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ABSTRAKT

Tato prace se zabyvéa stanovenim mastnych kysgittradnich syrech eidamského typu.

V teoretické ¢asti prace jsou sténé charakterizovany fifirodni syry eidamského typu, hlavni
pozornost je &ovana lipidim, mastnym kyselinam a moZnostem jejich stanovdphopou
chromatografii.

V experimentalniéasti byl stanoven obsah mastnych kyselin v modelowzorcich girodnich syit
eidamského typu vyrobenych na UnivetZiiomase Bati ve Zli# Pro extrakci lipid ze vzork byla
zvolena metoda podi€SN EN ISO 1735, pro esterifikaci mastnych kyselietodla podleCSN EN
ISO 5509 s pouZitim methanolového roztoku hydroxdtaselného. Vzniklé methylestery byly

stanoveny pomoci plynové chromatografie s FID ddtek

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the determinatitiatty acids in natural Edam cheese.

The theoretical part briefly characterize the ralt@idam cheese, main attention is paid to lipidtyf
acids and the possibility of their determinationgag chromatography.

In the experimental part the content of fatty admishe model samples of natural Edam cheese
produced at Tomas Bata University in Zlin was deieed. The method according to ISO 1735 was
chosen for extraction of lipids from the sampléise, method according to ISO 5509 using methanol
solution of potassium hydroxide was chosen forgsterification of fatty acids ,. The resulting mgth

esters were determined by gas chromatography WitfdEtection.
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1 UVOD

Eidam, nejpopulasi tvrdy syr véeskeé republice. Eidam je holandsky syr, ktery svénjo ziskal po
méstt Edam. VCeské republice se uchytil veérealného socialismu, jelikoz v té @obylo velmi
t&zké koupit jiny druh syraCesi si tento syrifizpasobili a sniZili jeho obsah tuku, vzhledem k toreu 7
vté dolg byl na ¢eském trhu vyznamny nedostatek tuku. Diky tomuikdanspotebitelskd a
technologicka poptavka na vyrobu eidamského symiz&Em obsahem tuku. Klasicky eidamsky syr
obsahuje 45 % tuku v susinodtwnény eidamsky syr obsahuje 30 % tuku v s&&nnizkotdny
eidamsky syr obsahuje 20 % tuku v s@Sin

Tuky tvori vyznamnou sotast syru eidamského typu a &ywbecr, jsou nositelem chuti aimg,

z nutriéniho hlediska je pakideZity obsah a sloZentippmnych mastnych kyselin.

Cilem této prace bylo stanoveni obsahu mastnychlikyg prirodnich syrech eidamského typu. Pro
extrakci lipidi ze vzork byla v této praci vybrana metoda podi8N EN ISO 1735, pro esterifikaci
mastnych kyselin metoda pod&SN EN ISO 5509 s pouzitim methanolového roztokurdwidu
draselného. Mastné kyseliny byly stanoveny plynoslaomatografii s FID detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Syrarstvi

2.1.1 Historie syra

e

NejrozstergjSi teorie uvadi, Ze vyrobu prvnich 8ymahod® objevili kocovnici jizni Asie a Sedniho
vychodu. Bojovnici lilicerstvé mléko do koZenych wvakkteré zawSovali na své kaf) aby mohli
béhem boje a dlouhych jizd utiSit ZizePocase zjistili, Ze tekuté mléko se &nilo ve s¥tlou, lehce
nakyslou tekutinu, ve které plavaly husté chuctedlité syeniny. KoZzené vaky se v té dobyratkely

z ZaludkKr mladych zwvfat, které pravépodobré jeS€ obsahovaly zbytky srdZzecich enZynfPevnou a
hutnou syeninu povaZovali kipvnici za vhodny dopbk stravy a tekutou syrovatku zase za
prostedek k uhaseni zizn1,2].

Podle archeologickych vyzkumse nejstarSi ndlezy datuji do doby asi 6000 ietpl. Sumerové
uchovévali syr jiz zhruba 4000 let.m. I.. V mytologickych fibézich staryciReki Ize rovréz nalézt
zminky o syru. V Bibli se o tomto produktu piSeqdak vitaném zdroji potravy a o daru. Malby na
sttnach fiznych staveb ci o znalosti vyroby syra ve staréem Egy#].

Zaklady vyroby dne3nich evropskych ypoloZili stai Rimané. Diky obrovskym doiim s mnoha
mistnostmi mohli ovliviovat jednotlivé faze zrani syrVyznamné faktory, které daly vzniknout velké
rozmanitosti druh a chuti, byly vlhkost, teplo a fpran, stejg jako kod z kamen, omyvani s§ra
kravské a kozi, ale zpracovavalo se také mléko lkalglic [1,2].

Mnoho syi, tak jak je zname dnes, setab pripravovat ve sedowku a raném novasku. V Itélii
vznikla roku 879 Gorgonzola, v roce 1200 syr Granaroce 1579 Parmezan. Francouzi dlouho znali
syry jako Roquefort (vznikl v roce 1070) a Cantdgry si oblibili jiz Rimané. Nizozemské syry se
staly oblibenymi proto, Zefpzrani ztracely malo vihkosti, a tedy i malo hrmagti. Obchod s nimi tak
koncem gstedowku a v raném novaku dosahl velkého rozkw (nagfiklad syr Gouda vznikl roku
1697). Roviz Svycarské syry, hla¢rEmental, nasly rychle své ogthtele [1,2].

Evropské renes&ni Slechtické a kralovské dvory povaZovaly konzuimsyra za nezdravou a
barbarskou. Timto se poddani raft neidili, diky tomu mniSi kvalitu syra neustale vylepsli a
vynalézali nové druhy syir V Anglii se v 16. stoleti stal pojmem s§edar (Cheddar) a v 17. stoleti
Gloucester. O syru Stilton pochazi prvni zminka agku 1785. Po syru Brie se ve Francii proslavil
také Camembert (od roku 1791) [1,2].

Velka prtimyslova revoluce ovlivnila i vyrobu syr Stale vice drobnych sedfakrestavalo vyrat
syr samo, své mléko dodavali do towakladanych druzstev. DruZstva se rychlym tempem
modernizovala a mlékarenskytpnys| stale narstal. K wtSimu nafistu industrializace mlékarenské
vyroby doSlo po 2. sstové valce s rozvojem velkasst [1].

Moderni mlékarenskou vyrobu nejvice ovlivnil objéwuise Pasteura a jeho spolupracovnika

Mecnikova. Ti objevili vliv mikroorganism na kvasné procesy, a to i u &yPrestoze se Pasteur
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zkoumanim syir nezabyval imo, byl po 8m pojmenovan proces kratkého gt mléka na 65-72°C,
kterym se eliminuji veSkeré bakterie, jeZ jsou ztékodlivé. Po pasteraci se pak do mlékagva

cista kultura bakterii m#ného kyséani, aby se proces obnovil [1].

2.1.2 Obecna vyroba syfi

Syry se vyrdbi Uplnym neb@&ast&nym vysrazenim bilkovin z ofehého miléka ifidanim
mlékarenskych kultur, $igla nebo jinych koagutaich ¢inidel ¢i kyseliny mi&né. Vznika syenina,
kterd se kraji, michd a naslédpini do forem, ve kterych prokysdva a odkapavadi®éim
produktem odkapu je syrovatka. Po dostaéen prokysani a odkapani se syry vyklapi z foresih,as

skladuji ve zracich sklepich. Po skeni zrani se syry bali a chladi [2,3].

2.1.3 Rozdéleni syni

Syr je bilkovinny koncentréat ziskany z mléka, ktsgyvyrabi okyselenim nebo enzymovym srazenim
za pomoci fisobeni mikroorganistn Syr vznika odstramim vody ze sraZeniny, nasleédpodléha
chemickym a fyzikalnim zegmam &inkem gitomné mikroflory. Jak chemické tak i fyzikalni gny
pusobi na chtové znény a prodluzuji trvanlivost v porovnanicerstvym mlékem. Bilkovinnou

e

slozkou syra je kasein, ktery se srazisgieni [4].

mineralnich latek, stefntak ve vod rozpustné syrovatkové bilkovinginnosti mikroorganizrin
vznika velky pdet produkid latkové gemeny, které dodavaji kazdému syru jeho charaktekistic
chuw’ [4].

Syry glime podle gkolika kritérii:

Déleni podle typu mléka
Syry se dli na syry vyrobené z kravského, koziho &ibw mléka. Dale se rozliSuji na syry vyrobené

Z pasterizovaného nebo nepasterizovaného miéka [1].

Déleni podle typu srazeni
» Sladké syry — jejich vyrobs se mléko sraziginkem syidla.
» Sladkokyselé syry
« Kyselé syry (tvarohové syry) —fipjejich vyrokd se mléko srazi zejménaidkem kyseliny

mléné, které se twd po dobu mléného kvaseni [6].

Déleni podle zpisobu zrani
Zpasob zrani zavisi na druhu pouzité mikrofloriispupu kysliku, mechanickém zpracovani syroviny,

mnozstvi pidané soli, tepla@ta vihkosti progedi po dobu zrani.



Mekké syry — typické je aerobni zrani probihajicippdrchu smirem dovnit syra v disledku
¢innosti vhodnych plisni a bakterii.
Tvrdé syry — charakteristické je anaerobni zraejména fsobenim bakterii mé@ého

kvaseni [6].

Déleni podle tvrdosti

Déleni podle tvrdosti vychazi z p@mu mezi susinou a vodoim méré vody syr obsahuje, tim je

tvrdsi a sussi.

Cerstvé syry — jedna se o syry svysokym obsaheny,viteré jsou ufeny k rychlé
konzumaci bez dalSiho zrani. Niégbad cerstvy syr, tvaroh, fromage frais, cream cheese aj.
Mekké syry - tyto syry prosly kratkym obdobim zralgou smetanové a mazlavé. Nklad:
Camembert, Brie, Neufchatel.

Polotvrdé syry - syry se vyzdaji hutnou strukturou, ale it@sto je Ize jestsnadno krajet. iP
lehkém stl&eni jsou pruzné. Nafklad: Gouda, Edam.

Tvrdé syry — jde o robustni syry s tvrdodesyinou, kterou nelz&asto nakrajet, aniz by doslo

k rozdrobeni syra. &Sina &chto syfi se proto prodava také v nastrouhané nebo namleté

formé. Nagiklad: Parmezar(edar, Emental [1].

Déleni podle obsahu tuku

Pro rozaéleni podle obsahu tuku se pouZiva wgto Nejprve se z#ti obsah tuku v sud#n Procento

vody je u mnoha syrznamé.

smetanové (50 aZz 55 %)
plnotuiné (45%)

tucné (40%)

ti ctvrtétucné (30%)
polotuiné (20%)
ctvrttucné (10%)

nizkotuwené (mér nez 10%)

Cim vice tuku syry obsahuiji, tim jeijai je jejich chti a konzistence syrovéhesta [6].

Déleni podle délky zrani

Toto ctleni je typické pedevSim pro nizozemské syry. Syr po vyjmuti zeé&sliéarg pri vyrobe je

stale je& meékky a nema vyraznou chiuproto se jeho konzistence zvySuje zranim. Zrénwvhv také

na jeho chtl. Délka doby zrani se oztige miznymi ivlastky:

10

mlady syr (jong kaas) doba zrani 4 tydny
mlady uleZely syr (jong belegen) doba zrani 6-&iyd



» uleZely syr (belegen) doba zrani 8-12 tydn

e pikantrg uleZely syr (pikant belegen) doba zrani 4<&iti
e extra ulezely syr (extra belegen) doba zrani 7:8ioh

» stary syr (oud kaas) doba zrani 10-15ia1

e prestarly syr (overjarig kaas) doba zrani déle nedk11]

2.1.4 Technologie vyroby eidamskych syit

Vzhledem k tomu, Ze v experimentalfésti této prace jsou analyzovany syry eidamsképa,tje

v této kapitole stréné¢ popséan technologicky postup jejich vyroby. Syrglaenského typu se vyrabi
Z nizkodoliivané syeniny.

Po @ijmu mléka se fipadné mechanické &stoty odstrani filtraci nebo centrifugaci. Dalfecaci je
standardizace mléka na pozadovanotnast. Nasledd se mléko pasteruje [7]. Pasterace raj&
zdravotni nezavadnost syPro vyrobu syl eidamského typu se pouziva Setrna kratkodobéarpaste
pri teplo€ 75°C po dobu 30 sekund [4,7].

Po pasteraci se mléko baktofugujg § 000 az 10 000 g. Baktofugace umoje (E&inn¢ odstranit
sporotvorné bakterie odstivou silou [4,8].

Nyni se do syiského miéka fidavaji zakysové kultury, $idlo a dali aditiva. Zakysové kultury
upravuji kyselost mlékaipd syenim, zfisobuji fermentaci laktosy a tvorbu kyseliny tmé kEhem
koagulace a zpracovani srazeniny. Jsou o#thay za sniZzeni pH, které ma do jisté miry i koraarv
Gcinek a brani rozvoji nezadoucich mikroorganismodili se na koagulaci a podporuje odkapavani
syreniny. Déle zakysové kultury uptatji proteolytické a lipolytické aktivity v gibéhu zrani, vytvé
senzorické vlastnosti, maji viiv na texturu a kaetemnci. Do eidamskych syrse gidava mezofilni
(smetanova) kultura. Jednd se o mezofilni strepypkmléiného kvaSeni rodilLactococcusa
Leuconostoc.Do téchto rodi pati nagiklad kmeny Leuconostoc cremoris, Leuconostoc lactis
Lactococcus lact[g,7]. Fidavek chloridu vapenatého zlepSujefitgynost a zvySuje pevnost
vzniklého gelu. Hdavek dusinanu draselného sniZuje fdai syi, které je zpsobenocinnosti
koliformnich bakterii a bakterii maselného kvaSétti.vyrob¢ symi eidamského typu se zpravidla
pouziva barveni mléka barviveanato(extrakt z kée Bixa orellang [7].

Po gidavku vSech vySe zminych latek do mléka seqrhazi k zakladnimu procesti pyrob¢ syn a

to ke koagulaci mléka. U eidamskych syse mléko koaguluje #glem (tzv. sladké srazeni).
Koagulace je zaloZena na enzymoveérpéni specifické peptidové vazby mezi aminokyselinam
fenylalaninem a methioninem v kaseinové frakcVznika tak hydrofobni pare-kasein a hydrofilni
glykomakropeptidx-Kasein je sousédn na povrchu kaseinové micely a chrani ostatniikesé
frakce, které jsou citlivé na srazeni vapenatymtyioFisobeni skidla nax-kasein se ozraije jako
primarni (enzymova) faze igni. V sekundarni fazi dochazi k tvénipelu, oznaéuje se proto také jako

faze koagulani. Dalezitou podminkou pro vytieni gelu je teplota vySSi nez 6 °C #Htgmnost
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vapenatych iorit Terciarni faze {wsobeni skidla na kasein jiZz nesouvisi s koagulaci, ale
s proteolytickym fisobenim s§idla v pribéhu zrani [7]. Aktivni sloZkou sidla je enzym chymozin.
Klasické syidlo je extrakt, ktery se ziskava z telecich ZatydkdneSni dob se vSak spiSe pouZivaji
nahradni sfidla mikrobialniho gvodu [4,8].

Po koagulaci sefpchazi k dalSimu procesu, kterym je zpracovaniesiay, to se zahajuje krajenim
gelu, ktery dosahl poZzadované tuhosti. Krajeni piidlizné 20 minut a vznika ip ném syrové zrno o
velikosti 3 aZz 15 mm. Po krajeni se zrno michdolnéné syrovatce. Po promichani se provadi prani
syrového zrna, ijp kterém se sniZuje obsah laktosy, &mré se syenina dokiva, protoze k prani se
pouziva tepla voda. Obvykle se nejprve odpusti 3&86vatky a fida se 50 — 80 % jejiho objemu
vody teplé 50 — 60 °C.rRlavek takto teplé vody #iva zrno na teplotu 36 — 37 °C, coZ je poZadovana
teplota pro dotivani a dosouseni [7].

DalSim procesem vyroby syra je formovani. Formowatina odélenim syrovéatky od syrového zrna.
Syfenina shromazma na da kotle (vany) se po @eérpani térs veSkeré syrovatky plni do forem.
Formovani trva #&kolik hodin, kthem této doby nastava intenzivni rozvoj bakteriésmého kvaseni,
¢imZ se laktosa rozklada na kyselinu &nl@u. Ri formovani eidamského syra syrovatka neodkape
dostaténg, proto se syry musi lisovat v syslych lisech. Aby se struktura na povrchu velmi
nezpevnila, lisovaci tlak se zvySuje posttidrisovaci tlak je 50 az 400 kPa a trva 1 aZ 20rhpddle
typu lisovaciho zézeni [4].

Po lisovani se syry soli. Soleni nejgispiva ke konéné poZzadované chuti syra, ale také regulige r
mikroorganisni. Syry eidamského typu se pdop do 18 -20 % roztoku chloridu sodného na 48
hodin [4,8]. Nasolené syry se nechavaji 1 az 2asghnout, potom se bali do zracich fdlii, kteréi jso
nepropustné pro vodu a kyslik, propustné pro,.(€» zabaleni se syry nechdvaji zrat ve zracich
sklepich 2 misice. Teplota se pohybuje mezi 8 — 10 °€hd8n zrani dochazi ke zmam, které jsou
zpasobeny mikrobiologickymi a enzymovymi vlivy. Dikgmto znénam ziskava syr specifickou
viani, chu’ i vzhled [4, 7].

2.2 Lipidy obecné

Lipidy pafti k vyznamnym slozkdm potravin a ve vy&i¢lovéka tvai jednu z hlavnich Zivin
nezbytnou pro zdravi a vyvoj organismuie§lo nepedstavuji jednoth definovanou skupinu
slouwenin, protoZe hlavnim kritériem izzeni slotenin do této skupiny byva jejich hydrofobnost a
nikoli jejich chemické vlastnosti [9].

Ze strukturniho hlediska jsou lipidy estery masinkgselin a alkohai. Jejich spolénym prvkem je
hydrofobni charakter. Lipidy jsou tedy rozpustngepolarnich rozpou&tlech (chloroform, benzen),
ale nerozpustné v rozpoadtech polarnich (voda) [11].

Lipidy se obvykle definuji jakoffrodni slodeniny obsahujici esterdwazané mastné kyseliny o vice

nez tech atomech uhliku v molekule. Této definice uZiva&jSinou pracovnici biologicky zasteni a
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hlavre 1ékai. Jako slozky aromatu potravin se vSakZig vyskytuji ethylestery a vySSi estery
mastnych kyselin se 4 — 12 atomy uhliku, ktetésto k lipidim ne&adime. V potravinach s#&asto
nachazeji také sléeniny mastnych kyselin vzniklé jmyslovou ¢innosti nebo jinymi lidskymi
aktivitami (nap. estery cukk a cukernych alkohal s vy§Simi mastnymi kyselinami), které nejsou
ptirodnimi latkami, ale festo se v &né praxi z#azuji k lipidim [9].

VeétSinou se v praxi za lipidy povazuji také detvé lipofilni slodeniny, které v firodnich i
pramyslovych produktech doprovazeji vlastni lipidy.Z¥eaji se proto doprovodné latky ligidJejich
chemickd struktura je ale odliSnacasto ani vazané mastné kyseliny neobsahuji. Do diéipiny
doprovodnych latek lipiil ndlezi velké mnozstvi sléenin, jako jsoutzné terpenoidy (n&psteroly)

a karotenoidy. Doprovodnymi latkami ligidjsou dale lipofilni vitaminy a barviva, fipodni

antioxidanty a jiné lipofilni sloteniny [9].

2.2.1 Klasifikace lipida

Podle chemického sloZeni se lipididf do ti hlavnich skupin.

2.2.1.1JHomolipidy

Homolipidy jsou slotieniny mastnych kyselin a alkoliolDale se #i podle struktury vazaného
alkoholu. Pat sem acylglyceroly a vosky [9].

Acylglyceroly jsou estery mastnych kyselin s glydem. Vyskytuji se ve fortntukd, s vySSim
obsahem nasycenych mastnych kyselin aiplale gevazuji nenasycené mastné kyseliny.chisgji
jde o smdsi raznych triacylglyceral, ovSem Fidka se vyskytuji i mono- a diacylglyceroly. Ty vzaii
zejména jako produkty hydrolyzy triacylglyceipl ¢innosti enzymu lipasy. iP hydrolyze
triacylglycerofi tedy vznikaji volné mastné kyseliny a glycerol.ngamace acylglycerdlby mgla byt
co nejmensi. Ve strévby mely pievaZzovat nenasycené mastné kyseliny nad nasycetydiz,
rostlinné oleje nebo emulgované tuky nad &i$oymi (sadlem) [11].

v v,

Vosky jsou tuhé estery vySSich mastnych kyseliny&ich priméarnich alkohidl Zaujimaji hlava
funkci ochrannou. Proto se u rostlin vosky vyskiyhg vrgjSich ¢astech, jako jsou listy a stonky. U
Zivocicha vosky pokryvaji KzZi a srst a §ely je pouZivaji na vyrobu plastve, do které ukjadzed

[11,12].

2.2.1.2Heterolipidy
Heterolipidy jsou lipidy, které obsahuji krénmastnych kyselin a alkoholu jé3tlalSi kovalent
vazané sloteniny, napiklad kyselina fosforéna je vazana ve fosfolipidech nebo D-galaktosa

v nékterych glykolipidech [9].
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Mezi nejroz&iergjSi heterolipidy pat fosfolipidy, které v hydrofilni ¢asti obsahuji kyselinu
fosfore&nou b’ ve fornt esteru, nebo diesteru. Yimde je lze najit v biomembranach. Mezi

nejznandjsi fosfolipidy pati glycerofosfolipidy a sfingofosfolipidy [10,12].

2.2.1.3Komplexni lipidy

V komplexnich lipidech jsou itomny jak homolipidy, tak i heterolipidy, ale kreénkovalentnich
vazeb jsou &které slozky vazanytienymi fyzikalnimi vazbami, napvodikovymi nebo hydrofobnimi
interakcemi [9].

Urcita potiz je se zazenim volnych mastnych kyselin, protoZe neobsatézjany alkoholovy zbytek.
Presto se vieobeg&mpovaZuiji za lipidy a asi by #y tvorit samostatnou skuping.asto se také spolu
se svymi solemi, které se nazyvaji mydla, do saato&tskupiny z@azuji.

Uvedené tidéni je praktické pro zékladni vyzkum chemie nebochémie lipidi. V praxi se vSak
tohoto systémuifilis mnoho neuziva. N&jstji se setkAme s celkem nelogickym oss@m neutralni
lipidy a polarni lipidy. K neutralnim lipitim setradi estery glycerolu, steroly a jejich estery, taleé
volné mastné kyselinygkoliv nejsou neutralni. Polarni lipidy zahrnuiji folipidy a také mnohé dalSi
heterolipidy, mnohdy ani neobsahuijici fosforéady ani mastné kyseliny. S touto klasifikaci lipise
obvykle setkavame u biologicky orientovanych odliainTento systémitdéni je zaloZzen hlavhna
chovani slotenin @i chromatografickém &eni. V technologické a potravirské praxi se termin
lipidy béZrné neuZiva a mnozi tento pojem ani neznaji. Rozeihswgen tuky, oleje, mastné kyseliny,

vosky a lecitin, nebpouze tyto sloZzky maji pmyslovy vyznam [9].

2.3 Mastné kyseliny

vvvvvv

piirod bylo dosud nalezeno kolem 100 mastnych kyselimldPaazvoslovi uzivaného v organické
chemii se jako mastné kyseliny oZof karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikowietzcem,
ale tato definice se upinnekryje s mastnymi kyselinamitippmnymi v lipidech. Nkteré mastné
kyseliny podle definice uzivané organickymi chemilgjsou pitomny v gFirodnich lipidech, i kdyZ se
mohou vyskytovat v gimyslovych tukovych vyrobcich. Naopakikteré mastné kyseliny vazané

v lipidech jsou alicyklické nebo dokonce aromatiskditeniny [9,12,13].

2.3.1 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny jsoéZhou slozkou firodnich lipich. Nechemici jim gkdy podle
anglictiny fikaji saturované. Obsahuji 4 az 60 atoamliku a zpravidla rovny, nerogweny retézec,
neicastji o sudém pdtu atontt uhliku. Kyseliny s vice nez 10 az 12 atomy uhi$leuv buikach ve
volné forn® vétSinou nevyskytuji- z @vodu vysoké povrchové aktivity. V lipidech potravisou

hlavnimi kyselinami $tSinou palmitova a stearova. Mastné kyseliny sg/sudaitem atond uhliku
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jsou v malém mnozstvi doprovazeny kyselinami syiictpasttem atomu uhliku v molekule, zejména

pentadekanovou a heptadekanovou [9,12,13].

2.3.2 Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou

Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazeogtridnéji nazyvaji monoenové kyseliny.

Navzajem se liSi podle ptu atomii uhliku, polohy dvojné vazby a jeji prostorové kgaface [9].

2.3.3 Mastné kyseliny se déma a vice dvojnymi vazbami

Mastné kyseliny se @dwma dvojnymi vazbami se nazyvaji dienové a ve Wisou velmi dilezité.

V ptirodnich lipidech se jich vyskytuje v podstatnémoistvi mnohem ménneZ monoenovych
kyselin, i kdyZ by jich teoreticky mohlo byt dalekice. P@et pirozert se vyskytujicich mastnych
kyselin se temi dvojnymi vazbami je z&a¢ menSi nez by odpovidalo moznostem isomerie. Mastné

kyseliny sestyimi, péti a Sesti dvojnymi vazbami v molekule se vyskytuzgacre [9].

2.4 Plynova chromatografie

Pro stanoveni mastnych kyselin v této praci bylaZga plynova chromatografie (GC), proto je v této
kapitole strdné zmiren jeji princip, teoretické zaklady a instrumentace.

V systému chromatografickych metod zaujima plynaaomatografie velice vyznamné misto.

V pribéhu let se stala jednou z nejrdesgjSich metod analytické chemie. Nesmirny rozvoj a
rozsteni plynové chromatografie je dan skuesti, Ze jde 0 metodu jednoduchou, citlivou, okgs!

separani (innosti a rozsahlymi aplikaimi moznostmi [16,20].

2.4.1 Princip plynové chromatografie

Principem této sepatai metody je rovnovazna distribuce sloZzek mezi féze: plynnou — mobilni a
kapalnou nebo tuhou — stacionarni. SloZzky jsou \s&fyarovany v plynné fazi. Pokud ma byt vzorek
analyzovdn metodou plynové chromatografie (GC), inug vSechny slozky vzorku vypeny
definovanym zpsobem. V praxi to znamend, Ze GC je vhodmlevsim pro organickeé latky s bodem
varu asi do 400 °C. Podminkou je, aby se latky ypaiovani nerozkladaly. Teplota 400 °C
piedstavuje horni teplotni limittSiny biZnych plynovych chromatografPlynova chromatografie je
vhodna i pro stanoveni anorganickych gkmin, ale pouzeéth, které spiuji podminku &kavosti.

V nékterych gipadech lze analyzovat i latky skave, kdyZz tyto latky fevedeme naékawjsi
derivéaty [14,21,22].

2.4.2 Instrumentace plynové chromatografie
Mezi hlavnicasti plynového chromatografu pigitL7]:
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» zasobnik mobilni faze

e regulator tlaku a gitoku plynné faze
» davkovaci z&zeni

e kolona

» termostat

» detektor

» vyhodnocovaci Zézeni

2.4.3 Jednotlivé ¢asti plynového chromatografu

Nejdalezit&jsi ¢asti chromatografického postupu jsotjedprobihajici na kolah Z tohoto hlediska
definujeme GC jako fyzikath chemickou metodu separace latek ze&sspraloZzenou na distribuci
mezi d¥ heterogenni faze. Jednasehto fazi je vZdy nepohybliva (stacionarni), realana sorpné
aktivni latkou, druhd, pohybliva (mobilni), je realvana plynem. Interakce mezi molekulou plynu,
resp. pary, a stacionarni fazi je dané&tym druhem intermolekularnich sil (adsorpci, rozgénim) a
diftzi [16,23].

2.4.3.1Nosny plyn

Mobilni fazi predstavuje v plynové chromatografii nosny plyn. Jékolem je transportovat slozky
vzorku kolonou. Volbu nosného plynu ovliye druh detektoru a kolony, dal&irinost, ¢istota,
reaktivita a cena plynu. Mezebr¢ pouzivané nosné plyny pavodik, dusik, helium a argon, jejich
zdrojem byvaji nejastji tlakové lahve. VSechny tyto plyny je geba zbavovat vodnich par a dalSich

netistot. Suseni plyinse netastji provadi molekulovymi sity[15,16,17].

2.4.3.2Regula’ni zafizeni

Regul&ni systém je Zézeni, pomoci &Z zaji¥ujeme definovanou ftokovou rychlost nosného
plynu. Na tomto parametru jsou zavislé funkciterych detektar i samotnd chromatograficka
separace. Pro kvalitni praci je bezpodmifgenutné udrzovat konstantnitpok nosného plynu
[16,17].

Ukolem injektoru je zavedeni daného vzorku do prondsného plynu. Hlavnim poZadavkem na
davkovaci systém je zajiti odpaeni (zplyréni) vzorku v co nejkratSimiase. Pro maximalni vyuziti
acinnosti kolony je takeé wezité, aby byla davka davkovana v malém mnozdtaistik kapalnych
vzorki je provadn pomoci injeknich stikacek. Pro plynné vzorky jsou pouZity plydehici injekni
mikrostikacky [15,16].

16



2.4.3.3Typy kolon

V plynové chromatografii jsou pouzivany dva zakladypy kolon: napiové a kapilarni. Volba
spravné kolony a vhodné stacionarni faze je zaktadgroZadavkem procinné fungujici plynovou
souwasné dob jsou pouZzivany pro preparativnédly a k separaci nizkovroucich ptynPrincipem
naphoveé kolony je sorbent nebo ndgiokryty stacionarni fazi [17]. Vzhledem k vySginiosti se
v dnedni dob spiSe pouzivaji kolony kapilarni. Kapilarni kolojspu otevené kapilary, kde funkci
nosite zastavaji vnini seny kapilary, které jsou pokryty kapalnou staciondazi. ZvySeni obsahu
stacionarni faze je moZné dosdhnout Upravou iniohh s&n naleptanim, ¢imz se z¢tSi
nekolikanasoba vnitini povrch kapilary. Potom je moZzné zakotwitsi mnozstvi kapalné faze a na
takto upravenou kolonu davkova&tsi mnoZzstvi vzorku. Kapilarni kolony se zhotovajiaveného
kiemene, jehoZ povrch je potazen vrgteu polyamidu, ktera dava koldmpruznost a odstiaje
kiehkost kemene. Mé# ¢asto se kapilarni kolony zhotovuji ze skla, nefsmu Kehké a lamou se
[15,16].

Podle zfisobu uloZeni stacionarni faze v kapilarni kélse rozliSuje &kolik typu kapilarnich kolon.
WCOT (Wall-Coated Open Tubular) je kolona s tenkijlmem stacionarni fadze nanesengémm na
vnitini séné kapilary. DalSim typem kolony je SCOT (Support-@aha Open Tubular), kde je
stacionarni faze zachycena na povrchu pevnéhéennaivnitni sén¢ kolony. PLOT kolony (Porous-
Layer Open Tubular) jsou poslednim typem kolontenjch je na vnihim povrchu kapilary vrstva

pevného aktivniho sorbentu [14,15].

2.4.3.4Termostat
Aby vzorek Zstal v plynném stavu, je zapebi v injektoru, kolod a detektoru udrZet vysokou

teplotu. K tomuto &elu slouzi termostat [15].

2.4.3.5Detektor

Ukolem detektoru je poskytnout rozdilné signaly praichodu samotného nosného plynu i p

prichodu nosného plynu obsahujiciho eluovanou sloZkarakteristikou dobrého detektoru je dobra
stabilita signdlu, velka citlivost a dosté&te rychla reakce na zfnu sloZeni prochézejiciho eluentu
lonization Detector). Principem tohoto detektoruigmizace molekul plynu v kyslikovodikovém

plameni, ktery hti mezi deéma elektrodami. V fitomnosti vzorku se zvySi ionizace a detektorem
nasleds probiha proud usmny koncentraci slateniny v nosném plynu. Jedna se o velmi citlivy
detektor s vynikajici stabilitou signalu a detedni limity v pikogramech analytu. PouZiva se

piedevsim pro detekci organickych latek [15,17].
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2.4.3.6Vyhodnocovaci zéizeni
Ve vyhodnocovacim z&eni dochézi ke zpracovani dat z detektoru. V¥sledje chromatogram -
grafické znazoréni signélu z detektoru. Chromatogram slouzi k zisk@rameit, jako jsou retefni

¢asy, plochy a vysky pik které slouzi k vyhodnoceniéheni [15].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie a laboratorni vybaveni

3.1.1

Chemikalie

Diethylether p.a., Lach-Ner, Neratovice

Petrolether p.a., Lach-Ner, Neratovice

Ethylalkohol 96 %, Lach-Ner, Neratovice

Hexan p.a., Lach-Ner, Neratovice

Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner, Neratovice

Isooktan p.a., Lach-Ner, Neratovice

Kyselina chlorovodikova p.a., PENTA, Chrudim

Standardy: Methyl-linoleat, Methyl-linolenat, Metkrachidat, SIGMA-ALDRICH,
Némecko

Smesny standard methylestermastnych kyselin - FAME mix 37, SIGMA-ALDRICH,
Némecko

Destilovana voda

Plyny
Dusik 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redékim ventilem a kovovou membranou
Vodik 5.5 SIAD v tlakové lahvi s redgkim ventilem

Vzduch 5.0 SIAD v tlakové lahvi s reditim ventilem pro kyslik

Pristroje

Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S.pledlie) s plameno¥ ionizanim
detektorem, split/splitless injektorem a kapildtaionou DB-23 s vystupem na PC

Pasita¢ PC, Intel Pentium Procesor

Analytické digitalni vahy HELAGO, GR-202-EC, Italie

Vakuova roténi odparka

Chladnitka s mraznikou AMICA, model AD 250

Pomicky

Mikropipety BIOHIT 1000, 200, 100 pl
Vialky s kawuk-teflonovymi septy a Sroubovacimi uzéy plastové Eppendorfovy

mikrozkumavky
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* Bé&zné laboratorni sklo

3.2 Analyzované vzorky

V experimentalni¢asti bakaléské prace byly analyzovany modelové vzorkiirqanich syil
eidamského typu, které byly vyrobeny standardnichrielogickym postupemébem unora 2015 na
Univerzitt TomaSe Bati ve Zlin

Strieny popis procesu vyroby: pro vyrobu &ybylo pouZito odsedné syrové mlékdobsah tuku
priblizné 0,1 %), které bylo nasledné standardizovédno na tu¢nost 3,5 %. Standardizované miéko bylo
podrobeno diskontinualni pasteradiinpo ve vyrobniku syrd pfi zvolenych teplotnich reZimech.
Pomoci fidici jednotky byl regulovan zahrev, vydrz pasteracni teploty a chlazeni na syftici teplotu.
Standardizované mléko bylo néaslédmytemperovano nayfci teplotu 32+1 °C, inokulovano
syraskou kulturou (mezofilni koncentrovana lyofilizovakultura Christian Hansen), pdigavku
nasyceného roztoku CaGk mléko se dokonale promichalo a kultura se na@@minut reaktivovat
za sodasného michani. Poté bylo do mlékad@no syidlo, snes se kratce intenzi¥npromichala a
byla ponechana v klidu po dobu 30 minut. Po 30 mdiclu sraZzeni se #nina prokrojila pomoci
syra'ské harfy jak podélf tak i gi¢né. Pokrajena ggnina se ponechala 10 minut v klidu, nastesin
velmi opatrg rucné michala po dobu 20 minut, poté se za stalého mighfés sito odebralaéast
syrovatky (do 30 % jpvodniho objemu mléka) a k syskému zrnu se velmi pomaldigévala voda
(do 70 % objemu odebrané syrovatky) o tepled °C tak, aby teplota systému vzrostla na 37 °C
(dohrivani syréského zrna). Ddfivani syrového zrna bylo pozvolné a trvatkalik minut, dosouseni
probihalo za stalého ¢niho michani 30 minut. DalSi krok zahrnoval formuiva lisovani skeniny.
Syfenina se slila dofpdem pipravenych forem vyloZenych syskymi plachetkami. Ve formach se
nechala gedlisovat 20 minut, ix¢emz po 10 minutach bylaignina otéena k rovnorérnému odtoku
syrovatky. Pedlisovana senina se nakrajela na 12 rovnong velkych kusi, které se vloZily do
lisovacich forem oft vyloZzenych plachetkou. $nina se lisovala pomoci lisovacich zavazi podle
zvoleného rezimu. Syry se ihned po vylisovani galisolném roztoku o koncentraci 20 % (w/v) po
dobu 5 hodin. Vylisované syry se na @awsetily antimykotickou suspenzi ffpravek Delvocid),
nasled® se nechaly oschnout 1 hodinu a balily se do olgddovmaterialu (smrstitelné folie). Hotové

syry se nechaly zratipeplot 10 °C po dobu 2 gsial.

Celkem byly vyrobenyit série vzork, které se liSily teplotou a dobou pasterido zakievu.
Oznaeni vzorki:

vzorek A - pastekmi zaltev 65 °C/30 min

vzorek B - pasterai zaltev 80 °C/30 s

vzorek C - pastetai zaltev 74 °C/30 s
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Prvni vzorky byly odebrany 48 hodin po zabalenarokit zmrazeny (-18 °C) a uchovavany az do

doby analyzy max. jedendsic).

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Pr¥iprava vzorki k analyze

Pred analyzou byly vzorky ponechanyep noc rozmrazit ip laboratorni teplat, z miznych mist
vzorku byla odebrana reprezentati¢ast, nasekana nozem na drobné kousky a promichdohoto

vzorku byl navazen 1 g ggsnosti na 0,0001 g a kvantitagysreveden do zkumavky k extrakci.

3.3.2 Extrakce lipidé podle CSN EN 1SO 1735

K pripravenému vzorku bylofflano 5 ml HCI. Sr#s se nechala z#kat ve vodni 14zni i 80 °C az

do upIného rozpu&hi syru (cca 15 min), nasletibyla snés ochlazena tekouci vodou. Poté bylo
ptidano 5 ml ethanolu a si® byla kvantitativa prevedena dodici nalevky. Ke srési bylo postupé
ptidano 8,4 ml diethyletheru a 8,4 ml hexanu a palkaf gidavku byla srs mirreé promichana a
ttepana po dobu 1 min. $Smse nechala 30 min odstat pro &ddi fazi (i laboratorni teplat cca

22 °C) — prvni extrakce. Po této @dbyla horni faze fesunuta do i@dem zvazené bly. Nasleds
byla provedena druhd &eti extrakce, vzdy sifulavkem 4,2 ml diethyletheru a 4,2 ml hexanu a
odstanim srsi po dobu 30 min do odkbni fazi. VSechnyit extrakty byly spojeny a rozpousio
bylo odpd&eno na vakuové ratai odparce f teplo do 40 °C. MnoZstvi vyextrahovaného tuku bylo
zjisténo gravimetricky — zvdZenim na analytickych vahégiiesnosti na 0,0001 g a @tkenim vahy

Cisté extrakni baiky.

3.3.3 P¥iprava methylestefii mastnych kyselin - Metoda podla®SN EN 1SO 5509

Vyextrahovany tuk byl pomoci 1 ml hexanu kvantitati preveden do plastovych Eppendorfovych
mikrozkumavek. Z nich byl poté automatickou pipetmebran pdebny objem (viz rovnice 1) do
vialky s pryZzovym uz&rem. Obsah vialky byl zatfglavku 5 ml isooktanu a 0,5 ml methanolického
roztoku KOH (c = 2 moll) dokonale rozpush. Vialka byla po dobu 8 minut di protepavana a
poté se nechala 6 min stat aZz do &eldi dvou vrstev. Po této délbyl z horni isooktanové vrstvy
odebran 1 ml ke GC-FID analyze.

Vypocet 1: objem extraktu, peebny k odebrani, pro zisk cilové koncentrace tukunty. mt*

G-Vi=g- -V, (1)
Kde:
ClLuceneennnn koncentrace vyextrahovaného tuku [mg‘ml
Vi objem extraktu poebny k odebrani [ml]
Covnnnnnnnn cilovéa koncentrace [tj. 10 mg. 1l
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Vo objem isooktanu [5 ml]

3.4 Stanoveni methylestelt mastnych kyselin metodou GC-FID

« Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S.pltalie)

« Plameno¥ ionizani detektor (FID), 250 °C, ptok vodiku 35 ml.mif, pritok vzduchu
350 ml.min', make-up dusiku 30 ml.min

» Davkovani: autosampler be#lide toku (1 pl), ventil uzaen po dobu 5 min

e Teplota injektoru: 250 °C

« Nosny plyn: dusik s fitokem 0,5 ml.mit

» Kapilarni kolona: DB-23 o rozénech 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm

e Teplotnim program: 60 °C, 10 min, vzestupny gradigh°C/min do 200 °C s vydrZi 10 min,
vzestupny gradient 5 °C/min do 220 °C s vydrZi 1i&,mzestupny gradient 10 °C/min do
240 °C s vydrzi 7 min

* Celkova doba analyzy: 60 minut

3.5 Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin ve vzccich

Mastné kyseliny byly stanoveny poepedeni na methylestery (viz kap. 3.3.3) (tzv. FAMRity Acid
Methyl Esters). Identifikace jednotlivych FAME v é&leych vzorcich byla provedena na zaklad
srovnani retetnich ¢asi identickych standafd Kvantifikace vybranych mastnych kyselin byla
provedena vypdiem jejich koncentrace {g.e) z ploch pik FAME ve vzorku (Pave) @ znamé
koncentrace (cs) a ploch giKPs) standaid Potebné parametry standardyly prevzaty z prace
Pruknerovg24].

Vypocdet:

c, [P

cFAME= [mg.m']  (2)

S

Vypocétené mnoZstvi methylestemastnych kyselin (gve) bylo plepditeno na obsah MK (dle
rovnice 3). Pepaet FAME na MK:

— Ceave (M

cMK 3
r-FAME
Kde:
CMK «reveeeennennnes koncentrace MK ve vzorku [mg.fjl
CEAME «rvvvsernnns koncentrace FAME ve vzorku [mg.‘ﬁ]ul
MEMK ceeeennnnne molarni hmotnost MK [g.md]
MEEAME e eeennn molarni hmotnost FAME [g.md]



Prepatet obsahu MK na 1 g tukuig . 100[mg.g" tuku] 4)
Prepatet obsahu MK na 1 g syragc. 100 . m{mg.g* syrd  (5)
kde:

m...... hmotnost vyextrahovaného tulg)

3.6 Statistické zpracovani vysledi

Data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci progtd@uExcel 2007. Kazdy vzorek byl zien
dvakréat, vysledky jsou vyjdny v mg.g tuku a/nebo v mg:gsyra, ve tvaru aritmeticky fimer +
smerodatna odchylka (n=2).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je saasti rozsahlé studie, kterd se bude zabyvat komplekarakterizaci lipiil
vevzorcich pirodnich syi eidamského typu. Prace bude &pat ve stanoveni volnych a vazanych
mastnych kyselin a &kterych dalSich paramétrsouvisejicich s obsahem a slozenim fipide
vzorcich. Modelové vzorky budou vyrdiy ve spolupraci s Ustavem technologie potravin na
technologické fakuét Univerzity ToméasSe Bati ve Zlén Po celou dobu jejich vyroby, od syrového
mléka jako zakladni suroviny az po koéng vyrobek, ¥etns 2 mesial zréni za standardnich
podminek, budou v pravidelnych intervalech odelyiramorky, které budou podrobeny analyzam.
Cilem je sledovat zamy vybranych parameitrv pribéhu technologického procesu vyroby syra.

Tato bakal&ska prace je zagrena na stanoveni celkového obsahu mastnych kyBebrizolaci lipidi
byla pouzita extrakce podl€SN EN ISO 1735; jde o klasicky &gob za pouziti organickych
rozpoudtdel. Pro esterifikaci mastnych kyselin metoda pod®N EN ISO 5509 s pouzitim
methanolového roztoku hydroxidu draselného. Makyrs&liny byly identifikovany a kvantifikovany
pomoci standafdplynovou chromatografii s FID detekciieBny postup a podminky stanoveni byly

pievzaty z diplomové prace Pruknerd2d].

V rdmci této prace byly proeny 3 vzorky syt eidamského typu. Syry byly analyzovany okagzit
po vyrok, presrEji feceno po uplynuti 48 hodin od jejich vyrobycélem zde bylo zachytit gatesni
fazi zrani. Jednotlivé vzorky se od sebe liSi puZi pasterénim zakievem (teplota vs. doba),
hlavnim cilem tedy bylo posoudit vliv pastémého zalievu na obsah jednotlivych mastnych kyselin.
Lipidy (mastné kyseliny) maji tendenci podléhatdadi, jejiz picinou byva s¥tlo a gitomnost
kysliku, ale také vySsi teplota; primarnim ré&zkn produktem jsou hydroperoxidy mastnych kyselin.
Hydroperoxidy jsou velmi nestélé a dale reagujitearby &tSiho pdétu latek, tzv. sekundarnich
produkti oxidace lipidi. S oxidaci je tedy spojeny vznik nezadoucich lateko neZadouci zna
samotné mastné kyselinyii ®xidaci dochazi napk posuiim nebo zrin¢ polohy dvojné vazby, ke
zmené délky molekuly, mohou vznikattzné oxid&ni produkty, nap trans-mastné Kkyseliny,
aldehydy, ketony, cyklické peroxidy, epoxykyselimydroxykyseliny, oxokyseliny, uhlovodiky ap.
[9]

K oxidaci jsou nejvice nachylné nenasycené masygaéliny, zejména linolova a linolenova, které se
oxiduji vzdusnym kyslikem uZztp béZnych teplotdch. Monoenové MK (olejovd) se za tgplo
mistnosti oxiduji jen velmi pomalu, dienové (line&) asi 10x rychleji a trienové (linolenova) 20x
rychleji. Tyto vztahy plati § teplo& kolem 20C, fi teplo€ nad 100C je jiz mezi jednotlivymi MK
jen maly rozdil. Za vy3Sich teplot odpovidajicieplotdm pé&eni, smaZeni a praZzeni dochazi také k

oxidaci nasycenych mastnych kyselin [9].
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4.1ldentifikace a kvantifikace mastnych kyselin ve vzocich

Identifikace mastnych kyselin ve vzorcich byla prdena na zakladsrovnani retefmich casi FAME
vzorki s retednimi ¢asy identickych standaikd kvantifikace srovnanim ploch pikse standardy o

zndmé koncentraci. Hlavni charakteristiky standigsdu uvedeny v Tabulce 4.1.

Tabulka 4.1: Pehled standard pouZitych k identifikaci a kvantifikaci mastnygisédin

Mastna kyselina symbol | Tr [min]|c [mg.ml"] | plocha piku [mV - s]
maselna C4:0 14,564 0,04 1468312
kapronova C6:0 18,256 0,04 2400501
kaprylova C8:0 21,622 0,04 3557380
kaprinova C10:.0 24,111 0,04 3061648
undekanova C11:0 25,201 0,02 1350435
laurova C12:0 26,364 0,04 2315169
tridekanova C13:0 27,57 0,02 999383
myristova C14:0 28,992 0,04 1666563
myristolejova C14:1 n9c 29,701 0,02 830174
pentadekanova C15:.0 30,627 0,02 722222
cis-10-pentadecenova Ci15:1 31,552 0,02 713495
palmitova C16:0 32,659 0,06 2158637
palmitolejova C16:1 n9c 33,369 0,02 668278
heptadekanova C17:0 34,658 0,02 573988
cis-10-heptadecenova Ci7:1 35,444 0,02 614572
stearova C18:0 36,823 0,04 1258918
elaidova C18:1 n9t 37,275 0,02 648736
olejova C18:1 n9¢ 37,583 0,04 1360754
linolelaidova C18:2 n6t 38,103 0,02 520610
linolova C18:2 n6¢ 38,895 0,02 607511
gama-linolenova C18:3np 39,744 0,02 499286
linolenovéa C18:3n3 40,644 0,02 489830
arachova C20:0 42,305 0,04 1067799
cis-11-eicosenova C20:1 43,208 0,02 518246
cis-11,14-eicosadienova C20:2 45,154 0,07 480540
heneicosanova C21:0 45,765 0,02 498451
cis-8,11,14-eicosatrienova C20:3n6 46,448 0,02 0828
arachidonova C20:4nb 47,287 0,02 420071
cis-11,14,17-eicosatrienova C20:3n3 47,823 0,02 6526
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenp¥a20:5 n3| 50,08 0,02 956606
behenova C22:0 50,27 0,04 367333
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Tabulka 4.1 pokréovani: Brehled standaré pouZzitych k identifikaci a kvantifikaci mastnygfsédin

Mastna kyselina symbol | Tr [min] |c [mg.mI"] | plocha piku [mV - s]
erukova C22:1n9 51,36 0,02 474533
cis-13,16-docosadienova C22:2 53,183 0,02 450170
tricosanova C23:.0 53,513 0,02 492037
lignocerova C24:.0 57,176 0,04 991745
cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenp@®?2:6 n3| 58,308 0,02 452122
nervonova C24:1 58,513 0,02 277490

4.1 Srovnani obsahu mastnych kyselin ve vzorcich

Celkem bylo ve vzorcich sgridentifikovano 34 mastnych kyselin. V TabulkacR 4. 4.3 je uveden
piehled a obsah mastnych kyselin identifikovanycadnptlivych vzorcich (pro lepSighlednost jsou
uvedeny hodnoty jednotlivych kyselin v mg.wku i po gepaitu na mg.g syra).

Mlécny tuk je charakteristicky ffomnosti pedevSim mastnych kyselin s kratkymi aZedte
(Saturated Fatty Acids - SFA)(maselna, kapronovaprfdova, kaprinova, laurova, myristova,
palmitova, stearova), které ffifocca 60-70 % vSech MK, v menSi maijsou zde zastoupeny
mononenasycené MK (Monounsaturated Fatty Acids FJ26—42 %), z nichZ nejvyznargsi je
kyselina olejova. Polynenasycené MK (Polyunsatgrafatty Acids PUFA)(linolova, linolenova,
arachidonova) tvid velmi nizky podil (2—6 %) [25].

Tabulka 4.2: Obsah mastnych kyselin identifikovanysyrech (mg «btuku)

c [mg- g™ tuku]
Mastna kyselina vzorek A vzorek B vzorek C
maselna 1,18 +0,35 - 1,11 + 0,00
kapronova 10,73 £ 0,58 15,56 + 0,45 14,1050
kaprylova 5,38 + 0,05 8,32 + 0,08 8,35 10,2
kaprinova 18,04 + 0,30 20,07 £0,1B 20,80
undekanova 0,87 £ 0,03 0,88 + 0,00 0,94 ¥0,0
laurova 26,22 + 0,49 25,91 £ 0,94 27,851,680
tridekanova 1,43 £0,02 1,37 £ 0,07 1,47 10,1
myristova 102,16 + 0,25 90,92 + 6,30 96,831
myristoolejova 11,42 +0,11 9,84 + 1,33 10,411,231
pentadekanova 16,18 + 0,40 14,23+ 1,11 14062
cis-10-pentadecenova 2,53+0,1? 2,07 +£0,19 410,93
palmitova 337,92+12,45 280,43+27,05 236§ 27,97
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Tabulka 4.2 pokréovani: Obsah mastnych kyselin identifikovanychreay(mg ¢ tuku)

c [mg- g* tuku]
Mastna kyselina vzorek A vzorek B vzorek C
palmitoolejova 1,71 +0,01 1,53 +0,03 19,70£0,44
heptadekanova 4,54 + 3,99 7,91+0,82 8,61%0,6
cis-10-heptadecenova 4,22 +0,16 3,72+0,38 230,19
stearova 84,21 +7,01 72,83 +5,71 78,21 + 5,64
elaidova - - 81,23 +£ 0,00
olejova 229,23 +7,37| 179,22+27,15 222,30+ 32,63
linolelaidova 4,30 £ 0,20 2,43+1,45 5,36 +81,2
linolova 53,45+26,82 27,50+10,31  80#436,36
gama-linolenova 40,12 + 0,00 0,35+ 0,09 0,30Q80,
linolenova 1,84 +0,35 4,83 £ 0,93 5,52 10,3
arachova 2,29 +1,45 1,18 £ 0,26 1,06 $0,5
cis-11-eicosenova 0,27 £ 0,02 0,90 + 0,17 166,62
cis-11,14-eicosadienova 1,55+0,37 - -
heneicosanova - - 0,21 + 0,00
cis-8,11,14-eicosatrienova 1,17 £ 0,00 1,02+0,11 1,06 +0,00
arachidonova 1,85 +0,07 1,58 +£0,16 1,62 H0,(
cis-11,14,17-eicosatrienova - - 1,43 +0,00
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenova 0,50 + 0,00 = 9]0241[0] 0,29 £ 0,00
behenova 4,71 £ 0,00 0,78 £ 0,00 0,92 60,0
erukova 0,46 + 0,00 - 2,19 £ 0,0(
trikosanova 0,25 +0,03 - -
lignocerova 0,59 £ 0,27 0,37 £ 0,00 0,61 #80,2
cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenagva - - 0,24 + 0,00
nervonova 2,47 £ 0,00 - -
Tabulka 4.3: Obsah mastnych kyselin identifikovanysyrech (mg *fsyra)

c [mg- g* syra]
Mastna kyselina vzorek A vzorek B vzorek C
maselna 0,40 +0,10 - 0,28 + 0,00
kapronova 3,66 £ 0,06 3,31 +£0,07 3,62 90,4
kaprylova 1,84 + 0,09 1,77 £0,00 2,15 £70,0
kaprinova 6,17 £ 0,33 4,27 + 0,07 5,34 60,2
undekanova 0,30 £ 0,00 0,19 + 0,00 0,24 20,0
laurova 8,97 £ 0,50 5,51 + 0,24 7,08 50,4
tridekanova 0,49 £ 0,02 0,29 £ 0,04 0,38 30,0
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Tabulka 4.3 pokréovani: Obsah mastnych kyselin identifikovanychreay(mg ¢ ¢ syra)

c[mg- g*syra]
Mastna kyselina vzorek A vzorek B vzorek C
myristova 34,91 +1,20 19,36 £ 1,49 24,7149
myristoolejova 3,90+0,11 2,10+0,30 2,68 £0,3
pentadekanova 5,52 + 0,07 3,03+0,26 3,8480,1
cis-10-pentadecenova 0,86 £ 0,01 0,44+£0,04 9860224
palmitova 115,33+ 0,01 59,71+ 6,1p 66,3,85
palmitoolejova 0,59 £0,02 0,33+0,01 5,06 #0,1
heptadekanova 1,60+1,42 1,68 £0,19 2,215%0,1
cis-10-heptadecenova 1,44 £ 0,00 0,79 £ 0,09 141005
stearova 28,69 + 1,34 15,51 +£1,3P 20,09 + 1,52
elaidova - - 20,97 £ 0,00
olejova 78,43 £ 5,40 38,18 + 6,03 57,13 + 8,67
linolelaidova 1,47 £0,01 0,52 +0,31 1,38 +11,1
linolova 18,60 £ 9,84 5,87 +2,23 20,72,48
gama-linolenova 0,11 £ 0,00 0,07 £0,02 0,08 20,0
linolenova 0,63+0,14 1,03 +0,21 1,42 H0,1
arachova 0,80 £ 0,52 0,25 + 0,06 0,27 50,1
cis-11-eicosenova 0,09 + 0,01 0,19 +0,04 9%6,43
cis-11,14-eicosadienova 0,52+0,11 - -
heneicosanova - - 0,05 + 0,00
cis-8,11,14-eicosatrienova 0,42 + 0,00 0,22 +0,02 0,27 £0,00
arachidonova 0,63 + 0,00 0,34 £ 0,04 0,41 60,0
cis-11,14,17-eicosatrienova - - 0,37 £0,00
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenova 0,18 £ 0,00 HMO0 0,07 £0,00
behenova 1,67 £ 0,00 0,16 £ 0,00 0,24 40,6
erukova 0,16 + 0,00 - 0,56 + 0,0(
trikosanova 0,09+0,01 - -
lignocerova 0,21 +0,10 0,08 + 0,00 0,16 #/0,0
cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenava - - 0,06 + 0,00
nervonova 0,88 £ 0,00 - -

Mezi vzorky byly nalezeny vyrazné rozdily jak wv¢po identifikovanych kyselin, tak i v jejich
koncentraci. Vzhledem k tomu, Ze pro vyrobu vSeegbrkii byla pouZita stejnd surovina (syrové
mléko), rozdily jeiteba gicitat aplikaci fiznych pastekmich zaliev, které se liSily teplotou i dobou

zahevu.
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4.1.1 Srovnani skupin nasycenych, mono- a polynenasycerymastnych kyselin

V Grafech 4.1-4.3 je uvedeno procentualni sroviédnotlivych skupin mastnych kyselin (SFA,
MUFA, PUFA). Jejich obsah odpovida vySe zémym poznatkm o sloZzeni mi&ného tuku, ve vSech
vzorcich je nejvice SFA, potom MUFA a nejmié@PUFA [25].

Nejvice SFA se nachézelo ve vzorku B, nejgném vzorku C (dokonce mémez literaturou uvaghé
rozmezi 60-70 %)[25]; nejvice MUFA ve vzorku C, méje ve vzorku B (také ménnez literaturou
uvadcné rozmezi 26-42 %)[25]; ve vzorcich A a C byl mafevysoky podil PUFA, vyraZrnvic nez
literaturou uvadné rozmezi (2—-6 %)[25].

Vzorek B je tedy charakterizovdn vysokym obsahem @Fnizkym obsahem MUFA argdevsim

PUFA. SloZeni vzork A a C je podobné, vzorek A obsahuje miikySSi obsah SFA a niZSi obsah
MUFA.

11,72%

28.05% HSFA

EMUTA

PUFA
60.23%

Graf 4.1: Procentualni zastoupeni jednotlivych skumastnych kyselin (SFA, MUFA, PUFA) ve
vzorku A (65 °C/30 min)
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Graf 4.2: Procentualni zastoupeni jednotlivych skupin madtnkyselin (SFA, MUFA, PUFA) ve
vzorku B (80 °C/30 s)

9.62%

EEFA
mMUFA

35.39% PUFA

54.,99%

Graf 4.3: Procentualni zastoupeni jednotlivych skupin madtnkyselin (SFA, MUFA, PUFA) ve
vzorku C (74 °C/30 s)

4.1.2 Srovnani obsahu jednotlivych mastnych kyselin ve \acich

V grafech 4.4 — 4.6 je uvedeno srovnani obsahuhviglmtifikovanych MK v jednotlivych vzorcich.
Vzhledem k porérné velkym rozditim v obsahu jednotlivych MK je kazdy graf r@kehy na d¢
¢asti, vhorni a) je uveden celkovy rozsah stupniee,spodni b) vyer pro lepsi rozliSeni MK
ptitomnych v niZz8i koncentraci.

V grafech 4.7-4.9 jsou potom srovnany vzorky mehai.
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Graf 4.4b: Obsah mastnych kyselin ve vzorku A éra&t
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e

Ve vzorku A (pastekm

N4

patrné z grafu 4.4 z kvantitativniho hlediska bylgjvyznamsjSi kyseliny myristova, palmitova,

stearova a olejova, z polynenasycenych pak linotdogama-linolenova.
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Graf 4.6a: Obsah mastnych kyselin ve vzorku C gua&t
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Graf 4.6b: Obsah mastnych kyselin ve vzorku C @ua&ti zahiev 74 °C/30 s); rozsah stupnice do 30
mg * g tuku

Ve vzorku C (pastetai zatkiev 74 °C/30 s) bylo identifikovano celkem 33 mastnkyselin. Zde je
kvantitativre nejvyznamsjSi kyselina palmitova a olejova, ve vysoké koncatit se nachazi i

kyselina myristova, stearova, nenasycend elaidazd(af 4.6) a z polynenasycenychsbfinolova.

SloZeni MK ve vSechi¢ch vzorcich odpovida vySe zraftym poznatékm o sloZzeni miéného tuku
[25], ve vS8ech vzorcichipvladaji vysoké koncentrace néjelitéjSich mastnych kyselin miéého
tuku: nasycené se tetirt dlouhym fetzcem (14-18 C) myristov4, palmitovd a stearova,
z nenasycenych je nejvyzna#jgi kyselina olejova; v mignhnizSich koncentracich se pak nachazeji
nasycené MK s kratkyntettzcem (6-12 C) kapronova, kaprylova, kaprinova ardeé. Obsah
kyseliny méaselné je patmée nizky, to vSak rize byt zgisobeno jeji porrné obtiznou identifikaci a
predevsim kvantifikaci, p@vadz eluuje velmi blizko piku rozpowéta. Z polynenasycenych MK je
ve v3ech vzorcich nejvice kyseliny linolové. Obsat$iny ostatnich MK se pohyboval pod 5 nit).g
tuku, polynenasycenych dokonce pod 1rdigku.Pokud srovname vzorky mezi sebou, nejvice MK

bylo identifikovano ve vzorku C (33), nejmene vzorku B (27). V grafech 4.7-4.9 je pak uvedeno
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srovnani obsahu MK identifikovanych ve vSech vadicpro lepSi fehlednost jsou ap rozctleny na
SFA, MUFA a PUFA a srovnany v samostatnych grafech.

s s

Ve WwtSirg pripadi je nejnizSi obsah jednotlivych MK ve vzorku B, @t v pripad kyselin paticich
mezi MUFA a PUFA. U vzork A a C vysledky nejsou zcela jednoZné, pokud vezmeme v Gvahu
kvantitativre nejvyznamsijSi MK Ize tvrdit, Ze ve vzorku A je jich vice nge2 vzorku C.
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Graf 4.7: Srovnani obsahu nasycenych mastnychiky(S#-A) ve vzorcich A,BaC
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Graf 4.8: Srovnani obsahu mononenasycenych maskygetin (MUFA) ve vzorcich A,Ba C
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Graf 4.9: Srovnani obsahu polynenasycenych mastkyselin (PUFA) ve vzorcich A,BaC

4.1.3 Vliv pasteraéniho zah¢evu na obsah mastnych kyselin ve vzorcich

Pokud vezmeme v Uvahu pouZité pasterazakroky, vysledky zhruba odpovidajice@vani.

Aplikovany pasteréni zaltev vyznamnym zfisobem ovliviuje sloZzeni MK ve vzorku vyrobeného
syra.
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Z vysledki srovnani skupin SFA, MUFA a PUFA (grafy 4.1 — A@plyva, Ze vySSi pastenai zaltev

(80 °C/30 s) poskozuje vice nenasycené MiedpvSim PUFA, keré velmi snadno podléhaji oxidaci.
Toto zjiS€ni je v souladu s dostupnou literaturou [9]. Deldba pasterace (65 °C/30 min), i kdy¥ p
nizké teplat, posSkozuje hlavhMUFA, SFA a PUFA kupodivu mén

Obdobné trendy Ize vypozorovatii grovnani jednotlivych MK (grafy 4.7 — 4.9), vétsir¢ pripadi
vezmeme Vv Uvahu kvantitati¥mejvyznameijsi MK, nizkad pastetmi teplota, i kdyZz aplikovana
ponerné dlouhou dobu (65 °C/30 min), obsah MK vyznamesniZuje.

Pri vyrobé symi se v praxi nejasgji pouziva kratkodoba Setrna pasterace, kdy se ankéitieje na
teplotu 72—74 °C po dobu 20-40 s [4,7], uGstypu eidam se aplikuji teploty 74-78 °C [7]. Tomu
nejlépe odpovida vzorek C (pastarhzaltev 74 °C 30 s), nicménjeho slozeni MK bylo podobné

jako u vzorku A (pasterovany 65 °C/30 min), zwad se tyka kvantitativhnejvyznamajsich MK.
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5 ZAVER

Tato bakalska prace se zabyva stanovenim mastnych kyselifradpich syrech eidamského typu.
Modelové vzorky byly vyrobeny ve spolupraci s Ustiav technologie potravin na technologické
fakult¢ Univerzity TomaSe Bati ve Zlénstandardnim technologickym postupem. Prace zahrnuj
vysledky ngreni syfi okamzig¢ (resp. 48 hodin) po vyréb tedy p@atek zrani. Celkem byly
analyzovanyii vzorky syf, které se od sebe liSily teplotou a dobou pasténa zalkievu mléka, z
néhoz byly vyrobeny (65 °C 30 min; 74 °C 30 s; 803Cs).

Pro extrakci lipid ze vzork byla pouzita klasicka extrakce &si diethyletheru a hexanu podi&N
EN ISO 1735; pro esterifikaci mastnych kyselin ndetopodle CSN EN ISO 5509 s pouzitim
methanolového roztoku hydroxidu draselného. Vznikkthylestery byly stanoveny pomoci plynové
chromatografie s FID detekci. PouZzitda metoda j@geldcha, iméiens rychla, vyZzaduje minimalni
mnozstvi vzorku a rozpoustel.

Celkem bylo ve vzorcich syridentifikovano 34 mastnych kyselin. V nejvysSkgncentracich byly
nalezeny nasycené kyseliny myristovd, palmitovatemrsva, z nenasycenych kyselina olejova; v
mirné nizSich koncentracich se pak nachazely kyseliprd@ova, kaprylova, kaprinova a laurova.
V8echny tyto jsou povaZzovany za vyznamnou slozkémého tuku. Polynenasycené kyselinyitvo
velmi nizky podil v mléném tuku, ve vSech vzorcich vSak byl nalezen goénvysoky obsah
kyseliny linolové.

Mezi vzorky byly nalezeny rozdily jak v ptu identifikovanych mastnych kyselin, tak v jejiochsahu,

z éehoz vyplyva, Ze aplikovany pastéma zakiev vyznamnym zfssobem ovliviuje sloZzeni mastnych
kyselin ve vzorku vyrobeného syra.

Podle literatury vy3Si pastérd zaltev poskozuje vice nenasycené mastné kyselifgdgysim ty

s vy88im pétem dvojnych vazeb, které velmi snadno podléhafdami. Vzorek B (aplikovan nejvyssi
zaltev 80 °C 30 s) je skute¢ charakterizovan vysokym obsahem nasycenych, alegymi obsahem
mono- a polynenasycenych mastnych kyselin.

Vzorek syra C byl vyroben z mléka pasterovanéhtkkradobu a p niZsi teplo¢ (74 °C 30 s). Tato
tzv. Setrnd pasterace se v praxi pouziv&as#ji, nicméré jeho sloZzeni mastnych kyselin bylo
podobné jako u vzorku A (pasterovany 65 °C/30 mimyJaS€ co se tyka kvantitativh
nejvyznamgjSich kyselin. DelSi doba pasterace tedy p¥pedobr’ obsah mastnych kyselin
vyznamrji neovliviuje.

Tato prace je vSak pilotni studii problematiky drjé se o prvni vysledky, ze kterych nelze vyvozovat
jednozn&né za¥ry. Vzorky budou podrobeny dalSimu rozboru po 2siwich zrani (v ramci
navazujici diplomové préace), po této ddiudou rozdily mezi vzorky vice markantni a budeméoje

|épe posoudit.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

FID — plamenow ionizaini detektor

GC - plynova chromatografie

WCOT - kolona s tenkym filmem stacionarni faze sané pimo na vnitni sgéné kapilary
SCOT - kolona se stacionarni fazi zachycenou nechoypevného no&t na vnitni séné kapilary
PLOT - kapilary, jejichz vnitim povrchem je vrstva pevného aktivniho sorbentu

FAME — methylestery mastnych kyselin

MK — mastné kyseliny

SFA — nasycené mastné kyseliny

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny

PUFA - polynenasycené mastné kyseliny
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8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1
Ptiloha 2
Ptiloha 3
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Ukazka chromatogramu vzorku A (pasteraalrev 65 °C/30 min)
Ukézka chromatogramu vzorku B (pasteiraatiev 80 °C/30 s)
Ukazka chromatogramu vzorku C (pastgraatiev 74 °C/30 s)
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Priloha 1: Ukazka chromatogramu vzorku A (paste
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Priloha 2: Ukazka chromatogramu vzorku B (pasta
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Priloha 3: Ukazka chromatogramu vzorku C (paste



