladre zhomogenizoval s roztokem kyseliny octové a ogtasednym.

5.3.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro stanovenvitaminu

Systém HPLC byl slozen z dvoupistovaiespadla (model 510) a automatického sampleru
vzorki (model 717). Do HPLC systému bylo davkovano 20Jako mobilni faze byl
pouzit 0,25 mol.dii fosforetnan sodny — acetonitril (97 : 3, v/v) o pH 2,5atBk mobilni
faze byl 1 ml.miff. Pro separaci kyseliny pantotenové ze vzorku IpgaZita kolona

s reverzni fazi Superesphergs @50 x 4,6 mm; Jum). Jako detekce byl pouzit diodovy
detektor (model 996) adreni bylo provedenoipvinové délce 197 nm [43].
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5.4 Stanoveni ve vod rozpustnych vitamini v kojenecké vyZi vysoce

acinnou kapalinovou chromatografii

5.4.1 PouZzité a suroviny

Jako vzorek pro stanoveni byla pouzita tekutd legka vyZiva a kojeneckd vyZziva

Vv prasku.

5.4.2 Pr¥iprava vzorku

Tekuta kojenecka vyziva: 10,5 dgsré navazeného vzorku bylo dano do 50 ml nadoby
centrifugy (30 mm pimer). Byl priddn 1 g pevné kyseliny trichloroctové a magnetické
michadlo. Michani bylo provedeno na magnetickémhadin zé&zeni a byly separovany

2 faze na centrifuze po dobu 10 mindt p250 x g. K pevné ziskané usazeniyly
piidany 3 ml 4% kyseliny trichloroctové a vzorek loglsted’ovan 10 minut na centrifuze.
Pevna faze byla odstrama. Ziskané kyselé extrakty byly smichany v 10 dihérné baice

a objem byl doplén 4% kyselinou trichloroctovou.i®d HPLC analyzou byly kyselé
extrakty gefiltrovany gres 0,45um filtr. Vzorky byly chrarny proti swtlu hlinikovou folii

a prace byla provedena gumeném os#tleni.

Praskova kojenecka vyziva: bylo navazemesp: 8,0 g a pidano 10 ml destilované vody.

DalSi postup byl proveden jako u tekuté kojenegkavy.

Tento pracovni postup by mohl byt vyuzit ke stambwee vod rozpustnych vitamiin tak

Ze by se vzorky syrdikladné zhomogenizovaly v kyselétrichloroctove.

5.4.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro stanovenvitamina

HPLC systém (Hewlett-Packard, CA, USA) byl sloZzetR 1050 kontrolniho systému
¢erpadla, HP 1050 odpigvaciho systému, HP 1100 automatického vzoréevalOpl
smykou a z HP 1050 UV detektoru. Zadznam dat byl uskudte pomoci Chemstation
systému HP 3365-I.

Mobilni faze byla sloZena z 5 mmol.dnkyseliny oktasulfonové, 0,5 % trietylaminu,
2,4 % ledové kyseliny octové a 15 % metanolu. pktaku bylo upraveno na 3,6 £ 0,1
pouzitim kyseliny octové nebo trietylaminuieB vstiknutim do HPLC byl roztok

prefiltrovan ges 0,45um filtr. Separace vitamin byla provedena na kolénTracer
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Spherisorb ODS 2 g (250 x 4,6 mm; 5um). Analyza byla provedena izokratickyi p
laboratorni teplat pii pritoku 1 ml.min'. Detekce byla provedena na UV detektoru.

Vinova délka, pi které bylo stanoveni provedeno, nebyla uvededh [4

5.5 Stanoveni riboflavinu a vitaminu Bs v mléce a farmaceutickych

preparatech kapalinovou chromatografii s fluorescetni detekci

5.5.1 PouZité suroviny

K analyze bylo pouZzito obchodni mléko obohacengmwihy a mléko Zenskeé.

5.5.2 Pr¥iprava vzorku

K 5 ml ml&ného vzorku ve zkuebni trubici byldigano 0,5 ml 1 mol.di kyseliny
trifluoroctové. Vzorek byl dkladnt zamichan a inkubovartigaboratorni tepldt po dobu
30 minut. Po hydrolyze byla st odstedéna v centrifuze po dobu 15 minuiti pt&kach
3000 x g. D¥¢ sttednicasti (bilkoviny na d& zkuSebni trubice a tuk na vrchu trubice) byly
smichany v5 ml odimné baice a objem byl doptm deionizovanou vodou.iipraveny
roztok byl filtrovan ges 0,45um nylonovy filtr. Nésled& byl 1 ml roztoku Yed®n na 5 ml

s mobilni fazi.

Kondicionovani vzorik bylo provedeno v souladu sjejich povahou a slonen
vyvarovanim se vystaveniugobeni s¥tla pouZzitim jantaro¥ zbarvenych baik nebo

zakrytim bagk hlinikovou folii.

Tento zfisob gipravy vzorku by mohl byt pouzit i praripravu vzork syri. Vzorek syra

by se dikladnt zhomogenizoval v kyselétrifluoroctové.

5.5.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro stanovenvitamina

Kapalinovy chromatograf byl slozen z Jasco modelB-980-02S itidilné gradientni
jednotky, pumpy (Jasco PU-1580) a fluorometrickédetektoru Jasco FP-920
s programovatelnou vinovou délkou figmjeného k PC AcerView 34TIl. Byl pouZzit
integra&ni program Borwin. Roztoky byly odplgvany odplyiovacim modelem Gastorr
153 S.A.S. Corporation. Manualni kikbvani bylo provagno na davkowd Rheodyne
model 7125 se snigou 20ul. Byl pouzit kolonovy vstupni filtr (0,um x 3 mm) model
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7335 Rheodyne. Emisni spektra byla zaznamenavgmsozaiem Jasco FP—920 pomoci
fluorometrického detektoru, ktery byl spojen s Kapmvym chromatografem pouzitim
spektralnino r&eni v programovatelném rezimu. Eluat byl iagén v kapilée PTFE

(20 m x 0,3 mm) pomoci 8 W nizkotlakétibwé lampy s hlavni spektralni emisi 254 nm.

Separace byla provedend B2 + 2°C na kolo& Phenomenex Lina (250 x 3,0 mm;
5 um) s ochrannou kolonou. Pouzita byla mobilni fAdpZend ze sisi A : B, kde A byl
10 mmol.dn® pentasulfonat sodny v 1% (v/v) kysélinoctové a B byl
metanol/tetrahydrofuran 98:2 (v/v)fipratoku 0,4 ml.mift a za izokratickych podminek.
Byla pouzita fluorescaemi detekce. Emisni vinova délka byla pouzita v izp00 — 524
nm a exciténi vinova délka v rozii 295 — 370 nm [32].

5.6 Extrak éni postup pro HPLC stanoveni thiaminu, riboflavinu a

vitaminu B6 v potravinach

5.6.1 Pouzité suroviny

Ke stanoveni byly pouzity kvasnice, susené milékepony fizek, telecitizek, filet
z makrely, pSekna mouka, ovesna kase, ryze, hraSek, pomsevan§ava a mrkev, které

byly zakoupeny z mistnich zdtoj
5.6.2 Priprava vzorku

5.6.2.1 Postup extrakce pro stanoveni thiaminu a riboflawvin

a) 15 ml 0,1 mol.di HCI bylo pidano ke vzorku v 250 ml kuZelovéitm. Roztok byl
umisen do vodni laz#é o teplot 100 °C nebo do autoklavu o te@dt21 °C na 30 minut.
Po zchlazeni bylo upraveno pH na 4,5 pomoci 2,5dmd! octanu sodného. Naslednyla
piidana takadiastdzanebo claradiastaza (500 mg). Roztok byl inkubovan po dobu
18 hodin v termostatuiipteplo€ 37 °C, nasledh byl zteddn 100 ml destilované vody
v baice a pefiltrovan ges filtraini papir. Filtrat, ziskany po druhé filtraci bylyxt pro

chromatografické stanoveni riboflavinu.

b) Stejny postup jako v a), ale beidavkudiastaz
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c) 15 ml 0,05 mol.di octanu sodného (pH 4,5) a 500 tagadiastazyneboclaradiastazy
bylo ptidano ke vzorku do 250 ml kuZelovénlbg. Dale bylo se vzorkem postupovano

jako v gipact a).
d) Stejny postup jako v c) ale beidavkudiastaz

e) Stejny postup jako v c), avSdikastazybyly nahrazeny susi papainu (100 mg nebo
mére), 1% glutationu (50Qu), kyseléfosfatdzy(20 mg nebo mé&) a a-amylazy(10 mg

nebo men).

f) Stejny postup jako v c), aldiastazybyly nahrazeny s#si papainu (100 mg), 1%
glutationu (50Qul) a a-amylazy(10 mg).

5.6.2.2 Postup extrakce pro stanoveni vitaming B

a) 15 ml 0,1 mol.dm HCI bylo gidano ke vzorku do 250 ml kuZelovéilg. Roztok byl
umiseén do vodni lazé o teplot 100 °C nebo do autoklavu o tegdt21 °C po dobu
30 minut. Po zchlazeni se pH upravi na hodnotypdrboci 2,5 mol.dii octanu sodného.
Byla pridana 1 mol.dii kyselina glyoxylova (2,5 ml), 2% roztok siranu emiatého
(400ul) a kyselafosfataza(20 mg). Roztok byl inkubovan po dobu 18 hoditenmostatu
pii teplo€ 37 °C. Vzorek byl néaslednziedtn 100 ml destilované vody v bee

a pefiltrovan pes filtraini papir. Do 4,5 ml roztoku obsahujiciho 0,2 moldhydroxid
sodny a 0,1 mol.difiborhydrid sodny byloiidano 5 ml filtratu. Po preepani byl roztok
nechan 5 minut odstat. Poté byléidano 0,5 ml ledové kyseliny octové a roztok byl

piefiltrovan.

b) K 2,5 ml 1 mol.dri? kyseliny glyoxylové, 40Q 2% roztoku siranu Zeleznatého a 20 mg
kyseléfosfatazy(nebo 500 mgliastazy bylo piidano 15 ml 0,05 mol.dhoctanu sodného
(pH 4,5), tento roztok bylfdan ke vzorku do kuZelové tilgy. Dale bylo se vzorkem

postupovano jako vifpad a).

c) Stejny postup jako v b), kyselasfatazabyla nahrazena sfsi papainu(100 mg), 1%
glutationu (50Qul), kyseléfosfatazy(20 mg nebo mén aa-amylazy(10 mg).

d) Stejny postup jako v b), ale bez pouziti enzym

e) Stejny postup jako v b), ale kysé&dfatazabyla nahrazena 20 nfglukosidazy
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f) Stejny postup jako v e), ale byloriggno 20 mg kyseldosfatazynebo 500 mg
takadiastay k p-glukosidazg45].

5.6.3 Chromatografické podminky stanoveni

5.6.3.1 Chromatografické podminky stanoveni vitaminy B B;

Separace byla provedena na keélareverzni fazi (250 x 4 mm; 1@m) izokraticky

s mobilni fazi skladajici se z metanolu a 0,05 dmof octanu sodného (30 : 70 v/v).
Pritok mobilni faze byl 1 ml.mih. Jako detekce byl pouZit fluorometricky detektor.
Excitatni vinova délka byla 422 nm a emisni vinova délk@ Bm. Davkované mnozstvi
bylo 20ul [46].

5.6.3.2 Chromatografické podminky stanoveni vitaming B

Pro analyzu byla pouzita kolona Lichrospher 60 R##e@ B (250 x 5 mm; Gum)

a ochranna kolona RP 18 (4 x 4 mm; (). Separace pomoci iontové chromatografie
byla provedena izokraticky s mobilni fazi skladajée z acetonitrilu / 0,05 mol.din
dihydrogenfosforénanu draselného (4 : 96 v/v) obsahujiciho 0;8.1fol.dm?®
heptasulfonatu sodného (nebo 0,3 tol.dm? oktasulfonatu sodného). Mobilni faze byla
upravena na pH 2,5 pomoci kyseliny ortofostake a naslednhbyla pefiltrovana pes
acetcelulozovy filtr (0,4%um). Stanoveni bylo provedend faboratorni teplat pii pratoku

1 ml.min. Fluorometricky detektor pracoval na exéitech vinovych délkach 290 nm

a emisnich vinovych délkach 396 nm. Davkované mnobglo 20ul [47].
5.7 Chromatografické stanoveni riboflavinu a jeho deriati v jidle

5.7.1 Pouzité suroviny

Pro stanoveni byly pouzity véka, vaj&ény prasek, pasterované mléko, fermentované
mléné produkty (neochuceny jogurt, kefir, kysané mjékadofilni mléko, podmasli)

a jatra (teleci, kieci a vepova).
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5.7.2 Priprava vzorku

Mléko a fermentované midé produkty byly fipraveny gimo z baleni &srg pred
analyzou [48]. Vzorky (12 g) byly umisty do extrakni trubice, suspendovany do 19 mi
metanol-metylenchoridu (9 : 10, v/v) a vSe bylo ndico po dobu 60 sekund. Phdani

9 ml 0,1 mol.dri? octanu amonného (pH 6,0) bylo viesbmichano po dobu 60 sekund a
nasleds odstedno @i 4 °C po dobu 20 minut ai@27 000 x g. VSechny vzorky bylyed
davkovanim do HPLC kolony filtrovanytgs 0,45um filtr a po celou dobu byly chrény
proti pasobeni sttla [49].

5.7.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro stanovenvitaminu

HPLC separace byla prov&th na kapalinovém chromatografu model 600E (Waters,
Milford, MA, USA) vybaveného analytickou kolonou gtiabond G (300 x 4,6 mm;
10 pum) nebo kolonou Symmetry;&£(150 x 3,9 mm; 5um) spolupracujici gBondapak
Cis nebo Nova-Pak fg predkolonou. Pro identifikaci flavin byly pouzity ti izolacni

metody:

a) mobilni faze: metanol — 0,05 mol.dractan amonny (pH 6,0) (Alphabondg&olona),
b) mobilni faze: metanol — demineralizovana voédpliabond Gg kolona),

c) mobilni faze: metanol — 0,05 mol.drctan amonny (pH 6,0) (Symmetrys&olona).

Predt¥zna HPLC analyza flavinbyla provedena na koldmBondpak Gg (100 x 25 mm;
10 um) spolupracujici gBondapak @ predkolonou (10 x 25 mm; 1Am), pouZzitim

metod A nebo B s jitokem 3 ml.mirl"

Jako detekce byl pouzit skenovaci fluoresoéndetektor s dualni monochromatickou
konfiguraci na emisni vinové délky 530 nm s exditaa 450 nm pro isoalloxazinové
derivaty a emisni vinové délky 430 nm s excitaci 38 nm alloxazinové derivaty.
Dodate&né byly pouZity foto—diodové detektory k odliSenivilai od jinych snési na

zaklad jejich absorpniho spektra.

Koncentrace FAD, FMN a riboflavinu byly stanovenypaiZitim jejich odpovidajicich
standardnich fkvek (metoda c) fipravenych za stejnych chromatografickych podminek

jaké byly pouzity pro stanoveni flavirv potravinach [48].
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5.8 Fermentovana mléka obohacena vitaminy skupiny B: abilita

vitaminu a vliv na vlastnosti vyrobku

5.8.1 Pouzité suroviny

Jako surovina bylo pouZzito pasterované a homogeai# obchodni plnotmé kravské
mléko, které bylo obohacendigavkem vitamii (thiamin, riboflavin, pyridoxin a kyselina

listovd). K vyrolg fermentovaného mléka byly pouZzittyti rizné druhy kultur.

5.8.2 Priprava vzorku

K 20 g fermentovaného produktu bylyigany 2,2 ml 100% (w/v) kyseliny trichloroctové
a vSe byloradre zamichano po dobu 30 minut (Vortex). Poté bylovpdeno p
10 000 x g po dobu 15 minut otlsfovani i teplot 4 °C a roztok byl fefiltrovan ges
filtra¢ni papir. K usazenénna filtracnim papiru bylo idano 5 ml 5% (w/v) kyseliny
trichloroctové a sis byla michana pro dobu 1 minuty (Vortex) a tetdha @i 10 000 x g
po dobu 15 minut ip 4 °C. Roztok byl pefiltrovan ges stejny filtréni papir. Objem
smichanych filtrat byl upraven na 22 ml at@d analyzou filtrovan fies 0,45um

acetcelulozovy filtr.

5.8.3 Vybaveni a chromatografické podminky pro stanovenvitamina

Pro separaci vitamin byl pouzit HPLC systém LKB Bromma, vybaveny kolano
Nucleosil Gg (250 x 4 mm; 5um) kombinovany sigd—kolonou (4 x 8 mm) ze stejného
materialu. Izokraticka eluce byla provedena poneittodného roztoku obsahujiciho
5 mmol.dn® sodné soli kyseliny oktasulfonové, 0,5 % (vivietylaminu, 2,4 % (v/v)
ledové kyseliny octové a 15 % (v/v) metanolu. Stemd bylo provedenoiplaboratorni
teplot a piitoku 0,8 ml.mift. Absorbance eluétu byla monitorovarfaygnovych délkéach
261 nm a 290 nm pomoci UV/VIS detektoru spojenéhsystémem pro zaznamenavani

a zpracovani dat [50].
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ZAVER

Vysoce @&inna kapalinova chromatografie je segaiametoda, p které jsou latky
roz&kleny mezi d¢ nemisitelné faze, z nichz jedna jeima fazi pohyblivou (mobilni)

a druha fazi nepohyblivou (stacionérni)fiZani, na kterém je provedena samotna separace
se nazyva kapalinovy chromatograf, vysledkem agl/zhromatogram. V séasné dob

je stale vice vyuzivdna RAPLC, coZz znamena, Ze stacionarni faze je nepoldatimco

mobilni faze je polarni.

Pred provedenim analyzy je peba nejprve stanovovanou sloZzku ze vzorku izolovat.
Izolace mize byt provedena n&pkyselou nebo enzymatickou hydrolyzou. Pro moznost
stanoveni vitamiin B v syrech, které byly vybrany do bakialiéé prace, byly navrzeny oba
zpasoby izolace. Pro kyselou hydrolyzu byl pouzit hapctan olovnaty (pH 3,2), octan
sodny, kyselina trichloroctova nebo kyselina toflactova. Enzymatickd hydrolyza byla
provedena pouzitim enzymjako nap. takadistaza claradistaza(a—amylaza, celulaza,
invertaza, peptidaza, fosfataza sulfataza, o—amylaza, fosfatdazaa papain Jako
pravdépodobrjSi se bude jevit asi enzymaticka hydrolyza. Vzomgkany po izolaci
prichazi do kontaktu s mobilni fazi, kterd je poubavgako nosi. Mobilni faze pouZzité pro
stanoveni byly sloZzeny napze 70 % roztoku sodné soli hexansulfonové kygedi 30 %
metanolu; vody- kyseliny octové, metanolu (70 : 30 v/v) / kyselmgtové; 0,25 mol.di
fosforetnanu sodného — acetonitrilu (97 : 3, v/v); 5 mmuoi’dkyseliny oktasulfonové,
0,5 % trietylaminu, 2,4 % ledové kyseliny octovésa% metanolu; sisi A : B, kde A byl

10 mmol.dn® pentasulfonat sodny v 1% (v/v) kysélinoctové a B byl
metanol/tetrahydrofuran 98:2 (v/v). Nedilnou &asti istroje je kolona, kde dochéazi
k separaci jednotlivych sloZzek vzorku. Nejpouzigaimi kolonami byly kolony s reverzni
fazi G, Cig (pocty atomi uhliku zakotvené na stacionérni fazi,casgji na bazi silikagelu)
jako nap. Nova-Pack Gg(250 x 4,6 mm; um), Superesphere;6X250 x 4,6 mm; um),
Tracer Spherisorb ODS 21250 x 4,6 mm; Jum), Phenomenex Linag@250 x 3,0 mm,;

5 um), Nucleosil Gg (250 x 4 mm; 5um). DalSi ¢asti, ktera nasleduje po koknje

detektor. Najastji byly pouzity UV/VIS a fluorimetrické detektory.

V nasi biochemické laboraigsou k dispozici dva kapalinové chromatograferit pracuji
s reverzni fazi. Jeden z kapalinovych chromatégaisahuje UV/VIS detektor, druhy

pracuje s elektrochemickou detekci. Kolony, kte@ Vyuzit v laboratido k analyze, jsou
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nag. Ascentis™ Cig (150 x 406 mm; 5um), Discovery ® G (250 x 4,6 mm; 5um),
Supelcosil LG8 (150 x 4,6 mm; fum).



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 62

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] BREZINA, P., KOMAR, A., HRABE, J. Technologie, zboZiznalstvi a hygiena
potravin, Vyskov, 2001, 177 s.

[2] BREZINA, P., JELINEK, JChemie a technologie mlékaraha, 1990, 166 s.

[3] Dostupné na: http:www.bezlepkovadieta.cz/?potraviny-zivocisneho
puvodué&clanek=1547 [online 11.11.2008]

[4] NOVAK, V., BUNKA, F. Zaklady ekonomiky vyZiviUniverzita Tomase Bati
ve Zlirg, 2005, 219 s.

[5] Dostupné na: http://pribina.expo58.cz/49/vyzamlecne-vyrobky.html [online
11.5.2008]

[6] KADLEC, 1., SULC, J.Suroviny a materidly mlékarenskéhoimysiu pro 1.
rocnik SOUY SNTL Praha, 1984, 96 s.

[7] GAJDOJSEK, S.Laktologie Mendelova zewuélska a lesnicka univerzita v Bfn
2003, 78 s.

[8] KADLEC, P. a kolektiv, Technologie potravin JI Vysokad Skola chemicko -
technologicka v Praze, 2007, 236 s.

[9] SEBELA, F., DUSEK, B., PAVEL, J.MIléka'stvi Statni zerdglské
nakladatelstvi v Praze, 1964, 328 s.

[10] KNEZ, V., CERNA, M., SAGA, P., SUCHOMEL, J., TORS, J. , TRBA,
0., TVRDIK, J. Mlékarenska firucka, SNTL Praha, 1974, 448 s.

[11]  KNEZ, V. Vyroba sy, SNTL Praha, 1960, 380 s.

[12] Ndizeni evropského parlamentu a rady (ES353/2004 ze dne 29. dubna 2004,
kterym se stanovi zvlastni hygienicka pravidla potraviny Ziv@isného fivodu
[13] HRABE, J.,, BREZINA, P., VALASEK, P. Technologie vyroby potravin

ZivaciSného gvody Univerzita Toméase Bati ve ZEn2006, 180 s.

[14] Dostupné na: http://old.mendelu.cz/~agrofadidovce/sbornik.doc. [online
14.11.2008]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 63

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

KOPACEK, J. Odpowdi na d¥ aktualni otazkyPotravind'sky zpravodajVol.
9., No. 6, 2008, s. 17

Dostupné na: http://www.czso.cz/csu/2@b&eiplan.nsf/tab/95002F607F [online
11.11.2008]

Mlékarenska technologie, dostupné na: wwepac.cz, e—learningové materialy
UTB ve Zlirg

KNEZ, V., PACOVA, H. Syry a piprava syrovych jidelSNTL Praha, 1957,
130 s.

COMBS, G., FThe vitaminsAcademic Press, 1992, 618 s.

FRAGNER, J. et aVitaminy, jejich chemie a biochem{&SAV Praha, 1961, 647

S.
HLUBIK, P., OPLTOVA, LVitaminy, Grada Publishing, a.s., 2400, 232 s.

HOZA, |., KRAMAROVA, D., BUDINSKY, P. Potravindska biochemie I
Univerzita TomasSe Bati ve Z¥n2007, 104 s.

SICHO, V., VODRAZKA, Z., KRALOVA, B. Potravinad'ska biochemieSNTL
Praha, 1981, 360 s.

LYNCH, P., L., M., YOUNG, I, S. Determinatio of thiamine by high-
performance liquid chromatographypurnal of chromatography ,AVol. 881
2000, p. 267 — 284

Dostupné na: http://en.wikipedia.orghifThiamin [online 27.2.2009]

LEONHARDT, M., WENK, C. Animal species@ muscle related differences in
thiamine and riboflavin contents of Swiss mdaipd ChemistryVol. 59, 1997,
p. 449 — 452

Dostupné na: http://themedicalbiochemistrygagy./vitamins.html  [online
27.2.2009]

Dostupné na: http://www.pharmanews.sk/aktuaislo/site/clanek2.html [online
27.2.2009]

ANDRES-LACUEVA, C., MATTIVI, F., TONON, D. Dtrmination of

riboflavin, flavin mononucleotide and flavinadenimiénucleotide in wine and



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 64

[30]
[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]
[40]

[41]

[42]

[43]

other beverages by high—performance liquid chrograghy with fluorescence
detectionJournal of chromatography,A/ol. 823, 1998, p. 355 — 363

Dostupné na: http://en.wikipedia.orgkifRiboflavin [online 27.2.2009]
Dostupné na: http://en.wikipedia.orgkiflNiacin [online 27.2.2009]

GATTI, R., GIOIA, M., G. Liquid chromatograph determination with
fluorescence detection ofs®itamers and riboflavin in milk and pharmaceutscal
Analytica chimica actavol. 538, 2005, p. 135 — 141

Dostupné na: http://cs.wikipedia.orgkifPyridoxin [online 12.3.2009]

Dostupné na: http://kerouac.pharm.uky.edgfagic/history.html  [online
12.3.2009]

Dostupné na: http://hplc.chem.shu.edw@fhdex.html [online 12.3.2009]

Dostupné na: http://old.If3.cuni.cz/chefoesky/materialy B/chromatografie.doc
[online 12.3.2009]

Dostupné na:  http://ciselniky.dasta.mzcr.d2/©S4/hypertext/AJALB.htm
[online 12.3.2009]

KLOUDA, P., Moderni analytické metody, Nadatelstvi Pavel Klouda, Ostrava
2003, 132 s.

Dostupné na: http://cs.wikipedia.org./wikgRive _cerpadlo [online 12.3.2009]
Dostupné na: http://www.hplc.cz/ [12.302]

ANYAKORA, Ch., AFOLAMI, |, EHIANETA, T., ONWUMERE, F. HPLC
analysis of nicotinamide, pyridoxine, riboflavindathiamin in some selected food
products in NigeriaAfrican Journal of Pharmacy and Pharmacolodol. 2(2),
2008, p. 29 - 36

MUNOZ, A., ORTIZ, R., MURCIA, M. A. Determirtaon by HPLC of changes in
riboflavin levels in milk and nondairy imitation Hidutiny refrigerated storage,
Food ChemistryVol. 49, 1994, p. 203 — 206

ROMERA, J. M., RAMIREZ, M., GIL, A. Detmination of Pantothenic Acid in
Infant Milk Formulas by High Performance Liquid ©hmatography,Journal
Dairy ScienceVol. 79, 1996, p. 523 — 526



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 65

[44] ALBALA-HURTADO, S., VECIANA-NOGUES, M. T., IRQUIERDO-
PULIDO, M., MARINE-FONT, A Determination of water—soluble vitamins in
infant milk by high performance liquid chromatogngp Journal of
Chromatography AvVol. 778, 1997, p. 247 — 253

[45] NDAW, S., BERGAENTZLE, M., AOUDE-WERNER, DHASSELMANN, C.
Extraction procedures for the liquid chromatograptetermination of thiamin,
riboflavin and vitamin B in foodstuffs Food Chemistryvol. 71, 2000, p. 129 —
138

[46] ARELLA, F., LAHELY, S., BOURGUIGNON, B., HASSELMANN, C. Liquid
chromatographic determination of vitaming &d B in foods. A collaborative
study,Food Chemistryyol. 95, 1996, p. 81 — 86

[47] BERGAENTZLE, M., ARELLA, F., BOURGUIGNONJ. B., HASSELMANN,
C. Determination of vitamin &n foods by HPLC — a collaborative stydyood
Chemistry Vol. 52, 1996, p. 81 — 86

[48] GLISZCZWSKA-SWIGLO, A., KOZIOLOWA, A. Chromatographic
determination of riboflavin and its derivatives ifiood, Journal of
Chromatography Avol. 881, 2000, p. 285 — 297

[49] GLISZCZYNSKA, A., KOZIOLOWA, A. Chromatographic determinatioof
flavin derivatives in baker's yeasfurnal of Chromatography,A/ol. 822, 1998,
p. 59 — 66

[50] PAPASTOYIANNIDIS, G., POLYCHRONIADOU, A., MIEIAELIDOU, A. M.,
ALICHANIDIS, E. Fermented Milks Fortified with B—Gup Vitamins: Vitamin
Stability and Effect on Produkt Characteristibepartment of Food Science and

Technology, School of Agriculture, Aristotle Unigdtly of Thessaloniki, Greece



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

UHT Ultra High Temperature
Ultra vysoka teplota
FAO Food and Agriculture Organization
Organizace pro vyzivu a zeaelstvi
WHO World Health Organization

Swtova zdravotnicka organizace

CMK Cista mlékarenska kultura
TDP Thiamindifosfat

TTP Thiamintrifosfat

uv Ultrafialove zdeni

FMN Flavinmononukleotid

FAD Flavinadenindinukleotid

NAD*, NADH Nikotinamidadenindinukleotid

NADP", NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

CoA Koenzym A

ACP-SH Acyl Carrier Protein

TH4 Tetrahydrofolat

HPLC High Performance Liquid Chromatography

Vysoce &inna kapalinova chromatografie
RP HPLC Reverse Phase High Performance Liquid i@atography
Reverzni vysocedinna kapalinova chromatografie

PEEK Polyéteréterketon
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PRILOHA P I: OBSAH VITAMIN {1 SKUPINY B VE VYBRANYCH DRUZICH SYRA [19]

Kyselina
Thiamin | Riboflavin | Kyselina nikotinova a nikotinamid Pyridoxin | Kyselina pantotenova y ] Kyanokobalamin
Syr listova
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (n9)
(ng)

Brie 0,070 0,520 0,380 0,235 0,690 65,0 1,650
Camembert 0,028 0,488 0,630 0,227 1,364 62,2 1,296
Cheddar 0,027 0,375 0,080 0,074 0,413 18,2 0,827
Cottage, 1 %

0,021 0,165 0,128 0,068 0,215 12,4 0,633
tuku
Edam 0,037 0,389 0,082 0,076 0,281 16,2 1,535
Feta 0,154 0,844 0,991 0,424 0,967 32,0 1,690
Gouda 0,030 0,334 0,063 0,08 0,34 20,9 1,535
Parmesan 0,045 0,386 0,315 0,105 0,527 8,( 1,400
Provolone 0,019 0,321 0,156 0,073 0,476 10,4 1,463




