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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zagtena na stanoveni vitaniiB-komplexu v mlénych vyrobcich,
pievazre v syrech. Teoretickdast se ¥nuje popisu vitamiin B-komplexu, slozenim mléka
a rozatlenim syf. V praktické ¢asti byly stanoveny gkteré z vitamin B-komplexu ve
vybranych druzich syr nag. Eidam, Emental, Niva, Jadel a Bysky tvaroh. Pro analyzu
byla vybrana metoda HPLC s UV/VIS detekci.

Kli ¢ovéa slova:vitaminy B-komplexu, HPLC, mléko, syr, UV/VIS

ABSTRACT

This thesis was focused on assesment vitamesmplex in milk products, mainly in
czech cheeses. The theoretic part applies to géscrivitamines B-complex, milk com-
position and dividing cheeses. Some of the vitasmiBBecomplex was measured in choice
kinds cheeses, e.g. Eidam, Emental, Niva, Jadel Bystricky curd. To analysis
the method HPLC with UV/VIS detection was choice.

Keywords: vitamines B-complex, HPLC, milk, cheese, UV/VIS
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UvoD

Mezi zakladni slozky lidské potravy, spolu s bilkemi, tuky a sacharidy, patitaminy.
Ty jsoutazeny mezi biologické katalyzatory. Podili se vik&enite na mnozstvi metabo-

lickych proces v lidském organizmu.

Vitaminy jsou esencialnimi latkamigtginu z nich sidlo nedovede vytvigt samo, a proto
je ¢lovék musi ziskavat z potravy. Jejich mnoZstvi v orgami je pondrné malé, zato v3ak

maji velky vliv na biologické pochody.

Dnesni usgchana doba jejich ptibu zvySuje, avSak se spiSe setkavame s opakeénsé.id
davaji gednost rychlooterstveni ped plnohodnotnou stravou. To pakigpbuje nedosta-

tek vitamini a mize byt gic¢inou niznych onemoani.

Tato prace se zabyva stanovenim mnozstkiemych vitamiii ze skupiny B-komplexu.
Jedné sefpdevsim o vitamin B(kyselina nikotinova a jeji amid), vitamiry B vitamin B.
Mezi hlavni zdroje &chto vitamiri pa#i maso, vnitnosti a obiloviny. Dale pak mléko
a ml&né vyrobky, jimiz se bude tato prace zabyvat. Mlgktaké dleZitym zdrojem Zivo-
¢isSnych bilkovin, tuk a sacharitl. Obdobné je to i s mt@ymi vyrobky. LiSi se fedevSim

mnozstvim tulkl a bilkovin.

Pro stanoveni byla vybrana jako separanetoda vysokaiinna kapalinova chromatogra-
fie — HPLC. Tvdi zaklad moderni analytické chemie. Je&enpro jeji vysokou citlivost

a selektivitu. Umoiuje separovat termolabilni kapalné i tuhé latky.

Cilem této prace bylo praktické stanoverddevsim vitamit Bz a Bs v mléce a mlénych
vyrobcich za vyuziti metody HPLC. Diplomova pracegné navazuje naigdchazejici ba-
kala'skou praci, jiz ukolem bylo provést literarni ré$er vyuziti metody HPLC pro stano-

veni vySe jmenovanych vitamin
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1 VITAMINY SKUPINY B

Vitaminy jsou esencialnimi sloZzkami potravy. iPatezi exogenni nizkomolekularni slou-
¢eniny, tzv. biokatalyzatory.tBobi ve velmi malych koncentracich, atdeiité je zdraz-

nit jejich esencialnost —t8inou neni organizmus schopen si tyto latky samesizovat.

RozliSujeme vitaminy podle jejich rozpustnosti ek (hydrofilni vitaminy) nebo v tucich

(lipofilni vitaminy).
Mezi vitaminy B komplexu péit

» Vitamin B, (thiamin),
Vitamin B; (riboflavin),
Vitamin Bs (kyselina nikotinova a jeji amid),
Vitamin Bs (kyselina pantothenova),
Vitamin Bs (pyridoxin),

Vitamin By (kyselina listova),

YV V Vv V VYV V

Vitamin By, (kyanokobalamin).

Dale pak k hydrofilnim vitamiim piitazujeme: vitamin C, biotin, kyselinu lipoovou.
[1,2,3]

1.1 Thiamin

Thiamin obsahuje pyrimidinovy cyklus (4-amino-2-gigiyrimidin) spojeny metylenovou
skupinou na C-5 s dusikem tiazolového cyklu 5-(8rbyyetyl)-4-metyltiazolu. \Eistém
stavu je to krystalicka latka o bodu tani 248 — 250ktera je fi laboratorni teplat velmi

dohe rozpustna.

Thiamine Mananirate

Thiamin
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V lidském tle se vyskytuje v &kolika fosforylovanych formach: thiaminmonofosfat
(TMP), thiamintrifosfat (TTP) a thiamindifosfat (TH).

Hraje dilezitou roli @i odbouravani cuky, dekarboxylaci kyseliny pyrohroznové apod.

Podili se také na kotieém odbouravani metabolickych produkiiki a bilkovin.

Thiamin je znan¢ termostabilni, fedevsim v kyselém prdsdi. V neutralni a alkalickém
prostedi se porfrné rychle oxiduje na fyziologicky ne&inny tiochrom, pop na &inny

thiamindisulfid.

Deficience thiaminu je ozgavana jako nemoc zvana beri-beri. Jejimi projewy jsvalo-
va Unava, nechutenstvi, hubnuti a pod¢addt. Ricinou avitamindzy (totalni nedostatek
vitaminu) byv&tasto alkoholismus. Beri-beri se také vyskytuje mih, kde hlavni sloZku

potravy tvdi loupana ryze.

Hlavnimi zdroji jsou obeahpotraviny bohaté na sacharidy — obiloviny, ¢n&ty, ale také

vepoveé maso a jatra. [1, 2, 4, 5, 6]

Doporuwend denni davka thiaminu séepaitavd na energetickyifgem, nebd@ pii vySsi
energetické spigb: je nezbytny i vySSifisun thiaminu. Souvisi také gigunem sacharid

v potraw. Proto na kazdych 4200 kJ energie ziskané Zicsker doportuje pijem
0,4 — 0,6 mg.dehthiaminu. U dos@lych osob s dennimifjmem energie 12600 kJ je do-
poruieny fjem thiaminu 1,2 mg.déh [7]

1.2 Riboflavin

Tento vitamin pat do skupiny flaviti. Riboflavin je chemicky 6,7-dimetyl-9-(1-D-ribidyl
isoallxazin. Je to Zluta krystalicka latka o bodnitaz 275 — 292 °C. Lehce se rozpousti
ve vodnych roztocich alkalickych hydroxidv kyselém prosedi je riboflavin znéné stély

vaci teplu. Je velmi citlivy pedevsSim na s¥elné zéeni.

Vyskytuje se jako volna latka, ale existuje i venfi® riboflavin-5"-fosfatu (flavinmono-
nukleotidu, FMN) nebo flavinadeninudinukleotidu (BA
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Riboflavin Flavinmonofosfat — FMN

Fosforilované formy se upkatji v biochemickych systémech jako koenzymy oxidoike-
nich enzyni. Flavoproteiny obsahujici FMN a FAD s riboflavinejako kofaktorem

se &astni jedno nebo dvouelektronovych oxidoreghig&h reakci.

Isoalioxazin o

L0
HC Ny, | +2H HC 5 N
A S I
NS g ) HC r|“1 N =
|

H.C

3

ribitol - fosfat - fosfat - ribosa - adenin )
ribhofiavin J ‘ reduliovana forma
FAD

Fviy

Priklad oxidoredukni reakce

Napiklad v dychacinretzci (mitochondrie) jsou centralnim producentem gigerDale
jsou rozhodujici pro metabolismus sacharituki a proteiri. Riboflavin je dilezity

pro dobry stav &Ze, @i a funkce srdce a dalSich organ
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Deficience se neprojevujgifps vaznymi giznaky. \EtSinou se jedna o zéinastnich kout-
ka, rta nebo jazyka, &rvenanim jazyka nebo zanicenim spojivek. Takéewést ke sit-

loplachosti.

Podobi jako thiamin se riboflavin vyuziva k fortifikac&kterych potravin, nap pSentné
mouky a cerealni snidanTakeé se pouziva k barveni vybranych potraviiiedgvSim cere-

alnich vyrobk.

K nejbohatSim zdrém riboflavinu paiti hlavre Zivocisné produkty, jako jsou jatra, vejce,
syr a maso. Pro vegetarianyibe tento vitamin byt proto nedostatkovym &iry jej pi-
jimat v tabletach. [1, 2, 4, 6]

Doporusena denni davka vitaminu se udava od 0,4 mg.@em kojence) do 1,7 mg.dén
(pro adolescenty a dodp muze). U Zen je denni speiba pogkud nizSi
(1,2 — 1,3 mg.del), u &hotnych a kojicich Zen se denni $pba pohybuje v rozmezi 1,6 —
1,8 mg.deft i vice. [7]

1.3 Niacin

Vitamin B; je spolénym ozngenim pro kyselinu nikotinovou (3-pyridinkarboxykky-
selina) a jeji amid (nikotinamid) fide nazyvany jako vitamin PP (Pelagra Preventice fa
tor). Kyselina nikotinova je bezbarva krystalickatka bez zapachu, s bodem tani
234 — 237 °C. Od 150 °C &aa kyselina nikotinova sublimovat. Na vzduchurbztoku je

naprosto stala aiadou kyselin velmi snadno tkicsoli.

N‘x | Nx
| - ()
s {,D =
. G
OH N,

Kyselina nikotinova Nikotinamid
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Ok¢ latky jsou biologicky stej t¢inné a velmi stabilni. Lidsky organizmus je schopen
Cast&né syntetizovat niacin z aminokyseliny tryptofanu pmhenzyni obsahujici jako

kofaktor vitamin B — pyridoxin. [1, 2, 3]

Z kyseliny nikotinové a jejiho amidu v biologickydystémech vznikaji dva koenzymy.
Nikotinamid je sotdasti nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) a nikotmaladenindi-
nukleotidfosfatu (NADP), v nichZ je pyridinovy kruspojen N-glykosidicky s ribézou.

Ribosid nikotinamidu je prosdnictvim kyseliny fosforané vazan na adenosin.

0
e CNH, MH,
M -
N
P o © a )
i 1 I
5 CH;0-P-0-P-0-CH, N =
OH HO T e o N
o O
R=H —= NAD*
“ R =-POZ = NADP*
HO O-R
NAD', NADP

NAD (resp. NAD jeho oxidovana forma a NADH jeho redukovana formgeho fosfo-
recny ester NADP (NADP a NADPH) jsou sotasti kofaktol — tzv. koenzym pyridino-
vych dehydrogena2®rincip jejich funkce spidva v odejmuti dvou atoimvodiku ze sub-
stratu. Poté iedaji vodiky pisluSnému akceptoru a samy se&togeoxiduji na fvodni
formu. Obe formy se @astni genosu elektrain v respirgnich systémech, nagsou nepo-
stradatelné vediSine reakci Krebsova cyklu nebo ve Waldawklu v sitnici oka. Podili se
také na penmené cukni, tuki, aminokyselin, cholesterolu, steroidnich hortin@mnoha
dalSich latek. B etanolovém kvaSeni umidje odjetim dvou atofhvodiku vznik etanolu
z acetaldehydu. NAD je také zapojen do neredoxnich reakdi mobilizaci vapniku

a [i replikaci a reparaci DNA. [3, 6, 8, 9]
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Syntéza kyseliny nikotinové z tryptofanu

Jen mal&ast tohoto vitaminu se ¥ebava v Zaludku.ivazna v¥tSina je vstebana v ten-
kém stew. Pasivni i usnadma difize umo#uje jeho penos z krevnih@etisté. Kontrolu-
je spravnou tvorbu bk na spravném mista také zajifuje pripadnou opravu poskoze-
nych molekul DNA. Studie ukazuji, Zetde byt dileZitym protirakovinnym faktorem.
Niacin hlida funknost nervového systému a udrzuje v krvi dogtatemnozstvi kysliku.
Zabraiuje shlukovani krevnich de&tk. Kyselina nikotinova zabiiaje uvohovani mast-
nych kyselin z tukové tka&n coz vede ke snizené tvérbpoproteinu VLDL a LDL, které
nesou cholesterol. Tim se tedy podili na snizovdadiny cholesterolu v krvi. Vysoké
davky niacinu také napomahaji tvérkervenych krvinek (pouziva séipecbeé obéhovych

obtizi).

Je vitaminem dlezitym pro udrZeni mentalni a nervoveé rovnovahg dilezity pro nor-

malni¢innost nervového systému. [5, 6, 7, 8, 10]

Mirny nedostatek vitaminu jBse projevuje nespavosti, nechutenstvim, bolestiohd
a dalSimi nespecifickymitfznaky. Zavazna deficience niacinu se projevuj® jakmoc
zvana pelagra. Pelagra je nemticl - dermatitis, diarrhoea, demencKozni @iznaky
postihuji symetricky ruce, lokty, nohy, kolena aeguTyto stavy vedou k trvalé pigmentaci
s lozisky ztlustlé ¢i ztentené Kize. Dochazi ke zemam na sliznicich Ust, Zaludku aest.
DalSimi giznaky jsou nervozita, nespavost, bolesti hlavgl®xa slabost, zavrgt tres,

ztrata chuti &ichu, deprese, halucinace a demence.

Ve Spasisku v roce 1735 byla popsana souvislost mezi kuka pelagrou. Niacin v ku-
kutici velmi pevré vazan a lidské&to ho proto neni schopno vebat. Lépe je absorbovan
z zivadiSnych tkani. DalSi oblasti kde byla pelagra popsgnseverni Amerika, Mexiko,

Egypt, také i Chorvatsko a&které africké staty.
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Hypervitamindza seifliS nevyskytuje, ve vyjiménych gipadech se mohou vyskytovat
ekzémy, vyrazky, idéni a boleni hlavyi alergické reakce. Pacienti trpici na dnu, by se
meli vyvarovat vySSim davkam, protoze niacin braniuggvani kyseliny méové. [8, 11,
12, 13]

Niacin se vyskytuje jak v zivwisne, tak i v rostlinné strav V potravinach Zivéisného
pivodu grevazuje nikotinamid a to hlagrve forme NAD® a NADF. Mezi vyznamné
zdroje pati vnitinosti, kvasnice, maso (skopové, Boly vegove), cervené ryby (taak,

losos), také serfadime mléko a mtd@é vyrobky, vejce.

V rostlinnych zdrojich se naopak vyskytuje kyselm&otinova. Obiloviny maji znmé
velky obsah niacinu, a vSak loupani a mletisgbuje velké ztraty (zavisi na stupni vymleti
mouky). DalSimi zdroji jsou ryze, |lugtiny (hrach, fazole). #ekvapivw bohatym zdrojem
niacinu je prazena kava. Zelené kavové boby obsaklké mnozstvi alkaloidu trigonelli-
nu, ktery @i prazeni degraduje na kyselinu nikotinovou a sankyp aktivni pyridiny. [1, 6,
14]

Je dilezité zapeoitavat jak samotnyifjem niacinu potravou, tak i ten, ktery se synigaz
v jatrech z tryptofanu. Dopokana denni davka (DDD) pro muZe je 15 - 20 mg'den
pro Zeny 13 - 15 mg.déra pro @ti 9 - 16 mg.def. [13]

1.4 Kyselina pantotenova

Chemicky je kyselina pantotenova feaa spojenim aminokyselirfralaninu a kyseliny
pantoové. V firod se vyskytuje jen D(+) forma: D-(40);y-dihydroxy{$-dimethylbutyryl-

B -alanin. Kyselina pantotenova je termolabilni 8ladazloutla olejovita kapalina velmi
dolre rozpustna ve vagdv roztoku je stabilniippH 5,5 — 7,0. Kyselina pantotenova itvo

fadu krystalickych soli (n&psodnou, vapenatou, s chininem) rozpustnych veé.vod

OH
" (!H NH CH 0
\"‘. e 2l e - 2 ]
HO ~cT TeH, ST
e -
CH, \ ||
CHy o OH

Kyselina pantotenova
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Biologicky aktivni formou kyseliny pantotenové keenzym ACoA nebo CoASH) ACP
(Acyl-Carrier Protein). Koenzym A jecinnou sloZkou enzyin(transacyla} pienésejicich
zbytky karboxylovych kyselin. Nefin¢jSi latkou je acetyl-CoAignasejici acetylové sku-
piny, v iimz je kyselina octova vazéana jako tioester navmloskupinu cysteaminu. Dal-
Simi acyl-CoA jsou malonyl-CoA, sukcinyl-CoA a jidétky (vyznamné v metabolizmu
cukni, tukd, bilkovin).

MNH
cysteamin B-alanin adenosin-3'-fosfo-5'-difosfat 2
M Sy
flilj ’ (|3H3 0 0 7 |
I I 1 ,J
HSCHiC%¢W+C{H§}EH(}Q—?—Gt(}ﬁ_g_ﬁ_o_cwo N N/
9 CH, o o
pantothenova kyselina
0 OH
| =
O=F—-0
I
0

Koenzym A - CoA

ACP (Acyl-Carrier Protein) je protein, na ktery gié biosyntéze mastnych kyselin vaze

tioesterovou vazbou acylovy zbytek. Déle jecgmtiacyl-CoA syntetazg dalSichsyntetaz.

CoA se také &nstni Krebsova cyklu, je nutnyipsyntéze cholesterolu a steroidnich hor-
moni, porfyrind a nukleovych kyselin. Acetylaci vznika acetylchaolprfenasi nervoveé im-

pulsy). CoA je tedy skutmou Kizovatkourady metabolickych cest.

Deficience kyseliny pantotenoveé je velmi vzacndatese vyskytuje téit ve vSech potra-
vinach. Z nedostatku vznikaji zavazné poruchy ¥peiti a syntéze bilkovin. V pateinim
obdobi nedostatku se objevuje zvySendgha spat &hem dne, poziji zacpa, ztrata chuti

k jidlu, nespokojenost, paleni nohou, Zalirdeobtize, duSevni Unava, infekce dychacich

cest.

Zdroji kyseliny pantotenové jsou prakticky vSectpotraviny jak Ziv@iSného, tak i rost-
linného pivodu. Z Ziv@isnych zdroj je to napiklad maso, zvlastpak vnitnosti, dale
vejce a syry. V mléce je obsah vitaminu nizky. Ja&stupce rostlinnych zdfomiZzeme
uveést kvasnice, otruby, l@$tiny, aechy, dokonce i&eli matéi kastka. [1, 2, 5, 7, 15, 16]
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DDD kyseliny pantotenové se uvadi pro muZe 7 - y0den’, pro Zeny 4 - 7 mg.dén
a pro @ti 5 mg.deft. Lé&ebné davky jsou 50 - 100 mg.derf15]

1.5 Pyridoxin

Pyridoxin je ozné&eni pro triadu latek se stejnym biologickyinkem.
Radime zdepyridoxol (2-metyl-3-hydroxy-4,5-bishydroxymetylpyridin),
pyridoxal (2-metyl-3-hydroxy-4-formyl-5-hydroxymetylpyridin)
pyridoxamin (2-metyl-3-hydroxy-4-aminometyl-5-hydroxymetylpgm).

Tento vitamin je ve vadrozpustny a tvid bezbarvé krystalky o bodu tani 18D. Cela
triada ma bazicky charakter a s mineralnimi kysetin tvai ve vod rozpustné soli.
Je relative staly v kyselych roztocich a m€staly v neutralnim a alkalickém priesdi,

zvIaSe na svtle.

i 1 'f.-"ij .
CH, OH sy CHyNH,
.I"‘ll_ — L_' . 1 | § . | I
!‘_:" ) 2"""‘ I_._,..-' "-=|.....-" DH HD_.“?C'MT_,:_,J\", EH I‘.G‘}-::::‘CMFYG:W
| | r |
| i |
e =y =, ..--‘I'i*-.. i
M CL"-E N ] < M m:“\
Pyridoxol Pyridoxal Pyridoxamin

Velmi dilezitou metabolicky aktivni formou pyridoxinu je nijoxal-5"-fosfat a pyridoxa-
min-5"-fosfat, které jsou totiz soasti kofaktoi enzyni. Pritomnost pyridoxinu je velmi
vyznamna pro metabolizmus aminokyselin. Dale zgsatio metabolizmu tuk— je po-
tiebny k gevedeni polynenasycenych mastnych kyselin na ati§/ I(nag. prostaglandi-
ny). Utastni se metabolismu cholesterolut@gbi preventiva proti vzniku aterosklerézy.
Pyridoxin ma dlezitou roli v metabolizmu homocysteinu, jez je @&@slym rizikovym

faktorem vzniku ischemické choroby sédéa cévnich onemogni.

Pyridoxin v nervovych procesech funguje jako latkpienase. Zprostedkovava impulzy
mezi nervovymi bitkami. Zasahuje i do metabolizmu nukleovych kyselin. Padgbko

vitamin A a niacin, se pyridoxin¢astni procesuastu u @ti a mladezetidi ckleni a spe-
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cializaci burgk. Proto je tento vitamin velmiateZity pro €hotné zeny. [1, 3, 7, 11, 14, 17,
18]

Deficience tohoto vitaminu Agobuje pedevSim nervové poruchy a zvysSenou neurosvalo-
vou drazdivost (cukani, &k, u dti az kecemi), zapométlivost, zarty sliznice dutiny
astni. Ricinou nedostatku Ge byt snizeny ijjlem potravou nebo také Spatna absorpce
vitaminu v trvicim Ustroji. Antagonistou mohou byickteré 1€ky, nap isoniazid, ktery

se pouziva k k¢ tuberkuldzy. Peroralni antikoncep piipravky, jako je penicilamin,
isoniazid nebo hydralazin, také sniZzuji mnoZsté@miinu v organizmu. Také alkohol sni-
Zuje vstebavani, protoZze etanol sgepeni na acetaldehyd aigeho detoxikaci v jatrech

se defosforyluje pyridoxalfosfat. Tim ztraci svounkci v metabolismu aminokyselin.
[3,5, 7, 14]

V naSich podminkach v8ak hypovitamind@avitamindza je velice vzacna, neboyrido-
xin je obsazen Siroké Skale potravin. Také\sti mikroflora dovede vyt relativre vel-

ké mnozstvi tohoto vitaminu

K predavkovani pyridoxinem éize dojit jen pi uzivani ¥tSiho mnozstvi po dobwEkolika
meésial azZ let. Projevuje se Unavou, podré&iukti, depresi a zétem nen, ktery zpisobu-
je obtize pi chuzi. Postupt se objevuje necitlivost v rukou a nohou, tégza vést az

k ochrnuti.

V potravinach rostlinnéhotwodu se vyskytuje igdevsim pyridoxol a pyridoxal. Dobrym
zdrojem vitaminu jsou obiloviny, celozrnné ceredhiiobky, obilné kiéky. NejbohatSim
zdrojem jsou potraviny ziwiasného @vodu, hlave ¢ervené maso, dbez, ryby, drozdi
a vnittnosti. Dale sem p#ti vajeiny Zloutek. V &chto potravinach se vyskytuje pyridoxal

a pyridoxamin a to ve for&nfosforenych estei. [1, 8, 19]

Doporwena denni davka u mwzini 1,7 — 2,0 mg a u Zen 1,4 — 1,6 mg&blatnych Zen je
tato davka vyssi, 6 — 20 mg. Ralia se v gibéhu €hotenstvi zvySuje sodbné s ristem
plodu. [20]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 20

2 MLEKOAMLE CNE VYROBKY

Mléko a mi€né vyrobky jsou satéisti potravyelovek a jiz rekolik tisic let. Nejvice je vy-
uzivano mléko kravské. Dal&st spateby tvai mléka jiného fivodu — o¥i, kozi, buvoli,

nebo velbloudi.

Jakost mléka a mtéych vyrobki je zasadé ovlivnéna jakosti produkovaného mléka —
veskeré zakrokyipoSetovani a zpracovani mléka mohou deoitér miry omezit nedostat-
ky, které mléko nabyloipjeho nevhodném ziskavani a d@égtni v prvovyrob, ale ne-
mohou je odstranit Up#n O jakosti mlénych vyrobKi se rozhoduije jiz na pastwe staji,

pii krmeni, [ dojeni a oSébvani mléka. [21, 22]

2.1 Nutri ¢ni hodnota mléka a ml€nych vyrobki

Mléko je produkt mlénych Zlaz samic savuc Nekolik dni po porodu je nejprve vyiova-

no tzv. mlezivo (kolostrum). Zra¢ se liSi od zralého mléka: ma vysokou suSinu, vysok
obsah bilkovin a vysoky obsah imunoglobtilia protilatek a vitaminu, pro upesm imu-
nity mladte. Po 10 dnech se obsah sloZzek stabilizuje donpia zralého mléka.

Z technologického hlediska je mlezivo nevhodnéatonyslové zpracovani.

Podle vzajemného pairu kaseinovych a albuminovych bilkovin rozliSujearala mléka

na kaseinova (kravske, kozi,awvelbloudi) a albuminova (lidské, psi,dk& a kobyli).

Poner jednotlivych Zivin v mléku je zr@a¢ promenlivy. Zavisi na ddi¢nych vlastnostech
plemene dojnic, na zdravotnim stavu, na biologickdnot a mnozstvi krmiv, na deéb
laktace a sta dojnic. [21, 22]

2.2 Chemickeé sloZeni kravského mléka
Mléko je sloZity systém polydispeznithstic:
> disperzni, emulzni faze: velikosistic nad 18 m — pati sem mlény tuk,

> koloidni faze: velikostastic 10° — 10° m, jsou jema rozptyleny a opticky vznika
dojem rozpustnosti — patsem bilkoviny a nerozpustné soltastice jsou hydrato-

vany, coz brani shlukovani a naslednému srazeni,

> pravy roztok: velikostéastic pod 18 m — sacharidy a mineralni latky.
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Kravské mléko obsahuje 87 — 88 % vody, 12 — 13 $tnywz toho tvéi:

>

YV WV V V

221

dusikaté latky (hruba bilkovina) 3,2 — 3,6 %,
mlécny tuk 3,5 — 4,5 %,
sacharidy 4,0 — 5,0 %,
mineralni latky do 1 %,

dale suSina obsahuje vitaminy, enzymy, hormony)péypigmenty. [21]

Dusikaté latky

Dusikaté latky mléka twd nejkomplex®jsi slozku mléka, wuji zakladni fyzikélni a che-

mické vlastnosti mléka ackteré z nich krom nutricni hodnoty maji vysoce vyznamné

biologické funkce (imunoglobuliny, laktoferin, emay, aj.).

Zakladni rozdleni dusikatych latek mléka:

>

Kasein — komplex fosfoprotein které jsou syntetizovany ntldou Zlazou a tvid
v mléce pezvykav@ prevaznoucast bilkovin. Z mléka je mozno je vysrazet
pii pH 4,6 a teplat 20°C.

Syrovatkové bilkoviny (bilkoviny mi&ého séra) — globularni bilkoviny, rozpustné
pii pH 4,6. Tvdi asi 1/5 z obsahtistych bilkovin.

Proteoso—peptony — tepelistabilni fosfoproteiny, rozpustn&ipH 4,6. Tvdi si
2 — 6 %cistych bilkovin.
Ostatni bilkoviny mléka — minoritni latky bilkoviarpovahy (enzymy, liporoteiny

apod.)

Nebilkovinné dusikaté latky — velky ¢et latek, které obsahuji dusik, odpovida
250 — 300 mg N. 1 mléka.
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a-kasein 42%
Kasein B-kasein 25%
(2,4 -2,6 %) k-kasein 9%
Cista bilkovina 76 - 86 % Z. bilkovin v-kasein 4%
(3,0-3,3%)
93-95% celk. N a-laktalbumin 4%
Hrubd bilkovina Syrovatkové bilkoviny B-laktoglobulin 9%
(3,2-3,6 %) (0,5-0,7 %) sérum albumin 1%
celk. N x 6,38 14 - 24 % & bilkovin imunoglobuliny 2%
proteoso-peptony 4%
mocovina 50%
Nebilkovinné dusikaté latky (20 - 30 mg/100 g)
(25 - 35 mg/100 g) amoniak, kreatin,
5-7%celk. N kys.mofova atd. 50%

Obr. 1: Rozdleni a zastoupeni zakladnich dusikatych latek ketws mléka [21]

2.2.1.1 Kaseiny

Kasein je hlavni bilkovinou mléka, syntetizovanolédnou zZlazou. Jedna se o komplex
frakci fosfoproteid, u kterych je znama i aminokyselinova skladbaakstra. Zakladnimi
frakcemi jsouas, p a k—kasein, ostatni frakce kaseinu se povazuji za derivatgcligy
frakce kaseinu, mime—kasein, jsou vysoce citlivé ndifomnost vapniku v mléce. Proti
vysrazeni je chrani prawritomnostk—kaseinu. Bsobenim enzymehymozinudochazi

k roz8epenik—kaseinu, ktery tim ztraci gyochranny vliv na ostatni frakce a veskeré frak-
ce kaseinu se vysrazi ve fafmapenatych soli. Tak&etknou kyselinou, @jiz piidanou
nebo vytvdenou mlénym kysanim, Ize vysrazet volny kaseiingH 4,6. Oboudchto zpi-
sohi se pouziva k vyrabsym a to bul’ tzv. sladkym srazenim pomocihymozinunebo

kyselym srdZzenimgsobenim kyselin.

Frakce, oznéované jakoi-kasein, jsou fakgmentyonsi—kaseinu. Frakce, ozéené jako

y—kaseiny,jsou produkty degradage-kaseinu proteolytickymi enzymy nativnhiho mléka.

Kaseiny nejsou v mléce ve foéenmonomei, ale jsou agregovany do kaseinovych kom-
plexi a micel. Nepolarnéasti jednotlivych molekul jsou orientovany do cermsubmicely,
kde se uplaiuji hydrofobni interakce. Polarggésti molekul kasein tzn. fosfoserinove
zbytky molekulas — kaseili ap — kaseifi a treoninovy zbytek s vazanymi oligosacharidy
v molekulek—kaseinu, interaguji s vapenatymi ionty a vododnddivé submicely se vza-

jemné spojuji do micel progednictvim fosfatovych (fosfoserinovych) skupin— kaseir
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ap — kaseir s vapenatymi ionty ki pfimo, nebo prosédnictvim volnych fosfdta citra-
ta. Typickd micela kravského mléka obsahuje asi ZD B®lekul kaseit. Micelu tvai
priblizné: 92 % kaseit, 3 % vapenatych iofit 3 % anorganického (volného) fosfatu, 2 %
fosfatu vazaného jako fosfoserin, 0,4 % citratwd@®® % sodné, draselné arimaté ion-

ty. Pim&r micel se pohybuje mezi 50 aZ 300 nme@anicel byva asi 1.2 mI* mléka.

Obr. 2: Spojeni submicel Obr. 3: Priény fez submicelowarkovar je

vyz¥ena hydrofobnéast

2.2.1.2 Syrovatkove bilkoviny

Syrovatkové neboli sérové bilkovinystavaji v syrovatce po vysrazeni kaseibiypl 4,6.
Na rozdil od kaseinu, ktery snasi var, jsou sylkawé bilkoviny citlivé k zatevu a jiz
pii 70 °C se srazi, nevratrdenaturuji. Maji vysSi nutmi hodnotu nez kasein. Nepgi
podil z frakci m&—laktoglobulin (50 %), ktery stej&jako a—laktolbumin (25 %) je syn-
tetizovan v mléné zlaze. SloZzenim jsou tyto bilkoviny velmi vyhédje zde vysoky obsah
aminokyselin (mimo metionin, toho kasein obsahug@e) Velice cenny je obsah cystinu a
tryptofanu, ktery kasein neobsahujelaktoalbumin je zjisBovan v kazdém mléce, které
obsahuje laktdzu, protoze je nezbytny pro jeji &ymata ma vyznamnou biologickou funkci

jako souwast rekterych enzym.

DalSi d¥ bilkovinné frakce jsowérumalbumin a imunoglobuliny. Jejich podil v mléce
zdravych krav v laktaci je relatigmizky, vyrazg se vSak zvySuje jejich obsah v mlezivu

(imunoglobuliny) a také v mastitidnim mléce (séraltbumin). Do mléka fechézeji imo
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Z krevnihoreciste. Imunoglobuliny maji vyznam pro ziskani imunitypati rovnéz mezi

antibakterialni latky mléka.

Posledni skupinou latek jsou tawoteoso-peptony.Jsou tvéeny jen malym podilem bil-
kovinnych sloZek obsahujicich fosfor. SpiSe seenlffechod mezi bilkovinami a kratSi-

mi peptidy.

V mléce byl také zjigh specificky minoritni proteirmakroglogulin, ktery tvai pricné
vazby membran tukovych globuli atgobuje jejich shlukovani, coz méa za nasledek vytvo-
feni vrstvy smetany na povrchu mléka. #hnad 100 °C &kolik minut tento protein blo-

kuje.

2.2.1.3 Nebilkovinné dusikaté latky

Tyto latky zistavaji v roztoku po vysrdzeni veSkerych bilkovileka 12% kyselinou
trichléroctovou. Maji rozdilnou strukturu i vyznamejvétsi podil z &chto latek tvéi mo-
¢ovina (50 %). Dale jsou zdeipmny volné aminokyseliny, resp. jednoduché peptid
kyselina m@ova, kreatin, kreatinin, kyselina orotova, nukldgti vitaminy skupiny B,

amoniak apod.

Mocovina je firozenou sotasti mlék, pechazi z krve do miléka. Vlivem nadmého
zkrmovani dusikatych latek a nedostatku energiennk davce stoupa jejich obsah v mlé-
ce. Podle mnozstvi ndoviny v mléce se @uje spravnost sestavené krmné davky dojnic.
[21, 22, 23, 24, 25]

2.2.2 Mléc¢ny tuk

Zakladnimi slozkami mk&ného tuku jsou: tri-, di- monoacylglyceroly, voln@astné kyse-
liny, fosfolipidy, steroly, estery sterigl uhlovodiky a v tucich rozpustné vitaminy. Hlavni
podil lipidi mléka tvdi asi z 98 % triacylglyceroly. SloZeni do Zné miry ovliviuje ple-

meno, krmna davka, ¢oi obdobi a zdravotni stav dojnic.

Mastné kyseliny (MK) se v mléce nachazi v nizkyadmdentracich. Z nenasycenych MK
tvori nejwtsi podil kyseliny Gs, Cis @ Gs, Z nenasycenych kyselina olejova. Nizkomole-
kularni MK s G, Cs a G dodavaji mlénému tuky typickou chiia vini. PredevSim nena-

sycené MK (vcis forméach) zvySuji biologickou hodnotu mitéeho tuku. Nezanedbatelny
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vyznam ma obsah esencialni MK - kyselina linolo€g¢), a- ay-linolenova (Gs.3), ara-

chidonova (Go.4) Vv cis konfiguracich.

Specifickou vlastnosti mé@ych lipida je, Ze pevaznacast z nich se nachazi v syrovém
mléce v tukovych kapénkach (ktkiach). Hovei se o disperzi mi#ého tuku v miéné
plazne nebo o emulzi miEného tuku v odsedném mléce. Tukova kapénka ma velikost
0,1 — 22um, nefastji (cca 90 % z celkoveého ptu) se vyskytuji kapénky o velikosti
2 —3,5um. V1 ml mléka jsou asi 1,5 - 6 mld. tukovych kaplé @ tucnosti miéka
3,7 — 1 %. B homogenizaci se jejich pet zvySuje, roz{sti se na mengstice, a tim je

zabragno vyvstavani mkéného tuku v konzumnim mléce.

Tukové kultky jsou chrasny dvouvrstevnou membranou obsahujici velké mnoissio-
lipida. Lipofilni (nepolarni) vrstva je orientovana dovriittukové kapénky — obsahuje
triacylglyceroly, cholesterol, karoteny a lipofilgitaminy. Hydrofilni (polarni) vrstva je

orientovana k vodni fazi mléka a nese bilkovinglsy (albumin, globulin a kasein).

mlécna
lazma
submicely \\\ :
kaseinu
s6roveé —
kyseling
tuk
kaseinova

micela

y

Obr. 4: Tukova kapénka

Membrany tukovych kuliek zabrauji vzajemnému splynuti tukovych kapének ve velké
Gtvary gredevSim svym elektrickym nabojem. DelSim skladavanébo dalSimi vlivy {e-
pani, zmrznuti,...) e dojit, gedevsim v zatatém mléce, k uvolmi tuku, vznika
tzv. volny tuk. Tento tuk snadjn podléha rozkladu, neni-li mliéko odpovidajicimigp-
bem vychlazeno. N&ppasobenim bakterialniclipaz muze dojit rychlému rozkladu tuku
(lipolyze). ZvySeny obsah volnych MK pak znehodrjeamléko jako surovinu pro techno-

logické (eely.
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Fosfolipidy tvori vyznamnou skupinu lipid mléka. Jejich koncentrace jerilgizné
0,03 — 0,05 %. Na své molekule maiji estericky vamakyselinu fosforénou, na niz je
jese vazan cholin, etanolamin nebo serin. Z fosfolipiyva negastji zastoupen fosfati-
dylcholin z 33 %, fosfatidyletanolamin z 38 %, gfimyelin z 23 % atd. Fosfolipidy se
vyskytuji prevazre v membrasn tukovych kultek, @i stloukani smetany na maslo se porusi
membrana, ziskame tuk z it ¢asti tukovych kuliek (triacylglyceroly) a obaly z fosfo-

lipida prechazeji do podmasili.

Mlécné lipidy také obsahuji sterolyfipadre jejich estery. DleZitym zastupcem Zivis-
nych steral je cholesterol, jehoz koncentrace v miéce je 0;000015 %. V mensi 1fd je

zde i ergosterol, ktery je prekuzorem vitaminu D

Charakteristické zbarveni ndlgeho tuku je zfisobeno fitomnosti karotenoidnich barviv.
Tato Zluta neb@ervena barviva jsou rozpustna v tucich a chemielkiadi mezi tetrater-
peny (karoteny, xantofyly). Nejvyznarjii z karotei je p-karoten, ktery je prekurzorem
vitaminu A. MI&ny tuk obsahuje tedy vitaminy rozpustné v tucictibAg dale pak vitamin
E aK.[21, 22, 24, 26, 27]

2.2.3 Sacharidy

Hlavnim zastupcem sachatid mléce je laktéza. Two 98 % sacharid zbytek jsou mo-

nosacharidy gluk6za a galaktdza, oligosacharidynasacharidy a estery sachadirid

Laktoza se nachazi uzném mnozstvi v mléce vSech savproto se nazyva miay cukr.
Tento disacharid sloZeny z glukozy a galaktozyw@en v ml€né Zlaze z krevni glukdzy.

Galaktoza je tvikena az v miéné zlaze biochemickymi procesy také z glukoézy.

Laktoza je rozpusha ve vod a dodava mléku nasladlou e¢hyritomnost ostatnich roz-
pusenych latek vytvei osmoticky tlak v mléce. Vedle laktozy jsou v ndécdalSi cukry,

a vSak ve velmi malych mnoZzstvich.

Malé mnoZstvi sacharidse nachazi kiive volné forng, nebo jsowast&né navazany na
proteiny, lipidy anebo fosfaty. Napaminosacharidy jsouistovych faktorem mikroorgani-

zmu Bifidobacterium bifidum.
Laktdza je pro lidsky organizmus vyuZivana jako zdroj g jeji pijem vede ke zvy-
Seni hladiny glukdzy v krvi. Laktéza samotna je andydrolyzovatelna v gastrointestinal-

nim traktu, proto musi byttednostd S€penalaktdzoy enzymem fitomnym v epitelial-
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nich buikdch mukdznich membran tenkéhoest, na glukézu a galaktozu. Ty jsou pak
|épe absorbovany a jsou také vhodnym substratenmpestinalni mikrofléru. Vznika ky-
selina mlénd, ktera inhibujetst nezadoucich hnilobnych bakterii a podporuje aditid

floru. Kyselé prosedi také zlepSuje rozpustnost soli kalcia a tim pbsorpci.

U nekterych jediné se miize vyskytnout intolerance na laktozu, ta jeigkapéna snizenou
produkci nebo az néjpomnostilaktazy Laktéza v tenkém & neni Spena a vaze na
sebe vodu. To Zsobuje travici obtize, jako je nadymani, pocityaieusti a péjem. Lidé

s deficiencilaktazyvsak mohou konzumovat vyrobky i€ kysané, v nichZ byla lakt6za

jiz ptemenéna ml&nymi bakteriemi na kyselinu migou. [21, 26, 28]

2.2.4 Minerdlni latky

Mineralni latky se do mléka dostavaji piesinictvim krve. Epitelové lilky mlé&né Zlazy
maji schopnost shromdidvat mineralni latky, a ty se pak snadnorelsévaji do mléka.
V mlééném séru se mineralni latky vyskytujidznych formach, a to v roztoku, koloidni
formé nebo jsou vazany nakteré organické sa@asti mléka. VSechny tyto formy jsou ve
vzajemné rovnovaze mezi sebou navzajem i s ostasigbkami mléka. Nap velikost

a vlastnosti kaseinovych micel ve vztahu k mnoz8&,j Mg, P a citratu, vliv pH nebo také
zahrev mléka. Z hlediska nutmi vyzivy maji mineralni latky vliv na stupeéobtnani ko-
loidd, reguluji osmoticky tlak (K a Na soli) a koncemiraodikovych iont. Jsou také akti-
vatory enzymi nebo jejich slozek a maji rozhodujici Ulohu prozedi acidobazické rov-

novahy v organizmu.

Mineralni latky, které kravské mléko obsahuje, &émh:
» majoritni prvky (makroelemety): Ca, P, Na, K, Clg\,
» minoritni prvky: Fe, Zn,

» stopové prvky (mikroelementy): B, Co, Si, Cu, MnoMBr, Al, I.
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Tab. 1: Obsah energie, hlavnich Zivin a vybranych minécalnatek v pirodnich a tave-

nych syrech. [29]

Tvp svra Bilkoviny Tuk Energie Ca P Na
yp sy [9.200 g1 | [9.100 g1 | [kJ.200 "] | [mg.100 ¢ | [mg.100 ¢ | [mg.100 ¢
M ékky 19 0,3 370 100 200 30
tvaroh
Tuény tvaroh 14 12 740 70 170 30
Tvarazky 30 0,8 550 150 270 1900
Hermelin 20 20 1200 400 300 1100
Eidam
30 % t.vs. 29 16 1100 900 620 850
Eidam
45 % tvs. 26 26 1400 750 570 780
Cedar
50 % tvs. 26 32 1700 750 530 490
Emental 27 29 1600 1010 650 229
Taveny syr i
30 % tvs. 18 11 700 490 180 -120( 920
Taveny syr
70 % t.vs. 11 36 1540 280 @ 700 750

Za vyznamné mineralni latky v syrech se povazypnié a fosfor. Jejich spravny peme
velice dilezity pro vstebavani vapniku. V syrech je tento pomi : 0,8 gkdy az 2 : 1
(vapnik : fosfor). Z tabulky 1 Ize tedy &gt, Ze mezi nejlepSi zdroje papredevsim déle
zrajici syry, jako je emental, eidam 30 % t.vdaenr 40 % t.vs. &edar 50 % t.vs. Nkké

a hlavrg tavené syry maji vysoky obsah fosféargch soli, které mohou mit vétéich dav-
kach pro organismus i ofyay (Kinek. Telo se snazi vyrovnavat zvySenou hladinu fosforu

vapnikem, ktery odjima z kosti a Zilcoz mize mit negativni vliv fedevsim naéti.

Véapnik a fosfor se vyskytuji wholika raiznych formach, a to v roztoku, koloidni fa¥m
kalcium-fosfat a vazany na kaseinovy komplex. Jédmoformy jsou zavislé na obsahu
bilkovin, zejména kaseinu, dale také na zdravostaxu dojnic, stadiu laktace apod. Mezi

dalSi vyznamné mineralni latky mlékaipatraslik a citraty.
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Mineralni latky jsou vyuzivany zejména pro zdrawywoej kostry, podporuje zdravi zib

a také jsou tlezité jako prevence osteopordzy a vysokého krevtiitku. [24, 26, 28, 30]

2.2.5 Vitaminy

Mléko obsahuje jak vitaminy rozpustné ve ¥othk vitaminy rozpustné v tucich (jejich
mnoZstvi zavisi na obsahu tuku v mléce). ZvySeadihy vitaminu jsou fedevsim mlezi-
vu, jelikoz je to prakticky jedinym zdrojem potraggjiciho mlagte. DalSi vliv na mnoz-
stvi vitamimi ma také roni doba. Letni obdobi, doba zeleného krmeni a pastwléko

obsahuje vice karotéra vitamirii A, D, E a K.

Vitamin A — retinol je nejvyznamSi aktivni latkou skupiny vitaminv ZivociSnych tka-
nich. Dilezitym provitaminem j@-karoten, ktery se jako jediny nachézi v mléce.Zilie
obsahuje asi 10 x vice provitaminu A a vitaminueX aralé mléko — mlezivo ma typické
zbarveni po karotenoidech. Dobrym zdrojem vitanmgow mi€né vyrobky s vySSim obsa-

hem tuku a maslo.

Vitamin D — kalciferoly jsou skupinou steroidnich hormonélnich prekurzoejvyznam-
n¢jSi z nich je cholekalciferol neboli vitaming[@ ergokalciferol neboli vitamin DVita-
miny D vznikaji gisobenim UV z#eni z prekurzar. Tento vitamin je téZ nazyvany jako
antirachiticky, protoZze ma velky vliv na metabolisvapniku a fosforu. V zimnich &ai-
cich je jeho obsah akytikrat nizSi nez v letnim obdobiflkéZitou roli vtom hraje letni

pastva zwiat.

Vitamin E — tokoferoly. Z&kladni strukturu tvid tokoferoly a tokotrienoly. Hlavni slozku
vzdy tvai a-tokoferol. Zivasidné tuky obsahuji mnohem néwmitaminu E neZ rostlinné
oleje. Vitaminy E slouzi jakotudezité antioxidanty, chrani b&&né membrany ied vol-
nymi radikaly.

Vitamin K. Aktivitu tohoto vitaminu vykazuji derivaty menadios nenasycenym isopre-
noidnim postraniniezcem. Vitamin K jeast&né syntetizovan v bachoru, ale igsto je
jeho obsah v mléce nizky. Ke Zmgm ztratdm dochazifpvystaveni mléka dennimu &v

lu.

Thiamin je vyznamnym kofaktorem enzymV mléce se vyskytuje nejvice ve volné f@rm
(50 — 75 %), také jako difosfat (18 — 45 %) a meazany na bilkoviny (5 — 17 %). Je tvo-

fen bachorovou mikroflérou.fPsuseni nebo tepelném zétu jsou ztraty mezi 10 — 20 %.
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Riboflavin je také sotasti dilezitych kofaktot (FMN, FAD). Riboflavin vykazuje Zluto-
zelenou fluorescenci, ta je typicka pro tmé sérum. PodoBrjako ostatni vitaminy skupi-
ny B je riboflavin tvdgen v bachoru, proto je jeho obsah v kravském mig&si nez
v mléce matiském. Bhem technologického zpracovani nedochazi k vyrazmgnatam,
jedna se jen odgkolik malo procent. Ve fermentovanych vyrobcichnaehazi ¥tSi mnoz-
stvi riboflavinu nez v samotném mléce, jelikoz yatstizovan i pidanymi mikroorganiz-

my.

Niacin je spolénym nazvem pro kyselinu nikotinovou a jeji amid.s@b niacinu v mléce
je pongrné nizky. VEtSi mnozstvi vitaminu obsahuji syry, nebo také fjtygyprotoze niacin
mohou produkovat dkteré bakterie miného kysani. Ztratyipzpracovani a skladovani
byvaji minimalni.

Kyselina pantotenovase ve vSech potravinach vyskytuje jen v malém raivbzasténe
jako volna a pevaznacast vitaminu je ve vazané foéntkoenzym A, acylkoenzym A
a ACP). V mléce je obsah vitaminu nizky, je vi&Sivnez v mlezivu. Jen \&kterych
druzich syl bylo nalezeno vysSi mnozstviii RdelSim skladovani dochazi ktgim

ztratam.

Pyridoxin je kofaktoremtady enzyni Ucastnicich se metabolismu aminokyselin. Takée
pyridoxin je syntetizovan bachorovou mikroflérole apres to je obsah vitaminu v mléce
a syrech nizky v porovnani s ostatnimi Zigaymi produkty. Technologickym zpracova-
nim dochazi jen k mensim ztratam, avs#&ksgladovani ztraty rychle nastaji, az 45 %.
[23, 28, 31]

2.2.6 Enzymy

V mléce byl stanoven velky pet enzyni, které je mozno roztit podle pivodu:
» nativni: vyprodukované mé@ou Zlazou,
» mikrobidlni: z kontaminujici mikroflory,
» aditivni: priddvané zarrné pii technologickych operacich.

Enzymy se koncentruji v povrchovych vrstvach tulawviulicek a gechazeji do smetany,
nebo jsou vazany na bilkoviny mléka a sradZeji sang Vyrazna aktivita enzyt byla

zaznamenana v mlezivu. Z technologického hlediska pnzymy ve &sSirg pripad: (kdy
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jsou zangrn¢ pridavany) nezadouci, a proto jsou Elem mléka denaturovany a inaktivo-

vany.

Zjisténi slozeni enzyiinmléka je vyuzivano i k diagnostice zdravotniho/stenléné z1a-
zy, rozliseni druth mlék miznych savé nebo mleziva. Dale stanoveni enZysiouzi ke
kontrole tepelného z&bvu, hodnoceni nebezpeaozkladu jednotlivych slozek mlékaip

sobenim enzyfhapod.

Vyznamnymi enzymy mléka jsolaktoperoxidazaktera rozklada peroxid vodiku na vodu
a atomarni kyslik, isobi tedy mikrobicidé& Xantinoxiddzaoxiduje xantin na hypoxantin
a dale pak na kyselinu mavou. Ve zdravém mléce je aktivita mala, ale v mléd masti-
tidnich dojnic se vyraznzvysuje.Kataldzytaké rozkladaji peroxid vodiku na vodu a kys-
lik. MIéko katalazuobsahuje vzdy, ale jeji aktivita je maldpazy hydrolyzuji acylglycero-

ly na glycerol a mastné kyseliny, jejich aktivieagavisla na stadiu laktadeosfatazymaji
schopnost hydrolyzovat estericky vazané kyseligjdiené z fiznych substrédt Proteazy
jsou grirozenou sotasti mléka — endogenni alkalické i kysptéteazy.Mléko miZze také
obsahovaproteazyz kontaminujici mikroflory, fedevsim psychrotrofni. Jejich inaktivace
je nesnadna, protoze se inaktivuji &tpplo& 75 — 80°C po dobu 10 — 20 minut, takZe
¢asto mohou fsobit i @i zrani syfi. Lysozymje prirozenou so&asti obranného systému
mléka, protoze 8pi glykosidickou vazbu mukoprotdin/ buré¢né séné grampozitivnich
bakterii. Aktivita se sniZuje v pbéhu laktace. ZvySena koncentrace indikuje poruchu se
krece mléka. [21, 25]

2.2.7 Hormony

Hormony jsou produkovany Zlazami s ¥nit sekreci. Katalyzuji #di mnoho metabolic-
kych proces v organizmu a snadno se dostavaji do mléka. Pnalkoenta zde hrozi ne-
bezpei, Ze i lécbé dojnic hormonalnimi preparaty, se tyto latky moldmstat i do mléka.
Proto zakon Ministerstva zdravotnictvi 332/2008 €b.veterinarni p& stanovi tzv.
ochrannou Iitu. To je obdobi mezi poslednim podanintivého gFipravku zviatim
za k&Zznych podminek pouzivantiplusného fipravku a okamziku, kdy Ize oddhto zvi-
fat ziskavat potraviny tak, aby bylo zaji%, Ze tyto potraviny neobsahuji rezidu&vého
piipravku v moznych f@sahujicich maximalni limity stanovené zvlaStnimivoimi ged-
pisy a pedpisy Evropskych spdlenstvi. Tyto maximalni limity jsou uvedeny
ve vyhlaSce Ministerstva zdravotnictvi 273/2000[88, 32]
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2.2.8 Plyny

Cerstw nadojené mléko obsahujetipiérné 6 — 9 obj. % plyd, prevazn&ast je tvdena
CO, (5 -7 %). Znanacast plymi se do mléka dostava az po styku se vzduchemodié p
oxidu uhliitého pravdpodobré prechazi do mléka z krve. Pocité dok¥ stani klesa
mnozstvi rozpughych plym v disledku ustanoveni rovnovahy mezi mlékem a ovzdusSim.
Proto ihned po nadojeni je titrd kyselost mléka vysSi vidledku zvySeného obsahu €0
Malé mnoZzstvi kysliku stimulujeist aerobnich mikroorganiZin ale naopak fize také

kyslik oxidovat kyselinu askorbovou a tuky. [21]

2.3 Kvalita mléka pro vyrobu syri

Mléko pro vyrobu syt musi sphovat, vedle standardnich ukazételanych platnym le-
gislativnim ramcem (nd&pzakon 224/2008 O potravinach a tabakovych vyehoiyhlas-
ka 203/2003 sb. O veterinarnich pozadavcich naardékl€né vyrobky, vyhlaSka Minis-
terstva zerddélstvi 77/2003 Sb., kterd stanovi poZadavky pro mlékml€né vyrobky,
mrazené krémy a jedlé tuky a oleje, atd.), i dp&tadavky jak na jeho technologické

vlastnosti, tak i na jeho mikrobiologickou kvali{33]

2.3.1 Technologické vlastnosti mléka

Technologické viastnosti mléka, které jsalledité @i jeho zpracovavani na syry:
» syritelnost,
» kysaci schopnost,
» tepelna stabilita.

Syritelnost mléka je schopnost srézZet sefigfem a vytvdit kvalitni koagulat. Tento pro-
ces ma tkolik fazi. Nejprve dojde proteolyze-kaseinu, ten se rozlil na parak-kasein

a k-kaseinmakropeptid. Hydrolyzovargrkasein neni schopen plnit funkci ochranného
koloidu a za tasti C&* dochazi ke vzniku gelu (&niny). Syitelnost je podmitna vel-
kou radou faktoti. Vedle celkového obsahu bilkovin jéleZity pongr zastoupeni kaseinu
(jeho frakci, velikost a stav kaseinovych micefkaseinovych bilkovin i bilkovin syrovat-

ky. Déle pak dlezitou roli hraje nap obsah vapniku, tuku a hodnota pH. Také technolo-
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gické operace ovliwiji syfitelnost. Pasterace mléka prodluzuje dobu koagutabenina je
pak nekei a zhorSuje se odstravani syrovatky ze $gniny. Proto se pouziva jen Setrna

pasterace.

Kysaci schopnost mlékae rozhodujici proust ¢istych mlékarenskych kultur. Bakterie
mléného kysani jsou vysoce citlivé na¢jgi podminky. Mléko musi obsahovat vSechny
potrebné sloZky proifdané kultury. Vyznamnou roli sehrava zastoupemiarélnich latek

a jejich formy, pH mléka, obsah vitaniifNezadouci je obsah kontaminaatjinych latek,
které misobi inhib&né. Mezi tyto neZzadouci latky se takadi girozerg piitomné obranné
latky mléka (imunoglobulinylysozym laktoferin, apod.). Technologicky nevhodna jsou
mléka mastitidnich dojnic, mleziva, mléka od dojsienetabolickymi poruchami, které
maji zneénéna chemicka slozeni, nenormalni kyselost atd. Dal§drem, ktery ovliviuje
kysaci schopnost, je jeho nasledné i@sétpo nadojeni a doba a podminky dalSiho sklado-
vani v zemdelské prvovyrols nebo v mlékara Vlivem chlazeni dochazi k fyzikain
chemickym zminam, rozpadu kaseinovych micel, zmenSeni jejichprétuhydratace,
ke znEnam v rovnovaze jednotlivych forem mineralnich kate ke zvySovani pH.

V disledku &chto znén dochazi i ke zhorSovanistu tSiny bakterii miéného kysani.

Tepelna stabilita neboli relativni odolnost mé@ych bilkovin proti vysrazeniipzahrevu,
je velice dilezita @i technologickém zpracovani, jako je vysoka pastefanléko na vyro-
bu jogurti), UHT zakevu nebo fi klasické sterilaci (oS&tni smetany). Nejvyznanysi
vliv ma sloZeni, skladba bilkovin, mineralnich lai jejich vzajemné vztahy. Bilkoviny
mléného séra jsou citlgySi nez frakce kaseinu, proto mlezivo, starodojnéastitidni
mléko vykazuji horSi tepelnou stabilitu. Mezi daidktory ovliviwujici tepelnou stabilitu
pati pH mléka (optimalni tepelnou stabilitu ma mlékogH 6,5 — 6,6 a z&ny rovnovah

v mléce v dsledku skladovéaniipnizkych teplotach, aj.).

Na vSechny tyto faktory ma dale velky vliv plemeskmtu, stadium laktai periody, poet

laktaci, zdravotni stav a vyZiva dojnic.

2.3.2 Mikrobialni jakost

Cerstw nadojené mléko od zdravé dojnice neni sterilmdyvdbsahuje malé mnozstvi mik-
roorganiznii. Ur¢ité mnoZzstvi mikroorganizindo ml&né zlazy vnika strukovymi kanalky,

proto je dilezité oddojeni tzv. bakterialni zatky (2 — 8lst z kazdého struku). Pak je ve-
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meno omyto pitnou vodou, osuSeno &z z&it vlastni dojeni. Timto Zjsobem se snizu-

je celkovy p@et mikroorganizm v mléce.

Od okamziku nadojeni je mléko vystavensgbeni sekundarni kontaminace. Mezi hlavni
Cinitele pati kontaminace povrchem struku, rukou a ¢bldm dojte, prostedim staje

a dojirny, filtraci mléka, pouzivanou vodou, dajictaizenim od strukovych nasadaz

po Uchovné nédrze, aj. Mikrobiélni jakost mlékagehodujicim faktorem. Obeé&ry mel

byt celkovy p@et mikroorganizm co nejnizsi. Dale by &h byt dan diraz i na podrobsi

charakteristikudchto nezadoucich mikroorganianMusi byt zajistn:

» nizky paet psychrotrofnich mikroorganizm(ptedevsim z tvodu minimalizace

piitomnosti jejich termostabilnich enzyin
» absence bakterii maselného kvaseni,

» absence hnilobnych a plynotvornych bakterii. [21,,35]

2.4 Charakteristika syru
Syri je mnoho a jejich rozideni je celaada.
» PODLE SUROVINY
- ptirodni syry — vyrabné gimo z mléka,
- tavené syry — vyraimé zpracovanimifrodnich sy,

- syrovatkové syry — mtéy vyrobek ziskany vysrazenim syrovatky neb@sryro-

vatky s mlékem,

- analogy a imitace syr— produkty, kde je midy protein nebo tuk nahrazen rostlin-

nym.
> PODLE OBSAHU TUKU V SUSH
- vysokotiné (nad 60 %),
- plnotwné (45 — 60 %),
- polotwné (25 — 45%),
- nizkotwné (10 — 25 %),

- odtwnéné (pod 10 %).
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> PODLE VYHLASKY 77/2003 $28]:
- cerstvé syry — nezrajici syr tep&lneoSateny po prokysani,

- tvaroh — nezrajici syr ziskany kyselym srazenirarétfeviada nad srazenim po-

moci syidla,

- zrajici syr — syr, u kterého po prokysani doSlalsiin biochemickym a fyzikalnim

procesim,

- taveny syr — syr, ktery byl tepelmipraven zaipdavku tavicich soli.

> PODLE ZAKLADNICH TECHNOLOGICKYCH PRINGIP
« SLADKE SYRY (ke srazeni bylo pouzitoisglo)
1) Mekkeé nezrajici syry (pomazanky, krémovy syr, soleryottage)
2) M¢kkeé zrajici syry:
A) syry zrajici pod mazem (Romadur),
B) plisiové syry: a) syry s plisni na povrchu (Hermellfamembert),
b) syry s plisni wste (Niva, Roquefort),
c) syry s kombinovanym nigtem plisg (Vitavin),
C) paené syry - finalni struktura je vlaknita (Parenjca)
D) syry zrajici v solném nalevu: a) syry neliso&gBalkansky syr),
b) syry lisované (Akawi),
c) syry p&ené (Jadel),
E) syry zrajici v chladu (Btacké zlato, Pivni syr).
3) Tvrdé syry:
A) syry s vysokodoiivanou syeninou: a) syry ementalského typu (Priméator),
b) syry bez tvorby ok (Moravsky blok),

c) syry ke strouhani,
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B) syry s nizkodotivanou syeninou: a) syry eidamského typu,
b) syry s hitenou syeninou,
c) syry s mletou sgninou typuCedar.

« KYSELE SYRY (mléko se sraziggobenim kyseliny mtéé, ktera je produktem bak-

terii ml&ného kysani)
A) nezrajici kyselé syry (tvarohyigmlevSim pimyslovy tvaroh),
B) zrajici kyselé syry (Olomoucké tverky).

Existuji i jin& obdobna technologicka ratehi, ktera se liSi vékterych detailech zpraco-
vani. Také je moznégtit syry podle dalSi paraméirjako je druh pouzitého mléka (krav-
ské, kozi, ovi, atd.) nebo konzistence (extra tvrdé, tvrde, pote, polontkké, mekké).

VétSinu tvrdych syi Ize upravovat uzenim, pro rogsii sortimentu syrna trhu a ziskani

novych senzorickych vlastnosti. [36, 37, 38]

2.5 Vyroba syri

Vyroba sladkych syr je zaloZzena na tvokbsykeniny ze sladkého mléka a jejim dalSim
zpracovanim. Dle druhu vyré&bého syra se mohou jednotlivé technologie odliSoxat

kladni technologické operacé pyrobé sladkych syi:
1) Tepelné oSdateni miéka

U nas se syry vyrabiipdevsim z pasterovaného mléka. Vyuziva se tz\n&etstera-
ce, ktera probih&a po dobu 15 — 20 mintitteplot 72 °C. Fi vysoké pasteraci by do-
Slo ke zvySené denaturaci sérovych bilkovin, tim dgy zhorSil fistup enzym
ke k-kaseinu, sérové bilkoviny by byly zadrzeny vesyné, dosSlo by k ¥tSi vazk vo-

dy a sniZeni jakosti.
2) Uprava mléka pied zpracovanim

Mléko se musi upravit, aby élo poZadované sloZeni a standardizovala se vyroba.

Nejprve se provadi standardizace tuku v sysurekterych gipadech (syry s plisni

Vi s

enzymim. | pres Setrnou pasteraci dochazi k poruseni rovnovaloydki a rozpustné

formy vapniku ¢&st rozpustného vapnikigehazi na nerozpustny), pro obnovetii-sy
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telnosti mléka seffdavaji ged syenim vapenaté soli ve fosn€aClh. Fidavek je pi-
blizn¢ 10 — 40 ml nasyceného roztoku na 100 | mléka. Baldo mléka fi¥e Fidavat
dusinan sodny (NaNg) nebo draselny (KNg), aby zabranil diteni syfi, zpisobené
¢innosti koliformnich bakterii a bakterii maselnéh@seni. V skterych zemich je
uzivani &chto latek zakazano. Désianu se fdava cca 10 g. 100" imléka. Vy3si H-
davky jak vapenatych soli, tak i déasanu by mohly zfisobit hakost. U rékterych sy-
ra je piidavano i barvivo (frodni syr Zlato). Upravuje se také teplota mlékgpnza-

dovanou hodnotu — obvykle 30 — 35.

Nejdalezitsjsi je vSak pidaveké&istych mlékaiskych kultur (CMK), je podmiujici
pro dobrou jakost finalnich vyrobbk Snizeni pH fed syenim ovliviiuje rychlost ske-
ni, jeho pabeh, kvalitu syeniny i zrani syr. CMK maji mit vedle schopnosti vhodné-
ho piibchu mi&ného kvaseni i dalSi vlastnosti, jako vhodnou migteekou a lipoly-
tickou aktivitu, odolnost &i inhibi¢cnim latkam a bakteriofégn, schopnost inhibovat

Skodlivou mikroforu aj. Pro vyrobu se pouZivaji.tpvimarni a sekundarni kultury.

Primarni kultury(zakladni kultury) zaj&uji prokysani mléka i syt uvoluji enzymy
podilejici se nasledma tvorkt aroma. Mezofilni kultury tvid smetanovy zakys, ktery
se rekdy pouziva i pro fedzrani mlékdlLactococcus lactisubsplactis, Lactococcus
lactis subsp.cremoris). Termofilni kultury jsou vyuzZivany pro syry s vysmohiva-

nou syeninou(Lactobacillus helveticus, Streptococcus salivasusspthermophilus)

Sekundarni kulturydopkikove) jsou specifické pro jednotlivé druhy &yPro tvrdé

syry se vyuziva zejménaactobacillus helveticus, Lactobacillus casddle pro hlubsi
proteolyzu se volLactobacillus delbruecksubsplactis. U syi ementalského typu se
pouzivaji bakterie propionového kvaSenPropionibacterium freudenreichsubsp.
freudenreichii, Propionibacterium freudenreictsubsp.shermanii. Pfi vyrob¢ syn
zrajicich pod mazem séigava mazova kulturBrevibacterium linenspolu s kvasin-
kovymi kulturami —Mycoderma. Doplikova kultura pro syry s plisni na povrchu je
vyuzita plisiova kulturaPenicillium camamberti, Penicillium caseicolum ankdli-
um candidumPro syry s modrou plisni ¥st¢ se mléko okuje plisiovou kulturou

Penicillium roqueforti.

3) Syieni miéka
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4)

Po provedeni vSech gebnych Uprav se do mlékdigava vypd@itané mnozstvi sy-
fidla, které zajisti srazeni mléka a wyiteni vhodné ggniny za optimalni dobu pro
dany druh syra. Siglo se gidava Zedkné a dkladre se s mlékem promich4, aby sra-
Zeni bylo stejnorné. Po promichani se musi zastavit pohyb mlékaesi musi pro-
bihat v klidu, aby nedochazelo k potrhaniesyny a k ¥tSim ztratam bilkovin a tuku

do syrovatky.

Ucinek syidla sp@iva v pisobeni proteolytickych enzyima kasein. Sgni probiha
ve trech fazich. V primarni fazi dochazi k destabilizeaseinovych micel, protoze en-
zymovym misobenim sidla ztracik-kasein funkci ochranného koloid@hymozin
hydrolyticky $&pi vazbu mezi 105 a 106 aminokyselinou a jsou nigki¥a zbytky pa-
ra«-kasein ax-kaseinmakropeptid. Poklesem naboje micel se vedasl sekundarni
fazi tyto kaseinové micely spojuji. Podminkou kdaga jsou volné ionty vapniku
a vhodna teplota.iPteplot pod 10°C ke srédZeni nedochézi. Naatku koagulace
jsoucast&ky kaseinu orientovany zcela nahodile, piizde fadi doretzal, které pak
piechazeni do trojrozémné niizky — gel/syenina. Krajenim sgniny @i vyrob¢ sym
se vytvdi oteweny systém, ktery dovoli odtok vody — syrovéatkyl & z&ina smrs-
tovat a nastava synereze (odtékani syrovatkihs Rychlé srazeni Zisobuje velky
Ubytek syrovatky a zhorSenou ¥¥host syii. V terciarni fazi se uplatije pisobeni
syfidlového enzymu, ktery podporuje proteolytické Zraym. V této fazi se také za-

sadré projevuji enzymyCMK odpovidajiciho druhu syra.
Zpracovani syeniny

Zpracovani sieniny zahrnujgadu operaci podle jednotlivych difubyni, které zajis-
tuji tvorbu vhodného zrna pro nasledné formovanfaZgvani syi je velmi nargné

a vyzaduje zkuSenosti. Krjeniisgiiny na syrové zrno je jednim z nigkitejSich
ukoni. Aby syrovatka snadno odchazela, musi se nakegdimto delem se vyuziva
systém harf s krdjecimi noZi. Velikost zrna zawigidruhu syra. Pro ¢kké syry se vo-

li velikost 1 — 3 cm, aby zrno bylo vodnaté a kysguhlé, pro tvrdé syry se pouzivaji
velikosti 3 - 6 mm, tim je dosazeno vysoké sugimppomalejsSiho kysani. Zrno se mi-
cha v syrovatce, kde s&stice posouvaji, ataji a jest meni tvar, coZz podporuje
omyvani zrn a odvodmi a Ubytek proteiln cukii a mineralnich soli, které ze zrna vy-
stupuji. Dochazi ke zp@&avani povrchu zrna. Ugkterych syii se provadi i odpu&hi

syrovatky a fidani tzv. praci vody. Ta snizi obsah Zivin a mokeuak Iépe regulovat
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5)

6)

mikrobialni procesy. U tvrdych syrse zrno jestdolriva, to podporuje synerezi, zvy-
Suje se suSina zrna, kasein@asteky se tak piblizuji a umozni vyrobit jemné malé

zrno. VySe dofivaci teploty zavisi na druhu syra:
» nizkodoltivané syry: 36 — 37C (obsah t.vs. 30 %), 39 — 40 (t.vs. 45 %),
» vysokodoliivané syry: 48 — 53C (ementalské syry) nebo az &b (Parmezan).

K vytuzeni zrna se vyuziva dosouseni — je to mickgeniny v syrovatce po dosazeni
konené teploty. Welem dosouseni je zvySovani sudiny zrna, ma vlipnobihajici
prokysavani, které ro¥#d upravuje konzistenci a jakost vyaych syfi. Nizkodolii-
vané syry se dosousi 20 — 30 minut a vysokéigiahé 30 — 60 minut. [22, 40, 41, 42]

Formovani syni

Jakmile je zrno ve vyrobniku di# dosuSeno, vypousti se dofitek k formovani.
Kazdy druh syra ma jiz historickym vyvojem danyrteavelikost. Tvéitka jsou nej-
castji kovova nebo plastova, jejich plage perforovany k usnadni odtoku syrovat-
Ky. F¥i pInéni tvaritek musi byt zrno vypu&o co nejdive (do 10 min.), musi byt co
nejpravidel®jSi a syry u nichz se vyvijeji oka, se musi pIinfoemovat pod syrovat-
kou. U nekkych syfi se vyuziva samovolného odkapévani syrovéatky, &onévar
ziskaji tlakem své hmotnosti. Tyto syry sikalikrat obraceji (3 — 5x), aby se zajistil
rovnomerny odvod syrovatky. U tvrdych sy(Eidamska cihla, Emental) se pouziva li-
sovani, odtok syrovatky je rychlejsi. #beni tlak je nizsi, to aby se nevytia silna
kura branici dalSimu odtoku syrovatky. Tlak musiroytnonerny ve vSecltastech sy-
ra. Lisovani probiha obvykle 2 — 4 hodiny. ZvlaStrdmuhem odstigovani syrovatky
je paeni syfi. Dochazi i ke zrné konzistence a regulaci mikrobiologickych praces
(zastupcem jefirodni syr Zlato). Pro formovani syje dilezita okolni teplota (dle
druhu syra). Satasré s odkapavanim a lisovanim jiz v syrech dochazil&mému

kysani.

Soleni sy
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Solenim syit se zlepSuje chua stravitelnost, zpéwuje se pokozka, takze syr lépe drzi
tvar, zlepSuje se konzistence, reguluje se obsdl aausmriuje se mikrofléra, pr-

béh ml&ného kysani a zrani. MnoZzstvi soli v syrech se€mnhbSi podle druhu:
» nizky obsah NaCl (do 1,5 %) majigvazr éerstvé syry,
» stiredni obsah NaCl (1,5 — 3,0 %) maji syry holandskekmentalského typu,

» vysSi obsah NaCl (az 6,0 %) maji hagyry s plisni vast (Niva) nebo Olo-

mouckeé tvaiizky,

» velmi vysoky obsah NaCl (nad 6 %) m& skupinaigmjicich v solném nale

vu.
Rozeznavamedkolik zptisoh soleni syii:

a) Soleni do mléka NaCl se fidava do mléka je8tpied zasienim. Vyhodou je do-
konalé rozptyleni, ale naopak nevyhodou je¢agalbytek pi zpracovani a pro-

blematické vyuziti syrovatky {piS se nepouziva).

b) Soleni dodsta— po odpu&ni ¢asti syrovatky seiflava NaCl. 8l napomaha vy-
stuzeni zrna, sniZuje slepitelnost zrna a umvytvaeni dutinek ve hmet kte-

ré jsou nezbytné praist aerobnich plisni — vyroba 8yg plisni v &st.

c) Soleni na suche pridavek NaCl se vtira do pokozky vytvarovaného syuziva
se sil s wtSimi krystaly (malé seffis rychle vstebavaji a vytvd kiru), u WtSich
je vSak proces soleni zdloulgsi. Celkow je to velmi pracny zjsob, protozZze so-
leni se ®kolikrat opakuje (po vsebani pedchozi davky). Soleni na sucho je moz-

no pouzit u lisovanych bilych syr

d) Soleni v solné lazni syry se vkladaji do solné lazfroztoku) bd’ volné, anebo
na paletach, solna lazena definované slozeni (koncentrace NaCl 18 — 2pHo,
4,8 — 5,4, teplota 12 — ZZ podle druhu syra). iezita je doba porfeni (od desi-
tek minut az po 5 dni).&em soleni vlivem difuze pronikajigs pokozku a drob-
nymi kanalky do syra rozpusté latky (zejména NacCl), rychlostimiku zavisi
na koncentrénim spadu (na patku je nejvysSi). V ogaém sndru pronikaji
do solné laz# zbytky laktdzy, kyselina méina a dalSi rozpustné latky, proto je
nutné udrzovat parametry vodni |&znpozadovaném rozmezi (déplat NacCl,

sledovat kyselost, aj.). Tentoigwb je v dnesni démejpouzivadysi.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 41

7)

Sul prostupuje od povrchu doistlu syra, vytvid se tzv. solny prstenec — n&%i
koncentrace soli je na povrchu a pod nim jsou p&smasSim obsahem soli. K vy-
rovnani obsaln dochazi obvykle az v fib¢hu zrani a proigmené jednotlivych sy-

rarskych zrn v celistvou hmotu.

Po vysoleni se syry nechaji 1 — 2 dny oschnoutedésse bali do expedéich, resp.
zracich obal (negastji cryovakovych obal). Pipadré se povrch syr oSeti (vosku-
je), a pak zraji bez dalSich obal

Zrani syri

Zrani sy je popisovano jako vesSkeré biochemické procesiipggici v syrech {so-
benim mikrobialnich enzym piipadré i syfidla. Zmeny postihuji prakticky vSechny
slozky syra. K nejgtSim znénam dochazi u laktdzy a ndléych bilkovin, u gkterych

syri dochazi i ke ziné tuku. Také se #mi formy vazby a distribuce soli. Biochemic-

ké procesy &hem zrani je mozné ro&t do tii zakladnich fazi:

a) Rozklad laktozy bakteriemi rilé€ho kvaSeni a vznik kyseliny énié: hlavni roz-
klad nastava jiz i) formovani sy, béhem odkapéavani a lisovani. Uplné vymizeni
lakt6zy u polotvrdych a tvrdych synastava v prvnich dnech zrani. Viitena ky-
selina uvolni z kaseinu vapnik za vzniku émi&nu vapenatého. Poté vznika mo-
nokalciumkaseinat, ktery bobtna ve ¥aal roztoku NaCl. V4penaté soli ouinji
slepovani seniny a vytvéeni homogenni hmoty.d88em 24 hodin dochazi ke
meéné anorganickych soli v rozpustné soli, coz ovliviaistoupeni soli v syrech

a vyslednou kyselost syra.

b) Reakce kyseliny miéé: dochazi ke snizeni kyselosti syra (zvySeni pH)a&dvaz-
bou kyseliny mléné a jednak jejim mikrobiologickym rozkladem naédysu pro-
pionovou (fip. octovou), CQ vody i dalSi sloteniny. U tvrdych syi se kyselina
mlécna rozklada v celé hmba dochazi k vytvi@ni typickych ok psobenim CQ@
Kyselina ml€na se vSak ¥e rozkladat také aerobrod povrchu dovnit mik-

rofléorou na povrchu syra.

c) Proteolyza bilkovin:proteolyza mize probihat anaerobrv celé hmat (tzv. pri-
marni zrani), nebo aerobiwd povrchu dovnit(tzv. sekundarni zrani)aBobenim
enzymi CMK a syidla se vytvéeji peptidy o vysoké molekulové hmotnosti. Ty

jsou dale hydrolyzovany na peptidy s nizkou molekal hmotnosti. # delSi do-
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b¢ zrani mohou vznikat jeStkratSi peptidy, dipeptidy,ifpadré i aminokyseliny.
Tyto peptidy vSak zjsobuji nahtklou chu’, proto je dlezity spravny vybr kul-
tur, syidla a dodrzovani hygienicko-sanitarnictegpisi a technologickych postu-
pa. Mléény tuk podléhd $ zrani nejmensim zémadm. Pouze u sfrs plisni v &ste
kde dochazi k rozkladu nmi#éého tuku za vzniku metylketonkteré ¢mto syfim

dodavaiji typickou chiia vani.

Rozsah zrani @tSinou u ndkkych syi) definujeme jako podil ve védrozpustnych

dusikatych latek, tj. albumoz a pepipk celkovému dusiku.

Hloubkou zrani (spiSe u tvrdych 8yrozumime mnozstvi aminokyselin a produjd-
jich rozkladu k celkovému dusiku. (U pitsvych syfi probiha kromd velké hloubky

zrani i velky rozsah zrani.)

Béhem zrankady syfi je Zadouci tvorba ok. Zarodky ok jsou dany optimhaktivitou
mikroflory produkujici CQ. Velmi dilezita je teplota zrani,ipnizkych teplotach je
tvorba ok velice pomal& a vznikaji tzv. slepé sfgopak zvySeni teplotime zpiso-
bit rychlé uvohovani CQ a tvorbu velkého pitu malych velmi malych ok.i#Pnah-

lém ochlazeni se syry mohou tzv. uiaiv

Zrani syfi probiha ve zracich sklepich. Optimalni podminkdsy a relativni vihkos-
ti jsou zavislé na typu syragBem zrani se syry o%aji — umyvaiji, obraceji, propichu-
ji, atd. Nekteré syry zraji v obalech, které zarowsouzi jako expedni obal, jiné zraji
pod natrem. Optimalni doba zrani s&zni podle druhu syra: do 24 hodifefstvé sy-
ry), do rékolika dni (Romadur, Hermelin), tydin(Zlato, Niva) az mssiax (Pivni syry,
Moravsky bochnik, Eidamsk& cihla, Primatorkkdy i n¢kolik let (Parmezan).
Z ekonomickych dvodia vSak vyrobci dobu zrani zée zkracuji. [22, 39, 40, 41, 42]

2.6 Charakteristika jednotlivych skupin sladkych syra

Jednotlivé skupiny syrse liSi zfisoby zpracovani ggniny, zfisoben zrani, obsahem su-

Siny, tuku v susSi& atd.
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1) Mekkeé syry: Jejich charakteristickym znakem jeékiké, soudrzna az drobiva konzisten-
ce. Syenina se #Sinou pouze kraji, néiiva se ani nedosousi, odayvani syrovatky

probih&casto bez lisovani.

a) Mekké nezrajici syrycérstvé syry)vyrobni proces se sklada z vysrazeni mléka, po-
krajeni syeniny, formovani, odlateni potebného podilu syrovatky, poté nasleduje

mlé&na fermentace, vysoleni a baleni. Vyrobai sywySSim obsahem tuku (az 65 %

t.vs.) jako jsou smetanoveé syry, maslove syry, aj.

b) Mekké zrajici syrytyto syry se nechavaji zrat pod mazovou kultuBoevibacteri-
um linens ktera tvdi typicky oranZzovohédy maz na povrchu. $ninu je teba
zpracovat opatrnym krajenim se&idénim fazi klidu a drobeni. Syry jsou pevné,
mekéi konzistence, uvnitmohou byt dutinky. Hlavnim zastupcem je Romadugs D

zertni syr, apod.

c) Plisnoveé syry s plisni na povrchsyry se vyznéuji jemnou syrovou chuti a pikantni
chuti po Zampionech. VyuZivaji se pldlenicillium camemberti, Penicillium can-
diduma Penicillium caseicolumStandardizovana sfs se upravuje na tittai kyse-
lost 8,5 — 9,0 SH, nasledlise syi a piidava se suspenze plésrZtuzené zrno se po
odckleni syrovatky tvaruje. Musi se 4x obracett{kvovnomeérnému naistu plis-
n¢), poprvé ihned po tvarovani, poté po 10, po 188@osledy po 240 minutachii P
zrani nejprve ndista plis&, a pak dochazi k vlastnimu zrani (obden se obraci)

Hlavnimi zastupci jsou Hermelin, Camembert.

d) Plisioveé syry s plisni ¥s$te: pro tyto syry je typicky mramorovity nebo strotke-
vy narist modrozelené plisnPenicillium roqueforti Smetana se pro standardizaci
homogenizuje (resp. tuk), aby se zleps$isfup lipolytickych enzym. Pak se pda-
va prvni podil plisové kultury. RBi zpracovani sieniny se fidava druhy podil plis-
nove kultury. Dale seijmlava NaCl pro zvySeni tuhosti pokoZzky zrna a tisnizeni
slepitelnosti. Naslednse hmota formuje a v tvitkdch se vklada do odkapnich
rami. Zrani je také dvoustuipve: v prvni fazi narsta plisé, v druhé fazi dochazi
k rozsahlé proteolyze i lipolyze.éBem zrani se syry atavzdy o 1/3 obvodu. Ae-
robni podminky jsou zaji&y propichovanim celé hmoty syra (50 — 60 vpjcA'y-

pickym predstavitelem je Roquefort, u nas Niva.
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e)

f)

¢)

h)

Plisiové syry s kombinovanym ridtem plisé: vyroba tchto syfi je spojenim vy-

roby. Zastupcem je Vltavin.

Parené syry:typicka je plasticka $gnina, ktera umaitje snadgjSi tvarovani. Po-
lotovar se vyrabi obdokrjako tvrdé a polotvrdé syry s nizkoddranou syeninou.
Vylisovana a prokysana inina se rozkrdji na hranoly (cca 2 — 3 cm), kisoé
vkladdany do p#ciho stroje (laze 80 — 85°C). Do pdici vody se okdy pidava
i NaCl, ¢imz se hmota osoli. Ztklou hmotu nasledujici Rtaci Sneky zpracuji
na plastickou. Surovina se rychle tvaruje a chl8dieni je mozné provadi nasu-
cho. Po vysoleni se vakubbali do plastové félie. Zastupci jsou Parenicajepsk,

Mozzarela, Kaskaval.

Mekké syry zrajici v solném nalevu (bilé symgrobené syry se ukladaji do solného
nalevu, ve kterémistavaji az do doby konzumace. U Balkanského sysytsaina
formuje do blok, po odkapani a prokysani se kraji na kostky, kdereysoli a ukla-
daji do plechovek, pak se zalévaji solnym nélev@yrenina Akawi se lisuje v pla-
chetkach a necha se prokysat. Po vysoleni se ukiagdechovek a zaléva solnym
nalevem. U Jadelu seisfina napalje, aby ziskala taznou konzistenci, a pak se
spléta do pleteric Po vychlazeni se soli na sucho, nasiesnuklada do plechovek

a zalévaji solnym nélevem.

Mekkeé syry zrajici v chladumaji odliSny zfisob zrani. Tsné po formovani a liso-
vani se tkteré syry napalji (pro vi&nou konzistenci). Po vysoleni se syry ukladaji
do sklefii s nizkou teplotou (6 — I'@). Zrani probih& pomaleji a podileji se kann

i enzymy syidla. Zraji obvykle ve zracich féliich a po dobegkalika tydni. Nej-

e

2) Tvrdé syry:

a)

Nizkodotltivané tvrdé syrypii vyrobé sym eidamského typu je ddrpanacast sy-
rovatky a nahrazena tzv. praci vodou. Déale je hrdotéivana a lisovana. Dvoute-
pelné se prosoluje, to zabezpge i spravny pibéh fermentace. Chusyrni je ml&-

né nakysla, jem# syrovd, konzistence roztiratelna. Keu jsou mala, pravidelni
a hladka oka velikosti hrasku. Syry tygedar maji trochu odliSnou vyrobu. i8yi-

na se pedlisuje do kompaktnich bléka pak se rozkraji na mensi hranolky, ty se za

piekladani pi teplot 35°C nechaji prokysat. Prokysana a odkapam@néya se ro-
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zemele na nepravidelné kousky (tento proces setopnmkocedarizace) a smicha
se soli (obsah soli je cca 2 — 5 %). Prosolené genplni do forem, ve kterych se
pak syry lisuji. Tyto bloky se nechavaji zratkalik mésiai. Mohou se fidavat

i rizna kdeni. Zastupci jsou Cheddar, Chester (hawviangloamerickych zemich).

b) Vysokodokvané tvrdé syrysyry se vyra§ji ve wtSich bochnicich nebo blocich.
Maiji tuzsi, ale zarowevlanou konzistenci. Jejich chia ving je jemre nasladla az
syrow mandlova. Hlavnim znakem je vysoka teplota (4%—-@ dohivani a do-
souSeni. Pouzivaji se termofilni sacharolytickétutyl a bakterie propionového
kvaSeni (smsna ementalska kultura kactobacillus helveticus, Streptococcus
thermophilus,doplikova kultura —Lactobacillus casgj ktera vytvéeji velka oka
velikosti vlaSskéhoi@chu. DosuSené zrno se pod vrstvou syrovatky néipdo $o-
rem. Syry zraji 3 — 4 tydny v chladném skigp teplot 10 °C), poté v kvasném
skleps (teplota 22 — 26C), kde se tzv. oteviraji (vytiidse oka) a ve sdoveécasti
zaobluji (majicockovity tvar). Nakonec se vraci &pdo chladného sklepa. [22, 44,
45]
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3 HPLC - VYSOKOU CINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) v&hiedok tvori zaklad moderni
instrumentalni analytické chemie. Je velmi&@enpro svou vysokou citlivost a selektivitu.
Vyuziva se pro rozileni snési v gripadech, kdy se uz jiné separatechniky nedaji pou-
Zit. HPLC umo#uje piimé stanoveni organickych i anorganickych latekiddou chroma-
tografickych metod je jejich schopnost rélida pripadré i kvantitativre stanovit desitky

az stovky slozek vzorku.

V potravindstvi se vysokotinna kapalinova chromatografie pouziva péedi a stanove-
ni raiznych organickych slaenin jako napp konzervénich latek, barviv, kontaminaint

antibiotik, alkaloidi, narkotik, aminokyselin, steroidnich latek, horma@nmastnych kyse-
lin, dale pak anorganickych sk&enin a vitamif. Negasgji se vyuziva pro stanoveni

i separaci hydrofilnich vitamin— C a skupinu vitaminB.

VSechny chromatografické sepamametody jsou zaloZeny na rovnovazné distribuszesk
vzorku mezi d¥¢ faze, z nich jedna je mobilni druha stacionarrdy Alochazelo k vyse
uvedené distribuci, musi existovat fazoveé rozhraeii stacionarni a mobilni fazi, ktera
undsi slozky vzorku tak, aby obtékala stacion&ni. fRi déleni dochazi k opakovanému
vytvéreni rovnovaznych stavseparovanych latek mezi mobilni a stacionarni. fazbky
vybér materiah pro stacionarni a mobilni fazi v chromatografiiaiituje cEIni latek, které

se jen velmi malo od sebe liSi ve fyzikalnich irihekych vlastnostech. [46, 47, 48]

3.1 Déleni chromatografickych metod
Chromatografickych metod je velké mnozstvi a mosedtlit podle tiznych hledisek.
1) Podle mobilni faze:
- kapalinova chromatografie, kde mobilni fazi je Kagza
- plynova chromatografie, kde mobilni fazi je plyn.
2) podle zgsobu provedeni stacionarni faze:

- kolonova (sloupcovd) chromatografie, kde stacion&me je umisina v trubici

(kolorg),
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3)

plosna (planarni) chromatografie, dale g8 da papirovou a tenkovrstvou techni-
ku.

podle principu separace:

rozcklovaci chromatografie vyuziva rozdilné rozpustnastilekul analyi mezi

mobilni a stacionarni fazi,

pii adsorgni chromatografii probihaji na povrchu nesi(adsorbentu) specifické
interakce, rozhodujici je rozpustnost sloZzek v ca&tdle a jejich adsorbovatelnost

na dany adsorbent,

gelova permami chromatografie slouzi k mechanickémiledi analyt na pérovi-
té struktite gelu (coz je stacionarni faze), mensi molekubyrkaz se v pérech gelu

zadrzuji déle nez ty velke,

iontow vyménna chromatografie je zaloZzena na ¥nionti mezi funknimi sku-
pinami stacionarni faze @mic ionti) a faze mobilni; v mobilni fazi musi byt vzdy
rozpusény elektrolyt,

afinitni chromatografie je vysoce selektivni, vaie stacionarni fazi prdwrcité

slozky analytu.

Tab. 2: Rozdtleni chromatografickych metod podle principu sepaifd9]

Nazev metody Povaha procesu Véina Stacionarni faze
Mobilni faze
Adsorpéni adsorpce adsokpi izoterma tuhy sorbent
kapalina, plyn
Rozdélovaci extrakce roz8lovaci konstanta kapalina na nosi
kapalina, plyn
lontova elektrostaticke naboj, disociani konstanta, ionex
interakce, difize pramer iontu kapalina
Gelova diftze molekulova hmotnost kapalina v gelu
kapalina
Afinitni specificka interakce - nasligandu
kapalina

4) podle z@isobu prace:

elutni chromatografie: analyzovana &nje jednorazayvnasena do proudu mobil-

ni faze; analyty jsou eluovany podle rostouci \adik interakce se stacionarni fazi;
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déli se na izokratickou eluci (jedna mobilni faze &@mtniho sloZeni) a gradiento-
vou eluci (pro upla rozdéleni vSech sloZek a zkraceni doby eluce,ibghu eluce

se postup&meéni sloZzeni mobilni faze, nageho iontova sila, pH, atd.),

- vytésiovaci eluce: mobilni faze se sorbuje na kolonwgilmez kterakoliv slozka

vzorku a fisobi jako vygsnovacicinidlo, pricemz tl&i vzorek ged sebou,

- frontalni eluce je zaloZena na kontinudlnitiv@gdéni vzorku na kolonu; nejprve
z kolony vychazi nejmé&nsorbovana latka a postupse k ni pidavaji dalsi az
po nejvice sorbovanou; nakonec se z kolony elunjés svzorku v mobilni fazi
o piavodnim slozeni. [48, 50, 51, 52]

3.2 Sestava kapalinového chromatografu

Zakladni vybaveni pro kapalinovy chromatograf sédk ze zasobniku mobilni faze, kdy
mobilni faze jecerpana ne&pstji vysokotlakou pistovou pumpou do sepsmiakolony.
Do mobilni faze je fes davkovaci kohout ug#tovan vzorek ufeny k separaci. Mobilni
faze undsi vzorekips kolonu, kde dochazi k jeho separaci (eluci)ektet monitoruje
zony analytu vychazejiciho z kolony a tim i koncaai jednotlivych separovanych slozek.
Patita¢ pak zpracuje ziskané vysledky deéelpledného chromatogramu, kde kazdy pik
(elueni kiivka) charakterizuje koncenttiai profil analytu v zo&. DalSim uziténym doph-
kovym zdizenim je nap predkolona, ktera chrani sep&makolonu fed gipadnymi ne-
cistotami (nebezp# zniceni kolony), dale jsou to pak ochranné filtryfizani na odplio-

vani mobilni faze atd.

Nasledujici obrazky 4 a 5 zobrazuji uspani chromatografu pro izoktratickou a gradien-
tovou eluci. LiSi se ¥erpani mobilni faze. #Pgradientové eluci jsou nasavany postipn

dvé rizné mobilni faze.
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Obr. 5: Chromatografické uspadani pro izokratickou eluci [53]
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Obr. 6: Chromatografické uspadani pro gradientovou eluci [53]

3.2.1 Jednotlivé sowasti HPLC

Cerpadlo mobilni faze (pumpa) musi vyvijet velmi vysokéilaaZ desitky MPa. Zaji&-
je stabilitu a bezpulznost fioku mobilni faze Cerpadla jsou konstruovana z material

odolnych wi¢i korozi, a to i pi pouziti agresivnich mobilnich fazi. Z fufikiho hlediska

rozeznavame tatéerpadla:
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1) pneumaticka,

2) pulzni — pistovd s membranou i bezmembranova,
3) s linearnim posunem — injektorova,

4) rotatni — zubova a lopatkova,

5) peristalticka.

Rotaini a peristaltickacerpadla vSak neprodukuji dostaie vysoky tlak, a proto se
v HPLC nepouzivaji. Vysokotlak&rpadla nizeme jest rozliSovat podle regulace dopra-

vy mobilni faze, a to hil nacerpadla produkujici konstantni tlak, nebo konstiapiitok.

Davkovaci z&izeni— v sodasné dob se pouzivaji vyhradnvicecestné davkovaci ventily
se smykou (davkovani je reprodukovatelné, Ize automatrpvObjem smiky byva
od rekolika nanolith az po mililitry. Ot@enim ventilu se vniti prostor ventilu napkmy

vzorkem gesune do proudu mobilni faze a je undSen do chogradické kolony.

Obr. 7: Davkovaci kohouty

Predkolony pIni ochrannou funkci. Tyto malé kolony jsou najpiy stejnym sorbentem,
jaky je v chromatografické kol@énJsou umighy mezi davkov&a a kolonu a slouzi k od-

strarovani tuhych i rozpushych rusivych kontaminaftv mobilni fazi nebo ve vzorku.

Kolony pro kapalinovou chromatografii jsou rovné trubieerené chemicky inertnim oba-
lem, ktery musi vydrzet vysoké tlaky a vnit povrch mit dostate¢ hladky. Nejpouziva-

n¢jSim materialem je nerezova ocel, plasty (PEEK)on&do.
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Obr. 8: Chromatograficka kolona [48]

Vlastni klasicka HPLC kolona se sklada z kovovél@ds® (1), ktery je uzaken porézni kovovou fritou (2),
kter4 zabrauje uvohovani stacionarni faze (3) z kolony a &&ré umoziuje plynuly pitok mobilni faze.
Oba konce kolony jsou ukéeny gevieinym ochrannym krouzkem (4) a koncovou hlavici (8,které je

navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem (6).

VSeobecn lepsi vysledky se dosahuji s kovovymi kolonanjicheg vnitini sény jsou vrta-

né a lediné. Ripadnou porovitost a nezadouci aktivitu kovovyclokge mozné odstranit
vnittnim potahem teflonu nebo skla. Raggnkolon i velikostéastic naply, jsou zavislé
na jejich @elu, k muz jsou pouzity. Dnes jsou &agtji vyuzivany kolony plgné poro-
vitymi ndplrémi séasticemi o piméru 1 — 5 um. Délka kolon se pohybuje mezi 5 — 25 cm
a vnittni praimér mezi 2 — 5 mm. S rostouci délkou kolony se zwy3iijnnost separace,
doba analyzy a pracovni tlak. A s klesajici délloptimérem kolony a s klesajicim {pr

meéreméastic napls vzrista citlivost analyzy.

Sklo 1

T ;‘. i —

dEL

Plast (PEEK)

ﬂ'

E—

e et ——
Nerezova ocel
j Eﬁ' =

Obr. 9: Ukazky chromagrafickych kolon [54]

Materialy pro plgni kolon jsou ¥tSinou zaloZeny na anorganické matrici, na niz mioho

byt chemicky vazané nebo zakotvefhzmé stacionarni faze.
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Chromatograficky detektor je umisén na konci kolony a zaznamenava rozdil me#t pr
chodemcisté mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluaarsioZzku celou detektoru.

Casto se rozliduji detektory koncermaa hmotnostni:

- koncentrani detektory reaguji na Zmu hmotnostni koncentrace slozky v eluentu,

nezavisle naifivodu slozky do detektoru,

- hmotnostni detektory naopak reaguji na@mhmotnostniho toku sloZky v eluentu

do detektoru.
Podle detetnich principi se detektory mohoustit:

- univerzalni detektory poskytuji signal amy urité vlastnosti eluatu jako celku,

nag. refraktometry, kalorimetry a kapacitni detektory,

- selektivni detektory maji signal @mmy pouze koncentraci analyzované latky
v eluentu — fotometry, pracuiji v ultrafialové (UWjditelné (VIS) nebo infréerve-

né (IR) oblasti spektra, dale fluorimetry, potemeeiry a coulometry.

Vhodny detektor musi gfppvat rekolik zakladnich podminek: schopnost detekce vSech
komponent vzorku, co nejtsi specifénost, vysokou citlivost a nizkou Urav8umu. Dale
detekovatelnost minimalniho mnozstvi nebo konceetlozky, reprodukovatelnost ode-

zvy, atd. Pro HPLC se nejvice vyuZzivaji tyto debekt

Spektrofotometrické detektory (UV/VIS) difi absorpci zéeni v oblasti vinovych délek
od 190 — 800 nm. V dnesni dopati k nejzregji pouzivanym detektdm. Nejdokonalej-
Si spektrofotometrické detektory jsou schopny pdnthhiadového pole protit cela ab-

sorgni spektra Bhem piichodu latky kyvetou v @ené oblasti vinovych délek.

Fluorescetini detektor je vysoce selektivni a citlivy, poskgtodezvu pro latky vykazujici
fluorescenci. Principem je &eni sekundarniho #ni (emisniho), které latky vydavaji po

absorpci primarniho elektromagnetickéhers (exciténiho).

Refraktometricky detektor &i zménu indexu lomu mezi eluatemdsstou mobilni fazi.

Citlivost detektoru se 2¥Suje s rozdilnym indexem lomu mezi eluatem a nmbliézi.

Elektrochemické detektory jsou zaloZzeny n&eni elektrické vodivosti a naboje. Detektor

meii proud i prachodu redukovateln& oxidovatelné latky rnou celou, ve které jsou
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umiseny elektrody. Na elektrody je vloZzeno pracovni ¢giapezbytné pro fibéh elektro-

chemické reakce.

Vodivostni detektory jsoéaseny mezi univerzalni detektory. Principem jgani elektric-
ké vodivosti eluatu v fitokové cele mezi ddima elektrodami. Tyto elektrody jsou napoje-
ny na stidavé napti, aby se zabranilo jejich polarizaci. Latkené k analyze by sedhn
dostaténé rozpou&tt a mit dostat@ne velkou permitivitu. [46, 48, 50, 51, 52, 55, 5@] 5

Obr. 10: Chromatograficka sestava, na které byla provedaaljza vzork syni
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Il. PRAKTICKA CAST
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4 METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Vzorky syra pro analyzu obsahu vitamini B
SLADKE SYRY:
1) Mekké nezrajici:

Lucina: Smetanovy termizovany syr, t.vs. 25,5 %, suSié %
- Slozeni: mléko, smetan&sté mlékaské kultury, jedlad
Gervais: lahodny tvarohovy syr, t.vs. 20 %, suS2&o

- Slozeni: tvaroh 80 %, mléko, jedlal sstabilizator: karubin

2) Mekké zrajici:
A) Syry zrajici v chladu:

Pivni syr: JaroSovsky dezertni pivni syr, podiky plnotuwny zrajici syr, t.vs. 48 %,
suSina 48 %
- SloZeni: mléko, jedlais max. 4 %, barviv@-karoten, konzervant dusian sodny,

mlékaské kultury

B) Plisiove:
- s plisni na povrchu:

Hermelin: PRIBINA, spol. s r.0., Kral syru HERMELINyr s plisni na povrchu, t.vs.
23 %, susSina 46 %

- Slozeni: mléekogisté mlékaskeé kultury,Penicillium candidum

- splisni v ést:

Niva: MADETA, Jihatesk& Niva, syr s modrou plisni udnimoty, polotvrdy syr,
t.vs. 20 %, susina 52 %

- Slozeni: mléko, jedlais max. 5,5 %, mlékaké kultury, uslechtila pligePenicilli-

um roqueforti
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- s kombinovanym néstem pliss:

Vitavin: Povltavské milékarny a.s., Séatsky dvouplisovy syr, polomdkky zrajici
plnotwiny syr s bilou plisni na povrchu a se zelenou pligést, t.vs. 30 %, suSina
53 %

- SloZeni: mléko, smetana, jedid,anlékarenské kulturyRenicillium candidum, Pe-

nicillium roqueforti

C) Paené:
PolooStiepok: LIPTOV, syry z horskych oblasti, ney, pdeny nezrajici syr, t.vs.
min 50%, suSina 49 %
- Slozeni: pasterované mléko, mlékarenské kulturyjdley CaCh, «il, baleno

v ochranné atmosfé

D) Zrajici v solném nélevu:
a) nelisované:

Balkansky syr: Billa, spol. sr. o.fippdni bily syr v solném nalevu, t.vs. 45 %,
suSina 39 %
- Slozeni: pasterované mléko, mlékarenske kultuity sstidla
b) parené:
Jadel: Mlékarna Byste pod Hostynem, ffrodni paeny bily syr, tvs. 37 %,
suSina 54 %
- SloZeni: mléko, jedl&i (4 — 7 %), mlékarenskeé kultury, CaCl

3) Tvrdé:
A) S vysokodofivanou syeninou
Ementél: President Golgenburg, syr ementalskéha, tptatky, platkovy tvrdy syr,

t.vs. 45 %, suSina 62 %

- Slozeni: mléko, jedlats; cisté mlékaske kultury, baleno v ochranné atmdsféu-

sik, CQ
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B) S nizkodokivanou syeninou:

Eidam 30%: MADETA, Jihtesky Eidam 30%, platky, Eidamsky blokjrmpdni polo-
tvrdy blok, t.vs. 30%, suSina 50 %

- SloZeni: mléko, jedlais max. 2,5 %, mléné kultury, baleno v ochranné atmdsfté
dusik, CQ

KYSELE SYRY
Bystiicky tvaroh ngkky: t.vs. 0,5 %, suSina 21,5%
- SloZeni: pasterované mlékofisjo, smetanova kultura
4.2 PouZzité pomicky a pristroje
- Predvazky (Kern, SRN)
- Analytické vahy (Scholler instruments, Adam, AFAORTC)
- Temperovaci vodni lasgMemmert, SRN)
- Termostat
- Bé&Zné laboratorni sklo a parmoky
- Davkovaci gtikacka (Hamilton, USA)
- Mikrofiltry 0,45 pm, Nylon (Supelco, USA)
- Chromatograficka aparatura pro HPLC (Hewlett PaitHa100)
- Vakuovy odplytovaci modul
- Binarni pumpy
- Termostat kolon
- Detektor UV/VIS
- Davkovaci ventil analyticky sn¢ikovy (objem smyky 20 pl)
- Kolona SUPELCOLSIL LC8[150 x 4,6 mm; 5 um]

- PC pro vyhodnocovani s programem ChemStation fulm&nt (Agilent, USA)
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4.3 Pouzité chemikalie

- Metanol pro HPLC, (vyrobeno Merck KGa, Darmstadtri@any)
- Dihydrogenfosforgnan draselny - KEPO, (vyrobeno Penta)

- Kyselina trichloroctova — TCA (dodavatel LukeS, i/ Brod)
- Kyselina chlorovodikova — HCI (dodavatel Lukes, kg Brod)
- Chlorid sodny — NaOH

- Standardy: thiaminhydrochlorid, nikotinamid, kyseli D-pantotenova (vyrobeno
pro Supelco, Bellefonte, PA, USA), pyridoxin — cef@da vitaminu (vyrobeno
Sigma-Aldrich, Prahaeska republika)

- Enzymy:

a) Clara-diastaza(smes enzyni: a-amylaza, celulaza, invertaza, peptidaza, fosfa-

taza a sulfataza (vyrobeno Sigma-Aldrich, Prah@eska republika)

b) fromaza(umeéle pimyslow pripraveny enzym, vyrabi se z plésRhizomanie

miehej jde o firemni nazev; tajaroteazase pouziva mistohymoziniy
- Carez | (15% roztok ZnSQ) Carez Il (30% roztok {Fe(CN)])

- redestilovana voda

4.4 Extrakce vitamina B z vybranych druha syra

Extrakce vitamia B z vybranych druin symi byla provedenatyfmi riznymi zpsoby.
V principu jsou si podobné, jen se postéigiepSoval zpsob odstragni nezadoucich latek

(5€pné enzymatické produkty na bazi peptapod.), které ovlikovaly vyslednou detekci.

4.4.1 Extrakce vitaminu B ze vzorku 30% Eidamu

Pro extrakci bylo navazeného 12 g {fegmosti na 0,0001 g) na jemno nastrouhaného syra.
Vzorek byl kvantitativi preveden doieci misky, paiastech byl k &mu pidavan 1% roz-
tok diastazyo objemu 80 ml a vzorek byl rozeh Enzym byl pouzit zadelem hydrolyzy
bilkovin, lipidi a dalSich nezadoucich latek navazanych jake. fiegforé&né estery. Tato
smes byla kvantitativa prevedena do Erlenmayerovyitbg obalené hlinikovou folii, aby

se zabranilo fistupu s¥tla. Poté byla hitka se vzorkem vioZena na 1 h depaci vodni
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lazre o teplot 25°C. Po hodid byla umistna na 24 h do termostatu o tepl80°C. Poté,
byl ke vzorku pidan 1 ml 80% kyseliny trichloroctové (TCA) pro vggeni zbyvajicich
bilkovin, peptidi a jinych latek. Pro wiieni vzorku byly pouzity 2 ml roztoku Carez |
a 2 ml roztoku Carez Il. VSe bylo kvantitatévprevedeno do od#énné baiky (taktéz oba-
lené hlinikovou f6lii) o objemu 250 ml a dopio redestilovanou vodou na dany objem.

Poté byl tento roztok dvoustipve zfiltrovan ges filtrani papir (modry).

Priprava clara-diastazyprobihala odélen¢. PoZzadovany objem redestilované vody byl
nejprve upraven na pH 4,5, a pak byl vtomto pefinaym rozpugn. Jako dalSi varianta

byl odzkouSen enzym v présti o pH 6.

4.4.2 Extrakce vitamina sk. B ze vzorki: Lu ¢ina, Gervais, BysFicky tvaroh

a Emental

Z jednotlivych drufi syri bylo navdzeno vzdy 12 g ggsnosti na 0,0001 g. Vzorky byly
kvantitativre prevedeny doitcich misek, postugnk nim byla gidavana 1%diastaza
o objemu 80 ml (ppravené p pH 4,5 a pH 6,0) a 0,5 nitomazy Fromazabyla gidana
pro zlepSeni efektu hydrolyzy bilkovin a ligid- k€Zn¢ se pouziva v mlékarenskémipr
myslu. Pak byly vzorky, kvantitatienprevedeny do Erlenmayerovych kanobalenych
hlinikovou félii, umisény do tepaci laz& o 25°C na 1 h. Po vyjmuti, bylyipneseny
do termostatu na 24 h o 30. Pro inaktivaci nezadoucich enayioyl proveden 7 minuto-
vy zahev ve vodni lazni o tepldtds “C. Po ochlazeni bylafidana 80% TCA o objemu
1 ml a pro vyifeni 2 ml Carez | a 2 ml Carez Il. 8sbyla kvantitativd pirevedena
do odngrné baiky, obalené hlinikovou folii 0 objemu 250 ml a dajria po rysku redesti-

lovanou vodou. Nasledourbyla provedena dvoustipva filtrace pes filtratni papir.

4.4.3 Extrakce vitaminu sk. B ze vzorki: 30% Eidam, Hermelin

Z téchto syfi bylo odebrano k extrakci 5 g #gsnosti na 0,0001 g. Ke sniZzené navazce
bylo postups pridano 50 midiastazyo koncentraci 0,5 % a rozmichanared misceDi-
astazabyla gipravena pi pH 4,5 a 6,0. Adavekfromazyse nezminil, 0,5 ml. Rozaené
vzorky byly kvantitativeé prevedeny do Erlenmayerovych &robalenych hlinikovou folii

a byly dany na 1 h dordpaci laza (25 °C), poté na 24 h do termostatu o teplot
30°C.

Po vyjmuti byly vzorky zativany 15 minut ve vodni lazni o tepto80 °C. Potom byly
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zchlazeny a pro vysrazeni zbyvajicich nezadouéitgk Ibyla pidana 80% TCA o objemu
1 ml. K vyeiteni byl pouZzit 1 ml Carez | a 1 ml Carez Il. VSdobvantitativré prevedeno
do odnérné baiky, obalené hlinikovou folii o objemu 250 ml a dajrio redestilovanou

vodou. Poté byly vzorky dvoustiipvé zfiltrovany ges filtratni papir.

4.4.4 Extrakce vitaminu sk. B ze vzorki: Niva, Vlitavin, Pivni syr, Poloostiepok,

Balkansky syr, Jadel

Pro extrakci bylo z kazdého vzorku odebrano 5 gesnosti na 0,0001 g. Pro zdokonaleni
hydrolyzy bylo gidano ke kazdému vzorku 50 ml 0,1 mol:dkyseliny chlorovodikové
(HCI). V trecich miskach bylo vSe ro¥eho a kvantitativé prevedeno do Erlenmayero-
vych bark obalenych v hlinikové folii. Poté byly bky zatraty po dobu 30 minut ve vod-
ni lazni o teplat 95 °C. Po vyjmuti z laz& byly vzorky zchlazeny a jejich pH upraveno
hydroxidem sodnym (NaOH) na hodnotu 6,0.¢Kto vzorkim, o zndAmém objemu, byla
piidanadiastazatak, aby jeji vysledna koncentrace v roztgkiila 1 %. Také byla fiddana
fromazao objemu 0,5 ml. Vzorky byly umisty na 1 h doitpaci lazt o teplot 25 °C

a na 24 h do termostatu o tepl@0 "C. Potom byla ke vzofin pridana 80% TCA o ob-
jemu 1ml, 1 ml Carez | a 1 ml Carez Il. &nbyly kvantitativi¢ prevedeny do odsmnych
bartk, obalenych hlinikovou félii o objemech 250 ml eptheény redestilovanou vodou
po rysku. Vzorky byly dvoustupvé zfiltrovany, nejprve fes filtrani papir, a potéips

mikrofiltr o praméru pért 0,2 um.

4.5 Kalibra éni kiivky pro chromatografické stanoveni vitamini sk. B

K vytvoreni kalibr&nich Kivek pro chromatografickou analyzu bylo pouzitonskardi:
thiaminhydrochlorid, nikotinamid, kyselina pantobeq a pyridoxin — cela triada vitaminu.
Riboflavin se nepoddo detekovat touto metodou, proto byl z analyzyazgn. Standardy
byly rozpu&ény v mobilni fazi, vychozi koncentrace roztoku stamfi byla 6 pg.mt, ka-
libra¢ni fada roztok byla ziskanaedénim standardnich roztékmobilni fazi. Kalibrani

kiivky byly sestrojeny jako zavislost plochy piku [MAs’] na koncentraci standardu

[Hg.mr].
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4.6 Chromatograficka analyza

Extrakce vitamifi sk. B ze vzork symi bylo provedend@tyimi metodami uvedenych v ka-
pitolach 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3 a 4.4.4. Ziskanédiltbyly jesSt prefiltrovany ges HPLC filtr
(nylon, 0,45 um), a pak byl vzdy davkovan alikvopaidil 20 pl do HPLC. Pro separaci
byla pouzita kolona SUPELCOLSIL LC8 [150 x 4,6 mBrim]. SloZeni mobilni faze bylo
0,1 mol.dn? dihydrogenfosforénan draselny (pH 7,0 upraveno pomoci NaOH) a métano
v pomeru 90:10. Eluce byla izokraticka. ®ok mobilni faze byl 1,0 ml.mih Signal byl
sniman detektorem UV/VIS DADipvinovych délkach 204 nm (pro detekci niacinu a ky
seliny pantotenové) a 220 nm (pro detekci thianamyridoxinu). Retetni ¢as thiaminu

byl 11,8 min, niacin 3,9 min, kyseliny pantoten@& min a pyridoxin 3,1 min.

Vyhodnoceni vysledk bylo provedeno za pouziti chromatografického saftwChem-
Station — Instrument. Tento program vyhodnotil plcpiki [mA.V.s?] v zavislosti

na retednim ¢ase vitaminu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vysledky méreni kalibraénich krivek

5.1.1 Kalibra ¢ni k¥ivka pro stanoveni vitaminu B

Kalibrace standardu vitaminu, Byla provedena podle postupu uvedeného v kapitéle
Tato kalibrace byla provedena se vzorky o koncenh&®; 5,0; 4,0; 3,0; 2,0 a 1,0 pg:hl
Kazda koncentrace byla préfenadtyiikrat pri vinovy délkach 204 nm, 220 nm a 270 nm.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v nasledujici tabulce 4 a zn&ngrna grafu 1.

Tab. 3: Plochy piki vitaminu B

plocha piku pi A
Koncentrace

[ug.mr] A =204 nm A =220 nm A =270 nm

1pg.mr* 0 20,577 33,2436
0 17,82317 33,4733

0 21,5128 33,0529

%] 0 19,97099 33,2566
Zug.mrl 37,5787 45,1829 49,7286
31,50058 42,5367 50,6741

0 37,51991 44,1027

0 19,9058 42,4877

J 34,53964 36,2863275 46,748275

3ug.mr? 48,8487 59,8525 66,5408
45,261 60,7165 68,6658

44,522 56,3422 64,8026

56,0537 60,8112 66,751
%] 48,67135 59,4306 66,69005
4pg.mr* 72,127 75,3392 85,0839
84,8332 81,3782 87,4115

73,7484 83,3599 88,9999

83,1334 84,6479 85,5483

%) 78,4605 81,1813 86,7609
5ug.mi? 103,5955 98,2051 100,975
96,5797 92,5356 98,7074

100,2795 102,662 98,2705

116,1937 98,6716 95,9199

%] 104,1621 98,018575 98,4682
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plocha piku pi A
Koncentrace

[ug.mr?] A =204 nm A =220 nm A =270 nm

6ug.mrl 120,0527 108,865 116,514
123,9215 110,852 117,6305
130,6082 108,427 117,7976
138,1318 111,739 117,4168

%) 128,17855 109,97075 117,33972p

130 -
120
110
100 -
90
80
70
60 -
50
40
30 4
20
10 ~

y=18,77x+ 1,7818
R?=(0,9911

Plocha piku [mV.s?]

Koncentrace standardu [pug.ml?]

Graf 1: Kalibratni kiivka vitaminu B s rovnici regrese {pvinové délce 220 nm)

5.1.2 Kalibra ¢ni k¥ivka pro stanoveni vitaminu Bg

Kalibrace byla provedena podle postupu uvedenétapitole 4.5. Prokrené koncentrace
vzork byly: 6,0; 5,0; 4,0; 3,0; 2,0 a 1,0 pg'nKazda koncentrace byla préfanactyfi-
krat @i vinovych délkach 204 nm, 220 nm a 234 nmeiéhi jsou uvedena v nasledujici

tabulce 5 a grafu 2.
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Tab. 4: Plochy piki vitaminu B

plocha piku ji A:

OT

Koncentrace
[ng.mi] A=204nm A=220nm | A=234nm
lyg.mi* 83,7846 87,0813 37,079
81,0605 84,3618 36,6652
85,0605 87,233 37,2812
84,3434 87,233 37,37017
% 83,56225 86,477275 37,098892}
2ug.mr* 166,7598 135,3758 73,0931
130,109 170,41 72,717
165,2673 165,2673 72,6357
131,13097 131,1309 72,9967
@ 148,3167675 150,546 72,860625
3ug.mr* 248,3661 256,3453 109,563
247,878 257,221 110,1567
217,9258 225,251 96,3865
250,048 256,7234 109,7265
% 241,054475 248,885175 106,45817
4pg.mi” 330,37 341,3809 146,2164
332,0763 342,0182 146,4501
331,9788 341,9897 146,4763
332,4712 341,8102 146,2744
@ 331,724075 341,79975 146,3543
Bug.ml™ 411,4569 4243854 181,9353
412,721 4255262 182,2309
412,721 425,6292 182,445
414,6207 423,6031 181,5712
% 412,8799 424,785975 182,0456
Gug.mr” 497,774 514,4663 220,4649
491,911 507,6195 217,4699
496,4888 512,6779 219,8397
495,4888 513,8958 220,4199
@ 495,41565 512,164875 219,5486
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550
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450 -
400 -
350
300 +
250
200 -
150 +
100 ~
50 -

y =84,104x- 8,8704
R?=0,9983

Plocha piku [mV.s1]

Koncentrace standardu [ug.ml]

Graf 2: Kalibratni kiivka vitaminu B s rovnici regrese {pvinové délce 204 nm)

5.1.3 Kalibra ¢éni k¥ivka pro stanoveni vitaminu B;

Kalibrace vzork standardu byla provedena dle postupu v kapitdeKalibrace byla &
fena pro koncentrace 6,0; 5,0; 4,0; 3,0; 2,0 a §,t[{. Kazda z koncentraci byladiena
Ctytikrat pri vinovych délkach 204 nm a 220 nm. Hodnoty jsoedeny v nasledujici ta-

bulce 6 a grafu 3.

Tab. 6: Plochy piki vitaminu B

plocha piku §i A:

Koncentrace
[ug.mr?] A=204nm X=220nm

lpg.mr* 31,4004 0
22,4124
27,3246
22,62034

% 05,93944
2ug.ml 45,3195
47,0521
40,0717
47,4005
% 44,96095

o |O |O |O |0 |J]o |o |©o |o
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plocha piku pi A:
Koncentrace
[ng.miY] A =204 nm A=220nm
3ug.mr* 62,6228 6,8074
62,7665 6,8
65,07368 7,5009
78,7643 6,5703
% 67,30682 6,91965
4pg.mi” 83,282 10,2212
81,7073 10,2943
83,117 10,2342
80,6246 10,31012
@ 82,18273 10,26496
Bug.ml™ 96,4658 12,9415
96,00714 12,8626
95,9073 12,915
95,80201 12,9
% 96,04556 12,90478
Gug.mr” 116,7908 15,1029
116,9324 15,5876
116,9324 15,1002
116,5617 15,0312
% 116,8043 15,20548

130
120
110
100
90
g0
70
60
50
40
30
20
10

Plocha piku [mV.s1]

y=17,784x+9,9612
R?=0,9948

1 P 3 a4 5 6 7

Koncentrace standardu [pg.ml1]

Graf 3: Kalibratni kiivka vitaminu B s rovnici regrese {pvinoveé délce 204 nm)
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5.1.4 Kalibra ¢ni kiivka pro stanoveni vitaminu Bs

Kalibrace vitaminu B byla provedena podle postupu, uvedeném v kap#die Vzorky
standardu byly prosteny @i koncentracich 6,0; 5,0; 4,0; 3,0; 2,0 a 1,0 pg.ndazda
koncentrace bylatyiikrat métena pi vinovych délkach 204 nm, 220 nm a 324 nm. Ziskané

hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce 7 augaf

Tab. 6: Plochy piki vitaminu B

plocha piku pi A
Koncentrace

[ug.mr?] A=204nm L=220nm A =324 nm
lpg.mr* 26,1584 48,6858 17,083
25,6658 48,5497 18,1757
25,8535 48,4591 18,0835
26,4145 48,2238 18,0564

@ 26,02305 48,564867 17,78073
2ug.ml* 63,1449 96,0702 35,8723
54,6445 97,9801 36,5236
52,6611 97,7624 36,6837
59,9549 97,0865 36,4609

% 57,60135 97,2248 36,38513
3ug.mr* 93,0008 148,0453 55,3223
92,3939 146,7177 54,98632

91,5821 145,4767 54,4444

94,8047 146,9175 54,75582

@ 92,94538 146,7893 54,87721
4pg.ml” 106,0801 200,1502 74,651
109,3047 199,5487 74,7095
107,3506 199,6689 74,472

109,8777 199,0009 74,17037

% 108,1533 199,59218 74,50072
Sug.ml” 138,09 246,97005 92,2485
136,4595 246,8597 92,3118

138,09 246,6372 92,10476

138,132 244,7665 91,2539

@ 137,6929 246,30836 91,97974
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plocha piku pi A
Koncentrace
[ug.mr?] A=204nm L=220nm A =324 nm
6ug.mr” 163,8708 302 112
168,735 295,619 110,236
161,7463 298,639 111,253
162,087 301,05 112,518
@ 164,1098 299,327 111,5018

320
300
280
260
240
220
200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0 T T T T T T 1

O 1 2 3 4 5 6 7

y=50,11x-2,4187
R? = 0,9598

Plocha piku [mV.s1]

Koncentrace standardu [pg.ml1]

Graf 4: Kalibratni kiivka vitaminu B s rovnici regrese {pvinové délce 220 nm)

Podle chromatograinbylo uieno, Ze nejlepsi detekce vitariije i téchto vinovych dél-
kach, viz tabulka 8. Této tabulce jsou dale uvedgisiusné rovnice kalibtaich Kivek
danych vitamif, ty byly pouzity pro pepaity ploch piki na koncentrace vitamirsk. B ve

vzorcich syi.

Tab. 7: Rovnice kalibranich kivek vitamini sk. B

Vitamin VInova délka [nm] Kalibra ¢ni kiivka Retentni ¢as [min]
B, 220 y =18,77x + 1,7818 11,8
B 204 y = 84,104x - 8,8704 3,9
Bs 204 y =17,784x + 9,9612 2,5
Bs 220 y =50,11x - 2,4187 3,1
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5.2 Zpracovani vysledki

Vysledky byly statisticky zpracovany, aby bylo méAmoskytovat stale stejné vysledky pro

fadu opakovanych stanoveni pro nezavistéemi.

Malé, nepravidelné odchylky od skat& hodnoty se uji statisticky ze souboru opako-

vanych analyz a ovliwji reprodukovatelnost stanoveni.

Aritmeticky primér vSech vysledk se nejvice blizi hodngtktera se stanovi podle vzorce:

x=) (1)

SD.= \/n—fl(z(x —R)Zj @)

5.3 Vysledky extrakce vitamini sk. B ve vzorku 30% Eidamu

Extrakce vitamin sk. B byla provedena podle postupu v kapitole14.K analyze byly
odebrany dva vzorky o hmotnosti 12 g. K prvnimurkadbyla gidanaclara-diastazapii-
pravena fi pH 4,5 a ke druhému vzorku byl&éiganaclara-diastazepripravena p pH 6,0.
Ziskané filtraty vzork 30% Eidamu byly pouzity pro chromatografickou amalypodle
postupu, uvedeném v kapitole 4.6. Kazdy filtrat jppstkrat analyzovan (viz chromatogram

1 v piloze ).

V tabulce 9 jsou uvedenyipnérné hodnoty gti méieni plochy pik pti pH 4,5 a 6,0. Plo-
chy piki byly prepasitany na koncentraci [pg.ifil vitamini ve vzorcich a fevedeny

na mg.100 g syra.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 70

Tab. 8: Vysledky n&ieni vzorki 30% Eidam # pH 4,5a 6,0

Plocha piku A Koncentrace vitaminu | Koncentrace vitaminu
Vitamin [MA.V.s™] [ng.mlY [mg.100 g'] + S.D.*
pH 4,5
Bs 31,69 0,4823 1,0014 + 0,0011
Bs 10,80 0,0472 0,0979 + 0,0008
Bs 29,60 0,6390 1,3268 + 0,0012
pH 6,0
Bs 29,77 0,4594 0,9509 + 0,0012
Bs 29,30 0,4461 0,9233 + 0,0015
Bs 47,89 1,0040 2,0779 + 0,0009

* S.D. — snérodatna odchylka

Pro lepSi extrakci vitaminsk. B se ukazalo, z&ipravaclara-diastazypii pH 6,0 je vy-
hodrgjSi. Obec# bylo dosazeno vySSi koncentrace vitaimimimo vitamin B). Dokonce
pramérna koncentrace vitaminugByla 2,0779 mg.100f Dale vitamin B, extrahovany
za stejnych podminek, &h primérnou koncentraci 0,9509 mg.100' g vitamin B

0,9233 mg.100g

Podle vyrobce je optimélni pH prdipravu enzymu 6,0. To se potvrdilo i v nasledulicic
analyzach. U &siny vzorki byla analyzovana vyssi koncentrace vitamkdyz byl enzym

pripraven @i pH 6,0.

5.4 Vysledky extrakce vitaminu sk. B ze vzork: Lucina, Gervais, Bys-

tiicky tvaroh a Emental

Extrakce vitamif sk. B byla provedena podle kapitoly 4.4.2. Z kdudéruhu syra byly
odebrany dva vzorky, vzdy prvni byl upravelara-diastazouptipravenou p pH 4,5

a druhy pi pH 6,0. Ke vSem vzoikn byla také fidanafromézapro zlepSeni efektu vysra-
Zeni nezadoucich latek. Ziskané filtraty byly poupro chromatografickou analyzu podle
postupu uvedeného v kapitole 4.6. Kazdy filtrat pstkrat analyzovan (viz chromatogra-
my 2 — 5 v pilohach 11, Ill, IV a V).
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V tabulkach 10 — 13 jsou uvedenyip®rné hodnoty z §i méreni @i pH 4,5 a 6,0. Plochy
pika byly prepaitany pomoci fisluSnych rovnic kalibknich Kivek na koncentraci

[ng.mlY] vitamini ve vzorcich afevedeny na mg.100'gyra.

Tab. 9: Vysledky n&feni vzorki Lucina pi pH 4,5 a 6,0

Plocha piku A Koncentrace vitaminu Koncentrace vitaminu
Vitamin [MmA.V.s™] [ng.mi™] [mg.100 g'] + S.D.*
pH 4,5
B 88,00 1,1518 2,3439 + 0,0010
Bs 20,10 0,5701 1,1602 + 0,0012
Bs 21,90 0,4853 0,9874 + 0,0012
pH 6,0
B; X X X
Bs 19,55 0,5392 1,1133 + 0,0014
Bs 22,95 0,5063 1,0453 + 0,0009

* S.D. — sndrodatna odchylka

Extrakce vitamifi sk. B ve vzorcich Ltina byla vyhod#jSi, kdyz byla pidanaclara-
diastazapripravena g pH 4,5, pod#lo se stanovit vSechnyitvitaminy. Piimérny obsah
vitaminu B byl 2,3439 mg.100Y ve druhém vzorku nebyl detekovan. V prvnim vzorku
mél vitamin Bs pramérnou koncentraci 1,1602 mg.10d,gve druhém 1,1133 mg.100'g
Jen vitamin B m&l ve druhém vzorku vy$si fomérnou koncentraci (1,0453 mg.100)g
neZ v prvnim (0,9874 mg.100"y

Tab. 10: Vysledky n&teni vzorki Gervais pi pH 4,5 a 6,0

Vitamin Plocha p|'|§1u A Koncentrace_\llitaml'nu Koncentra(_:le vitaminu
[MA.V.s7] [Mg.ml™] [mg.100 g ]+ S.D.*
pH 4,5
Bs X X X
Bs 23,45 0,7585 1,5743 + 0,0009
Bs 26,25 0,5721 1,1875 +0,0012
pH 6,0
B; X X X
Bs 22,60 0,7107 1,4634 + 0,0014
Bs 25,15 0,5502 1,1329 + 0,0015

*S.D. — snérodatna odchylka
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Pti analyze vzorlt Gervais se nepotllp detekovat, ani v jednom ze vzdrkvitamin B.
Primérné koncentrace vitamirBs (1,5743 mg.1009 a Bs (1,1875 mg.100Q) byla vyssi
pii pridavku clara-diastazypiipravené g pH 4,5. Ve druhém vzorku byla koncentrace
vitamini: 1,4634 mg.1009Bs a 1,1329 mg.1005Bs.

Tab. 11: Vysledky nefeni vzorki Bystického tvarohu i pH 4,5 a 6,0

Vitamin Plocha pil_(lu A Koncentrace _\l/itaminu Koncentrac_:le vitaminu
[MA.V.s7] [Mg.ml™7] [mg.100 g1+ S.D.*
pH 4,5
B 67,50 0,9080 1,8641 + 0,0013
Bs 17,70 0,4352 0,8933 + 0,0013
Bs 23,20 0,5112 1,0495 + 0,0010
pH 6,0
B 96,00 1,2469 2,5571 + 0,0009
Bs 18,60 0,4858 0,9962 + 0,0012
Bs 23,55 0,5182 1,0627 + 00,0010

* S.D. — sndrodatna odchylka

Pri extrakci vitamiri sk. B ze vzorku Bysického tvarohu byla zji8ha vySSi koncentrace
vitamini pri pfidavku clara-diastazypripravené p pH 6,0. Vitamin B m¢l koncentraci
2,5571 mg.1007g vitamin B;0,9962 mg.100§a vitamin B 1,0627 mg.1004

Tab. 12: Vysledky nefeni vzorki Ementalu f pH 4,5 a 6,0

Vitamin Plocha pil_(lu A Koncentrace _\l/itaminu Koncentrac_:le vitaminu
[MA.V.s7] [Mg.ml™7] [mg.100 g1+ S.D.*
pH 4,5
Bs 65,50 1,2469 2,5571 + 0,0015
Bs 30,50 0,4858 0,9962 + 0,0012
Be 21,20 0,5182 1,0627 + 0,0012
pH 6,0
B3 75,50 1,0032 2,0672 + 0,0013
Bs 72,00 0,3489 0,7189 + 0,0014
Be 22,10 0,4893 1,0083 + 0,0010

* S.D. — sndrodatna odchylka
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Extrakce vitamin sk. B ze vzork Ementalu byla vyhod#§i u prvniho vzorku. Vitaminy
B3 (2,5571 mg.100Y a B¢ (1,0627 mg.100§ mely v prvnim vzorku piimerkou kon-
centraci vySSi nez ve druhém. Jen vitamim®l praimérnou koncentraci ve druhém vzor-

ku koncentraci vy$si, a to 7,1887 mg.100 g

5.5 Vysledky extrakce vitamini sk. B ze vzorki: 30% Eidam, Hermelin

Extrakce vitamif sk. B u vzork 30% Eidam a Hermelin byla provedena podle navodu
v kapitole 4.4.3. Na rozdil odigdeSlych vzork, byla zde snizena navazkai#gpvekcla-
ra-diastazy(pripravené p pH 4,5 a 6,0) pridavekfromézyse nezranil. K inaktivaci en-
zyma byl pouzit zakev vzorki ve vodni lazni. Ziskané filtraty byly pouzity pcbhromato-
grafickou analyzu popsanou v kapitole 4.6. Kazdprek byl gtkrat analyzovan (viz

chromatogramy 6 a 7 witoze VI a VII).

V tabulkdch 14 a 15 jsou uvedenyapgrné hodnoty gt méieni ploch pik pfi pH 4,5
a 6,0. Plochy pik byly prepaitany pomoci fislusnych rovnic kalibraich Kivek na kon-

centraci [ug.mif] vitamini ve vzorcich ajevedeny na mg.100'gsyra.

Tab. 13: Vysledky n&teni vzorki 30% Eidamu

Plocha piku A Koncentrace vitaminu Koncentrace vitaminu
Vitamin [MA.V.s7 [ug.ml™] [mg.100 ¢'] + S.D.*
pH 4,5
B; X X X
Bs 20,10 0,5701 2,7924 + 0,0012
Bs 25,33 0,5738 2,7123 + 0,0013
pH 6,0
B; X X X
Bs 10,30 0,0191 0,0934 + 0,0009
Bs 26,80 0,5831 2,8589 + 0,0011

* S.D. — snérodatna odchylka

Ve vzorcich 30% Eidamu se nepétitta detekovat vitamin Bv zadném ze vzotk Pri-
mérné koncentrace vitaminBs (2,7924 mg.1009 a Bs (2,7123 mg.100°Y byla vy3si,
kdyz byla gidanaclara-diastazepripravena p pH 4,5, Ize tudiz fedpokladat lepSi hydro-

lyzu vzorku.
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Tab. 14: Vysledky n&teni vzorki Hermelinu

Plocha piku A Koncentrace vitaminu Koncentrace vitaminu
Vitamin [MA.V.s7 [ug.ml™] [mg.100 ¢'] + S.D.*
pH 4,5
Bs X X X
Bs X X X
Bs 29,00 0,627 3,1272 + 0,0011
pH 6,0
Bs X X X
Bs 26,62 0,9367 4,6063 + 0,0012
Bs 25,51 0,5573 2,7407 £ 0,0012

* S.D. — sndrodatna odchylka

Ve vzorcich Hermelinu se nepdilia detekovat vitamin Bv obou gipadech a vitamin 8
ve vzorcich s fdavkemclara-diastazypripravené pi pH 4,5. U ostatnich vitaminbyla

detekovana po#mné vysokd pimérna koncentrace. VitamingBmél koncentraci 3,1272
mg.100 ¢ (clara-diastazapti pH 4,5) a 2,7407 mg.100"g(clara-diastazapii pH 6,0).

Vitamin Bs mel pramérnou koncentraci 4,6063 mg.100 (rlara-diastazapii pH 6,0).

Obecrt se darici, Ze koncentrace vitamirsk. B u pligovych syi je vySSi nez u jinych

druhi. Vliv na to m& produkce vitamirsk. B samotnymi plisimi.

5.6 Vysledky extrakce vitamini sk. B ze vzorki: Niva, Vltavin, Pivni

syr, Poloostiepok, Balkansky syr, Jadel

Extrakce vitamifi sk. B z uvedenych vzoik byla provedena podle navodu uvedeného
v kapitole 4.4.4. Ke sniZené navaZce vidila jes¥ pridana 0,1 mol.dm HCI a vSe bylo
zahtrato ve vodni lazni. Bylafflanafromazaa clara-diastazake vzorkim s upravenym pH
na hodnotu 6,0. Ziskané filtraty byly pouZzity ptor@matografickou analyzu, podle postu-
pu v kapitole 4.6. Kazdy filtrat byl analyzovaretkrat (viz chromatogramy 8 — 13
v piflohéch VIII - XIIT).

V tabulkach 16 — 21 jsou uvedenyaprrné hodnoty @ti méreni ploch pik. Plochy pik
byly prepasitany pomoci fisludnych rovnic kalibmich Kivek na koncentraci [pg.m]

vitamini ve vzorcich afevedeny na mg.100'gyra.
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Tab. 15: Vysledky n&teni vzorku Nivy

Plocha piku A Koncentrace vitaminu Koncentrace vitaminu

Vitamin [MA.V.s7 [ug.ml™] [mg.100 ¢'] + S.D.*
Bs 24,75 0,3997 1,9929 + 0,0008

Bs 21,42 0,6443 3,2123 +0,0012

Be 31,69 0,6807 3,3935 + 0,0013

* S.D. — snérodatna odchylka

Pramérna koncentrace ve vzorku Nivy byla u vitaming 9929 mg.100 ¢ U vitamini
Bs (3,2123 mg.1009 a B (3,3935 mg.100 Y byla analyzovana hodrvysoka pimerna

koncentrace.

Také zde je nutno zminitipomnost plisni, které produkuji vlastni vitamitky B a zvySuji

tak celkovou koncentraci ve vzorku.

Tab. 16: Vysledky n&feni vzorku Vitavinu

Plocha piku A Koncentrace vitaminu Koncentrace vitaminu

Vitamin [MA.V.s™] [ug.ml™] [mg.100 gY] + S.D.*
Bs 45,00 0,6405 3,1848 + 0,0014

Bs 16,90 0,3902 1,9400 + 0,0012

Bs 28,90 0,6250 3,1077 + 0,0010

* S.D. — sndrodatna odchylka

Ve vzorku syru Vltavin byla detekovana pgme vysoka pimérna koncentrace vitamin
B3 (3,1848 mg.100Y a Bs (3,1077 mg.100 Y. Primérna koncentrace vitaminusByla
1,9400 mg.100G

| tento syr obsahuje plisndokonce dva druhy, a ty se podileji na produkastich vita-

mina sk. B.

Tab. 17: Vysledky n&teni vzorku Pivniho syra

Plocha piku A Koncentrace vitaminu Koncentrace vitaminu
Vitamin [MA.V.s7 [ug.ml™] [mg.100 ¢'] + S.D.*
B; X X X
Bs 19,96 0,5622 2,7700 + 0,0012
Be 34,55 0,7278 3,6347 +£0,0013

* S.D. — snérodatna odchylka
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Pri extrakci vitamiri sk. B ve vzorku Pivniho syra se nepiidadetekovat vitamin B

Primérna koncentrace vitaminusByla 2,7700 mg.100g U vitaminu B byla analyzova-

na dosti vysoka koncentracefipierna hodnotainila 3,6347 mg.1004

Tab. 18: Vysledky n&teni vzorku Poloostiepok

Plocha piku A Koncentrace vitaminu Koncentrace vitaminu

Vitamin [MA.V.s7 [ug.ml™] [mg.100 ¢'] + S.D.*
Bs 14,70 0,2803 1,3912 + 0,0014

Bs 15,50 0,3114 1,5460 + 0,0012

Be 22,13 0,4899 2,4319 + 0,0012

*S.D. — snérodatna odchylka

Extrakci vitamir sk. B ve vzorku Poloostiepok byla detekovanamgrna koncentrace

vitamini B (1,3912 mg.10079, Bs (1,5460 mg.100Y a Bs (2,4319 mg.100Y).

Tab. 19: Vysledky nefeni vzorku Balkansky syr

Plocha piku A Koncentrace vitaminu | Koncentrace vitaminu
Vitamin [MA.V.s™] [ug.ml™] [mg.100 g'] + S.D.*
Bs X X X
Bs 13,60 0,2046 1,0086 + 0,0008
Bs X X X

* S.D. — sndrodatna odchylka

Ve vzorku Balkanského syra se nepidldaanalyzovat vitaminy Ba B. Byl detekovan

pouze vitamin Ba jeho pimérna koncentracainila 1,0086 mg.1004

Tab. 20: Vysledky n&teni vzorku Jadel

Plocha piku A Koncentrace vitaminu Koncentrace vitaminu
Vitamin [MA.V.s7 [ug.ml™] [mg.100 ¢'] + S.D.*
Bs 33,35 0,502 2,4813 + 0,0015
Bs 93,00 0,4669 2,3080 + 0,0010
Bs X X X

* S.D. — snérodatna odchylka
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Pri extrakci vitamiri sk. B ve vzorku syru Jadel byla detekovan@rgrna koncentrace
vitaminu B (2,4813 mg.100). Velice vysoka pimé&rna koncentrace byla analyzovana u
vitaminu B;, tato hodnotainila 23,0797 mg.100f A vitamin B se naopak stanovit ne-

poddilo.

U nekterych vzork byl detekovan i vitamin B ale jeho mnoZstvi bylo tak malé, Ze jej
nebylo mozné stanovit. Vystlenim je bd’ nevhod® zvolena metoda, nebdili§ nizka

koncentrace vitaminu ve vzorcich. Metoda byl&fema metodou standardnihiddavku.

Béhem experimentu se metoda extrakce vyvijela a postee tak zlepSovaléstota eluai
pro nasledujici analyzu na HPLC. Pro zlepSeni afektrakce bych vSak dopdila zaa-
dit SPE — extrakci na pevnou fazi. Tento sefr@raroces je vyuzivanied nastikem do
HPLC. Dochazi ke zkoncentrovani analytu a takéreeusnadni analyza. Jsou odsan
interferujici negistoty, které také snizuji Zzivotnost analytické &y nebo celého chroma-

tografického systéemu.

Separani extrakni proces SPE zahrnuje kapalnou a pevnou fazi.&®&ae ma vyssi afi-
nitu k Zadané latce nez k rozpauBt, v kterém je analyt rozpu$t — analyt astava a kon-

centruje se na povrchu admoty jsou vymyvany pry.
Obvykly postup pro SPE:

- Pevna faze je promyta nepolarnim rozpé&digim, to smoi povrch a prostoupi pev-

nou fazi a ta je aktivovana. Akti&ai ¢inidlo zavisi na povaze pevné latky.

- Vzorek je nanesen na pevnou fazi asqbenim gravitace ji prostoupi. Dojde

k selektivnimu zachyceni analytu na pevné fazi.

- Kdyz vzorek prochazitps pevnou fazi, analyty ze vzorku se zachycujionbentu,

mezitim rozpougdlo a ostatni latky (réstoty) prochazeji skrz pevnou fazi pry

- Pevna faze je pak promyta pufrem nebo rozpolsin k odstragni UporrgjSich

necistot.
- Analyt zachyceny v pevné fazi je eluovan ve spekéfin rozpougdle nebo pufru.

- Ziskany eluéat je pouZit pro vlastni separaci v oratografickém systému.
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V nekterych studiich zabyvajicich se stanovenim vitdnsk. B, byla vyuZzita pravSPE
extrakce. Napklad i stanoveni vitamil v Tarhag, tradinim tureckém chlebu, byla
vyuzita SPE s naplni Sep-PaksC500 mg) [58].

V dalSi studii [59], extrakce ve védozpustnych latek ze syrbyla vyuzita SPE-( s na-

pIni acetonitrilu (5 ml) a deionizovanou vodou ().

NIELSEN K. F. a kol. pro extrakci ze syru s modgisni a podobnych typsyni, pouZili
SPE s nabojnicemi obsahujici 1 tsilica gel 60 pevéivazany mezi 2 disky z 3 mm Vyon
Sheet (porovity linearni polyetylen) v 5 mtikackach [60].
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ZAVER
Cilem této diplomové prace byla optimalizace extrdio postupu vitamin skupiny B

v ml&nych vyrobcich se zaffenim na syry.

Vitaminy skupiny B, ve vo&lrozpustné latky, jsou nezbytné pro spravné fungogégani-
zmu. Podporujitrst a proto jsou velmitdezité pro dti. Maji pozitivni vliv na kvalitu po-
koZky, vlasi a nehli, poméhaji I8it koZni onemocé#ni. Dale se podileji na metabolizmu
cukni, tuki a bilkovin. Mohou zpomalovat procegegasného starnuti. A podporuji krve-

tvorbu, tim gedchazi chudokrevnosti.

Mezi hlavni Ziv@isné zdroje &chto vitamirli pati vSechny druhy mas (h&zi, vegove,
kureci) a vnitnosti., dale jsou to ryby, kvasnice, vejce a samjo® mléko a mléné vy-
robky, tedy syry, tvarohy, maslo apod. K rostlinnyairojim mizeme z#adit celozrnné

vyrobky, dechy, seminka, také ovoce, zelenina idnisty.

Pro chromatografické stanoveni vitatiiBs, Bs a Bs v ml&nych vyrobcich byla vyuzita
metoda vysokafinné kapalinové chromatografie HPLC. K separacahybuzita kolona
SUPELCOLSIL LC8 [150 x 4,6 mm; 5 pm]. Mobilni faze skladala z 0,1 mol.d?rdi-
hydrogenfosforénanu draselného (na pH 7,0 upraveného pomoci Na®)etanolu
v pomeru 90:10. Eluce byla izokratick&. ®ok mobilni faze byl 1 ml.mih. Signal byl
sniman detektorem UV/VIS DADrpvinovych délkach 204 nm a 220 nm.

Pro analyzu byly vybrany vzorky syl tvarohu Bzné¢ dospunych v obchodni siti. V§tb
vzorkia byl volen podle rozéleni technologickych principvyroby jednotlivych druf syni.
M¢ekké nezrajici syry — Ldina, Gervais, rekké zrajici syry: syry zrajici v chladu - Pivni
syr, plisiové syry - Hermelin, Niva, Vitavin, geny syr — PolooStiepok, syry zrajici v
solném nalevu — Balkansky syr, Jadel. Tvrdé synjizkodoltivanou syeninou — 30%
Eidam, syry s vysokoddivavou syeninou — Emental. Mezi kyselé syry paBysticky

tvaroh.

VSechny vzorky byly hydrolyzovany pomoci enzyrfromazy a clara-diastazy.Clara-
diastazabyla gipravena p pH 4,5 a 6,0. Jen u vzarkv posledni metatl(kapitola 5.5),
probihla extrakce pouzetippH 6,0, protoze se ukazalo, Ze optimalni phbravy je pra¥
6,0 a nebylo ieba stanoveniip pH 4,5. Ri pH 6,0 byly detekovany kvantitativni

koncentrace vitamin
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Obecrt se obsah vitaminusBre vSech syrech pohyboval mezi hodnotami 0,9589.848
mg.100 §". Nejvy3si obsah byl stanoven ve VitavinuirR¥rna koncentrace vitaminu B
syrech v8ak byla okolo 2 — 2,5 mg.108. d/lezi syry s vy3&i koncentraci toho vitaminu

pafti Vitavin, Bysticky tvaroh, Jadel a Emental.

Obsah vitaminu Bbyl stanoven v rozmezi od 0,7189 do 4,6063 mggbOMaximalni
hodnota byla analytovdna u HermelinuarRén¢ se vSak koncentrace vitaminu pohybovala
mezi 1,5 — 2,7 mg.100"gJen Niva vykazovala vy3si koncentraci nad 3,216@g*. Tedy

k syim s vySSi koncentraci vitaming Befadi Hermelin, Niva, Pivni syr a Jadel.

Vitamin Bs m&l rozsah koncentrace v syrech mezi hodnotami 1,808%347 mg.100Y
NejvysSi obsah byl stanoven v Pivnim syruirRrna koncentrace vSak byla spiSe nizsi,
pohybovala se v mezich od 1 do 2,5 mg.180Mimo Vltavin (3,4 mg.100Q) a Hermelin
(2,7 mg.100 @), ty msly pramérng vy3si obsah vitaminugBMezi syry s ¥tSim obsahem

tohoto vitaminu pét Pivni syr, Vitavin, Hermelin a Poloostiepok.

Celkow se daici, Ze Hermelin, Vltavin, Niva, Pivni syr a Jad#dsahuji vysoké mnozstvi
vitamini skupiny B. U pligovych syi se gedpoklada, Ze vigledku gitomnosti plisni,
bude koncentrace vitaminskupiny B vysSi. Plign jsou totiz schoplny “tvit” tyto

vitaminy jako produkty svého metabolizmu. Tato iege tedy potvrdila.

Pro zlepSeni extrakce vitaniinbylo jeSt navrhnuto zg&dit, ged chromatografické

stanoveni, metodu SPE — extrakci pevnou fazi.

Mléko a ml€né vyrobky obsahuji velmi cenné vitaminy, nejeuwiiny sk. B, a mineralni

latky (nag. vapnik, fosfor), proto by #hi byt casto zé&azovany do naSeho jidetii.
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TMP

TTP

TDP

FMN

FAD

NAD

NADP

DNA

VLDL

LDL

DDD

CoA

ACP

NPN

MK

t.vs.

UHT

uv

VIS

TCA

Vysokoinna kapalinova chromatografie
Thiaminmonofosfat

Thiamintrifosfat

Thiamindifosfat

Flavinmononukleotid
Flavinadenindinukleotid
Nikotinaminadenindinukleot
Nikotinaminadenindinukelotidfost

Kyselina deoxyribonukleova

Very Low-Density Lipoprotein — lipoproteiny o velmizké hustat

Low-Density Lipoprotein — lipoproteiny o nizkéistot
Doporwena denni davka

Koenzym A (také CoASH)

Acyl-Carrier Protein

Nebilkovinné dusikaté lat

Mastné kyseliny

Tuk v susié

Ultra-High Tempetrature — ultratepelné @8af (mléka)
Cisté mlékaské kultury

Oblast ultrafialového spektra

Oblast viditeIného spektra

Oblast infréerveného spektra

Kyselina trichléroctovéa
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PRILOHA P I: CHROMATOGRAM 1 - STANOVENI VITAMIN U SK.
B V 30% EIDAMU (12G)

(pH 4,5, vinova délka 220 nm)
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PRILOHA Il: CHROMATOGRAM 2 - STANOVENI VITAMIN U SK. B
V LUCINE

(pH 6,0, vinova délka 204 nm)
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PRILOHA 1Il: CHROMATOGRAM 3 - STANOVENI VITAMINU SK.
B V BYSTRICKEM TVAROHU (pH 4,5, vinova délka 220 nm)
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PRILOHA IV: CHROMATOGRAM 4 - STANOVENI VITAMIN U SK.
B V EMENTALU (pH 6,0, vinova délka 204 nm)
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PRILOHA V: CHROMATOGRAM 5 - STANOVENI VITAMIN U SK. B
V GERVAIS (pH 4,5, vinova délka 220 nm)
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PRILOHA VI: CHROAMATOGRAM 6 - STANOVEN| VITAMIN U
SK. BV 30% EIDAMU (59) (pH 6,0, vinova délka 204 nm)
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PRILOHA VII: CHROMATOGRAM 7 — STANOVENI VITAMIN U SK.
B V HERMELINU (pH 6,0, vinova délka 204 nm)
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PRILOHA VIlIl: CHROMATOGRAM 8 - STANOVENI VITAMIN ¥
SK. B V NIVE (pH 6,0, vinova délka 220 nm)
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PRILOHA IX;: CHROMATOGRAM 9 - STANOVENI VITAMIN U SK.
B VE VLTAVINU (pH 6,0, vinova délka 204 nm)
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PRILOHA X: CHROMATOGRAM 10 - STANOVENI VITAMIN U SK.
B V PIVNIM SYRU (pH 6,0, vinova délka 220 nm)
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PRILOHA XI: CHROMATOGRAM 11 - STANOVENI VITAMIN U SK.
B V POLOOSTIEPKU (pH 6,0, vinova délka 204 nm)
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PRILOHA XIl: CHROMATOGRAM 12 - STANOVENI VITAMIN ¥
SK. B V BALKANSKEM SYRU (pH 6,0, vinova délka 204 nm)
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PRILOHA XIll: CHROMATOGRAM 13 - STANOVENi VITAMIN U
SK. B V JADELU (pH 6,0, vinova délka 204 nm)
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