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Vyuziti nuklearni magnetické rezonance v syrarském
odvétvi

Souhrn

Syry jsou na trhu velmi oblibenou a vyhledavanou potravinou, proto vyrobci usiluji o
zajisténi jejich vysoké kvality. V soucasné dobé je snaha vyuzivat ke kontrole kvality
analytické metody, které jsou méné¢ Casové nenarocné. Mezi tyto metody patii i nuklearni
magnetickd rezonance. Nuklearni magnetickd rezonance poskytuje detailni informace o
struktufe a dynamickych vlastnostech organickych i anorganickych latek a biomolekul
Vv kapalném, plynném i pevném stavu. Jeji velkou vyhodou je, Zze neposkozuje zkoumany
material.

Tato bakalarskd prace je zpracovana formou literarni reSerSe a jejim cilem je shrnout,
jak je nuklearni magnetickd vyuzivana v syraiském odvétvi. Prvni ¢ast prace se zabyva syry,
jejich slozenim, vyrobou, hodnocenim kvality a v neposledni fadé zpisoby jejich falSovani.

Dalsi ¢ast se vénuje nuklearni magnetické rezonanci. Je zde popsan historicky vyvoj i
princip této fyzikalné-chemické metody. Jsou zde vyzdvizeny jeji vyhody a je kratce
porovnana s dal$imi analytickymi metodami.

V posledni ¢asti prace byla vytvofena piehledova tabulka védeckych studii
zabyvajicich se identifikaci biomarkert, které jsou klicové pro hodnoceni zrani ¢i skladovani
nékterych druhti syrli nebo ovéteni jejich geografického ptivodu.

Bylo prokazano, ze nuklearni magneticka rezonance je vhodnou metodou K analyze
fosfatii a sodnych ionti. Pomoci ni lze také analyzovat obsah ¢i mobilitu vody, mastné
kyseliny, organické kyseliny, alkoholy i sacharidy ve vzorku. Diky tomu je vhodnou metodou
pro hodnoceni zrani syrd, jejich skladovani nebo falsovani. Tato metoda je pomérné rychla,
poskytuje presné vysledky a tiprava vzorku pted analyzou je v porovnani s jinymi metodami

snazsi. Diky tomu je tato metoda v hodna K rutinni analyze.

Kli¢ova slova: kyselé sraZzeni, mléko, NMR, sladké srazeni, syr



Use of Nuclear Magnetic Resonance in the Cheese
Industry

Summary

Cheese is a very popular and sought-after food on the market, so producers strive to
ensure its high quality. There is now an effort to use analytical methods for quality control
that are less time-consuming. These methods include nuclear magnetic resonance imaging.
Nuclear magnetic resonance provides detailed information on the structure and dynamic
properties of organic and inorganic substances and biomolecules in liquid, gaseous and solid
states. Its great advantage is that it does not damage the material under investigation.

This bachelor thesis is prepared in the form of a literature search and aims to summarize
how nuclear magnetic is used in the cheese industry. The first part of the thesis deals with
cheeses, their composition, production, quality assessment and last but not least the methods
of adulteration.

The next part deals with nuclear magnetic resonance. The historical development and
the principle of this physico-chemical method are described. Its advantages are highlighted
and it is briefly compared with other analytical methods.

In the last part of the thesis, a review table of scientific studies dealing with the
identification of biomarkers that are crucial for the evaluation of the ageing or storage of
certain types of cheese or the verification of their geographical origin has been produced.

Nuclear magnetic resonance was shown to be a suitable method to analyse phosphate
and sodium ions. It can also be used to analyse the content or mobility of water, fatty acids,
organic acids, alcohols and carbohydrates in a sample. This makes it a suitable method for the
evaluation of cheese ageing, storage or adulteration. This method is relatively fast, gives
accurate results and the sample preparation before analysis is easier compared to other
methods. This makes this method suitable for routine analysis.

Keywords: sour curdling, milk, NMR, sweet curdling, cheese
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1 Uvod

Prvni syry byly vyrobeny jiz béhem neolitické revoluce. Jejich vyroba se postupné
zdokonalovala a rozvijela. V dnesni dob¢ je znamo ptes 3 000 druhii syrt a stale jsou velmi
oblibenou a vyhledavanou potravinou, proto maji vyrobci snahu zajistit jejich vysokou
kvalitu. V souc¢asné dobé je snaha vyuzivat ke kontrole jejich kvality analytické metody, které
jsou Casové nenaro¢né a lze je pouzit k rutinni analyze. Mezi tyto metody patii 1 nuklearni
magnetickd rezonance. Nuklearni magnetickd rezonance vyuziva magnetickych vlastnosti
atomovych jader nékterych izotopli. Poskytuje detailni informace o struktufe a dymickych
vlastnostech organickych i anorganickych latek a biomolekul v kapalném, plynném i pevném
stavu. Jeji velkou vyhodou v porovnani s ostatnimi metodami, které jsou V dne$ni dobé
pouzivany ke kontrole kvality potravin, je, ze tato metoda je neinvazivni a neionizujici,
neposkozuje tedy zkoumany material. Behem zpracovani potravin se vyuziva pro analyzu
vody, tukl a proteinli a také k analyze fyzikalnich, chemickych a strukturnich vlastnosti.
Nuklearni magneticka rezonance vSak neni pouzivana jen ke kontrole kvalitu syra, ale jak
bylo potvrzeno védeckymi studiemi, pomoci ni lze také dokazat napiiklad falSovani syrd,
hodnotit podminky skladovéni i proces zrani syra.



2 Cil prace

Cilem této prace je zpracovat rozsahlou literarni reSersSi na vyuziti nuklearni magnetické
rezonance V syraiském odvétvi. Bude zpracovan piehled hlavnich védeckych postupii, tcela
a detekovanych metaboliti.



3 Literarni reSerse
3.1 Syry
3.1.1 Historie

Neoliticka revoluce zacala zhruba pted 8000 lety v Mezopotamii (And¢l et al. 2012).
Ptfedstavovala pro lidstvo vyznamnou zménu, béhem niz se z lovect a sbéracu stali chovatelé,
pastevci a péstitelé. V jidelnicku lidi se tak objevily obiloviny a kromé nich, diky chovu ovci
a skotu, také mléko a poté i mléené vyrobky (Potravinaiska komora CR 2017). Kdy vznikl
prvni syr, neni pfesn¢ znamo, jeho prvotni vyroba se vSak poji pravé s procesem domestikace
(Teubner 2003).

Princip vyroby syri byl nejspiSe objeven nahodou. Jedna z hypotéz je, ze lidé
odevzdavali mléko bozstvu jako obét, a praveé diky tomu si v§imli, Ze se mléko po néjaké
dobé¢ srazi. Nasledné tento proces vyuzili pro svlij prospéch a zacali vyrabét prvni syr, ktery
vyrobili pomoci kyselého srazeni (Teubner 2003). Proces sladkého srazeni byl pravdépodobné
objeven, kdyz kocovnici ze stiedniho vychodu ulozili mléko do vakt vyrabénych ze zaludki
zvitat. Mléko se v nich srazilo, protoze vaky obsahovaly zbytky enzymil srazejicich mléko
(Andé¢l et al. 2012).

Prvni archeologické ndlezy souvisejici s vyrobou syra se datuji 6000 let pt. Kr. Prvni
zminky o syrech pochazi z doby Sumerské 4000 let pf. Kr. (Andé¢l et al. 2012). Vyroba syri
byla znama ve starém Egypté, kde se syry zavéSovaly do kozenych vakti, aby mohly vykapat.
Syr se zminuje i ve starém zakoné (Callec 2002). Dalsi rozvoj ve vyrobé syri nastal v dobach
antického Recka a Rima (Teubner 2003; Andgl et al. 2012). V antickém Rimé se zalalo
experimentovat s délkou doby zrani, a také s kotfenim (Andél et al. 2012). Kolem roku 50 n. I.
vydal fimsky gastronom Columella ptiru¢ku pro vyrobu syrt, kde mimo jiné uvedl, ze se ma
pii vyrobé pouzivat sul ke konzervovani (Callec 2002). Ve vrcholném stfedovéku se zacaly
vyrabét syry, které zname dodnes. Pikladem lze uvést gorgonzolu, grana padano ¢i roquefort.
Vyroba syri probihala historicky jako malovyroba na mensich statcich, zlom piisel v 19.
stoleti, kdy objevy védci, mezi které patil i Lous Paster, napomohly k rozvoji primyslové
vyrobé (Andé€l et al. 2012). V soucasné dobé je znamo asi 3 000 druht syri (Kopacek 2020).

Vyroba syrii v Ceské republice ma dlouhou tradici, sahajici az do 10. stoleti. Syry se
zde zprvu vyrabély prevazné na malych farmach a salasich. Poté se pteSlo k manufakturni
vyrobé a na pielomu 19. a 20. stoleti se pteslo k vyrobé primyslové (Kopacek 2020). Roku
1870 zahdgjila svou praci prvni primyslovd mlékarna v Praze — Hostivicich. Postupné se
rozvijely druzstevni mlékarny, které rocné zpracovaly 45 mil. litri mléka. K jeho zpracovani
byl potieba kvalifikovany personél, proto byla roku 1902 ziizena Zemska mlékaiskd a

etapami ve vyrobé syri pak byly obé svétové valky a néslednd socializace zemédélstvi a
pramyslu.



3.1.2 Zakladni definice v syrarstvi

3.1.2.1 Definice mléka

Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 a Natizeni Komise (ES) ¢.
1662/2006 uvadi: ,,Syrovym mlékem* se rozumi mléko produkované sekreci mlécne zlazy
hospodarskych zvirat, které nebylo podrobeno ohievu nad 40 °C a nebylo ani osetieno
Zadnym zpiisobem s rovnocennym ucinkem *. Dle vyhlasky ¢. 274/2019 Sb. o pozadavcich na
mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje se mlékem rozumi: ,,mléko
podle narizeni o spolecné organizaci trhii se zemédélskymi produkty splnujici pozadavky
pravnich predpisii upravujicich veterinarni a hygienické pozadavky na Zivocisné produkty a
predpisit Evropské unie upravujicich hygienicka pravidla pro potraviny Zivocisného piivodu a
osetrené podle pravnich predpisii upravujicich veterindarni a hygienické pozadavky na
veterinarni produkty a podle narizeni, kterym se stanovi zvlastni hygienickda pravidla pro
potraviny zZivocisného pivodu‘.

3.1.2.2 Slozeni mléka

Miéko je slozity polydisperzni systém, kde hlavni podil disperzniho prostiedi tvoii
voda. Lipidy jsou ve form¢ emulze, koloidni suspenzi tvoii bilkoviny a ¢ast mineralnich latek,
sacharidy se pak nachazi ve vodném roztoku (Teply et al. 1979). Pro vyrobu syrii mtize byt
vyuzita Sirokd paleta druhti mléka, které se li§i napfi¢ celym svétem, prikladem lze uvést
buvoli, velbloudi, kobili, kravské, kozi a ov¢i mléko. V zapadnim svété se vSak néjcastéji
pouzivaji posledni tfi zminéna (Callec 2002). Jak je patrné z Tabulky ¢. 1, tyto tfi druhy
mléka jsou si v ramci nékterych slozkek podobné, v nékterych se vyznamné lisi. To je dano
hned nékolika vnitinimi i vné&jSmi faktory, piikladem lze uvést plemeno, zdravotni stav,
stadium a potadi laktace, dietu ¢i ustajeni (Kerestes et al. 2016).

Tabulka ¢. 1 Porovnani primérného slozeni mléka kravského, ov¢iho a koziho v procentech

mléko voda (%) suSina tuk (%)  bilkoviny laktéza  mineralni
(%) (%) (%) latky (%)
kravské 87,0 13,0 4,2 3,2 4,8 0,8
ovéi 80,5 19,5 7,9 6,5 4,3 0,8
kozi 87,1 12,9 4,0 3,7 4,4 0,8

Zdroj: Cejna & Obermaier (2013), upraveno autorem

Mlécny tuk

Lipidy kravského mléka jsou v mléku pfitomny ve formé emulze tukovych kuli¢ek o
pruméru asi 3 um (od 0,1 do 20 i vice um). Velikost tukovych kuli¢ek se muze lisit dle
plemene, stadia laktace ¢i oSetfenim mléka (Teply et al. 1979). Organizace pro vyzivu a
zemé&délstvi Spojenych narodt (FAO; 2013) uvadi, Ze velikost tukovych kulicek se mize lisit
1 druhem mléka. Kozi mléko ma mensi tukové kulicky nez kravské, coz mize byt diivod, proc¢
je stravitelngjsi. Konoplev et al. (2020) uvadi, ze tukové kulicky se z 97-98 % skladaji
z estert trojsytného alkoholu glycerolu a mastnych kyselin (triacylglyceroly). Mezi nasycené
mastné kyseliny mléénych lipidG patii napiiklad kyselina maselnd, kyselina kaprylova a
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kaprinova (Kerestes 2016). Dale pak kyselina palmitova. Banni et al. (2017) uvadi, ze
kyselina palmitova je v téle potfebnd pro udrzeni fyzikélnich vlastnosti membran, zajistuje
palmitoylaci proteini a uU¢innou aktivitu surfaktantu v plicich. Krom¢ zminénych
triacylglycerola obsahuje tukova kuli¢ka i diacylglyceroly (0,4 %), monoacylglyceroly (0,03
%), fosfolipidy (0,6 %), cholesterol (0,3 %), stopy vitamint rozpustnych v tucich a dalsi
minoritni latky (Kereste§ 2016). Mlé¢ny tuk rovnéz obsahuje nékteré esencialni mastné
kyseliny, jako jsou kyselina linolova a arachidonova (Teply 1979). Ty patii mezi omega-6
nenasycené mastné kyseliny. Dale kyselinu a-linolenovou, ktera patfi mezi esencialni omega-
3 nenasycené mastné kyseliny (Kerestes 2016). Skupina polynenasycenych mastnych kyselin,
které jsou polohovymi a geometrickymi izomery kyseliny linolové, se souhrné¢ nazyva
konjugovana kyselina linolova (CLA). Tyto izomery kyseliny linolové jsou zdravi prospésné
tim, ze lidsky organismus chrani proti riznym typim rakoviny, hypertenzi, ateroskleroze,
cukrovce a zlepSuji imunitu (FAO 2013). Dalsi nenasycenou mastnou kyselinou mléénych
lipida je napiiklad kyselina olejova, ktera snizuje hladinu LDL-cholesterolu v krvi (Kerestes§
2016).

Mlécné bilkoviny

V syrovém mléku se mlééné proteiny podle rozpustnosti pii pH 4,6 a teploté 20 °C déli
do dvou hlavnich skupin, a to nerozpustné kaseiny a rozpustné syrovatkové bilkoviny. Mléko
dale obsahuje proteiny, které jsou soucasti enzymt a hormont, proteiny tukovych kuli¢ek a
rizné minoritni proteiny. Déle obsahuje i nebilkovinné dusikaté slozky: kyselinu mocovou,
kreatin, mocovinu a kyselinu hippurovou (Kerestes et al. 2016). Pomér kaseinovych a
syrovatkovych bilkovin v kravském mléce je 80:20. Kasein se v mléce vyskytuje ve formé
micel a obsahuje 4 frakce: aS1-kasein, aS2-kasein, B-kasein a k-kasein (Konoplev et al.
2020). Syrovatkové proteiny maji globularni strukturu a jsou spojeny disulfidickymi mustky,
jejich stabilitu rovndz ovliviiuje pevné vazany Ca®* (Golian & Snirc 2015). Poruseni
disulfidickych vazeb vede k denaturaci téchto proteinti. V mléce jsou obsazeny Ctyfi hlavni
syrovatkové proteiny: a-laktalbumin, B-laktoglobulin, sérovy albumin a imunoglobuliny.
Procentuélni zastoupeni hlavnich mlé¢nych bilkovin je uvedeno v Tabulce €. 2. Na rozdil od
syrovatkovych bilkovin jsou kaseiny termostabilnéj$i. Pro syrovatkové bilkoviny byly
stanoveny tyto denatura¢ni teploty: a-laktaloumin 63 °C, B-laktoglobulin 74 °C, sérovy
albumin 87 °C a imunoglobuliny 79 °C (Kereste$ et al. 2016). Mlé¢né bilkoviny se skladaji
z 18 aminokyselin, z toho 9 je esencialnich (Konoplev et al. 2020). Mezi esencialni
aminokyseliny, které se nachdzi v mléénych bilkovinach patii valin, methionin, izoleucin,
leucin, tyrosin, fenylalanin, tryptofan, lysin a histidin (Golian & Snirc 2015).
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Tabulka ¢. 2 Hlavni kategorie mlé¢nych proteint kravského mléka

protein kategorie % z celkového proteinu
aS1-kasein 30,6
aS2-kasein kaseiny 8,0
B-kasein 28,4
K-kasein 10,1
a-laktalbumin 3,7
-laktoglobulin , , . 9,8
sérov§ albumin syrovatkové proteiny 12
imunoglobuliny 2,1
celkovy mlécny protein 100,0

Zdroj: Kerestes et al. (2016), upraveno autorem

Laktéza

Laktéoza je hlavnim mléénym sacharidem. Je to disacharid tvofeny glukézou a
galaktozou. Neni obsazena jinde nez v mléku a mléénych vyrobcich (Teply et al. 1979).
V mléce se laktoza vyskytuje ve dvou formach: a a . Ptfi 20 °C obsahuje mléko 40 % a-
laktozy a 60 % B-laktozy (Kereste$ et al. 2016). Berg (1993) uvadi, ze pii zahfati mléka
dochazi k izomeraci laktozy za vzniku laktulozy. 1zomerace laktozy probihd v mléce spolecné
s Maillardovou reakci. Ta probihda mezi redukujicim cukrem (v mléce laktdza) a
aminoskupinou (v mléce vétSinou lysinové zbytky mléénych bilkovin).

Mineralni latky a vitaminy

Mineralni latky v mléku nachazime v koloidni formé nebo ve formé roztoku a mohou se
ucastnit celé fady anabolicko-katabolickych procest. Délime je na makroprvky, kam fadime
vapnik, hoi¢ik, draslik, sodik, chlér, fosfor a mikroprvky, mezi které patii jod, chrom, méd’,
zelezo a dalsi (Kereste$ et al. 2016). Jeden litr mléka obsahuje 1170 mg vapniku (Golian &
Snirc 2015). Vapnik z mléka je pro lidské télo 1épe vyuzitelny nez vapnik z rostlinné stravy
(Teply et al. 1979). Koncentrace fosforu v kravském mléce je 890 mg.Il. Vstiebatelnost
dietniho fosforu z kravského mléka je vysoka (55-70 %). Fosfor spole¢né s vapnikem vytvari
hlavni strukturdlni slozky kosti a zubti. Koncetrace jodu v kravském mléce je asi 0,43 mg
V jednom litru, jeho obsah ovliviiuje sezonnost i druh krmiva (Golian & Snirc 2015).

MIéko obsahuje celou fadu vitamint. Mezi vitaminy rozpustné ve vodé fadime vitamin
Bi1, B2, B3, Bs, Bg, B1o, kyselinu listovou, vitaminy C a H. Vitaminy rozpustné v tucich jsou
A, D, E, K. Vitamin Bi2 je produkovan vyluéné mikroorganismy v bachoru prezvykavct,
nachazi se tedy pouze v Zivoc€iSnych potravinach. Jeho denni potiebu pro ¢lovéka pokryji 4
dcl kravského mléka (Kerestes et al. 2016).

3.1.2.3 Definice syra

Syr je dle vyhlasky 274/2019 Sb. definovan jako: ,,mlécny vyrobek vyrobeny vysrdzenim
mlécné bilkoviny 7 mléka pusobenim syridla nebo jinych vhodnych koagulacnich cinidel,
oddeélenim podilu syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim*.
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3.1.3 Déleni syru dle riznych parametrua

Pro rozdélovani syri do kategorii neexistuje univerzalni systém. NejcCastéji se syry
rozdéluji dle obsahu susiny, obsahu tuku a vyrobniho postupu (Cejna & Obermaier 2013).
Syry mohou byt rozdélovany i dle druhu mléka, ze kterého jsou vyrobeny (Callec 2002).
Vyhlagka 274/2019 Sb. definuje syry &erstvé, zrajici, tavené, pafené a syrovatkové. ,,Cerstvy
syr oznacuje: ,,nezrajici syr vcetne termizovanych nezrajicich syri*. Jako ,zrajici syr lze
oznacit jako ,syr, u nehoz po prokysani doslo kdalsim biochemickym a fyzikalnim
procesum . Jako ,taveny syr* se oznali ,,syr, ktery byl tepelné upraven tavenim*. Jako
»pateny syr lze oznalit ,syr, ktery byl po prokysani ostieny naparenim horkou vodou,
horkou pdrou, horkym mlékem nebo smetanou‘. Jako ,,syrovatkovy syr se oznaci ,,mlécny
vyrobek ziskany vysrazenim syrovdatky nebo smési syrovatky s mlékem “.

3.1.3.1 Rozdéleni syri dle obsahu tuku v susiné

Obsah tuku se u syrii obvykle vyjadiuje v podobé ,,tuku v susing* (zkratka tvs; Cejna &
Obermaier 2013). Rozd¢léni syra dle obsahu tvs uvadi Tabulka ¢. 3.

Tabulka ¢. 3 Klasifikace ptirodnich syri podle obsahu tuku v susiné

kategorie syra tuk v susiné (v % hmotnostnich)
vysokotucny nejméné 60,0

plonotu¢ny nejméné 45,0 a mén¢ nez 60,0
polotu¢ny nejméné 25,0 a méné nez 45,0
nizkotuény nejméné 10,0 a méné nez 25,0
odtucnény méné nez 10,0

Zdroj: Vyhlaska 274/2019 Sb., upraveno autorem
3.1.3.2 Rozdéleni syra podle konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté hmoté
syra

Konzistenci syra udava pomér mezi susinou a vodou. Cim méné& vody syr obsahuje, tim
je tvrdsi. Pomér se v8§ak méni béhem zrani. Konzistenci uréuje také tuk (Callec 2002). Podle
vyhlasky 274/2019 Sb. délime syry dle konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté
hmoté na syry extra tvrdé (nejvice 51 %), tvrdé (49 az 56 %), polotvrdé (54 az 63 %),
polomékkeé (61 az 69 %) a mekké (nejméné 67 %).

3.1.3.3 Clenéni syri do skupin a podskupin

V Tabulce ¢. 4 je uvedeno ¢lenéni syrii do skupin a podskupin dle platné legislativy CR.
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Tabulka &. 4 Clenéni syrti na druh, skupiny a podskupiny

druh skupina podskupina
syr ptirodni cerstvy
zrajici

zrajici pod mazem
zrajici v celé hmoté
s plisni na povrchu
s plisni uvnitt hmoty
dvouplisiiovy
v solném nalevu, bily
pafeny
extra tvrdy (ke strouhdni)
tvrdy
polotvrdy
polomékky
mekky

taveny roztiratelny s lomem

taveny syrovy vyrobek

taveny mlécny vyrobek

syrovatkovy

Zdroj: Vyhlaska 274/2019 Sb., upraveno autorem

3.1.3.4 Rozdéléni syra podle zpusobu srazeni mléka

Princip vyroby syrt spo¢iva ve vysrazeni mlécné bilkoviny z mléka, pfevazné kaseinu
(Golian & Snirc 2016). Kasein se z mléka srazi bud’ pii snizeni pH na hodnotu blizkou
izoelektrickému bodu, kdy mluvime o kyselém srazeni, anebo pisobenim enzymt, kdy
hovotime o sladkém srazeni (Kadlec 2008).

Kyselé srazeni

Kyselé srazeni se uplatiuje pfedevsim u tvaroht (Kadlec 2008). Okyselenim mléka, at’
uz prokysavanim pomoci kyselinotvornych bakterii za vzniku kyseliny mlécné z laktozy,
nebo piidavkem potravinaiské kyseliny vznikd pii urCité kyselosti, vyjadiené hodnotou pH,
mlééna srazenina (Kadlec 2008; Golian & Snirc 2016). Je mozné pouzit kyselinu mléénou,
octovou, citronovou nebo chlorovodikovou (Kadlec 2008). Kasein patii mezi hydrofobni
bilkoviny, pfi ztraté vnéjsiho naboje a solvata¢niho vodniho obalu pti pH 4,6 dochazi k jeho
izoelektrickému srazeni. Kyselé srazeni je reverzibilni proces (Golian & Snirc 2016).
Soucasn¢ dochazi k pfeméné koloidniho fosfore¢nanu véapenatého na rozpustny a jeho
uvolnéni z kaseinovych micel (Kadlec et al. 2012). Pti pH 5,7 — 5,8 se dostane do roztoku az
50 % koloidniho vapniku a za¢ne proces destabilizace micel, pii kterém dojde k vyrovnani
naboji jednotlivych kaseint. Jejich naslednou agregaci v izoelektrickém bodé€ se vytvari sit
gelu. Kysely gel je tuzsi a vykazuje nizkou synerezi, proto syry vyrobené kyselym zptisobem
maji niz§i susinu (Golian & Snirc 2016).

14



Sladké srazeni
Golian & Snirc (2016) uvadi, ze vétsina syri se vyrabi tzv. sladkym (enzymatickym)
srazenim, pfipadné kombinaci kyselého a sladkého srazeni, kdy sladké musi pievladat. Ke
srazeni mléka se pouzivaji tii druhy syfidel, a to zivocisna (chymosin nebo pepsin
zivo¢isného pluvodu), mikrobidlni (chymozin mikrobialniho plivodu) a rostlinnd (srazeci
enzymy nékterych rostlin, naptiklad artycoku ¢i ostropefce marianského). Plisobenim enzymu
dochazi k vysrazeni mléka ve formé pevné kompaktni hmoty. Tento proces je ireverzibilni a
muZzeme ho rozdélit do tii fazi.
e Primarni faze
V primarni (enzymatické fazi) dochazi k rozstépeni peptidické vazby k-kaseinu mezi
105. a 106. aminokyselinou (Phe-Met). Piusobenim syfidla se z k-kaseinu odS$tépi vysoce
kyselé hydrofilni glykomakropeptidy, které piechazeji do syrovatky. Poté se micely stanou
mén¢ negativné nabité a ztraci hydratacni obal. Peptidicka ¢ast k-kaseinu oznacovana jako
para-ik-kasein, ktery ma hydrofobni charakter se vysrazi ptisobenim Ca?" iontii s ostatnimi
kaseinovymi frakcemi. Takto se rozstépi 80-90 % k-kaseinu (Gajdusek 1998).
e Sekundarni faze
Sekundarni fize probiha pouze za p¥itomnosti Ca?* iontii a teploté nad 20 °C. V jejich
pritomnosti dochdzi k vysrazeni vSech frakci kaseinu. Diky nim také dochdzi ke snizeni
negativniho naboje micel, a tim zrychluji jejich agregaci. Kaseinové micely, které jsou
navzajem spojeny fosforeCnanem vapenatym, se nejprve fadi do fetézcu, které pak prechazeji
V trojrozmérnou miizku, ze které vzniké trojrozmérny gel. Déle dochazi ke smrstovani gelu
syfeniny a nasledné synerezi syrovatky (Gajdtisek 1998; Golian & Snirc 2015).
e Tercialni faze
Jako tercidlni faze je oznaCovana pokracujici proteolyza kaseinu, kterd mize probihat
pfi tvorbé syfeniny i1 plisobenim zbytkové aktivity syfidla v syfenin€ a syrech (Gajdisek
1998). Synereze vyplyva z dehydratace kaseinu a diky ni se oddéluje syrovatka kromé vazané
a kapilarni vody (Zadrazil 2002).

3.1.4 Zakladni oSetfeni mléka pro vyrobu syru

Pro udrZeni mikrobiologické kvality mléka a prodlouZeni jeho skladovatelnosti se
cerstvé nadojené mléko chladi. Pokud neni mléko svaZeno do 2 hodin po nadojeni, musi byt
zchlazeno na teplotu 8 °C nebo niZsi pfi dennim svozu, anebo na teplotu 6 °C, pokud neni
svoz provadeén kazdy den. Béhem piepravy mléka do podniku pro oSetfeni mléka, anebo do
zpracovatelského podniku nesmi teplota zchlazeného mléka ptesahnout 10 °C, mimo mléka
svazeného do 2 hodin po nadojeni (Natizeni Komise ES ¢. 1662/2006).

Po pfijmu mléka je potfeba odstranit piipadné mechanické necistoty filtraci c¢i
centrifugaci. Veskeré mléko zpracovavané v mlékarenském zavod€ musi byt tepelné oSetteno,
aby byla zaji$téna jeho zdravotni nezavadnost a trvanlivost. Toto oSetieni je provadéno na
pasteracni stanici spole¢n¢ s dalS$imi zakladnimi operacemi zpracovani mléka. Mezi tyto
operace mohou patiit deaerace a dezodorace, odstied’ovani, baktofugace, standardizace,
homogenizace a pasterace mléka (Kadlec et al. 2012).
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Deaerace a dezodorace

Cerstvé nadojené mléko obsahuje piiblizné 6 % plynd, z nichZ téméf 5 % tvoii CO2,
necelé 1 % N2 a nekolik desetin % O2. Plyny mohou zptisobovat technologické problémy,
proto je vhodné je z mléka odstranit odvétranim, tento proces se nazyva deaerace. Odstranéni
t€kavych latek, které mohou v mléce zplsobovat neptijemné pachy se nazyva dezodorace.
Probihaji tak, ze mléko predehiaté nad 60 °C je rozstiikovano do podtlakové komory
(Kerestes 2016).
Odstred’ovani

Dalsim ze zékladnich procest pouzivanych v mlékarenském pramyslu, je oddélovani
mlééného tuku z mléka. Mlécny tuk se oddé€luje kontinudlné odstred’ovanim v rotujicim
bubnu odsttedivky. Diky odstfedivému zrychleni se t&€z$i slozka mléka soustied’uje blizko
stény bubnu — mlééna plasma a leh¢i ¢ast — smetana je vytlacovana smérem do stiedu k ose
otaceni. Pti odstfed’ovani dochéazi soucasné 1 k ¢isténi mléka (Gajdisek 1998).
Baktofugace a separa¢ni membranové procesy

K dopliiyjicim postupiim oSetfeni mléka zafazujeme baktofugaci a membranové
separaéni procesy (Kereste§ 2016). Baktofugaci lze snizit pocet bakterii v mléce o 95,3 %.
Baktofugace spociva ve vysokorychlostnim odstfedéni bakterii a bakterialnich spér z mléka
(Farkye 2004). Mikrofiltrace, ktera patii mezi membranové separacni procesy, Se vyuziva pfi
redukci poctu mikroorganismi v odstiedéném mléce. Obvykla velikost otvorti pfi tomto
pouziti je 1 um. Redukce poctu vegetativnich mikroorganismi dosahuje nad 99 % a v ptipadé
bakterialnich spor vic nez 95 % (Kerestes 2016).
Standardizace tucnosti

Vzhledem k legislativnimu déleni syri dle obsahu tuku v susing, je potiebné obsah tuku
v mléku standardizovat. Standardizace mléka na pozadovanou hodnotu tuku se obykle
provadi ve standardizacnim zafizeni, které mize, ale nemusi byt soucasti odstfedivky (Golian
& Snirc 2016).
Homogenizace

Aby nedochézelo k oddélovani tuku od mlécného plasmatu, provadi se homogenizace.
Béhem homogenizace je mléko protlacovano uzkou Stérbinou pod tlakem 15 az 25 MPa pii
rovnomeérné rozptyleni. Z jedné tukové kulicky se timto zplUsobem vytvoii 100 az 1000
novych (Gajdusek 1998). Homogenizace se neprovadi u vSech syri. Je vhodna pro vyrobu
nékterych Cerstvych syri. Obvykle se také homogenizuje smetana pro standardizaci mléka pro
vyrobu syrd, u kterych je Zadouci lipolyza v pribéhu zrani, napt. u syrt v plisni v tésté
(Kadlec 2008).
Pasterace

Pasterace se provadi z diivodu snizeni poctu patogennich mikroorganismi v mléce a
tekutych mlécnych vyrobcich na troven, kdy neptedstavuji vazné zdravotni riziko (FAO
2013). Zaroven zvySuje trvanlivost vyrobku znienim vétSiny vegetativnich bunék
kontaminujicich mikroorganisnil a inaktivaci, respektive snizenim aktivity nativnich, pfipadné
bakterialnich enzymu (Kadlec 2008). V praxi se pasterace realizuje n¢kolika zptisoby:

e Dlouhodoba pasterace: 63 °C po dobu 30 min, vzhledem k dlouhé dobé zahievu se
pouziva jen vyjimecné.
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o Setrna pasterace: 72 °C po dobu 15 s, béhem ni se inaktivuji alkalické fosfatasy
a zachovava se aktivita laktoperoxidasy. Pasteracni efekt dosahuje nad 99,9 %.
Ptezivaji pouze sporotvorné mikroorganismy a nékteré termorezistentni bakterie.

. Vysokd pasterace: 85 °C po dobu 5 s, vysokou pasteraci je inaktivovana
laktoperoxidasa a vétSina ostatnich enzymi mléka. Je dosahovano vyssiho
pasteracniho efektu nad 99,99 %. Projevuji se zmény v chuti, mléko mize mit vativou
ptichut’ (Kadlec 2008).

Pfi vyrobé syri se pouziva zejména Setrna pasterace, protoze B-laktoglobulin denaturuje
jiz pii teplotach nad 70 °C. Denaturovany B-laktoglobulin miize pfes svou volnou thiolovou
skupinu (-SH) interagovat s thiolovou skupinou k-kaseinu. Vznikne disulfidicky mustek,
kterym je B-laktoglobulin navazan na k-kasein a tento komplex zhorSuje syfitelnost mléka,
protoze omezuje piistup syfidlového enzymu ke k-kaseinu. Pouze pii vyrob¢é tvarohd a
nékterych polomékkych a mékkych syri se miize pouzit i pasterace pii teploté 84 °C (Golian
& Snirc 2015;Golian & Snirc 2016).

3.1.5 Proces vyroby syri

Vyroba syru je slozity proces zahrnujici fadu krokt a biochemickych piemén (Kadlec
2008). Kazdy druh syra ma specificky vyrobni diagram, a pravé tento aspekt zpusobuje tak
velkou diverzitu této skupiny (Golian & Snirc 2016).

Pridavek vapenatych soli a dalSi iprava mléka urcéeného pro vyrobu syri

Pii pouziti Setrné pasterace béhem vyroby syri Se rozpustné vapenaté soli stavaji
nerozpustnymi. Diky tomu se pasterované mléko hufe srazi, vznikd meékéi srazenina S nizsi
vytéznosti (Golian & Snirc 2016). Proto se pii vyrobé syra do mléka ptidava chlorid
vapenaty, ktery obnovi zhorSenou syfitelnost mléka (Zadrazil 2002). Naopak nadmérné
mnozstvi vapenatych soli zptsobuje kiehéi konzistenci syrti (Golian & Snirc 2016).

Dusi¢nan draselny zabriiuje piedCasnému dufeni syr vyvolanému koliformnimi
organismy. Jeho mnozstvi je limitovano hygienickymi pfedpisy na 100 g/1000 1 mléka
(Zadrazil 2002). Pouziva se zejména u syri s niz§i kyselosti (Kadlec et al. 2012). Casnému
dufeni syrti vSak lze predejit také diky baktofugaci a mikrofiltraci namisto ptidavku KNO3
(Golian & Snirc 2016).

Dalsimi moznymi aditivy jsou barviva. Pouziva se naptiklad annatto ziskavané
z rostliny Bixa Orellana, které se vyuziva i pii dobarvovani ¢edaru (Farkye 2004). Pii vyrobé
nékterych syru se ptidavaji do mléka dalsi slozky pro ochuceni — kofeni, zelenina, ofechy
(Kadlec et al. 2012).

Pridavek zakysovych kultur

Tepelné oSetfeni mléka neptezivaji v potfebném mnoZstvi mikroorganismy, které by
vytvafely kyseliny pro okyseleni mléka, které by nésledn¢ zabranily nezadoucim, zejména
hnilobnym mikroorganismim v jejich cinnosti (Teply et al. 1979). Potfebné mnozstvi
zadoucich mikroorganismu se tedy musi zajistit zakladni kulturou — smetanovou (Golian &
Snirc 2016). Zakladni kultura je mezofilni a tvoii ji Lactococcus lactis subsp. Lactis,
Lactococcus lactis subsp. Cremoris, Lactococcus lactis subsp. Lactis biovar. diacetylactis,
Leuconostoc mesenteroides subsp. Cremoris a Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum (Janstova & Mahdalova 2016). Mezofilni kultura zajiStuje piedezrani mléka,
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které probiha po Setrné pasteraci do pridavku syfidla. Mléko se ohieje na teplotu syieni, tedy
30-33 °C a prida se mezofilni kultura v mnozstvi 0,5-2 % 3045 minut pied syienim (Kadlec
etal. 2012).

Pridavek syridla

Optimalni teplota syfeni mlé¢ka je 3540 °C, ale bézn¢ je syfidlo aplikovano pii teploté
32 °C. Ke sladkému srazeni se pouzivaji syfidla, jejichZ typy jsou zminény v kapitole 3.1.3.4.
V praxi se klasickd chymosinova syfidla vyuZzivaji pro svou nizkou proteolytickou schopnost
zejména na vyrobu tvrdych dlouho zrajicich syrd. Na vyrobu syrt s nizkodohtivanou
syfeninou se pouzivaji mikrobialni syfidla a na vyrobu mekkych a cerstvych syrti se pouzivaji
pepsinova syfidla, které maji zvySenou proteolytickou aktivitu (Golian & Snirc 2016). Syfidlo
se pridava ve form¢ zfedéného roztoku. Celkova doba srazeni trva zpravidla od 25 do 120
minut (zalezi na vyrobci syfidla), obvykle vsak 30 minut (Kadlec et al. 2012).

Pokud se provadi kyselé srazeni, k Gipravé pH do izoelektrického bodu slouzi nejéastéji
kyselina mlé¢na vznikajici ¢innosti bakterii mlééného kvaseni, poptipadé se piidava kyselina
mlé¢na, citronova, octova nebo chlorovodikova (Kadlec et al. 2012).

Zpracovani sraZeniny

Nejprve je zkontrolovano, jestli byl proces syfeni fadn¢ ukoncen. Za timto tcelem se
provadi zkouska lomu syfeniny nozem, ktery se ponoii do srazeniny a vytvoii ve srazeném
mléce ostry lom za vzniku uvolnéné syrovatky. Srazenina se poté kraji ostrymi harfami nebo
nozi. Pfi této operaci vznika syrové zrno, tj. Castice o velikosti 3-15 mm dle vyrdbéného
druhu. Zrno se dale micha v uvolnéné syrovatce (Kadlec et al. 2012; Golian & Snirc 2016).
Plati, Ze ¢im mensi je velikost zrna, tim vice se vylouci syrovatky. U nékterych druht syra je
zadouci vzniklou syfeninu dohfivat, a to z toho diivodu, aby se vyloucil dalsi podil kapilarni
vody. U syri s nizkodohfivanou syfeninou a obsahem tuku v su$iné¢ 30 % je syfenina
dohtivana na teploty 36-37 °C nebo 39-40 °C u syrt s obsahem tuku v susiné 45 %. Syry
s vysokodohfivanou syfeninou se dohtivaji na teploty 55-56 °C (Zadrazil 2002). U syrt jako
naptiklad eidam nebo gouda se provadi tzv. prani syrového zrna, které snizuje obsah laktozy a
soucasn¢ se pti ném syfenina dohiiva. Nejprve se odpusti 35 % syrovatky a prida se 50-80 %
jejiho objemu vody o teploté¢ 50-60 °C. Tyto kroky podporuji synerezi syfeniny, tedy jeji
smr§tovani a uvolnovani syrovatky (Kadlec et al. 2012). U cerstvych syrd se syienina
nedohfiva, jen se kratce po vysraZeni pokraji nahrubo a naléva se do forem. U pafenych syrt
se vypracovana pafend syienina pii teploté¢ 75-85 °C natahuje do tvaru patenic, syrovych niti
a podobné (Golian & Snirc 2016).

Formovani a lisovani

M¢ekkeé a nelisované druhy syra se po formovani syfeniny lisuji pouze jejich vahou a
otacenim. Dal$im zpilisobem formovani je, Ze se Syrové zrno vypousti spolu se syrovatkou do
predlisovaci vany vylozené syrafskou plachtou nebo do syratskych perforovanych forem.
V téchto formach se lisuji pod urcitym tlakem a urcitou dobu dle druhu syra. Naptiklad
polotvrdé syry se lisuji tlakem 0,005-0,040 MPa po dobu 60 minut (Golian & Snirc 2016).
Soleni

Soleni syrti ovliviiuje jejich chut’, podporuje dalsi uvoliiovani syrovatky, zvysSuje jejich
suSinu a zpeviiuje povrch. Obsah soli v syrech je obvykle 2-2,5 %, ale mlZze byt vyssi
napiiklad u syru feta. Syry se mohou solit do zrna, na sucho nebo v solné lazni, jejiz
koncentrace se pohybuje mezi 18-22 % (Golian & Snirc 2016).
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Zrani

Vsechny syry prochazeji procesem zrani, vyjimkou jsou pouze syry nezrajici (Kadlec
2008). Béhem zrani dochazi k vyvoji senzoricky aktivnich latek i textury, které se tak stavaji
charakteristické pro rizné druhy syri. K hlavnim biochemickym dé&jum probihajicim béhem
zrani syri se fadi glykolyza, lipolyza a proteolyza (Golian & Snirc 2016). Zmény b&hem zrani
jsou zpusobeny syiidlovymi enzymy, nativnimi enzymy, enzymovou ¢innosti kultur nebo
¢innosti nezakysovych kultur. Fermentace laktozy je rychla, celkové je metabolizovéana
V prvnich dnech zrdni. Koneénym produktem je laktat, ktery mlize byt metabolizovan
prostiednictvim riznych skupin mikroorganismli na dalsi karboxylové kyseliny (kyselina
octovd, propionovd, kyselina mravenci). Béhem lipolyzy dochdzi u syri k oxidativni ¢i
hydrolytické degradaci lipidi. Na tvorbu senzoricky aktivnich latek ma rozhodujici vliv
enzymatickd hydrolyza triacylglyceroli na mastné kyseliny, glycerol, mono- a
diacylglyceroly. Volné mastné kyseliny jsou prekurzorem pro fadu dalSich katabolickych
reakci, které vedou k tvorbé dalSich senzoricky aktivnich latek (methylketony, sekundarni
Peptidy vzniklé pocateni hydrolyzou kaseinti jsou déale Stépeny na krat$i peptidy a volné
aminokyseliny. Kone¢nymi produkty proteolyzy jsou aminy, a-ketokyseliny, aldehydy c¢i
alkoholy (Golian & Snirc 2016).
Baleni

Zrani syri muze probihat anaerobné (v celé hmot¢ syra) nebo aerobné (od povrchu
dovnitf). Syry zrajici v celé hmoté se po soleni bali do zracich folii, pfipadné se oSetiuji
ochrannym plastovym natérem nebo je jejich povrch oSetfovan solnym roztokem o
koncentraci 2-3 % (Kadlec 2008). Na ochranu syri se mohou pouzivat i syraiské parafiny
nebo vosky. Aby se zabezpeCil spravny prib&h zrani syrd, je tfeba zabezpecit vhodnou
teplotu, relativni vlhkost vzduchu a vhodné prostory na ulozeni syri. Teplota zrani ve zracich
komorach se pohybuje od 10-22 °C, teplota se mize ménit béhem jednotlivych tsekl zrani.
Regulace vlhkosti vzduchu mize usmériiovat zrani syrt, jejich susSinu a jejich povrch.
Samotné prostory na zrani syri musi byt klimatizované, dobfe omyvatelné, s moznosti
zabranéni piistupu nezadoucich mikroorganismi (Golian & Snirc 2016).

Orientacni schéma celého procesu vyroby syrli je zndzornéno na Obrazku €. 1.
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syrové mléko

tepelné oSetieni

standardizace tuku

predezrani

- mezofilni kultura

koagulace
- CaCl,, KNOg, syfidlo

syfrenina

zpracovani syfeniny

syrové zrno + syrovatka

formovani

lisovani

soleni

zrani

finalni vyrobek

Obrazek ¢. 1 Schéma vyroby syra
Zdroj: Kadlec et al. (2012),upraveno autorem
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3.1.5.1 Specialni kultury pro vyrobu syri

Plisniové kultury

K vyrobé syri s plisnovych syri se pouzivaji kmeny Penicillium camemberti a
Penicillium roqueforti. Penicillium camemberti je plisenn na povrchu syra a vykazuje silnou
proteolytickou aktivitu, mléénou bilkovinu rozklddd az na aminokyseliny. Zaroveii ma
lipolytickou schopnost. Kmeny Penicillium roqueforti se pouzivaji pii vyrob¢ syru s plisni v
tésté. Protoze plisen potiebuje ke svému ristu kyslik, musi se syry propichovat. Tyto kmeny
maji lipolytickou a proteolytickou aktivitu. Lisi se stupném enzymovych aktivit a zbarvenim
vzdusného mycelia. Tvoii ketony a dal$i aromatické latky (Zadrazil 2002).
Propionova kultura

Obsahuje Propionibacterium freudenreichi subsp. Shermanii (Teply et al. 1979). Za
anaerobnich podminek produkuji kyselinu propionovou, octovou a oxid uhli¢ity (Zadrazil
2002). Kyselina propionova dava syru typickou nasladlou piichut’ a oxid uhli¢ity zptusobuje
tvorbu ok u syrl s vysokodohtivanou sytfeninou (Kerestes 2016).
Mazova kultura

Pouziva se pro zrani syri s mazem na povrchu. Mazova kultura tvoii Brevibacterium
linens a Micrococcus roseus ¢i kvasinky jako Kluyveromyces lactis, Candida utilis,
Torulopsis candida. Charakteristické Zlutooranzové zbarveni syry je dano karotenoidnimi
pigmenty, které jsou produkovany Brevibacterium linens (Kadlec 2008).

3.1.6 Vady syru

Vady syrtit mizeme rozdé€lit na vady vnéjsi, zahrnujici vady tvaru a povrchu syrii. Dale
vady vnitini, které zahrnuji vady barvy, vzhledu, konzistence a struktury syrového tésta. A
nakonec vady chuti a viin€ syrt.

Nelze posuzovat vSechny druhy syrii stejnym zpiisobem, nebot’ kazdy druh syra ma
svoje unikatni pozadavky na vlastnosti, existuji ale urcité spolecné vady, nékteré z nich jsou
uvedeny v Tabulce ¢&. 5 (Golian & Snirc 2016).

21



Tabulka ¢. 5 Vady syrii

vady vnéjsi

vada

nepravidelny povrch
poruseny povrch

mazlavy povrch

¢erveno-hnédé skvrny na povrchu

tvrdsi nebo pfilis mekka kira

pric¢ina
poskozeni formy, Spatnd manipulace

nedostatecné otaceni, Spatnd manipulace
vysoké vlhkost, pfezraly syr

vliv dusi¢nant, pritomnost kvasinek a
vlaknitych hub, nedostate¢né vakuové baleni

nevhodné oSetieni syru, nevhodné
skladovaci podminky nebo zraci obal

vady vniti‘ni
vada
netypicka oka

¢asné dufeni syrt (tj. uz dva dny po vyrobg)

pozdni dufeni nebo méselné kvaSeni

propionové kvaseni

nepravidelné praskliny v syru

piiliS tvrdy syr

pri¢ina

mikrobiologicky znecisténé mléko, hodné
syfidla, provzdu$néni syrového zrna,
nedostate¢né lisovani

zvySeny  obsah  kvasinek v mléku,
pfitomnost koliformnich bakterii,

nedostatecny zahfev mléka, nedostate¢na
hygiena a sanitace

tyka se predevsim syrt s vysokodohiivanou

syfeninou, je zpusobené sporotvornymi
anaerobnimi  bakteriemi  (Clostridium
butyricum,  Clostridium  tyrobutyricum)

pfevazné ze znecisténého krmiva dojnic

tykd se syri s nizkodohfivanou syfeninou,
kde se neocekava ptfitomnost ok, je
zpuisobeno bakteriemi propionového kvaseni
pochézejicimi z mléka

ptilisSné prokysani syfeniny, silnd syneréze
syteniny, nizky ptidavek vody do zrna

vysoka suSina, pfiliSné vytuZeni syrového

zrna, vysoky  zédhfev,  nedostate¢né

prokysani, ptili§ mlady — nevyzraly syr
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ptilis mekky syr nizka  suSina, nedostate¢né  vytuZeni
syrového zrna, nizky obsah véapniku

prilis plasticka konzistence syr je prilis meékky a vyzraly (polotvrdé a
mékké syry)
syr s hnédymi teCkami nedostatecna hygiena, kontaminace

propionovymi bakteriemi, vysoké teploty
zrani

mramorovany syr nerovhomérnd  syfenina, nerovnomeérné
vykysand, nerovnomérné rozdéleni soli

nespravné zbarveni syru nedostatecna hygiena, ptfidavek dusi¢nani,
stopové mnozstvi tézkych kovi, znecisténi
soln¢é koupele

vady chuti a viiné

vada pricina

hoiké chut mikrobiologicky znecisténé mléko,
nedostatecna aktivita kultur, nevhodny
prubéh zrani

mydlova chut’ prezraly nedostatecné vykysany syr, na
povrchu prevladaji alkaligenni
mikroorganismy

zatuchla chut’ mléko od starodojnych krav, neSetrné
zachéazeni s mlékem, poskozeni tuku, vysoka
aktivita oxida¢nich enzymu

kysela chut kyselejsi mléko, priliSné prokysani syfeniny,
nedostate¢né lisovani syrt
Zdroj: Golian & Snirc (2016), upraveno autorem

3.1.7 Hodnoceni kvality syria

%

Podle zakona ¢. 180/2016 Sb., o potravinich a tabakovych vyrobcich ve znéni
pozdéjsich ptedpist, ,,se jakosti rozumi soubor charakteristickych vlastnosti jednotlivych
druhii, skupin a podskupin potravin a tabdakovych vyrobku, jejichz limity jsou stanoveny timto
zdakonem, provadécim pravnim predpisem anebo primo pouZitelnym predpisem Evropské
unie .

V praxi ma vSak tento pojem daleko §irSi vyznam, protoZe v sobé zahrnuje celou §kalu
dalSich jakostnich znakl a kritérii, které¢ si vyrobce muze urc¢it sam. O kvalitu vyrobku je
nutné usilovat béhem celého procesu jeho vyroby, nebot’ kvalita je jednim ze zakladnich
pozadavku spotiebitele (Babicka 2012). Kvalita syri zohlediiuje n¢kolik aspektli zahrnujicich
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senzorickou jakost, nutri¢ni hledisko a bezpecnost (McSweeney et al. 2017). Zakladnim
pfedpokladem bezpecné potraviny je, ze nepoSkodi zdravi konzumenta, musi byt tedy
hygienicky a zdravotné nezavadna (Babicka 2012).

Kvalita vstupni suroviny

Na mikrobiologickou i vyslednou kvalitu a konzistenci syru ma zasadni vliv vstupni
surovina, a to mléko, které je dodavano do mlékarny (McSweeney et al. 2017). Jednim
Z hlavnich ukazatelii hygieny a zdravotni nezdvadnosti syrového kravského mléka je
stanoveni celkového poc¢tu mikroorganismi (CPM). V celkovém poc¢tu mikroorganisnd jsou
zahrnuty vSechny mezofilni aerobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy, tedy nejen
bakterie, ale rovnéz mikroskopické houby schopné rist za stanovenych podminek pii 30 °C
po dobu 72 hodin. Zjistény pocet organismii se vyjadifuje v koloniich tvofici jednotky (KTJ)
Vv jednom mililitru mléka (Kalhotka et al. 2015). Dle Naftizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢. 853/2004 ve znéni pozdéjSich zmén (natizeni 1662/2006) je limit CPM pro syrové
kravské mléko < 100 000 KTJ v 1 ml mléka pii 30 °C (klouzavy geometricky primér za dva
mesice, dva vzorky za mésic).

Dalsim z jakostnich znakl pii zpené¢Zovani mléka je pocet somatickych bunék (PSB).
Ten je zasadné ovlivnén zdravotnim stavem mlééné zlazy. Somatické bunky jsou v mléce
trojiho typu: epitelialni bunky, bunky pochazejici z krve a cytoplazmatické ¢astice. V EU je
stanoven limit PSB v kravském mléce < 400 000 v 1 ml mléka. Je prokazano, ze vysoké
hodnoty CPM i PSB narusuji kvalitu mléka a jeho technologické vlastnosti (Kalhotka et al.
2015).

Nutri-Score

Pro hodnoceni syrit z nutricniho hlediska se vyuzivd naptiklad systém oznacovani
potravin Nutri-Score, ktery miizeme nalézt na obale nékterych produkti. Ten hodnoti zakladni
parametry sloZeni potravin a slouZzi k jednodussi orientaci spotiebitele pii vybéru potravin.
Potraviny rozdé¢luje do péti tiid (A-E) a pouziva logo s barevnou $kalou od zelené do Cervené,
kde zelena oznacuje potraviny s vysokou vyzivovou hodnotou a ¢ervena oznacuje vyrobky,
které by se mély konzumovat mén¢ ¢asto (Ruprich et al. 2020).

Ruprich et al. (2020) provedli hodnoceni 129 druhi syrii a propocitali u nich Nutri-
Score. Zjistili, ze jen 7 % syra by bylo oznaéeno zelené (A-B), 16 % zluté (tiida C) a vétSina
77 % oranZoveé a 6 % Cervené (tfida D-E). Ke zlepSeni nutricni hodnoty syrti doporucuji snizit
jejich obsah soli a tuku. Doporucuji téz denni piijem syri 20 g na den, toto mnozstvi doda
télu vyznamné mnozstvi vapniku.

Senzorické hodnoceni

Soucasti celkové jakosti je 1 senzorickd jakost. Jeji hodnoceni patii mezi nejstarsi
zpusoby hodnoceni kvality a dodnes ma nezastupitelnou tlohu (Blechova et al. 2015). Kvalita
syru se v syraiském pramyslu obvykle posuzuje pravé senzorickym hodnocenim provadénym
odbornymi hodnotiteli, kteti maji podrobné znalosti o produktu. K senzorickému hodnoceni
se nejcastéji pouziva bodovaci systém. Naptiklad bodovaci systém IDF (International Dairy
Federation, Mezinarodni mlékarska federace) hodnoti syry na stupnici 0-5, kde 5 predstavuje
nejvyssi moznou kvalitu a 0 predstavuje nejniz$i moznou kvalitu. Body se odecitaji za
konkrétni vady daného syru. Hodnoti se zejména vzhled, chut’, textura a funkéni vlastnosti
syra. U vzhledu jsou hodnoceny vlastnosti jako intenzita a homogenita barvy, piitomost
plisni, pfitomnost ok ¢i jinych otvora (McSweeney et al. 2017).
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Dalsim zptisobem senzorického hodnoceni je provedeni preferencni poradové zkousky.
Hodnotitel tedy provede sefazeni vzorkii na zaklad¢ chuti od nejlepsiho po nejhorsi.
Senzorické posouzeni je provedeno dle podminek a zasad CSN ISO 8587 (Blechova et al.
2015).

Chemicka a fyzikalni analyza

Kozelkova et al. (2012) provadéli rozbory mléka a syri pomoci standardnich
chemickych a fyzikalnich metod. Metody, které se pouzivaji pii rozborech vstupni suroviny
jsou napiiklad stanoveni mémé hmotnosti dle CSN 57 0530, stanoveni obsahu tuku
acidobutirometrickou metodou dle ISO 2446 ¢i stanoveni obsahu vapniku titraci roztokem
chelatonu 11l dle 1SO 12081. Metody, které se pouzivaji pfi analyze syrt jsou: stanoveni
titraéni kyselosti dle CSN 57 0107, stanoveni susiny vysousenim syrti pii 102 + 2 °C dle CSN
57 0107, stanoveni obsahu tuku dle van Gulika podle CSN 57 0107 a stanoveni obsahu
chloridt titraci dle CSN 57 0107. Tyto klasické metody jsou piesné a reprodukovatelné, ale
povétSinou 1 Casové naroéné. Nelze je vSak opomenout, protoze jsou pouzivany jako
standardizatni metody ke kontrole spradvnosti a pfesnosti vysledkii ziskanych
instrumentalnimi metodami nebo se jimi dopliuji (Dvoték et al. 2016).

V soucasné dobé se vyuziva pii hodnoceni kvality syrd naptiklad také plynova
chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (McSweeney et al. 2017). Dale se ke
kontrole kvality potravin vyuzivda 1 nuklearni magnetickd rezonance, hmotnostni
spektrometrie v kombinaci s kapalinovou chromatografii a blizka infracervena spektroskopie
(Ezeanaka et al. 2019). Tyto metody budou zminovany v dalSich kapitolach.

3.1.8 FalSovani syri

Syry jsou na trhu oblibenou potravinou, to nejspise vedlo k tomu, ze se staly pfedmétem
falsovani. NejcastéjSim cilem podvodi jsou vyrobky z ov¢iho ¢i koziho mléka. Tato mléka
jsou ve svété povazovana za drahou surovinu, pii jejich falSovéani jsou tedy Castecné nebo
Uplné nahrazena levnéjSim druhem mléka, napiiklad kravskym. Dal§im piipadem falSovani je
nahrazeni zivoc¢i$né bilkoviny za rostlinnou (Kuckova et al. 2019). Ptipady falSovani syrd
byly zaznamenéany i v Ceské republice. Statni zemé&dé&lska a potravinaiska inspekce (2019)
napiiklad uvadi ptipad, kdy syr mozzarella obsahoval nizsi obsah tuku v susing, nez bylo
uvedeno na obale. Dalsim pfipadem bylo S$patné oznaeni vyrobku, kdy na etiketé bylo
napsano, ze se jedna o syr. Vyrobek byl vSak vyroben z mléka a rostlinného tuku.

FalSovani syri nese velmi nezadouci disledky. Vyrobek neni spravné oznacen a 1isi se
jeho slozeni. To muZe pro spotiebitele predstavovat zdravotni riziko (Kuckova et al. 2019).

3.1.8.1 Analytické metody uZivané k ovéreni pravosti mléénych vyrobku

Vétsina metod k ovéteni pravosti mléénych vyrobkl analyzuje profil mastnych kyselin
nebo mlécné bilkoviny ve vyrobku. K identifikaci bilkovin se pouzivaji rtizné analytické
metody vcetné¢ imunologickych, elektroforetickych, chromatografickych, spektroskopickych
technik nebo technik zaloZenych na DNA.

Jednou z metod pouzivanych k detekci falSovani je kapalinova chromatografie (LC),
konkrétné vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC), kterou se stanovi proteinovy
profil pouZit¢ho mléka ¢i mlééného vyrobku. LC se také pouZziva ve spojeni s hmotnostni
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spektrometrii (MC). Poprvé byla tato kombinace vyuzita k odhaleni falSované buvoli
mozzarelly, do které bylo ptidavano kravské mléko. V dnesni dobé je tato metoda stale
pouzivangjsi. Jako markery falSovani se pouzivaji syrovatkové bilkoviny.

V poslednich letech se k identifikaci potravin zivocisného ptivodu pouzivaji metody
molekularni biologie. Tyto techniky vyuzivaji vysokou specifitu a citlivost metod
polymerazové tfetézové reakce (PCR) k detekci 1 velmi nizkych koncentraci kravského mléka.
Nejprve byla pouzita duplexni PCR k detekci ¢aste¢né nebo uplné zamény buvoliho mléka za
mléko kravské u syru mozzarella. Pouzité primery prokdzaly absolutni specifitu pro tyto dva
druhy a také vysokou citlivost na nizké koncentrace DNA. PCR byla postupné rozsifena na
dalsi zivocisné druhy mléka (Kuckova et al. 2019).

V posledni dobé se stale vice rozviji pouziti metod, které jsou ¢asové nenarocné a lze je
pouzit pro rutinni analyzy. K t€émto metodam patii metoda blizké infraervené spektroskopie
(NIR), kterou lze pouzit v potravinaiskych provozech on-line. Zacala se pouzivat napiiklad
k analyze mastnych kyselin v mléce riznych druht, sledovani obsahu kaseinu a jeho frakci,
titraéni kyselosti, kolagennich ¢astic, pH ¢i obsahu somatickych bunék. Tato metoda je
schopna detekovat napt. ptidavek kravského mléka do koziho pii vyrobé kozich syra a je
natolik citliva, ze odhali i pouhé 1 % pridavku kravského mléka (Dvorak et al. 2016).

26



3.2 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

3.2.1 Historie NMR

Nuklearni magneticka rezonance je v souCasné dobé bézné pouzivanou metodou
v mnoha védeckych disciplinach jako je fyzika, chemie, biologie a medicina. Jeji vyvoj do
dnesni podoby vsak zabral vice nez 60 let (Marion 2013).

Americky fyzik Isidor Isaac Rabi se od roku 1930 zabyval studiem magnetickych
vlastnosti atomovych jader. Objevil rezonan¢ni metodu, pomoci které v roce 1939 provedl
méfeni magnetickych momentd mnoha atomovych jader, protonu a deuteronu. Roku 1940
provedl pfesné méfeni superjemné struktury spekter. V roce 1944 dostal Nobelovu cenu za
fyziku za vypracovani rezonan¢ni metody pro registraci magnetickych vlastnosti atomovych
jader (Kralova 2007).

Objev nuklearni magnetické byl uskutecnén roku 1945 dvéma na sob& nezavislymi
skupinami védci, Felixem Blochem a Edwardem Purcellem, kteti poprvé detekovali signaly
jader vodiku ve vodé a v parafinu (Marion 2013; Goldenberg 2016). V roce 1952 dostali oba
Nobelovu cenu za fyziku za rozvoj novych metod pro ptesna méfeni jaderného magnetismu a
prvni detekci NMR signalu (Marion 2013; Dracinsky 2021) .

V padesatych letech 20. stoleti se zacaly vyrdbét prvni sériové NMR spektrometry,
kterymi byla méfena jadra vodiku 'H. Poté se objevuji i prvni *C NMR spektra a
Sirokopasmovy dekapling vodiki, od té doby se NMR spektroskopie stala nezbytnou soucasti
strukturni analyzy. Objev dvojdimenzionalnich experimenti umoznoval podat kompletni
informaci o skeletu molekuly a prostorovém uspofadani atomu. Richard R. Ernst ziskal v roce
1991 Nobelovu cenu za chemii za ptispévek krozvoji nuklearni magnetické rezonance
s vysokym rozliSenim, zavedeni pulsnich technik a pouziti Fourierovy transformace a
zavedeni dvoudimenzionalnich NMR technik (Dracinsky 2021).

V roce 2002 byla ud€lena Nobelova cena za chemii Kurtu Wiithrichovi za jeho vyvoj
nukledrni magnetické rezonancni spektroskopie, pro stanoveni trojrozmérné struktury
biologickych makromolekul v roztoku (Marion 2013).

Diky metodam umoznujicim snimat spektra nebo ziskat informace o jadrech atomi
vznikla NMR zobrazovani (NMR imaging, MR tomografie, MRT). Paul C. Lauterbur a Peter
Mansfield vypracovali metodu zobrazovani magnetickou rezonanci. V roce 2003 za to byli
ocenéni Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu (Dracinsky 2021).

3.2.2 Princip NMR

Spektroskopie NMR vyuziva magnetickych vlastnosti atomovych jader nékterych
izotopt (Dracinsky 2021). Tato analyticka metoda poskytuje detailni informace o struktufe a
dynamickych vlastnostech organickych i anorganickych latek a biomolekul v kapalném,
plynném i pevném stavu (Budésinsky & Pelnat 2000). Az do sedmdesatych let minulého
stoleti se vyrabély tzv. CW (z anglického continuous wave) NMR spektrometry (Dracinsky
2021). Bylo pro né charakteristické ziskavani spektra postupné. Pomalu se pfizptisobovala
frekvence a sila magnetického pole, tak aby bylo moZné monitorovat absorbci energie. Daly
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se vyuzit pouze pro jadra s vysokou citlivosti a ziskani spektra vyzadovalo pomérné dost casu
(Goldenberg 2016). V dnesni dobé se vyhradné vyuziva pulzni NMR spektroskopie
(nazyvana téz FT NMR spektroskopie), vyuzivajici Fourierovu transformaci. Namisto
ziskavani spektra postupné jsou vSechna jadra jednoho izotopu excitovana najednou
radiofrekven¢nim pulzem trvajicim nékolik milisekund, ktery pokryje frekven¢ni oblast vSech
jader jednoho izotopu zastoupenim (Drac¢insky 2021). Princip této metody bude popsan nize.

Protony, elektrony a neutrony rotuji okolo vlastni osy, maji tedy moment hybnosti p,
ktery oznacCujeme jako spin (Budé&Sinsky & Pelnai 2000). Protony a neutrony vV jadie
rozhoduji o vysledném spinu jadra (Lambert et al. 2019). Pokud maji jadra izotopti sudy pocet
protond i neutronti, jsou spiny ¢astic sparovany, jadro nema magnetické vlastnosti a jeho
spinové kvantové Cislo | se vyznacuje nulovou hodnotou (I=0; Budésinsky & Pelnat 2000;
Lambert et al. 2019). Jadra s nulovym spinovym kvantovym &islem jsou naptiklad **C a 60,
ta jsou pomoci NMR experimenti nepozorovatelna (Dracinsky 2021).

Pokud je atomové cislo nebo atomova hmotnost nebo oboji liché, disponuje jadro
magnetickymi vlastnostmi a vlastnim jadernym magnetickym momentem u (Lambert et al.
2019; Dracinsky 2021). Spinové kvantové ¢islo rotujich jader mize dosahovat urcité hodnoty.
Jadra ve tvaru rotujici koule maji spinové kvantové &islo | = /.. Tato jadra jsou vhodna pro
NMR experimenty, zahrnuji *H, *C, °N, 1°F, 2°Si a 3!P (Lambert et al. 2019). Vyskyt protonu
'H v piirodé je vysoky a je to nejbéznéji méfeny izotop. Oproti dalsimu ¢asto méfenému jadru
13C je pro NMR spektroskopii citlivéjsi a jeho signaly jsou az 5700krat silngjsi nez jadro *C
(Dracinsky 2021). VétSina prvki béZzné se vyskytujicich v organickych molekulach (H, C, N,
P) m4 alespoti jeden izotop s 1=/2 (pouze kyslik ne). Jadra ve tvaru rotujiciho elipsoidu maji
spinové kvantové ¢&islo 1 nebo vétsi (1 > /2 ). Tato jadra maji kromé jaderného magnetického
momentu u také kvadrupolovy moment a jsou Casto obtizn€ méfitelna. Mezi tato jadra
fadime 2H, 1B, N, 1’0, 3*S a **ClI (Novotni & Popa 2012; Dracinsky 2021).

Velikost magnetického momentu (u) vytvareného rotujicim jadrem se lisi atom od
atomu a je dana spinem (p) a gyromagnetickym pomérem y méfeného izotopu:

m=y-p 5

Gyromagneticky pomér v je konstanta charakteristickd pro dany izotop. Cim vétsi je
gyromagneticky pomér, tim vétsi je magneticky moment jadra (BudéSinsky & Pelnat 2000;
Lambert et al. 2019). V nepfitomnosti magnetického pole, tedy v zakladnim stavu, spiny
nemaji zadnou orientaci, pokud vsak rotujici jadra umistime do konstantniho magnetického
pole Bo, dochazi k uspofadani magnetickych momentt ve sméru (+z) a proti sméru (-z) oSy
magnetického pole (z), jak je znazornéno na Obrazku ¢. 2, hovofime o tzv. Zeemanové jevu
(Novotna & Popa 2012; Lambert et al. 2019). Mirny ptebytek jader na nizsi energetické
hladin€ ma za nasledek, Ze celkovd magnetizace M (vektorovy soucet magnetickych
momentll vSech jader) smeéfuje ve sméru osy z (Dracinsky 2021). Diky pusobeni
magnetického pole navic vSechny magnetické momenty za¢nou konat precesni pohyb
s kruhovou frekvenci, ktera se oznacuje jako Larmorova precesni frekvence 0 (Budesinsky
& Pelnat 2000). Ta je dana vztahem:

w0 =17. Bo
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soid 11
Zasall RTRS

a. 0 b.

Na obrazku vlevo (a.) vidime jadra s nenulovym spinem v zdkladnim stavu, kdy nemayji
zadnou orientaci. Vpravo (b.) pak vidime jadra po umisténi do magnetického pole Bo, kdy

dochazi k jejich srovnani ve sméru a proti sméru osy tohoto pole.
Obrazek ¢. 2 Usporadani spini
Zdroj: Young (1995)

Aby jadra mohla pfechizet zjedné energetické hladiny do druhé, je tfeba druhého
magnetického pole Bi. Toto druhé magnetické pole je dodano pomoci kratkého
radiofrekvencniho pulzu, které pokryje frekvecni oblast vSech jader mefeného izotopu. Kdyz
je frekvence radiofrekvencniho pulzu stejna jako Larmorova frekvence jader, nastane excitace
¢i deexcitace energie pravé mezi jadry a polem Bi. Excitace nastava, pokud jadro ptechazi
z niz8i hladiny do vyssi, deexcitace naopak, pokud jadro ptechazi z vyssi hladiny do nizsi.
Tento proces se nazyva rezonance (Lambert et al. 2019). Rezonance zpusobi, Ze vektor
magnetizace se vychyli z osy z. Larmorova precese jednotlivych jadernych magnetickych
momentt vede K precesi makroskopické magnetizace se stejnou frekvenci. Po ukonéeni
radiofrekvencniho pulzu se vychyleny vektor magnetizace postupné vraci do rovnovazného
stavu, tento proces nazyvame relaxace (Novotna & Popa 2012). Béhem relaxace precesni
pohyb magnetizace indukuje v méfici civce elektricky proud. Zaznam tohoto indukovaného
proudu (NMR signal) se oznacuje jako FID (free induction decay, signal volného doznivani
indukce). Ma tvar exponencialné tlumené funkce, ktera znaci soucet sinusoid s frekvencemi
ptislusejicimi jednotlivym signalim a vyjadiuje zavislost elektrického proudu indukovaného
ve snimaci civce na ¢ase. Je uloZen do pocitace, kde prochazi Fourierovou transformaci, ktera
umoziuje z ¢asového zdznamu ziskat spektrum. Méfeni je moZzné opakovat rychle po sobé a
lze méfit 1 jadra s malym gyromagnetickym pomérem ¢i malym izotopovym zastoupenim
(Dracinsky 2021).
Chemicky posun

Pokud vlozime jadra identického izotopu do stejného magnetického pole, nebudou mit
vZzdy stejnou rezonancni frekvenci. Na tomto jevu, jez nazyvame chemicky posun, se podili
umisténi jader v molekule, respektive lokalni rozdéleni elektronti, které miize vykazovat
riznou intenzitu stinéni jader (Hore 1995). Orbitalni pohyby elektrond jsou ovlivnény
vnéjSim magnetickym polem Bo, které zvySuje pravdépodobnost, Ze elektron se bude
pohybovat ur¢itym smérem a tento pohyb vytvaii magnetické pole, které je obvykle, ne v§ak
vzdy, opacného sméru nez vné&jsi magnetické pole Bo (Goldenberg 2016). Chemicky
ekvivalentni jadra izotopi jsou takova jadra, kterd maji stejné rozloZeni elektronli ve svém
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okoli, tudiz maji stejné stinéni i stejnou rezonancni frekvenci (Dracinsky 2021). Naopak jadra
chemicky neekvivalentni se v rozloZeni elektront ve svém okoli lisi a vykazuji tak rozdilné
rezonancni frekvence.

Kwvuli obtiznosti méfit a poté udavat rezonan¢ni frekvence v absolutnich hodnotach, se
vyjadiuji jako rozdily vici frekvenci signalu zvoleného standardu, jimz muze byt naptiklad
benzen nebo TMS (tetramethylsilan). Rezonan¢ni frekvence jsou vyjadfovany na stupnici
chemického posunu s bezrozmérnou jednotkou ppm (parts per milion), kterda umoziuje
snadné porovnavani dat namétenych na ruznych pristrojich (BudéSinsky & Pelnai 2000;
Dracinsky 2021).

3.2.3 Vyhody a limitace NMR Vv porovnani s dalSimi analytickymi metodami

Nejvetsi vyhodou nuklearni magnetické rezonance V porovnani s ostatnimi metodami,
které jsou v dnesni dobé pouzivany ke kontrole kvality potravin, je, ze tato metoda je
neinvazivni a neionizujici, neposkozuje tedy zkoumany material. Dalsi kli¢ovou vyhodou je
fungovani v redlném Case bez nutnosti dalsi kalibrace. Navic je tato metoda pomémé rychla,
upravu vzorku pied analyzou je snazsi a poskytuje piesné vysledky (Ezeanaka et al. 2019).
NMR rovnéz piinasi komplexni informace o struktuie, které by jinak byly t€Zko dostupné a
vyzadovaly by pouziti kombinace jinych chemickych a analytickych metod (Dracinsky 2021).
Pti pouzivani NMR spektroskopie je zapottebi technickych dovednosti na vysoké Grrovni, coz
je ur¢itym omezenim. Dal8i nevyhodou je vysoka pofizovaci cena (Ezeanaka et al. 2019).
Nejvice je vsak NMR spektroskopie limitovana svou citlivosti, ktera je dana rozdilem
populaci jader na energetickych hladinach. Cim vétsi je indukce magnetického pole, tim vétsi
je energeticky rozdil mezi energetickymi hladinami, a tim vét$i je rozdil v populacich
jednotlivych spinovych stavii. VEtsi rozdil v populacich stavii vede k vétsi citlivosti NMR
metody (Dracinsky 2021).

Nize je NMR spektroskopie kratce porovnana s dalSimi analytickymi metodami.

e Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie se obvykle kombinuje s kapalinovou chromatografii a
vyuziva se pro urceni hmotnosti ¢astic a ur€ovani chemické struktury. Tato metoda je na
rozdil od NMR spektroskopie destruktivni a nedokéze poskytnout informace o struktuie bez
pouziti standardu (Bird et al. 2018). K analyze pomoci NMR je vSak potfebné vétsi mnozstvi
latky neZ pii pouziti hmotnostni spektrometrie. Napiiklad pro rutinni méfeni organickych
latek jsou to fadoveé miligramy (Dracinsky 2021).

e Blizkd infracervena spektrometrie

Blizk4 infracervena spektroskopie potiebuje k ustaleni dalsi kalibraéni model a neni tak
spolehliva a dostatecné stabilni béhem pouzivani jako nuklearni magneticka rezonance, ktera
je robustni a tim padem dostate¢n¢ stabilni (Ezeanaka et al. 2019).

e Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie neni zcela neinvazivni, tak jako nukledrni magneticka
rezonance a také na rozdil od ni vyzaduje casové naro¢nou piipravu vzorkl (Ezeanaka et al.
2019).

e PCR
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Nevyhodou PCR metod je jejich ¢asova i pracovni naro¢nost s omezenou pouzitelnosti
pfi rutinnim screeningu mléka pro mlékarensky pramysl (Kuckova et al. 2019). Naproti tomu
NMR je rychld metoda, vhodna k rutinnim screeningtim.

3.3 Vyuziti NMR v syrarském odvétvi

Pouziti NMR v potravinarstvi

Béhem zpracovani potravin se NMR spektroskopie vyuziva pro analyzu vody, tuki a
proteinti a také k analyze fyzikalnich, chemickych a strukturnich vlastnosti. Jeji vyhodou je,
ze muze analyzovat zménu kvality potraviny, aniz by doslo k jejimu poskozeni. Vysledky
ziskané touto analytickou metodou mohou pomoci vyleps$it konecny produkt, protoze diky
pribéznému monitorovani kvality, je mozné provést urcité vylepSeni jest¢ piedtim, nez je
dokoncen proces vyroby. Obsah a aktivita vody jsou u nékterych produkti dilezitymi
ukazateli pro zajisténi bezpecnosti a kvality produktu (Ezeanaka et al. 2019).

NMR, konkrétng *H NMR byla aplikovéna pii zkoumani profilu metabolitl mlé&nych
vyrobku. Tyto profily se vztahovaly K riznym aspekttim, jako naptiklad krmivo zvitat, kvalita
mléka, geograficky pivod ¢i proces zrani syru. Metabolitem rozumime molekulu s nizkou
molekulovou hmotnosti jako jsou volné aminokyseliny, organické kyseliny, cukry, polyoly,
nukleotidy a dal$i. V ptipadé mléka jsou to produkty metabolismu zvitete zavisejici na druhu
zvitete, podminkach chovu, krmivu atd., zatimco u syrt profil metaboliti zavisi spise na
technologii vyroby a procesu zrani. VétSina detekovatelnych metaboliti v syru jsou totiz
produkty enzymi nebo aktivity mikroorganismi, protoze vétSina metabolith mléka odchazi
spolu se syrovatkou (Scano et al. 2019).

NMR experimenty

Pro zkouméni profilu metabolitd syri se nejastdji se pouzivd 'H NMR, ktera je
schopna detekovat soucasn¢, dokonce 1 ve slozitych biologickych matricich, vSechny malé
molekuly, které maji atom vodiku.

Pro jednorozmérnou (1D) NMR s vysokym rozlisenim (HR) se nejcastéji pouzivaji
kapalné extrakty vzorkl. Typicky 1D protonové spektrum obsahuje nékolik piekryvajicich se
signalt  kvuli slozitosti zkoumané matrice. Pouziti ,,multidimenzionalnich a/ nebo
»mnohojadernych* experimenti miize pomoci od tohoto problému.

Homonuklearni experimenty aplikované ke studiu mléénych vyrobki jsou piedevsim
korelacni spektroskopie (COSY) a totalni korelani spektroskopie (TOCSY). Dale se
vyuzivaji vicejaderné experimenty. Tedy heteronuklearni vicenasobna kvantova koherencni
spektroskopie (HMQC), heteronuklearni jednoducha kvantova koherenéni spektroskopie
(HSQC) a heteronuklearni vicenasobna vazba korela¢ni spektroskopie (HMBC).

Snimani magického thlu s vysokym rozliSenim (HR-MAS) je platnym néstrojem v
NMR spektroskopii pro studium neporusenych biologickych matric, suspendovanych nebo
nabobtnalych v deuterovaném rozpoustédle (Scano et al. 2019).

Provedené experimenty

Charakterizace suroviny nebo potraviny pfedstavuje pro potravinaisky pramysl
dualezitou strategickou otazku. Obecnym cilem pii ovéfovani pravosti potravin je identifikovat
jedine¢né markery nebo skupiny markert pro charakterizaci kvality potravin (Marseglia et al.
2013). Byly provedeny experimenty, kdy pomoci NMR byly zjistovany markery k piitazeni
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vzorku syru ke krmivu krav, od kterych pochazelo mléko na vyrobu syra. Prvni skupina krav
byla krmena ve vnitinich prostorach celkovou smésnou krmnou davkou, druha skupina krav
byla krmena venku na pastviné vyhradné travnim porostem a tieti skupina byla krmena na
pastviné travnim porostem a bilym jetelem. V obsahu metaboliti souvisejicim s krmivem
vSak byly zaznamenany jen malé zmény. Hladiny citratu a toluenu byly zakladem pro
rozliSeni syrit vyrobenych z mléka krav krmennych venku na pastviné ¢i krmnou smési ve
vnitinich prostorach. Vétsi zmény v obsahu metabolitii byly totiz zptisobeny biochemickymi
procesy béhem zrani syra (Panthi et al. 2019).

Stav a dynamika vody do zna¢né miry urcuji makroskopické vlastnosti syra, proto byly
pomoci *H NMR spektroskopie u¢inény pokusy, které odhalily mechanismy mobility vody ve
strukturach syra (Kruk et al. 2021). Dale bylo zjisténo, ze pomoci time domain NMR (Cesky
Casova oblast, zkratka TD NMR), které se zaméfuje na méfeni Casové oblasti namisto
frekvence, lze urcit obsah vody v syru stejné piesné, bezpecnéji a rychleji nez pomoci
gravimetrickych metod (Castell-Palou et al. 2013).

Pomoci NMR byly objeveny biomarkry pro hodnoceni zrani nékterych druhd syru.
Napiiklad pro ¢edar to jsou citrulin a arginin, které se béhem zrani snizuji (Chen et al. 2021).
U syru Fiore Sardo byly hodnoceny faze zrani v zavislosti na obsahu organickych kyselin,
konkrétn¢ kyseliny mlé¢né, octové, glutamové a gama-aminomaselné (Piras et al. 2013).

NMR se v syraiském odvétvi také vyuziva k ovéfeni geografického ptvodu. Consonni
& Cagliani (2008) provedli experiment, kdy srovnavali italsky Parmigiano Reggiano se
vzorky syrt typu Grana pochazejicich ze zemi vychodni Evropy. Syry z vychodni Evropy se
vyznacovaly vys$Sim obsahem leucinu a isoleucinu, které byly jinak typické pouze u
nevyzralych italskych vzorki Parmigiano Reggiano a rovnéz vys$im obsahem laktatu,
butanoatu a acetatu, jez také svéd¢i o kratkém zrani syrta. Naproti tomu pro italsky
Parmigiano Reggiano zrajici 30 mésicu byl typicky vyssi obsah threoninu.

U syru byly hodnoceny i podminky skladovani. Pomoci NMR lze totiz klasifikovat
metabolity, diky nimz je moZno dolozit rozdily Vv degradacnich procesech probihajicich
béhem skladovani (Lamanna et al. 2008).

3.3.1 Piehledova tabulka

Na zaklad¢ védeckych ¢lankt byla vypracovana piehledova tabulka dvaceti studii
zabyvajicich se vyuzitim NMR v syrafském odvétvi.
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Autor a Pocet vzorki Piiprava vzorku a NMR spektrometr ~ Kvantifikacea  Analyza Statistické  Vysledky
rok studie kalibrace kvalifikace metody,
software
Gongalves 22 vzorki 1 g vzorku smichans 2 Bruker Avance Ill Mastné kyseliny, H SAS GLM, Hlavni markery pro
etal. 2022 komeréné ml D20, 500 vybaveny aminokyseliny, NMR PRC, rozliSeni syra mozzarella
vyrobenych syri  centrifugovano, kapalna  trojitou 5 mm sacharidy ANOVA vystaveného riznym
mozzarella faze znovu odstiedéna,  rezonan¢ni podminkam chlazeni:
V riiznych 400 pl vloZzeno do 5 mm  Sirokopasmovou sukcinat, acetat, laktat.
podminkach NMR sondy spolu s 200 inverzni sondou
skladovani ul rozotoku TSP v D,O  (TBI)
Kruk etal. 7 vzorkiu riznych  Neostiené vzorky, FFC relaxometr Aktivita volné H Korela¢ni Uvnitt frakce vazané
2021 druhu syra extrudaty valcového (Stelar S. rl, vody, vazané NMR analyza vody identifikovany

(boryna uzena,
edamer, hit, gouda
light, gouda
uzena, gouda
grand, tavena

gouda)

tvaru (7 mm v praiméru
- 10 mm vysoké)

Spinmaster, 2000;
Mede, Italie);
frekven¢ni rozsah 4
kHz-40
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vody (pomalejsi
dynamika)

molekuly vody do¢asné
vazané na proteiny,
prochézejici dynamikou
zmény orientace a
molekuly vody
prochézejici transla¢ni
difuzi v ohrani¢eném
prostoru.



Autor a Pocet vzorkit  PFiprava vzorku a NMR Kvantifikace a Analyza  Statistické  Vysledky
rok studie kalibrace spektrometr kvalifikace metody,
software
Chenetal. 6 riznych 20 g syru ¢edar Bruker 800 MHz 4 organické 'HNMR, Bruker Pomér citrulinu a argininu ve
2021 vzorkl rozemleto v kapalném Avance |11 kyseliny, 19 TOCSY  Topspin vodnych extraktech byl
komer¢né dusiku, extrahovano 60  vybaveny Smm  aminokyselin, 2 NMR, Software, nejdulezitéjsim ukazatelem
prodavanych ml roztokem QCI kryogenni  cukry, 1 amin a HSQC PCA vV pro hodnoceni zrani syru
syru Cedar chloroform, methanol sondou glycerol NMR XLSTAT, ¢edar, oba metabolity se
1:2 a bylo ptidano 30 ANOVA béhem zrani snizily. Tyrosin,
ml destilované vody, tyramin a lysin jsou vysoce
poté prefiltrovano, korelovany se senzorickymi
lyofilizovano a ptfidan atributy zralého syra, zatimco
fosfatovy pufr, B-galaktoza a glycerol jsou
obsahujici 0,1 mmol/l v korelaci s mladymi
DSS, v poméru 0,028 senzorickymi atributy.
ml na 1 mg vzorku
Kandasamy 52 vzorku Do 4 mm nanosondy 600 MHz 16 aminokyselin, 'H PCA, PLS-  Profily metabolitl korejskych
etal. 2020  (celkem 11 bylo dano 20 mg vzorku Agilent HR- 5 organickych HRMAS DA, OPLS-  syru zaloZzenych na NMR byly
druhu syra a 20 uL 2mM TSP-d4 MAS, 599,93 kyselin, 2 cukry, NMR DA v souladu s jejich
ziskanych roztoku v DO MHz, vybaveny 3 derivaty senzorickymi vlastnostmi.
z mléénych 4 mm gHX aminokyselin, 2 Aminokyseliny, laktat, citrat a
farem v Jizni nanosondou fosfolipidy a fosfolipidy — nejdulezité;si
Korei) s rychlosti rotace alkohol z proménné souvisejici se
2000 Hz glycerolu senzorickou kvalitou. Zmény
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Autor  Pocet vzorki Piiprava vzorku a NMR Kvantifikace a Analyza  Statistické Vysledky
arok kalibrace spektrometr kvalifikace metody, software
studie
Panthi 18 vzorkd syra 30 g vzorku Bruker Avance Aminokyseliny, IHNMR, Software Topspin  Nizké zmény v obsahu
et al. Maasdam, lyofilizovano, rozdrceno, IIT 600 vybaveny organické H 3.0, Matlab, PCA, metabolitd zpisobené
2019  pripravenych 50 mg dano do 1,5 ml sondou TXI, kyseliny, mastné HRMAS  OPLS-DA, skladbou krmiva, vétsi
duplicitné (n=36), Eppendorfovych relaxaéni kyseliny, tékavé NMR, ANOVA zmény v obsahu
vyrobenych zkumavek, extrakce zpozdéni 55,64  slouCeniny HS GC- metabolitt diky
z mléka krav, methanol-chloroform- skend, 32 K MS startovacim a
které byly voda (4:3:3), bodi, spektralni sekundarnim kulturam
krmeny tfemi centrifugace, rozpustny  Sitka 12,15 ppm; béhem zrani. Hladiny
pokusnymi, extrakt smichan s 700 ul ~ Bruker Avance citatu a toluenu-zaklad
pfedem danymi D20 obsahujici 0,025% 111 600 pro rozliSeni syrt
systémy TSP, dano do 5 mm vyrobenych z mléka
NMR sondy a uzavieno krav krmennych pastvou
¢i krmnou smési.
Segato 6 vzork( syra 200 mg vzorku VARIAN Ve vodé rozpustné 'H NMR,  Software H NMR profil byl
etal. Asiago rozemleto, smichanos 1~ INOVA- 600 NMR TOCSY  MestReNova vykonny
2019 vyrobenych ml D20, 100 pL 3- MHz vybaveny 5 metabolomické NMR 6.0.2, ANOVA, metabolomicky otisk
z mléka krav, trimethylsilyl) - mm trojitou profily syri vicerozmérzna pro spravnou
které byly propionat-d4 (Sigma rezonan¢ni, Asiago; cholin, kanoicka identifikaci pouze u
krmeny dvéma Aldrich) pouzito jako inverzni sondou  2,3-butandiol, diskriminaéni vzorku s nejkrat§i dobou
danymi vnitini standard lysin, tyrosin analyza (CDA), zrani, u zralejsich
pokusnymi software SAS 9.4, vzorkd chybné
systémy XLStat, Statistica  ptifazoval syr k systému
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Autor a Pocet vzorki Priprava vzorku a NMR Kvantifikace  Analyza Statistické Vysledky
rok kalibrace spektrometr a kvalifikace metody,
studie software
Premaet 28 150 mg vzorku Bruker Avance Il Konjugovana  H NMR, Linearni Celkové koncentrace CLA ziskané
al. 2015  kanadskych smichano s 1,5 ml Ultrashield 500 kyselina GC, regrese, pomoci *H NMR byly v souladu
syru ¢tyftech ~ CDCls, poté Mhz, 65536 bodt,, linolova (CLA) Folchova korelaéni s tdaji ziskanymi pomoci GC a
riznych piefiltrovano pifimo 128 sken, extrakéni analyzy Folchovy extrakce, NMR vsak byla
druht do NMR zkumavky spektralni $ifka metoda vyhodnocena jako rychlejsi metoda.
5000 Hz Dale se zjistilo, ze syry z mléka
dojnic krmennych vyhradné travou
vykazovaly vyssi obsah CLA nez
konvencni vzorky.
Castell- 40 vzorkt Vzorky rozemlety, Bruker Minispec ~ Obsah lipidia TD NMR Software Pomoci TD NMR lze zjistit obsah
Palou et  riznych suseny pii 4 °C, mqg20 NMR vody Quant pro vody v syru stejné piené,
al. 2013 druht syra umistény do sondy o OPUS 5.5. bezpecnéji a rychleji nez pomoci
priméru 18 mm a PLS, kiizova  gravimetrickych metod. Lze ji
vySce 40 mm, tepelné validace, vyuzit i pro predikci obsahu vody a
ekvilibrovany pti 40 Matlab tuku v syru.
°C 30 minut
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Autor a Pocet vzorku Piiprava NMR spektrometr  Kvantifikace a Analyza Statistické Vysledky
rok vzorku a kvalifikace metody,
studie kalibrace software
Gobetet 8 ¢tyrdennich 4mm rotor CP-  Bruker AVII1 400 Fosfore¢nany- sip Spektra Prokéazani vhodnosti 3P NMR
al. 2013 syru — jako MAS byl (9.4T), 161,98 mobilni NMR rozlozena na ke stanoveni riznych frakci
referencni naplnén MHz, vybaveny nerozpustné Lorentzovy ¢ary  fosfore¢nant v syrech in-situ.
vzorky, 16 valcovou ¢asti  dvojitou 4 mm fosfaty, imobilni ruznych Sitek a  Podily: 10 % vysoce mobilni
polotvrdych (vn&jsi prumér  rezonanéni sondou nerozpustné intenzit pomoci  rozpustny fosfat
zralych syra 3-4 mm; délka H/X CP-MAS, fosfaty, vysoce softwaru Dmfit,  z anorganického P (Pi), 70 %
1,6 cm) rychlost MAS 2 mobilni rozpustné ANOVA, mobilni nerozpustny fosfat
odebranou z kHz, sekvence SPE  fosfaty Pearsonova z koloidniho fosfore¢nanu
jadra syra s dipolarnim korelace, vapenatého a ¢asti
dicouplingem 45 software Systat  fosforylovanych serinovych
kHz rezidui (Pser) z volné struktury,
20 % imobilni nerozpustné
fosfaty z Pser vazané struktury.
Marseglia 200 vzorkt 50 mg VARIAN INOVA-  Cyklopropyla®- 'H MestReC 6.0.2.  Detekovany nové cyklické
etal. 2013 mléka od krav tukového 600 MHz vybaveny  cyklohexyl NMR, software, PCA,  mastné kyseliny, diky
krmennych extraktu (syra 5 mm inverzni mastné kyseliny GC-MS CT cyklopropyl mastnym
senem nebo ¢i mléka) trojitou rezonan¢ni kyselindm a kyselin¢
silazi, vzorky rozpusténo vl  sondou laktobacilové lze odlisit mléko
pice, vzorky ml CDCls od krav krmenych senem a

strouhanych syrt
Parmigiano
Regiano a Grana
Padano
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silazi, to mize pomoci u
kontroly autenticity Parmigiano
Regianno, pfitomnost
alicyklickych mastnych kyselin
koreluje s obsahem obilné
moucky v pici.



Autor Pocet vzorki Piiprava vzorkua NMR spektrometr Kvantifikacea  Analyza Statistické Vysledky
a rok kalibrace kvalifikace metody, software
studie
Mulas 36 vzorku Pied analyzou Bruker Avance 300 Vizualni MRI, bi- AnalyzeNNLS Vzorky lze rozlisit diky
etal.  ovcich syru ze vzorky MHz vybaveny kontrola textury  exponencialni  softwarovy transverzalni relaxaéni
2013  Sardinie (18 ze  ekvilibrovany mikrozobrazovaci  pomoci snimkli  analyza balicek, Matlab casové konstanté To.syry
syrového mléka, Vv chladné mistnosti ~ sondou Micro 2,5 MRI, protony rozpadu software verze Z tepelné oSetfeného
18 z tepelné pii 20 °C po dobu 1 vody a tuku R2013b, statickda ~ mléka vyssi podil T diky
osetfeného) h analyza pomoci rychle relaxujicim
softwaru protontim vody, také
GraphPad Prism méné ok a jemnéjsi
5.03, ANOVA struktura.
Piras 40 vzorku (4x 130 mg vzorku Varian UNITY 40 metabolitu- 'H NMR, 'H- Matlab, Simca K. mlé¢na — do 6. dne
etal.  syrFiore Sardo  lyofilizovano, INOVA 400, sacharidy, 'HCOSY a 13.0, PCA, PLS postupny narist, poté se
2013  —3x vyroben rozdrceno, extrakce  pracujici pii 399,95  organické 'H-'H TOCSY  regrese, RMSEC, obsah snizuje; zvySujici
Z izolovanych methanol- MHz kyseliny, 2D NMR, RMSEP se narust k. octové béhem
autochtonnich chloroform-voda aminokyseliny, chemometrie zrani; v pozdni fazi zrani
kultur, 1x extrakt rozpustén fenolické snizené mnozstvi k.
Z komercnich v 1 ml D2O; 600 pul slouceniny glutamové, zvyseny

kultur)

vloZeno do 5 mm
NMR sondy,
pridano 50 pl
roztoku TSP v D,O
(0,8 mM vysledna
koncentrace)
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obsah k. gama-
aminomaselné; *H NMR
je vhodné technika

k hodnoceni zraciho
procesu i ovéfeni specifik
CHOP syra Fiore Sardo,
pfi jehoz vyrobé mohou
byt pouzity autochtonni
kultury.



Autor a Pocet vzorki Piiprava vzorku a NMR Kvantifikace a Analyza Statistické Vysledky
rok kalibrace spektrometr kvalifikace metody,
studie software
Mazzei 37 vzorkd 30 mg vzorku vlozeno  Bruker Avance Aminokyseliny, H Bruker Topspin  Ziskana databaze
& Mozzarella di do 4 mm zirkonového 400 MHz organické HRMAS (v.1.3)a spekter (37), které 1ze
Piccolo  Bufala Campana HRMAS rotoru vybaveny 'H-3C  kyseliny, mastné ~ NMR, H-  MestReC NMR  vyuzit k prokézéani
2012 dodanych s perforovanou HRMAS sondou  kyseliny, 'HCOZY  Processing kvality a geografického
mlékarnou La teflonovou vlozkou schopnou rotace  sacharidy, aTOCSY  Software pavodu Mozzarella di
perla del napusténou 15 pl rotoru pii 5kHz  alkoholy NMR,H- (v.4.9.9.9, PCA, Bufala Campana,
Mediterraneo, 12 roztoku D20 (99.8% BCHSQC DA, HCA, komer¢ni vzorky nizsi
komer¢nich vzorki  D,O/H,0); NMR NMR ANOVA obsah B-laktozy a B-
Mozzarella di analyza v kapalném galaktozy, vetsi
Bufala Campana stavu: vzorek mnozstvi kyseliny
lyofilizovan, vloZen do octové, nizsi obsah
5 mm NMR sondy s 1 kyseliny linolové a
ml D,O linolenové.
Anedda 6 vzorkd syru Lipidovy extrakt Bruker Avance Mastné kyseliny, C NMR,  Software Charakteristika
et al. Pecorino Sardo rozpus§tén v 0,8 ml 600 MHz triacylglyceroly, 'HNMR, MestReNova molekularnich tukovych
2011 deuterovaného vybaveny 5mm  diacylglyceroly HPLC 5.24. slozek syru Pecorino

chloroformu a roztok
vloZen do 5 mm NMR
sondy

BBO sondou a 5

mm Ctyfnasobnou

rezonancni QXI
inverzni detekci
S Xyz gradienty
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Sardo. Jednoznacné
detekovany napftiklad
kyselina olejova,
linolova, linolenova,
maselna, kapronova,
kaprylova nebo CLA.



Autor a Poéet vzorki Piiprava vzorku a NMR Kvantifikacea Analyza Statistické Vysledky
rok kalibrace spektrometr kvalifikace metody,
studie software
Bordoni 5 vzorkt LF-NMR: vzorky bez Bruker US* Volné LF TopSpin 3.0, Hydrolyticka aktivita bakterii
et al. V riznych upravy umistény do NMR  Avance I1I, 400  aminokyseliny, NMR, analyza béhem zrani syra usnadiuje
2011 fazich traveni sondy o priméru 10 mm; MHz, vybaveny  peptidy, 'HNMR SDS-PAGE jejich traveni v lidkém
(syr Parmigiano  *H-NMR: k 1 ml vzorku BBI-zsondoua  proteiny gastrointestinalnim systému. Z
Reggiano stary  ptfiddno 160 pl fosfatového vzorkovacem hlediska volnych aminokyselin
15 a 30 mésici) pufru v D20, obsahujici SampleCase je vSak traveni syria s riznou
TSP jako vnitini standard, dobou zrani ukonceno podobné.
centrifugace, skladovani
pii -80 °C
Gobet et 2 vzorky 1P NMR: vzorek o Bruker DMX- Fosfaty, sodné 3P PeakFit Ptima kvantifikace viech
al. 2010  polotvrdych pruméru 3,5 mma délce I 400 vybaveny ionty NMR, software sodnych iontu v syru, diikaz
syrt cm a vlozen do 4 mm dvojitou ZNa 4.12, mobilni frakce koloidnich
NMR rotoru; 2?Na-NMR:  rezonanéni NMR Gaussiv- fosfath, vysledky také dokézaly
vzorek o priméru 10 mma sondou H/X CP- Lorentziv urcité korelace mezi distribuci a
délce 5 cm vlozen do 10 MAS 4 mm soucet kvantifikaci fosforecnanii a

mm NMR sondy;
kalibrovany (0,4M) vodny
roztok Na7Dy (PPP)2v
D20 pouzit jako externi
referen¢ni vzorek
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sodnych iontil piimo zavislych
na obsahu soli v riznych fazich
syrd.



Autor a Pocet vzorku Piiprava vzorku a NMR Kvantifikace a Analyza  Statistické Vysledky
rok studie kalibrace spektrometr kvalifikace metody, software
Schievano 10 vzorku Vzorek zmraZzen Bruker Avance  Histamin 'HNMR, Advanced Popsana rychla metoda
etal. 2009 riznych druhtt v kapalném dusiku, DMX600 H-H Chemistry ke kvantifikaci
syru rozemlety, 0,5 g vzorku  vybaveny 5 mm TOCSY Development histaminu, pro hladiny
extrahovano 2 ml TXI xyz NMR, software, vy$si nez 100 mg/kg
roztoku 0,25HCIO4 gradientni HMQC instrumentalni trva doba experimentu
v D20, 0,5 ml extraktu reverzni sondou NMR linearita, relativni 16 minut, od 30 do 100
dano do 5 mm NMR smérodatna mg/kg je doba
zkumavky, aldehydicky odchylka, LOD, experimentu asi 30
proton DMF jako LOQ minut, koncentrace niz§i
externi standard nez 30 mg/kg (az do 4
mg/kg) je nutnd 1
hodina a 20 minut.
Consonni ~ Celkem 33 100 mg vzorku Bruker DMX Aminokyseliny,  'HNMR, Software Topspin  Zahrani¢ni vzorky-vyssi
& Cagliani  vzorku (25 rozpusténo v 600 pul 500 pracujici pfi mastné kyseliny, TOCSY, 1.3, Simca-P, PLS, obsah leucinua
2008 italskych syra D0, centrifugovano a 500.13 MHz organické HSQC, O-PLS, PCA, isoleucinu (ten je rovnéz
Parmigiano poté pouzito 500 ul kyseliny HMBC software ACD/ typicky pro nevyzralé
Reggiano, 8 supernantu, TSP vyuzito Spec Manager italské vzorky), laktatu,

syrd typu Grana
ze zemi
vychodni
Evropy)

jako referencni latka
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butanoatu a acetatu
(svédci o kratkém
zrani). Italsky
Parmigiano Reggiano-
vy$$i obsah threoninu
(30 mésicu zralé

vzorky).



Autora  Pocet vzorkia PrFiprava vzorku a NMR spektrometr Kvantifikacea Analyza Statistické  Vysledky
rok kalibrace kvalifikace metody,
studie software
Lamanna 5 vzorkd 1 g vzorku Bruker Avance 600  Aminokyseliny, H NMR, tH-tH PCA Kvantifikovéano 15
etal. komeréné suspendovan ve 2 ml  pracujici pii 600.13  sacharidy, COSY NMR, H-tH metabolitt, diky nimz
2008 vyrabéného D-0, odstiedéni, MHz. lipidy TOCSY, H -3C je mozno dolozit
syru Ribola,  vodna faze opét K piechodnych HSQC NMR, H -BC rozdily v degrada¢nich
jejich baleni odstfedéna a jeva, kapalny CHMBC NMR procesech
bylo otevieno  prefiltrovana; pro 2D vzorek ziskan probihajicich béhem
Vv rizné dny experimenty-specialni  inverzni trojitou skladovani.
od zakoupeni  vzorky s ptidavkem sondou, pevny
DDS; vzorek vzorek sondou
V pevném stavu: 60 S vysokym
mg syra navlhéeno 6  rozliSenim HR-
ul DO MAS
de 30 vzorkt U NMR s nizkym NMR snizkym  Distribuce 'H NMR, 2D NMR neuvedeno  Mnozstvi vody v syru
Angelis syru Grana rozliSenim: extrudaty  rozlisenim: Bruker Vody, COsY, Grana Padano se
Curtiset  Padano valcového tvaru (7 Minispec PC120, 20 aminokyseliny  termogravimetrické bé&hem zrani méni
al. 2000 mm v praméru - 10 techniky TG a DTG Vv zavilslosti na

mm vysoké) u NMR

S vysokym rozliSenim:

extrakce vzorku
methanolem,
chloroformem a
vodou, faze
odstfedény a suseny
pod proudem dusiku,
extrakty rozpustény
v 0,4 ml D,O

MHz, filtr 100 kHz,
utlum 30 dB.

NMR s vysokym
rozliSenim: Bruker
AM-500, 500,137
MHz.

42

proteolyze a lipolyze,
obsahu soli a mobilité
vody. V zavislosti na
vzdalenosti stfedu syru
se zvysil obsah
asparatu, glutamatu,
histidinu, snizil se
asparagin, valin a
leucin.



4 Zavér

Ke kontrole kvality syrt se v dneSni dobé& vyuzivaji metody, jako naptiklad hmotnostni
spektrometrie, metoda blizké infraCervené spektroskopie ¢i plynova chromatografie. Stéle
Castéji se vSak také vyuziva nuklearni magneticka rezonance. Diky védeckym studiim bylo
zjisténo, ze nukledrni magneticka rezonance ma v syraiském odvétvi Siroké vyuziti. Pomoci
této analytické metody byly provedeny experimenty, které mohou byt ndpomocny pii
hodnoceni zrani syrt, skladovani ¢i falSovani. Tato metoda navic neposkozuje zkoumany
materidl a je rychla, proto mize byt pouzita pro rutinni analyzu a muze nahradit dosud
pouzivané klasické metody, které jsou mnohdy cCasové narocné. Nukledrni magnetickd
rezonance muze byt pouzita napiiklad k analyze obsahu ¢i mobilité vody, coz mize byt
vyuzito pro zajisténi kvality syri.

Dale byly pomoci této metody objeveny biomarkery k hodnoceni nékterych druhti syrt.
Pro syr ¢edar to byl naptiklad citrulin a arginin. Byly také zjiStény biomarkery vypovidajici o
ruznych podminkéch skladovani syrt. Témito biomarkery byly sukcindt, acetat a laktat.

V neposledni fad¢ se ukdzalo, Ze pomoci této metody lze pomérné rychle stanovit
mastné kyseliny v lipidech ¢i kvantifikovat pouze jednu uréitou mastnou kyselinu, napiiklad
konjugovanou kyselinu linolovou.
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6 Seznam pouzitych zkratek v prehledové tabulce

ANOVA-—analyza rozptylu
DA-diskriminac¢ni analyza
HCA-hierarchické shlukovani

LOD-limity detekce

LOQ-limity kvantifikace

OPLS-metoda nejmensich ¢tvercii
OPLS-DA-ortogonalni projekce latentnich struktur
PCA-analyza hlavnich komponent
PLS-c¢astecna regrese nejmensich ¢tverct
PRC-metoda hlavni reakéni kiivky
SDS-PAGE-analyza proteinového gelu
RMSEC-stiedni kvadraticka chyba kalibrace
RMSEP-stiedni kvadraticka chyba predikce
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