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The use of nuclear magnetic resonance
in the dairy research

Abstrakt

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) se v posled-
nich letech stala ¢asto vyuZivanou analytickou technikou
v celé fadé védnich obori. Nejinak tomu je v mléka-
renském vyzkumu. Nize je uveden literarni prehled
védeckych studii zaméfujicich se na aplikaci NMR pro
studium profilu metabolitti mléka naptic¢ celym dodavatel-
skym retézcem. Pomoci nejriiznéjsich NMR experimenta
byly zkouméany zmény v mléku v zavislosti na zdravi
dojnic ¢i slozeni krmné davky. Rovnéz bylo zjisténo,
7ze NMR lze vyuzit ke kontrole kvality a bezpecnosti
mléka. V neposledni fadé bylo NMR Siroce vyuZzivano
ve védeckych studiich zaméfujicich se na syry, pfi¢emz
se Casto jednalo o syry s Chranénym oznacenim ptivodu.

Klicova slova: bezpecnost, kvalita, nuklearni magne-
tickd rezonance, mléko, syry

Abstract

In recent years, nuclear magnetic resonance (NMR) has
become a frequently used analytical technique in many
scientific fields as well as in the field of dairy research.
Below is a literature review of scientific studies focusing

on the application of NMR to study the metabolite profile
of milk across the entire supply chain. Using a variety
of NMR experiments, changes in milk as a function of
dairy cow health or ration composition have been inves-
tigated. It has also been found that NMR can be used to
monitor milk quality and safety. Finally, NMR has been
widely used in scientific studies on cheese, often invol-
ving cheeses with Protected Designations of Origin.

Key words: safety, quality, nuclear magnetic reso-
nance, milk, cheese

Uvod

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je vykonnd
analyticka technika, kterou lze vyuZit pro spektroskopii
v kapalném i pevném stavu, zobrazovani i relaxometrii.
Pro tyto tfi specializace plati stejny zakladni jev: absorp-
ce energie nastane v pripadé, Ze vzorek obsahuje ato-
my, které maji nenulovy jaderny magneticky moment
a zaroven jsou umistény do magnetického pole, kde jsou
vystaveny elektromagnetické viné o vhodné frekvenci.
Z toho vyplyva, Ze prostfednictvim NMR jsou méfitelné
jen chemické prvky, jejichz atomova jadra vykazuji urcité
magnetické vlastnosti. To jsou jadra, kterd maji nenulové
spinové kvantové Cislo, z nichZ jsou nejlépe méritelna ta
se spinovym kvantovym cislem I = V2. Do této skupiny se
tfadi nasledujici izotopy 'H, 1°C, PN, °F ¢i 3'P. Vyjimeéné
postaveni md v NMR analyze organickych sloucenin
predevsim izotop 'H, coz je déno jeho velkym gyromag-
netickym pomérem a vysokym biologickym zastoupenim
(99,985 %; Ralli a kol. 2018, Lambert a kol. 2019). Atrak-
tivita '"H NMR techniky v metabolomickych studiich je
déna predevSim snadnou pripravou vzorku a nedestruk-
tivni analyzou, kdy jeden vzorek lze analyzovat v né-
kolika po sobé jdoucich NMR experimentech a lze ji
pouZzit pro necilenou analyzu. Ve srovnani s kapalinovou
a plynovou chromatografii s hmotnosti spektrometrii
(MS) je jednou z vyhod NMR piimy a kvantitativni vztah
mezi molarni koncentraci a intenzitou rezonance. NMR
ma rovnéZ nékolik limitaci. Z nichZ lze uvést napriklad
vysoké potizovaci nidklady NMR spektrometru nebo
nizkou citlivost, ve které naopak MS techniky vynikaji
(Sundekilde a kol., 2013).

Jak uvedli Maher a Rochfort (2014), pouziti NMR
spektroskopie v mlékarenském sektoru se datuje jiz od
50. let 20. stoleti. V této dobé Odeblad a Westin identifi-
kovali tfi odli$né rezonancni signdly v matefském mléku,
které oznacili jako W, T a E. Dle jejich vysledki se W a T
nachdzely v mlécné plazmé (pravdépodobné se jednalo
o rezonanci vody a lakt6zy), zatimco rezonan¢ni signal F
zfejmé pochdzel z mlécného tuku. Dalsi zajimava studie,
ktera byla publikovadna v druhé poloviné 20. stoleti, se
zaméfila na minoritni ¢ast mlééné tukové kapénky. Autoti
této studie provedli pomoci 'H NMR charakterizaci
molekularni struktury lyofilizované membrany. Identifi-
kovat se podarilo rizné rezonanc¢ni vzorce lipida, véetné
pfifazeni protonll v ramci lipidovych fetézci (napt. CHs,
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CH,, CH=CH), a porovnat je s rezonan¢nimi vzorci ami-
nokyselin, které pochdzely z denaturovanych proteint
(Maher a Rochfort, 2014). Od této doby se citlivost
arozliSeni NMR spektrometrti znacné zvySily a spolecné
se sofistikovan€j$imi statistickymi nastroji se dnes tato
analyticka technika vyuZziva k nalezeni odpovédi tyka-
jicich se celého mlékarenského sektoru.

Prvovyroba miéka

Je velmi dobfe zndmo, Ze biochemicky profil mléka re-
flektuje aktualni zdravotni stav dojnice. Rada metabolitii
odrézejicich metabolické onemocnéni ¢i zanét mlécné
zlazy se do mléka muZe transportovat pres bunécnou
membranu, ¢i paraceluldrni cestou, a tak vyznamné
ménit metabolomicky profil mléka.

Prozkoumat zmény ve sloZeni mlééného metabolomu
v souvislosti s onemocnénim mlécné 7lazy se rozhod-
li Bobbo a kol. (2022). Pomoci jednodimenzional-
nich experimenti 'H NMR s vyuzitim zakladni pulzni
sekvence NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectros-
copy) analyzovali 120 ¢tvrtovych vzorkli mléka a potvr-
dili, Ze zvySeny pocet somatickych bunék je spojen se
zménami v mlécném metabolomu. Konkrétné se jednalo
o nasledujici metabolity, které s poctem somatickych
bunék nad 200 tisic v 1 ml vykazaly nizsi hladiny: ri-
boflavin, galakt6za, galakt6za-1-fosfat, dimetylsulfon,
karnitin, hippurat, orotat, lecitin, sukcinat, glukéza a lak-
téza. Tato zjiSténi by mohla byt zuZzitkovdna v ramci
screeningu subklinickych mastitid.

V dalSi studii se autofi zabyvali ket6zou, coz je velmi
casté metabolické onemocnéni, které postihuje dojnice
zvlasté v obdobi ihned po oteleni (Klein a kol., 2012).
Cilem této studie byla identifikace prediktivnich biomar-
kert tohoto onemocnéni. PouZit byl opét jednodimenzio-
nalni experiment 'H NMR s pulsni sekvenci NOESY,
a také komplexnéjsi dvoudimenzionalni heteronuklearni
experimenty 'H-*C HSQC (Heteronuclear Single Quan-
tum Coherence) a 'H-'*C HMBC (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation), diky kterym lze studovat vazby mezi
vodikovymi a uhlikovymi atomy. Vysledky ukazaly, ze
glycerofosfocholin a pomér glycerofosfocholinu k fos-
focholinu jsou spolehlivymi biomarkery vybéru dojnic,
které se dobre vyrovnavaji s metabolickym stresem, coz
muze byt v budoucnu zhodnoceno zvlasté v plemenarské
praci.

Krom zdravi dojnic se do fyziologickych faktort
ovliviiujicich sloZeni mléka radi také poradi a faze lak-
tace. Jak se nizkomolekuldrni metabolity v mléku méni
v pribéhu laktace, popsali Zhu a kol. (2020). Pro tento
ucel pouzili vzorky kravského mléka ziskané v rané,
stfedni a pozdni laktaci (od 41 do 286 dni). Vzorky mléka
byly analyzovany pomoci 'H NMR a hmotnostni spek-
trometrie ve spojeni s ultra-vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii. Bylo zjiSt€éno, Ze v pribéhu laktacni
krivky se méni koncentrace hned nékolika metabolitd, do
nichz patfily aminokyseliny a jejich derivaty, organické

kyseliny, sacharidy, vitaminy, nukleové baze ¢i volné
mastné kyseliny.

Hodnoceni kvality a bezpecnosti mléka

NMR spektroskopie je také hojné vyuzivana pro
hodnoceni kvality mléka. Napriklad Sundekilde a kol.
(2011) dospéli k zavéru, Ze metabolomické profily mlé-
ka ziskané pomoci 'H a ®C NMR mohou byt rychlou
klasifika¢ni metodou jeho koagulacnich vlastnosti. Kore-
laci potvrdili mezi koagulacnimi vlastnostmi a hladinami
lakt6zy, cholinu, karnitinu a citratu. Nékolik studii se
rovnéz vénovalo vlivu sloZeni krmné davky na metabo-
lomicky profil mléka. Dva rdzné jednodimenzionalni
experimenty NMR pouzili Tsiafoulis a kol. (2019) pro
porovnani profilu metaboliti lipidové frakce kravského
mléka pochazejicitho z ekologického a konvencniho
zemédélstvi. Lipidova frakce BIO mléka vykazala vy-
razné vyssi zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin
zahrnujicich kyseliny konjugovanou linolovou, linolovou
a o-linolenovou. Niero a kol. (2022) pak monitorovali
dynamiku metabolitd v kravském mléku pred a béhem
pastevni sezony. Zjisténi této studie ukazala, Ze zarazeni
pastvy do krmné davky dojnic je spojeno s vyznamnymi
zménami v mlééném metabolomu.

Kvalitu mléka miZe rovnéz ovlivnit tepelné oSetfeni
a podminky skladovani. Z tohoto divodu se Edwards
a kol. (2021) zabyvali zménami, ke kterym dochézi
v pasterovaném mléku v zavislosti na teplot¢ a dobé
skladovani. Tyto zmény monitorovali pomoci cilené
a necilené NMR metabolomiky s pouzZitim jednodi-
menziondlnich (‘H NOESY) a dvoudimenzionalnich
experimentt (‘H-"*C HSQC). V prubéhu skladovéni se
nékolik metabolitl vyznamné ménilo v zavislosti na dobé
a teploté. ZvySovaly se koncentrace etanolu, mravenci
kyseliny, mlécné kyseliny a octové kyseliny, coZ sou-
viselo s trendem mikrobidlniho riistu. Rostouci trend
zaznamenala i jantarovd a maselnd kyselina. Naproti
tomu citronova kyselina byla jedinym mléénym metabo-
litem, ktery béhem skladovani trvale klesal. Autofi této
studie se domnivaji, Ze tato zjiSténi by v budoucnu mohla
slouzit jako podklad pro stanoveni indikatort trvanlivosti
mléka v redlném Case, a tak prispét k omezeni plytvani
mlékem.

Po velkém incidentu s falSovanim kojenecké vyzivy
melaminem v Ciné se fada védeckych studii zamé&fuje i na
detekci rliznych nepliivodnich pfimési v mléku. Nejinak
tomu je v pifipadé NMR. Napriklad Santos a kol. (2016)
demonstrovali moznost aplikace 'H ,.,time domain“ NMR
("H TD-NMR, taktéZ zndma jako NMR relaxometrie),
ktera sleduje protonové relaxace poskytujici informace
o pohyblivosti jader v molekulach, které mohou defino-
vat nejen sloZeni dané potraviny, ale i fyzikalné-chemické
a texturni vlastnosti. Cilem studie bylo ovéreni vyuziti
této techniky k odhalovéani falSovani kravského mléka
vodou, syrovéitkou, peroxidem vodiku, mocovinou,
syntetickym mlékem a moci. Z vysledku plyne, Ze 'H
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TD-NMR se osvédcila jako rychla a nedestruktivni meto-
da pro detekci a kvantifikaci falSovani kravského mléka.
Co se tyce vyuziti NMR techniky pfimo v odhalo-
vani falSovani mléka malych pfeZvykavcl, neni toho
doposud ve védecké literature pfili§ mnoho k dispozici.
Divodem mutze byt fakt, ze spolehlivé zjisténi mléka
jiného Zivoc¢isSného druhu je velmi obtizné. Jednim
z dostupnych zdrojt je studie publikovana autory Laman-
na a kol. (2011) zaméfujici se na odhalovani falSovani
ovciho mléka kravskym mlékem pomoci vodikovych
spekter s vyuzitim umélé neuronové sité. Na zdkladé
22 proménnych byla schopna neuronové sit spolehlivé
predpovédéet obsahy pripravené smési. Nicméné limitace
této studie autori shleddvaji v malém souboru vzork,
a také nemoZznosti ovéfit dalSi zdroje variability jako
jsou genetika, krmna dédvka atd. DalSi podobnou studii
provedli Li a kol. (2017), ktefi vyuzili 'H a *C NMR
v kombinaci s vicerozmérnou statistickou analyzou.
Cilem bylo odhalit falSovani kravského a koziho mléka
s6jovym napojem a falSovani koziho mléka kravskym
mlékem. Na zakladé deseti metaboliti (acetat, ami-
nosacharidy, citrat, etanolamin, cholin, karnitin, kreatin,
laktoza, lecitin, sachar6za) bylo mozné identifikovat 2 %
s6jového napoje v kravském a kozim mléku, a také 5 %
kravského mléka v kozim mléku. Na falSovani koziho
mléka se rovnéZ zaméfili Rysové a kol. (2021). Na rozdil
od Li a kol. (2017) pracovali pouze s jednim metabolitem
— aminosacharidy, které umoznily detekci 10 % kravs-
kého mléka v kozim mléku s témét 100% presnosti.

NMR a syry

Neékolik studii se zaméfilo i na vyuZiti NMR pro hodno-
ceni kvality syrt. Potencidl NMR pro studium metabolic-
kych procestt v probiotickych a symbiotickych syrech
potvrdili Rodrigues a kol. (2011), kteti pomoci 'H NMR
identifikovali rozdilny metabolomicky profil zrajicich
syru s pridavkem probiotik (Lactobacillus casei-01 nebo
Bifidobacterium lactis LAFTI B94) a prebiotik (fruktooli-
gosacharidy nebo smés fruktooligosacharidi s inulinem).
Studie Chen a kol. (2021) si kladla za cil charakterizo-
vat pomoci jednodimenzionalnich a dvoudimenzional-
nich experimentd NMR metabolity ménici se v pribéhu
zrani syru Cheddar. Bylo zji§téno, Ze citrulin spole¢né
fazi syra. Béhem zrani obsah téchto metabolitd postupné
klesal. Navic autofi této studie popsali i metabolomické
profily syrd rizné kvality. Testovand SarZe B, u které
se predpokladalo dosaZeni prémiové kvality, vykazala
niz$i hladiny serinu a -galaktézy v porovnani se Sarzi C
s o¢ekavanou niZsi drovni kvality.

Ve velké mife se také autofi zaméruji na kontrolu kva-
lity syrt s Chranénym oznacenim ptvodu (CHOP), které
nesou vyjimecné zemédelské produkty ¢i potraviny
vyrabéjici se v urcitém regionu. Naptiklad Segato a kol.
(2019) se vénovali italskému syru Asiago s CHOP
pochazejicimu z vysokohorské oblasti severovychodni

Italie. Cilem jejich studie bylo posoudit spolehlivost 'H
NMR pro odhaleni krmného systému dojnic, od kterych
mléko na vyrobu syri pochdzelo. Do tohoto experimentu
bylo zarazeno nékolik farem s dvéma odliSnymi krmnymi
systémy. V ramci prvniho krmného systému byla dojnicim
zkrmovana smésnd krmna davka s 45 az 50% podilem
travniho sena z trvalych horskych luk. Druhy krmny sys-
tém pak na rozdil od prvniho umozZnil dojnicim piistup
na pastvu. Navic byly analyzovany vzorky syrd v riizném
case zrani z divodu ovéfeni stability identifikovanych
metabolitli. Vysledky této studie potvrdily, Ze metabo-
lomicky otisk prstu ziskany pomoci NMR miZe rozliSit
syry dle krmnych systému dojnic, pficemz mezi nejvice
informativni proménné byly zarazeny 2,3-butandiol, cho-
lin, lysin a tyrosin. To se tykalo pouze syra s nejkratsi
dobou zréni, syry zrajici 4 mésice a déle nebylo mozné
spolehlivé rozlisit, pravdépodobné v disledku chemic-
kych a biochemickych procest vyvolanych delSim pro-
cesem zrani. UZziteCnost NMR techniky pro sledovani
ucinku vyZzivy zvifat na metabolomicky profil mléka
a syrd potvrdili i Marseglia a kol. (2013). Tato studie
se zaméfila na identifikaci a charakterizaci cyklickych
mastnych kyselin pomoci NMR i plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii. Cyklopropanové mastné
kyseliny byly zjiStény pouze ve vzorcich mléka od dojnic
krmenych krmivy obsahujicimi kukufi¢nou silaz. Obdob-
né vysledky byly ziskany i u syrd. Ve vzorcich syru Par-
migiano-Reggiano nebyly na rozdil od syrtt Grana Padano
cyklopropanové mastné kyseliny detekovany. Z vysledk
plyne, Ze cyklopropanové mastné kyseliny mohou slouzit
jako potencionalni molekularni biomarker pro posouzeni
pravosti syri Parmigiano-Reggiano, pro jejichz vyrobu
nesmi byt pouzito mléko dojnic, kterym byla zkrmovéna
kukufi¢na silaz.

Analyza vodnych extraktll syra neni jedinou moZnou
cestou pfipravy vzorku pro NMR. Techniku ,,magic
angle spinning™ NMR, tedy rotaci vzorku pod magic-
kym dhlem (54,7°), vyuZzili Mazzei a Piccolo (2012)
pro posouzeni geografického ptvodu a Cerstvosti syru
Mozzarella di Bufala Campana vyrobeného z buvoliho
mléka. Diky zvolené technice byla mozna prima analyza
neporuseného vzorku syra bez jakékoliv predchozi
extrakce. Nasledna vicerozmérna statistickd analyza
spravné diferenciovala vzorky syra pochazejicich ze
dvou raznych lokalit v Kampénii. Za diferenciaci vzorka
byly zodpovédné metabolity [-laktoza, B-galaktéza Ci
octova kyselina. Tyto rozdily autofi pfisuzovali variacim
v kvalité buvoliho mléka ¢i ve vyrobnich technologiich.
Dale taktéZz identifikovali metabolity (isobutylalkohol,
mlécnd a octova kyselina), jejichZ koncentrace se zvyso-
vala se stafim téchto syra.

Vyjizkum na Ceské zemédélské univerzité v Praze

Na Ceské zemédélské univerzité v Praze nyni probiha
ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem mlékarenskym
s.r.o. vyzkum zaméfujici se na odhalovéni artificidlni
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redukce poctu somatickych bunék v kravském mléku.
Jednou z vyuZzivanych technik je pravé i NMR, konkrétné
spektrometr Bruker AVANCE III HD 500 MHz. Pomoci
této techniky se analyzuji spektra nizkomolekularnich
latek s cilem najit biomarker nebo biomarkery detekujici
toto falSovani.

Zaver

Z vySe uvedeného prehledu je zfejmé, Ze pomoci
NMR lze fesit riznorodou problematiku mlékarenského
odvétvi, coz potvrzuje silu, ale také cenny pfinos této
analytické techniky pfi objasfiovani komplikovanych
vyzkumnych otdzek tykajicich se nejen mléka, ale
i mlécnych vyrobku.
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