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SOUHRN

Diserta&ni prace se zabyva analyzou biologicky aktivnictedave vybranych
potravinach pomoci metod infervené a Ramanovy spektroskopie. Cilem této prgte b

uplatreni t€chto metod v kontrole kvality.

Metody infr&ervené a Ramanovy spektroskopie jsou &ojmpouzivané
v potravindském pamyslu. Mezi gedni vyhody &chto metod pdi nedestruktivnost i€i
vzorku, rychlost analyzy a pouZzitelnost péameé typy vzork v pevném, kapalném i plynném
skupenstvi. Slouzi ke kontrole surovin, vyrobnichocge$i a hotovych vyrobk
V potravindském ptimyslu se pouzivaji zejména ke stanoveni a ideatfikhlavnich a
vedlejSich slozek potravin, k detekci pamani a kontaminace potravin a dale
k charakterizaci, prokdzani pravosti nebo klastikpotravin. Chemometrické zpracovani
nameérenych spekter usnadje vyhodnoceni vysledkanalyz komplexnich systémmezi gz
se potraviny bezespotadi. Techniky vicerozémné kalibrace, které jsou pro infexrvena a
Ramanova spektra nutnosti, diskriminaini analyzy se pouzivaji ke kvantitativni analyze

slozitych sm¥si anebo ke klasifikaci vzoik

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaca hwiuzita pro kontrolu
kvality a pravosti syir typu TvabiZzek a Romadur. Tato metoda byla zaloZzena &gemn
infracervenych spekter plynné faze jednotlivych drahnajicich syit po jejich kontrolovaném
zahrivani. Kuvalitativni vyhodnoceni inféarvenych spekter bylo provedeno pomoci
diskriminani analyzy, pomoci které se pdifla rozcklit jednotlivé druhy zrajicich syr Tato
rychla a relativl levna metoda by mohla byt pouzita ke kontrole pséivvybranych tyf
syni.

Pomoci infréervené a Ramanovy spektroskopie byly studovany doingg aminy
v uzenych a neuzenych tvrdych syrech vyrglch z fGznych druli mléka. Pomoci
infracervené spektroskopie byla ziskana spektra extraktjednotlivych tvrdych syr
technikou zeslabeného Uplného odrazu (ATR). Ran@mnepektroskopii byla &tena spektra
lyofilizovanych tvrdych syik. VyuZitim diskrimin&ni analyzy, se podi#o charakterizovat
jednotlivé druhy tvrdych syrpodle jejich konéné Upravy a podle mléka pouzitého k jejich
vyrobe.



Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformacia bybuzita k analyze
cerveného, wrZového a bilého vina, které bylo odebiranaizngch technologickych fazich
vyroby. Tato metoda byla zaloZzena natemi vzorki vin pomoci odrazové techniky ATR.
U jednotlivych vzork vin byl sledovan obsah celkovych fenolickych la{@lC) a celkove
antioxida&ni aktivity (TAA), jejichz stanoveni bylo provedenpomoci vicerozwirné
statistické metodygaste&nych nejmensSichitverai (PLS). Tyto parametry vin (TPC, TAA) Ize
vyuzit pro sledovani zém v prabéhu vyrobniho procesu, coz e byt ginosné pro
vyslednou kvalitu. Dale byla provedena charakteezazorki vin podle vyrobniho procesu
pomoci diskrimin&ni analyzy. Toto kvalitativni vyhodnoceni by mohbgt uzite&né pro
kontrolu vyrobniho procesu.



SUMMARY

Presented dissertation thesis deals with analysisiabogical active compounds in
selected foodstuffs using infrared and Raman spsmbpies. The application of these

techniques for quality control was the main ainthié thesis.

Infrared and Raman spectroscopies are widely used faood industry.
Nondestructiveness, speed of analysis and posgitnlianalyse different types of samples in
solid, liquid, or gaseous state belong to the naaimantages of these techniques, which are
commonly used for control of raw materials, finabgucts and process control. These
spectroscopic techniques are used in food inddstrthe determination and identification of
major and minor constituents, for the detectioadilteration and contamination, and also for
characterization, authentication and classificatbfoods. Statistical processing of measured
spectra facilitates the evaluation of results oélgsis of complex systems, among which
foodstuffs undoubtedly belong. Techniques of malti@te calibration, which are essential for
evaluation of infrared and Raman spectra, or digoant analysis are used for quantitative

analysis of complex mixtures or for samples clasaiion.

Fourier transform infrared spectroscopy was applied quality control and
authentication of cheeses like T&aek and Romadur. This technique was based on the
measurement of infrared spectra of gaseous phasdividual kind of ripening cheeses after
their controlled heating. Qualitative evaluation iofrared spectra was carried out using
discriminant analysis, which successfully clasdifiedividual type of ripening cheeses. This

rapid and relatively cheap method could be useddatrol of authenticity of selected cheeses

types.

Biogenic amines were studied using infrared and &waspectroscopy in smoked and
non-smoked cheeses, which were manufactured frdfareht kinds of milk. Spectra of
extracts of individual hard cheeses were obtairsguinfrared spectroscopy with attenuated
total reflection (ATR). Spectra of lyophilized hamtheeses were measured using Raman
spectroscopy. Utilization of discriminant analysis particular hard cheeses succeeded in

characterizing according to their finishing andkmnised for their production.



Fourier transform infrared spectroscopy was usedfalysis of red, rose and white
wine, which was collected in different stages afduction process. This method was based
on the measurement of wine samples using ATR teflectechnique. Content of total
phenolic compounds (TPC) and total antioxidantvagti TAA) was monitored at individual
wine samples and their determination was perforlmenhultivariate statistical method partial
least squares (PLS). These wine parameters (TP®,) TAn be applied for monitoring of
changes during production process, which can b&luk® the final quality. Furthermore,
characterization of wine samples with respect tmpction process was performed using the
discriminant analysis. This qualitative evaluatiman be useful for control of manufacturing

process.
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1 UvVOD

V posledni dob je stale vice skitovano slovni spojeni ,kvalita potravin®. Kvalita
potravin je posuzovana z mnoha hledisek (vyrobomjgjce, spdtbitel, odbornik na vyzivu)
a je primarg definovana fislusnymi vyhlaSkami a normami. Jakost potravinz@visla
na kvali€ surovin a jejich slozek, na jejich zpracovani ehtmlogickych postupech, dale
na obalech, délce a podminkach skladovani a v texragack také na zachazeni spebitele
s potravinou doma. Celkova kvalita potravin je gopena bez@@osti potravin a jakosti
potravin, kterd zahrnuje senzorickou jakost (vzhlexktura, barva, chu vang), nutriéni
hodnoty a faktory ovliiujici spotebitele (trvanlivost, baleni, apob zpracovani). Pro lepSi
orientaci spdgbiteli jsou potraviny ozn#mvany gislusnymi ozn&nimi, ktera deklaruji
jejich kvalitu (Klasa, Regionalni potravin&) zemegpisny pivod (potraviny s chramym

zemepisnym ozna&enim).

Kontrola kvality potravin, iuz z hlediska stanoveni obsahu hlavnich a vedlegidzek,
kontaminani ¢i piidavnych latek, je velicetteZit4 a je zabezgevana tiznymi analytickymi
metodami. Vedle &n¢ pouzivanych separmich metod se v potravitgkém pémyslu
pouZzivaji také metody spektroskopicke, inametody infrgervené spektroskopie. Tyto
metody maji gkolik vyhod a to zejména nedestruktivnost, rychlastlyzy a pouZzitelnost
pro rizné typy vzork. Stejré jako jiné analytické metody maiji i tyto sva omezewagiklad

komplikovana kvantitativni analyza.

Tato prace ukazuje¢které moznosti pouziti metod vildrd spektroskopie (infegrvené
a Ramanovy spektroskopie) v potravsik®&m pimyslu jako nastroje kontroly kvality
potravin, zejména médych vyrobkKi (symi) a alkoholickych napdj (vino). Infra&ervena
spektroskopie byla pouzita pro kontrolu pravostinanych drufi sy, ke studiu biogennich
amini v syrech a k analyze vin uanych technologickych fazich jejich vyroby. Ramaaov

spektroskopie byla pouzita k charakterizactisyr



2 TEORETICKA CAST

2.1.1 Historicky p fehled metod vibrani spektroskopie

2.1.2 Vyvoj infra tervenéspektroskopie'?

Patatky infraiervené (IR) spektroskopie jsou spojovany s astr@momsirem
Williamem Herschelem, ktery v roce 1800 stal zaewbjn infréerveného z@nf. Herschel
studoval spektrum sluteiho zé&eni, které prochazelags sklesny hranol. Mtenim teploty
kazdé barvy pomoci teplami zjistil, Ze nejétSi teplotu ma pravcéervena barva. Od této
doby byla snaha vyvinout city8i teplotni ndteni, najit materialy s lepSimi infr@arvenymi
transmisnimi vlastnostmi a zdroje tepelnéhdené pro laboratorni dely. V roce 1835
zkonstruoval Melloni prvni infrigerveny spektrometr proisdni infr&ervenou oblast. V roce
1881 Langley vynalezl detektor bolometr, ktery pbudb vlastniho IR spektrometru a
detegoval oxid s$i¢ity v atmosfée. V tomtéZz roce Abney a Festing zaznamenali prvni
spektrum molekulovych vibratiV prabshu 19. stoleti byly pomoci IR spektroskopie
studovany plyny, kapaliny a organické sleniny** V roce 1905 Coblentz publikoval atlas
obsahujici absotmi spektra 120 organickych latek a sestavil 15 slayg-charakteristickych
pagsi pro Wtsinu typi XH skupin, polarnich skupin a benzenového jadPo této préaci jiz
nebylo pochyb o tom, Ze IR spektroskopie je @hifenastroj pro strukturni diagnézu.

K nejwétSimu rozmachu infigervené spektroskopie doSl@hem 2. sgtové valky
v dasledku rozvoje elektroniky, citlgjSich detektak a vyvoje dvoupaprskovych
spektrometi. Stala se nesmigmdilezitou pro analyzu molekulové struktury a bylatdpsa
pro Siroké pouziti nejprve ve vSech organickychoadyi i anorganickych preparativnich
laboratdich. Krome toho byla IR spektroskopie také pouzivana ke ktetiuni analyze a
ke studiu fyzikalnich interakci mezi molekulami. €hy st wdeckych aktivit jak
na univerzitach, tak v pmyslu vedl girozerg k ristu pozadavk na gistrojové vybaveni a
ve 40. letech 20. stoleti se setkdvame s prvnimekonim disperznim spektrometrem
s automatickym zaznamem (Lehrer). DalSi zlepSestiumentace v fibéhu 60. let 20. stoleti
vedly k tomu, Ze se IR spektroskopie stala velmitetidym nastrojem pouzivanym

v analytickych laboratiéch steji jako v mnoha &dnich oborech.



Zasadni obrat ve vyvoji inftervené spektroskopigipeslo zavedeni interferométr
namisto disperzniho prvku (hranol, figka). V roce 1881 A. Michelson vynalezl
interferometr, ktery poprvé pouzil pro spektroskopgi pocatku (30. Iéta 20. stol.) zavedeni
interferometd do IR spektromeiir pro vzdalenou IR oblast ngpeslo zlepSeni, jednim
z nedostatk bylo slozité pevedeni interferografinna rozpoznatelna spektra. Az v 60. letech
20. stoleti byl vyvinut rychle skenujici Micheldoninterferometr pro gedni IR oblast, ktery
spolu s laserem (pro kontrolu polohy zrcadlakifaem a Fourierovou transformaci (FT) byl
vyuzit pro vyrobu prvniho komé&niho FTIR spektrometru. Tento spektrometr se ssgiraci
pro ostatni vyrobce a od 70. let 20. stoleti azodad se setkdvame se spektrometry
s Fouierovou transformaci, které majiekalik vyhod oproti diveéjSim disperznim
spektrometim. Prvni je multiplexova (Fellgettova) vyhdda celé spektrum vinovych délek
je meieno Ehem jedné periody pohybu zrcadla, coz vede Krehalispee casu a zvySeni
pomsru signélu k Sumu. Druh4 je vyhodasginosti (Jacquinotov&f — FTIR spektrometrem
prochazi cely svazek o vysoké intetzia to diky kruhovym otvéam a absenci 8tbin coz
prispiva ke zvySeni citlivosti #&eni. Teti je vyhoda jednoduché kalibrace (vyhoda
Connésové) — pro vypdet spektra std znat rozdil optickych drah v obou ramenech,
ke kterému se pouZziva laser pro kontrolu polohydiae Laser ma znamou vinovou délku,
ktera je velmi stabilni, a tak neitéba Zadné kalibrace. S nastupeniifadové revoluce v 80.
letech 20. stoleti se staly FTIR spektrometry zamaninantni a dnes jiz mluvime pouze
o infracervené spektroskopii s Fourierovou transforma¢hedn této doby doslo kigvedeni
spekter z analogové formy na digitalni, k miniatadi @istroji, zlepSeni instrumentace

.....

zpracovani dat, kontrolutistroje a tvorbu spektralnich databazi.

Souwasrt s vyvojem IR spektrometr se vyvijely také vzorkovaci techniky
infracervené spektroskopie, mezi které ipatransmisni techniky, odrazové techniky a
mikrospektroskopie. NejstarSi a tradi vzorkovaci technikou je transmisni &i@ni.
Nejpouzivasjsi transmisni technikou pro pevné vzorky je teknkBr tablety, ktera byla
navrzena v roce 1952. deni kapalnych vzork transmisni technikou je uskdt®vano

pomoci tiznych typi kyvet.

V poslednich letech vSak stoupd obliba odrazovyebhriik, zejména technika

zeslabeného uplného odrazu (ATR), ktera je nejpamjSi ze vSech odraznych technik diky



jednoduchému a rychlémuebeni. Pouziva se k &eni kapalin a pevnych vzarka je hoji
pouzivana nagklad v potravinéském a farmaceutickém tgnyslu. Novym trendem je
spojeni ATR s vlaknovou optikou, kterd umaje mefeni vzorki mimo vzorkovaci prostor
piistroje. DalSim trendem je inffarvena mikroskopie s Fourierovou transformaci, &ter

umoziuje nefit vzorky az do velikosti &kolika mikrometi.

2.1.3 Vyvoj Ramanovy spektroskopié’2

Patatky Ramanovy spektroskopie jsou spjaty s objevesalastického optického
rozptylu, ktery byl objeven Ramanem a Krishnan eerd928. Nicmére tento efekt byl jiz
predpovzen Smékalem v roce 19937ajimavosti tohoto objevu bylo, Ze koncem rok@&9
bylo publikovano okolo 70 praci na toto téma, kéo@mekala popsal tento efekt také
Landsberg a Mandelstam, ale Nobelovu cenu za jbjeveni dostal pouze Raman, po kterém
je také tento jev pojmenovan. Zahy po objevu Ramanvu vroce 1934, Placzek

vypracoval teorii Ramanova efektu, kde pro popis jgipisoval zasadni roli symetrii a teorii
grup.

Jednoduché pozadavky na experimentalni vybaveri Jed/chlému a zvySenému
zajmu o tuto techniku. Jako zdroj monochromatické@eni se pouzivaly komémeé
dostupné rttové vybojky, disperznim prvkem byl @usklereny hranol, nebo difraini
miiZzka a jako detektor se pouzival fotograficky filBehem 2. swtové valky (1942) Rank
vyvinul fotoelektricky Ramaiiv spektrometr pro kvantitativni analyzu uhlovadikde pouzil

fotonasohi jako detektor.

Zasadni posun ve vyvoji instrumentace nastal v |6tech 20. stoleti, kdy byly
dostupné plynové lasery pracuijici ve viditelné stléHe-Ne, Af a Kr* laser). Velmi brzy se
ukazalo, Ze se jednd o idealni zdroje monochroketiiw z&eni pro Ramanovu spektroskopii,
které dramaticky zvysSuji citlivost této techniky.o8asrt dochazelo k zlepSovani
instrumentace spektromeétrfotografickd detekce byla zZmena na fotoelektrickou detekci
pomoci fotondsobii a hranolové spektrometry byly v¢meny za skenujici iizkove
spektrometry. Hlavni nevyhodou Ramanovy spektrogkdpyla fluorescence ¢kterych
barevnych vzork nebo néistot, ktera snadno iekryvala slaby Ramdn signal. Tato
fluorescence byla také hlavnigkazkou pouziti této techniky jak@ané analytické metody

v praxi. Tato situace se dramaticky é&mla v 80. letech 20. stoleti, kdy Chase a Hirsichfe



ukazali pouzitelnost Fourierovy transformace pranBaovu spektroskopfi. Vyrobili velmi
aspSny FT Ramaiiv spektrometr, ve kterém pouzili Nd/YAG laser piéduv blizké
infracervené oblasti, ktery minimalizoval prajgbdobnost fluorescencetginy vzorki, dale

acinné filtry, pro efektivni eliminaci elastickeéhoztylu a citlivjSi detektory (Ge a InGaAs).

Témet sowkasre se zavedenim FT spektromgtibyly vyvinuty velmi citlive CCD
(charge-coupled device) detektory, pracujici veiteidé oblasti, které ziaé¢ prispely k
vyvoji Ramanovy spektroskopie.

V pribéhu vyvoje Ramanovy spektroskopie bylo vyvinutékelik variant této
techniky, mezi které p#t nagiklad rezonatni ramanova spektroskopie RRS (1947),
koherentni anti-Stokesova Ramanova spektroskopidREA1965), povrchem zesilena

Ramanova spektroskopie SERS (1974) a dalsi.

V sowasné dob se stale vice setkavame se spojenim Ramanovyrepedpie a
mikroskopie — konfokalni Ramanova mikrospektroskopirato metoda umdéije 3D
mapovani a ®feni hloubkovych profil s mozZnosti chemické diferenciace. S rozvojem
nanotechnologii stoupa v oblilaké metoda SERS, ktera se vyuzZivarikdgd ve forenzni
analyze, v potravirfdtvi, unmeéni a biologii. Miniaturizace ifstroje je dalSim trendem
v instrumentaci Ramanovy spektroskopie. V dne&tE gsou dostupné jakipnosné, tak
ru¢ni Ramanovy spektrometry, které mohou byt pouzifynp v terénu (viz ,methanolova
aféra“ v roce 2012).i#@nosné spektrometry jsou vybaveny vlidknovou optikatkteré typy

mohou byt kombinovany také s mikroskopem.

2.2 Teoreticka vychodiska vibraéni spektroskopie

2.2.1 Vibraéni spektroskopie®**

Vibra¢ni spektroskopii Ize ozkd jako souhrnny nazev pro analytické
spektroskopické metody zabyvajicimi se molekularniforacemi. Molekuly jsou tvieny
atomy, které jsou spojeny pruznymi vazbami, a pratthou vykonavat periodicky pohyb —
maji vibrani stupr volnosti. Obec&é N-atomova nelinearni molekula ma 3N - 6 siup

volnosti neboli normalnich vibraci (3N — 5 pro l&mei molekulu), které tvo jeji vibratni



spektrum. Kazd&ara vibr&niho spektra je svymi vlastnostmi zavisla jak natpoa
hmotnosti spoléné¢ kmitajicich atomd molekuly, tak na jejich prostorovém usgadani a
vniting molekulovém silovém pdfi. Za normalni vibrace oztiajeme ty vibrace molekuly,
pii kterych atomy nebo furtki skupiny vibruji ve stejné fazi a se stejnou Weskci.
Normalni vibrace jsou na sébezavislé a nedochai pich ke zngné t€zistt molekuly. Toto
priblizeni je v praxi pogkud nerealné, jelikoz vibrace molekul nejsou vzdglné
harmonické. Anharmonicita se projevi ve vibran spektru, ve kterém kram
fundamentélnich vibraci mame i vysSi harmonickéefmny) a kombinéni vibrace.
Normalni vibrace dvouatomové molekuly se podle rmaakého modelu popisuje pomoci

harmonického oscilatoru, pro jehoz frekvengj plati vztah:

1 |k
Vyib = %\/; (1)

kdek je silova konstanta oscilatoru (charakteristikabyg au je redukovand hmotnost atém

s hmotnostmi ma np spojenych vazboy = % Z pohledu kvantové mechaniky plati
1 2

pro potencialni energii harmonického oscilatoruatzt

1\ h |k 1
E=(v+3)g = (v+3) @

kdev je vibrani kvantovecislo, které mize nabyvat pouze kladnych célleelnych hodnot a
pro které plati vytrové pravidioAv = +1' h je Planckova konstanta. Realné molekuly
nevibruji jako harmonicky oscilator, ale jako anmhanicky (Obr. 1). Rovnice potencialni
energie anharmonického oscilatoru je podobna roy8jcs tim rozdilem, Ze navic zahrnuje
konstantu anharmonicity,. Efekt anharmonicity zmiuje vylerové pravidlo pro vibréni

4

kvantovécislo, které mize nabyvat hodnatv = +2 neboAv = £3.

Potenciélni energie, E

Obrazek 1 Kiivka potencialni energie harmonického a anharmeaokoscilatoru



Vibrace dlime na d¢ zakladni skupiny a to na valen vibrace, pi kterych dochazi
k zmén¢ délky vazby mezi atomy a dale se klasifikuji naneyrické a antisymetricke; a
deformani vibrace, pi kterych dochazi k deformaci valgrich uhi a dale se i na rovinné

a mimorovinné (Obr. 2).

v \O.\o‘/ Q:‘go

valenéni symetrickda  valentni asymetrickd rovinna deformaéni
nizkova

+ +
@ @

+
e+ ® C
o' [

rovinna deformacdni mimorov. deformaéni  mimorov. deformadni
kyvadlova vEjifova kroutiva

Obrazek 2 Typy molekularnich vibrat{

Souwasré se zndnou vibr&niho stavu dvouatomové molekuly dochazi kesrzam
jejich rota&nich staw, kdy rot&ni energie (B pottebna ktéto zemé je docela mala

v porovnani s vibréni energii. Roténi energie je dana vztahem:

E, =BJ(J +1), 3)
kdeB je rotani konstanta d je rota&ni kvantove&islo, pro které plati vydyové pravidloAd =
+1. V IR spektru plynné faze (plynu) jsou pozoroydntani prechody, které jsou tweny
sérii blizkych oddenych linii (jemna struktura vibéaich paf), v IR spektru kapalin a

pevnych latek nejsou tytagchody pozorovany.

Analytické metody vibréni spektroskopie jsou inftarvena a Ramanova
spektroskopie. Tyto metody jsou zaloZzeny na dwmditnych fyzikalnich jevech — absorpci
a rozptylu, avSak ab umoziuji studovat pechody mezi vibrénimi stavy molekul

v zékladnim elektronovém stavu.



2.2.2 Infra &ervena spektroskopié’*®

Infracervena spektroskopie je analytickd spektroskopiticioda ufena pedevsim
k identifikaci a strukturni charakterizaci organick slokenin a anorganickych latek. Tato
metoda je zaloZena na interakci hmoty s itdraenym z#enim. Infr&ervené zEeni je
elektromagnetické zani v rozsahu vinovych délek 0,78 — 10@®, coZz odpovida rozsahu
vino&ti 12 800 — 10 cih. Celd oblast infréerveného zi#ni se roz&luje na ti ¢asti: blizkou
infracervenou oblast (12 800 — 4000 &NIR), stedni infraervenou oblast (4000 — 200
cm’; MIR) a vzdalenou infréervenou oblast (200 — 10 émFAR). V analytické chemii je
nejpouzivanjsi stedni oblast v rozsahu 4000 — 400 trninfratervené zfeni ma vyssi
vinovou délku a niZSi energii nezteai ultrafialové a viditelné, tudiz ne&tana znény

elektronovych stava zpisobuje pouze zémy vibratnich a rotanich staw molekuly.

Principem infrgervené spektroskopie je absorpce IRem&d molekulou, p které
dochéazi k jednofotonovémuigchodu mezi dsma vibra&nimi (vibratné-rotatnimi) stavy
molekuly, jejichZz energie jsou;E E, ktery jevyvolany interakci s fotonem dopadajiciho
z&enf®. Molekula miZe absorbovat jen takové frekvence IRferd, jejichZ energie
odpovidaji pislusnym vibr&nim a roténim prechodim, které se v IR spektru projevi jako
absorgni pasy (rov. (4),(5)). Vibieé-rotatni prechody jsou utiznych skupin atofinrazne,

proto z vin@tu absorbovaného #ni ziskame informace pro kvalitativni analyzu.

AEgps = hgps = (EZ - El) (4)
AEy, = hdy, = (EZ - El) (5)

Aktivita vibrace v IR spektru je danaditym vybérovym pravidlem. Zakladni vyioové
pravidlo infra&ervené absorpce je zZma dipélového momentu vazby nebo celé molekuly
béhem interakce s IR ¥@nim (rov.(6)). Intenzita absafnpich pas je unérna druhé mocnih
zmeény dip6élového momentu ¢hem vibr&niho pohybu. Na zakl&dtéto podminky je
definovana aktivita vibrace v IR spektru pro vSectruhy molekul. V infréerveném spektru
jsou aktivni pouze ty vibrace vazeb, u kterych dathke zniné dipélového momentu.
Nedochazi-li k jeho zem¢ (nag. u molekul Q, N,, Hy) molekula neabsorbuje IR izhi a je
neaktivni v IR spektru. Z#ma dip6lového momentu u polyatomické molekuly Ugoavisi



s jeji symetr®. Symetrii molekuly popisujeme tzv. operacemi syig&t Symetrické
valertni vibrace jsou neaktivni v IR spektru, naopaksymietrické vibrace jsou aktivni.

- 6
aqio' (6)

kdep je dipélovy moment g je normalni sotadnice vibraniho modu.

Infracervené spektrum je pro kazdou latku charakteriétiGhnikatni). Neexistuji dv
latky, které by mily do detailu stejné IR spektrum. V inderveném spektru sledujeme
zavislost propustnosti (transmitance T) nebo almuré (A) na vin&u (7, cm’) pop.
vinové délce X, nm). Absorpni pasy jsou charakterizovany polohou (@) maxima
resp. minima (P zavislosti T na vinétu) a relativni intenzitou pasu. Infiervené spektrum

ve stedni infra&ervené oblasti rozdujeme na d¥ oblasti:

— oblast charakteristickych (skupinovych) vibraci @0 1500 crit), kde se vyskytuiji
charakteristické absotpi pasy valeénich vibraci éznych funkinich skupin (nap
O-H, C=0, N-H, -CH, -CH; aj.). Tato oblast je vyuzivana pro identifika&chto
skupin u organickych latek

— oblast otisku palce (1500 — 200 nkde nachazime absaérg pasy deformanich
vibraci, které jsou dany celkovou strukturou molgkuTato oblast je unikatni

pro kazdou sloteninu.

Infracervend spektroskopie se vyuziva jak v kvalitativak kvantitativni analyze.
anorganickych slatenir?. Dale se pouZiva ke sledovani rovnovaznyehi @ ke studiu
reakeni kinetiky?®, V kvantitativni analyze se vyuZiva vztahu mezhéentraci a @enou
velicinou (absorbanci), ktery je definovan Lambert-Begno zédkonem. JelikoZ &Sina
analyzovanych latek jsou sloZité organické &aminy a jejich IR spektra jsou velice
komplexni, pouzivaji se pro vyhodnoceni kvality \eatity vicerozmirné chemometrické

metody.

Velikou vyhodou infréervené spektroskopie je, Ze je vhodna prgemi ttiznych tym
vzorka ve vSech skupenstvich (plyny, kapaliny, roztokgyme latky, filmy, povrchy atd.) a
tudiz ma Siroké aplikmi uplateéni od chemického @myslu pes potravingky,



farmaceuticky pimysl aZz po biologii, medicinu a forenznédy. Fiklady jednotlivych
aplikaci jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulkal Piehled aplikaci infréervené spektroskoplig?*#>2°
Odvétvi Priklady aplikaci
Chemicky ptimysi Analyza polymet, oleji, odpadnich vod, hnojiv

Stanoveni hlavnich sloZek potravy (voda, bilkovingyky,
Potravindsky piaimysl sacharidy) stanoveni methanolu a ethanolu v alkdhalh

napojich

o Kontrola ¢istoty farmaceuticky &innych latek a pomocnych latek,
Farmaceuticky gimmysl ) _ - o i
charakterizace polymaif identifikace Iéivych latek

Identifikace bakterii, analyza protéin peptidi, nukleovych

Biologie .
kyselin
. Diagnostika zhoubnych nadgr sloZeni ledvinovych kamén
Medicina . _
stanoveni sacharidv krvi
Forenzni ¥dy Dikaz drog a zneuzivanychile, analyza vlaken, barev, inkoust

Techniky méreni

K méfeni IR spekter rizeme vyuZit tzné Upravy vzork a pouzit #zné techniky
meieni. Zakladnim kriteriem vyou vhodné techniky je zabeazfie aby nedochazelochem
technikou je transmisni &eni, které Ize uskutait v plynném, kapalném a pevném stavu.
K méfeni plynnych vzork se pouZivaji plynové kyvety @zanou optickou délkou, pro
kapaliny a roztoky se vyuZivaji uzné druhy  kapalinovych kyvet.
K métreni pevnych latek fite byt pouzita bdi nujolova technika (suspenze s Nujolem) nebo
technika KBr tablety (lisovani tablet s KBr).

DalSi technikou je odrazové &eni, které se vyuziva pro vzorky ve farnpast,
povrchovych lak, barev, lepidel, atd. Odrazové technik§lishe do dvou kategorii: prvni
kategorie vyuziva vnihi reflexe, kdy krystal je v kontaktu se vzorkendraha kategorie
vyuziva vigjSi reflexe, kdy se IR paprsek odrainpo od povrchu vzorku a to Buzrcadlow
(Specular Reflectance Spectroscopy) nebo d#u@iffuse Reflectance Infrared Fourier
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Transform Spectroscopy, DRIFTS). V dnedni @d@bvelice oblibenou vzorkovaci technikou
zeslabena uplna reflektance neboli ATR (Attenuafethl Reflectance), vyuZivajici jevu
jednoduchéhati vicenasobného Uplného vmtho odrazu na fazovém rozhrangiemého
vzorku a ndtriciho krystalu z materialu o vysokém indexu lomunép ATR techniky je
zobrazen na obrazku 3, kde je znazarpminik z&eni ve forn¢ evanescentni viny do vzorku.
Bude-li vzorkem absorbovanakiera z frekvenci zéni, bude tato frekvence v Uplném
odrazu zeslabena, zatimco ostatni budou odrazenydmabeni. | kdyZ je analyza ATR
technikou jednoduchd, nesmime opomenoéiolik experimentalnich faktér které ji

ovliviuji:

- indexy lomu ATR krystalu a vzorku

- kriticky ahel (funkci index lomu vzorku a ATR krystalu)
- Uhel dopadu IR paprsku

- hloubka ptiniku (dp) IR paprsku do vzorku

- vinova délka IR paprsku

- efektivni délka drahy

- pccet odrah

- (innost kontaktu ATR krystalu se vzorkem

- materidl ATR krystalu (ZnSe, Ge, diamant)

Tato moderni technika umidje méieni pevnych a kapalnych vzdrkpasty, gely, polymerni
vrstvy, praskoveé vzorky) a je vhodna pro vzorkyerktsilé absorbuji IR zé&eni (kapalné a

viskdzni vzorky).

evanescentnivina

/ ATR krystal \

vzorek
]

IR zareni ATR krysta IR zareni

(zdroj zareni) (detektor)

vzorek

Obrézek 3 Schéma principu Upiné zeslabené reflektance (ATR)
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Instrumentace

K meéifeni IR spekter se pouzivaji dva druhy id&evenych spektromeir disperzni
spektrometry a spektrometry s Fourierovou transémimxive (do konce 80. let) byly hajn
pouzivané konstruke starSi disperzni spektrometry, které k rozkladuz8eni vyuzivaji
disperzniho prvku - hranolu nebaritiky. V sowasné dob se v infréervené spektroskopii
setkavame se spektrometry s Fourierovou transfdrffddR spektrometry), které namisto

disperzniho prvku maji interferometr. Ve srovnandisperznimi spektrometry jsou tyto

.....

Zakladni ¢asti FTIR spektrometru jsou zdroj IR ieai, interferometr, vzorkovaci
prostor a detektor (Obr. 4). Jako zdroj IRexél se pouZivaji keramickécigky, které jsou
Zhavené na teplotu 1000 — 1200 °C (Globar — z $i€rnstova tyinka — oxidy kow
vzacnych zemin). Déle se pouzivatdud vybojka pro réeni ve vzdalené IR oblasti a

wolframova, wolfram-halogenidova Zarovka préieni v blizké IR oblasti.

Hlavni ¢asti FTIR spektrometru je interferometr, ktery pijacnegastji na principu
Michelsonova interferometru, ktery se sklada &icg paprsk, pohyblivého a pevného
zrcadla. Ukolem Michelsonova interferometru je abehi nebo zesileni igéi pomoci
interference. Polopropustngldt paprsku, ktery se pouziva prdestni IR oblast, je tv@n
polopropustnym zrcadlem téenym depozici tenké germaniové vrstvy na destz bromidu
draselného. Vystupem interferometru je tzv. interfeam, ktery obsahuje veSkeré spektralni
informace. Pomoci matematické Fourierovy transfaena digitalizace je interferogram

pieveden na infrgervené spektrum jako funkce intenzity absorbancematu.

Jako detektory se u FTIR spektroniestandardé pouZivaji pyroelektrické detektory
— deuterovany triglycinsulfat (DTGS) nebo fotovattey detektor z telluridu rtuti-kadmia
(MCT) pro meteni ve stedni IR oblasti. V NIR oblasti se pouzivaji tikad PbSe, PbS, Ge
detektory a ve FAR oblasti se pouziva DTGS detakt@GaAs-Zn detektor.

12
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Obrézek 4 Schéma FTIR spektromeftfu

2.2.3 Ramanova spektroskopié >

Ramanova spektroskopie je spektroskopicka metodarakje pojmenovana
po indickém fyzikoviCandrasékhara Venkata Ramanovi, ktery v roce 19862ebNobelovu
cenu za popsani neelastického optického rozptylu Ramaidv rozptyl).

Principem této metody je prdwmireny Ramaiv rozptyl, jehoz fyzikalni fivod sp@iva
v neelastickych sraZzkadch molekul vzorku s fotongitexiciho monochromatického ini
v oblasti viditelné az blizké inféarvené. Jednou z moznosti popisu Ramanova rozjaylu
kvantow mechanicky model, ktery zahrnuje viretasticovou povahu kvant &ni (fotor),
a kvantovani energetickych hladin molekuly. PodstaRamanova rozptylu je #ay
dvoufotonovy pechod mezi ddéma stacionarnimi vibtamimi stavy molekuly, jejichZ energie
jsou B a B. V prvni fazi dochazi k interakci molekuly s fotan dopadajiciho éni
o frekvenci vo a nasledéd k pfechodu do vysSiho energetického stavu. Tento
“kvaziexcitovany” virtualni stav ma extrémkratkou dobu Zivota a proto v nasledném kroku
dochazi k pechodu molekuly na nizSi energetickou hladinu zacasného vyz&ni
rozptyleného fotonu o frekvenej,, za spl&ni podminky zachovani energie:

hvyyy = hvg £ (E; — Ey), (7)
kdeh je Planckova konstanta.
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Cely proces nize mit rgkolik moZnosti, které jsou znazeény na obrazku 5. Jestlize je
energie dopadajicich a rozptylenych fatastejna, jedna se o elasticky rozptyl a hiowe
o tzv. Rayleigho¥ rozptylu. V gipad, Ze je energie dopadajicich a rozptylenych foton
rozdilna, jedna se o neelasticky rozptyl tzv. Raimamzptyl. Jestlize ma rozptylenéieai
nizsi frekvenci nez excitai z&eni (o - wip) Nazyva se Stokés rozptyl a naopak pokud ma

vyssi frekvenci nez excitai z&eni (o + wvip) Nazyva se anti-Stokés rozptyl.

Virtualni stav

Energie

hvg | | hvg + hvy

hvy| | hvg hvg | | hvg—hvy,

Eo+ hvy,

Rayleightiv rozptyl  Stokestv anti-Stokestv

(elasticky) N wrgzpityl B w

Ramaniv rozptyl
(neelasticky)

Obrazek 5 Schéma Rayleighova a Ramanova rozptylu

Pro vznik anti-Stokesovych linii je nutné, aby selekula jiz na poatku celého procesu
nachazela v &kterém z vysSich vibtamich energetickych stdvv ramci zékladniho
elektronického stavu (Obr. 5).8i8ina molekul je f pokojové teplat v zakladnim vibrénim
stavu (N) a jen rkolik molekul je v prvnim excitovaném vikfiaim stavu (N). Vzhledem

k tomu, Ze populacethto vysSich vibrénich staw setidi Boltzmanovym roz&élenim (rov.
(8)), je procento molekul nachéazejicich se v takov&tavu malé. Tomu také odpovidaji
mnohem niZSi intenzity anti-Stokesovych linii vewsrani se Stokesovymi liniemi, proto se
v béZné praxi Ramanova spektroskopie zabyva pouzeestuBtokesovych linii.

N, _ _hﬁvib)
Ny exp( KT ®)

Ramariiv jev je mozné popsat téZ klasickymilgizenim, kdy pro molekulu interagujici se

z&enim plati, Ze v molekule je indukovan dipolovy mesthp:
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10a

p = aEcos(2m,t) + qE{cos[2m(9y — O,;,)t] + cos[2m (I, + Ipip)t]},

20q (9)
Rayleighiv rozptyl Stokesiv rozptyl anti-Stoke8v rozptyl

kde vy je frekvence budiciho #éni, wi, je vibrani frekvence,E je vektor intenzity
elektrického pole dopadajiciho ieai, q jsou vnitni sodadnice molekuly aa je
polarizovatelnost molekuly. Z rovnice 9 vyplyvajzdwry. Prvni, Ze molekula emituje i
s nezndnénou frekvenci (Rayleiglv rozptyl) a zmdnénou frekvenci — Raman rozptyl

(Stokesiv a anti-Stoke®v rozptyl). Druhy, Ze pro vznik Ramanovy linie jeitné, aby @

daném vibranim pohybu dochéazelo ke #mé polarizovatelnosti, tedyZ—Z;tO. Zmena

polarizovatelnosti (tj. schopnosti posunu elektyidk naboji v molekule vlivem elektrického
pole) kEhem vibr&niho pohybu je zékladnim wylovym pravidlem pro Ramanovu

spektroskopii.

Analytickym vystupem této metody je Ramanovo spekirkteré vyjatlje zavislost
intenzity rozptyleného Zéni na RamandvposunuAv (cm?) a stej jako infraservené
spektrum poskytuje informace o vibrdach (pop. rotatnich) pohybech polyatomickych
molekul ¢astic, krystal, atd.). Frekvence normalnich vibrach méd zavisi na zéakladnich
parametrech popisujicich strukturu molekuly, tj. dinostech z&astrénych atoni a sile
vazby mezi nimi. Vibréni frekvence molekul jsou nezavislé na tom, zdastidujeme
infracervenou nebo Ramanovou spektroskopii, ale intersgktralnich pds jsou zcela
odlisné. V Ramanay spektru je intenzita pés umeérnd druhé mocnih zmeny
polarizovatelnosti ghem vibr&niho pohybu, zatimco v inféarveném spektru je (®mé
druhé mocnis zmeény dipélového momenttl Interpretace Ramanova spektra je podobna
jako u infra&erveného spektra a provadi se pomoci kombinovaramiiek charakteristickych
vibragnich frekvenci funénich skupif®. Jak jiz bylo zmisno, podminkou pro aktivitu
vibrace v Ramanayspektru je zréna polarizovatelnosti molekulybem vibr&niho pohybu.
Tuto schopnost majifpdevSim nepolarni symetrické vazby Haye=C-, -C=C-, -N=N-),
které jsou v Raman@vspektru velmi intenzivni. Symetrické vibrace araite ve fazi jsou
intenzivrejSi v Ramano¥ spektru nez antisymetrické vibrace a vibrace \ifé, které jsou

naopak intenzivni v infi@rveném spektru (komplementarita metod).
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Ramanova spektroskopie se stejjako infraéervend spektroskopie vyuziva jak
v kvalitativni tak kvantitativni analyze. Umindje analyzu pevnych latek (krystalické i
amorfni materialy, kovy, polovoek, polymery atp.), kapalircigté latky, roztoky vodné i
nevodné), plyf,, dale analyzu povréh(nag. sorbenty, elektrody, senzory) biologickych
systénii (od biomolekul aZz po organismy). V kvalitativniadyze je Ramanovo spektrum
vybornym ,otiskem palce” vyuZivajicim se pro iddiktci latek, zejména je-li
pii porovnavani zrfenych a databazovych dat dodrZzena podminka, Ze mamaspektra
byla ziskani pro stejny fyzikalni stav latky. D&ke vyuziva k strukturni charakterizaci latek,
jako dophkova metoda k infrigervené spektroskopii. Své uplati nachazi najklad
pii analyzach Zivotniho prastdni, v medici#, farmaceutickém g@myslu, potravinéském
pramyslu, kriminalistice, geologii. P pouziti Ramanovy spektroskopie pro kvantitativni
analyzu je nutné pdtat stadou specifickych faktdr kterymi jsou nafiklad stabilni hodnota
vykonu laseru, vliv reabsorbce rozptylenéhdend hloubka pmiku excitujiciho z#eni
do vzorku, které je nutné brat v Gvahu. &dejgji se kvantitativni vyhodnoceni provadi

pomoci slozitych kalibraich model vyuzivajicich chemometrickych algoritm

Ramariiv rozptyl je g standardnim experimentalnim ugpdéani velmi slaby (z £0-
10° dopadajicich fotahje jeden rozptylen neelasticky), a proto byla snayvinou techniky
zesilujici jeho signal. K zesileni Ramanova roaptge vyuZivd rezonani Ramanova

spektroskopie (RRS) a povrchem zesilena Ramanakdrepkopie (SERS).

RRS wvyuZiva rezon&niho Ramanova efektu, ktery nastane, kdyZz frekvence
pouzitého excitéeniho laseru odpovida frekvenciteai potebného na fgchod elektronu
v molekule zkoumané latky do elektronového excit@ra stavu a rezonuje s nim. Tohoto
efektu se vyuzivd hla¥én u barevnych latek, které mohou absorbovater@ laseru
(chromofory) a generovat tak silny Randanrozptyl nebo silnou fluorescenci, ktera je
v tomto Fipadt nezadoucim efektem. Intenzita Ramanovychi s mize zvysit 16 — 16
nasobk. B&Zns Ize Ramanovou spektroskopii analyzovat roztokyocentraci > 0,1 mol,
zde hoveime o 10 mol I''. Nevyhodou této metody je jiz zndima fluorescence a

fotodegradace vzorku.

SERS je povrchaycitliva technika, vyuZivajici k zesileni Ramanmignélu molekulu

adsorbovanou na zdrsmém povrchu kovu (Ag, Au, Cu). Faktor zesileni jeevneZ 16
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(lokalng i vice nez 18), aZ k detekci jednotlivych molekul. Jsou popisowéva mechanismy

zesileni Ramanova rozptylu:

1. Elektromagneticky mechanismus — je spojen s existppvrchového plasmofil)
ktery vznika pi interakci laserového paprsku s nepravidelnostenipovrchu kovu.
Laserovy paprsek excituje volné elektrony na powr&lovu, coz zpsobi lokalni
excitaci plazmofi na povrchu a zvySeni intenzity elektrického pole.

2. Chemicky mechanismus — je spojen iersem naboje, anebo vznikafast&ng
chemické vazby mezi adsorbovanou molekulou a kowopgvrchen?.

Zesileni zn&n¢ zavisi na morfologii povrchu, tzn. hruby (nerovnypovrch -
nanostrukturovany, které maji nadgtice, déle na druhu kovu a pokryti adsorbatem.
Prikladem SERS aktivnich povréhe zdrsgna elektroda, kovové koloidy nebo dstkové
filmy.

SERS se pouZiva jak ke kvalitativni tak kvantitathanalyze Siroké Skaly analytnag.
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), drog, vybu$ninotmvinovych pisad & inkousti®.
Béhem mého doktorského studia jsme se zabyvali kediviii analyzou purinovych bazi
pomoci FT-SERS.

Instrumentace

K méeni Ramanova spektra se pouzivaji dva zakladni tggmanovych
spektrometit a to disperzni a nedisperzni (s Fourierovou tmansdci). Zakladnicasti
Ramanova spektrometru jsou zdroferd, vzorkovaci prostor, &tma optika, monochromator

a detektor.

Jako zdroje Z#@ni se pouzivajiizné druhy laseru (plynové nebo pevnolatkové), které
emituji monochromatické ¥éni v ultrafialové, viditelné nebo blizké infexvené oblasti.
V praxi se setkdvame rigjstji s He-Ne (632,8 nm), Kr (647,1 nm), Ar (488 a E.4m) a
Nd:YAG (532 a 1064 nm) laserem. DalSim zdrojeniera je laserova dioda (785 nm a
830 nm).

Hlavni ulohou vzorkovaciho prostoru aésté optiky je zabezé sbeér rozptyleného
z&eni tak, aby se do monochromatoru dostalo co reejudzptyleného Ramanovaieai

ze vzorku. Rozptylené #éni je pozorovano n&gstji po uhlem 90° (disperznitfstroje) nebo
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180° (Ramafiv spektrometr v kombinaci s optickym mikroskopeM}orkovaci prostor je
uzpisoben pro r¥eni vzorki pomoci fiznych nastavic a specialnich drzék které umo#uji
meieni ve sklednych vzorkovnicich (ampulky, vialky, zkumavky proVI¥1S, NMR),
makroskopické rreni pevnych vzork ¢i méreni vzorki na kapkovacich degkach. Analyza
povrchi a jejich mapovani je uskutena pomoci mikrospektroskopickéhcsiani, kdy je
Ramariiv spektrometr propojen s optickym mikroskopem.

Jako monochromatory se u disperzni¢tstpoja pouzivaji nitizky s vy3Si rozliSovaci
schopnosti a nastavitelnouéritinou (s dvojitou nebo trojitou fizkou) a interferometry
u nedisperznich ifstroji. Pro odfiltrovani nezadouciho Rayleighova rozptgki pouzivaji

holografické filtry nebo jednoduché prechromatory.

Volba detektoru zavisi na pouzitém zdrojireadi, tj. laseru. K detekci rozptyleného
z&eni se vyuZivaji fotondsafe a vicekanalové CCD detektoryi pouZziti laseru ve VIS
(popx. UV, NIR) oblasti. U nedisperznich spektroniese pouzivaji jednokanalové detektory,

negastji polovodicové detektory z germania (Ge) a arsenidu indidia aGaAs).

2.3 Aplikace vibraéni spektroskopie v potravingstvi

Metody vibra&ni spektroskopie (NIR, MIR a Ramanova spektrosKojseu hojr
pouzivané jak v potravitigkém pamyslu, tak ve vyzkumné oblasti. V porovnani s jimym
metodami, maji tyto metodykolik vyhod a to zejména pouZzitelnost pro vSechngenstvi
vzorku, minimalni nebo Zadné poZadavky na Uprawarkiza rychlost analyzy. Kromtoho
jsou metody vibréni spektroskopie Setrné k Zivotnimu piedf v porovnani
s klasickymi referetnimi metodami ,wet chemistr§®. Tyto metody mohou byt pouZity
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu potravinpoji a potravinovych dogiki*®. Obecr
se vyuZivaji ke stanoveni a charakterizaci hlavnstbZzek potravin (bilkoviny, tuky,
uhlovodiky a voda) a vedlejSich slozek potravirtaiwiiny, mineraly, potravinovérigsady,
bioaktivni a nutdni sloweniny). Obsah hlavnich sloZek potravin se vyuZivaw nutrénich
tabulkach, které byvaji uvedeny na jejich obaleBfedmétem intenzitniho vyzkumu je
stanoveni a charakterizace vedlejSich sloZek, peotgto slozky mohou mitifznivé Einky

na lidské zdravi a mohou poskytnout ochranu neliitsiziko vznikajici chronické nemaoci.
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Prikladem &chto ,bioaktivnich* sloZzek je ndfklad resveratrol ve viy polyfenoly
v zelenéméaji ¢i isoflavonoidy v sojovych bobech. Dale se metodyraéni spektroskopie
pouZivaji ke sledovani zn potravin ve sloZeni a vlastnosteckhém zrani, vyroby,
uchovavanici jejich vareni. V potravinéském ptmyslu se vyuZivaji zejména ke kontrole
surovin, vyrobnich procésa finalnich vyrobk; ve vyzkumu se za#uji na stanoveni
raiznych biologickych latek v potravinach, k potvrzepravosti potravin, k weni
geografického fivodu potravinéi jejich partovani. Infr&ervena a Ramanova spektroskopie

byla pouZita v analyze masa a masny vytdbE> ryb**’ mléka a mlénych vyrobki*®>*

obilovin a cereéalnich vyroliR*>° ovoce a zeleniny™° zeleninovych &% piva>©3

vingd*® vajec a vajénych produkt®®°. Nedilnou so@ésti tchto metod je jejich propojeni

s chemometrickymi metodami, které jsou zéniynv kapitole 2.4.

Infracervena spektroskopie v blizké IR oblasti (NIR spaditopie) byla prvni metodou,
kterd byla pouzita Norrisem v 60. letech 20. stoleto kvantitativni stanoveni vody
v potravinach®. Po této préci, mnohoguci pouZilo tuto techniku jako analyticky nastroj
pro charakterizaci potraviigkych a zersddlskych produki’*’® NIR spektroskopie, jako
rutinni  analytickh metoda, je ne&pjSi pouzivanou spektroskopickou metodou
v potravindském pftimyslu, kterd se pouziva ke kvantifikaci hlavnichodbiemickych
slozeK®. Hlavni vyhody této metody jsou jednoduchost ahhyst neieni, které mze byt
uskut&novano v transmisnim nebo reflexnim médu {asgji difuzni reflektance) a
pouzitelnost pro Sirokou Skélu vzdrikve forme praski, pevnych latek, polotuhych latek a
kapalin. NIR spektrum je t¥eno absorgnimi pasy vysSich harmonickych vibraci a
kombina&nich pas& zakladnich vibraci (C-H, O-H, N-H), které se vysky ve stedni
infratervené oblasti. JelikoZ jsou absémp pasy Siroké &asto znané piekryté, interpretace
NIR spekter potravin je velice obtizna, coz tutotode do jisté miry limituje. NIR
spektroskopie se uplatje pedevSim pro kvantitativni analyzu potravin a #én
pro kvalitativni analyzu zadlem identifikace, osfeni pravosti a diskriminace potravin.
NejvyznamrijSi aplikace této metody jsou kvantitativniéimni obsahu vlhkosti (nejstarSi
aplikace), tuli, proteimi a sacharid (ve forme cukni, Skrohi a celulosy), pouzivané nidklad
v analyze obilovin a cerealnich vyrahkmléka a milénych vyrobki, masa, ryb, ovoce a
zeleniny .V kvalitativni analyze se vyuZivd jako rychla gokehlivA metoda
k identifikaci kvality a fivodu potravin, k detekci kontaminovanych nebo goaanych

vyrobki anebo k diskriminaci meziiznymi typy potravin. NIR spektroskopie je velmi
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pouzivanou metodou v potravis&@ém ptimyslu a diky vyvoji instrumentace, vzorkovacich
technik (zahrnujici FT-NIR mikroskopii a optickaakha) a chemometrie rondje své
moznosti aplikace nejen pro laboratorni analyze,také pro online monitorovani a kontrolu

vyrobniho procesti’®

Infracervena spektroskopie veiatini IR oblasti (MIR spektroskopie) je jednou
z nejpouzivagSich metod vibréni spektroskopie. V analyze potravin se Kajplatiuje jak
v kvantitativni tak kvalitativni analyZ&’® V potravindském péimyslu je to vysoce c&na
technika jak pro vyzkum potravin, tak praiely kontroly kvality diky tomu, Ze MIR
spektroskopie tive poskytnout informace nejen o struktiifunkénich vztazich, ale také
muze slouzit jako nastroj kvantitativni analyzy. Vylyotéto techniky jsou stejné jako
u ostatnich metod, to znamena, Ze se jedna o nychkxdestruktivni metodu, ktera vyzaduje
minimalni nebo Zadnou Upravu vzérkNicmérg, aplikace MIR spektroskopie ma v analyze
potravin sva ufitA omezeni v podabslozitych spekter, které slozky potravin poskytuji
nemoznosti rreni rekterych tymgi potravinovych vzork (nepifihledné prasky, viskézni
kapaliny ¢i pasty), problém se vzorkovanim affiomnosti vody v potravinach, ktera siln
absorbuje ve #tdni IR oblasti. V poslednich letech byla tato oemzmirgna diky vyvoiji
infracervenych spektromeir s Fourierovou transformaci spéoh€ se vzorkovacimi
technikami, mezi které patATR (pro nmeteni pevnych, polotuhych a kapalnych latek),
difuzni reflektance (DRIFTS) a fotoakustick&d spekkopie (PAS) (pro gfeni praskovych
vzorkd), a pokrokm v technikach viceslozkové analyzy a chemomdiriky témto vyhodam
byl také oZiven zajem o studium a analyzu potrgggmoci MIR spektroskopie. Stejako
NIR spektroskopie se tato metoda vyuziva ke kvatntimu stanoveni hlavnich sloZzek
potravy. MIR spektroskopie byla pouzita pro stamdvgednotlivych cukit (glukézy,
fruktézy, sachardzy) a celkového obsahu @ukriznych dzusech a napojichSiroké pouZiti
ma tato metoda v analyze fula olefi, kde se pouZziva ke stanoveni izolovanych dvojnych
vazeb trans izoméy coz je oficialni metoda AOCS (American Oil ChetniSociety), AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) a IBE (International Union of Pure and
Applied Chemistry}®. V primyslu se dale hodnpouZivad k monitorovani katalytickych
hydrogenanich proces, k charakterizaciast&né hydrogenovanych olgja jako alternativni
metoda pro stanoveni peroxidovéhgisla tuku. MIR spektroskopie byla pouZzita
pro kvantitativni stanoveni minoritnich sloZek @lejako jsou volné mastné kyseliny

v rafinovanych a surovych olejichskaroten v palmovém oleji nebo fosfolipidy v rostiiych
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olejich. Z kvalitativniho hlediska byla tato me#oduplaténa napiklad ke studiu
polymorfnich gemen oleja, k charakterizaci a @veni pravosti tuik a olefi z niznych zdroj.

MIR spektroskopie se pouziva ke studiu syrovatlkageinu, sojovych a vajeych bilkovin.
Vyuzivad se ke studiu sekundarni struktury prat&ire k monitorovani zén sekundarni
struktury proteifi béhem tvorby gelu jako jedné z vlastnosti, ktera s&hto potravinovych
proteini sleduje vzhledem k tomu, Ze se hRojmouzivaji v potravingkém pamyslu jako
piisady*. Dale se pouZivd ke kvantitativnimu stanoveni @edho obsahu protein
v potravinach (mléko, ryby, maso) a také ke stanoveiznych druli proteim

v potravindskych vyrobcich. MIR spektroskopie se kromvedenych fikladi analyz ¢tyt

hlavnich sloZzek pouZiva také k analyze minoritnétbzek potravy, k asfeni pravosti a

partovani potravinovych vyrohié®.

Ramanova spektroskopie st&jnjako MIR spektroskopie poskytuje informace
o zakladnich vibrenich mddech specifickych futkich skupin, které molekula vzorku
obsahuje, a tudiz podava uZié informace pro kvalitativni identifikaci potravia
potravinovych dopika jakoZz i pro monitorovani zém vyvolanych interakci s jinymi
sloZzkami nebo zatznych podminek zpracovani. Hlavni vyhodou Ramarspgktroskopie
pro studium potravin je jeji vSestrannost pokud gdezorkovani a pouzitelnost pro studium
molekul ve vodnych roztocich, nevodnych kapalinddknech, tenkych vrstvach, prascich,
gelech nebo krystalickych form&éhK ziskani Ramanova spektra je vyZzadovana malé neb
Zadna piprava vzorku a vzorky mohou byt analyzovanymm ve sklednych nadobach.
Voda, ktera je vSudyftomna ve ¥tSin¢ potravin, neni siléa Ramano¥ rozptylujici, ¢ili
nezmsobuje vyznamné interference w&tdiny analyz. Ramanova spektroskopie nebyla
doposud fjata jako rutinni analyticka metoda pro potravingle sodasné pokroky
v poslednich 10-15 letech vedly rozhedk jejimu rostoucimu pouziti jak pro zakladni
vyzkum k objasini strukturnich a konforngaich zn&én, vyskytujicich se dhem zpracovani
potravin, tak pro kontrolu kvality potravin, idefikaci sloZeni, k zji&tni partovani a o¥ieni
pravosti potraviff. Ramanova spektroskopie se stgfko fredeslé metody priméagrpouziva
k analyze hlavnich sloZzek potravin a to tulproteini, sachariél a vody. Dale se vyuZiva
k analyze minoritnich sloZek, jako jsou karotenei&Egigmenty, potravinova a synteticka
barviva, anthokyaniny, a dokonce také k analyzerooiiganisni a obalového materialu,

ktery je v kontaktu s potravinami.
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2.3.1 Analyza ml&nych vyrobki

V poslednich letech je zaznamenavan minist spoteby ml&nych vyrobki, které
jsou jednou ze s@asti zdravé vyzivy, protoze populacénmhsvé stravovaci navyky a dale se
vice zajima o kvalitu potravin a sloZeni vyrdbZvySeny zajem o kvalitu potravin a metod
vyroby je také v dsledku industrializace a globalizace obchodrietizci®®. PoZzadavky na
vysokou kvalitu a bezgeost potravinovych vyrohk mtzou byt spl&ny diky precizni
vyrobni kontrole a monitorovani jak kvalitativniéhdikatori, tak faktofi, které maji vliv
na konénou kvalitu vyrobk. K naplreni tchto poZadavk se pouzivaji vhodné analytické
metody s poZadovanymi vlastnostmi, mezi kteréi pgthlost, jednoduché pouZiti, minimalni
nebo Zadna dprava vzorku a nedestruktivnost. Uveddastnosti jsou charakteristické
pro metody vibraéni spektroskopie, které se pouzivaji jako uhife nastroj v analyze a
zabezpeéeni kvality syfi, jogurti a dalSich fermentovanych nitéch vyrobki. Nekteti
vyrobci musi také prokazovatiyod svych vyrobk a prae aplikace vibrani spektroskopie
jevi vynikajici potencial prdgeSeni této problematiky. Metody vilsird spektroskopie (NIR,
MIR, Ramanova spektroskopie) se hopouZzivaji v mlékarenském jmyslu, kde se, mimo
jiné, uplatiuji k charakterizaci mlgnych vyrobki (mléka, sy, jogurti, atd.). Metoda
infracervené spektroskopie je standardni AOAC metoda ipana v analyze mléRa Tato

prace je zariena pouze na pouZziti vika spektroskopie v analyze fyr

Jak jiz bylo zmigno v predchozi kapitole, vibemi spektroskopie (MIR, NIR) se
nejvice vyuziva k analyze hlavnich sloZzek potravine jinak tomu je i u méé@ych vyrobkKi,
resp. syil. Infratervend spektroskopie je d@b prozkoumanou technikou pouzivanou
k analyze sloZenfiznych druli syri, kterd zahrnuje stanoveni vihkosti, tul proteiri®.

K analyze sloZeni s§irjie mnohem vice pouzivdna NIR spektroskopie nez dfiektroskopie.
McQueen a kol. pouzili odrazovou techniku ATR pregikci obsahu protein tuka a
vihkosti u 24 vzork syr®®. MIR spektroskopie byla rowit pouZita pro stanoveni tilka
proteini plnotuwtného a odténéného syruCedar Bhem jeho zrafil. RovreZ technika ATR

byla vyZita k rychlému stanoveni sloZeni 20 Svylogeh syfi v riznych stupnich zralo&fi

Témata objevujici se v potraviis&ém sektoru jsou originalnost produktu &iovani
pravosti®. Tyto oblasti jsou hlavnim zajmem nejen pro sgioitele, ale také pro vyrobce a
distributory®. Nagiklad v Evrog je nskolik syri, které jsou chrémy Evropskou komisi
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pro regulace, ktera chrani produkty uznavané kvalitpivodu pod chr&émnym ozngenim
pavodu (Protected Designation of Origin, PDO), ckrgm zengpisnym ozn&enim
(Protected Geografical Indication, PGI) a amram zardena tradini specialita (Traditional
Specialities Guaranteed, TSG). Metody itéavené spektroskopie jsou vyuZivany ke studiu
této problematiky, tj. ke kontrole pravosti acemi geografického gwodu tiznych druli
zrajicich syii. Karoui a kol. pouzili MIR spektroskopii v transsnim modu k rozliSeni 166
vzorka symi Emental vyrabného kEhem léta (72 vzor® a zimy (93vzork) v Némecku,
Rakousku, Finsku, Francii a SvycarSkuKkaroui a kol. publikovali, ¢ MIR spektroskopie
podavad vyznamné (relevantni) informace o &sisném fvodu jak experimentélniho
francouzského tvrdého syru Jura, tak Svycarskyafi §ruyére a I'Etivaz PD&. NIR
(difuzni reflektance) a MIR (ATR a transmisnéini) spektroskopie byly pouzity k rozliSeni
malého pétu syrfi Emental z pti raznych zemi (Svycarsko,dhecko, Francie, Rakousko a
Finskof. V této disertani préci byla pouZita MIR spektroskopie pro konirgiravosti a
rozliSeni fiznych druli syri typu Tvahzek a Romaddf.

Kvalita syt je jednim z dlezitych znak ovliviiujicich spotebitelsky zajem. Textura,
stupdi zrani a organoleptické vlastnosti (barva, senkéranalyza) v gibéhu zrani syi jsou
piiklady znaki, které byly studovany metodami vibra spektroskopie a publikovany mnoha
autory. MIR spektroskopie byla pouzita Martinem-@aimpem a kol. k monitorovani
procesu zrani kkych sy typu Camembett. Dalsi studie ukézaly, Ze MIR spektroskopie je
vhodnou metodou pro charakterizaci @mproteiri bshem zrani sy®®, k rozliSeni syi
v riznych stadiich zrafi ¢ k predikci obsahu ve v@drozpustného dusiku, jako indikatoru
zrani syrd®. Downey a kol. pouZili NIR spektroskopii k odhadralosti a senzorickych
vlastnosti syruCedar®. FTIR technika byla aplikovana také k rychlé amalkvality wing
syru Cedal®. Mikrofléra syt bshem jejich zrani ma zgay vliv na vini a texturu syi.
Lefier a kol. ukazali, Ze MIR spektroskopigibe byt pouZita jako rychla a robustni metoda
pro kvantitativni analyzu mikrofléry s§t®>. Metody infraiervené spektroskopie byly dale
vyuzity k studiu fiznych kmef Yarrowia Lipolytica a jejich gispvki na zrani syru
(proteolytick& aktivita)®® k monitorovani dinki pridanych kultur Bhem zréni $vycarského
syr'® a k monitorovani populaci mikroorganigtfi. Pillonel a kol. vyuZili NIR

spektroskopii k pedpodi barvy evropského syru Emerit&l
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Syry obsahuji krom majoritnich slozek také minoritni slozky, které jmavliv
na kvalitu syé. Béhem zrani syr byl pomoci metod vibgai spektroskopie studovéan
nagiklad obsah vybranych aminokyséfi obsah kaseinu v ¢im syrd®” a celkovych trans
mastnych kyselit?® Dale byly metody pouZity pro monitorovani volnyatastnych kyselin
ve Svycarskych syretf?, k msteni organického fosforu a vazaného vapniku v sgdar®,
ke stanoveni pH,iznych forem dusiku a kyseliny ntl&'** a k analyze ggniny*'% NIR a
MIR spektroskopie byly také aplikovany ke studiu byo skladovani vzhledem

k zachovanéerstvosti syru Crescenza

V této disertani praci byla infréervena a Ramanova spektroskopie pouZita pro

studium biogennich aminv riznych druzich syk.

2.3.1.1 Charakteristika studovanych latek

V této kapitole je stréné charakterizovan médy vyrobek (Olomoucké tvagky) a

biologicky aktivni latky (biogenni aminy), kterélgystudovany v rdmci této préace.
Olomoucké Tvanizky

Olomoucky tvaiizek je originalnicesky syr vyrabny podle tradini receptury jiz od
roku 1876 firmou A.W. v LosSticich. Pravy olomouchyarizek (zvany téZz olomoucky
syretek) je odténeény, mekky a pod mazem zrajici syr, ktery se vyrabi z &rtho tvarohu,
mlékarenskych kultur, jedlé soli a reguldtdyselostt'®. Tento stolni syr ma zcela ojediou
pikantni chdi, typickou \ani, povrch se zlatoZlutym mazem a soudrZznou pokkou az
mékkou konzistenci s patrnym &lejSim jadrem. Vyrdbi se z ndsyého speciain
upraveného tvarohu ve dvou stupnich zrarthen kterého dochazi k proteolytickému
rozkladu bilkovin, davajici tvagkam jejich charakteristickou a nezanitelnou chd a vini.
Diky svym nutrénim hodnotdm, i@devsim nizkému obsahu tuku, se olomouckéibkgyr
fadi na prvni misto mezi syry. Vroce 2010 ziskalgvp olomoucké tvérky chrargné

zenepisné oznéeni (PGI) Evropské Unie.

Ramanova spektroskopie byla pouZzita pro studiummétieho sloZeni povrchové a

vnitini ¢asti olomouckého tvazku*'®,
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Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni dusikatéganické latky, které se
pfirozere vyskytuji u Ziv@ichu, rostlin a mikroorganisiy kde plni vyznamné fyziologické
funkce.

V potravinach vznikaji fedevsSim dekarboxylaci fippzenych aminokyselin sobenim
bakterialnich dekarboxylaz, kterymi jsou vybaveseyné druhy hnilobnych bakterii, ale také
fada drufi bakterii mléného kvasent®. Dale vznikaji pi vyrobg, zrani a skladovani
fermentovanych potravin, jako jsou syry, ryby, m@asiyrobky, pivo, vino a kysané zeli.
V mlécnych produktech, zejména syrech, Ize nalézt vysokéZstvi biogennich amin
protoZe pedstavuji idealni prostdi pro jejich tvorbu. NéasgjSimi BA vyskytujicimi se
v mlé&nych vyrobcich jsou tyramin, histamin, putrescinad&verin, tryptamin a
fenylethylamin. Biogenni aminy jsodwazeny mezi firozené toxické latky. V niZSich
koncentracich jsou pro organismus nepostradatghoéileji se na zajihi spravného
fungovani organismu. Ve vysSich koncentracich magipak nefiznivy vliv na organismus,
stavaji se tak toxickymi a mohou se projevovat jalsychoaktivni a vasoaktivni latky.
Tyramin a histamin se z toxikologického hledigkdi mezi nejvyznan#jsi BA, které mohou

mit ve vysokych koncentracich negativni vliv nakd zdravi.

Stanoveni biogennich andinv potravinach je #lezité jednak zdélvodu jejich
potencialni toxicity a jednak zZidodu moZznosti jejich pouziti jako ukazatddvality potravin,
vyuZivaji se jako indikétoryerstvosti potravitt’. Analytické metody, které se pouZivaji pro
stanoveni BA v potravinach, jsou tenkovrstva chrimgaafie (TLC), plynova chromatografie
(GC), kapilarni elektroforéza (CE) a vysokoiwna kapalinova chromatografie (HPLC).
HPLC pracuijici v systému reverznich fazi (RP-HPJeQY) praxi nejpouZivaij$i metodod™,
Dale byla pro stanoveni BA v tugrcich pouZita infréervena spektroskopie v blizké
infracervené oblastt®. Tato disertani prace se zabyvala moZnosti pouziti MIR a Ramgnov

spektroskopie ke studiu BA v syrech.
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2.3.2 Analyza vina

s

zdravotniho Ustavu provedeny v roce 2012, podleékte v CR roste konzumace vina (z
celkového objemu spigby alkoholu fipada 58 % pivu, 30 % vinu a 12 % lihovin&ff)
NejenZe roste zajem i o virskou turistiku, ale také se konzumenti vice zajinakvalitu
konzumovaného vift&. Vyrobit kvalitni vino je bezesporu hlavni primt kaZzdého viniz a
vinaistvi. Kvalita vina je dana jak surovym materialewniié hrozny), ktery je ovlivn
odridou, mdnimi a klimatickymi podminkami, tak technologiirapovani a vyroby vina,
ktera zahrnuje tyto operace: lisovani, fermenta&kaeni vina ($éeni, ¢iteni, filtrace a zrani).
Velky potet chemickych paramétr mezi které pdi nagiklad obsah ethanolu, glycerolu,
oxidu skicitého, glukozy, fruktdzy, celkovych kyselin a ferlych latek, ma vyznamny vliv
na kvalitu hotovych vitf2 Stanovenidchto paramefr je uskutéiovano pomoci analytickych
metod, které jsou danyiglusnou vyhlaskou a tragiich metod, mezi které gakapalinova
chromatografie, plynova chromatografie a kapilalektroforéza. Spektroskopické metody,
zejména NIR a MIR spektroskopie, nachazeji uglstve vinaském pamyslu diky jejich
univerzalnosti a ekonomické nen&mostt?> PouZivaji se pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu. V analyze vina se vyuZivaji, jako i@ analytické metody, které jsou vhodné pro
rychly screening chemického sloZzeni hmbza vina a dale pro monitorovani &m

chemického sloZeni od &tku zrani hrozi, pies vinny most, fermentaci az pro hotové vino.

s

Jednim z nejilezitéjSich faktofi uréujicich kvalitu hotovych vin je chemické slozeni
bobuli hrozii. Hotové vino krord vody a ethanolu obsahuje také methanol, glycerol,
sacharidy (glukéza, fruktdéza), kyseliny (vinng, I@ha, ml€nd, gallov4, citronova),
mineralni latky (K, Ca, Na, Mg), dusikaté latky (aokyseliny, amonné ionty, bilkoviny),
aromatické latky, fenolické latky (flavonoidy, aoWtyaniny, atd.), taniny a vitaminy
(prevazre vitaminy skupiny B). Metody vibemi spektroskopie se upiatji k monitorovani a
stanoveni chemického sloZeni hrdznvina. Mieni obsahu ethanolu byla prvni aplikace NIR
spektroskopie ve vitakém piimyslu*%. Patz a kol. publikovali prvni vysledky porovnani
FT-IR predikce s referéni metodou (nseni hustoty destilatld®. Nekolik publikaci se
vénuje stanoveni vybranych chemickych paraigako je napiklad pH, obsah ethanolu,
organickych kyselin, redukujicich cukrSG, u niznych druli vin pomoci metod NIR a MIR
spektroskopi®®*?” Shen a kol. pouZili MIR spektroskopii také k dkeil cukri a kyselin
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v &inském ryzovém vidt?®. Pomoci MIR spektroskopie byly kvantifikovany takékteré
zajimavé sloteniny vina, mezi které patanthokyaniny, taniny a fenolické skaniny. Tyto
sloweniny se staly ve virdatvi dilezitym prednétem zajmu diky tomu, Ze maji vliv

na organoleptické vlastnosti vina, kteréujirjeho vyslednou kvalitu.

Fermentace vina (kvaSeni) je sloZzity proces, veékieje vinny most fgnmenén
v disledku mikrobialni¢innosti na vysoce hodnotny produkt, vino. VelnileZitou fazi
béhem vyroby vina je kontrola fermenitdho procesu, dhem kterého jeidezité sledovat jak
koncentraci substréta produkili (pfeména cukfi na ethanol, jabtmé kyseliny na mk&ou
kyselinu), tak vyhodnoceni dalSich paramekvality finalniho vyrobku. NIR a MIR
spektroskopie byla vyuZita jako rychla metoda k itevovani fermentacéerveného ving".
Urtubia a kol. prozkoumali pouZzitelnost MIR spelstkopie k detekci prvnich néaznak
problémii pri kvaseni ving® Dale byla pouZita NIR spektroskopie Kemi koncentrace

fenolickych slogenin kshem fermentaceerveného ving™

Metody vibrani spektroskopie nachazeji také Siroké uglaitrv kvalitativni analyze
vina, ktera zahrnuje rozliSovani a éani pravosti vin. ATR technika byla pouZita
pro rozlienfreckych&ervenych vin na zakladriizného fivodu a odiid hrozri'*2 Zhang a
kol. pouzili MIR spektroskopii k rozliSenitznych suchychéervenych vin od tznych
vyrobai**3, MIR spektroskopie byla také pouZita k diskriminaiznych odéd cerveného
vina na zékladl extrakce fenolickych slaenin>* a riznych drufi australskych vt
Ve vinasském ptimyslu se setkAvame s problémem quadni vina, které sgiva nagiklad
v fedni vin vodou, pidavani alkoholu, barviv a aromatickych latek nebadmérném
zkresleni 0ddj na etiketach o odde ¢i zemepisném p@vodu. Hlavni aplikace
spektroskopickych metod v oblasti gamani vina je klasifikace vina podle z&sného
pavodu, odfid hrozri a podminek zrani. Cozzolino a kol. pouzili metodipracni
spektroskopie k rozlieni vina Sauvignon Blanc zétm Zélandu a Austrafi€® MIR
spektroskopie byla aplikovana k diskriminaci austgch vin podle jejich odid™’.
Na zaklad MIR a NIR spekter byla rozliSen#rvena vina, ktera zrala zé&znych podminek

(dubové sudy, nerezové sudy a ocelové tankydapkem dubovychiisek)™®.

O tom, Ze ma vino pozitivni vliv na lidské zdrasg, \délo uz od nejstarSich dob. Je to
zejména diky obsahu velké skupiny fenolickych latakrou tvdi z 85 % flavonoidni latky
(katechin, quercetin, anthokyaniny, taniny) a zkyteori latky neflavonoidni (fenolické
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kyseliny, resveratrol). Z pohledu vifského pimyslu, hraji fenolické latky iezitou roli,
jelikoz jsou zodpo¥dné za organoleptické vlastnosti vina (barva,fchigpkost) a maji tak
vliv na kvalitu hrozii i hotovych vin. Metody vibrani spektroskopie se vyuZivaji jak
ke kvantitativni analyze fenolickych latek, tak ktetivni analyze. MIR spektroskopie byla
vyuzita pro monitorovani obsahu fenolickych latekreznech Bhem jejich zrani a ve vén
které bylo pipraveno experiment&h®*° NIR spektroskopie byla pouZita ke stanoveni
fenolickych latek wervenych vinect! a ve slupkach hroznbshem zrani™ Aplikace ATR
metody byla vyuZita pro predikci obsahu celkovyemdii a flavonoidi dezertnich vit®
Extrakty fenolickych latek byly vyuzity k rozliSeniznych odéd ¢ervenych vin pomoci MIR
spektroskopie®* Nekteré fenolické latky, které jsou obsaZené vesvfrati mezi firodni
antioxidanty, a proto se u vin sleduje také jejmhtioxida&ni kapacita. Versari a kol.

aplikovali MIR spektra k predikci celkové antioxiad kapacitycervenych vifi*,

2.4 Vibra¢ni spektroskopie a chemometrie

Metody vibrani spektroskopie jsou velice Uzce spjaty s chemimebz je aplikace
statistiky pro chemicka #fieni neboli statistické zpracovani experimentalndett. Diky
rozvoji paiitacové techniky a multivarimich statistickych metod, si vyhodnoceni spektralni
dat bez &hto pomocnik dnes neumime jiz fpdstavit. Spojeni vibtai spektroskopie a
chemomotrickych metod vyt¥iavelmi uzit&ny néstroj jak pro kvantitativni tak kvalitativni
analyzu nejen v potraviigkém pamyslu, ale ve vSech odivich (farmacie, kriminalistika,
medicina, atd.). Multivarimi kalibrace a klasifikéni metody vyuZivaji fedchozich znalosti
0 objektech (vzorcich) k vytweni grenosovych funkci, kter&@meni spektra na kvantitativni
predikce analyt nebo ¥d'*> Vibratni spektra komplexnich vzaik jako jsou teba
potraviny, poskytuji bohaté spektralni informacejejich kvanti€, kvalit¢ a struktie.
multivariaénich statistickych metod. Nejbn¢jSi metody pouzivané v kvantitativni analyze
jsou metodaast&énych nejmenSickitveral (partial least-squares; PLS) a regrese hlavnich
komponent (principal component regresion; PCR). Wilikativni analyze se k rozliSe®i
diskriminaci vyuZivaji nafpklad metody diskriminéni analyzy (DA) a PLS.

28



V kvantitativni analyze lze vyuZzit jednoduchého lberiova-Beerova zakona,
pro stanoveni koncentrace latky, kteraijamm un€rna jeji absorbancifpdané vinové délce,
resp. vin@tu. Tento vztah je vSak ovli¢n pritomnosti jinych latek, které absorbuji ptejné
vinové délce. Z tohoto tvodu se vice vyuZivaji chemometrické metody, zepm&iS,
pro vyhodnoceni kvantity komplexnich spekteriekpyvajicimi se pasy. Metoda PLS je
robustnf statistickd metoda, ktera byla vyvinut0v letech 20. stoleti Hermanem Woldéfn
V infracervené spektroskopii se velgasto vyuziva, nelfoumoziuje komprimovat obsahlou
matici spektralnich dat, ve které je¢gbd spektralnich prodmnych geveden na mnohem
mensi poet hlavnich komponent (tzv. PLS fakipl*’. Komprimovana spektraini resp.
kvantitativni matice je ortogondlni transformagééyedena na matici latentnich prénmych.
Vysledkem této metody je regresni zavislost meZnabmaticemi latentnich pramnych, tj.
zavislost mezi spektralnimi daty (nezavisld péamd) a nap koncentraci (zavisla
proménnd). Ke konstrukci kalibeaiho modelu jsou pouzivana némna infr&ervena spektra
kalibratnich a validanich standaril a kvantitativni hodnoty ziskané pomoci reférdoh
metod. Vystupem PLS metody je linearni regrese miezZienymi kvantitativnimi hodnotami
a hodnotami vyp&tenymi kalibr&nim modelem. Kvalita kalibe@miho modelu je
charakterizovana koralaim koeficientem linearni regres€drr. Coeff) a chybou kalibrace
(Root Mean Square Error of CalibratiechRMSEC), ktera je dana vztahem:

RMSEC = \/ (Z(Cie — Ci)2/m.) (10)

kde Cic je vypaitena koncentrace i-tého kalibrdho standarduC;; je zadana hodnota i-tého

kalibraniho standardu m je paset kalibranich standarif*’.

Vysledky analyzy validénich standand slouZi k vypétu chyby predikceRoot Mean Square
Error of Prediction— RMSEP), ktera charakterizuje kvalitu prestikschopnosti vytvieného

kalibratniho modelu a je dana vztahem:

RMSEP = \/(Z(Ciev — Cirp)? /mv); (11)

kde Gey je vypaitena koncentrace i-tého validho standardu, i je zadana hodnota i-tého

validasniho standardu anje paset pouZitych validenich standarif*’.

Metoda PLS je vhodna Wipadt, kdy matrice analyzovanych vzdrkeni gesré definovana

nebo dochazi k fgkryti spektralnich pas Mezi vyhody této multivarini metody paf
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stanoveni vice analytz jednoho spektra a umain kalibrace za pouZiti pasiebo regio
komponent, které se s#nprekryvaji. Slozity matematicky algoritmus a fedia znaného
mnoZstvi standaid nutnych k vytvéeni spolehlivého kalibeamiho modelu jsou naopak

nevyhody této metody.

Multivariacéni statistické metody se ve vildra spektroskopii vyuzZivaji také kcélu
rozttidéni analyzovanych latek, n#iglad podle zerpisného fvodu ¢i odrad. Jednou
z téchto spektralnich klasifikamich metod je diskriminmi analyza (DA), kterd hodnoti
rozdily mezi d¢ma nebo vice skupinami objéktharakterizovanych pomocékolika znak,
tzn., utuje tidu (nebo itidy), které jsou nejpodoljsi neznamému materialu. Klasifikace
pomoci DA vyZaduje sestrojeni kalibraho modelu, ve kterém je specifikovano vitiel,t
které jsou popsany libovolnym @gem standanil Klasifika¢ni pravidla (matematicky
algoritmus), kterd jsou pouzivana k vyiteni kalibr&niho modelu, interpretuji vib&éai
spektrum jako bod v dimensiondlredukovaném faktorovém prostoru. Vysledkem této
metody je jménoifdy (nebo tid), které jsou nejpodoljsi posuzovanému vzorku, a graf
vyjadiujici zavislost Mahalanobisovy vzdalenosti meznjettivymi tfidami. Mahalanobisova
vzdalenost je vzdalenost hodnoceného spektrazigtdt kazdé tidy; takto Ize ,kvantifikovat”

kvalitu neznamého materialu.
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3 CILE PRACE

Cilem disertani prace byla aplikace inftarvené a Ramanovy spektroskopie v analyze

biologicky aktivnich latek ve vybranych potravina&onkrétré byly naplanovany tyto cile:

- aplikace obou metod v analyze @nigch vyrobki
o Kontrola kvality a pravosti surtypu Tvafizek a Romadur
0 Analyza biogennich aminv tvrdych syrech

- aplikace FTIR v analyze vin
0 Analyza vin v fiznych technologickych fazich vyroby

Nekteré vysledky této disektai prace jsou obsahem 2 publikaci v impaktovardadopisech:

- Hruzikov4 J., Milde D., Krajancova P., Ranc VDiscrimination of cheese products
for an authenticity control by infrared spectrosgog.Agric.Food Chem60, 1845 -
1849 (2012).

- Preserova J, Ranc V., Milde D., Kubistova V., Stavek &tudy of phenolic profile
and antioxidant activity in selected Moravian windigring winemaking process by
FT-IT spectroscopyd. Food Sci. Technol. doi: 10.1007/s13197-01441842014).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikélie a pFistrojové vybaveni

Chemikalie
Pouzity byly nasledujici chemikalie:

- gallova kyselina, p.a., Fluka, Buchs, Svycarsko

- askorbova kyselina, p.a., LACH-NER, NeratoviC®

- kyselina chlorovodikovéa 36 %, p.a., Fluka, Buchsgjcarsko
- hydroxid amonny 24%, p.a., Fluka, Buchs, Svycarsko

- diethylether, p.a., Penta, Pra®

- deionizovana voda, Milli-Q, Millipore, USA

Pristrojove vybaveni
- Infratervena a Ramanova spektroskopie

Méteni infratervenych spekter bylo provedeno na FTIR spektraméticolet 6700
(Thermo Scientific, USA), umaitijicim i odrazové rreni pomoci ATR néastavce. FTIR
spektrometr je vybaven zdrojemiedi ETC EverGlo, detektorem DTGS KBR a KRfidem
paprski. Jednoodrazovy ATR krystal je vyroben ze ZnSe.

M¢éteni Ramanovych spekter bylo provedeno na NicoletRNKT-Raman modulu,
vybaveném zdrojem #@ni Nd:YAG (1064 nm), detektorem InGaAs a gd#icem paprsk.

Experimentélni parametry d¢feni k jednotlivym metoddm jsou uvedeny nize, v t@pi
4.2.

- Lyofilizator (ALFA 1-2 LD plus, Christ, SciQuip Ltdl
- UV/VIS spektrometr Lambda 25 (Perkin EImer, USA)
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4.2 Pouzité vzorky, postupy a metody v analyze méaych vyrobki

4.2.1 Zrajici syry

Vzorky

Ke kvalitativni analyze bylo pouZitétyi druhi symi typu Tvahizek acétyt druhi sym
typu Romadur, které byly zakoupenydznych lokélnich supermarketech. Jednotlivé zrajici

Syry jsou popsany v tabulce 2.

Tabulka 2 Vzorky zrajicich syi

Néazev vyrobku Zent piavodu Nazev Fidy
Olomouckeé tvaizky Ceska republika Olomouckeé tverky (Al)
Jemné tvarzky Loose Nmecko Jemné tvagky 1 (A2)
Jemné tvarzky Némecko Jemné tvagky 2 (A3)
Quargel natur Rakousko Rakouskeé vy (A4)
Romadur Ceska republika Romaddar 1 (B1)
Original Rahm-Romadur (St. Mang) ¢hMecko Romadur 2 (B2)
JaroSovky dezertni pivni syr Ceska republika Pivni syr (B3)
Sedtansky Romaiizek Ceska republika Romadek (B4)

Postup pripravy vzorku

Jednotlivé vzorky zrajicich syrbyly nakrajeny na kosiky o velikosti giblizn¢ 0,5
cm. Takto pipravené vzorky byly déma mtiznymi zpisoby vysuSeny, ztavodu eliminace
vody. Prvni zfisob suSeni sgéval v umiséni vzorki symi do exsikatoru, kde byly suseny
za laboratorni teploty po dobu 6 dni. Druhymisgbem byla lyofilizace, pomoci které byly
vzorky syfi suSeny po dobu 24 hod. Lyofilizace vzonarobihala ve dvou krocich — hlavni
suseni, které probihalofipteplog -42 °C a tlaku 0,097 mbar a kamé dosuSovani
probihajiciho fi teplo& -55 °C a tlaku 0,0049 mbar.
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Pracovni postup — podminky néieni

Infracervend spektra jednotlivych vzdrkzrajicich syt byla ziskana na zaklad
méteni jejich plynné faze. Pro dfeni odpovidajici plynné faze bylo nutné vysuSeragicr
syry zatitat. Pro zji&ni optimalnich podminek z#kani byly studovany dva parametry -

teplota a doba zaivani.

Optimalni podminky zafvani byly zjiSény na zaklad meieni plynné faze
Olomouckého tvarzku, ktery byl zvolen jako modelovy vzorek. Na zé&Kl interpretace
FTIR spekter plynné faze byly vybrany dva nejinien#si spektraini pasy (966 a 930 ¢n
jako indikatory zakvaciho procesu. Pro studium experimentalnich podknbyly tvafizky
kontrolovarg zahivany @i teplo€# od 70 °C do 150 °C v 30 minutovycéasovych
rozestupech ¥asovém intervalu 30 — 300 minut. Na zakladochy spektralniho piku (966
cm?), za fiznych experimentélnich podminek, bylo provedenoodytoceni optimalnich
podminek zafivani (kap. 5.1.1, Obr. 6). #mérné hodnoty plochy spektralniho pasu jsou
uvedeny v tabulce 5 (kap. 5.1.1).

Pouzita metoda

M¢éteni infraervenych spekter plynné faze jednotlivych vZodeajicich syit bylo
provedeno pomoci inféarvené spektroskopie s Fourierovou transformaendmisni nseni
plynné faze bylo provedeno ve skiegé plynové kyvet s efektivni délkou 10 cm atjpnérem
2,5 cm opaenou ZnSe okénky, ve které byly vysuSené syry (Ragitrolovarg zaltivany
pii teplo€ 120 °C po dobu 90 minut. Inffarvena spektra byladiena v rozsahu 4000 — 650
cm’ pii spektralnim rozlideni 4 cm Mé&teni infraservenych spekter jednotlivych driuh
zrajicich syd bylo provedeno celkemiikrat po 64 skenech. Jako pozadi bylo pouZzito
spektrum pradzdné sklémé kyvety s ZnSe okénky, které bylo zaznamenamal xazdym

méienim vzorku.

Kvalitativni vyhodnoceni infréervenych spekter plynné faze bylo provedeno pomoci

diskriminani analyzy.
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4.2.2 Tvrdé syry

Vzorky

Ke kvalitativni analyze bylo pouZzito Sest déuheuzenych a uzenych tvrdych &yr
které byly vyrobeny ziznych druti mléka. Charakteristika jednotlivych syje popsana

v tabulce 3.

Tabulka 3 Vzorky neuzenych a uzenych tvrdychisyr

Nazev vyrobku Druh mléka Zent® pavodu

Neuzené tvrdé syry

Pecorino prato sardo stagionato kravské Italie
Montasio in quarti kozi Italie
Caprottino Fresco @v Italie

Uzené tvrdé syry

Uzeny syr pirodni kravské Spaitsko
Uzeny syr kozi kozi Spafsko
Manchego DOP a\f Holandsko

Postup pripravy vzorki

Jednotlivé vzorky tvrdych sgirbyly nakrajeny na kostky (priblizné o velikosti 0,5
cm) a vysuSeny lyofilizaci. Celkova doba lyofilizabyla giblizn¢ 20 hodin a probihala
ve dvou krocich — hlavni suSeni, které probihaiotgplot -42 °C a tlaku 0,097 mbar a
konené dosusSovani probihajicihti peplo€ -66 °C a tlaku 0,0049 mbar.

Postup extrakce biogennich amii

Pti analyze biogennich amirbyly tyto ze slozité matrice vyextrahovany pomdaéie
popsaného postupu. K extrakci bylo navaZzeno vzdyg Byofilizovaného tvrdého syru,
ke kterému bylo fidano 20 ml deionizované vody upravené na pH 8, qunmridavku
hydroxidu amonného. Zvolené pH bylo vybrano na adklpiedchozi studie vlivu pH
na vysledna spektra. Tato &nbyla dana do ultrazvukové lazna 15 minut a poté byla

dekantovana do 50 mi¢liici nélevky. Vodna faze byla &lici nalevce itepana s 10 mi
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diethyletheru za laboratorni teploty po dobu 10uhifPo oddleni fazi a ustaleni rovnovahy
byla horni diethyletherova faze pouzita kieni pomoci infréervené spektroskopie.

PouZzita metoda — Infratervend spektroskopie

Méieni jednotlivych extrakit vSech drufi tvrdych syfi bylo provedeno pomoci
odrazové techniky ATR. Diethyletherovy extrakt (20 byl nakapnut na ZnSe krystal
pomoci pipety a po vysudeni byla sniména igreena spektra v rozsahu 4000 — 650" qii
spektralnim rozlieni 4 ch Kazdy vzorek tvrdého syru byl dfen tikrat a vysledné
infracervené spektrum bylo pmérem 64 sket. Jako pozadi byl bran referam skencistého
ZnSe krystalu, ktery byl provedetga kazdym réenim.

PouZita metoda — Ramanova spektroskopie

M¢éteni Ramanovych spekter vSech drukirdych syti bylo provedeno na NXR FT-
Raman modulu s 180 ° reflexni optikou. Jednotliysugené vzorky swyrbyly rozeteny
(na prasSek) vieci misce s tlotkem a z takto upravenych vzarloyly pripraveny tablety
pomoci specialniho nastavce. Ramanova spektra kaza#uhu tvrdého syru byla
zaznamenavana v oblasti 2500 — 400" csrozliSenim 8 cih pii 128 skenech. Jednotlivé
druhy syfi byly méfeny celkemitkrat.

4.3 Pouzité vzorky, postupy a metody v analyze vina

Vzorky

Ke kvantitativni a kvalitativni analyze byly pougiti razné druhy vingervené vino
Frankovka, rosé vino Frankovka a cuveé bilé vindidbd&Rulandské bilé, Tramiterveny a
Sauvignon. Vzorky vin byly odebirany #znych fazich vyrobniho procesu do plastovych
nadobek a byly uchovavany v mrazaki teplo& -20 °C. Popis jednotlivych vzoikvin s
piislusnym datem odiu a technologickou operaci je uveden v tabulc¥ida byla ziskana
z vinastvi Vino J. Stavek, které sidli ve viské obci Nmgicky, okres Beclav, Ceska
republika.
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Tabulka 4 Vzorky moravskych vin viznych fazich technologické&ipravy

Cervené vino RiaZoveé vino Bilé vino
Datum Oznaeni Technologicka Ozna&eni  Technologicka Ozna&eni Technologicka
odbéru vzorku operace vzorku operace vzorku operace
16.10. 2011 C1 rmut R1 rmut Bl rmut
17.10.2011 Macerace Most po Most po
C2 R2 . B2 .
slupek maceraci maceraci
22.10,;
23102011 C3 Fermentace R3 Fermentace B3 Fermentace
1112011 oy Fermentace R4 kaoncenl B4 Fermentac&®?
ermentace j
15.11. 2011 C5 Fermentace R5_1  Skolenivina B5_1  Skoleni vina
S R5_2 Skolenivifd B5_2  Skoleni vird
R5 3 Skolenivifd B5 3  Skolenivind
11.3. 2012 C6 Zrani R6 Zrani B6 Zrani
25.6. 2012 C7 Hotové vino R7 Hotové vino B7 Hotoiré

*92 niidavek S@
PF deskova filtrace
CF cross-flow filtrace

Pouzita metoda

Méeieni infratervenych spekter jednotlivych vzdrkvin bylo provedeno pomoci
odrazové techniky ATR. Na ZnSe krystal bylo nad&édam 60ul rozmrazeného vzorku vina
pomoci automatické pipety a naslédbylo provedeno w®ieni @ pokojové teplot.
Infratervena spektra byla sniméana v rozsahu 4000 — 650acspektralnim rozliseni 2 ¢
Kazdy vzorek vina byl &fen celkemiikrat a vysledné spektrum bylotpnérem 32 sket.
Jako pozadi byl bran referam skencistého ZnSe krystalu, ktery byl provedeieg kazdym

méienim.

Kvantitativni vyhodnoceni infégrvenych spekter bylo provedeno pomoci
chemometrické metody PLS. Pomoci této metody byhodnocen obsah celkovych
fenolickych latek (TPC) a celkové antioxiaa aktivity (TAA) u jednotlivych vzork vin.

K vytvoreni kalibr&niho modelu byla pouzita jednotlivAd FTIR spektra @ihodnoty TPC a
TAA ziskané pisluSnou spektrofotometrickou refeten metodou. Kalibréni modely byly
také vytvdaeny pro fizné Upravy FTIR spekter — 1. a 2. derivace.
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Diskriminatni analyza byla pouZzita pro kvalitativni vyhodnoc€ IR spekter vSech
druhi vin. Pomoci této metody byly vzorky jednotlivychubii vin (Cervené, wizové a bilé
vino) rozliseny na zakl&djednotlivych technologickych operaci vyrobniho qasu, které
byly rozctleny do 3 skupin. Jako indikator rozdilnosti mginotlivymi skupinami byla

pouzita Mahalanobisova vzdalenost.
Pracovni postupy — referegni metody
Stanoveni celkovych fenolickych latek

Stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek u @livych vzorki vin bylo
provedeno na zakladnéieni absorbancefipvinové délce 280 nm, vhodrezredinych vzorki
vin, v 1 cm kemenné kyvet*® Jako standard byla pouZita gallova kyselina, &teyla
pouZita pro pipravu kalibrénich standaril v rozmezi koncentraci 2 — 14 mg |
Vyhodnoceni obsahu TPC bylo provedeno na zakla@dtibraini kiivky a rovnice linearni
regrese a vyptené obsahy TPC fgpciitané na n@edné vino byly vyjadeny
v ekvivalentech standardu gallové kyseliny (v ifigGAE). Stanoveni obsahu jednotlivych

vzorka vin bylo provedeno v tripletech.
Stanoveni celkové antioxidéni aktivity

Metoda FRAP (Ferric reducing-antioxidant poteriéfplbyla pouZita pro stanoveni
celkové antioxideni aktivity jednotlivych vzork vin, na zaklag méreni znény absorbance
pfi vinové délce 593 nm, vhodrziedsnych vzorki vin, v 1 cm Eemenné kyvet®. Jako
standard byla pouZita askorbova kyselina, ze kigdg piipraveny kalibrani standardy
v rozmezi koncentraci 1-£0- 5-10° mol I, Vyhodnoceni TAA bylo provedeno pomoci
kalibratni kiivky a rovnice linearni regrese. Hodnoty TARepaitené na niedéné vino byly
vyjadreny v jednotkach standardu askorbové kyseliny (vothAAE).

4.4 Vyhodnoceni experimentalnich dat

Pouzity software

38



K vyhodnoceni experimentélni dat a vikméch spekter byly pouzity nasledujici

programy:

Microsoft Excel, OriginPro 7.5G SR6 (OriginLab Corption, USA) a QC. Expert 2.7
(TriloByte, Ceska republika)

M¢éteni a zpracovani vib&aich spekter bylo provedeno pomoci softwaru OMNIC 8
(Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, USA) atistické vyhodnoceni experimentalnich

dat pomoci softwaru TQ Analyst 8 (Thermo FisheeS8tific Inc., Madison, USA).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Analyza mlé&nych vyrobkia
5.1.1 Kontrola kvality a pravosti syr typu TvarizZzek a Romadur

Tato kapitola se zabyva studiem vybranych zrajisipfi typu Tvafizek a Romadur.
Tyto syry jsou charakteristické svou typickoun¥, na které se podileji jakkavé tak
netkavé slodeniny, napiklad mastné kyseliny s kratkyettzcem, alkoholy, aldehydy,
ketony a organické kyseliny. Jednou &@exitych charakteristik syrje jejich ving, ktera
spolu s jejich slozenim a vyrobnim procesem, hkagbmi dilezitou roli v ugeni jejich
kvality. Predmétem této prace bylo studiumgre symi“ (plynné faze), ktera byla pouzita jako
diskriminaini ukazatel mezi originalnim vyrobkem a jeho napmionou.

Cilem tohoto studia bylo pouziti FTIR spektroskopre kontrolu kvality a pravosti
zrajicich syi typu Tvahzek a Romadur. Tato metoda je zaloZena sgmni infra&ervenych
spekter plynné faze jednotlivych diularajicich syt (Tab. 2, kap. 4.2.1), ktera byla ziskana
po jejich kontrolovaném zdivani. Déle byly studovany dwiazné gipravy vzorki (suSeni
v exsikatoru a lyofilizace) a dva parametry daéini vzorki (teplota a doba zaivani).

Vysledna kontrola pravosti byla zaloZena na promédiiskrimingni analyze.

Volba vhodnych podminek néfeni

Plynna faze osmiuznych druli zrajicich syt byla studovana inftervenou
spektroskopii. Pro studium plynné faze bylo nutmérky vysuSenych syrzalhiat. K ziskani
nejlepsSich spektralnich vysletlbyly studovany vybrané experimentalni podminkyieimi
tj. teplota a doba za@ivani. VysuSené Olomoucké tudky byly zalfivany @i teplotach 70,
90, 100, 120 a 150 °C a FTIR spektra byl&ena v 30 minutovych intervalech. Celkova
doba zafivani byla vcasovém intervalu 30 — 300 minut. Experimentalnirpioky byly
vyhodnoceny na zakladlochy nejintenzivijsiho spektralniho pasu (966 &rpro viechny
teploty a doby zativani. Vysledné plochy v zavislosti na dobkahivani jsou uvedeny

na obréazku 6.
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Obrazek 6 Sloupcovy graf zavislosti plochy piku na datatrivani pro teploty 70, 90, 100,
120 a 150 °C. Chybové Ude vyjadiuji smérodatnou odchylku.

Ze sloupcového grafu (Obr. 6) je patrné, Ze plaspgktralnich paspii teplotach 70,
90 a 100 °C jsou vyznamimizSi nez fi teplotach 120 a 150 °C. Ne&p&i plochy byly
dosazeny  teplo& 150 °C, pi které vSak opakovatelnostéheni byla nejhorSi v porovnani
s ostatnimi teplotami (Tab. 5). NejmenSi hodnotdDRfyla vypditana pro teplotu 100 °C,
nicmére plocha piku fi této teplo¢ byla menSi neZ ip teplo€ 120 °C a pro dosazeni
srovnatelné plochy by vyZadovala delSi dobu iizdimi. Na zaklad vySe uvedenych
skute&nosti byla vybrana teplota 120 °C, ktera byla rdsiepouzita u vSech dalSich
experimeni. Na zaklad rastu plochy spektralniho pasuipéto teploé (120 °C) byla
vyhodnocena doba z#héni. Nej¢tSi nafist plochy sledovaného pasu byl pozorovan
v ¢asoveém intervalu 38 90 minut. Naopak, ménvyznamny néist byl véasovém intervalu
120 - 300 minut. Vysledné experimentalni podminky ihadmni (teplota 120 °C a doba
zahrivani 90 minut) byly vybrany na zakkaalosazenych vysledkmereni a byly pouzity
pro meteni plynné faze vSech vzdrkrajicich syi.
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Tabulka 5 Hodnoty plochy spektralniho pasu a relativniésimdatné odchylky plochy pro
kazdou teplotu

Teplota (°C) Pramérna plocha piku RSD (%)
70 0,16 14,42
90 0,91 17,93
100 1,39 2,85
120 3,08 10,87
150 10,37 35,89

Infra ¢ervena spektra zrajicich syi

Plynna faze jednotlivych vzoik syti byla metena pomoci FTIR spektrometru
za zvolenych optimalnich podminek #afdni v plynové skletné kyvet. PFriklad
infracerveného spektra plynné faze Olomouckého itkar a Romaduru je zobrazeno
na obrazku 7. Dva spektralni regiony v rozsahu &hd000 — 3500 ciha 2000 — 1300 cth
obsahuiji intenzivni vibgai pasy odpovidajici O-H skupinam, které mohou g¥pedobré
nélezet pitomné vodni pée. Absorgni pasy O-H skupin jsou intenzivni i pdedeSiém
vysuseni vzork a mohou pekryvat pasy jinych fundnich skupin. Ve spektralnim regionu
1300 — 650 cil se vyskytuji dva intenzivni pasyip/inostech 966 crit a 930 crit, které
byly interpretovany jako valéni vibrace C-H skupin mastnych kyselin a O-H skupin
karboxylovych kyselin. V infr&erveném spektru Olomouckého tlzku mefeného
bez gedchoziho zativani se tyto pasy nenachazely. Jak nizkomolekulaastné kyseliny,
tak karboxylové kyseliny jsou Kidvymi faktory, které se podileji na vysledninvzrajicich
syri. P¥i porovnani FTIR spektra tvdtku a Romaduaru, spektrum zrajiciho syru Romadar
obsahuje navic valéni vibrace C-H skupin (alifatické skupiny: -Gty >CH) mastnych
kyselin, které se vyskytuji ve spektralnim rozs&@00 — 2800 ci. Syry typu Romadur
mohou obsahovat az 40 % tuku, zatimcoi¥ky obsahuji maximath2 % tuku. Z tohoto
duvodu se tyto pasy vyskytuji ve vySSich intenzitdeh spektrech swrtypu Romadur a
naopak ve spektrech sytypu Tvaiizek tyto pasy chybi.
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Obrazek 7 FTIR spektra Olomouckého twetku a Romaduru 1, &kena po 90 minutovém
zahivani @i 120 °C v rozsahu 4000 — 600 ¢m

Diskrimina éni analyza

Diskriminatni analyza (DA) byla pouZita pro klasifikaci dvokupin zrajicich sy,
typu Tvakizek a Romadr, v infi@rvené oblasti 4000 — 700 ¢mObs skupiny zrajicich syr
byly reprezentovanytyimi druhy syfi, z nichz kazdy vzorek byl upraven pomoci dvou
riznych geduprav vzorku (suSeni v exsikatoru a lyofilizajoMdysledkem DA je rozliSeni
jednotlivych tid vzorki, které mohou byt graficky znazamy pomoci Mahalanobisovy

vzdalenosti, ktera popisuje vzdalenost meézisti dvou tid.

Na obrazku 8 je zobrazena Klasifikace zrajicichi stjgpu Tvanhzek, které byly
vysuseny v exsikatoru, pouZzivajici 6 hlavnich komga (faktofl) pro vyvoj kalibr&niho
modelu pro roZfdéni. Na osex je vynesena Mahalanobisova vzdéalenost od Olomducké
tvarizku, zatimco na osgje Mahalanobisova vzdalenost od Jemnéhaifkar 2. Z obrazku

8 je patrné, Ze jednotlivé vzorky zrajicich syvori oddlené shluky, které majiazné
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meziklastrové Mahalanobisovy vzdalenosti, jejichidnpirné hodnoty jsou uvedeny v tabulce
6. Vyznamné rozdily ve vzdalenostech byly nalezproy tidy Olomoucké tvarzky (Al) —
Jemné tvarzky 1 (A2) a Jemné tvaiky 2 (A3) — Jemné tvazky 1 (A2). Podobné vysledky
DA byly ziskadny pro Kklasifikaci zrajicich dyrtypu Tvahzek, které byly vysuSeny
v lyofilizatoru (Obr. 8). Ke klasifikaci takto upvanych syii bylo pouzito 9 hlavnich
komponent (osx: vzdalenost od Olomoukych tverka, osay: vzdalenost od Rakouskych
tvarizka) a vysledné gmeérné meziklastrové Mahalanobisovy vzdalenosti jsmedeny
v tabulce 6. Rozdily ve vzdalenostech byly vyznamng tyto tidy: Olomoucké tvarzky
(Al) — Rakouskeé tvarky (A4) a Jemné tvagky 1 (A2) — Rakouské tvaiky (A4).

Distance to tvar ral

1 ad

. Distance to tvar pr g
o5

1 skeation
o]
»!
w -
8!
&

Obrazek 8Klasifikace zrajicich syrtypu TvahazZek podle DA (Al, Olomoucky tvazek;
A2, Jemné tvarzky 1; A3, Jemné tvaeky 2; A4, Rakouskeé tvarky)
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Tabulka 6 Mahalanobisovy vzdalenosti mezidami zrajicich syir typu Tvaibzek (A1,
Olomoucky tvaiizek; A2, Jemné tvagky 1; A3, Jemné tvagky 2; A4, Rakouské tvazky)

T#idy Al A2 A3 A4
Al 1,98 7,03 17,73
A2 28,13 5,27 16,78
A3 6,77 34,07 13,69
A4 13,70 15,06 19,46

2 exsikator, lyofilizator

Pomoci DA byla rov& provedena klasifikace zrajicich 8ytypu Romadur a
vysledné Mahalanobisovy vzdélenosti jsou shrnutgbulce 7. Klasifikacesthto syfi, které
byly suSeny v exsikatoru, pouzivajici 6 fakitqgro vyvoj kalibr&niho modelu je zobrazena
na obrazku 9. Na oseje vynesena Mahalanobisova vzdalenost od Rddiada na ose
vzdalenost od Romadaru 2. N&§i rozdily ve vzdalenostech byly nalezeny mezi
Romadizkem (B4) a ostatnimi druhy syrtj. B2, B1 a B3. Ke klasifikaci syrvysusenych
v lyofilizatoru (Obr. 9) bylo pouzito 6 faktdrpro vyvoj kalibr&niho modelu. Osa popisuje
Mahalanobisovu vzdalenost od Pivniho syru aysadalenost od Romaduru 2. Vyznamné
vzdalenosti jsou mezitidami: Romadar 2 (B2) — Pivni syr (B3) a Romadu(B2) —
Romadizek (B4).

Tabulka 7 Mahalanobisovy vzdalenosti meiidami zrajicich syr typu Romadur (B1,
Romadur 1; B2, Romadur 2; B3, Pivni syr; B4, Rotyzadk)

Tridy B1 B2 B3 B4
Bl 5,49 12,40 11,99
B2 10,32 15,44 14,268
B3 15,06 16,26 4,39
B4 60,78 68,65 54,73

2exsikator? lyofilizator
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Obrazek 9Klasifikace zrajicich syrtypu Romadur podle DA (B1, Romadur 1; B2, Romadur
2; B3, Pivni syr; B4, Romaidek)

V této préaci byly porovnavany dvaigoby gipravy vzorki, tj. suSeni v exsikatoru a
lyofilizace a jejich vliv na statistické vyhodnoderNa zéklad vyslediki DA, miZzeme
konstatovat, Ze oba #gpoby gipravy byly vhodné pro klasifikaci vzoikzrajicich syi.
Nicmérg, pri jejich vzajemném porovnaniiipaseji oba zjsoby své vyhody i nevyhody.
SuSeni v exsikatoru vyzadovalo, pro vhodné vysusearki, ¢as minimalg nekolika dni.
Zvoleny minimalni¢as 6 dii byl vybran jako nejvyhodijSi ponr mezi dobou fipravy a
ziskanymi vysledkyNaproti tomu, lyofilizace vyZadovala pouze 24 hod®noces lyofilizace
vzhledem ke svému usffmlani nabizi i moZnost snadné automatizace. Z dklediloby
piipravy, je suSeni v exsikatotaso¥ narangjSi nez proces lyofilizace. Pro obatzpby
piipravy vzorki byly pozorovany rozdilné hodnoty Mahalanobisovyeldalenosti. Hodnoty
vzdalenosti u vzork vysuSenych v exsikatoru bylyét&i nez u lyofilizovanych vzortk

Duvodem rozdilnych hodnot Mahalanobisovych vzdaldnesbhly byt pravédpodobré
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chemické zminy a dodaténé zrani syir. Vzorky zrajicich syir byly v exsikatoru suseny
pii laboratorni tepldt po dobu 6 dni i@d analyzou. Bhem této doby mohlo dojit jak
k dodaténému zrani sy, tak i k nezadoucim rozkladnym protes
Na druhou stranu dnem lyofilizace nedochazi kémto zmEnam a vysuSené syry si
ponechavaji svégwodni vlastnosti (texturu, aroma). Z hlediska disknace, je lepSi pouziti
vzorkl vysuSenych v exsikatoru, kteréélm vétSi hodnoty Mahalanobisovych vzdalenosti,

nez vzork vysusenych lyofilizaci.

Na zaklad vysledki diskrimina&ni analyzy byly zji&ny vyznamné rozdily mezi
raznymi druhy zrajicich syrtypu Tvafizek, resp. mezi originalnimi Olomouckymi tuaky
a jejich fiznymi napodobenami (imitacemi). Tyto rozdily mohbyt dany jak #iznym
sloZzenim a vyrobou sfr které uéuji jejich kvalitu, tak zminami vyrobku Bhem doby
expirace a fedupravy vzorku. Podobné vysledky diskrindink analyzy byly ziskany i
pro zrajici syry typu Romaduar, mezi kterymi bylatsgticky relevantni rozdily mezityrmi

druhy vybranych syrtohoto typu.

5.1.2 Analyza biogennich amim v tvrdych syrech

Kapitola se zabyva analyzou vybranych drutvrdych syfi z hlediska obsahu
biogennich amil a zpisobu jejich Upravy (uzeni). BA jsou nizkomolekuladusikaté
organickeé latky firozere se vyskytujici nafiklad ve fermentovanych potravinach (syry, pivo,
vino, kyselé zeli). Vé&chto potravinach se BA vyskytujfippzere, nicmért vyssi koncentrace

117 Obsah BA zavisi na mnoha faktorech

téchto latek mohou mit nezadouci az toxickéky
(nag. druh mikroorganismu, proces vyroby, skladovanjg ana&né variabilni nejen mezi

jednotlivymi druhy syii, ale i vramci jednoho drufitf. Sledovani BA v potravinach je
dulezité jednak z hlediska jejich nezadoucictinki na lidsky organismus a jednak se

vyuZivaji jako indikatory kvality potravifi’.

Jednim ze zjpsohi konzervace potravin je uzeni. Krérkonzervgnich &inka ma
uzeni také vliv na senzorické vlastnosti potrawifing, aroma) a tudiZz na jejich vyslednou
kvalitu. Uzené syry se vyrépp v udirenskych komoradch pomoci Keu vznikajiciho

spalovanim tkva nebo pomoci k#ovych aromat (tzv. tekuty kel kterymi se syry
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postikuji nebo se do nich nardji. Kour a kodova aromata obsahuji mnoho chemickych

latek, napiklad fenoly, organické kyseliny, alkoholy a estery

Cilem této prace bylo pouziti inffarvené a Ramanovy spektroskopie v analyze
tvrdych syfi. Metoda ATR byla vyuZita ke studiu biogennich aimirextraktech tvrdych syr
a jejich néasledné klasifikaci podle tgmbu jejich Upravy a druhu mléka. Ramanova
spektroskopie byla pouzita k charakterizaci jedmath druhi sym na zaklad jejich kong&né
Gpravy. U obou metod byla ke statistickému vyho@md@ouzita diskriminai analyza.

Studium tvrdych syri infraéervenou spektroskopii

Analyza biogennich amin v Sesti druzich tvrdych syr resp. jejich fislusnych
extrakti, byla provedena pomoci intervené spektroskopie. NacZsku byly studovéany
vhodné podminky extrakce BA a to volba extreko &inidla a nasleds volba pH>2 Byly
provedeny extrakce syrriaznymi extraknimi ¢inidly a to kyselinou chlorovodikovou,
acetonem, tetrachlormetanem a diethyletherem. Ndadsa vyhodnoceni infré&ervenych
spekter jednotlivych extrakci byl vybran diethykethako vhodné extra&ki ¢inidlo, protoze
toto spektrum rdo nejintenzivigji spektralni pasy v oblasti okolo 1600 tnkteré naleZi
funkénim skupindm NBH Po vylEru extrakniho ¢inidla byl studovan vliv itzného pH.
Extrakce uzeného syru Eidam (Miltra) diethylethetgyta provedenaippH 3, 8, 9, 10 a 11.
Na zéaklad nejintenzivigjSich spektralnich pasv oblasti okolo 1600 cth bylo vybrano
vhodné pH, a to pH = 8jipkterém byly provedeny extrakce vSech votkrdych syfi.

FTIR spektra extraktjednotlivych druli tvrdych syfi jsou zobrazena na obrazku 10,
11 a 12. VSechna FTIR spektrdagiusnych extraki obsahuji spektralni pasy, které odpovidaji
zakladnim slozkam sgr tj. sacharidm, tukim ve forn& mastnych kyselin, proteim,
aminokyselinam a vad Siroky spektralni pas v oblasti okolo 3200 tmiislusi valerini
vibraci O-H skupin. Asymetrické a symetrické valenvibrace C-H methylovych skupin,
odpovidajici dlouhynmretzcim mastny kyselin, se vyskytuji ve spektralni obl@§&00 —
2800 cnm. Vyrazny spektralni pas okolo 1740 ¢rje pifazen vibraci C=0 skupiny, ktera
piislusi mastnym kyselindm a ester. Deforma&ni vibrace NH a NH skupin se vyskytuji
v oblasti okolo 1650 cih (Amid 1) a 1540 crt (Amid 1) poch&zejici od protein a
aminokyselin. Ve spektréaini oblasti 1800 — 600'cse dale nachazeji vibrace C-H, C=0,
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C-C skupin odpovidajici polypeptich, aminokyselinam, mastnym kyselinam a jejich

estefim.
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Bylo provedeno porovnani extrakkravskeho, koziho a ¢iho syru z hlediska jejich
konené upravy— uzeny a neuzeny syr. FTIR spektiehto syfi maji charakteristické
spektralni oblasti, kterymi se neuzené a uzené sygtysebe odliSuji (Obr. 10,11,12).
Spektralni oblast 1800 — 1600 ¢rprezentuje dva spektralni pasy (1744 cen1651 crit).
Spektralni pas okolo 1744 ¢hse li&i zejména svou intenzitou, u neuzeného kéhsksyru je
tento pas mirh intenzivrejSi nez u uzeného syru, u koziho syru jsou intgnohoto pasu
srovnatelné a u uzenéhoddivo syru je intenzita mignvySsi neZz u neuzeného syru. Spektralni
pas okolo 1651 crhse li&f jak svou intenzitou, tak polohou. U kraéts& a koziho uzeného
syru je pozorovan posun tohoto pasu o cca 10 (643 cnt) a intenzita toho pasu je vy3si
nez u neuzenych syruU owiho uzeného syru nebyl tento posun pozorovan. Bakktralni
oblast 1600 — 1400 chprezentuji dva spektralni pasy (1537 cm 1459 crt), které se
vyskytuji u neuzenych i uzenych fytJ kravského a koziho uzeného syru je pozorovaictna
spektralni pas okolo 1409 émVyjimku tvoii opst ov&i syr, u kterého se vyskytuje pouze pas
pfi 1460 cm'. Nasledujici spektréaini oblast 1400 — 1000’ qunezentuje &kolik spektréalnich

Z o

padi.
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U kravského a koziho neuzeného syru jsou pozoroudtenzivrejSi spektralni pasy okolo
1315 cni a 1243 crit a u uzenych syrje naopak pozorovan intenzisjii pas okolo 1154
cm™. U uzeného otiho syru je vedle spektralniho pasu okolo 1158 cpozorovan pasip
1110 cn, ktery se ve spektru neuzeného syru nevyskytagvéc pas 1158 chje posunut 0
cca 10 crit (1147 cnt). Ve spektralni oblasti 1000 — 600 ¢mee vyskytuje pas okolo 922
cm?, pouze u uzeného kravského a koziho syru. Whovuzeného syru se tento péas
nevyskytuje. VSechny vySe popsanéémmn v intenzitach spektralnich pasnmohly byt
zpusobeny jak gitomnymi biogennimi aminy, tak latkami, které sesyai dostavaji Bhem

udiciho procesu.

Diskriminasni analyza v infréervené oblasti 1800 — 1500 ¢mbyla pouZita
ke klasifikaci dvou tyfd tvrdych syfi, uzenych a neuzenych, na zaklaxtrakce biogennich
amini. Oba typy tvrdych syrbyly reprezentovanyeémi druhy &chto syfi, z nichz pislusné
diethyletherové extrakty byly &eny tikrat. Na obrazku 13 je uvedena vysledna klasifkac
dvou typ tvrdych syii, ke které bylo pouzito 9 hlavnich komponent preojykalibratniho
modelu. Z tohoto obrazku je patrné, Ze oba druhgdyth syi, uzené a neuzene, Wo

samostatné shluky, které majiprnou meziklastrovou Mahalanobisovu vzdalenost 2,42.

Calibration Results Plot
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Obrazek 13Klasifikace uzenych a neuzenych tvrdychisyodle DA.

FTIR spektra extraktjednotlivych vzork sy byla pouZita také ke klasifikagiahto
syni podle druhu mléka pouZitého k jejich vytobnfratervena oblast 1800 -1500 cnbyla
pouzita k rozdleni kravského, koziho a oWo syru pomoci diskrimiai analyzy.
Na obrazku 14 je zobrazena vysledna klasifikacekizeyru, kde bylo pouzito 10 hlavnich

komponent pro vyvoj kalibkmiho modelu. Z vysledkDA vyplyva, Ze jednotlivé druhy sfr
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(kravsky, kozi a o¥f) lze rozliSit na zakladhjejich FTIR spekter po provedené extrakci.
Nejvétsi rozdil hodnot Mahalanobisovych vzdalenostirhglzi kravskym a kozim, kravskym

a okim syrem, naopak nejmensi rozdil byl mezi kozinv@ro syrem (Tab. 8)

Calibration Results Plot
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Obrazek 14Klasifikace kravského, koziho a®tio syru podle DA.

Tabulka 8 Mahalanobisovy vzdalenosti jednotlivych déuinlék tvrdych syit podle DA

Druh mléka kravské kozi owi

kravské 2,63 3,18

kozi 2,52 1,36
oVei 313 1,68

@ neuzené syry
P uzené syry

Studium tvrdych syri Ramanovou spektroskopii

Ramanova spektroskopie byla vyuZita k charakterizaodych sy v zavislosti
na zpisobu jejich konéné Upravy - neuzeny a uzeny syr. Ramanova spekahvvzork
synmi byla mgéftena po jejich fedchozi upra¥ lyofilizaci. Na obrazku 15 je zobrazeno
Ramanovo spektrum kravského uzeného a neuzenéhbo \&yporovnani s infriéervenymi
spektry, Ramanova spektra uzenych a neuzenych jsgu jednodussSi a nejsou v nich
nalezeny vyrazné spektralni odliSnosti. Nejinten&gsi spektralni pas se vyskytovai f444
cm?, ktery odpovida Chiskupinam alifatickyctietzci mastnych kyselin. Siroky spektralni
pas se nachéazel okolo 1304 tnpravdpodobrs odpovidajici estém mastnych kyselin.
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Deformaini vibrace NH skupiny se nachazely okolo 1656 tnVe spektralni oblasti 1200 —

400 cm' se nachazely ménntenzivni pasy skupin C-H, C-O, O-H.

©
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Obrazek 15Ramanova spektra neuzeného a uzeného kravského syr
v rozsahu 1800 — 600 ¢m

Ramanova spektra lyofilizovanych tvrdych &Yoyla pouzita k rozéleni (klasifikaci)
téchto syf na zaklad jejich kon€né Upravy pomoci diskrimigai analyzy. Oblast 1800 —
600 cm" byla pouZita ke Klasifikaci tvrdych syjrkteré byly rozdleny do 2 skupin — neuzené
a uzené syry, stejnjako u infra&ervené spektroskopie. Na obrazku 16 je uvedencesiys!
roz&kleni tvrdych syil, ke kterému bylo pouzito 10 hlavnich komponent pyvoj
kalibratniho modelu. Z vysledkDA vyplyva, Ze ob skupiny, neuzenych a uzenych tvrdych
syn, tvoii samostatné shluky s ggnérnou meziklastrovou Mahalanobisovou vzdalenosti
3,36.
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Calibration Results Plot
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Obrazek 16Klasifikace tvrdych syir na zaklad jejich kon€né Upravy podle DA.

Tato kapitola se zabyvala moznosti stud@ngch tvrdych syir pomoci metod vibkai
spektroskopie. Infrigervena spektroskopie byla pouzita ke studiu exirakidych syfi a
Ramanova spektroskopie ke studiu lyofilizovanycindyeh syfi. Na zaklad ziskanych
vyslediki mizeme usoudit, Ze ébmetody jsou vhodné k charakterizaéchto syfi podle
jejich kone&né upravy i druhu mléka, které bylo pouzito k jejwyrobs. P porovnani &chto
metod, Ramanova spektroskopie poskytla lepSi viggl&thsifikace tvrdych syr podle jejich

kone&iné Upravy nez infr@ervena spektroskopie.

5.2 Analyzavina

5.2.1 Analyza vin v riznych technologickych fazich vyroby

Tato kapitola se zabyva analyzou vybranych druhoravskych vin derveného,
razového a biléhoydebiranych virznych technologickych fazich vyroby. Vina jsou afiec
zdrojem mnoha fenolickych latek, které maji silrijv\na jejich vyslednou kvalitu. | kdyz
tvoii mére nez 5 % sloZzek nachéazejicich se vetyjsou dilezité, neb6 se vyrazg podileji
na celkovych organoleptickych vlastnostech danéha,\které jsou nafklad barva, chtia
adstringentni vlastnosti. Fenolické latky maji @iznivy vliv na lidské zdravi, ktery je
doloZen nafiklad tzv. ,Francouzskym paradoxem*“élleré fenolické sloteniny vykazuji
také mimdadny antioxidani inek. Obsahdchto slodenin je ovliviéen jednak samotnym
surovym materidlem, tj. hrozny, tak technologii olyy vina, ktera je charakteristicka

pro rizné druhy vin a vinatvi. Zangrem této prace bylo kvantitativni stanoveni celkadvy

54



fenolickych latek a celkové antioxi¢tasi aktivity v jednotlivych fazich vyroby a dale
diskriminace (klasifikace, roZteni) vin na zaklaglhlavnich technologickych operaci vyroby.

Cilem této prace bylo pouZiti FTIR spektroskopie mnalyzu vina v tuznych
technologickych fazich vyroby. ATR technika bylaugda k nefeni infraervenych spekter
jednotlivych vzork vin (Tab. 4, kap 4.3). Kvantitativni vyhodnocemégikce (stanoveni)
TPC a TAA bylo provedeno pomoci chemometrické metBdlS, vyuZivajici k vytvieni
kalibratniho modelu infréervenych spekter a refekgrich hodnot TPC a TAA. Obsah TPC a
TAA byl analyzovan pomociifslusnych spektrometrickych refeterich metod (viz kap 4.3).
Dale byl studovan také vliv jednotlivych technoldgich postup na obsah TPC a TAA
u vSech druh vin. Kvalitativni vyhodnoceni infégrvenych spekter bylo provedeno pomoci

diskriminani analyzy, ktera byla vyuzita k rofddni vin podle z&kladnich vyrobnich operaci.

PLS modely

Hlavnim krokem predikce (stanoveni) celkovych férigich latek a celkové
antioxidani aktivity vin metodou FTIR spektroskopie je wyiteni vhodného kalibeaiho
modelu. Ti kalibratni modely byly vytvéeny pomoci algoritmu PLS pro kazdy druh vina,
na zaklad ziskanych spektralnich dat (neupravend, 1. a 2vate spekter) a referémich
hodnot TPC a TAA. Vyhodnoceni kaliir@iho modelu bylo provedeno na zaklachyby
kalibrace (RMSEC) a validace (RMSECV), chyby predik(RMSEP) a koretamich
koeficienti (R). Statistické parametry kalil@@ho modelu by @y mit co nejmensi hodnoty
RMSEC a RMSECYV a co nejtéi hodnoty korekniho koeficient.

Jednim z dlezitych kroka pii vytvéreni kalibr&niho modelu je vy#r spektralniho
regionu. Pro vytvieni PLS modél byly zvaZzovany tyto vybrané intarvené oblasti: 3000 —
2435 cnt, 2280 — 1717 ctha 1570 — 966 cth'*%. Vyber spektralniho regionu fenolickych
slowenin neni jednoduchy, protoZe tento region je me&kgak hlavnimi slozkami vind
tak interferujicimi slodeninami, zejména vodou, ktera absorbuje v obl&&D1- 1590 ci a
3700 — 3000 cih V této praci byl vybr spektralnich regianproveden na zaklgdostupné

yl.22,140

literatur a vyslednych paramétiPLS model. Vysledné spektralni regiony, které byly

pouzity pro vyhodnoceni TPC a TAA, jsou uvedenghluice 9.
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Tabulka 9 Vybrané spektralni regiony PLS modlg@ro vSechny druhy vin

Infra &ervena oblast (cnt)

Druh vina
TPC TAA
Cervené vino 3000 — 2960, 1457 — 966 2973 — 2430 221717, 1445 — 966
Razové vino 1457 — 966 3730 — 1034, 1032 — 627, 6@64-
Bilé vino 3000 — 2960, 1543 966 2971 — 2435, 2280 — 1717, 1543 — 966

Vysledné statistické parametry PLS mdadpto predikci TPCterveného, Zového a
bilého vina jsou uvedeny v tabulce 10. Pro kazdihdrina byly vytvéeny ¥ kalibracni
modely v zavislosti na tgnych Upravach infkgervenych spekter. Prvni PLS model
pro ¢ervené vino (pro neupravena spektra) dosahl poabbhgdnot koreknich koeficient
a nejmensich hodnot RMSEC, RMSECV a RMSEP v padois ostatnimi modely. Druhy
(1. derivace) aieti (2. derivace) PLS modeldnvysokou hodnotu koretamiho koeficientu
kalibrace (Ra), ale velmi nizkou hodnotu korelsiho koeficientu validace (@ a navic
hodnoty RMSEC , RMSECV a RMSEP byly vysoké. Stafigt parametry PLS model
pro rizové vino, mily vysoké hodnoty & a R pro prvni PLS model a rozdilné hodnoty
pro druhy aiteti model. Nejmensi hodnoty RMSEC dosahl prvni rhogeoti dalSim deéma
modefim. PLS modely bilého vinady horsi statistické parametry vzhledeniekvenému a
rizovému vinu. VSechny PLS modelyéiym vysoké hodnoty R, ale také velmi nizké
hodnoty R,. Nejmensi hodnoty RMSEC a RMSECV byly ziskani grohy PLS model (1.

derivaci).

Na zaklad vysledki metody PLS bylo zjigho, Ze vSech deév modeli poskytuje
dobrou kalibraci (R > 0,9), ale pouze prvni PLS modely (neupraven&tspeposkytovaly
nejlepsi vysledky pro predikce hodnot TPC. Vyjintkofilo pouze bilé vino, u kterého bylo
dosazeno lepSiho vysledku predikce pro druhy moéélpro prvni. Z vysledkje patrné, Ze
spektra upravena derivaci mohla vést ke &trgpektralnich informaci a ke zhorSeni
kalibratnich model. F¥i porovnani hodnot RMSEC a RMSECV bylo zisb, Ze ¥tSi
hodnoty n¢la chyba validace nez chyba kalibrace. LepSi si@tés parametry vhodnych PLS
modeli byly ziskany pratervené vino nez praizové a bilé vino. Tento poznatek by mohl
souviset siiznym obsahem fenolickych skenin ve vinechCervené vino obeénobsahuje

vice fenolickych sloéenin nez iZové a bilé vino a ziskané vysledky tento fakt pzuij.
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Tabulka 10 Statistické parametry PLS modedro predikci TPC

Druh vina Uprava spekter fgk‘:gertﬁ RMSEC Ra RMSEP RMSECV Ro
Cervené vino neupravené 5 27,8 09856 7,16 59,1 0,9392
1. derivace 1 1090 0,9021 139 2950 0,1426
2. derivace 4 32,3 0,9794 64,5 193 0,2752
RaZové vino  neupravené 3 9,69 09155 8,70 16,7 0,7245
1. derivace 7 0,58 0,9997 0,17 23,6 0,2549
2. derivace 4 4,82 0,9798 5,63 29,5 0,1787
Bilé vino neupravené 5 8,26 0,9462 10,7 34,0 0,0908
1. derivace 5 4,04 0,9868 20,9 24,5 0,3956
2. derivace 3 8,96 0,9330 26,5 24,6 0,3726

cal kalibrace kiizova validace

Statistické parametry vyslednych PLS mdadeto predikci TAAgerveného,rZoveho
a bilého vina jsou uvedeny v tabulce 11. Stghko u predikce TPC byly i zde vytkeny i
kalibratni modely v zavislosti naiznych Upravach infégrvenych spekter. Prvni PLS model
¢erveného vina th vysoké a srovnatelné hodnoty kokelech koeficient (Rea, Rey), haopak
rozdilné hodnoty & druhy a teti model. Hodnoty RMSEC a RMSECV byly nejmensi
pro druhy PLS model. Podobné vysledky kofelah koeficiend byly ziskany také pro PLS
modely fiZzového vina. Nejmensi hodnoty RMSEC a RMSECV bygkany pro prvni aréti
PLS model #iZzového vina. Nejménsrovnatelné hodnoty korelaich koeficient mél prvni
PLS model bilého vina a naopak nejiéénzdilné hodnoty R a R, u druhého arétiho
modelu, v porovnani &rvenym a bilym vinem. NejmenSi hodnotu RMSEE treti PLS
model, nejmensi hodnota RMSECYV byla u prvniho Pldsietu.

Na zéaklads vysledki metody PLS bylo ziskdno sedm kalimé&ch modei
poskytujicich dobrou kalibraci. NejlepSi vysledky predikci TAA poskytly opt prvni PLS
modely, k jejichZ vytvéeni byla pouZita surova inffarvené spektra, a sté&jjako u predikce
TPC i zde derivovana spektra tigyesla zlepSeni. Ro¢a hodnoty RMSECV byly vySSi nez
hodnoty RMSEC. Tento rozdil mohl byt igobeny bd nedostaténou specitnosti
refereni metody FRAP neboffspivkem jinych latek (nafp polysacharid) k (métené)
antioxid&ni aktivitt. P porovnani PLS model jednotlivych druli vin na zaklad
korelatnich koeficient kalibrace a validace, lepsi statistické parametlp raiZzové vino nez

éervené a bilé vino.
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Tabulka 11 Statistické parametry PLS modedro predikci TAA

Druh vina Uprava spekter fgk‘:gertﬁ RMSEC R, RMSEP RMSECV Ro
Cervené vino neupravené 3 0,27 09770 0,03 0,62 0,8813
1. derivace 4 0,08 0,9983 0,43 0,22 0,3770
2. derivace 1 0,68 0,8532 0,44 1,86 0,5154
RaZové vino  neupravené 4 0,22 0,9879 0,007 0,36 0,9259
1. derivace 1 0,40 0,8625 0,90 0,80 0,2478
2. derivace 5 0,04 0,9990 0,70 0,80 0,2594
Bilé vino neupravené 2 0,24 0,9206 0,02 0,38 0,7988
1. derivace 1 0,26 0,9063 0,16 0,48 0,6486
2. derivace 3 0,12 0,9812 0,21 0,49 0,6430

ca kalibrace . kiizova validace

Na zaklad vyhodnocenych vysledkmetody PLS byly vybrany nejlepsi kalira
modely k predikci TPC a TA&erveného,tZového a bilého vina. Téihve vSech fipadech
byly k predikci vybrany PLS modely, které byly vgteny pomoci neupravenych FTIR
spekter. Pouze v jednontipact byl k predikci vybran PLS model, ktery byl vytem pomoci
spekter upravenych 1. derivaci. Vysledné PLS mogely v tabulce 10 a 11 zvyrazy.

Vyhodnoceni celkového obsahu fenolickych latek vénech

Metoda PLS byla pouzita pro vyhodnoceni celkovébsabu fenolickych latek vzoikk
vin odebiranych viznych technologickych fazich vyroby na zakigdjich infratervenych
spekter. Vysledné pmérné hodnoty TPC pro vzorkierveného,tZového a bilého vina jsou
uvedeny na obrazku 17. Vyzna#éwysSi obsah celkovych fenolickych latek t&vené vino
v porovnani strzovym a bilym vinem. Tyto vysledky potvrzuji obedakt, Zecervend vina
obsahuji vy&8i obsah TPC v rozsahu od 800 do 4090'na bila vina mensi obsah TPC
v rozsahu od 200 do 500 mg. |Obsah fenolickych latek ve vinech se lisi v Zasis na
druhu vina, odrdé a vyrobnim procesu. Podobné vysledky byly tézZ igokbny v praci

Paixdo a kot> Frankel a kot>® a Sato a kot>®.

V této praci byly sledovany zimy obsahu TPC v jednotlivych fazich vyrobniho
procesu. Krord surovéno materialu hraje takéleitou roli samotny vyrobni proces, zejména
co se tye extrakce fenolickych latek a jejich p@@i stability ve vig. Z vysledk je patrné
(Obr. 17), Ze obsah TPC roste vlpthu vyrobniho procestderveného vina (od 668,5 do
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1208,2 mgt GAE) a bilého vina (od 190,8 do 193,7 rfig3AE). Aviak opany trend byl
pozorovan u irzového vina, u kterého se obsah TPC pohyboval &j728o 238,0 mg™
GAE. Zmeny v obsahu TPC byly pragdodobr zpisobeny éiznymi vyrobnimi procesy

(technologickymi fazemi vyroby).

U ¢erveného vina hodnoty obsahu TPC rostouibdru vyrobniho procesu, od rmutu
po hotové vino. Na zatku vyrobniho procesu obsahow@rstvy rmut 668 mgl TPC a
témei dvojndsobné mnoZstvi TPC obsahovalo hotové vinpri¥ehu macerace (C1-C2) byl
pozorovan rychly ndist obsahu TPC. Maceracgegdstavuje technologickou fazi vyroby vina,
béhem které dochéazi k extrakci latek ze slupek hkoXxtrakce &chto latek je ovlivina
macerg&nimi podminkami (teplota, doba) a vznikajicim etilam, ktery zvySuje jejich
rozpustnost. DalSi mirnyast obsahu TPC byl pozorovan naaiku alkoholové fermentace
po @idani kvasnic (C3). Vikledku této fermentace se produkuje ethanol, kbedporuje
extrakci fenolickych latek z rmutef. V pribshu fermentace se obsah TPC vyznamennil
(C4-C5). Mirny pokles obsahu TPC byl pozorovan orka C6, ktery mohl byt Zjsobeny
oxidatnimi c&ji, ke kterym niize dochézetipzrani vina v dubovych sudech usfiedku jejich
pérovitosti. Fenolické latky, zejména anthokyaninpodléhaji @znym oxid&nim,
kondenzanim a polymerizénim reakcim®®. Tyto reakce vedou ke sniZzeni mnoZtvi
fenolickych latek, zejména vidledku pemény jednoduchych anthokyarima polymerni
anthokyaniny nebo vzniku antokyanovych pigniéft U vzorku C7 bylo dosaZeno
zietelného zvySeni obsahu TPC, kteréfjeyzovano zrani vina v lahvi. | kdyz je popsano, ze
bshem zrani vina dochazi k poklesu fenolickych Htekv nasem fipad byl pozorovan
opany jev. Vzhledem k tomu, Ze toto studium nebylo lap&no, nejsme schopni tento jev
vyswtlit. Nicmérg podobné zvySeni celkovych fedoll ¢erveného vina bylo publikovdno
v praci Ginjom a kot?".

U riZzového vina hodnoty obsahu TPC klesajdm jednotlivych technologickych
fazi vyroby. Na z&tku tohoto vyrobniho procesu¢hterstvy rmut mensi obsah TPC nez
rmut cerveného vina, ale vyS$Si obsah nez rmut biléha ZingsledKi je patrné, Ze v fibéhu
macerace byl pozorovan mirny pokles obsahu TPC, (R2)Z macerace nevedla k jeho
zvySeni, jako tomu bylo @erveného vina, které bylo vyr&in ze stejné oddy. Je to
piedevSim dano jinymi vyrobnimi procesy hagobou macerace. Nasledoval dalSi vyznamny
pokles obsahu TPC (R3), igwbeny pravébodobré odkalenim vinného mosStu &igavkem

59



bentonitu. Obech se bentonit fidavd k vimm hlavreé z divodu sniZzeni obsahu
termolabilnich bilkovit®™. Nicmérg, bentonit mohl zfisobit také navazani fenolickych latek
a tim doSlo ke sniZeni jejich obsahu, coZz se sekwtdprojevilo i v hodnotach TPC.
Nasledoval rychly ndist obsahu TPC v fibéhu fermentaniho procesu. Deskova filtrace a
cross-flow filtrace jsou jednou z technologickychzif vyroby tohoto vina. Poédhto
technologickych operacich byl pozorovan mirny pskiegbsahu TPC, ktery mohl byt
zpasobeny zachycenim fenolickych latek na meméfédimu. Bylo popsano, Ze polysacharidy
a polyfenoly jsou zachycovany materidlem membranytimm jsou také zodp@dné

za membranové zpistni'®2 Nasledné minimalni zvySeni obsahu TPC (R6, R7) je

pfisuzovano zrani vina.

Bilé vino obsahovalo nejmérenolickych latek v porovnénidervenym a iZzovym
vinem a zmny obsahu TPC do jisté miry neodpovidaly jednottiviechnologickym fazim
vyroby. V piibéhu vyroby tohoto vina byl sledovan mirny pokles aifhs TPC, od rmutu
po hotové vino. Z vysledkje zZ'ejmé, Ze vyznamny pokles obsahu TPC byl pozorovan
po maceraci rmutu, nicmé&m podle literatury by maceracesta vést k jeho zvysetff. Mirny
pokles obsahu TPC (B3) byl pozorovantbpo pgiidavku bentonitu. K néstu obsahu TPC
nedoSlo ani v fibéhu fermentani faze a byl oft pozorovan opay jev. Vino je pedmétem
neustalych zrn v jeho sloZeni vigsledku fiznych oxidé&nich reakci, a pravpolyfenolické
latky pati mezi snadno oxidujici slozky vittd Z pohledu senzorickych vlastnostiipe mit
fizend oxidace progpny (&inek, napiklad u ¢ervenych vin pro zesileni jejich barvy, ale
u bilych vin dochazi k ogaému @inku. U bilych vin zpsobuje oxidace fendl jejich
nezadouci hgdnuti, které obvykle z@na uz na z&tku vyrobniho procesu \adledku
enzymatickych oxidénich reakc>'® vySe uvedené zémy mohou mit vliv na obsah TPC
stejrg jako odida a vyrobni proces. ighi (fidavek SQ@) mohlo zmisobit mirny naist
obsahu TPC u vzotkB5, B5 2, B5 3. Oxid #kity se pouziva k ochra&npied oxid&nimi
reakcemi. Mirny pokles obsahu TPC u vzorku B6 javgpodobré v disledku dalSiho
piidavku bentonitu. V gibéhu zrani vina doslo k prudkému @étu obsahu TPC (B7), které
vSak neumine vys#lit. Bilé vino, které bylo pouZito k této studig snesi i raiznych odid

(Cuveé) a tudiz zémy ve sloZeni tohoto vina mohou byt jiné neZ u sstiatoych odid.

Na zéklads vyslednych hodnot TPC, ziskanych metodou PLS, sjigteny
vyznamné rozdily obsahTPC jak mezi jednotlivymi druhy vin, tak mezi jediivymi
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technologickymi fazemi vyroby. K podobnym zé&&m dosgl i Burns a kol., ktery
stanovoval obsah fenolickych latek ve vinnych dxteh v pfibchu vyroby vina pomoci

vysokot&inné kapalinové chromatograffé

Celkové fenolické latky
1400,0 -+ m Cervené vino M rdzové vino bilé vino ;
o
© 1200,0 - 5 ® =
o ~ S g =
: »
= 1000,0 - G X
< [oe]
[J]
3
© N
£ 8000 -
~>. o
< (e}
2
2 600,0 -
2
< ™~ © o ~
b4 i ©0 ; : N ) © o
F4 400,0 R o s 5 o e o g N S o
o o NG 2~ N N NN qQx N D Y
. [e)} : ~ [e)}
s = g < Wms L3 % 2 =
2 2000 - - = ) N S IH a s N
3 - = - = = -
- R i
0,0 R _ i
C1,R1,B1 C2,R2,B2 C(C3,R3,B3 C4,R4,B4 C5,R5B5 R5_2,B5 2R5_3,B5_3 C6,R6,B6 C7,R7,B7
vzorky vin

Obrazek 17Hodnoty TPC pro vSechny druhy vin podle PLS. Clghaseéky vyjadiuji
smerodatnou odchylku.

Vyhodnoceni celkové antioxid@ni aktivity vin

Vino je obecd bohatym zdrojem polyfenolickych latek (flavonoidni a
neflavonoidnich) a mnoho zZdhto latek (nap resveratrol, quercetin, rutin, katechin, atd.)
vykazuje rkolik biologickych &inku, které jsou fsuzovany jejich antioxidai a
antiradikalové aktivit™®® Cervené a bilé vino se zasadadlisuji svym polyfenolickym
obsahem, na ktery ma vliv jak ddia hroznu, tak technologie vyrofy Na zéklad
infracervenych spekter a PLS metody bylo provedeno vyboeini antioxidéni aktivity vin
odebiranych viznych technologickych fazich vyroby. Vysledné&ip&rné hodnoty TAA
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cerveného,tZového a bilého vina jsou prezentovany na obra8ku hysledk je patrné ze,
cervené vino maretelre vyssi hodnoty TAA nezizové a bilé vino. V &kterych gipadech
ma cervené vino az 5x vysSi hodnoty TAA, v porovnamisgtnimi druhy vin. Podobné

vysledky byly publikovany v praci Paix&o a Kaf.

Stejre jako u fenolickych latek, byly i zde studovany & obsahu TAA
v jednotlivych technologickych fazich vyroby. Vimehu vyroby éerveného vina hodnoty
TAA rostly od 7,8 do 10,9 mmol'l AAE. Opany trend byl sledovan v pbshu vyroby
rizového (od 3,6 do 2,3 mmot' IAAE) a bilého vina (od 3,2 do 1,9 mmat RAE).
U cerveného vina je pozorovaretelny fist hodnot TAA v pibéhu macerace a alkoholové
fermentace, nasledovany mirnym poklesemabgiu fermentace a zrani v dubovych sudech.
DalSi rist hodnoty TAA byl zaznamenan u posledniho vzorkatdvé vino). V pibéhu
vyroby rizového a bilého vina byl pozorovan postupny pokiednot TAA. Stejny trend
zmén byl pozorovan $ porovnani pibéhu hodnot TAA a TPC u vSech diuhvin
v jednotlivych technologickych fazich vyroby. Vyjku tvaril pouze jeden vzorekiZzového
vina (R6), jehoz hodnota TAA byla dvojnasobnd, walgorovnani s obsahem TPC to
nekorespondovalo. Na znémé skokové zvySeni ¢h pravdEpodobré viiv piidavek oxidu
sificitého, ktery byl pi vyrobs tohoto vina fidan'’®. V praci Lachmana a kol. byl také popsan

vliv oxidu siigitého na celkovy antioxidaf potencidl’.

Antioxidagni aktivita vin je dana diky obsahu polyfenolickyiérek'’?. V literatire se
ovSem objevuji rozporuplné nazory ohlédtrelace mezi antioxidai aktivitou a obsahem
polyfenolickych slodenin'”® Jedna skupina autose fiklani k tomu, Ze existuje pozitivni
korelace mezi antioxidai aktivitou’* a TPC, jini tvrdi, Ze statistika korelace je vyamsi
mezi celkovymi fenoly a flavonoidni frakéf a dal&i autor haji nazor, Ze antiradikéalova
aktivita je v disledku flavan-3-olové frakce a ne #stedku anthokyaniit’®. Na druhou
stranu se &ktefi autdi ve svych pokusech také zabyvali vlivem \sig/ch praktik nebo
uchovavani vin v lahvi na koncentraci polyfenolickyslokenin a celkové antioxidai
kapacity’"*"® V této praci byla provedena kor&fd analyza hodnot TAA a TPC. Vysledky
korelatni analyzy ukazaly silnou korelaciderveného vina (R = 0,7911) a slabou korelaci
u raizového (R = 0,2564) a bilého vina (R = 0,3983)y&edki korela&ni analyzy je patrné,
Ze antioxidani aktivita vin je ovliviena obsahem fenolickych latek. Tuto teorii potvidiké

Fernandéz-Pachén a kol. ve své studii
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Na zaklad vysledki hodnot TAA, ziskanych pomoci metody PLS, byly #j§
vyznamneé rozdily jak mezi jednotlivymi druhy viakttechnologickymi fazemi jejich vyroby.
Dale byl pozorovan stejny trend 2m hodnot TAA a TPC v fib¢hu celého vyrobniho

procesu.

Celkova antioxidacni aktivita
14,0 - m Cervené vino  m rlZové vino bilé vino

o
— (o)}
—

12,0 -

10.5

10,0 -

o
< -
0 :
o (e}
’ «
) o0
8,0
610_ Yo}
<
40 { S o 7 ©
N . i ~N — N ”
N -2 N: ‘*iz ) n N
2,0 - I . I‘—' —
I " =
0,0 -

C1,R1,B1 C2,R2,B2 C3,R3,B3 C4,R4,B4 C5,R5B5 R5 2,B5 2 R5 3,B5 3 C6,R6,B6 C7,R7,B7
vzorky vin

7.8

3.6
132
3.1

2.5

H 2.6

H 2.0

celkova antioxidaéni aktivita (mmol L'* AAE)
1 1.9

Obrazek 18Hodnoty TAA pro vSechny druhy vin podle PLS. Chybdis€ky vyjadiuji

smerodatnou odchylku.

Diskrimina éni analyza

DA byla pouzita pro Kklasifikaci jednotlivych drthvin (Eervené, @Zzové bilé)
v riznych technologickych fazich jejich vyroby. Ke kfdsaci jednotlivych druli vin byly
vybrany fizné infr&ervené oblasti spektra, které jsou uvedené v teblik V mivodnim
(celém) spektru kazdého vzorku vina (4000 — 600"chyly téZ gitomny absorpni pasy
nélezici interferujicim slaeninam, zejména molekulam vody, ktera absorbuje
v infratervenych oblastech 1750 — 1590 tm3700 — 3000 cth
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Tabulka 12 Vybrané infr&ervené regiony pouzité ke klasifikaci vin

Druh vina Infra ¢ervena oblast spektra
Cervené vino 3000 — 2900 &m1570 — 966 cih
RaZové vino 1470 — 966 ¢

Bilé vino 1200 — 966 cth

Vzorky jednotlivych drufi vin byly rozdleny do 3 skupin podle zakladnich
technologickych operaci vyrobniho procesu a jsoedeny v tabulce 13. Jednotlivé skupiny
predstavuji individualniitdy, které byly pomoci DA rozliSeny. Vysledkem DA grafické
znézorgni Mahalanobisovy vzdalenosti, kterd je indikatoreomdilnosti mezi jednotlivymi

tfidami.

Tabulka 13 Rozdleni vzorki vin do jednotlivychitid

Tridy
Druh vina Podet vzorki
trida 1 trida 2 tFida 3
Cervené vino 7 C1,C2,C3 C4, C5, C6 C7
Ruzové vino 9 R1, R2, R3 R4,R5 1,2,3 R6, R7
Bilé vino 9 B1, B2 B3 B4, B5:1,2,3, B6,B7

Na obrazku 19 je zobrazena klasifikasgveného, tZového a bilého vina pouzivajici
10 hlavnich komponent (faktiyr pro vyvoj kalibr&niho modelu. Z obrazku je patrné, Ze
jednotlivé skupiny (idy) tvori individualni shluky, které maji tené meziklastrové

Mahalanobisovy vzdalenosti, jejichZipmérné hodnoty jsou prezentovany v tabulce 14.
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Obrazek 19 Graf klasifikaceterveného,iZového a bilého vina podle DA

Tabulka 14 Mahalanobisovy vzdalenosti megidamicerveného,tZového a bilého vina

Tridy Cervené vino RéZové vino Bilé vino
tiida 1 —t¥ida 2 3,20 551 3,92
tiida 2 —fida 3 3,87 8,85 4,06
tiida 1 —tida 3 4,75 4,84 7,70

Vyroba vina obeahzahrnuje #kolik technologickych fazi, mezi které paskliza
hrozni, drceni hrozf, lisovani, fermentace, zrani, Skoleni vina a laland. Kazdy z &chto
vyrobnich krok: je charakteristicky pro kazdy druh vingefvené, #izové, bilé vino), odidu
a vinastvi. V této praci byly pouzity vzorky vin, kterglp sbirany khem jejich vyroby a

byly rozdtleny do 3 skupin podle zékladnich technologickypleraci (macerace, fermentace
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a hotové vino). Prvni skupina zahrnuje proces &sdwa macerace slupek, druha skupina fazi
fermentace aiéti skupina zahrnuje Skoleni vina a lahvovani. Mklack vyslediki DA,
muzeme konstatovat, Ze jednotlivé technologické ameranohou byt rozliSeny podle

infracervenych spekter vin.

e

Jednou z nejdezitéjSich operaci f» vyrobé vina je fermentace neboli kvaseni vina,
béhem kterého se vytvgalkohol a most vinné révy se pomal@mhna vino. Hlavni vliv
na vysledek fermentaiho procesu majifflané kvasinky, které jsou typické pro kazdy druh
vina, dale cukerny obsah hrdzm teplota. B porovnani Mahalanobisovych vzdalenosti
procesu fermentacerida 2 - tida 3) a maceracefida 1 - tida 2), ¥tSi hodnoty vzdalenosti
byly pozorovany pro fermentai proces (Tab. 14). #em tohoto procesu se sloZeni vina
meéni vice neZ pi procesu macerace. Vyzna#i rozdil ve vzdalenosti v procesu fermentace,
pii porovnani jednotlivych druh vin, meélo riZzové vino nezZcervené a bilé vino.

Pravdpodobrg je to zgisobeno rozdilnymi vyrobnimi postupy.

Vyznamné rozdily ve vzdalenostech byly nalezenyirtédou 1 aitidou 3, tj. mezi fazi
macerace a hotovym vinem. Vyznamné hodnoty vzdatehgly pozorovany @erveného a
bilého vina. Tyto rozdily, majici také né&§8i hodnoty Mahalanobisovych vzdalenosti,
indikuji zmény sloZeni vin hem jejich vyrobniho procesu. Naproti tomuZaové vino

vykazovalo opény trend.
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6 ZAVER

Cilem této prace byla aplikace infeavené a Ramanovy spektroskopi@# pnalyze
biologicky aktivnich latek ve vybranych potravinacielky diraz byl kladen na pouziti

téchto metod pro kontrolu kvality.

Prace pedstavuje mozné vyuziti inffarvené spektroskopie pro kontrolu kvality a
pravosti syil typu Tvafizek a Romadur. Tato metoda byla zaloZena &@mh a vyhodnoceni
spekter plynné faze jednotlivych diulzrajicich syt po jejich kontrolovaném zgivani.

V prvnifad byly studovany dva parametry Zarani vzorki (teplota a doba z#ivani) a byly
porovnany d¥ rizné gipravy vzorki (suSeni v exsikatoru a lyofilizace). Teplota ifaéni
120 °C a doba zaivani 90 minut byly vybrany jako vhodné experimémtgpodminky
pro zaltivani vzorki. Nasledovalo statistické vyhodnoceni spekter jdthyoh druhi syri
pomoci diskriminani analyzy. Tato Kklasifikini statisticka metoda pomohla odhalit
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi druhy siytypu TvafiZzek resp. mezi originalnimi
Olomouckymi tvafizky a jejich napodobeninami a mezi jednotlivymi ldyusyii typu

Romadur.

Pro analyzu biogennich aniinv tvrdych syrech byla pouzita jak infervena tak i
Ramanova spektroskopie. Analyze bylo podrobeno 8eshi tvrdych syfi (uzenych a
neuzenych), které byly vyrobeny z kravského, kozhowiho mléka. Metoda infkgervené
spektroskopie byla zaloZzena nétani @islusnych extraki jednotlivych tvrdych syir pomoci
techniky ATR. Metoda Ramanovy spektroskopie bylibbZzena na meni lyofilizovanych
tvrdych syfi. Ke statistickému vyhodnoceni infexvenych resp. Ramanovych spekter byla
opét pouzita diskriminani analyza. O& metody jsou vhodné k charakterizaci tvrdychusyr
podle jejich kon&né Upravy (uzeny a neuzeny syr), navic metodadefv@né spektroskopie

je také vhodné k charakteriza&chto sy podle druhu mléka pouZzitého k jejich vygob

Infracervena spektroskopie byla dale pouzita k analymewtiznych technologickych
fazich vyroby. Analyze byly podrobenyi tdruhy vybranych moravskych vintdrvené
Frankovka, #iZzové Frankovka, bilé Cuveé) odebiranychiznych fazich jejich vyroby.
V prvni fac® byly vytvoreny PLS modely na zakladrmrislusnych infréervenych spekter,
které byly fzré¢ upraveny, a referénich hodnot TPC a TAA ziskanych nezavislymi

spektrofotometrickymi r¥enimi. Nasled& byl u jednotlivych vzork vin stanoven
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(predikovan) obsah celkovych fenolickych latek dkoeé antioxid&ni aktivity. Bylo
potvrzeno, Zeervené vino dosahuje vysSich hodnot TPC rigbwé a bilé vino a stejné
vysledky byly ziskany i pro TAA. V @ibéhu vyrobycerveného a bilého vina byl pozorovan
narist hodnot TPC, zatimco oy trend byl pozorovan uizového vina. Zrmy hodnot
TAA v prabéhu vyroby jednotlivych drulnvin naznaovaly podobny trend jako u TPC. Byla
nalezena pozitivni korelace mezi hodnotami TPC & Tifracervena spektra jednotlivych
druhi vin byla dale pouzita k roZtbni €chto vin podle zakladnich technologickych operaci
(macerace, fermentace a hotové vino). Statisticgodnoceni bylo provedeno pomoci
diskriminani analyzy, pomoci které se pdilla charakterizovat vzorky vin na zékiad

jednotlivych vyrobnich operaci.

Metody vibr&ni spektroskopie ve spojeni s vicer@nymi statistickymi metodami jsou
hojr¢ pouzivané v potraviiigkém pémyslu. Krong stanoveni hlavnich slozek potravin
nabizi tyto metody vyuZiti také v analyze biologicktivnich latek, které mohou byt vyuZity
jak pro kontrolu kvality, tak jako indikatory kvai potravin, & uz v pabéhu jejich vyroby

nebo u hotovych vyrolik
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AAE
AOAC
ATR
BA
CARS

CCD
DA
DRIFTS

DTGS
FAR
FRAP
FT
FTIR

GAE
IR
MIR
NIR

PAS
PGI
PLS
Real

RMSEC
RMSECV
RMSEP
RRS

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ekvivalent askorbové kyseliny

asociace analytickych chendiKAssociation of Official Analytical Chemists)
technika zeslabeného Uplného odrazu (Attenuatetireftectance)
biogenni aminy

koherentni anti-Stokesova Ramanova spektroskopie

(Coherent anti-Stokes Raman spectroscopy)

charge-coupled device detektor

diskriminani analyza (Discriminant analysis)

difazni reflektance

(Diffuse reflectance infrared Fourier transform &paescopy)
deuterovany triglycinsulfat

vzdalena infréervena oblast

ferric reducing-antioxidant potencial

Fourierova transformace

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

(ve stedni infra&ervené oblasti)

ekvivalent gallové kyseliny

infracervena

infracervena spektroskopie veetini infra&ervené oblasti

blizk& infratervena oblast

infracervena spektroskopie v blizké infeavené oblasti
fotoakusticka spektroskopie (Photoacustic spechmgc

chraréné zendpisné oznéeni (Protected Geografical Indication)
metodatast&nych nejmensichitveral (Partial Least Squares)
korelani koeficient kalibrace

korelaini koeficient kizové validace

chyba kalibrace (Root Mean Square Error of Calibrgt

chyba KiZzové validace (Root Mean Square Error of Crosglatbn)
chyba predikce (Root Mean Square Error of Predigtio
rezonadni Ramanova spektroskopie (Resonance Raman spmEais)s
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SERS

TAA
TPC
uv
UVIVIS
VIS

povrchem zesilena Ramanova spektroskopie
(Surface enhanced Raman spectroscopy)

celkova antioxidéni aktivita (Total Antioxidant activity)
celkové fenolické latky (Total phenolic compounds)
ultrafialové oblast

spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti

viditeln& oblast
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JOURNAL O

AGRICULTURAL AND
FOOD CHEMISTRY

Discrimination of Cheese Products for Authenticity Control by
Infrared Spectroscopy

Jana Hruzikova, David Milde,” Pavla Krajancova,f and Vaclav Ranc*™*

TDepartment of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Palacky University Olomouc, 17 listopadu 12, Olomouc CZ77146, Czech
Republic
§Department of Physiology, Faculty of Medicine, University of Fribourg, Chemin du Musee 5, 1700 Fribourg, Switzerland

ABSTRACT: Quality and authenticity control serve as the customers’ and manufacturers’ insurance, and thus the development
of analytical tools providing these tasks represents an important step of each product development. The control of authenticity in
food manufacturing is even more important due to the direct influence of its products on the health of the population. This study
sought to develop an easy to use and robust method for the authenticity control of cheese products. The method is based on the
measurement of infrared spectra of the gas phase obtained by heaﬁng of selected cheese under controlled conditions. Two
different procedures, that is, treatment of samples in a desiccator and their freeze-drying, were compared, and also various
temperatures and heating times were studied. It was found that suitable fingerprint infrared spectra can be obtained by both
techniques; however, freeze-drying offered faster analysis times, The sample heating temperature and time were evaluated using
advanced statistical approaches, and it was found that suitable results could be obtained using 120 °C heating for 90 min. This
method was tested for the authenticity control of two cheese families, Tvaruzky and Romadur, for which four cheese products
were evaluated and successfully discriminated for each family, This method can be potentially used as a cheap and easy to use
alternative to other commercially available options.

KEYWORDS: infrared spectrometry, gas phase, cheese, Olomouc curd cheese

H INTRODUCTION cheese constitution control,”* control of milk quality,” or
The control of quality and authenticity presents an important testing for free amino acids contaminations.™

task in all product development with an essential influence on Control of authenticity of cheese products represents an

e findl consumeds sabisfachiion” > Bofh fabs serve: ag analytical question, and a fast and robust method for an initial
monitoring indicators of levels of product qua]i? and could screening in this field is still in great demand. Some gggt works
serve as customers’ and manufacturers’ insurance. have been conducted, mostly on Chedar cheese,™ 7 Swiss
Authenticity and quality control in a food production process cheese,”® and general cheese pt'oduz:tsz9 with considerable
could be seen as a task with a high importance, mainly due to advantages and disadvantages of demonstrated protocols.
its effects on the quality of life of customers as well as its effect In contrast to previously used techniques, our discrimination
on the manufacturer’s prosperity.” method is based on an evaluation of the gas phase of respective
This study covers the development of pilot protocols for an products, in which the main differences are expected‘sofﬂ
evaluation of the authenticity of cheese products, that is, According to our best knowledge, the total composition of
Olomoucke Tvaruzky'® and Romadur.™ Both products have a cheese products and their nonoriginal, mostly illegal
strong aroma flaver, which was used as a discrimination marker replications does not considerably differ on the general level,

in this study. Tvaruzek presents a model example of a regional
product (Region Hana, Czech Republic) with a registered
trademark, and thus the authenticity control of such a product
is highly demanding. On the other hand, Romadur presents an

complicates the decision among relevant markers and random
ideal model of cheese, for which a simple quality control could phicat . & -
. , - & g composition changes without any importance. Here the
meaningfully increase consumers’ satisfaction.

From an analytical point of view, the analysis of milk presented study sought to discriminate milk products {cheese)
produsts s wsually petforsed using, chitbiatotaphic a5 on a more fundamental level defined by a presence of volatile
proaches, with well-developed protocols and routine platforms, compounds as results of differences in the production and

sumnmarized, for example, in refs 13—17 and with more in-detail

on one hand, and, on the other, the usually employed
chromatographic approaches could detect even nonimportant
variability between measured samples, which dramatically

postproduction processes {e.g, different ingredients, diversity

insights in the works by Chung et al.** or others.'”*® On the in ripening). This evaluation was accomplished by en
other hand, infrared spectroscopy is a main technique in the evaluation of gas phase (flavor).

quality control of milk products at the manufacturer’s Ievels,

especially regarding the control of intermediate products Received: October 27, 2011

throughout all producﬁon steps}l Nonetheless, infrared Revised:  January 24, 2012

spectroscopy was also used for a testing of cheese quality, for Accepted: January 26, 2012

example, for fats,” control of the ripening process,23 total Published: January 26, 2012

<7 ACS Publications  © 2012 American Chemical Society 1845 dx.doi.org/10.1021/j204267d | 1. Agric. Food Chem. 2012, 60, 1845—1849
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B MATERIALS AND METHODS

Cheese Sample Preparation. Eight kinds of ripening cheeses

were purchased from different local supermarkets and are described in

Table 1. Samples of Ripening Cheeses

country of
original name origin class name
Olomoucké tvariizky Czech Olomouc curd cheese
Republic {AL)
Jemné tvanizky Loose Germany soft curd cheese 1 {A2)
Jemné tvanizky Germany soft curd cheese 2 {A3)
Quargel natur Anstria Austrian curd cheese
(a4)
Romadur Czech Romadur 1 (B1)
Republic
Original Rahm-Romadur {$t. Germany Romadur 2 {B2)
Mang)
Jarofovk§ dezertnd pived sfr Czech dessert cheese {B3)
Republic
Sedletansky Romadizek Caech Romaditfek {B4)
Republic

Table 1. Cut up cheese pieces (size approximately 0.5 em) were dried
in a desiccator, under laboratory temperatare, for 6 days. Freeze-drying
was used as an alternative drying method and was carried out for 24 h
by two steps with different conditions in the freese-dryer (Christ,
ATPA 12 LD plus, SeiQuip Ltd). The first step was main drying
under conditions of —42 °C and 0.097 mbar, and the second step was
final drying under conditions of —55 °C and 0.0049 mbar. These two
procedures were tested as methods of cheice to eliminate water from
the sample, which could dramatically influence the resulting infrared
spectra and thus interfere in the diserimination process.

A short path EC gas cell (FIKE Technologies) was used for the
measurement.

FT-IR Analysis. The measurement of each sample was carried out
on an FT-IR spectrometer (Nicolet 6700, Thermo) with an ETC
EverGlo radiation source, a deuterated triglycine sulfate detector, and a
potassium bromide beam splitter. The inflared spectra were obtained
in the range of 4000—650 cm ™ with a spectral resolution of 4 e ™.
Each evaluated spectrum is a mean of 64 scans. Dried cheese (2.00 g}
was heated in an infrared gas cell made of glass with an effective length
of 10 cm and 4 dismeter of 2.5 em equipped with ZnSe windows (2.5
cm X 3 mm}. The two most intense spectral bands interpreted as
carboxylic groups vibrations (966 and 930 cm™) were selected as
monitoring indicators of the heating process. Infrared spectra of
cotresponding gaseous phases were measured at temperatures from 70
to 150 °C; 120 °C was selected for all subsequent measurements. The
time of the heating process presents another essential parameter and
was studied from 30 to 300 min for each temperature; an interval of 90
min was selected. The histogram showing mean intensities of these
two bands at different experimental conditions is shown in Figare 1
(see also Table 2}. The background was measured using an empty
infrared gas cell with ZnSe windows before measurement of samples.
From each ripening cheese three samples were teken and were
measured siv times if not stated otherwise.

Multivariate Analysis. Discriminant analysis was applied for an
evaluation of spectral data of gaseous phases of samples using
spectroscopic software TQ Analyst 8 (Thermo Scientific). Discrim-
inant analysis was used to statistically evaluate the differences among
objects from different groups [various cheese samples) and to find
similatities among objects inside one group (several measurements of
one cheese sarnple). The indicator of such difference /similarity was a
Mahalanebis distance.
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Figure 1. Dependence of pesk area on warmup time. Error bars
indicate standard deviations.

Table 2. Value of Peak Area and RSD for Each Temperature

temperature (°C) average peak area RSD {%)
70 016 1442
20 051 17.83
100 1.38 2,85
120 3.08 1087
150 10.37 3589
B RESULTS

Protocol Development. The gaseous phase of each
sample was measuwred by FT-IR spectrometry under defined
heating conditions in a glass cuvette (for details see Materials
and Methods and Figure 1). Representative mid-infrared
spectra of the gaseous phase of Olemouc curd cheese and
Romadur are shown in Figure 2, tep and bottem panels,
respectively. The regions frem 4000 to 3500 em™ and from
2000 to 1300 cm™ consist of vibrational bands of O—H groups,
which could belong to the water vapor present. The spectral
range from 1300 te 650 em™ contains two major bands at 966
and 930 em™ that have been ascribed as C—H bending
vibratiens of fatty acids and O—H out-ofplane bending
vibratien of carboxylic acids. Both low meolecular weight fatty
acids and carboxylic acids are key factors of the resulting flaver
of curd cheese. In contrast to Twvaruzky, spectra of ripening
cheese type Romadur contain C—H stretching vibrations of
—CH; and >CH, groups of fatty acids in the region from 3000
to 2800 em™ (for details see Figure 3}

Two methods of sample d.rymg were tested and compared,
and the influence of frther statistical evaluation was evaluated.
Sample drying was found as an essential step in the sample
preparation process due to the considerable influence of the
water vapor present on the resulting infrared spectra. First,
drying in a desiccator was tested. On the basis of observed
infrared spectra (data not shown), it was found that the
minimum time for a suitable sample drying is several days; an
interval of 6 days was selected ag a compromise between time
congumption and obtained regults. Second, freeze-drying was
evaluated. This type of sample processing allowed shortening
the sample preprocessing times to several hows, and this
process also offers easy to use automation. Spectra obtained by
both drying techniques shewed moderate bands of water vaper
(for details see Figure 2}; however, they did not interfere with
farther statistical evaluation.

Discriminant Analysis {DA). DA was applied to classify
two groups of ripening cheeses, Tvaruzky and Remadur, in the

dicdoiorg/10.1021/jf204267d | L Agric. Food Chem. 2012, 60, 1845-1848
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Figure 2. FT-IR spectrum of gasecus phase of Olomoue curd cheese and Romadur 1 measured after 30 min of heating at

120 °C.
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Figure 3. Plot of dlassification of ripening curd type cheese obtained by a statistical analysis. Al, Olomouc curd cheese; A2, soft curd cheese 15 A3,
soft curd cheese 2; Ad, Austrlan curd cheese; Bl, Romadur 1; B2, Romadur 2; B3, dessert cheese; B4, Romaddiek.

infrared region from 4000 to 700 em™. Both groups were
represented by four samples of cheeses (with six measurements
of each sample}. DA is the differentiation of individual classes
of samples, and it can be graphically expressed in a two-
dimensional space by the Mahalanobis distance desertbing the
space between centroids of two classes. Figure 3 shows the
classification of Tvaruzky curd cheese using six principal
compenents for the cdassification. The a-axis shows the
Mahalonebis distance te the seft curd cheese 1, whereas the
y-ands shows the distance to the soft curd cheese 2. There, it can
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be seen that individual sarmples of curd chieeses make separate
clusters, which have different interclass Mahalanobis distances
(Table 3). Resulting interclass distances are presented in Table
3. Signiftcant differences in distances were found for classes
Olomoue curd cheese (Al)—soft curd cheese 1 (A2) and soft
curd cheese 2 (A3)—soft curd cheese 1 (A2).

Similarly, the classification of ripening Romadur type cheese
was perfermed, and the resulting Mahalanobis distances are
summarized in Table 3. Figure 3 also shows a graphical
expression of classification of ripening Romadur type cheeses

didaiorgN01021/f204267d | ). Agric Faod Chem. 2012, €0, 18451849
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Table 3. Mahalanobis Distances between Classes of Ripening
Cwrd Type Cheese (Al, Olomouc Curd Cheese; A2, Soft
Curd Cheese 1; A3, Soft Curd Cheese 2; A4, Austrian Curd
Cheese) and Romadur Type Cheese (B1, Romadur 1; B2,
Romadur 2; B3, Dessert Cheese; B4, Romaduzek) from
Discriminant Analysis

type of curd cheese Al A2 A3 A4
Al 198* 7.03° 17.73%
Ev) 28.13% 527" 16.75%
A3 677° 34.07% 13.65%
A4 13.70° 15.06* 1946%
type of Romadur cheese Bl B2 B3 B4
BI s49° 12.40° 11.93%
B2 1032% 1544% 14.26°
B3 15.00% 16.26% 4387
B4 60.78% 68.65° 54.73%

“Samples dried in the desiccator. !’Sa.mples dried in the freeze-dryer.

using  six principal components. Signiﬁcant differences in
Mahalanobis distances were found for dasses Romadur 1
(B1)—Romadizek {B4), Romadur 2 {B2)—Romadizek {B4),
and RomadiZek {B4)—dessert cheese (B3) when sample
pretreatments were compared

B DISCUSSION

On the basis of the conducted comprehensive characterization
of infrared spectra of Tvaruzky and Romadur cheeses, it could
be stated that the general compositions of these two milk
products from our point of view are similar, but with
considerable differences especially in the region of 2500—
3500 cm™, where the aliphatic groups of fatty acids could be
observed and are distinctive especially for products with high
content of fats (for details, see Figure 2). Romadur cheese can
contain up to 40% fat, and thus the bands at these regions are
observed with higher intensities; on the other hand, Tvaruzky
contains no more than 2% fat, and these bands are missing in
the spectra.

With regard to the results of a comparison between freeze-
drying and drying in a desiccator, it could be stated that both
techniques provide suitable results of DA expressed by
respective space distances. Nonetheless, the freeze-drying
process could be performed overnight in contrast to desiceator
drying, which takes up to 6 days (depending on cheese amount,
type, and initial conditions), and also additional ripening and
chemical decomposition processes could be expected. These
processes could be then a reason for the different Mahalanobis
distances observed for both drying processes. In summary, both
groups of ripening cheeses {Tvaruzky and Romadur) can be
distinguished using a desiccator or freeze-dryer; however, the
Mahalanobis distances are higher when a desiccator is used, at
the price of longer sample pretreatment times.

DA of Tvaruzky cheese uncovered significant differences
(expressed by space distances) among original Tvaruzky cheese
and its nonoriginal variants labeled as A2—A4 samples. These
changes could be a result of the different ingredients used,
variations in athe tipening process, or changes in product
postproduction. Similar results were obtained also for Romadur
cheese, for which statistically relevant differences were observed
ameong four types of selected Romadur cheese.

The development of suitable tools that provide a control of
authenticity of food products presents an important task usually
performed by analytical or food chemists. The study presented
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here sought to develop a protocol for an authenticity control of
selected cheeses, that is, Tvaruzky and Romadur, based on the
utilization of infrared spectroscopy. The developed protocol
uses an evaluation of cheese flavor measured as a gas phase after
a SamPle heaﬁng PfOCeSS perfbrmed in a gIaSS cuvette. T‘}]e
performed DA allowed us to statistically distinguish among
original Tvaruzky cheese and its nonoriginal copies. The
differences among samples are expressed using Mahalanobis
distances in corresponding graphical expressions (Figure 3).
The protocol development was based on the comparison of
two drying procedures: desiccator drying and freeze-drying.
Both approaches afford suitable results; however, freeze-drying
represents a faster approach for the prize of slightly lower space
distances among sample clusters in a DA. Similar results were
obtained for the Romadur cheese analysis, where the protocol
allows four different types of this particular type of cheese to be
distinguished and thus the control of the authenticity of such
products.

This protocol could be potentially used in food manufactur-
ing processes or by authenticity control institutions, where it
could serve as a cheap and relatively easy to automate process
of screening, Nonetheless, more detailed cheese characteristics
could be provided by chromatographic approaches when

needed.
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