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ABSTRAKT

Tato bakalatskd prace se zabyva identifikaci a kvantifikaci volnych a vazanych mastnych
kyselin v komercnich syrech s bilou plisni na povrchu, Hermelinu, Kamadetu a Olminu,
metodou plynové chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci.

V teoretické ¢asti je uvedeno struéné rozdéleni syrt, zvlastni pozornost je vénovana syrim
plistovym. V dal$i ¢asti se prace zabyva technologii vyroby syrii a charakteristikou lipidd a
mastnych kyselin. Na zavér jsou popsany moznosti stanoveni mastnych kyselin, predev§im
metoda plynové chromatografie.

Experimentalni ¢ast se zabyva porovnanim obsahu volnych a vazanych mastnych kyselin ve
vybranych vzorcich syrt. Pro extrakci lipidl ze vzorku byla vybrana normovana metoda podle
CSN EN ISO 1735:2005. Mastné kyseliny byly stanoveny jako methylestery, k jejich
derivatizaci byla pouzita kysela esterifikace pomoci methanolického roztoku bortrifluoridu jako
katalyzatoru.

Ve vzorcich bylo celkem stanoveno 21 volnych 1 vdzanych mastnych kyselin.

KLICOVA SLOVA
syry, lipidy, mastné kyseliny, GC-FID

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on identification and quantification of free and bound fatty acids
in commercially available white mold cheeses: Hermelin, Kamadet and Olmin, using gass
chromatography withflame ionization detection.

Theoretical part of the thesis is dealing with the classification of cheeses with the main
attention to white mold cheeses. In a following part cheese production technology is described,
lipids and fatty acids are characterised including the possible methods for their assessment,
mainly gass chromatography.

Experimental part the contents of free and bound fatty acids in selected samples of white
mould cheeses were compared. The method in accordance with CSN EN ISO 1735:2005 was
selected for lipid extraction. Fatty acids were identified as methylesters using acid esterification
with methanolic solution of bortrifluorid as a catalyst.

In total 21 free and bound fatty acids were detected in samples.

KEY WORDS
cheese, lipids, fatty acids, GC-FID
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1 UvVOD

Syry jsou soucasti lidské potravy uz tisice let. Pivodni syry se vyrabély z teplého mléka, které
se samovolné srazelo pisobenim enzymut zaludkid zvifat, a vznikl tak tvaroh. Vyroba byla
béhem staleti ptizptisobena mistnim podminkam, které¢ daly vzniku velké Skale syrii. Nejstarsi
dolozené poznatky pochézeji uz z dob antického Rima. Dnesni vyroba syri zahrnuje moderni
metody jako jsou standardizace a pasterace mléka, nasledné srazeni syfidly, formovani, lisovani
a zrani.

Zakladni surovinou pii vyrobé je mléko. Obsahuje dulezité vyzivové slozky jako jsou
bilkoviny, laktosa, mineralni latky a mléény tuk. M1é¢ny tuk dodava syrim charakteristickou
texturu, jemnou chut’ a vini. Vyznamnou soucasti tukl jsou mastné kyseliny. Nejvyznamnéjsi
mastné kyseliny mlééného tuku jsou palmitova, stearova a olejova. Typicky je vysoky podil
tékavych kyselin maselné, kapronové a kaprylové, které ptispivaji k charakteristické chuti a
vuni mlééného tuku. Rizné slozeni mastnych kyselin v mlécnych vyrobcich vytvati vyslednou
texturu.

Cilem této bakalafské prace je stanoveni volnych a vdzanych mastnych kyselin ve vybranych
komer¢nich vzorcich syrt s bilou plisni na povrchu: Hermelinu, Kamadetu a Olminu. K jejich
stanoveni byla vybrana metoda plynové chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1  Charakteristika syru

Syry, jako tradi¢ni produkty, jsou Cerstvé nebo prozralé mlééné vyrobky ziskané ze srazeniny
(syfeniny) mléka po odd¢€leni piebytecné syrovatky. Vznika tak odvodnénd hmota zrnitého
charakteru, kterd naslednymi technologickymi tpravami dostava svou charakteristickou chut’,
aroma, konzistenci a vysokou vyzivovou hodnotu [1, 2]. Definice podle standardu FAO/WHO
z roku 1963 uvadi, ze ,,Syr je cerstvy nebo prozraly vyrobek vyrobeny odpovidajicim
odvodnénim srazeniny mléka, smetany, odtucnéného, castecné odtucnéného mléka nebo smési
néekterych, popr. vsech téchto surovin." [3].

Hlavnim diivodem, pro¢ se zacalo mléko zpracovavat na syry, bylo prodlouzeni trvanlivosti.
Ta je zplsobena fermentaci laktosy, pfidavkem soli a sniZzenim vodni aktivity a pH. Za
koagulaci a vznik srazeniny jsou zodpovédna enzymova syfidla (sladké srazeni), nebo zména
pH do oblasti izoelektrického bodu kaseinu (kyselé srazeni). V disledku srdzeni se v syrech
zakoncentruje obsah zakladnich slozek suSiny mléka jako jsou kaseiny a mlé¢ény tuk. Zbyla
syrovatka obsahujici vodu, mlé¢ny cukr, syrovatkové bilkoviny a ¢ast soli je v pribéhu vyroby
odstranovana. V mlékaftstvi se ¢asto vyuzivaji kombinace obou typl srdzeni, diky ¢emuz maji
syry rozdilné nutriéni hodnoty [1-3].

2.1.1 SlozZeni syria

Mezi hlavni slozky syru fadime bilkoviny, mléény tuk, vitaminy a mineralni latky. Z hlediska
sloZeni patii tyto mlé¢né vyrobky k nutricné plnohodnotnym potravinam. Hlavni sloZkou,
vyuzitelnou také jako zdroj energie, jsou bilkoviny a mléény tuk [3].

2.1.1.1 Bilkoviny

Kasein ptfedstavuje hlavni bilkovinu v mléce, tedy i v syrech. Obsahuje dostate¢né mnozstvi
esencidlnich aminokyselin, prevazné lysinu. Vyssi biologickou hodnotu maji vSak syrovatkové
bilkoviny pro sviij obsah cysteinu [4, 5].

V kravském mléce se kaseiny vyskytuji ve formé sdruzenych koloidii neboli kaseinovych
micel. Tvofii skupinu ¢tyf genovych produkti:
as1-kasein — vaze silné€ vapnik,
asz2-kasein — vaze silné€ vapnik,
B-kasein — ¢asteéné rozpustny v chladném mléce,
K-kasein — stabilizuje kasein proti koagulaci a vaze se se syrovatkovym proteinem pii
zahtivani.

K celistvosti a stabilité micel ptispiva vazany fosfore¢nan vapenaty. Principem vyroby syrii
je koagulace vlivem enzymatické destabilizace kaseinovych micel nebo zmeéna jejich
izoelektrického bodu [6].

Syrovatkové proteiny predstavuji cca 20 % celkovych mléénych bilkovin. Patfi sem
predevsim [B-laktoglobulin, a-laktaloumin, sérovy albumin, protedzovy pepton a
imunoglobuliny. Jsou vyznamné predev§im diky svym vyjime¢nym vlastnostem, mezi které
patiirozpustnost ve vodé v Sirokém rozsahu pH, pfiznivé nutri¢ni hodnoty a obsah esencialnich



aminokyselin. Diky nizkym nakladim na vyrobu a zpracovani se syrovatkové proteiny
vyuzivaji v mnoha odvétvich potravinatrského prumyslu [7].

2.1.1.2 Mlécny tuk

Jedna se o nasyceny tuk s vysokym obsahem tékavych mastnych kyselin jako jsou kyselina
maselna, kapronova, kaprylova a kaprinova [4]. Tato nehomogenni latka je tvofena mnoha
tukovymi slozkami a tfemi fazemi rozvrstveni. V mléce se vyskytuje ve formé¢ tukovych
kapicek obsahujicich pfevazné triacylglyceroly. Kapénky tuku jsou stabilizovany komplexni
mezivrstvou slozenou z lecithinu a proteinti, znamou také jako membrana kapénky mlééného
tuku [8, 9].

Membrana tukovych kulicek mé jedine¢nou strukturu. Obsahuje vicevrstvé stény fosfolipidi
a bilkovin. Mezi monovrstvou, ktera je v kontaktu s triacylglycerovym jadrem a vnitini plochou
vngjsi vrstvy slozené z dvojvrstvy lipidi, je umisténa husta proteinova vrstva (viz Obr. 1).
Vn¢j$i fosfolipidova dvojvrstva se skldda z glykoproteind, enzymdu, fosfoproteinii a
cholesterolu. Mezi hlavni fosfolipidy patii fosfatidylcholin a sfingomyelin [8, 9].

e nr
%‘g@ ileesll ,
S

~ 7
53 %

ﬂ Sfingomyelin ‘ Cholesterol % Glycerofosfolipid g Glykolipid

Obr. 1: Struktura membrany kapénky mlécného tuku [9].

Mlécny tuk obsahuje vysoky podil mastnych kyselin s kratkym uhlovodikovym fetézcem,
diky kterému ma nizky bod tani podobny teploté lidského téla, a je tak pro ¢loveéka lehce
stravitelny [10]. DillezZitou roli hraje také jako nosic¢ latek rozpustnych v tucich — karotenoidi,
vitaminu (A, D, E a K) a tékavych aromatickych latek [9].

Podil tuku v syrech je uvadén jako obsah tuku v suSin¢€. Nelze ho vztdhnout k celkové
hmotnosti syra, protoze béhem zrani ubyva ztratou vody jeho hmotnost, nikoliv susina [5].
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2.1.1.3 Sacharidy

V malém mnozstvi, ale nemén¢ dulezita, je v syru zastoupena laktosa neboli mlé¢ny cukr. Tento
disacharid je podstatné méné sladky neZ sacharidy, ze kterych se sklada (galaktosa a glukosa),
a proto ani samotné mléko neni pfili§ sladké [4, 5].

Dulezitost laktosy spociva v pfeméné na kyselinu mlécnou a dal$i produkty fermentace.
St&pi se na piislusné monosacharidy pouze po hydrolytickém pusobeni laktasy. Nasledné
dochazi k fosforylaci, rozstépeni fosforylovanych hexos na dvé triosy a dalSim pfeménam az
po vznik kyseliny pyrohroznové. Po pfijeti vodiku se pfeméni na kyselinu mlé¢nou [4, 5, 8].

2.1.1.4Vitaminy a mineralni latky

Velky vyznam maji 1 minerdlni latky, ptredevSim vapnik, jehoZz obsah je zavisly na
technologické vyrobé jednotlivych druhii syri. Cim vice plisobi pii zpracovani syfeniny
enzymatické sraZeni, tim vyssi je obsah vapniku ve vyrobku. Vapnik podporuje kvalitni stavbu
kosti a zubtli, a podili se na procesech laitkové vymény. U vSech typli syrii jsou obsazeny
vitaminy skupiny B. Pouze u tu¢nych syrt se vyskytuji vitaminy rozpustné v tucich A a D [3, 5].

2.1.2 Rozdéleni syria

Podstatou experimentéalni Casti této bakalarské prace bude analyza syrt s bilou plisni na
povrchu. V nasledujicich kapitolach je nejprve uvedeno celkové rozdéleni a technologie vyroby
riznych typia syru. Zvlastni pozornost je vénovana syram plisnovym.

Pro rozdéleni syrti neexistuje zadné jednozna¢né kritérium a je tak velmi komplikovanou
zélezitosti. Mnoho druhiit miizeme zatadit do jedné ¢i vice skupin podle riiznych kritérii a nelze
je tak jednoznaéné roziadit do jedné skupiny [8].

Mezi zakladni rozdéleni syra patii déleni podle vySe zminéného typu srazeni mléka na:

o sladké,
e kyselé [2].
Obe¢ skupiny se souhrnné oznacuji jako syry piirodni [2, 10].

Podle druhu pouzitého mléka se mohou syry Klasifikovat na kravské, ovéi, kozi nebo syry
ziskané ze syrovatky [2].

Podle sortimentu a pouzité suroviny se rozliSuji syry:
piirodni,
tavené,

imitace syra ptipravené rekonstituci slozek mléka a mlécnych surovin,
syry s nahradou mlé¢ného tuku rostlinnymi tuky [3].

Ptirodni syry se vyrab¢ji z mléka a jsou zaroven hlavni surovinou pro vyrobu tavenych syria
za pouziti tavicich soli a vyssich teplot [8].
Podle obsahu susiny:
o tvrdé,
o mekke [2].
Hlavnim rozdilem mezi témito skupinami je procentualni obsah vody. Tvrdé syry mohou
obsahovat maximalné 45 % vody, naopak mekké syry minimaln¢ 45 % vody [2].
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Podle zptsobu zrani rozeznavame syry:

e nezrajici véetné tvarohii:
- cerstvé,
- termizované,

e zrajici:
- od povrchu do vnitini hmoty syra (syry s mazem),
- prevazné v celé hmoté,

e plisnove:
- s plisni na povrchu a speciality s plisni na povrchu i uvnitt tésta,
- s plisni uvnitf tésta [1].

2.1.3 Piirodni syry

Ptirodni syry jsou ur¢eny k piimé konzumaci ¢i jinému uziti. Mizeme je popsat jako hotové
vyrobky, které lze dale zpracovavat na syry tavené nebo je jinak technologicky upravit. Jedna
se o velice riznorodou skupinu, ktera se déli na dvé hlavni skupiny kyselych a sladkych syrii,
a na mnoho dalsich podskupin [10].

2.1.3.1 Kyselé syry

Oznaceni kysel¢é syry ziskala tato podskupina podle kyselého zptisobu srazeni bilkovin mléka
kyselinou mléénou a ¢innosti mikroorganismti ¢istych mlékatrskych kultur. Vyrabéji se z
odtu¢néného mléka, jelikoz by jinak mohlo dojit ke vzniku roztékavé konzistence. Béhem
vyrobniho procesu dojde k vysrdaZeni mléka, vzniku srazeniny a samovolnému odkapani
syrovatky. V tomto kroku vznika jako hlavni meziprodukt tvaroh [10].

Typickym zastupcem kyselych syrt jsou Olomoucké tvartizky [2]. Béhem jejich zrani
dochazi k oxidaci kyseliny mlé¢né kvasinkami. Vytvoii se tak méné kyselé prostiedi pro
mikroorganismy produkujici proteolytické enzymy, pomoci kterych stépi bilkoviny syra.
Kysel¢ syry zraji postupné¢ od povrchu dovnitf za stabilni teploty a vysoké vlhkosti
vzduchu [10].

2.1.3.2 Sladké syry

Sladké syry zaujimaji nejvétsi postaveni v syrafském primyslu. Na jejich vyrobu je potieba
mléko prvotiidni kvality. Vyrabéji se srazenim bilkovin mléka pomoci enzymatickych sytidel.
Nasledné jsou ptidany kultury mikroorganismi typické pro dany druh syra. Pti sraZzeni syfidlem
vznika tzv. syfenina s chuti sladkého mléka, jelikoz nedoslo k prokysani [2, 10].

Na zaklad€ rlizného zpracovani syfeniny ¢i zpiisobu zrani 1ze sladké syry rozdélit na dalsi
podskupiny:
tvrdé,
polotvrdé,
mekkeé,
bilé,
plisnové [10].

Tvrdé syry se dale déli na syry s vysokodohtivanou syfeninou, jako jsou syry ementalského
typu ¢i typu moravsky bochnik, nebo s nizkodohiivanou syfeninou, kam fadime syry
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eidamského a cedarového typu. Polotvrdé syry tvofi mezistupenn mezi syry tvrdymi a
meékkymi [11].

Pfi vyrobé mekkych syra se syfenina po nakrajeni nezahtiva. Lisuje se pouze vlastni vahou
a konzistence je mékka. Mekké nezrajici syry se po zformovani soli, U mékkych zrajicich syrt
dochézi naopak k daliim biochemickym procesim béhem zrani. Radime sem napiiklad
tvarohové a smetanové syry [12].

Pojmenovani bil¢ syry vzniklo podle typického bilého zbarveni syrového tésta, které je misto
zrani ulozeno do solného nalevu, a obsahuje tak vysoky podil soli. Patti do skupiny nezrajicich
syri. Hlavnim zastupcem jsou mékké bilé syry Feta ¢i Balkansky syr [11].

2.1.4 Plisiiové syry

Plisnové syry jsou podskupinou sladkych syrt. Lisi se pfedev§im pouzitim specialnich kultur
plisni rodu Penicillium. Podili se na rozkladu zékladnich slozek mléka a ovliviwji tak chut,
konzistenci a vzhled syrd. Podle druhu plisné a zptisobu ristu je rozdélujeme na syry s plisni
v tésté a syry s bilou plisni na povrchu [10].

2.1.4.1 Syry s plisni v tésté

Hlavni charakteristikou je modrozelené mramorovani tésta zpisobené plisni Penicillium
roqueforti. Pfidava se do syrového zrna a svou biochemickou ¢innosti vytvaii vyraznou chut’ a
aroma. Aby plisen snaze prorostla celym objemem, syr se propichuje sadou specialnich jehel.
Nejznaméjsim piedstavitelem je ov¢i syr Roquefort zrajici ve sklepech Roquefortu. Dale pak
italskd Gorgonzola nebo ¢eska Niva [1, 13, 14].

2.1.4.2 Syry s bilou plisni na povrchu

Jak uz z nazvu vypovida, typickym znakem je bila pliseii na povrchu syra. Maji vysoky obsah
tuku, aby bylo dosazeno jemné, mékké, ale neroztékavé konzistence. Uvnitf se mohou
vyskytovat drobné dutinky, houbovita nebo tuhd konzistence neni Zadouci. Mezi hlavni
zastupce patii francouzské syry Camembert nebo De Brie. U nds se vyrdbéji pod znackou
Hermelin, jelikoz se jedna o chranéna oznaceni [10].

Plistiova camembertska kultura (Penicillium camemberti) se ockuje pfimo do mléka pted
syfenim, postfikem na povrch syra nebo je obsazena ve vodég, ve které se syry namaci. Vytvari

bélavy porost a svou enzymatickou cinnosti dava specifickou Zampionovou chut a
aroma [13, 18].

2.2  Technologie vyroby sladkych syri

v v

zapotiebi vyuzit velmi kvalitnich surovin pro ziskani kvalitniho produktu. V naSich oblastech
je zakladni surovinou kravské mléko, méné casto mléko ov¢i a kozi. Technologické operace a
dalsi vyrobni postupy jsou u vétSiny syrtt obdobné. Odlisnosti kone¢nych vyrobkti se projevuji
uz nepatrnou zménou v procesu. Vyroba zrajicich syrti je Casové i1 technologicky sloZité&jsi nez

u syri nezrajicich [1, 8, 12].
Cely proces zacCind pifijmem mléka, znéhoz je tfeba odstranit necistoty ridznymi
technologickymi operacemi — filtraci nebo centrifugaci. Tato ¢ast vyroby se nazyva Uprava
13



mléka pred syfenim. Nasleduje ptidavek zakysovych kultur, syfidla za vzniku srazeniny a jeji
nasledné zpracovani. Nakonec se sladké syry formuji, soli a nechdvaji se zrat po urcitou dobu,
pti které dochazi k riznym fyzikalnim i biochemickym zménam [1, 8].

2.2.1 Technologicka a mikrobiologicka kvalita mléka

Naroky na kvalitu zpracovaného mléka mohou byt rozdilné. Kyselé syry nevyzaduji mléko
takové kvality jako urcité druhy jemnych sladkych syrii. Kvalitou mléka rozumime predevsim
jeho syfitelnost a kvasnost urenou chemickym sloZenim, chutovymi a aromatickymi
vlastnostmi nebo obsahem mikroorganisma [1, 8, 12].

Kvasnosti mléka nazyvame soubor vlastnosti, které vytvari vhodné prostiedi pro ¢innost
bakterii mlééného kvaseni. Vznik pevné syfeniny se oznacuje jako syfitelnost mléka. Syienina
vznika za pomoci vhodnych syfidel se schopnosti koagulovat mléko v kyselé oblasti. Oba jevy
mohou byt vyrazné€ ovlivnény chemickym slozenim mléka — obsahem tuku a kaseinu. Ty
ovliviiuji obsah tuku v susiné a vyslednou vytéznost syra [8, 12].

Pro ziskani nejkvalitnéjSich syril je nutné zajistit 1 mikrobiologickou kvalitu mléka, které by
mélo obsahovat co nejméné termorezistentnich a koliformnich bakterii. K zajiSténi zdravotni
nezavadnosti mléka se pti vyrobé vyuziva pasterace. Pfezivaji pouze nékteré termorezistentni
druhy bakterii zpusobujici vady chuti a viné [8, 12].

2.2.2 Uprava mléka pied syfFenim

Mechanické necistoty jsou odstraniovany pomoci filtrace a centrifugace. Mikrofléra mléka a
pritomné enzymy jsou ovlivilovany pomoci pasterace, baktofugace ¢i mikrofiltrace. Pasterace
mléka zarucuje zdravotni nezavadnost vyrobkt a je nezbytna v ptipadech, kde mléko nenabyva
nejvyssi kvality. V syraifském pramyslu se vyuziva zejména Setrné pasterace, aby doslo k co
nejmensimu zhorseni syfitelnosti. Této zmeéné nelze Gpln€ zabranit, a proto se do mléka pridava
chlorid nebo mlé¢nan vapenaty. DalSimi aditivnimi latkami jsou dusi¢nan draselny, ktery
zamezuje dufeni syra a piirodni barviva annato ¢i karoten [1, 12].

Nasleduje tprava tu¢nosti mléka, jelikoz kazdy syr ma charakteristickou hodnotu tuku v
susing. V pribéhu pasterace se provadi standardizace mléka, pti které se smisi takové podily
odstfedéného a tuéného mléka, aby kone¢ny vyrobek odpovidal ptislusnym hodnotam tuku v
susiné [8].

Dalsim dalezitym krokem je ockovani pasterovaného mléka ¢istymi mlékatskymi kulturami,
které zajisti spravny prubéh syieni a zrani. Zakladni kulturou pro vSechny druhy sladkych syrt
je smetanovy zdkys. U tvrdych syrii s vysokodohtivanou syfeninou se zakys dopliuje
ementalskou a propionovou kulturou, p¥i vyrobé Cedaru se piidava ¢edarova kultura. Plisiiové
syry vyuzivaji krom¢ smetanového zakysu plisnovou kulturu Penicillium roqueforti (syry s
plisni v tést€) nebo kulturu Penicillium camemberti (syry s plisni na povrchu) [14].

V posledni fazi tiprav se mléko zahtfiva na danou teplotu v syrafskych kotlich a vanach, ve
kterych dochazi zaroven i k jeho syieni [8].
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2.2.3 Syreni mléka

Jak uz bylo vySe zminéno, pii vyrob¢ prirodnich syrti se uplatiiuji dva typy srazeni. Sladké
srazeni mizeme rozdélit do tii fazi— primarni, sekunddrni a terciarni. Podstatou primarni
(enzymatické) faze je Stépeni peptidové vazby tvofené aminokyselinami ve frakei k-kasein
pomoci enzyml za vzniku para-k-kaseinu a glykomakropeptidu. Dochéazi k destabilizaci
kaseinovych micel, které jsou citlivé na pfitomnost vapenatych iontl. Viskozita mléka klesa a
vznikaji nové micelarni utvary spojené hydrofobnimi vazbami. V sekundarni (koagula¢ni) fazi
dochézi k seskupovéani parakaseinovych micel a k tvorbé gelové struktury za p¥itomnosti Ca?*
iont. Micely se nejdiive zafadi do fetézch a poté vytvori trojrozmérnou gelovou sit’. Pribéh
primarni a sekundarni faze je zobrazen na Obr. 2. Nasleduje synereze neboli smr§tovani gelu
za uvolnovani syrovatky a utuzeni srazeniny. Posledni terciarni fize ovliviiuje zrani syrt
proteolytickym puisobenim zbytkd sytidla [1, 4].

- _ |
kaseinova micela i » para-k-kasein + glykomakropeptid
(priméarni, enzymatickd faze)
2+
Ca ,220°C
(sekundéarni, neenzymatickd faze)
koagulum (gel)

Obr. 2: Sladké srdzeni — primarni a sekundarni faze [4].

Priibéh syfeni mléka je ovlivnén mnozstvim enzymi, vapenatych soli, kyselosti mléka 1
teplotou procesu. Cim mensi chceme obsah syfeniny v syrovatce, tim krat$i musi byt doba
syfeni a naopak. U tvrdych piirodnich syri se tedy voli zna¢n¢ krats$i doba syfeni nez u syri
mekkych [8].

2.2.4 Zpracovani syfeniny

Hlavnim cilem tohoto procesu je vytvoreni syrovych zrn a oddé¢leni syrovatky. Srazenina
vznikla syfenim se krdji ve chvili, kdy se stdvd dostatecné tuhou, pevnou a lom syfeniny
vykazuje ostré hrany [1, 8].

Rozkrojenim syfeniny se uvolituje syrovatka. Syfenina se opatrné promichava a kraji v
syraiském kotli tzv. harfou na mensi ¢asti, aby rychleji ztuhla. Nesmi se v§ak rozbit na syrovy
prach, ktery by se ztracel spolu se syrovatkou [8].

Mezi dal$i operace patii dohtivani a dosouseni, kterého se vyuziva u polotvrdych a tvrdych
syri. Dohiivanim se zvysi teplota syfeni na dosouseci teplotu, kterd se lisi podle typu syra a
pozadované susSiny. U nékterych druhti syrii (gouda, eidam) se mizeme setkat s pranim
syrového zrna. Prani zplisobi, Ze se snizi obsah laktosy a dojde pouze k malému poklesu pH [1].
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2.2.5 Formovani

Syry, které se dostavaji k béznému spotiebiteli, maji az na vyjimky svij typicky tvar a velikost,
které ziskavaji formovanim do rtznych tvofitek. Jejich tikolem neni pouze dodat syrovym
zrnim pozadovany tvar, ale také je oddélit od syrovatky. Syrovatka mize bud’ pomalu protékat,
nebo se odstranuje lisovanim. Samovolné odkapavani zpisobuje vaha syfeniny a je nutné syry
pravidelné obracet. Pfi lisovani se vyuziva dodaného tlaku pro rychlejsi odstranéni syrovatky.
Na rozdil od volného uvolnovani syrovatky, kdy na povrchu vznikd jemna, hladka, celistva
vrstvicka, se pisobenim tlaku vytvari pevna, tuha kirka [1, 8].

To, jaky zplisob vyuZzijeme pii formovani syri, je zavislé predevsim na jeho typu. Lisovani
vlastni vahou je typické pro mékké syry, naopak pro tvrdé a polotvrdé syry se vyuziva
lisovacich zafizeni. Syrova zrna syri tvoficich oka nesméji byt v kontaktu se vzduchem, nebot’
by se zcela nespojila. Obsahuji hladké dutinky vzniklé pomoci oxidu uhli¢itého pfi zrani. Syry,
které maji uzavienou strukturu, obsahuji nepravidelné a drsné dutinky zptisobené¢ mechanickou
¢innosti pti lisovani [1].

2.2.6 Soleni

Soleni syrit je dulezity krok ovliviujici celou fadu vlastnosti. Vyznamné zlepSuje chut
kone¢ného vyrobku, zpeviiuje texturu, tvar a ma vliv na aktivitu enzymu a kultur v posledni
fazi vyroby. Obsah soli v syrech je v rozmezi 0,5-2 % [1, 8].

Cely proces je velmi jednoduchy a probiha dvojim zptisobem. Prvnim z nich mtize byt soleni
v soln¢ 1azni. Syry se nalozi do solné¢ho roztoku na dobu v fadu minut az dna. Probihajici diftize
zpusobi pfechod soli do tésta a syrovatky do roztoku. Druhy zpiisob zahrnuje rovnomérné
roztirani a posypavani soli po povrchu syra. Probiha postupné, aby se nevytvofila sland krusta
a n¢kolikrat se opakuje [8].

2.2.7 Zrani a biochemické zmény p¥i zrani syra

Vsechny syry s vyjimkou téch, které se konzumuji Cerstvé, podléhaji poslednimu procesu v
syraiské vyrobni technologii, a to zrani. Tento pojem zahrnuje vSechny biochemické, fyzikalni
i mikrobiologické procesy ménici strukturu, barvu, konzistenci, a tvotici predevsim typickou
chut’ a vini [4].

Rozezndvame dva typy zrani podle zplisobu rozkladu bilkovin. V primarnim (anaerobnim)
zrani se rozkladaji bilkoviny velmi pomalu pouze na aminokyseliny a probihd v celém rozsahu
syra. V sekundarnim (aerobnim) zrani se $t€pi aerobnimi mikroorganismy rychle na amoniak,
oxid uhli¢ity a vodu. Prochdzi pomalu od povrchu dovniti a vytvaii charakteristicky maz [8].

Vznik charakteristickych senzorickych vlastnosti zpiisobuje pieména tii zékladnich slozek
mléka — laktosy, mlééného tuku (lipolyza) a bilkovin (proteolyza). Za vSechny procesy jsou
zodpovédné enzymy, mezi které fadime proteolytické enzymy, lipasy Stépici triglyceridy a
enzymy rozkladajici aminokyseliny a mastné kyseliny vcetn¢ jejich derivata [4].

2.2.7.1 Pieména laktosy

Laktosa je fermentovana pii odkapavani syrovatky béhem formovani syrt neboli pfi tzv.
pfedbéZzném zrani. Rychlost prokysani syfeniny ovliviiuje strukturu a konzistenci Cerstvého
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syra. Jedna se o rozkladny proces, pifi kterém vznikd kyselina mlé¢na Stépenim laktosy
bakteriemi mlééného kvaseni. Vznikla kyselina mlé¢na se vyskytuje volné nebo ve formé
mlécénanu vapenatého, ktery ji opet neutralizuje a udrzuje vhodné podminky pro dalsi plisobeni
bakterii. Zaroven se stava Substratem pro vznik kKyseliny propionové a octové, oxidu uhli¢itého
¢i vody. Vznikly oxid uhli¢ity je dalezity pii vyrobé syri ementdlského typu a vytvari
charakteristicka oka [1, 8, 13].

2.2.7.2 Lipolyza

Mlécny tuk se pfeménuje prevazné u plisnovych syri diky produkei lipolytickych enzymi
plisnémi. P#i rozkladu lipidt lipasami se uvoliuji t€kavé mastné kyseliny jako jsou kyselina
maselnd, kapronova nebo kaprylova. Z niZSich mastnych kyselin vznikaji ketonové latky,
zejména methylketony, zodpovédné za vyrazné aroma a chut. Syry s bilou plisni na povrchu
obsahuji 5-10 % mastnych kyselin ve volné formé. Naopak u syra s plisni v tésté je lipolyza
rozsahlejsi, obsahuji az 25 % volnych mastnych kyselin [8, 13, 14, 16].

2.2.7.3 Proteolyza

Ptidavkem sytidla dochazi k postupné hydrolyze bilkovin za vzniku peptidii a aminokyselin.
Kasein se rozklada na parakasein, ktery se nasledné proteolyticky §tépi dvojim zplisobem. U
tvrdych syrt se rozkladd osi-parakasein, u syr s plisni na povrchu je degradovan
B-parakasein [16, 17].

Biochemicky rozklad bilkovin miizeme rozdélit do tii fazi:

e hydrolyticky rozklad parakaseinu na albumosy a peptony;

e rozklad albumos a peptonil na aminokyseliny;

e rozklad aminokyselin na nezadouci rozkladné produkty — amoniak, oxid uhli¢ity a

vodu [13].

V souvislosti s proteolyzou byly zavedeny pojmy rozsah a hloubka zrani. Rozsah zrani udava
pomér dusiku rozpustného ve vodé k celkovému dusiku. Hloubka zrani znamena pomér dusiku
aminokyselin a amoniaku k celkovému dusiku. Je vyznamna ptedevsim u plistiovych syrt. Cim
déle syry zraji, tim je hlubsi rozklad bilkovin [13].

2.2.8 Baleni

Poslednim krokem je baleni nékterych typl syri do ochrannych f6lii. Tvofi ochranu proti
kysliku a vodé, ale zaroven jsou propustné pro oxid uhli¢ity. Takto pfipravené syry zraji v
syrafskych klimatizovanych sklepech, kde se automaticky upravuje relativni vlhkost a teplota
dle konkrétniho druhu [8, 1].

2.3 Lipidy

Pojem lipidy oznacuje pocetnou heterogenni skupinu organickych latek biologického puvodu.
lipofilita neboli dobra rozpustnost v nepolarnich organickych rozpoustédlech jako je napiiklad
chloroform nebo hexan. Tvofi jednu z hlavnich zasobaren chemické energie u zivocichi a
rostlin. Jsou vyznamnou energetickou slozkou potravy heterotrofnich organismu [18, 19].
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2.3.1 Rozdéleni lipidi

Lipidy délime na jednoduché, slozené a odvozené (isoprenoidni). Jednoduché lipidy jsou estery
vys§ich mastnych kyselin a vyssich alkoholii. Radime sem zejména triacylglyceroly a vosky.
Slozené lipidy jsou takové latky, které obsahuji kromé téchto zakladnich slozek v molekule
jesté dalsi polarni slozku, ktera jim dodava amfifilni charakter. To znamena, ze jedna Cast
molekuly je hydrofobni a druhd hydrofilni. Takovymi lipidy jsou fosfoacylglyceroly,
glykoacylglyceroly a sfingolipidy, které se dale rozd€luji na sfingomyeliny, cerebrosidy a

RV T

prostaglandiny, steroidy, karotenoidy a lipofilni latky [18, 20].

Nekdy se mohou lipidy také délit do dvou skupin na zmydelnitelné a nezmydelnitelné. Do
zmydelnitelnych lipidi fadime ty, z nichz lze alkalickou hydrolyzou uvolnit soli mastnych
kyselin a obsahuji acylové zbytky vazané esterovou vazbou. Patii sem piedev$im neutralni
lipidy, jako jsou triacylglyceroly a polarni lipidy na bazi glycerolu nebo sfingosinu. Druha
skupina obsahuje zejména isoprenoidy [21].

2.3.1.1 Jednoduché lipidy

Molekuly lipidi se v buiikach bézné vyskytuji jako zasobni tuky a oleje. Oznacuji se jako
neutralni latky bez nabitych skupin a jako zcela nepolarni. JelikoZ spole¢nou slozkou jsou
mastné kyseliny, rozdily v chemickych vlastnostech a biologickych funkcich jsou zptisobeny
alkoholovou slozkou. Vétsina jednoduchych lipidua se fadi k triacylglycerolim [22, 23].

2.3.1.2 Triacylglyceroly

Triacylglyceroly (TAG) a jejich smési tvoti zaklad zivoc¢iSnych a rostlinnych tuki a oleji. Z
chemického hlediska jsou tyto nepolarni a ve vod¢ nerozpustné slouceniny tvofeny glycerolem
esterifikovanym tfemi mastnymi kyselinami (viz Obr. 3). Pokud obsahuji stejné mastné
kyseliny, nazyva se molekula jednoduchy TAG. Slozeny TAG obsahuje dvé nebo tfi riizné
mastné kyseliny [19, 22].

: H L0
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't H-C -0+ C - R,
0 | i
[ i
R—C—<=0-C-H
{ H-C-0+ C- R,
i l B
I

Obr. 3: Struktura triacylglycerolu; R1, R2, R3 znaci navazané mastné kyseliny [24].
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Fyzikalni vlastnosti jsou ovlivnény charakterem uhlikového fetézce odpovidajicim mastné
kyselin€. Obsahuji nerozvétveny fetézec prevazné se sudym poctem uhlikti. Prevlada kyselina
palmitova obsahujici 16 uhlikli a kyselina stearova se 14 uhliky v fetézci. Nasycené mastné
kyseliny se v molekule TAG mohou spojovat hydrofobnimi vazbami za vzniku stabilnich
struktur. Pfitomnost nenasycenych mastnych kyselin snizuje jejich teplotu tani, protoze maji
cis konfiguraci na dvojné vazbé. Ta zafixuje ohyb fetézce a znemozni jeho tésné piipojeni k
sousednimu fetézci. Dochazi ke snizeni van der Waalsovych interakcei, a tim ke snizovani bodu
tani mastnych kyselin a zvySovani tekutosti lipidi se zvySujicim se poctem dvojnych
vazeb [19].

2.3.1.3 Vosky

V biochemickém pojeti se jedna o latky, které maji podobné slozeni a vlastnosti jako vceli vosk.
Tyto estery vyssich mastnych kyselin a vyssich jednosytnych primarnich alkoholti vytvareji
tenkou vrstvu pokryvajici listy rostlin a ovoce. Jejich hlavni funkci je ochrana pted vodou z
vné¢jsiho prostiedi [23, 25].

2.3.1.4 SloZené lipidy

vvvvvv

strukturou i biologickym vyznamem. Molekula slozeného lipidu ma amfipaticky charakter,
kterym se podobaji tenzidim (povrchové aktivnim latkam). Je sloZena z nepolarni (hydrofobni)
¢asti tvofené mastnou kyselinou a alkoholem, na kterou je navazana jeji polarni (hydrofilni)
Cast, nejCastéji kyselina fosfore¢na, sacharid nebo dusikata baze [18, 20]. Diky svému
polarnimu charakteru se molekula lipidu orientuje na rozhrani voda—lipidovéa faze tak, Ze
hydrofilni ¢ast se orientuje do vodné faze a hydrofobni do faze lipidové. To umoziuje tvorbu
lipidovych dvojvrstev, které jsou zakladem biologickych membran [25].

Heterolipidy mizeme dé¢lit podle charakteru polarni slozky na fosfolipidy a glykolipdy.
Fosfolipidy ve své struktufe obsahuji dva zakladni typy alkoholi — glycerol a sfingosin.
Miizeme je dale rozdé¢lit podle obsahu alkoholové slozky na glycerofosfolipidy (glycerol) a
sfingofosfolipidy (sfingosin). Glycerofosfolipidy neboli fosfatidy jsou nejhojnéjsimi
fosfolipidy a tvoti hlavni slozky biomembran. Tyto amfifilni molekuly obsahuji dva hydrofobni
nepolarni fetézce zbytkli mastnych kyselin a hydrofilni polarni fosfdtovou ¢ast. V nizkych
koncentracich jsou ve vodé€ rozpustné, nad urcitou koncentraci se shlukuji do vétsich celkil
zvanych micely. Sfingofosfolipidy obsahuji jako zékladni sloZzku nenasyceny aminoalkohol
sfingosin. Sfingomyelin, nejrozsitenéjsi typ sfingofosfolipidu, je soucasti biologickych
membran a myelinového obalu nervovych bunék. Jeho tenzidové vlastnosti se uplatiuji pii
spravné funkci plic sniZzovanim povrchového napéti vody alveolarnich buné¢k [19, 25].

2.3.1.5 Odvozené lipidy

K odvozenym (isoprenoidnim) lipidiim patii steroidy, prostaglandiny, karotenoidy a vitaminy
rozpustné v tucich. Nejvyznamnéjsi slozkou jsou steroidy, mezi které fadime cholesterol. Ten
je soucasti zivocisnych plazmatickych membran a Vyznacuje se pouze slabym amfifilnim
charakterem. Diky jeho kondenzovanym cyklim zarucuje vét$i pevnost nez membranové

19



lipidy. Stava se tak latkou urcujici vlastnosti membran. Déle do této skupiny mizeme tadit
hormony a zlu¢ové kyseliny [20, 25].

2.4 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK), organické karboxylové kyseliny s dlouhymi alifatickymi
uhlovodikovymi fetézci, jsou vyznamnymi vyzivovymi slozkami lipidd a vyskytuji se ve vSech
druzich lipidu [26, 27]. Hraji dlezitou roli v metabolismu. Velké mnozstvi volnych MK neni
pritomno samostatné¢ v buiikdch, ale vyskytuji se jako soucast slozitéjSich lipidi. VétSina
piirozené se vyskytujicich MK ma sudy pocet uhlikii v fetézci, ktery se sklada typicky z 12 az
24 uhlikti. Sudy pocet uhlikii v fetézci je zptisoben biosyntézou z dvouuhlikatého prekurzoru
ve formé kyseliny octové. Ve vétsin€ z nich se vyskytuje linearni uhlovodikovy fetézec.
Vyjimku tvoii MK v bakteriich, které obsahuji rozvétvené nebo dokonce cyklické
struktury [27, 28].

K pojmenovani MK slouzi systematické, cast&ji pak trividlni ndzvy. Pro strucnost a
ptehlednost se vyuzivaji zkracené zapisy a schématické zkratky struktur MK ve formé N:M.
Cislo N udava podet atomd uhlikdi v fetézci a &islo M odpovida poétu dvojnych vazeb.
Konfiguraci dvojné vazby charakterizujeme pomoci znacky c (cis) nebo t (trans). Pokud
chceme uvést polohu dvojné vazby, pouziva se symbol A*%Y. Pismena v hornim indexu
odpovidaji uhlikovému atomu, u kterého dvojnd vazba zacina (karboxylovy uhlik je oznacen
jako "1"). Napiiklad kyselinu olejovou s jednou dvojnou vazbou pojmenujeme zkracenym

zapisem jako 18:1cA® a Kkyselinu linolenovou s tfemi dvojnymi vazbami
jako 18:3cA%1215[26, 28].

Jinym, alternativnim zptsobem je odk4zani dvojné vazby na tzv. o-uhlik (posledni uhlik v
fetézci), a-uhlik je uhlik vedle karboxylové skupiny. Tento zptisob udava polohu dvojné vazby
od konce fetézce, tedy od posledni methylenové skupiny. Kyselina linolenova je ptikladem »-3
MK s dvojnou vazbou na tfetim uhliku poc¢itaného od posledniho w-uhliku [27, 28].

MK se vyskytuji pii fyziologickém pH ve form¢ aniontu. Diky svému hydrofilnimu néboji
a dlouhému hydrofobnimu fetézci se chovaji jako amfipatické molekuly. Pti rozpousténi ve
vodé tvoii na rozhrani voda—vzduch slabé vrstvy. Svou karboxylovou skupinou (hydrofilni) se
orientuji do vody, naopak uhlovodikovy fetézec (hydrofobni) sméfuje do prostfedi vzduchu.
Pokud jsou MK v kontaktu s vodou, tvoti sférické micely, ve kterych jsou uhlovodikové fetézce
shlukovany uvnitt struktury. V pfitomnosti vody a olejovité latky se micely uskupuji okolo
olejovych kapicek a emulguji je, coz je principem rozpousténi mastnoty pomoci mydla [28].

2.4.1 Rozdéleni mastnych Kyselin

Podle pritomnosti dvojnych vazeb miiZzeme rozdé€lit MK v lipidech na nasycené a nenasycené.
Nasycené MK neobsahuji Zadnou dvojnou vazbu a vSechny uhliky uhlovodikového fetézce jsou
nasyceny vodikovymi atomy. Nenasycené MK miiZzeme déle rozdélit podle poctu dvojnych
vazeb na nenasycené¢ MK s jednou dvojnou vazbou (monoenové), MK s nékolika dvojnymi
vazbami (polyenové) a posledni skupinou jsou MK s tfemi dvojnymi vazbami a s riznymi
substituenty [25]. Dalsim rozdélenim mize byt tfidéni do dvou skupin podle poctu atomi
uhliku na niz$i MK (méné€ nez 10 atomt uhliku) a vys$si MK (vice nez 10, ¢asto vSak nejvice
24 atomu uhliku) [27].
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2.4.1.1 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny (SAFA — Saturated fatty acids) jsou bézn¢ obsazeny v piirodnich
lipidech s rovnym, nerozvétvenym fetézcem o sudém poctu uhlikti. Neobsahuji zddnou dvojnou
vazbu. Niz§i MK s kratkym fetézcem jsou obsazené ve vét§im mnozstvi typicky v mlééném
tuku. Jsou snadno stravitelné na rozdil od vyssich mastnych kyselin [26, 28].

Tab. 1. Vyznamné nasycené mastné kyseliny [26, 29].

Trivialni nazev | Systematicky nazev | Zkraceny zapis Hlavni vyskyt
maselna butanova 4:0 mlécny tuk
kapronova hexanova 6:0 mléény tuk
laurova dodekanova 12:0 kokosovy tuk
myristova tetradekanova 14:0 kokosovy tuk
palmitova hexadekanova 16:0 tuhé tuky (maslo, sadlo)
stearova oktadekanova 18:0 tuhé tuky (maslo, sadlo)

2.4.1.2 Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou

Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (MUFA — monounsaturated fatty acids),
jednoduseji monoenové, se od sebe lisi kromé poctu atomt uhliku také polohou dvojné vazby
a jeji prostorovou konfiguraci. U piirozenych MUFA nalezneme konfiguraci zpravidla cis,
malokdy pak trans, ke které dochazi pii ztuzovani tukd (hydrogenaci). Pokud jsou tyto
trans-kyseliny pfijimany v potravé, zabudovavaji se do strukturdlnich lipidi a zplisobuji
nezadouci U¢inky. Mezi nejznamé¢jsi MUFA fadime kyselinu olejovou, ktera se vyskytuje v
tucich zvirat [26, 28, 29].

Tab. 2: Vyznamné nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou [26, 29].

Trivialni nazev | Systematicka nazev | Zkraceny zapis Hlavni vyskyt

palmitoolejova hexadec-9-enova 16:1cA® rostlinné oleje
olejova oktadec-9-enova 18:1cA® olivovy, fepkovy olej
elaidova oktadec-9-enova 18:1tA° rostlinné oleje

2.4.1.3 Nenasycené mastné kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami

Nenasycené mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami (PUFA — polyunsaturated fatty acids),
nékdy nazyvané jako polyenové, se v pfirodnich lipidech vyskytuji velmi ztidka. V podstatném
mnozstvi pouze n€kolik druhli, naptiklad kyselina linolova. Pokud se u PUFA vyskytuji
konjugované vazby, lisi se od MK s izolovanymi dvojnymi vazbami svou reaktivitou a
fyziologickymi t¢inky. Nejvyznamnéjsi MK se tfemi dvojnymi vazbami je linolenova kyselina
(o-linolenova kyselina) a se étyfmi dvojnymi vazbami kyselina arachidonova [26, 29].

Vétsina MK miize byt syntetizovana v organismu. Existuji ale takové, které si organismus
syntetizovat nedokdze a mohou byt pfijimany pouze v potravé. Nazyvaji se esencidlni. Pro
¢lovéka je to kyselina linolova a a-linolenova [29].

Dilezitou vlastnosti PUFA je podléhani oxidaci v misté dvojné vazby. To tvofi hlavni
pri¢inu zluknuti potravin, ke kterému dochazi v disledku pisobeni mnoha faktori béhem
skladovani a zpracovani [29].
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Tab. 3: Nejvyznamnéjsi nenasycené mastné kyseliny s nekolika dvojnymi vazbami [26, 29].

Trivialni nazev Systematicka nazev ZKraceny zapis Hlavni vyskyt
linolova oktadeka-9,12-dienova 18:2cA%12 slune¢nicovy olej
o-linolenova | oktadeka-9,12,15-trienova 18:3cA%1215 slune¢nicovy olej
arachidonova | ikosa-5,8,11,14-tetraenova 20:4cA>811.14 fosfolipidy

2.4.1.4 Mastné kyseliny s tiremi dvojnymi vazbami a s riiznymi substituenty

MK se tfemi dvojnymi vazbami mohou byt rozvétvené, cyklické nebo mohou mit navazany
kyslikaté, sirné nebo dusikaté funkcni skupiny. Obecné je tato skupina MK v potravinarstvi

méné vyznamna. Pocetné nejhojnéjsi skupinou jsou MK s dalsi kyslikatou funkéni skupinou
neboli hydroxykyseliny. Vyskytuji v jedlych tucich jako sekundarni produkty oxidace [26].

2.5 Stanoveni mastnych kyselin v syrech plynovou chromatografii

Podstatou této prace je stanoveni obsahu volnych a vazanych MK v plisiiovych syrech. Volné
mastné kyseliny (VMK) jsou obvykle pfitomny v syrech ve velmi malém mnoZzstvi. Piesto hraji
dualezitou roli v jejich senzorickych vlastnostech. Tvofi se pti rozkladu lipidi a v mens$i mite 1
bilkovin béhem zrani syrt. V pribéhu let bylo navrzeno a zdokonaleno mnoho metod ke
kvantitativnimu stanoveni jednotlivych MK. Mezi nejpouzivanéjsi patii plynova
chromatografie (GC) [30].

V této praci se ke stanoveni MK v syrech vyuzivd metoda plynové chromatografie s
plamenovou ioniza¢ni detekci (GC-FID — Gas Chromatography with Flame lonization
Detector). V nasledujicich kapitolach je popsana instrumentace a princip metody stanoveni
mastnych kyselin.

2.5.1 Instrumentace plynové chromatografie

Principem metody GC je analyza tékavého vzorku v chromatografické kolon¢, ktery je unasen
proudem plynu (tzv. nosny plyn). Jednotlivé analyty se déli na zaklad¢ rozdilnych afinit se
stacionarni fazi. Latky vychdzejici z kolony indikuje detektor, z jehoz signdlu se urci druh a
kvantitativni zastoupeni slozek [31, 32].

Hlavni ¢asti plynového chromatografu jsou blize popsany v této kapitole. Patii mezi né zdroj
nosného plynu, davkovag, kolona, detektor, vyhodnocovaci zatizeni a termostat [31, 32].

2.5.1.1 Zdroj nosného plynu

Ukolem nosného plynu je unaseni vzorku kolonou, proto se voli inertni plyn, ktery neovliviiuje
separaci. Zarovenl by mél byt netoxicky a cenové piijatelny kvili vysoké spotfebé. Hlavnimi
zdroji nosného plynu jsou vodik, dusik, helium nebo argon. Plynovy chromatograf pouzivany
v této praci vyuziva dusik [31, 32].

2.5.1.2 Davkovaé

Kromé zavedeni vzorku do proudu nosného plynu zajistuje injektor odpateni vzorku.
Davkovani vzorku na kolonu probiha nej¢astéji injekénimi stiikackami ptfes septum a vyuziva
se nékolik metod nastiiku. Nastiik pomoci délice toku (split injection) je vhodny pro
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koncentrované roztoky, kde staci davkovat malé objemy vzorku. Naopak nésttik bez délice toku
(splitless injection), vyuzivany v této praci, davkuje velké objemy zfedéného vzorku [31].

2.5.1.3Kolona

Kolony v plynové chromatografii délime na naplnové s nosici pokrytymi kapalnou fazi, nebo
kapilarni se stacionarni fazi na vnitini sténé. Kapilarni kolony vyuzivané v tomto experimentu
se vyrabi z taveného kiemene, skla nebo plastu obalené polyimidovou vrstvou o délce 30 m.
Cim mensi ma kolona pramér, tim je stacionarni faze uZ§i a u¢innost vyssi, naopak kapacita
klesa [31].

Volba kolony zavisi na polarit¢ analyzovaného vzorku. Pokud stanovujeme nepolarni
slouc¢eniny, pouzivaji se nepolarni kapilarni kolony. V ptipadé€ polarnich a polarizovatelnych
molekul pak stiedné polarni kolony [31].

2.5.1.4 Detektor

Latky separované v koloné jsou detekovany detektory. Jakmile jimi protéka nosny plyn s
analytem, vysild signal zaznamendvany v zavislosti na Case, ktery pfevadi na méfitelnou
veli¢inu. Existuje mnoho druhii detektorii. Mezi nejpouZivangj$i patii tepelné-vodivostni
detektor (TCD — Thermal Conductivity Detector) nebo ioniza¢ni detektory, kam tadime
plamenové-ioniza¢ni detektor (FID — Flame lonization Detector) pouzivany v této bakalaiské
praci [31, 32].

Ve FID detektoru prochazi zionizovany plyn plamenem skrze elektrody. V pfitomnosti
stanovované slozky se zvysi ionizace a zvétsi se elektricky proud. Jako nosny plyn se vyuziva
dusik, ktery se pied vstupem misi s vodikem jako palivem. Detektor je velmi citlivy, pfedevsim
na organické latky (uhlovodiky), které se §tépi na radikaly a oxiduji se. To zpusobi pfenos

naboje mezi elektrodami a vznik signalu. Citlivost detektoru roste s po¢tem uhlikovych atomut
v molekule [31].

2.5.1.5 Termostat

Pro stanoveni vzorku plynovou chromatografii je nutné, aby byl vzorek v plynném stavu po
celou dobu analyzy. Je nutné zajistit dostatecné vysokou teplotu davkovace, kolony 1 detektoru
pomoci termostatu [31].

2.5.2 Extrakce a izolace

Samotné identifikaci VMK piedchazeji dalsi dalezité kroky. Nejprve je nutna extrakce lipida
ze vzorku. Pro extrakci vzorku syra existuje nékolik variant. Pfikladem muze byt extrakce
syrové hmoty okyselené kyselinou sirovou pomoci diethyletheru. Metoda neni vhodna pro
ziskavani niz§ich VMK, jelikoZ dochazi ke snizovani kvantitativniho vysledku pfi rozdélovani
mezi organickou a vodnou fazi [30].

Dale se ziskany lipidovy extrakt frakcionuje pro zisk VMK pomoci napt. sloupcové
chromatografie, ktera vyuziva nosie jako kyselinu kiemicitou a hydroxid sodny, silné
aniontoméni¢ové pryskyfice nebo oxid kiemicity. Své misto pfi izolaci si také ziskal
tetramethylamonium hydroxid, ktery prevadi VMK na TMA-mydla a nasledn¢ na methylestery
mastnych kyselin [30].
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2.5.3 Derivatizace a vznik methylesteri mastnych kyselin

Pokud chceme metodou GC analyzovat vzorek syra, je zapotiebi ho nejdiive upravit, aby mohl
byt nanesen na kolonu v plynném skupenstvi. Vétsina MK neni tékava a je nutna jejich preména
na methylestery mastnych kyselin (MeMK) neboli derivatizace. Teplota injektoru, kterym se
davkuje vzorek na kolonu, musi byt takova, aby doslo k okamzitému odpatfeni vzorku.
Esterifikaci 1ze provést za bazické nebo kyselé katalyzy. V této praci je pouzita, vzhledem
k moznosti stanoveni VMK, kysele katalyzovana esterifika¢ni reakce (viz Obr. 4) [33, 34].

Re—— C —" R ~ R — - :
B = = \ - S R >
N Necss i N
OH OH; +0— o
Step 1 ‘ Step 2 Step 3 OR
R
Ivlastnd kyselina Protonovand kyselina Meziprodukt Ester

Obr. 4: Kysele katalyzovana esterifikace [33].

Pfevedeni VMK na MeMK za kysel¢ katalyzy se provadi pouzitim methanolu v pfitomnosti
kyseliny sirové nebo toxického fluoridu boritého jako katalyzatord. Mechanismus spociva v
protonaci kyseliny methanolem za tvorby meziproduktu, ktery nasledné ztraci proton a vznika
MeMK. Reakce je vratna, ale zaroven je zapotiebi pfebytku methanolu a bezvodé prostredi.
Voda je silnéjsim donorem elektronu nez methanol a nevznikal by potiebny meziprodukt [ 33].

Dalsi moznosti je vyuziti tetramethylamonium hydroxidu jako esterifika¢niho ¢inidla. Pti
derivatizaci tvoii amoniové soli karboxylovych kyselin, které se pti zahi'ati rozkladaji za vzniku
trimethylaminu a MeMK. Bylo prokazano, Ze amoniové soli ptislusnych kyselin se vytvareji
uz pii pokojové teploté. Jsou davkovany na kolonu injektorem pfi teploté okolo 365 °C. Dojde
k jejich odpafeni a vzniku potiebnych MeMK. Tato metoda neni pifiliS§ vhodnd ke
kvantitativnimu stanoveni VMK. Vytézky MeMK nejsou vzdy uspokojivé, ale jsou dostacujici
pro kvalitativni analyzu VMK [33].

Jako alternativni esterifikacni ¢inidlo Ize pouzit také
trimethyl(a,a,0-trifluoro-m-tolyl)amonium hydroxid poskytujici lepsi odstupujici skupinu pro
ptipravu MeMK. Jeho velkou vyhodou je snizeni teploty potiebné pro methylaci v injektoru,
ale také nizsi alkalicky charakter a lepsi zisk PUFA [33].
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Obrazek 5 Struktutra trimethyl(a, a, a-trifluoro-m-tolyl)amonium hydroxid [33].

2.5.4 Stanoveni mastnych Kkyselin v syrech vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii

Pro stanoveni MK existuji rizné druhy chromatografickych metod. Jiz zminénou GC, ktera
vynika separa¢ni u¢innosti, nelze vzdy vyuzit. Je-li potteba shromazdit frakce eluentt pro dalsi
analyzu nebo stanovit tepelné¢ labilni slouceniny, vyuziva se vysoko ucinné kapalinové
chromatografie (HPLC — High performance liquid chromatography). Vyhodou je nastaveni
selektivity separace volbou stacionarni faze nebo sloZzenim mobilni faze [32, 36].

Samotna separace probiha v chromatografické koloné€. Mobilni fazi tvofi polarni
rozpoustédlo ethanol. Je davkovana pomoci ¢erpadla pii stalém pratoku kolonou za ptisobeni
vys$siho tlaku pro dostateénou rychlost analyzy. Stacionarni fazi jsou oktadecylové skupiny
navazané na silikagelu [32].

MK se navzajem lisi svou velikosti hydrofobnich fetézct, proto se k jejich stanoveni vyuziva
chromatografie s pfevracenymi fazemi. Je zalozena na nepolarnich interakcich mezi analytem,
mobilni a stacionarni fazi. Latky s vétSimi molekulami maji vétsi afinitu ke stacionarni fazi, v
kolong se drzi silngji a jejich retenéni ¢asy jsou delsi. Latky s vysokou afinitou K mobilni fazi
se v koloné zadrzuji pouze kratkou dobu, takze reten¢ni ¢as je kratsi [32, 36].

Ke stanoveni metodou HPLC se vyuziva aerosolovy detektor rozptylu svétla (ELSD —
Evaporative Light Scattering) vhodny pro latky neobsahujici chromofory [32, 36].

2.5.5 DalSi mozZnosti stanoveni mastnych kyselin v syrech

Kolorimetricka metoda méfeni VMK kyselin v potravinaiskych vyrobcich je vhodna pro
rychlou analyzu velkého mnoZstvi vzorkli. MK se stanovuji v benzoovém roztoku lipidii za
pouziti barviva Rhodaminu 6G. Cinidlo vytvaii barevné komplexy extrahovatelné do
nepolarniho rozpoustédla a stanovuji se spektrofotometricky [37, 38].

Kapilarni zoénovou elektroforézou jsou stanovovany VMK s dlouhymi uhlovodikovymi
fetézci. V soucasnosti jsou stanovovany pomoci GC nebo HPLC. Jejich velkou nevyhodou je
ale nutnost derivatizace, pti které dochazi k fedéni, kontaminaci a ztrat¢ vzorku. Nedostatky
jsou eliminovany pouzitim bezvodych médii v kapilarni zonové elektroforéze [39, 40].
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Spektrofotometrickou metodou lze stanovit MK s nékolika dvojnymi vazbami, které po
izomeraci v alkalickém prostfedi tvofi konjugované dvojné vazby. Ty poté vytvari
charakteristicka absorp¢ni spektra v ultrafialové oblasti. Tato metoda slouzi pouze ke stanoveni
ptitomnosti konjugovanych MK, ne ke stanoveni ptesného mnozstvi [41].
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3.1.5

3.1.6

EXPERIMENTALNI{ CAST
Chemikalie a laboratorni vybaveni

Laboratorni pomiicky

Bézné laboratorni sklo

Automatickd mikropipeta

Struhadlo, ntiz, Spachtle

Vialky

Parafilm PECHIENY PLASTIC PACKAGING

Chemikalie pro extrakei lipidi

Kyselina chlorovodikova 35 % p.a., Lach:ner, Ceska republika
Ethanol 96 % obj. p.a., AnalaR-NORMAPUR, Francie
Diethylether p.a., PENTA, Ceska republika

Petrolether p.a., LACHEMA, Ceska republika

Chemikalie pro pripravu methylesteri mastnych Kyselin

Bortrifluorid methanolicky roztok 10 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Isooktan p.a., SIGMA-ALDRICH, Némecko

Chlorid sodny p.a., PENTA, Ceska republika

Siran sodny bezvodny p.a.

Destilovana voda, FCH VUT

Methanol p. a., Lach:ner, Ceska republika

Hydroxid sodny p. a., ML Chemica, Ceska republika

Chemikalie pro stanoveni mastnych kyselin

Hexan p. a., Lach:Ner, Ceska republika

Standart methylestertt mastnych kyselin, Supelco™ 37 Component FAME Mix

Laboratorni pristroje

Vodni lazen se stojanem, Julabo TW 2, Némecko

Analytické vahy GR-202-EC, HELAGO, Italie

Topné hnizdo 100 ml, BRNENSKA DRUTEVA v.d., Ceska republika
Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S. p. A.,

plamenoveé-ionizaénim detektorem, splitless injektorem a kapilarni kolonou

DB-WAX o rozmérech 30 m x 0,32 mm x 0,5 um
Vakuova rotacni odparka, KIKA WERKE, Némecko
PC — pracovni stanice, POWER PROFIT

Digestor

SuSarna, Memmert

Lednice

Plyny pro plynovy chromatograf

Vodik 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem
Dusik 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem
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e Vzduch 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem
3.2 Pracovni postupy pouzitych metod

3.2.1 Priprava vzorkii k analyze

Ze vzorku byla odstranéna slaba vrstva povrchové plisné. Syr byl najemno nastrouhdn na
struhadle, promichan a uchovan v prachovnicich. Na analyzu byl navazen 1 g vzorku s piesnosti
na Ctyfi desetinnd mista a kvantitativné preveden do zkumavky pro extrakei.

3.2.2 Extrakce lipidi ze vzorku syra (CSN EN ISO 1735:2005)

Ptiprava vzorku k analyze: odstrani se kiira nebo povrchova vrstva syra (vzorek syra je ve formé
obvyklé konzumace). Syr se nastrouhd na jemném struhadle a uchovava se v uzaviené
prachovnici az do doby analyzy (nejlépe tentyz den). Pied analyzou se syr promichd, do
zkumavky se navazi 1Qg Spiesnosti na Ctyfi desetinnd mista, ptida se 5 ml kyseliny
chlorovodikové a smés se nechd zahtivat ve vodni 1azni pti 80 °C aZ do Gplného rozpusténi syra
(zména barvy roztoku na tmavé fialovou, cca 10 min.), ndsledné se smés ochladi pod tekouci
vodou. Po ochlazeni se smés pomoci 5 ml ethanolu kvantitativné prevede do délici nalevky. Ke
smési se postupné piida 9 ml diethyletheru a 9 ml petroletheru, po kazdém ptidavku se smés
mirné¢ promichéa a protiepe po dobu 1 min. Poté se nechd odstat (pii laboratorni teploté cca
22 °C; minimaln¢ 30 min), dokud neni horni faze ¢ira a zietelné oddélena od vodné faze — prvni
extrakce. Po této dob¢ se horni faze odebere pipetou do vysusené a predem zvazené destilacni
banky s kulatym dnem (100 ml). Nasledné se provede druhd a tfeti extrakce obdobnym
postupem, ale s polovicnim mnozstvim rozpoustédel (4,5 ml diethyletheru a 4,5 ml
petroletheru). VSechny ti1 extrakty se spoji a rozpoustédlo se odpaii na vakuové rotacni odparce
pii teploté do 40 °C. Mnozstvi tuku se zjisti gravimetricky — zvazenim vyextrahovaného tuku
na analytickych vahach s presnosti na 0,000 1 g a odectenim hmotnosti Cisté destilacni barky.

3.2.3 Kysela esterifikace s bortrifluoridem jako katalyzatorem — TAG

Do destila¢ni banky se kvantitativné pievede veskery vyextrahovany tuk. Ptidaji se 4 ml
methanolického roztoku hydroxidu sodného (¢ =0,5mol-I') a varny kaminek. K barice se
ptipoji zpétny chladi¢, vlozi se do topného hnizda a obsah baiiky se vafi pod zpétnym
chladi¢em, dokud nevymizi kapicky tuku. Kazdych cca 30 sekund je potteba baiiku jemnymi
krouZzivymi pohyby promichat, jinak se na sténé banky tvoii pevny krouzek hydroxidu sodného.
Tento krok obvykle trva 5 az 10 minut. Poté se do vrouci smé&si pies zpétny chladi¢ ptida 5 ml
methanolického roztoku bortrifluoridu a pokracuje se ve varu (celkova doba od zafatku varu
30 min). Poté se do vrouci smési ptes horni konec chladi¢e pfidaji 3 ml isooktanu, destilaéni
barika se vyjme z topného hnizda a var se zastavi. Ihned, bez jakéhokoli chlazeni, se ptida do
smési 20 ml nasyceného vodného roztoku chloridu sodného, bainka se uzavie a protiepe
15 sekund. Poté se ptida vétsi mnozstvi nasyceného vodného roztoku chloridu sodného tak, aby
hladina kapaliny doséhla hrdla batiky a §lo rozeznat rozhrani dvou fazi. Barika se pro odd¢leni
fazi necha 5 minut odstat. Z horni isooktanové vrstvy se odeberou 2 ml do 4 ml vialky. Piida
se malé mnozstvi bezvodého siranu sodného, aby se odstranily stopy vlhkosti. Z takto
ptipraveného roztoku se odebere 1 ml do vialky k analyze na plynovém chromatografu.
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P¥iprava methanolického roztoku hydroxidu sodného (¢ = 0,5 mol 1)

Za mirného zahtivani ve vodni lazni byly rozpustény 2 g hydroxidu sodného ve 100 ml
methanolu. Takto pfipraveny roztok bylo mozné uchovéavat v lednici nejdéle 3 mésice.

3.2.4 Kysela esterifikace s bortrifluoridem jako katalyzatorem — VMK

Do destilac¢ni banky s kulatym dnem (50 ml) se kvantitativné pievede veskery vyextrahovany
tuk. Prida se varny kaminek, 5 ml methanolického roztoku bortrifluoridu a smés se privede k
varu. Po 3 minutach se do vrouci smési pies horni konec chladi¢e pifidaji 3 ml isooktanu,
destila¢ni batika se vyjme z topného hnizda a var se zastavi. [hned, bez jakéhokoli chlazeni, se
pfida do smési 20 ml nasyceného vodného roztoku chloridu sodného, bailka se uzavie a
protiepe 15 sekund. Poté se piidéa véts§i mnozstvi nasycené¢ho vodného roztoku chloridu sodného
tak, aby hladina kapaliny doséhla hrdla baiiky a §lo rozeznat rozhrani dvou fazi. Baiika se pro
oddéleni fazi necha 5 minut odstat. Z horni isooktanové vrstvy se odeberou 2 ml do 4 ml vialky.
Pfida se malé mnozstvi bezvodého siranu sodného, aby se odstranily stopy vlhkosti. Z takto
ptipraveného roztoku se odebere 1 ml do vialky k analyze na plynovém chromatografu.

3.3  Podminky stanoveni methylesterti mastnych kyselin metodou GC-FID

e Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S. p. A, Itélie)

e Autosampler AlI/AS 3000

e Kapilarni kolona DB-WAX o rozmérech 30 m x 0,32 mm x 0,5 pm)
Vstup:

e Teplota injektoru: 250 °C

e Davkovani: autosampler bez délice toku (splitless) 1 pl, ventil uzavien 1 min
Nosny plyn:

e Pritok dusiku 1 ml'min’*
Detektor FID (plamenové-ionizacni):

Teplota detektoru: 250 °C
Prutok vzduchu: 350 ml'min-1
Prutok vodiku: 35 ml'min-1
Make-up dusiku: 30 ml'min-1

Teplotni program:
e 50 °C 1 min, vzestupny gradient 25 °C-min™ do 200 °C s vydrzi 0 min, vzestupny
gradient 3 °C-min™! do 230 °C s vydrzi 30 min
e Celkova doba analyzy: 47 min

3.4  Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin

MK byly stanoveny po pfevedeni na MeMK. Jejich reten¢ni Casy byly srovnavany s retenénimi
¢asy standardi MeMK a pomoci plochy pikt jednotlivych MeMK byla vypoctena jejich
koncentrace podle vztahu (1):

C, - PMeMK

S

Cyemk = T Q)
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kde Cmemk oznacuje koncentraci MeMK v extraktu [mg'ml™], Pmemk plochu piku v MeMK v
extraktu [mV.s], ¢skoncentraci standardu [mg'ml™] a Ps plochu piku standardu [mg'ml™].

Koncentrace MeMK byla pfepoctena na koncentraci MK podle nasledujiciho vztahu (2):

Cyremk MrMK

Cpppe = —MeMK__— MK 2
MK MrMeMK ( )

kde cwmk udava koncentraci MK v extraktu [mg'ml?], cwemx koncentraci MeMK v
extraktu [mg'ml?], Mrvk pfedstavuje molarni hmotnost MK [g'mol™] a Mruemk molarni
hmotnost MeMK [g-mol™].

Nasledné byla pfepoctena koncentrace MK na piivodni objem v barice podle vztahu (3):
My = Cuk -V 3)
kde mmk vyjadiuje celkovou hmotnost MK v baiice [mg], Cmk vypoétenou koncentraci MK
v extraktu [mg'ml™] a V vyjadiuje objem isooktanu ptidaného pfi esterifikaci.
Koncentrace MK v tuku byla vypoétena podle vztahu (4):
m
Cuk = (4)

tuk

kde cwk udava koncentraci MK v tuku [mg'g?], muk vyjadiuje celkovou hmotnost MK v
bafice [mg] a mwk hmotnost vyextrahovaného tuku ze vzorku [g].

3.5 Analyzované vzorky

Pro experimentalni ¢ast této prace byly pouzity komercné dostupné syry s bilou plisni na
povrchu: Hermelin Original od firmy Savencia Fromage & Dairy Czech Republic, Kamadet
vyrobeny firmou Madeta a Olmin od spole¢nosti Olma.

Specifikace jednotlivych vzorku a zakladni vyZzivové hodnoty uvedené na obalu jsou shrnuty
v Tab. 4.

Tab. 4: Specifikace jednotlivych vzorkii a zdkladni vyzivové hodnoty.

Vzorek Hermelin Kamadet Olmin
Susina 48,0 % min. 50,0 % 42,0 %
Tuk v susing 55,0 % 48,0 % 48,0 %

Pouzita pliseti | Penicillium candidum | Penicillium candidum | Penicillium candidum
Tuky 28,09 27,09 2109

Sacharidy 2,090 1,19 109

Bilkoviny 18,0 g 21049 1509
Sul 2,09 2049 1,409
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3.6  Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci MS Excel 2016. Kazdy vzorek byl zméten zvlast’ pro
volné a vazané mastné kyseliny, pro kazdou moznost dvakrat (n = 2).

Byl vypocitan aritmeticky pramér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka.
Zastoupeni mastnych kyselin je vyjadiené po piepodtu v mg-g™ tuku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato bakalafska prace je soucasti rozsahlejsi studie zamétené na komplexni charakterizaci syrt
s bilou plisni na povrchu. Hlavnim cilem je identifikace a kvantifikace volnych a vazanych MK
ve tftech vybranych vzorcich syrii. Pro tento experiment byly vybrany syry ¢eského ptivodu,

WV oW

vyrobené z kravského mléka, bézné dostupné v trzni siti: Kamadet, Hermelin a Olmin.

Pfi stanoveni MK, volnych i vazanych, je nutné nejprve tuk vyextrahovat ze vzorku. V této
praci byla pouzita klasicka extrakce smési rozpoustédel (kombinace nepolarniho diethyletheru
a petroletheru) podle normované metody CSN EN ISO 1735:2005. Lipidy, které se piirozené
vyskytuji v mlééném tuku, jsou vazany s dal§imi makromolekulami jako jsou bilkoviny a
sacharidy, nebo s cizorodymi latkami. Tyto vazby nejsou obvykle ptili§ pevné, ale mohou se
vyskytovat i pevnéjsi kovalentni interakce. Pro vyssi i¢innost extrakce vazanych tukt v matrici
je vzorek podroben kyselé nebo bazické hydrolyze. V této praci je pouzita kysela hydrolyza
pomoci kyseliny chlorovodikové [42].

Vétsina MK nepatii mezi t€kavé slouceniny. Aby mohly byt stanoveny metodou plynové
chromatografie, je nutna jejich derivatizace za vzniku ptislusnych MeMK. V této préci byla
pouzita kysele katalyzovana esterifikace za piidavku bortrifluoridu jako katalyzatoru, pficemz
volné 1 vazané mastné kyseliny byly esterifikovany pfimo za podminek uvedenych v kapitolach
3.2.3a3.24[33].

4.1 Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin ve vzorcich syra

Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin ve vzorcich byla provedena na zakladé porovnani
retencnich ¢asi MEMK s retencnimi ¢asy prislusnych standardi a srovnanim ploch pikl se
standardy o znamé koncentraci. Hlavni charakteristiky standardu, jako jsou reten¢ni ¢as, plocha
pikt a koncentrace, jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Standardy methylesterii mastnych kyselin pro identifikaci a kvantifikaci.

Mastna kyselina Zkratka tF.a & ) Plocha piku
[min] |[[mg'ml']| [mV-s]
kapronova C6:0 5,74 0,04 2767172
kaprylova C8:0 6,87 0,04 3310175
kaprinova C10:0 8,01 0,04 3 760 655
undekanova C11:.0 8,64 0,02 1968 818
laurova C12:0 9,37 0,04 4 302 041
tridekanova C13:0 10,20 0,02 2 181 950
myristova C14:0 11,19 0,04 4575 751
myristoolejova C14:1n9c 11,67 0,02 2214 617
pentadekanova C15:0 12,35 0,02 2 288 453
cis-10-pentadecenova C15:1 12,92 0,02 2 262 521
palmitova C16:0 13,72 0,06 7 158 423
palmitoolejova C16:1n9c 14,19 0,02 2 322 445

tr — retencni cas standardu, cs — koncentrace standardu
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Tab. 5: Pokracovani — Standardy methylesterii mastnych kyselin pro identifikaci a kvantifikaci.

Mastna Kyselina Zkratka th N gl Plocha piku
[min] | [mg-ml™~] [mV 5]
heptadekanova C17:.0 15,25 0,02 1 589 265
cis-10-heptadecenova Ci17:1 15,79 0,02 2 356 498
stearova C18:0 16,99 0,04 4 825 867
olejova C18:1n9c 17,47 0,04 7231723
linolova C18:2n6¢ 18,46 0,02 4 293 902
gama-linolenova C18:3n6 19,21 0,02 2 200 645
linolenova C18:3n3 20,02 0,02 2177 651
arachova C20:0 21,56 0,04 4 870 180
cis-11-eicosenova C20:1 22,30 0,02 2405 373
cis-11,14-eicosadienova C20:2 23,93 0,02 2 275 580
heneicosanova C21:0 24,80 0,02 2 396 746
Ccis-8,11,14-eicosatrienova C20:3n6 25,02 0,02 2033416
cis-11,14,17-eicosatrienova C20:3n3 25,99 0,02 2 092 644
arachidonova C20:4n6 26,47 0,02 1697 510
behenova C22:.0 28,96 0,04 6 480 041
erukova C22:1n9 30,16 0,02 2374777
cis-13,16-docosadienova C22:2 32,90 0,02 2 031 932
trikosanova C23:.0 34,29 0,02 2 228 815
lignocerova C24:0 41,21 0,04 4 166 992
nervonova C24:1 43,29 0,02 1937 341
cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenova | C22:6n3 43,79 0,02 1 553 663

tr — retencni cas standardu, cs — koncentrace standardu

4.2  Mastné kyseliny stanovené ve vzorcich syri

V této kapitole jsou uvedeny vSechny identifikované MK vazané (pro zjednoduSeni
oznacované TAG) a VMK v jednotlivych vzorcich syra (Tab. 6-8). Koncentrace MK je
uvedena jako aritmeticky préimér ze dvou méfeni v mg-g* tuku. Déle byla vypodtena pro
kazdou MK smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka (RSD), ktera udava miru
ptesnosti dvou paralelnich méteni. RSD se pohybovala v rozmezi pro TAG 0,1-31,9 % a
pro VMK 0,52-2,4 %; u vétSiny MK byla RSD < 10 %, mensi pfesnosti dosahovaly vysledky
vétsSinou U MK s vy$8im pocétem uhlika (> 16 C).
Ve vzorcich syri bylo celkem identifikovano 21 riznych MK.

V Hermelinu bylo p¥itomno 21 MK vazanych o koncentraci 523,38 £ 0,27 mg-gta 21 VMK
o koncentraci 64,02 + 0,08 mg-g* uvedenych v Tab. 6.
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Ve vzorku Kamadetu bylo nalezeno 20 MK vazanych o celkovém obsahu
500,80 + 0,45 mg-g™ a 19 VMK o obsahu 43,87 + 0,12 mg-g™* uvedenych v Tab. 7.

V Olminu bylo identifikovano 21 MK véazanych o obsahu 490,83 + 0,43 mg-g*a 21 VMK
0 obsahu 88,18 + 0,18 mg-g™ Tab. 8.

Ukazka ziskanych chromatogramu je uvedena v Ptil. 1-3.
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Tab. 6: Mastné kyseliny identifikované v syru Hermelin (v mg-g™* tuku).

HERMELIN
TAG FFA

Mastna kyselina X SD RSD X SD RSD

[mg-g? tuku] [mg-g? tuku] [%6] [mg-g? tuku] [mg-g? tuku] [%0]
kapronova 15,29 0,41 2,7 2,79 0,20 7,1
kaprylova 8,72 0,13 1,5 1,93 0,22 11,6
kaprinova 24,17 0,36 1,5 0,05 0,00 8,9
undekanova 0,68 0,03 3,9 0,10 0,00 1,2
laurova 23,72 0,51 2,2 3,55 0,11 3,1
tridekanova 1,04 0,03 2,5 0,14 0,00 3,4
myristova 73,62 1,28 1,7 9,73 0,04 0,5
myristoolejova 0,78 0,02 3,2 0,78 0,01 1,8
pentadekanova 8,75 0,09 1,0 1,19 0,01 1,0
pentadecenova 1,72 0,05 2,7 0,20 0,00 1,5
palmitova 192,15 1,76 0,9 24,18 0,48 2,0
palmitoolejova 11,72 0,28 2,4 1,68 0,01 0,8
heptadekanova 5,63 0,19 34 0,68 0,01 2,2
heptadecenova 1,85 0,11 6,0 0,24 0,00 19
stearova 53,38 0,10 0,2 5,38 0,26 4,8
olejova 87,61 0,10 0,1 9,84 0,23 2,4
linolova 8,02 0,04 0,5 0,89 0,06 6,3
gama-linolenova 0,26 0,00 0,6 0,04 0,01 14,7
linolenova 3,61 0,07 1,9 0,57 0,05 9,2
arachova 0,78 0,01 1,3 0,07 0,00 2,2
eicosatrienova 3 0,84 0,01 0,8 0,10 0,00 3,49

TAG — vdzané mastné kyseliny; FFA — volné mastné kyseliny
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Tab. 7: Mastné kyseliny identifikované v syru Kamadet (v mg-g* tuku).

KAMADET
TAG FFA

Mastna kyselina X SD RSD X SD RSD
[mg-g? tuku] [mg-g? tuku] [%6] [mg-g? tuku] [mg-g? tuku] [%0]

kapronova 16,18 0,51 3,1 1,81 0,05 2,8
kaprylova 9,87 0,33 3,3 0,95 0,03 3,0
kaprinova 21,90 0,30 14 2,03 0,06 3,2
undekanova 0,73 0,01 2,0 0,08 0,01 8,0
laurova 24,11 0,05 0,2 2,28 0,11 5,0
tridekanova 1,05 0,00 0,4 0,10 0,00 44
myristova 69,59 1,81 2,6 6,40 0,34 5,4
myristoolejova 1,09 0,12 11,3 0,47 0,02 4.4
pentadekanova 8,77 0,05 0,6 0,79 0,04 5,2
pentadecenova 1,51 0,03 1,8 0,12 0,01 5,2
palmitova 171,88 1,34 0,8 16,42 0,92 5,6
palmitoolejova 12,10 0,27 2,3 1,11 0,04 3,8
heptadekanova 6,65 0,98 14,7 0,43 0,04 8,9
heptadecenova 0,02 0,00 11,1 0,15 0,00 1,4
stearova 54,61 0,51 0,9 3,56 0,25 7,1
olejova 89,94 1,21 1,3 6,17 0,36 5,8
linolova 6,82 0,81 11,9 0,62 0,02 2,6
gama-linolenova 0,24 0,01 2,2 0,04 0,00 13,0
linolenova 2,89 0,54 18,7 0,34 0,02 4,9

arachova 0,85 0,12 13,9 - - -

TAG — vdzané mastné kyseliny; FFA —volné mastné kyseliny
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Tab. 8: Mastné kyseliny identifikované v syru Olmin (v mg-g* tuku).

TAG FFA
Mastna kyselina X SD RSD X SD RSD
[mg-g* tuku] [mg-g? tuku] [%0] [mg-g? tuku] [mg-g! tuku] [%0]
kapronova 16,55 0,26 15 3,11 0,06 2,1
kaprylova 10,52 0,37 3,5 1,84 0,03 1,6
kaprinova 23,31 0,12 0,5 3,98 0,03 0,8
undekanova 0,85 0,07 8,2 0,14 0,01 3,6
laurova 24,56 0,36 1,5 453 0,03 0,7
tridekanova 0,96 0,00 0,4 0,18 0,00 1,8
myristova 68,83 0,14 0,2 12,27 0,38 3,1
myristoolejova 0,88 0,03 3,4 0,86 0,07 7.8
pentadekanova 8,34 0,03 0,4 1,52 0,06 4.0
pentadecenova 1,51 0,01 0,3 0,31 0,00 1,3
palmitova 176,28 0,25 0,1 31,65 1,13 3,6
palmitoolejova 9,76 1,45 14,9 2,25 0,05 2,1
heptadekanova 10,05 1,68 16,7 0,85 0,06 7,3
heptadecenova 1,69 0,01 0,5 0,36 0,02 4.8
stearova 49,46 0,43 0,9 6,92 0,69 10,0
olejova 77,62 2,05 2,6 14,81 0,96 6,5
linolova 6,31 1,11 17,5 1,78 0,22 12,3
gama-linolenova 0,20 0,00 1,9 0,04 0,00 12,7
linolenova 1,54 0,39 25,3 0,53 0,01 1,9
arachova 0,83 0,12 14,8 0,09 0,02 22,4
eicosatrienova 3 0,80 0,13 16,3 0,15 0,00 1,3

TAG — vazané mastné kyseliny; FFA — volné mastné kyseliny



4.3  Srovnani obsahu mastnych kyselin ve vzorcich syra

Jelikoz byly vybrany stejné typy syrt, které jsou navic pouze z ceské produkce, lze
predpokladat obdobné slozeni MK, s mirnymi odchylkami v zavislosti na obsahu tuku a na
stupni prozrani.

4.3.1 Srovnani celkového obsahu mastnych kyselin ve vzorcich syra

Pro presnéjsi charakterizaci vzorkl byl v rdmci této bakalaifské prace stanoven vzdy zvlast
obsah MK vazanych v TAG a VMK. V této kapitole budou srovnany celkové obsahy MK ve
vSech vzorcich — Hermelinu, Kamadetu a Olminu.

V grafu uvedeném nize na Obr. 6 jsou uvedeny celkové koncentrace MK vazanych v TAG
a VMK. Podle oc¢ekavani mezi vzorky nejsou vyrazné rozdily, obsah VMK je n€kolikanasobné
niz$i nez obsah vazanych MK. Analyzované syry maji srovnatelny obsah tuku uvedeny difive v
Tab. 4, obdobny technologicky proces vyroby a vSechny jsou vyrobeny z pasterovaného
kravského mléka. Za téchto podminek mizeme predpokladat podobny obsah i slozeni vazanych
MK. Lze také ocekavat podobny prubéh lipolyzy pti zrani, tudiz i vznik obdobného mnozstvi
VMK. U Olminu lIze pozorovat nepatrné vétsi zastoupeni VMK, coZ by mohlo svédéit o vEétsi
prozralosti vzorku.

600,0
500,0 - -

400,0

g

. uTAG
=~ 300,0

¢ [mg

u VMK
200,0

100,0

0,0
HERMELIN KAMADET OLMIN

Analyzované vzorky

Obr. 6: Celkovy obsah vazanych/volnych mastnych kyselin ve vzorcich (v mg-g* tuku).

4.3.2 Srovnani obsahu jednotlivych vazanych mastnych kyselin ve vzorcich syra

Srovnani jednotlivych vazanych MK identifikovanych ve vzorcich syri je uvedeno v grafech
na Obr. 7a—7b Vzhledem k rozdilnym koncentracim jednotlivych MK jsou rozdéleny do dvou
grafll pro lepsi porovnani podle jejich kvantitativniho zastoupeni.
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Vysledky odpovidaji znalostem o slozeni mlééného tuku, ktery obsahuje MK s kratkym a
sttednim uhlovodikovym fetézcem. Mezi nejvice zastoupené SAFA mlécného tuku patii
kyseliny palmitova, stearova, myristova. MUFA jsou zastoupeny pfedevsim kyselinou olejovou
a PUFA kyselinou linolovou [26].

Zastoupeni a obsah jednotlivych vazanych MK ve vzorcich byl az na vyjimky velmi
podobny. Pouze kyselina heptadekanova se vyskytovala v rozdilnych koncentracich, nejvice v
Olminu. Kyselina heptadecenova se téméi nevyskytovala v Kamadetu. Kvantitativné nejvice
zastoupené byly ve vSech vzorcich kyseliny palmitova, olejova, myristova a stearova.

Vv

kyseliny gama-linolenova, arachova, undekanova nebo cis-11,14,17-eicosatrienova.

200,0
150,0
® Hermelin

"o m Kamadet
&n 100,0
£ & Olmin
[&] I

) II= |

RS R R @ Q& 004‘ > & \5\0@ R @ &
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< ]
Mastna kyselina

Obr. 7a: Obsah jednotlivych vazanych mastnych kyselin ve vzorcich (v mg-g™* tuku).
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Obr. 7b: Obsah jednotlivych vazanych mastnych kyselin ve vzorcich (v mg-g™* tuku).

4.3.3 Srovnani obsahu jednotlivych volnych mastnych Kkyselin ve vzorcich syra

Vznik VMK hydrolyzou z triglycerida je jednou z nejzasadnéjsich reakci pii zrani plisnovych
syri. Mlécny tuk se podili nejen na vytvoteni textury, ale také na syrové chuti a aroma. Vznikaji
vysoké koncentrace MK s kratkymi a stiedné dlouhymi fetézci (C4—C12). Tyto maji nizky prah
vnimani a ptispivaji ptimo K vyslednému aroma syrt . MK s dlouhym fetézcem maji vysoky
prah vnimani a neovliviuji senzorické vlastnosti [43].

VMK tedy hraji v syrech dulezitou roli, a proto byly v ramci této bakalaiské prace
pozorovany zvlast. Graf zobrazeny na Obr. 8a—8b porovnava obsah VMK ve vzorcich syrt.
Vzhledem k riznym koncentracim jsou opét rozdéleny do dvou grafi pro lepsi pichlednost
podle jejich kvantitativniho zastoupeni.

Zastoupeni VMK bylo obdobné jako v pfipad€ vazanych MK, nicméné rozdily mezi vzorky
jsou ponékud odlisné nez v piipadé vazanych MK. Olmin obsahoval nejvice identifikovanych
MK, naopak Kamadet nejméné. Jak jiz bylo zminéno, vysoky obsah VMK u syra Olmin by
mohl svéd¢it o veétsi prozralosti, Kamadet je naopak prozraly nejméné a muze byt méné
senzoricky vyrazny.
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Obr. 8a: Obsah jednotlivych volnych mastnych kyselin ve vzorcich (v mg-g™* tuku).

1,0
0,8 { I
— 06 ® Hermelin
a0
%D . m Kamadet
S 04 & Olmin
I
) = | I | I |
i
00 i III II II T I i1l
1 p %
\ D > > > L >
@> > RS 04 04 04 QQ @ . 04
S & P TS
@@ b& 'é\o %& qr& @b’e ¥ 90\0 @8’0 &
< 3 X N & S
N S & & & & W T
Mastna kyselina

Obr. 8b: Obsah jednotlivych volnych mastnych kyselin ve vzorcich (v mg-g™* tuku).
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5  ZAVER
Hlavnim cilem této bakalaiské prace byla identifikace a kvantifikace VMK a vazanych MK ve
vzorcich syrti s bilou plisni na povrchu. Pro tento experiment byly vybrany tfi vzorky

Vv w

komer¢nich syrit bézné dostupnych v obchodni siti: Hermelin, Kamadet a Olmin.

Mastné kyseliny jsou zakladni slozkou lipidii a mohou se vyskytovat ve formé volné nebo
vazané. Pro extrakci lipidi ze vzorkt byla pouzita extrakce smési rozpoustédel (kombinace
nepolarniho diethyletheru a petroletheru) podle normované metody CSN EN ISO 1735:2005.
Mastné kyseliny byly ndsledné deriavatizovany na methylestery pomoci kysele katalyzované
esterifikace za pfitomnosti bortrifluoridu jako katalyzatoru. Tékavé methylestery byly
stanoveny pomoci plynové chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci.

Ve vybranych vzorcich bylo celkem stanoveno 21 VMK 1 vazanych MK.

Analyzované syry jsou stejného typu, ¢eské produkce, vyrobené z pasterované¢ho kravského
mléka a stejnymi technologickymi postupy. Muzeme tak piedpokladat pouze nepatrné rozdily
ve sloZeni a obsahu MK. Celkovy obsah VMK a vdzanych MK ve vzorcich je obdobny, pouze
obsah VMK je né€kolikanasobné nizsi nez obsah vazanych MK. Obecné obsah VMK v syrech
tvofi < 1 % z celkovych lipidd, u plisnovych syrll diky vyrazngjsi lipolyze mizZe byt mirné
vys$i. Ve vzorku Olminu bylo vyssi zastoupeni VMK, kter¢ lze pfisuzovat vétSi prozralosti
vzorku.

Obsah jednotlivych vazanych MK ve vzorcich byl opét podobny. Nejvice zastoupené byly
kyselina palmitova, olejova, myristova a stearova, nejméné pak MK s vyssim poctem uhlika
jako kyseliny gama-linolenova, arachova, undekanova a cis-11,14,17-eicosatrienova. Jelikoz
obsah tuku je v syrech srovnatelny, odpovidaji vysledky znalostem o slozeni mlééného tuku,
ktery obsahuje MK s kratkym a stfednim uhlovodikovym fetézcem. Vyjimku v kvantitativnim
zastoupeni tvofila kyselina heptadekanova, ktera se vyskytovala v rozdilnych koncentracich,
nejvice v Olminu a kyselina heptadecenova s minimalnim obsahem v Kamadetu.

Vyznamnéjsi rozdily v obsahu MK mezi jednotlivymi vzorky byly zaznamenany u VMK.
Nejvice identifikovanych MK obsahoval Olmin, nejméné Kamadet. Vysoky obsah MK byl
pravdépodobné zplisoben vEtsi prozrélosti syru, tedy hlubsi lipolyzou. O tom svédéi i celkovy
obsah VMK, ktery byl u Olminu nejvyssi.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

MK
SAFA
MUFA
PUFA
TAG
VMK
MEMK
FID
GC
GC-FID
ELSD

mastné kyseliny

nasycené mastné kyseliny
mono-nenasycené mastné kyseliny
poly-nenasycené mastné kyseliny
triacylglyceroly

volné mastné kyseliny
methylestery mastnych kyselin
plamenovy ioniza¢ni detektor
plynova chromatografie

plynova chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci
aerosolovy detektor rozptylu svétla
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8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1 Chromatogram vazanych mastnych kyselin (nahote) a volnych mastnych kyselin
(dole) ve vzorku Hermelinu

Piiloha2  Chromatogram vazanych mastnych kyselin (nahote) a volnych mastnych kyselin
(dole) ve vzorku Kamadetu

Piiloha3  Chromatogram vazanych mastnych kyselin (nahote) a volnych mastnych kyselin
(dole) ve vzorku Olminu
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9 PRILOHY
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Pril. 1 Chromatogram vdzanych mastnych kyselin (nahote) a volnych mastnych kyselin (dole) ve vzorku Hermelinu
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Pril. 2 Chromatogram vazanych mastnych kyselin (nahore) a volnych mastnych kyselin (dole) ve vzorku Kamadetu
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Pril. 3 Chromatogram vdzanych mastnych kyselin (nahove) a volnych mastnych kyselin (dole) ve vzorku Olminu
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