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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo stanovit obsah tuku v mléku a mléénych vyrobcich pomoci
Ramanovy spektroskopie. Byla ziskdana Ramanova spektra vzorki mléka s riznym obsa-
hem tuku a konstantnim obsahem bilkovin. Ve spektrech byly vyhledany piky odpovidajici
vibraci vazeb mlé¢ného tuku. Pro vybrané charakteristické vinocty pak byl stanoven vliv
obsahu tuku ve vzorku na hodnotu relativni intenzity. Jako referen¢ni metoda pro kvantifi-
kaci tuku ve vzorcich bylo pouzito gravimetrické stanoveni podle Rose — Gottlieba a do-
pliikkové také acidobutyrometrické stanoveni podle Gerbera. Na zékladé¢ namétenych dat
byly vytvofeny kalibra¢ni kiivky, které je mozné pouzit za urcité podminky pro zjistovani
obsahu mlé¢ného tuku pomoci Ramanovy spektroskopie. Vyhodou takového stanoveni je

rychlost, bezkontaktnost, eliminace pouZiti reagencii a rozpoustédel.

Kli¢ova slova: mlé¢ny tuk, Ramanova spektroskopie, Rose — Gottlieb, Gerber

ABSTRACT

The aim of the thesis was to determinate the fat content in milk and dairy products using
Raman spectroscopy. There were obtained Raman spectra of milk samples with different
fat contents and constant protein content. In those spectra there were searched peaks corre-
sponding with vibration of milk fat bonds. Then there was determinated the effect of a milk
content in samples on the value of relative intensity for selected characteristic wave num-
ber. As a reference method for quantifying fat content in samples there was used gravimet-
ric determination according to Rése — Gottlieb and in addition there was also used acid —
butyrometric method according to Gerber. On the basis of measured data there were made a
calibration curves, which can be used under certain condition for the detection of milk fat
using Raman spectroscopy. The advantage of such determination is speed, non — contact,

elimination of the use of reagents and solvents.

Keywords: milk fat, Raman spectroscopy, Rose — Gottlieb, Gerber
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UvVOoD

Mléko a mlécné vyrobky jsou soucasti lidské stravy jiz od nepaméti. V soucasné dob¢ pro-
dukce mléka je z pfevdzné Casti tvofena kravskym mlékem, minoritni podil zaujimaji mlé-
ka kozi, ov¢i nebo kobyli. Tato dilezita slozka lidské vyzivy je tvofena vodou, bilkovina-

mi, sacharidy, vitaminy, a nejcennéjsi a energeticky nejbohatsi slozkou mlécnym tukem.

Mlécny tuk je nejproméenlivéjsi slozkou mléka. Jeho obsah se pohybuje u kravského mléka
v rozmezi 3,5 — 5 % a je zavisly na celé fad¢ faktord napf. plemeni, krmivu nebo ro¢nim
obdobi. Slozita struktura mlééného tuku je tvorena 98 % z triacylglycerold, zbylou ¢ast
tvoii di- a monoacylglyceroly, fosfolipidy, steroly, vitaminy a aromatické latky. Mléény tuk
je zdrojem esencialnich mastnych kyselin zejména kyseliny linolové a dulezitym zdrojem
vitaminu rozpustnych v tucich (A, D, E, K). Mléénym vyrobkiim dodava charakteristickou

chut’ a reologické vlastnosti.

Chemické slozeni mléka je v mlékarenském prumyslu dilezitym faktorem. Ziskat spolehli-
vé informace o mnozstvi tuki, bilkovin a sacharidu je stézejnim indikatorem kvality mléka.
Standartni techniky pouzivané ke zjistovani téchto ukazatell jsou dosti casové naro¢né,
pritomnych komponenti najednou. K analyze potravin je mozné pouzit metodu Ramanovy
spektroskopie, ktera rychle poskytuje piislusné informace na zdklad€ charakteristickych

Ramanovych spekter.

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zaméfena na charakteristiku jednotlivych komponent
mlécného tuku. Nasledné je popsan piehled bézné pouzivanych metod pro jeho stanoveni a

aplikace Ramanovy spektroskopie na zjisténi obsahu mlécného tuku.

V praktické ¢asti prace byl stanoven mléény tuk béznymi laboratornimi metodami a pomo-
ci Ramanovy spektroskopie byla namétena spektra riznych vzorkii mléka, u kterych byly
vyhodnoceny hlavni piky odpovidajici mléénému tuku. Na zéklad€ zjiSténych dat bylo pro
Sest sledovanych pikli vytvoteno Sest kalibracnich kiivek, ze kterych je mozné za urc€itych

podminek zjistit mnozstvi mlé¢ného tuku.
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1 MLECNY TUK A JEHO OBSAH V MLEKU A MLECNYCH
VYROBCICH

Miéko je fazeno mezi zékladni potraviny, jehoz hlavnim cilem je zajistit nutricni potieby
pro rist a zdravi novorozené¢ho mladéte. Z fyzikalniho hlediska se jedna o slozity koloidni
systém, ve kterém jsou kulicky mlé¢ného tuku suspendovany do vodného prostiedi obsahu-

jici laktozu, fadu bilkovin, mineralni latky a ve vodé rozpustné vitaminy [1,2].

Chemické slozeni a struktura mlééného tuku je jedna z nejkomplikovanéjSich, kterou mezi
potravinafskymi tuky mizeme nalézt. U jednotlivych druhi saved se koncentrace lipida
v mléce znacné lisi a miize se pohybovat v intervalu od 2 — 50 %. V této praci bude mléko

brano jako mléko kravské, ve kterém je obsah tuku ptitomen v rozmezi 3,5 — 5 % [3,4].

1.1 Komponenty mléé¢ného tuku

1.1.1 Mastné kyseliny

V mlééném tuku se mastné kyseliny vyskytuji jako soucast acylglycerold (tri-, di-, mono-),
fosfolipidi, glykolipidli a v mensi mife se mizou vyskytovat i ve formé volné. V Cerstvém
mléce byly zaznamendny pouze nizké koncentrace volnych mastnych kyselin. Vzhledem
k ¢innosti lipoproteinové nebo bakterialni lipazy se muze obsah volnych mastnych kyselin
zvysit v prub¢hu skladovani a to z 0,1 % az na 1,0 %. Takto vysoké koncentrace mohou
vést az K zluklé chuti mléka, technologickym problémim pfi zpracovani nebo k tvorbé
senzorickych vad u mléénych vyrobki. Profil volnych mastnych kyselin v Cerstvé odebra-
ném mléce se lisi od profilu mastnych kyselin, které jsou esterifikované na triacylglyceroly,

coz poukazuje na pravdépodobny produkt lipolyzy [5,6,7,8].

Mastné kyseliny obsazené¢ v mlécném tuku jsou syntetizovany v mlééné Zzlaze nebo
z plazmatickych lipidd. Jestlize jsou mastné kyseliny syntetizovany v mlécné zlaze, tzv.
de novo, dojde ke vzniku mastnych kyselin se sudym poctem a s délkou fetézce od 4 — 14
atomu uhliku, a k tvorbé ¢asti mastnych kyselin s 16 atomy uhliku. Kratsi fetézce jsou syn-
tetizovany z acetatu a ¢astecné z  — hydroxybutyratu, ktery je produkovan fermentaci sa-
charida v bachoru. Druhym zdrojem mastnych kyselin jsou plazmatické lipidy, které po-

chazeji prevazné ze stravy zvitete a z lipolyzy triacylglycerola tukové tkané. Lipidy obsa-
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zené ve strave zvitete ovliviiuji podil C16:0, C18:0, C18:1 a velmi maly vliv maji na C18:2
a C18:3[3,5,9].

Bylo identifikovano az 400 riznych mastnych kyselin, avSak pievazna vétSina z nich je
pfitomna ve stopovém mnozstvi. Pouze 16 mastnych kyselin se nachazi v koncentracich

rovnych nebo ptesahujicich 1 % [6,8].

Z celkového obsahu mastnych kyselin, ktery ¢ini 90 % (w/w), piipada ptiblizné¢ 70 % na
nasycené mastné kyseliny, jejichz nevétveny fetézec se lisi v délce od 4 — 18 atomii uhliku.
pfiblizné 30 %, zatimco myristova (C14:0) a stearova (C18:0) kyselina je obsazena kazda
v mnozstvi od 10 — 12 %. Zastoupeni mastnych kyselin s kratkym fetézcem je pomérné
vysoké. Mnozstvi kyseliny maselné (C4:0) ¢ini v roénim praméru ptiblizné 4,4 % a kyseli-
ny kapronové (C6:0) zhruba 2,4 %. Mléko je jednim z mala piirodnich zdroji poskytujici
mastné kyseliny se 4 — 12 atomy uhliku. Mezi vyhody vysSiho obsahu mastnych kyselin
s kratkymi a stfedné dlouhymi fetézci patii jednozna¢né lehka stravitelnost mlécného tuku.
Snizuji také bod tani triacylglyceroll, a tim pomahaji udrzovat mlécny tuk v kapalné forme

pti fyziologickych teplotach [3,5,6,9].

Hlavnim zastupcem mononenasycenych mastnych kyselin je kyselina olejova (C18:1), kte-
ra piedstavuje mnozstvi 17 — 25 %. Do obsahu mononenasycenych mastnych kyselin pfi-
spiva do jisté miry i myristolejova (C14:1) a to 1 % a palmitolejova kyselina (C16:1) az 1,5
%. Za zminku stoji i kyselina vakcenova (C18:1 t-11), jez se fadi mezi trans nenasycené
mastné kyseliny, které vznikaji v bachoru piezvykavci biohydrogenaci polynenasycenych

mastnych kyselin [5,6,10].

Polynenasycené mastné kyseliny tvofi pfiblizné 2,3 % z celkového obsahu mastnych kyse-
lin. Mezi predstavitele této skupiny mastnych kyselin patfi kyselina linolova (C18:2) a a —
linolenova (C18:3), které tvofi mléény tuk v mnozstvi 1,6 a 0,7 %. Dal§im zastupcem je
konjugovana kyselina linolova (CLA), 0 kterou se Vv posledni dobé vyrazné zvysil zajem
v disledku pozitivnich ucinkl na lidské zdravi. Pod touto bioaktivni sloZkou mlécného
tuku se skryva skupina pfirozené se vyskytujicich mastnych kyselin s 18 atomy uhliku
a konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Jedna se o smés az 28 polohovych a geome-

trickych izomert kyseliny linolové. Prevladajicim izomerem v mlécném tuku je cis — 9,
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trans — 11 CLA, znama i jako kyselina rumenova, ktera piedstavuje pfiblizn€¢ 75 — 90 %
z celkového mnozstvi CLA [5,8,11].

1.1.2 Triacylglyceroly

Nepolarni molekuly triacylgylcerolu (TAG) jsou tvoiené z patefe glycerolu, na kterou jsou
esterifikovany tii molekuly mastné kyseliny (viz Obrazek 1). Umisténi mastnych kyselin
neni zcela ndhodné, ale je dano specifi¢nosti enzymt podilejicich se na biosyntéze. Nedav-
né studie poukazuji na to ze, se prednostné interesterifikuji maselna a kapronova kyselina
na pozici sn-3. Laurova a myristova kyselina na pozici sn-2, zatimco palmitova se pied-
nostné zaclenuje na polohu sn-1 a sn-2. Déle je prokazano, ze stearova se esterifikuje

Vv pozici sn-1 a olejova kyselina na pozice sn-1 a sn-3 [3,5].

H,C~O-C-R;

HC—O—%—Rz

H,C—0-C-Ry

Obrazek 1: Molekula triacylglycerolu [5]

vvvvvv

az 98 % z celkového obsahu lipidd. Jejich vysoky podil do zna¢né miry urcuje vlastnosti
mlécného tuku jako napf. hustotu nebo bod tani. Kombinaci riznych mastnych kyselin,
dosahujici délky fetézce od 4 do 18 atomu uhliku, je mozné ziskat az nekolik tisic kombi-
naci TAG. Jednotlivé kombinace mastnych kyselin se li§i molekulovou hmotnosti a stup-
ném nasyceni, nicméné vétSina téchto kombinaci je v mlééném tuku piitomna S nejveétsi

pravdépodobnosti pouze ve stopovém mnozstvi [5,6].
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1.1.3 Diacylglyceroly, monoacyglyceroly

Cerstvé mléko ihned po nadojeni obsahuje jen malé mnozstvi diacylglycerola (DAG) a
monoacylglyceroli (MAG), coz naznacuje, Ze se jedna o meziprodukty pii syntéze TAG.
Pti skladovani muze byt jejich obsah zvySen tim, Ze jsou TAG podrobeny enzymatické
hydrolyze mléénymi nebo bakterialnimi lipazami. Diky volné hydroxylové skupiné jsou
DAG mirné polarni s malou povrchovou aktivitou. V porovnani s DAG, Ize MAG povazo-
vat za relativné polarni molekuly, protoze obsahuji mastné kyseliny s dlouhym fetézcem,
které jsou amfifilni a tim 1 povrchové aktivni, zatimco ty s kratkym fetézcem jsou jen cas-

tecné rozpustné ve vodé [3,5,12].

1.1.4 Steroly

Mezi hlavni zastupce sterolil je fazen cholesterol, ktery predstavuje az 95 % vSech sterold
v mlééném tuku. Pfevazna vétSina cholesterolu se vyskytuje ve volné formé, zlomek casti
je pak esterifikovan. Jeho nepolarni charakter umoznuje vazbu s fosfolipidy, proto mizeme
malou ¢ast naleznout v membrané tukovych kulic¢ek. Cholesterol je dilezitou biologickou
slou€eninou, kterd je soucasti bunéénych membran, hraje roli pfi regulaci lipidil a bilkovin.
V neposledni fadé slouzi jako prekursor pro fadu hormoni. Za zminku stoji i ergosterol

prekursor vitaminu D2 [5,7,12].

1.1.5 SloZené lipidy

Ackoliv fosfolipidy zaujimaji v mlécném tuku pouze 1 % z celkového obsahu, hraji v ném
vyznamnou roli. Jsou nedilnou souéésti membrany tukovych kuli¢ek a dal$ich membrano-
vych materiali vyskytujicich se v mléce. Amfifilni charakter fosfolipidii umoznuje moleku-

lam stabilizaci emulze olej — voda, coz vysvétluje jejich pfitomnost v membranach [4,5,6].

Glycerofosfolipidy jsou sloZeny z glycerolu, na jehoZz molekulu jsou v polohach sn-1 a sn-2
esterifikovany dvé molekuly mastné kyseliny. Na pozici tfetitho hydroxylu je vazan fosfa-
tovy zbytek s rtiznou organickou skupinou (cholin, serin, ethanolamin aj.). Mezi hlavni
zastupce glycerofosfolipidii patii fosfatidylcholin z 35 %, fosfatidyletanolamin z 30 %,
fosfatidylinositol z 5 % a fosfatidylserin 3 %. Mastné kyseliny ve fosfolipidové frakci ob-
sahuji vice nenasycenych mastnych kyselin a méné nasycenych nez v molekulach TAG.

Nenasycené mastné kyseliny jsou zastoupeny piedevsim kyselinami s 18, 20 a 22 atomy
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uhliku. Vzhledem k umisténi vétsiho poétu nenasycenych mastnych kyselin podléhaji gly-

cerofosfolipidy castéji oxidaci [5,6,7,13].

Pro molekuly sfingolipid je charakteristickd sfingoidni baze s dlouhym fetézcem (12 — 22
atomt uhliku) alifatickych aminti, obsahujici dvé nebo tii hydroxylové skupiny.
V mlécném tuku se tato sfingoidni baze nazyva sfingosin a obsahuje 18 atomu uhliku, dvé
hydroxylové skupiny a jednu dvojnou vazbu. Kdyz aminoskupina sfingosinu tvoii amido-
vou vazbu s karboxylem mastné kyseliny, vznikne ceramid — zakladni molekula sfingolipi-
dia. Nejvyznamnéjsi predstavitel sfingolipidi je sfingomyelin obsazen v mlééném tuku
z 25 %. Na ceramid byva zpravidla vazana fosfatova skupina za vzniku sfingofosfolipidu.
V piipad¢, kdy se na ceramid navaze cukerna slozka, 1ze hovofit o glykolipidech. Navaze-li
se hexoza (glukoza, galaktoza), jedna se o cerebrosidy. V ptipadé vazby oligosacharidu

s kyselinou sialovou na ceramid vznika posledni skupina tzv. gangliosidy [5,13].

1.1.6 Karotenoidy

Karotenoidy pfedstavuji vysoce nenasycené uhlovodiky, ve kterych je pfitomna fada kon-
jugovanych vazeb, které absorbuji svétlo pti vinové délce 450 nm. Z 95 % jsou zastoupeny
B — karotenem. Jeho koncentrace se v mlééném tuku zna¢né lisi a dosahuje hodnot
v rozmezi 2,5 — 8,0 ug.g™ tuku. Toto §iroké rozpéti je ovlivnéné stravou a plemenem zvite-
te. Cerstva pastvina je mnohem bohatii na karotenoidy ne seno nebo silaz, v disledku
oxidace. Karotenoidy jsou zodpovédné za typické zbarveni mléka, nebo charakteristickou

barvu kolostra [3,4,5].

1.1.7 Vitaminy

V mléce jsou piitomny vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K). Mléény tuk je povazovan
za hlavni zdroj vitaminu A, ale chudy zdroj vitamind D, E, K. Vitamin A existuje ve dvou
formach a to jako vitamin A (retinol a retinyl ester) a provitamin A (f — karoten). Tokofe-
roly plisobi jako antioxidanty, reaguji S volnymi radikéaly a tim chrani nenasycené mastné
kyselin a B — karoten pfed oxidaci. Zdroje vitaminu A a D jsou k dispozici pouze

Vv potravinach zivo¢isného ptavodu [4,5].

Vitaminy rozpustné v tucich nejsou ovlivnény pii technologickych operacich, tepelnym

zpracovanim ani pfi expozici svétla [3].
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1.1.8 Aromatické slouceniny

K celkové chuti a viini mléka ptispiva velké mnozstvi sloucenin. Bylo identifikovano na
120 tékavych sloucenin, i kdyz pfevaznéa vétSina z nich jsou ve stopovém mnozstvi. Ne-
vhodnym skladovanim mléka se jejich koncentrace zvySuje, coz mtize vést az k nezadouci

tvorbé pachuti [3].

Za pouziti kapalinové chromatografie byly identifikovany tékavé slouCeniny zahrnujici
ketony, aldehydy, slouceniny siry, mastné kyseliny, terpeny a uhlovodiky. V nizkych kon-
centracich jsou ketony pfitomny v Cerstvém mléce, avSak pfevazna vétsina z nich je vytvo-
fena tepelnym oSetienim, kdy dochazi k [ — oxidaci nasycenych mastnych kyselin
s naslednou dekarboxylaci nebo dekarboxylaci p — ketokyselin. Slouceniny siry jako je
napf. sirovodik, methanthiol, sirouhlik, dimethyl sulfid, dimethyl disulfid, dimethyl trisul-
fid vznikaji ptisobenim tepla ze sulthydrylovych skupin pochazejicich ze syrovatkovych
proteintl, predevsim B — laktoglobulinu. Tyto slouceniny jsou po tepelném zahievu odpo-
védné za vafivou chut’ mléka. Dimethyl sulfid v syrovém mléce muze pochazet z krmiva,
zatimco po tepelném oSetteni je pravdépodobné utvoren z methioninu. Dimethyl sulfid ma
velmi nizky prah detekce a jiz velmi malé rozdily v koncentraci miZzou zménit celkové

aroma mléka [5,14].

Z triacylglycerolti jsou esterifikovany 4 — a 5 — hydroxykyseliny, které pusobi jako pre-
kursory pro vznik y — laktonti a & — laktontl. Cast téchto hydroxykyselin piejde na laktony
spontannim pfesmykem pti pokojové teploté, zbyla ¢ast je prevedena pii tepelném zahievu.
Laktony jsou zodpovédné za sladkou a ovocnou chut’ mléka. Znacna €ast aromatickych
sloucenin patii mezi aldehydy, které jsou oxida¢nimi produkty mastnych kyselin vyznacu-
jici se pronikavou chuti. Alifatické aldehydy pochdzi z oxidace nenasycenych mastnych
kyselin. V Cerstvém mléce jsou ve velmi nizké koncentraci. Mirnou oxidaci mastnych ky-
selin mize byt zvySen obsah aldehydu na uroven, kde mohou smyslové ptispét Kk chuti
mléka. Obecné plati, ze aldehydy jsou zdrojem oxidovanych chuti. Z terpent je zastoupeny
limonen, ktery pochézi z rostlinné stravy zvifete. K vyrazné chuti mlééného tuku kromé

zminénych sloucenin ptispiva diacetyl, fenol, kresol a skatol [5,14].

Charakteristickd chut’ masla je vytvofena komplexem slouc¢enin tvofenych z methyl keton,

diacetylu, mastnych kyselin a laktont [3].
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Chut’ mléka je zavisla na intenzité tepelného zahfevu, ktery podporuje tvorbu aromatickych

sloucenin, jako jsou aldehydy, methyl ketony a slouceniny siry [14].

1.2 Tukova kuli¢ka

Mlécny tuk je vyluCovan v unikatni struktufe mlécnych tukovych kulicek o velikosti 0,1 —
20 pm s primérnou hodnotou kolem 4 pum. Velikost tukové globule a do jisté miry i slo-
zeni byva ovlivnéno intravitalnimi vlivy, které budou probrany v kapitole 1.3 Intravitalni

vlivy ovliviiujici mléény tuk [15].

Zakladem pro tukovou kulicku je jadro slozené z triacylglyceroli, které jsou syntetizovany
uvnitf hrubého endoplazmatického retikula epitelidlnich bunék mlécné zlazy. Nasledné
jsou TAG hromadény v cytoplasmé, ve formé mikro kapicek, které jsou pokryty membra-
nou skladajici se zkomplexu polarnich lipidi a proteinli pochazejicich rovnéz
z endoplazmatického retikula. Tyto mikro kapicky se v cytoplasmé spojuji do tzv. cyto-
plasmatickych tukovych kapek dosahujicich riznych velikosti. Poté doposud neobjasné-
nym mechanismem piechazi do apikalniho konce sekre¢nich bun¢k s naslednym vylouce-
nim z epitelialni buiiky. Béhem sekrece dojde k potazeni kapek vnéjsi plazmatickou mem-

branou [15,16,17,18].

Obal tukové kulicky je tvoten lipofilni vrstvou fosfolipidil, jejichz nepoldrni fetézce jsou
orientovany smérem do tukové kuli¢ky a polarni — hydrofilni ¢ast molekuly je orientovana
smérem k vodné fazi mléka. Hydrofilni povrch membrany udrzuje tuk v emulgovaném

stavu [7,12,19].

Membrana mlééné tukové kulicky (MFGM) o tloust'ce 10 — 15 nm je organizovana do tii-
vrstvé struktury. Prvni membréna tzv. vnitini, je jednovrstva, sloZzend z fosfolipidl a pro-
teinlt pochdzejicich z drsného endoplazmatického retikula. Druha vnéjSi membrana je
dvouvrstva, odvozend z apikalni plazmatické membrany epitelidlnich bunék, v niz jsou
obsazeny glykosylované a neglykosylované proteiny, glycerofosfolipidy, sfingolipidy, en-
zymy, cholesterol a dal$i minoritni slozky. Mezi vnitini a vnéj$i membranou je elektronoveé

husty material bohaty na bilkoviny [1,16,20].

Hmotnost membrany se odhaduje na 2 — 6 % z celkové hmotnosti mlécné tukové kulicky.
MFGM se sklada z komplexni smési glykoproteini, glycerfosfolipidt, sfingolipida, glyko-

lipidi, TAG, steroll, enzymt, a dalSich minoritnich slozek. Z glycerofosfolipidii obsaze-
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nych v membrané jsou hlavnimi zastupci fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidy-
linositol a fosfatidylserin. Nejvyznamnéj$im sfingolipidem obsazenym v membrané je
sfingomyelin. Proteinova ¢ast je tvofena xantin oxidazou, butyrofilinem a silné glykosylo-

vanymi glykoproteiny mucinu [1,4,16,20].

Na obrazku 2 je schematicky zndzornén model mlécné tukové kulicky, ktery byl navrhnuty
za pouziti konfokalni laserové skenovaci mikroskopie. Patefi membrany mlécné tukové
kulicky je tfivrstevna struktura fosfolipidi. Fosfatidylcholin (PC), sfingomyelin a gly-
kosfingolipidy jsou umistény pievazné na vné&jsi strané membrany, zatimco neutralni lipidy
jako napt. fosfatidyletanolamin (PE), fosfatidylserin (PS) a fosfatidylinositol (PI) jsou sou-

stfedény na vnitinim povrchu membrany [6,20].

glycerofosfolipidy s o
(PC - vnéjsi strana; PE, PS, PI - vnitini strana)

adipofilin

Membrana mlééné
tukové kulicky (MFGM)

sfingomyelin

— glykosfingolipidy
(cerebrosidy, gangliosidy)

xantin dehydrogenaza /
oxidoreduktdza

triacyglyceroly

—— butyrofilin

glykosylované proteiny

oblast bohatd na
sfingolipidy a
cholesterol

fosfolipidova monovsrstva

fosfolipidova
dvojvrstva

Obrazek 2: Schématické znazornéni struktury mlécné tukové kulicky [20]

Kompozice mlécné tukové kulicky mlze byt zménéna napt. vlivem fyziologickych, che-
mickych, enzymatickych nebo mechanickych faktori. Mezi mechanické faktory se fadi

nékteré technologické operaci pii zpracovani mléka kuptikladu chlazeni, homogenizace
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nebo suseni. Z fyziologickych faktori ma znacny vliv krmivo, které ovliviiuje slozeni

mastnych kyselin a tudiz i fosfolipidy [1,16].

Biologickd membrana tukovych kulicek zajist'uje jejich neporusitelnost a fyzikalni stabilitu
pied chemickymi a lipolytickymi reakcemi. Diky zapornému elektrostatickému naboji jsou

tukové kulicky chranény pred splynutim ve velké utvary [12,19].

1.3 Intravitalni vlivy ovliviiujici mlé¢ny tuk

Koncentrace lipida v kravském mléce se pohybuje v rozmezi 3,5 — 5 %, avSak konkrétni
obsah zavisi na celé fadé faktorQ, jako jsou napf. genetické faktory, strava, faze laktace,

veék nebo zdravi zvitete [4,8].

Obsah tuku a profil mastnych kyselin se zna¢né 1i§i mezi plemeny. Védecky bylo prokaza-
no, ze u plemen S mlé¢nou uzitkovosti poskytuje nejvyssi obsah tuku plemeno Holstyn,
Jersey a Guernsey. Skutecné priméry se 1i$i podle ro¢niho obdobi a také zemi piivodu.
Naprtiklad mléény tuk pochazejici z plemene Jersey ma vyssi podil kratkych a stfedné
dlouhych fetézcli mastnych kyselin a nizsi podil C16:0 a C18:1, nez mlé¢ny tuk produko-
vany plemenem Holstyn [6,8,9].

Dal$i vyznamnym vlivem je stupenn laktace. Zvlasté mléko ziskané 2 — 3 dny po porodu
tzv. mlezivo ¢i kolostrum, miva velmi odlisné slozeni. Podil mastnych kyselin s kratkym
fetézcem je na zacatku laktace nizky a vzristad po 8 — 12 tydnech. Mirny nartst pii kojeni
byl zaznamenan u C16:0. Mastné kyseliny s 18 atomy uhliku vykazuji opacny prub¢h, tedy
dochazi k nardstu. Tyto zmény mohou byt vysvétlovany v disledku zmény rovnovahy mezi
mastnymi kyselinami, de novo syntézou v mlécné zlaze, procesem metabolismu v bachoru

eventualné mobilizaci télesného tuku [5,6,8].

Produkce mléka souvisi se zdravotnim stavem zvifete. Libovolné naruSeni fyziologické
rovnovahy se obvykle projevi ve zménach slozeni mléka a jeho vlastnostech. Takovym
onemocnénim muze byt naptiklad mastitida — zanét mlééné zlazy, pricemz dochazi ke zvy-
Seni obsahu somatickych bun¢k. Vyrazny vliv miZou mit i metabolické poruchy traveni
v ptedzaludcich. Obsah tuku se pii podvyzivé mlze snizit az o 15 %, pficemz dochézi ke
sniZeni koncentrace mastnych kyselin s kratkym fetézcem. V piipadé prekrmovani se obsah

mlécného tuku zvySuje jen nepatrné [7,12].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

DalS$im vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje obsah a slozeni mlé¢ného tuku je krmivo.
Kvalita a skladba krmné davky ma vliv na zastoupeni mastnych kyselin. Pii krmeni Cer-
stvou pastvou se podstatné zvysSuje obsah mastnych kyselin s 18 atomy uhliku, zatimco
obsah C16:0, C14:0 a C12:0 klesa. Nejmensi vliv sezonniho krmiva byl zaznamenan u

mastnych kyselin s kratkymi fetézci [6,7].

1.4 Nutri¢ni hodnoceni mlé¢ného tuku

Mlécny tuk je lehce stravitelny diky vysokému podilu mastnych kyselin s kratkymi fetézci
(C4:0, C6:0, C8:0), které jsou v koncovych polohach TAG piednostné hydrolyzovany za-
lude¢nimi lipazami a nasledné jsou prevedeny pomoci krevnich kapilar rovnou do jater
Kk B — oxidaci mastnych kyselin. Tudiz nemaji tendenci tvofit tukové tkan¢ a maji minimal-
ni vliv na koncentraci cholesterolu v plazmé. | v pfipad¢ kyseliny stearové (C18:0) nebyl
prokazan vliv na zvySeni cholesterolu v krvi. Zatimco pfitomnost Kyselin laurové (C12:0),
myristové (C14:0), a palmitové (C16:0) zpusobilo zvySeni LDL a HDL cholesterolu. Vy-
soké obsahy nasycenych mastnych kyselin vedou ke zvySeni hladiny cholesterolu v krvi,

coZ je povazovano za rizikovy faktor ischemické choroby srde¢ni [3,6,8,10].

U kyseliny kaprylové a kaprinové (C8:0 a C10:0) se projevila protivirova aktivita a u sa-
motné kyseliny kaprylové bylo hlaseno, Ze zpusobuje pomalejsi rast nadord. U kyseliny
laurové (C12:0) byla zjisténa mozna protivirova a antibakterialni funkce a mize pusobit

jako prostiedek proti zubnimu plaku, ¢imz zabranuje tvorbé zubniho kazu [10].

Mlécny tuk je dale bohaty na kyselinu olejovou (C18:1), kterd ma pozitivni vliv na lidské
zdravi z diivodu sniZovani koncentrace LDL cholesterolu a krevniho tlaku. Nahrazenim
nasycenych mastnych kyselin za mononenasycené by vedlo ke sniZeni rizika ischemické

choroby srde¢ni [6,10].

Kyselina linolova (C18:2) a linolenova (C18:3), jakoz to primarni polyenové mastné kyse-
liny v mléce jsou nezbytné pro lidsky metabolismus. Kyselina linolenova rovnéz snizuje
hladinu LDL cholesterolu. Tyto mastné kyseliny mohou byt pfevedeny na mastné kyseliny
s 20 atomy uhliku, tzn. arachidonovou (C20:4) a eikosapentaenovou (C20:5) kyselinu.
Eikosapentaenova kyselina mtize byt jest¢ dale syntetizovana na eikosanoidy — metabolicky
velmi aktivni slouCeniny. Polynenasycené mastné kyseliny mohou ovlivnit pfenos signalu a

genovou expresi [3,10].
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Mlécny tuk piezvykavci je nejbohat$im piirodnim zdrojem konjugované kyseliny linolové.
Jeji obsah je ovlivnén hlavné typem krmiva podle sezonniho obdobi. V zim¢ muze byt ob-
sah CLA az 2 krat nizsi nez v 1été. CLA je soucésti mlécnych vyrobkl, pficemz nckteré
Z nich mzou obsahovat vyssi uroven CLA z davodu technologického zpracovani, pti kte-
rém muze dojit k oxidaci kyseliny linolové volnymi radikaly s naslednou redukci [10].
Nejvice zastoupenym izomerem CLA jak jiZz bylo feceno v kapitole 1.1.1 je cis — 9, trans —
11 CLA, kyselina rumenova, ktera mize piispét ke zlepSeni stavu cholesterolu v plazmé.
Vysledky fady studii prokazuji potencialni roli rumenové kyseliny jako pfirozenou funkcni
slozku potravin s antikarcinogennimi a antiaterogennimi u¢inky. Nékteré studie poukazuji

na to, Ze po piidavku smési CLA izomert dojde k ovlivnéni plazmatickych lipida [10,11].

MIéko a mlécné vyrobky jsou bohatym zdrojem fosfolipidi, které vykazuji vysokou nutric-
ni hodnotu. U ptevazujiciho sfingomyelinu bylo prokazano, Ze hraje dulezitou roli
V transmembranovych pfenosech a v bunécnych regulacich ptes jeho biologicky aktivni

metabolity (ceramid a sfingosin) [6, 21].

Kyselina méaselna je silnou protinadorovou slozkou. Ta inhibuje rist bunék a indikuje dife-
renciaci v sirokém spektru nadorovych bunéénych linii. Hraje roli v prevenci proti rakoviné
a je znama jako modulator genové funkce. Mlééné lipidy kravského mléka obsahuji ethe-
rové lipidy, které maji taktéz silnou protinadorovou aktivitu jiz ve velmi nizkych koncen-

tracich [10,21].

V kapitole 1.1.7 bylo feceno, Ze mléény tuk je nositelem vitamint rozpustnych v tucich a to
A, D, E a K. Vitamin A je v mlé¢ném tuku reprezentovan jako retinol a hlavné jako jeho
provitamin, B — karoten, ktery je z mlé¢ného tuku snadnéji absorbovan nez z jakychkoliv
jinych potravin. Vitamin A je vyznamny V celé fad¢ fyziologickych funkci, napt. je dilezity
pro spravnou funkci zraku, imunitniho systému, optimalniho ristu kosti a formovani zubni

skloviny. Jeho ptitomnost zajistuje normalni funkci reprodukéniho systému [10,21].

Piijem vitaminu E je spojen se snizenym rizikem rakoviny a ischemické choroby srdecni,
dokaze stimulovat T — buniky (druh bilych krvinek), coz vede ke zvySeni imunitniho obran-

ného systému [10].

Ze zavért dosavadnich studii 1ze konstatovat, Ze mlécny tuk obsahuje fadu pozitivnich
bioaktivnich latek a to konjugovanou kyselinu linolovou, kyselinu maselnou, sfingomyelin,

etherové slouc¢eniny a v neposledni fad¢ je dilezitym zdrojem esencialnich mastnych kyse-
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lin. Tyto skute¢nosti poukazuji na moznost, Ze vyhody konzumace mlééného tuku prevazu-

ji nad piipadnymi nedostatky nékterych slozek [3].

1.5 Milé¢ny tuk Vv potravinach

Vyhlaska ¢. 77/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky na mléko a mlécné vyrobky, mraze-
né krémy a jedlé tuky a oleje, definuje mléko a mlééné vyrobky ptip. jejich stanoveny ob-
sah tuku. Vyhlaskou jsou definovany tyto produkty:

» Smetana — tekuty oSetfeny mléény vyrobek s obsahem tuku nejméné 10 % hmot-

nostnich ve formé emulze ziskany fyzikalni separaci z mléka (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Tekuta smetana — pozadavky na obsah mlécného tuku

Druh vyrobku Obsah tuku [% hmot.]
Smetana vice nez 10,0 v¢etné
Smetana ke Slehani vice nez 30,0 véetné
Smetana vysokotu¢na vice nez 35,0 vCetné

» Jogurt - kysany mlécny vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, podmasli nebo

jejich smési pomoci mikroorganismdi.

» Kysany mléény vyrobek — mlécny vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, pod-
masli nebo jejich smési za pouziti mikroorganismd, tepelné neoSetfeny po kysacim
procesu. Pozadavky na obsah mlé¢ného tuku v kysanych mléénych vyrobcich jsou

uvedeny v Tabulce 2.

» SusSené mléko nebo susend smetana — mlécny vyrobek v prasku ziskany susenim
mléka plnotu¢ného, odtu¢néného nebo ¢aste¢né odtucnéného nebo smetany pfip. je-

jich smési s obsahem vody nejvyse 5 % hmotnostnich.

» Syr — mléény vyrobek ziskany vysrazenim mlécné bilkoviny z mléka ptisobenim sy-
fidla nebo jinych vhodnych koagulacnich ¢inidel, prokysanim a oddélenim podilu
syrovatky.

» Maslo — mléény vyrobek obsahujici vyhradné mlécny tuk ve formé emulze vody

v tuku [22].
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Tabulka 2: Kysané mlé¢né vyrobky — pozadavky na obsah mlééného tuku

Druh vyrobku

Obsah tuku [% hmot.]

Kysand smetana

vice nez 10,0 véetné

Kysané mléko véetné jogurtového

vice nez 0,5

Kysané mléko odtu¢néné

méné nez 0,5 véetné

Podmasli méne nez 1,5 véetné
Jogurt bily smetanovy vice nez 10,0 véetné
Jogurt bily vice nez 3,0 vcetné

Jogurt bily se snizenym obsahem tuku

méné nez 3,0

Jogurt bily nizkotucny nebo odtu¢nény

méne nez 0,5 véetné

Jedine¢né vlastnosti mlécného tuku ptispivaji ke vzhledu, textufe a chuti mlécnych vyrob-

ki. VSestranné vlastnosti mlé¢ného tuku mizou u potravin ovliviiovat napft. tvorbu disper-

ze, emulgaci, pevnost nebo mékkost vysledné potraviny. Z toho vyplyva, ze mléény tuk

mize ovlivnit reologické vlastnosti vysledné potraviny [3].
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2 METODY STANOVENI MLECNEHO TUKU

2.1 Gravimetrické stanoveni podle Rose — Gottlieba

Metoda podle Rose — Gottlieba je brana jako metoda rozhod¢i pro standartni stanoveni
mlééného tuku. Princip této metody spociva v rozpusténi bilkoviny pomoci amoniaku a za
ptidavku etanolu dojde k naruseni emulze mlééného tuku. Smési ethyléteru a petroléteru je

tuk vyextrahovan a po odstranéni rozpoustédel je stanoven vazkové [23].

Do Mojonnierova extrakéniho pfistroje (viz Obrazek 3) se diferen¢né navazi 10 — 11 ¢
mléka s pfesnosti na 0,0002 g, ptida se 1,4 ml 25 % amoniaku a dobie se vznikly roztok
promicha. Poté se pridda 10 ml 96 % etanolu a roztok se znovu dikladné promicha. Ke
smési se ptidad 25 ml ethyléteru, po uzavieni pfistroje zatkou je smés znovu promichéna.
Nato se prida 25 ml petroléteru a vznikla smés se opét promicha. Ptistroj se ponecha
v klidu jednu hodinu pro oddéleni vrstev. Vznikla horni éterova vrstva s pfitomnym tukem
se prevede do extrakéni banky, ktera byla susena po dobu jedné hodiny pii 102 + 2 °C. Po
pfevedeni se opakuje extrakce za pouziti stejnych rozpoustédel. Pro tieti extrakci se pouziji
rozpoustédla v mnozstvi 15 ml. Smés rozpoustédel se z banky oddestiluje a poté se vyex-
trahovany tuk susi pfi teplot¢ 102 + 2 °C. Stejnym zplsobem se provede slepy pokus
s 10 ml vody [23].

Obrazek 3: Mojonniertv extrakéni piistroj [25]
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Vypocet pro zjisténi obsahu tuku v procentech [23]:

[Ebl —b)— ('51 —c)] .

a

100

kde a.... navazena hmotnost mléka [g]
b; ... hmotnost baiky + vyextrahovany tuk [g]
b .... hmotnost banky po odstranéni vyextrahovaného tuku [g]
C: ... hmotnost banky po provedeni slepého pokusu [g]

¢ .... hmotnost banky po provedeni slepého pokusu a extrakci ptip. zbytku petrol-

etheru [g]

2.2 Acidobutyrometrické stanoveni podle Gerbera

Stanoveni podle Gerbera se pouziva jako provozni metoda, ktera spociva v rozpusténi bil-

kovin ptisobenim kyseliny sirové za ptidavku amylalkoholu.

Do butyrometru (viz Obrazek 4) se automatickou byretou odméii 10 ml 90 % kyseliny si-
rové (p = 1,817 + 0,003 g.cm™) a mléénou pipetou 11 ml vytemperovaného mléka na 20 +
2 °C. Mléko se opatrné navrstvi na kyselinu sirovou tak, aby nedoslo k jejich smiseni. Na-
konec se pfida 1 ml amylalkoholu (p = 0,808 — 0,818 g.cm™). Poté se butyrometr zazatkuje
a prudce se promichdva, dokud nejsou rozpustény veskeré bilkoviny mléka. Po protiepani
se butyrometr vlozi do odstfedivky tak, aby odstfedivka byla rovnomérné zatizena, a od-
stted’'uje se Ctyfi minuty pii plném poctu otdcek. Po odstfedéni se butyrometry vlozi do
lazn€ o teploté 65 °C. Po uplynuti 3 — 5 minut je butyrometr pfipraven na odecteni obsahu

mlécného tuku [23,24].
Obsah tuku stanoveny acidobutyrometrickou metodou v 11 ml mléka (X) se pfevede na
obsah tuku v g/100 g mléka (y) podle vzorce [23]:

x + 0,04
'|._:|' _—
- 1,04
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Obrazek 4: Butyrometr na mléko [25]

2.3 Turbidimetrické metody

Principem této metody je méfeni rozptyleného svétla, které odrazi mlécné tukové kulicky a
kaseinové micely. Ruseni kaseinovych bilkovin se eliminuje pfidavkem chelata¢niho Cini-
dla napft. ethylendiamintetraoctovou kyselinou. Kromé pfitomnych bilkovin mize ovliviio-
vat rozptyl svétla i velikost tukovych kuli¢ek ta je ovSem minimalizovana homogenizaci
vzorku. Mira rozptylu svétla je pfimo umérna poctu tukovych globuli a tedy pfimo tmérna
obsahu tuku. Zakal vzorku se méfi pti priachodu paprsku o urcité vinové délce ptes vzorek

do detektoru, kde je zaznamenavan stupen rozptylu [5].

Jako multifunkéni nastroj pro provadéni této analyzy byl vyvinut piistroj Milko tester (viz
Obrézek 5), ktery je vhodny pro rutinni analyzu mléka. Pro zajisténi presnych vysledki je
ptistroj nutny kalibrovat pomoci referen¢nich metod — stanoveni podle podle Rése — Gott-
lieba ¢i acidobutyrometrické stanoveni podle Gerbera. Pokud je pfistroj spravné kalibrova-
ny poskytuje vysledky s piesnosti na 0,05 % tuku. Pfistroj kromé tukii umoziuje stanovit

obsah bilkovin, sacharidii nebo nékteré vlastnosti jako napf. hustotu nebo bod mrznuti [5].
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Obrazek 5: Milkotester [26]

2.4 Infracervena spektroskopie

Podstata analyzy mléka pomoci spektroskopickych metod spoc¢iva v tom, ze vétSina funkc-
nich skupin absorbuje infracervené zafeni v urcitych vlnovych délkéach, které poskytuji
Vv infra¢erveném spektru absorpcni pasy vedouci k nasledné identifikaci slouc¢enin. Analyza
mlécného tuku je zaloZena na absorpci infraerveného zafeni — CH skupinami mastnych
kyselin, které absorbuji zafeni pti vinové délce 3,48 pum a karbonylové skupiny vazany
V esterové vazb¢ absorbuji pii 5,42 um. Naméfené hodnoty pii absorpci — CH skupin by
mely korelovat s naméfenymi hodnotami gravimetrické referenéni metody podle Rose —
Gottlieba. Mléko pro infracervenou analyzu by mélo byt homogenizovano, aby se piedcha-
zelo rozptylu infraCerveného zateni. Ptistroje pro infracervenou analyzu musi byt pravidel-
n¢ kalibrovany podle referenc¢nich metod jako je stanoveni podle Rose — Gottlieba ¢i sta-

noveni podle Gerbera [5,27].

Infracervené spektrometry (viz Obrazek 6) se dnes bézné€ pouzivaji na vyrobnich linkach
pro stanoveni nejen koncentrace tuku, ale i bilkovin a laktézy. Velkoobjemové automati-
zované piistroje zvladnou analyzu 100 — 500 vzorkd za hodinu. Soucasti zatizeni jsou ho-
mogenizatory pro snizeni velikosti tukovych kuli¢ek pod 1 pum, aby se zabranilo rozptylu
svétla. Kromé mléka se infracervena spektroskopie pouziva k analyze mlé¢nych vyrobka
napt. zmrzlin, jogurtl nebo kojeneckych vyziv. Spektroskopické techniky maji velkou vy-
hodu oproti ostatnim technikam, protoze vzorky nevyzaduji extrakci ani zadnou jinou slo-

Zitou ptipravu [27,28].
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Obrazek 6: Infracerveny spektrofotometr [29]
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3 POUZITI RAMANOVY SPEKTROSKOPIE PRO STANOVENI
MLECNEHO TUKU

3.1 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metodou molekulové vibracni spektroskopie, jejiz historie saha
do roku 1928, kdy tento jev poprvé experimentalné prokazal sir Chandrasekhara Venkata
Raman. Ve skutecnosti byl Ramantiv jev popsan jiz o pét let diive rakouskym fyzikem

Smekalem [30].

K samotnému experimentu C. V. Raman pouzil slune¢ni svétlo jako zdroj zateni pro de-
tekci kapalného CHCl3. Za svij pfinos v oblasti fyziky obdrzel v roce 1930 Nobelovu ce-
nu. Pokrok ve vyvoji Ramanovy spektroskopie ptiSel az s rozvojem pfistrojového vybaveni

véetné laserovych zdrojii a detekénich systému [31,32].

Obrazek 7: C. V. Raman [33]

Spektroskopické metody vyuzivaji pfechodid mezi energetickymi hladinami latky, které
jsou indukované elektromagnetickym zafenim o rizné vinové délce A, energii E a frekven-
ci v. Frekvence (v) elektromagnetického zafeni je spojena s pifechodem mezi dvéma ener-

getickymi hladinami (AE) a je dana vztahem [34]:
AE =h.v

Kde h je Planckova konstanta
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Ramanova spektroskopie je metoda, ktera vyuziva vzorkem rozptyleného monochromatic-
kého zéfeni, jez miize pochazet ze spektra blizké ultrafialové, viditelné nebo blizké infra-
cervené oblasti. Pfi interakci monochromatického zareni s molekulou dojde k rozptylu
svétla, ktery muze byt pruzny nebo nepruzny. Pruzny rozptyl elektromagnetického zareni
ma stejnou frekvenci a tedy i stejnou energii jako dopadajici zafeni. Tento jev je znamy
jako Rayleighiiv rozptyl. Nepruzny rozptyl je doprovazen posunem frekvence fotont
v disledku excitace nebo deaktivace molekularnich vibraci, ve kterych foton mtze po-
jmout Cast energie nebo ji ¢ast ztratit. Jestlize dopadajici zafeni ma vyssi energii nez roz-
ptylené zateni dochazi k tzv. anti — Stokesové rozptylu, v piipadé, ze dopadajici zafeni ma
niz$i energii, jedna se o tzv. Stokestv rozptyl [34,35].

Anti — Stokesiv rozptyl je mén¢é intenzivngj$i, nez Stokesiv, protoze jen malé mnoZzstvi

molekul se nachazi pii pokojové teploté ve vyssi vibracni hlading. Proto intenzita Anti —

Stokesovych linii v oblasti spektra je mensi nez ve Stokesové oblasti [36,37].

ol Sl
I U Y Y
y V=1
¥ h 4 V=0
Rayleightiv rozptyl Stokesitv rozptyl Anti - Stokesiiv rozptyl
Eo=E Eo=>E Eo<E

Obrazek 8: Rozptyly svétla [32]

Ramaniv rozptyl molekul zplsobuje prechody mezi rotacnimi a vibraénimi stavy, které
vedou ke zméné polarizovatelnosti funk¢nich skupin, coz zplsobuje, ze jsou molekuly ak-
tivni v Ramanové spektru. Nepolarni skupiny jako je napt. C = C, C — C a S — S poskytuji

intenzivni pasy V Ramanov¢ spektru. Valenéni O — H vibrace vykazuje velmi slaby Rama-
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nav rozptyl, protoze — OH vazba je jen slabé polarizovatelna. Z tohoto divodu se polarni
molekula vody v Ramanové spektru neprojevi. A proto je Ramanova spektroskopie vhodna
ke studiu biologickych systémll vcéetné¢ potravin, které obsahuji vysoké mnozstvi

vody [30,37,38,39].

3.1.1 Vibrace molekul

vvvvvv

dy [34].

3.1.1.1 Vibrace dvouatomové molekuly

Vibraci dvouatomové molekuly si mizeme piedstavit na jednoduchém mechanickém
modelu, ve kterém jsou dva body o hmotnosti m; a my spojené pruzinou (Viz

Obrazek 9) [36]:

O~

rn1 mz

Obrazek 9: Vibrace dvouatomové molekuly [36]

Jakmile se pruzina stdhne a vzapéti uvolni dojde k vibraci bodl, které vykonavaji
harmonicky pohyb. Jakakoliv dvojice vazanych atomt v molekule vykazuje pfirozené kmi-
tani a vibraci pfi urcité frekvenci, pro kterou plati rovnice odvozena od Hookova zako-

na [36,37]:

Kde k ... je silova konstanta [N.m™]

u ... redukovana hmotnost vibrujici atomt [kg]

P iy

iy + iy
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3.1.1.2 Vibrace viceatomovych molekul

Vibraéni pohyb viceatomové molekuly si miizeme predstavit jako mechanicky model, ktery
je slozen z mnoziny hmotnych boda o rtiznych hmotnostech. Tyto hmotné body jsou pro-
pojeny pruzinami, které predstavuji sily, jenz mezi jednotlivymi body ptsobi. Na obraz-

ku 10 je vidét, jak by vypadal mechanicky model pro molekulu vody [40].

Obrazek 10: Mechanicky model pro molekulu vody [40]

Pii pohledu na tento jednoduchy model je ziejmé, ze pokud bude jeden z hmotnych bodt
ovlivnén, je velmi pravdépodobné, ze cela molekula projde velmi komplikovanymi pohyby

tzv. Lissajousovy pohyby, které se skladaji z ohybani tihli a protahovani vazeb [40].

V molekulach mohou nastat vibrace vnitini molekularni vazby nebo mezi molekulami mo-
lekularni vibrace. VétSina téchto vibraci vede k posunu Ramanovych péast ve spektru bliz-
ké infraCervené oblasti, kterd je pak charakteristickd pro urcité¢ skupiny. Pocet vibracnich

skupin je odvozen od poétu atomi v molekule a také zavisi na tvaru molekuly [32,36].

Zakladnim charakteristickym rysem jednotlivych vazeb v molekule jsou vibrace. Vibrace

(viz Obrazek 11) muZzeme rozdélit [41]:
— valen¢ni — dochazi ke zméné délky vazby
» valenc¢ni vibrace muze byt:
o symetricka — vazby vibruji souhlasné
o asymetricka — vazby vibruji proti sobé
— deformacni — dochazi ke zméné vazebnych thla
» deformacni vibrace mizou byt:

o rovinné — probihaji v roviné molekuly
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o mimorovinné — probihaji mimo rovinu molekuly

Eww W
TngT&T? l%TgliTg +3_#-8

Symetricka Asymetricka Nizkova
SN N + + o+ o+ - + - +
Sgbe 6o

et Fesy desy

Kyvava Vejitova Torzni
Obrazek 11: Zakladni vibrace CH;, vazby [32]

3.2 Ramanova spektra

Ramanovo spektrum (viz Obrazek 12) je ziskano ozafenim vzorku laserovym paprskem o
urcité frekvenci vg a intenzita rozptyleného zareni je pak zmétena jako frekvence vj. VEtSi-
na z elasticky rozptyleného zatfeni je odfiltrovana a zbylé neelastické tvoii spektrum. Vy-
sledné spektrum je slozeno z mnohem slabsich past, které jsou na nizsi frekvenci vo— v;
interpretovany jako Stokesovy pasy. Posun frekvence vy — vjje nezavisly na pivodnim za-
feni vpa odpovida vibracni frekvenci molekuly ve vzorku. Ve spektru se miizou projevit i
slabsi pasy o frekvenci vo + vi oznaované jako anti — Stokesovy pasy. Tyto pasy jsou vSak

pozorovany jen velmi ziidka vzhledem K jejich velmi nizké intenzité [27].
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Anti-Stokes Raman Rayleigh Stokes Raman
—— ——
Vo=V, + V=V,

Scattered intensity

v (em™) J L AN

~ Wavenumber 20,000 19,500 19,000
(absolute) 514.l5 nm 528.? nm 542.5 nm A Wavelength
0 500 Raman shifts

AV (cm™)

Obrazek 12: Schematické znazornéni Ramanova spektra [27]

Pasy pozorované ve spektrech predstavuji vibracni charakteristiky chemickych vazeb a
funkénich skupin, kterymi jsou tvofeny zkoumané vzorky. Ramanovo spektrum zazname-
nava Ramaniv posun, ktery miiZe byt v rozsahu 4000 — 5 cm™. Oblast v rozmezi 4000 —
400 cm™ je aktivni pedeviim pro vibrace organickych molekul, zbyla oblast 400 — 5 cm™
je typickd pro vibrace oxidd kovi, které jsou dilezité napi. pro primysl natérovych

hmot [32,35,42].

3.3 Zesileni Ramanova signalu

Intenzita Ramanova signalu je pomérné slaba, proto bylo vypracovano nékolik technik pro

jeho zesileni [32].

3.3.1 Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie (RRS)

Intenzita molekuly miize byt vyrazné zvySena pouZzitim laseru, jehoZ frekvence zafeni se
témef shoduje s frekvenci elektronického pirechodu molekul. V prubéhu procesu se elek-
tron dostane do excitovaného elektronového stavu, po kterém nasleduje uvolnéni na vib-
racni uroven zakladniho elektronického stavu. Hlavni vyhodou tohoto zesileni je zvySena

citlivost pro specifické molekuly. Na druhou stranu to mize mit i nevyhodu Vv tom, ze je
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vysledné spektrum zaméfeno na konkrétni molekuly a slabsi rozptyly ve smési nemusi byt

detekované [32,34].

3.3.2 Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Jedna se o techniku pfi, které je Ramantv signal molekuly posilen tim, ze je molekula
vzorku adsorbovana na urcity substrat. Vybér substratu je dilezity pro zajisténi maximalni-
ho SERS 1ucinku, vétSinou jsou pouzivany uslechtilé kovy jako napft. zlato nebo stiibro. Na
zesileni ucinku se podileji dva mechanismy a to elektromagneticky a chemicky.
V chemickém mechanismu dochézi ke zvySeni polarizovatelnosti molekul diky silné inter-
akci se zdrsnénym povrchem kovu. Elektromagneticky mechanismus je zavisly na speci-
fickych vlastnostech substratu (velikost, tvar, material, drsnost), které urcuji rezonanc¢ni
frekvenci elektrond v kovovém substratu. Na kovovy substrat dopada elektromagnetické
zafeni o stejné frekvenci a tim dojde ke zvySeni elektrického pole. Substraty pro SERS se
vétSinou pripravuji pted provedenim analyzy z diivodu jejich rychlé degradace. Typickym
substratem je kov ve formé koloidnich ¢€astic, ktery je ziskdn redukci kovovych soli za kon-
trolovanych podminek. Druhou variantou pfipravy je tzv. naprasovani, coz je priprava sub-
stratu pomoci laserové ablace. Treti moZnosti jak vytvofit drsny kovovy povrch je zaloZeny
na elektrochemickém procesu, ktery pievede elektrodu nékolika oxida¢né — redukénimi
procesy na SERS substrat. Vyhodou pouziti SERS je posileni Ramanova signalu, avsak
tato metoda ma 1 své nevyhody. Jednou z nevyhod je ptiprava substratu, kterd je kritickym
bodem pro ziskd dobrého SERS spektra. K pfipravé musi byt pouzity ¢isté chemikalie, po-
kud by byly ptitomné kontaminujici latky, mohly by zménit vlastnosti vyrobeného povrchu
nebo ovlivnit vysledné spektrum vlastnim signalem. Ziskana SERS spektra se vétSinou
nedaji srovnavat se standartnimi Ramanovymi spektry, z divodu zesileného signalu, coz

vede ke slozitému pfifazovani spektralnich past [32,43].

3.4 Vyhody a nevyhody Ramanovy spektroskopie

Vv o W

Ramanova spektroskopie nevyzaduje témét Zadnou piipravu vzorku a tim se fadi mezi ¢a-
sové nenarocné metody. Ramanovo spektrum je ziskdno béhem par sekund na rozdil od
standartnich technik. Méfeni se nespecifikuje na urcitou oblast charakteristickou pro jednu
slozku, ale je mozné zméfit vice slozek najednou. Metoda umoznuje posuzovat Sirokou
Skalu vzorkt, riznych povah od pevného, kapalného az po plynné skupenstvi. Analyza

nevyzaduje pouziti chemickych Cinidel a tim nevznikd zadny odpad, a nevzniké tak moz-
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nost ohrozeni zdravi pracovnika provadé&jici rozbor a znecisténi Zivotniho prostfedi. Pfi
méieni nedochazi ke kontaktu se vzorkem, z ¢ehoz vyplyva, ze se jedna o bezkontaktni a
nedestruktivni metodu. V dusledku pouziti nizSich vinovych délek ma Ramanova spektros-
kopie potencial lepsiho prostorového rozliSeni a tim 1 moznost konfokality tzn. zaméfit se
na ruzné roviny pod povrchem vzorku. Napiiklad je mozné zméfit potravinu v obalovém
materialu, aniz by doslo k poskozeni vnitini atmosféry, a ziskat tak Cisté spektrum méfené
potraviny. Diky slabému Ramanovu rozptylu je mozné méfit potraviny s vysokym obsahem

vody, aniz by dochéazelo K ruseni ve vysledném spektru [44,45].

I ptesto, ze Ramanova spektroskopie poskytuje velké mnozstvi vyhod, pfindsi i nékolik
nevyhod. Jednim z nich je fluorescence, ktera je doprovodnym jevem u vétSiny laserovych
technik. Resenim je pouZiti blizkého infraerveného laseru s excitaci pfi 1064 nm, nebo
pouziti metod se zvySenym Ramanovym signalem a to RRS nebo SERS, které byly popsa-
ny v kapitole 3.3. Dalsi nevyhodou je pouzivani vykonnych laserd, které mohou produko-
vanym teplem zménit nebo dokonce znicit méteny vzorek. Pouziti intenzivnich UV laserd,

muze vyvolat fotochemickou degradaci vzorku [30,39].

3.5 Stanoveni mlé¢ného tuku pomoci Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie byla v poslednich letech rozsitena i do odvétvi analyzy potravin,
avSak pro analytickd stanoveni v mlékarenském primyslu neni zatim zcela b&ézné vyuziva-
na. Slozeni mléka je v mlékarenském primyslu velmi dalezity faktor. Informace o obsahu
tuku, bilkovin a sacharidii musi byt spolehlivé, protoZze tyto komponenty jsou indikatory
kvality mléka. Vzhledem k tomu, Ze mléko je z velké ¢asti slozeno z vody, ktera poskytuje
slaby Ramantv rozptyl, jak bylo popsano v kapitole 3.1, diky tomu by tato metoda mohla
byt vhodna pro stanoveni mlééného tuku. Vysledny Ramantv rozptyl poskytuje pfistup
K vibra¢nim ,,otiskiim prsti“ pfitomnych molekul a tim tak umoziuje ziskat cenné infor-

mace o jejich vlastnostech a struktute [45,46].

K vyraznym vrcholim pozorovanym v Ramanové spektru mléka je mozné z diive publiko-
vanych studii pfidélit znamé pasy o urcitych vinoctech typické pro bilkoviny, sacharidy
nebo tuk. Vzhledem k tomu, Ze membranu tukovych kulic¢ek spolu s lipidy tvofi i bilkovi-
ny, je mozné ze ve vysledném spektru dojde k prekryti nekterych lipidovych pasi, bilko-
vinnymi pasy [46,47].
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Region pésti v rozmezi 1700 — 1000 cm™ je smiSeny, ve kterém jsou obsaZeny vibratni
pasy mastnych kyselin, proteint a polysacharidli (napt. C = O valen¢ni vazba z amidové |
skupiny, C = C valen¢ni vazba, N — H ohybana vazba z amidové II. skupiny). Oblast
v rozmezi 1200 — 800 cm™ je typicka pro polysacharidy, nicméné i piky o nizsich vl-

no&tech 355 a 455 cm™ jsou charakteristické pro laktozu [38,47].

Pomoci Ramanovy spektroskopie je mozné rozpoznat vétSinu chemickych vazeb
Vv bilkovinach, které jsou tvoreny amidovymi skupinami, které se vyskytuji v deviti zaklad-
nich mddech. Vibra¢ni moédy aminokyselinovych fetézci S — S, S — H skupiny obsazené
v cysteinu, cystinu, v aromatickych jadrech tryptofanu, tyrosinu nebo fenylalaninu. Tyto
skupiny miizou byt detekovatelné v oblasti 500 — 550 cm™ a 2550 — 2580 cm™. Pas
v oblasti 830 — 850 cm™ je typicky pro tyrosin, dal$im vyznamnym pasem o vino&tu 1006
cm™ je fenylalanin. Vibrace na vlno&tu 860 — 920 cm™ mize zahrnovat az tii vazby v(C —
C), v(C — O) a CHj3 ohybanou, tyto vazby jsou soudasti aminokyselin. Pik 3060 cm™ je
pfisuzovan vazbé v(N — H) [38,47,48].

V Ramanov¢ spektru jsou pozorovany charakteristické pasy lipidu, které se vztahuji k pti-
tomnosti uhlovodikového fetézce. Spektrum lipidi je mozné rozdélit do tfech oblasti 0
vino&tu: 1500 — 1400 cm™, 1300 — 1250 cm™ a 1200 — 1050 cm™. Pésy o vlno&tu 1500 —
1400 cm™ jsou charakteristické pro niizkovou a torzni vibraci CH, a CHa, pasy o vino&tu
1200 — 1050 cm™ jsou piigitany valenéni C — C vibraci. Kromé t&chto zmin&nych pasi je
velmi intenzivni skupina past ve vy$§im rozsahu vlnového &isla a to 3100 — 2800 cm™,

které lze ptifadit valen¢ni vibraci C — H [49].
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Obrazek 13: Ramanovo spektrum mléka S riznou koncentraci tuku [45]

Na obrazku 13 je zobrazeno naméfené Ramanovo spektrum mléka s riznymi koncentrace-
mi mlécného tuku. Nejvyssi naméfend intenzita odpovida mléénému tuku o koncentraci 4,0

% a nejnizsi nalezi koncentraci 0,3 % [45].

Vyrazné vrcholy jsou vidét pii vinodtu 1650 cm™ coz odpovida v(C = C) valenéni cis
dvojné vazb& pochézejici z RHC = CHR., 1440 cm™ §(C — H) nizkova vazba z — CH, ob-
sazena v nasycenych mastnych kyselinach, 1265 cm™ 8(C — H) ohybana vibrace pochazejici
z cis dvojné vazby R — CH = CH — R, 1083 cm™ ohybana CHj vibrace, 1300 cm™ (C — H)
kroutiva vibrace vazby — CH; ktera je charakteristicka nizkym stupném nasyceni. Vibrace o
vino¢tu 1747 cm™ v(C = O) valenéni vibrace z vazby RC = OOR. Tii pasy okolo 1008 cm™
(ohybana vibrace z C — CHs, 1150 cm™ v(C — C) a pas pii vinotu 1525 cm™ jsou piipiso-
vany karotenoidim, které jsou pfitomny pouze ve stopovych mnozstvich, ale hraji dilezi-
tou roli jako antioxidanty jak bylo uvedeno v kapitole 1.1.6. Nejvyraznéjsi piky o vino¢tech
2850 cm™ a 2940 cm™ jsou charakteristické pro symetrické a asymetrické valenéni vibrace
v(C — H). Pas o vlnoctu 2940 cm* reprezentuje asymetrickou valen¢ni vibraci H — C, a pas
0 VIno&tu 2850 cm™ charakterizuje symetrickou valenéni vibrace H - C. Pés o vIno&tu 3005

cm?je typicka niizkova vibrace skupiny = C — H [44, 45,46].
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Pés o vinotu 845 — 895 cm™ je pomémé §iroky vzhledem k tomu Ze se v ndm piekryvaji
rizné polarni skupiny komplexni smési fosfolipidi. Pik o vinoctu 860 cm™ byl ptifazen

kyseling fosfatidové a vibrace o vlno&tu 875 cm™ cholinu [46].

Rozptyly intenzit o vlnoctu 2856, 1748, 1437 cm™ vykazuji vysokou korelaci s obsahem
mastnych kyselin [48].

Pti stanoveni mlécného tuku je dulezity pik o vinoctu 1650 cm™?, ktery odpovida valencni
cis dvojné vazb¢. Tato vibrace odpovida kyselin€ olejové, ktera tvoii mléény tuk az z 29 %.
Dalsi vjrazny pik je u vrcholu 1440 cm™, kterému je piitazena niizkova vibrace CH, a pod
timto pikem mtizeme hledat napt. kyselinu palmitovou, stearovou i jiz zminénou kyselinu
olejovou. Na obrazku 14 je uvedeno Ramanovo spektrum cisté kyseliny olejové a palmito-
vé. Pik 0 vino&tu 1747 cm™ je charakteristicky pro vazbu esterovou C = O, kterd je soucsti

vSech triacylglyceroll zastoupenych v mlééném tuku z 98 % [45].
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Obrazek 14: Ramanovo spektrum kyseliny olejové (a), kyseliny palmitové (b) [45]

Pés pti vinoctu 1650 cm* je specificky pro konjugovanou linolovou kyselinu. Pii experi-
mentalnich m&feni byl tento pas pozorovan na vinoétu 1658 cm™, ktery prislusi dvéma cis
izomerim této mastné kyseliny. Pas v blizkosti 1670 cm™ odpovida trans izomerim a

1654 cm™ pripada na cis izomery konjugované kyseliny linolové, vétsinou se tyto dva pasy
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prekryvaji a tvoii jeden pik v této oblasti o vinotu 1658 cm™, ktery je typicky pro kyselinu

linolovou, vibrace odpovida dvéma nenasycenym vazbam (Cy = Cyp a Cq = Cy3) [11].

Z doposud naméfenych Ramanovskych spekter Cistych lipida je patrné, ze oblast o vino¢tu
400 —1800 cm™ je vhodnéjsi pro identifikaci lipidit nez oblast 2700 — 3500 cm™, ktera ob-
sahuje silné prekryvajici se Siroké Ramanovy pasy valen¢nich vibraci CH, NH a OH skupi-
ny [46].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo stanovit obsah tuku ve vzorcich mléka s rostoucim podilem
tuku pomoci Ramanovy spektroskopie. Pro vyhodnoceni naméfenych spekter bylo nutné
stanovit tuénost vzorkd konven¢nimi laboratornimi metodami, a to metodou extrakéni a

butyrometrickou.
Cile préce 1ze rozdélit na dvé hlavni ¢asti:
Teoreticka cast:
e Charakterizovat mlé¢ny tuk a jeho obsah v mléku a mléénych vyrobcich
e Vytvorit piehled pouzivanych metod pro stanoveni mlééného tuku

e Popsat princip Ramanovy spektroskopie a jeji pouziti pro stanoveni

mlécéného tuku

Prakticka ¢ast:
e Navrhnout a pfipravit vzorky s rostoucim podilem tuku
e Naméfit Ramanova spektra piipravenych vzorki

e Stanovit obsah tuku ve vzorcich gravimetrickou a acidobutyrometrickou

metodou
e Ovéfit ve vzorcich mnozstvi bilkovin resp. fenylalaninu

e Vyhodnotit spektra a diskutovat vysledky
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pouzité materialy a chemikalie

vV ¥V VY VvV V¥V ¥V ¥V ¥V ¥V V ¥V ¥V ¥V V¥V ¥V VY ¥V V VYV VY V V

Odtuénéné mléko — K — Classic, vyrobeno pro Kaufland, CR
Polotu¢né mléko — K — Classic, vyrobeno pro Kaufland, CR
Plnotuéné mléko - K — Classic, vyrobeno pro Kaufland, CR
Smetana — K — Classic, vyrobeno pro Kaufland, CR
Amoniak — IPL, Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod

Etanol — Tereos TTD, a.s., Lihovar Kojetin

Diethyléter — Lach — Ner, s.r.o., Neratovice

Petroléter — Lach — Ner, s.r.o., Neratovice

Kyselina sirova — Lach — Ner, s.r.0., Neratovice
Amylalkohol — PENTA s.r.0., Ing. Petr Svec, Praha

HCI — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Citronova kyselina — Lach — Ner, s.r.o., Neratovice

Citran sodny — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Chlorid sodny — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Kyselina borita — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Azid sodny — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Hydroxid sodny — p.a. ZMBD Chemik s.r.0.

Thioglykol — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Nindhydrin — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Methylcellosolv — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Hydrintantin — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.

Acetatovy pufr — p.a. ZMBD Chemik s.r.o.
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5.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy A&D GH — 200 EC

Mojonnieriv bankovy extraktor

Vakuova rota¢ni odparka LABOROTA 4010 DIGITAL

Susarna VENTICELL, BMT Brnénska Medicinska Technika a.s.

Butyrometr podle CSN 25 7631

Pipeta 11 ml na mléko — CSN 70 4121

Vodni lazen FUNKE GERBER — WD436D

Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400, Ingos, Praha

Termoblok EVATERM

Ramaniv spektrometr Renishaw in Via Basis

Laboratorni sklo

5.3 Charakteristika vzorku

>
>
>
>
>
>
» Odstiedivka na tukoméry GERBER INSTRUMENTS MICRO II
>
>
>
>
>

Pro ptipravu modelovych vzorki bylo pouzito mléko a smetana ze stejného sortimentu,

které pred plnénim do spotiebitelskych obaltl prosly technologickym procesem homogeni-

zace a UHT oSetfenim. V obchodni siti bylo zakoupeno odsttedéné, polotucné, plnotucné

mléko a smetana. Na obalech jednotlivych vyrobki byly vyrobcem udany informace o vy-

zivovych hodnotach (viz Tabulka 3).

Tabulka 3: Ptehled vyzivovych hodnot u jednotlivych vyrobki

Obsah tuku | Z toho mastné kyseliny
[%] [%] Bilkoviny [%] | Sacharidy [%]
Vyrobek ve 100 mi
Odstiedéné mléko 0,5 0,3 3,3 49
Polotu¢né mléko 15 0,9 3,3 49
Plnotu¢né mléko 3,5 2,0 3,3 4.4
Smetana 10,0 59 3,3 4,3
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5.4 Priprava vzorki

Na zaklad¢ informaci poskytnutych vyrobcem byla vytvofena fada vzorki s rostoucim ob-
sahem tuku, ktera byla pfipravena smichanim odstfedéného, polotu¢ného a plnotu¢ného
mléka. Pfedpokladana koncentra¢ni fada méla obsahovat koncentrace od 0,5 — 3,5 % obsa-
hu tuku s kroky po 0,5 %. AvSak po proméfeni vzorkid metodou podle Rése — Gottlieba,
ktera v této praci slouzi jako referen¢ni, bylo zjisténo, Ze odstiedéné mléko ma ve skute¢-
nosti jinou koncentraci, nez bylo uvedeno na obale vyrobku. Namétené koncentrace jsou
uvedeny v kapitole 6.1 a 6.2. V tabulce 4 jsou uvedeny piedpokladané a skute¢né koncen-

trace vzorku.

Pro gravimetrické a acidobutyrometrické stanoveni mlééného tuku byly vzorky pted sa-

motnym stanovenim vytemperovany na 40 °C a poté rychle zchlazeny na 20 °C.

Tabulka 4: Koncentrace mlééného tuku u jednotlivych vzorka

Piedpokladany obsah mlééného tuku [%] [ 0,5 | 1,0 [ 15| 20 [ 25| 3,0 3,5 | 10,0

Skute¢ny obsah mlééného tuku [%] 011081520 (25| 30 | 35 | 100

Vzorky urcené pro méfeni na Ramanové spektrometru byly méfeny ve dvou formach - pfi-
mo Vv kapalném vzorku mléka, tzn. bez jakékoliv predipravy, a ve forme vysusené kapky.
Jednotlivé vzorky byly nadavkovany ve formé kapek na hlinikovou desticku a pfi labora-

torni teploté byly suSeny do druhého dne.

5.5 Pouzité metody

5.5.1 Ramanova spektroskopie

K samotnému meéfeni byl pouzit Ramantv spektrometr Renishaw in Via Basis (viz Obra-
zek 15), jehoz soucasti je i mikroskop Leica. K pfistroji je pfipojen pocita¢ se softwarem
WIRE 3.0 pomoci, které¢ho je pfistroj ovladan. Software zaznamendva naméfend data a

nasledné poskytuje nastroje pro upravu a vyhodnocovani jednotlivych spekter.
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Obrazek 15: Ramantv spektrometr

Postup méieni

Pred zacatkem meéfeni bylo nejprve nutné zapnout pfistroj a vyckat piiblizn€¢ 30 minut.
Mezitim byl spustén pocita¢ s programem WIRE 3.0. Po uplynuti poZadované doby byla
provedena kalibrace pfistroje méfenim kiemikové desti¢ky. Jakmile byl pfistroj pfipraven,

bylo mozné ptejit k nastaveni parametri. Pfistroj umoznuje volit tyto parametry:
» Laser — diodovy — méfici v blizké infracervené oblasti pfi 785 nm
— argonovy — méfici pii 514 nm

» Opticka miizka — 1200 I/mm
» Volitelny spektralni rozsah méfeni:

— Static scan — rozsah méfeni 300 — 500 cm™

— Extend scan — rozsah méfeni 300 — 1800 cm™
» Expozi¢ni ¢as — doba, po kterou je detektor vystaven Ramanoveé signalu

» Akumulace — jedna se o pocet opakovani, ktery pomoci n€kolika kratSich méfeni

vytvofii spektrum s vyhodnéj$im pomérem signal/Sum

» Objektiv — zvétseni pomoci objektivu vede k ziskani lepsiho signalu
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— mikroskop Leica disponuje objektivy pro 5x, 20x a 50x nasobné

zvetSeni

» Vykon laseru — je procento maximalniho vykonu laseru, ktery je pouzit pro métent,
vyssi vykon poskytne lepsi pomér signalu k Sumu, ale mize zptsobit zniceni vzor-

ku v zavislosti na ¢ase expozice

Vzorek byl umistén na hlinikovou podlozku a vloZen pod mikroskop. Povrch vzorku byl
zaostfen a poté nasledovalo méfeni. Pro nalezeni optiméalniho nastaveni méfeni bylo nutné
menit ¢as expozice, pocet akumulaci a vykon laseru tak, aby byly ziskany co nejvyrazné;jsi
spektra, tzn. takové kde je optimalni pomér signal Sum a spektrum neni piekryto flu-

orescenci vzorku, coZ u biologickych materidlii ¢asto zptsobuje pouziti argonového laseru.
Veskera spektra vzorki v této praci byla naméfena za téchto podminek:
» Zdroj svétla — NIR laser 785 nm
Vykon laseru — 100 %
Pouzity objektiv — 50x nasobné zvétSeni
Spektralni rozsah — 300 — 1800 cm™

Cas expozice — 10s

YV ¥V VvV V VYV

Pocdet akumulaci — 3

5.5.2 Gravimetrické stanoveni podle Rose — Gottlieba

Postup stanoveni podle této referencni metody byl popsan v teoretické casti prace

v kapitole 2.1.

Do Mojonnierova extrakéniho pfistroje bylo diferenéné odvazeno 10 — 11 g mléka s pies-
nosti na 4 desetinna mista, poté byly ptidany 2 ml 25 % amoniaku a vznikla smés byla
promichana. Pak bylo pfiddno 10 ml 96 % etanolu a opét dikladné promichano. Poté na-
sledoval ptidavek 25 ml diethyléteru a uzavieni pfistroje zatkou a mirné protiepani. Po
jedno — minutovém protiepani bylo piidano 25 ml petroléteru a opét byla smés mirné pro-
tiepana. Nasledné byl piistroj ponechan v klidu po dobu tficeti minut (viz Obrazek 16). Po
oddé€leni vrstev byla horni éterova vrstva s pfitomnym tukem ptevedena do pfedem vysu-
Sené extrakeéni banky. Poté nasledovala druhd a tfeti extrakce stejnym zplisobem pouze s 15

ml diethyléteru a 15 ml petroléteru. Poté byla smés rozpoustédel ze vzorku odstranéna
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pomoci vakuové odparky. Vzorek byl po vysuseni pii teploté 102 £ 2 ° zvazen. Stejnym

zpusobem byl proveden slepy pokus, kde misto mléka byla pouzita voda.
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i

Obrézek 16: Extrakce mlééného tuku

5.5.3 Acidobutyrometrické stanoveni podle Gerbera

Postup stanoveni této provozni metody byl podrobné popsan v teoretické ¢asti prace v ka-

pitole 2.2.

Do butyrometru bylo pomoci automatické byrety nadavkovano 10 ml 90 % kyseliny sirové,
poté bylo mlé¢nou pipetou odméfeno 11 ml mléka, které bylo opatrné navrstveno na kyse-
linu sirovou. Nakonec byl pfidan 1 ml amylalkoholu. Butyrometr byl zazatkovan a prudce
protiepan. Poté byl vloZen do odsttedivky pii 1000 ot. /min. na 15 minut. Po odstfedéni byl
butyrometr vliozen do vytemperované 1azné o teploté 65 °C a po uplynuti 10 minut byl ode-

éten obsah mlééného tuku.

5.5.4 Stanoveni obsahu bilkovin

V potravinach se aminokyseliny vyskytuji ve vdzané nebo volné form¢. Véazané aminoky-
seliny jsou ze struktury potravin uvolnény kyselou hydrolyzou. Béhem tohoto procesu jsou
sirné aminokyseliny a tryptofan ¢aste¢né€ nebo zcela zniceny. Pro vyhodnocovani Ramano-
vych spekter vzorkli mléka v této praci neni diilezity obsah cysteinu, methioninu ani trypto-
fanu. Proto pted hydrolyzou nebylo nutné provadét oxidaci pro zachovani téchto aminoky-
selin. Ziskané aminokyseliny byly detekovany pomoci iontové — vyménné kapalinové

chromatografie na automatickém analyzatoru aminokyselin AAA 400 za pouziti postkolo-
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nové ninhydrinové derivatizace a spektrofotometrické detekce (440 nm pro prolin a 570

nm pro ostatni aminokyseliny) [50].

50 mg vzorku bylo s ptesnosti na 4 desetinna mista odvazeno do vialky za pridavku 15 ml
6 mol.I" HCI. Pro vytésnéni pritomného vzduchu ze vzorku byl pouzit argon po dobu 1
minuty. Poté byly vzorky umistény do termobloku, na dobu 23 hodin, ktery byl vyhifivan na
teplotu 117 °C. Po ukonéeni hydrolyzy byla ze vzorku odpatena kyselina chlorovodikova a
zbyla ¢ast byla zfedéna pufrem v 25 ml odmérné baiice. Vytvoiend smés byla filtrovana
pies 0,45 mm filtr. Uvolnéné aminokyseliny byly stanoveny za pouziti iontové — vyménné
chromatografie. Vznikly hydrolyzat byl v mnozstvi 100 pl vstiikovan do automatického
analyzatoru aminokyselin AAA 400 vybaveného kolonou (370 x 3,7 mm, naplnéna
ionexem Ostion LG ANG - Ingos, Praha) s postkolonovou ninhydrinovou derivatizaci a
spektrofotometrickou detekci (pfi 440 nm pro aminokyselinu prolin a 570 nm pro ostatni
aminokyseliny). Nasledn¢ byly aminokyseliny eluovany z kolony podle programu: 0 — 5
min pufr A, 5—32 min pufr B, 32 — 44 min pufr C, 44 — 75 min pufr D. Slozeni sodno —
citratovych pufrti je uvedeno v tabulce 3. Poté byla kolona regenerovéana 0,2 mol.I"* rozto-
kem NaOH po dobu 10 minut a stabilizovana dal$ich 17 minut pufrem A. Teplota kolony
byla nastavena na 60 °C (po dobu 0 — 60 min a 90 — 120 min) a na 74 °C (60 — 90 min).

Tabulka 5: SloZeni [g] pouzitych sodno — citratovych pufri na celkovy objem 11

Pufr
Chemikalie A B C D davkovaci pufr
Citronova kyselina - monohydrat | 11,11 | 10,00 | 7,53 0 14,00
Citran sodny - dihydrat 404 | 560 | 9,06 | 19,60 0
Chlorid sodny 9,29 | 8,36 | 18,00 | 52,60 11,50
Kyselina borita 0 0 0 2,05 0
Azid sodny 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10 0,10
Hydroxid sodny 0 0 0 0,50 0
Thioglykol [ml] 2,50 | 2,50 | 2,50 0 5,00
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Stanoveni mlééného tuku podle Rose — Gottlieba

Pro kazdou koncentraci z koncentracni fady bylo provedeno celkem Sest extrakci. Na za-
kladé¢ naméfenych hodnot byla vzdy jedna odlehla hodnota méteni vyfazena pomoci Dixo-
nova testu pro vylouceni extrémnich hodnot u neznamého rozdé¢leni, ktery je vhodny pro
soubory s malym poétem hodnot. Namétené hodnoty byly vyneseny do grafu (viz Obra-
zek 17).

Stanoveni mléc¢ného tuku podle Rose -
Gotlieba
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Obrazek 17: Naméfené hodnoty mlééného tuku podle Rose — Gottlieba

Predpokladand koncentrani fada meéla obsahovat koncentrace mlééného tuku od 0,5 —
3,5 % s kroky po 0,5 %. Po proméfeni jednotlivych vzorkt metodou podle Rose - Gottlieba
byl zjistén skutecny obsah tuku u odtu¢néného mléka, které obsahovalo pouze 0,1 % tuku,
coz ovlivnilo obsah tuku v prvnim a druhém vzorku. Vzhledem k tomu, Ze se tato metoda
pouziva jako referencni, budou tyto hodnoty pouzivany pro dalsi vyhodnocovani jako hod-

noty uréujici skuteény obsah tuku ve vzorcich (viz Tabulka 4 — kapitola 5.2).
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6.2 Stanoveni mlécného tuku podle Gerbera

Stanoveni acidobutyrometrickou metodou podle Gerbera bylo provedeno celkem ctytikrat
pro kazdou koncentraci z koncentracni fady. Namétené hodnoty u jednotlivych koncentraci

byly vyneseny do grafu (viz Obrazek 18).

Stanoveni mlé¢ného tuku podle
Gerbera
4,0
3,50
3,5
3,02

30 2,54
X2 2,06
E 20 1,58
21,5

1.0 0,81
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Predpokladana tuénost [%]

Obrazek 18: Namétené hodnoty mlécného tuku podle Gerbera

Koncentraci 0,1 % mlécného tuku se acidobutyrometrickou metodou nepodafilo naméfit,
pravdépodobné z ditvodu velmi nizkého obsahu tuku. Tyto namétené hodnoty mlééného

tuku budou pro nésledujici vyhodnocovéni také pouzivany, ale jen jako doplikové.

6.3 Stanoveni mlééného tuku ve smetané

Dal$im méfenym vzorkem byla smetana s vyrobcem deklarovanou tucnosti 10 % a obsa-
hem bilkovin 3,3 %. Smetana byla pro méfeni vybrana jako mléény vyrobek s obsahem
jednotlivych slozek, které se nejvice blizi vzorkim mléka a soucasné obsahuje vyssi mnoz-
stvi mlé¢ného tuku. Obsah tuku ve smetané byl stanoven metodou podle Rose — Gottlieba a

ziskana hodnota odpovidala 9,65 + 0,03 % obsahu tuku ve vzorku. Metodou podle Gerbera
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bylo stanoveno 9,86 + 0,24 % tuku ve vzorku. Naméfené hodnoty byly vyneseny do grafu
(viz Obrazek 19).

Stanoveni obsahu tuku ve smetané
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Obrazek 19: Stanoveni mlééného tuku ve smetané

6.4 Stanoveni obsahu bilkovin

Obsah bilkovin resp. fenylalaninu byl stanoven pomoci iontové — vyménné kapalinové
chromatografie (viz kapitola 5.3.4). V tabulce 6 je uveden obsah fenylalaninu, ktery byl
naméfen ve vzorcich mléka a smetany, ze kterych byly ziskany jednotlivé vzorky s riznym
obsahem mlé&ného tuku. U odstfedéného mléka bylo naméfeno 1,44 + 0,013 g.kg™,
v polotuéném mléce 1,42 + 0,015 gkg™ a v plnotuéném mléce 1,45 + 0,019 g.kg™ feny-
lalaninu. Poslednim zkoumanym vzorkem na obsah bilkovin byla smetana, ve které bylo
zjisténo 1,42 + 0,013 g.kg™ fenylalaninu. Namé&fené hodnoty se lisi jen nepatrng, proto lze

brat obsah fenylalaninu za konstantni.
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Tabulka 6: Obsah fenylalaninu ve vzorcich mléka a smetany

Vzorek Fenylalanin [g.kg™]
Odstiedéné mléko 1,44 £ 0,013
Polotu¢né mléko 1,42 £0,015
Plnotu¢né mléko 1,45+ 0,019
Smetana 1,42 +£0,013

6.5 Stanoveni mlé¢ného tuku pomoci Ramanovy spektroskopie

Méfeni probihalo podle stanovenych parametri, které jsou uvedeny v kapitole 5.3.1. Soft-
ware WIRE 3.0 obsahuje nejen nastroje pro ovladani pfistroje, ale i nastroje uréené pro
zpracovani a vyhodnocovani nameétenych spekter. Zdkladnim néstrojem, ktery byl pouZit,
je tzv. korekce zakladnich linii. V Ramanové spektru mize vzorek vykazovat mirnou flu-
orescenci nebo tepelné pozadi zplisobené zafenim. Jestlize je dostatek Ramanova signalu
na horni ¢asti Sikmého pozadi zakladni linie mohou byt odecteny, ¢imz se ziska spektrum s

plochou zakladni linii.

Nejprve byly jednotlivé koncentrace vzorkii méteny bez jakékoliv predupravy ve své pu-
vodni — tekuté podob&. Avsak vznikla Ramanova spektra byla necitelnd, vykazovala vyso-
kou miru zaSuméni a jednotlivé piky by neslo odecist. Na obrazku 20 je zobrazeno namg-
fené Ramanovo spektrum s koncentraci mlééného tuku 3,5 %. Cervend zobrazené spek-
trum bylo naméfeno ve vzorku v jeho ptivodni tekuté podobé. Fluorescence se projevovala
u vSech naméfenych vzorkl. V pfiloze P I je uvedeno spektrum mléka o koncentraci 0,1 %
tuku, které bylo méfeno ve vzorku v jeho tekuté a poté ve vysuSené podobé. Z toho davo-
du byl vzorek dale méfen ve formé vysusené kapky (viz kapitola 5.2) a za téchto podminek

bylo ziskéno spektrum s jasn¢ ohrani¢enymi piky, které je zobrazeno cern¢.

Podminky méfeni byly stejné pro vsechny vzorky, at’ uz se jednalo o vzorky v tekuté nebo
vysusené¢ podobé€. Pritomné zaSuméni spektra bylo pravdépodobné zpisobeno pritomnou
vodou, i kdyz voda ma slaby Ramantiv rozptyl a neméla by ovliviiovat vysledné spektrum.

Na zékladé€ tohoto zjisténi vSechna dal$i méfeni probihala ve vysuSenych vzorcich.
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Spektrum naméiené
ve vysuSeném vzorku
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Obrazek 20: Spektrum mléka s koncentraci mlééného tuku 3,5 %

Ramanovo spekrum bylo ziskano pro vSechny vzorky s rozdilnou koncentraci mlééného
tuku. Na obrazku 21 je interpretovano spektrum mléka s koncentraci mlé¢ného tuku 3,0 %,
zbylé spektra jsou uvedena v ptiloze P I, protoZe jsou jen velmi malé rozdily mezi spektry

jednotlivych vzorkd.

Ve spektru jsou zvyraznény vrcholy, které odpovidaji nékterym zakladnim slozkam mléka.
Pro mlécny cukr — laktézu jsou typické dva vyrazné vrcholy a to vrchol o vinoc¢tu 357 cm™
a 445 cm™. Bilkoviny mléka se podafilo identifikovat pfi vrcholu 878 cm™, ktery odpovida
aminokyseliné tryptofan a vrchol 1006 cm™ je typicky pro aminokyselinu

fenylalanin [38,47].
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Obrazek 21: Ramanovo spektrum mléka s koncentraci mlééného tuku 3,0 %

Pro tcely méfeni budou dilezité vrcholy identifikujici mlécny tuk, které byly experimen-
talnd nam&feny pii vlnodtech 1083 cm™, 1268 cm™, 1306 cm™, 1440 cm™, 1658 cm™ a
1747 cm™ [45,51].

Vyrazny vrchol pfi vino¢tu 1083 cm™ odpovida ohybané vibraci CH3 vazby, vibrace pfti
vino&tu 1268 cm™ nalezi ohybané vibraci C — H vazby pochazejici z cis dvojné vazby R —
CH = CH — R. Pik vyrazny o vlno¢tu 1306 em™ je typicky pro kroutivou vibraci C — H
pochazejici z vazby CH,. Ramantiv signal pfi vinotu 1440 cm™ odpovida niizkové vibraci
vazby — CH; —, ktera je obsaZzena v nasycenych mastnych kyselinach. Dalsi vyrazny pik se
nachazi na vino¢tu 1658 cm™ jenz je typicky pro valenéni vibraci C = C cis dvojné vazby
pochazejici z RHC = CHR. Poslednim studovanym pikem identifikujici mlécny tuk je pik
o vlno¢tu 1747 em™, ktery odpovida valenéni C = O vibraci z vazby RC = OOR. Zbylé
piky jsou identifikovany v teoretické casti prace v kapitole 3.5 [45,46].

Pro vyhodnoceni naméfenych spekter bylo pouzito tzv. normovani. Intenzity bodi ve spek-
tru byly vztaZeny na intenzitu piku p¥i vino&tu 1006 cm™, ktery odpovida fenylalaninu,
¢imz byla ziskana relativni intenzita. Na pik fenylalanin je mozné vztahnout jednotlivé
body ve spektru jen tehdy, jestlize byl prokazan konstantni obsah fenylalaninu ve vSech

porovnavanych vzorcich. Namétené hodnoty fenylalaninu jsou uvedeny v kapitole 6.4. In-
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tenzita piku 1006 cm™ byla poloZena rovno jedné a viechny ostatni body ve spektru byly
upraveny vuci této hodnot€, ¢imz se ziskala relativni intenzita. Nasledné byla relativni in-
tenzita vynesena do grafu v zavislosti na namétené tucnosti, ktera byla stanovena bud’ refe-
ren¢ni metodu podle Rése — Gottlieba nebo acidobutyrometrickou metodou podle Gerbera.
Na obrazcich 22, 25 a 26 jsou zndzornény jednotlivé nartsty relativni intenzity s rostoucim

podilem tuku ve vzorku u pikt charakteristickych pro mlécény tuk.
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Obrazek 22: Nartst relativni intenzity pfi vino&tu 1658 cm™a 1747 cm™

Pik pii vlnoétu 1747 cm™ odpovida vibraci vazby C = O, ktera se podili na esterové vazbé
mezi mastnou kyselinou a glycerolem v molekule TAG [45]. Intenzita této vibrace tedy
odpovida obsahu TAG ve vzorku a méla by korelovat s obsahem mlécného tuku ve vzorku.
Tento pik je ve spektrech dobfe viditelny a z obrazku 22 lze také zaznamenat nérQst nor-
mované intenzity soucasné s rostoucim obsahem tuku ve vzorku. Tyto hodnoty lze vynést
do grafu v zavislosti na obsahu mlécného tuku stanoveného referenéni metodou podle
Rose — Gottlieba (viz Obrazek 23). ProloZenim souboru naméfenych dat ptimkou linearni
regrese byla ziskdna rovnice piimky s korelatnim koeficientem R% Z grafu Ize vycist velmi
dobrou korelaci z korela¢niho koeficientu, ktery nabyva hodnotu R? = 0,9982. Mezi namg-

fenymi hodnotami je pifima zéavislost.
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Obréazek 23: Graf zavislosti relativni intenzity pro pik 1747 cm™ na tu¢nosti sta-

novené referenéni metodou

Relativni intenzitu 1ze také korelovat s obsahem tuku zjisténého podle Gerbera. Na obrazku

24 je vynesena relativni intenzita v zévislosti na obsahu mlécného tuku stanoveného dle

Gerbera. Zjisténa korelace je opét velmi silna mezi naméfenymi hodnotami, kterou vysti-

huje korelaéni koeficient s hodnotou R?=0,9977.
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Obrazek 24: Graf zavislosti relativni intenzity pro pik 1747 cm™ na tudnosti sta-

novené acidobutyrometrickou metodou
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Stejnym zptisobem Ize hodnotit také dalsi piky, které odpovidaji vibracim vazeb v moleku-
le mlécného tuku. Na obrazku 22 je zobrazen dal$i dominantni pik pfi vinoctu 1658 cm™.
Tento pik odpovida vibraci cis dvojné vazby C = C, ktera je charakteristicka pro obsah
nenasycenych mastnych kyselin v molekule TAG. Dal§im pikem odpovidajici obsahu ne-
nasycenych mastnych kyselin je pik pii vino&tu 1268 cm™ [45]. Nartstajici intenzita t&chto
pikti v souvislosti s rostoucim obsahem tuku ve vzorcich je zfetelné patrna na zobrazeni

normovanych spekter na obrazcich 22 a 25.
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Obrazek 25: Nartst relativni intenzity pii vinotu 1083 cm™a 1268 cm™

Pik o vlno&tu 1440 cm™ reprezentuje vibraci vazby — CH, —, ktera odpovida obsahu nasy-
cenych mastnych kyselin v molekule TAG, kterych je v mlééném tuku ptevaha (viz kapito-
la 1.1.1) [45]. Vliv obsahu tuku na intenzitu Ramanova signalu lze vyc¢ist z obrazku 26.
Dal3i pik vyrazny pii vrcholu 1083 cm™ je typicky pro vibraci vazby CHs. Jeho nariist rela-
tivni intenzity Ize sledovat na obrazku 25. Posledni vyrazny pik ve spektru je pii vinoctu
1306 cm™, ktery odpovida vibraci CHy. Tyto vibrace jsou typické pro nasycené mastné

kyseliny. Nardst relativni intenzity je patrny z obrazku 26 [45,51].
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Obrazek 26: Nartst relativni intenzity pfi vino¢tu 1306 cm™a 1440 cm™

Vynesenim normovanych intenzit zminovanych dominantnich pikti v zavislosti na stano-
vené tucnosti podle Rose — Gottlieba (viz Obrazek 27) a na stanovené tucnosti podle Ger-
bera (viz Obrazek 28) byly ziskany po prolozeni souboru namétenych dat pfimkou linearni

regrese rovnice piimky a korela¢ni koeficienty.
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Obrazek 27: Graf zavislosti relativni intenzity na tucnosti stanovené referencni

metodou

Z obrazku 27 je patrné, ze nejlépe vystihuje nartist normované intenzity v souvislosti s ros-
toucim obsahem tuku pik 1747 cm™, jehoz korelatni koeficient je nejvy$si a to
R?=0,9982. Tento pik se jevi jako nejlepsi a nejvhodn&jsi pro posuzovéni obsahu tuku ve
vzorku. Druhy nejlépe vystihujici korelagni koeficient patiil piku o vlno&tu 1306 cm™, je-
hoz hodnota byla R? = 0,9903. Vysoky korelaéni koeficient byl i u piku 1440 cm™, a to
R? = 0,9859. Korela¢ni koeficient u piku 1658 cm™ byl R? = 0,9334, a u piku 1268 cm™ byl
R? = 0,9126. Pro pik 1083 cm™ byl korelagni koeficient R%=0,9334.1 kdyz jsou posledni
tfi zminéné korelacni koeficienty stale vysoké, pro zjiStovani obsahu tuku se jevi jako mé-

né vhodné.
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Obrazek 28: Graf zavislosti relativni intenzity na tu¢nosti stanovené acidobutyro-

metrickou metodou

Na obrazku 28 je zobrazen graf zavislosti normované intenzity na stanovené tu¢nosti podle
Gerbera. Z obrazku je patrné, Ze nejlépe vystihujicim pikem je pik 1747 cm™, jehoz kore-
la¢ni koeficient dosahuje hodnoty R*=0,9977.1u metody stanoveni podle Gerbera se ten-
to pik jevi jako nejlepsi a tudiz i nejvhodnéjsi pro zjistovani obsahu mlé¢ného tuku. Dru-
hym nejvyssim korelaénim koeficientem disponuje pik o vlno¢tu 1306 cm™ a to R? =
0,9889. Dalsi vysoky korelatni koeficient R? = 0,9842 je u piku 1440 cm™. Pro pik o vl-
no¢tu 1658 cm™ je koeficient R? = 0,9576. Piku 1083 cm™ je piifazen korelaéni koeficient
R?=0,9397. Poslednim a pro stanovovani mlé&ného tuku nejménd vhodnym pikem je pik

o vlno&tu 1268 cm™, jeho korelagni koeficient dosahuje hodnoty pouze R? = 0,8984.

U rovnice piimek byly testovany vyznamnosti parametru pomoci statistického programu
gretl, ktery zpracoval z naméfenych dat p — hodnotu. Pomoci p — hodnoty lze snadno vy-
hodnotit stanovené hypotézy, piicemz pokud je p hodnota vyssi nez zvolené riziko pak se

nulova hypotéza nezamita na hladiné zvoleného rizika. Pokud je mensi, nez zvolena hladi-
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na rizika pak je nulovd hypotéza zamitnuta. Lze tedy otestovat vyznamnost parametru

Vv ziskané rovnici pomoci nasledujici hypotézy.
Ho:b=0 ; Hi:b#0

Nulova hypotéza fika, bude-li koeficient roven 0, znamena to, ze koeficient neni v modelu
vyznamny. Naproti tomu alternativni hypotéza tika, je-1i koeficient vyznamny, bude rGzny
od nuly. P — hodnota je nejmensi hladina, na které zamitame nulovou hypotézu. U testu
byla zvolena hladina vyznamnosti 5 %. Pokud bude p — hodnota nizsi nez 5 % tak je za-

mitnuta nulova hypotéza ve prospéch alternativni.

Tabulka 7: Rovnice pfimky zavisle proménnych s p — hodnotou koeficientu proménné x

Zavisle proménna pik o vino¢tu Rovnice piimky p — hodnota
1747 y = 0,05999x + 0,0006062 | 1,81E-09
1658 y = 0,04349x + 0,3047 2,77E-05
1440 y =0,3191x + 0,5848 8,79E-07
1306 y = 01894x + 0,5470 2,84E-07
1083 y =0,09629x + 1,1413 9,48E-05
1268 y =0,05902x + 0,7556 2,00E-04

V tabulce 7 a 8 jsou uvedeny rovnice piimky k jednotlivym zavisle proménnym, coz je
vzdy ptislusny pik o ur¢itém vinoétu a p — hodnotou koeficientu proménné x. Hodnoty
v tabulce 7 byly stanoveny pro zavislost relativni intenzity na tuc¢nosti stanovené podle
Rose — Gottlieba. Vysledné p — hodnoty jsou ve vSech piipadech nizsi nez 0,05. Proto lze
fici, Ze parametry U proménné x jsou statisticky vyznamné na zvolené hladin€ vyznamnosti

5 %.

Tabulka 8: Rovnice piimky zavisle proménnych s p — hodnotou koeficientu proménné x

Zavisle proménna pik o vinoctu Rovnice primky p —hodnota
1747 y = 0,05865x + 0,001137 9,09E-08
1658 y = 0,04386x + 0,2974 1,00E-04
1440 y =3075x + 0,6132 1,07E-05
1306 y =0,1834x + 0,5589 4,47E-06
1083 y =0,08765x + 1,1791 3,00E-04
1268 y = 0,05523x + 0,7701 1,20E-03

Hodnoty uvedené v tabulce 8 byly stanoveny pro zavislost relativni intenzity na tuc¢nosti

stanovené podle Gerbera. Vysledné p — hodnoty jsou ve vSech ptipadech nizsi nez 0,05.
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Lze tedy fici, Ze parametry u proménné X jsou statisticky vyznamné na zvolené hladiné

vyznamnosti 5 %.

6.6 Souhrnna diskuse

Cilem praktické ¢asti prace bylo stanovit obsah mlécného tuku v piipravené koncentracni
fad¢ mléka a smetany. Nejprve byly jednotlivé vzorky mléka a smetany podrobeny stano-
veni mlé¢ného tuku pomoci standartnich technik, které se bézné vyuzivaji pro zjisténi ob-
sahu mlé¢ného tuku. Referen¢ni metoda stanoveni podle Rose — Gottlieba se ukazala jako
efektivnéjsi metoda nez stanoveni acidobutyrometrické podle Gerbera. Na obrazku 17 a 18
jsou znazornény jednotlivé grafy s vysledky stanoveni mlééného tuku témito metodami.
Potencionalni velikost chyby znazoriiuji chybové usecky, které jsou v piipadé referencni

metody v mensim datovém rozpéti nez u provozni metody.

Stanoveni mlé¢ného tuku podle Rdse - Gottlieba se ukazalo jako pfesné€jsi metoda, co se
ty¢e samotného stanoveni, av§ak svou ¢asovou naro¢nosti a pozadavky na vétsi mnozstvi
chemikalii a tim i v&t§iho mnozstvi vznikajiciho odpadu neni tato metoda vhodna pro pri-

myslové stanoveni mlééného tuku.

Ramanova spektroskopie se v mlékarenském primyslu bézné nepouziva na rozdil od ji-
nych vibracnich spektroskopickych technik jako napf. infraervena a blizk4 infracervena
spektroskopie. Ziskana spektra infracervenou spektroskopii trpi rusenim pfitomné vody ve
vzorcich, ktera siln¢ absorbuje infraervené zateni. Bez pouziti specidlnich pfistroju K in-
fracervenému spektrometru by nebylo mozné pouzivat tuto metodu pro stanoveni vzorkl

S vysokym obsahem vody.

Ramanova spektroskopie je vhodna pro méfeni vzorku s vysokym obsahem vody, nebot
voda ma slaby Ramantiv rozptyl a je ve spektru takika ,neviditelnd“. Z diivodu slabého
Ramanova rozptylu, ktery poskytuje molekula vody, byly nejprve jednotlivé vzorky
Z koncentra¢ni fady stanoveny v tekuté podob¢. Vzniklé Ramanovo spektrum mléka, které
je uvedeno na obrazku 20, vykazovalo vysokou miru zasumeéni, jednotlivé piky byly neci-
telné a nebylo by mozné odecist vrcholy na zakladé vizualniho posouzeni. Z toho diivodu
byly vzorky mléka a smetany nadavkovany ve formé kapek na hlinikovou desti¢ku a byly
ponechédny na vzduchu pfi laboratorni teploté¢ do druhého dne. Ve srovnani s jinymi jedly-

mi tuky je mlécny tuk pomérné odolny viici oxidaci z divodu nizsiho obsahu polynenasy-
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cenych mastnych kyselin a pfitomnych pfirodnich antioxidantl jako je a — tokoferol nebo
[ — karoten [6].

Dtivodem poftizeni lepsiho Ramanova spektra ve vysusenych vzorcich mohlo byt odstrané-
nim pfitomné vody, ktera jak jiz bylo zminéno, by sice nem¢la ovlivitovat vysledné spek-
trum, ale i tim, ze vysusenim doslo k ziskéni vysoce koncentrovanych vzorkl a pfitomna
hlinikova desti¢ka, na které byly jednotlivé vzorky nadavkovany, mohla zvysit Ramantv

signal odrazem od hladkého povrchu [45].

Spektralni rozsah méfeni se pohyboval v rozmezi o vlno&tu 300 — 1800 cm™ i kdyz v do-
stupnych literaturach jsou uvadény intenzivni skupiny past ve vyssim rozsahu vinoctu a to
3100 — 2800 cm™. Tyto vrcholy obsahuji silng piekryvajici se §iroké Ramanovy péasy va-
len¢nich vibraci CH, NH a OH skupin a proto je oblast 400 — 1800 cm™ vhodng&jsi pro
identifikaci lipida [46].

V ziskanych Ramanovych spektrech byly odecteny vyrazné vrcholy a ty byly postupné
normovany na fenylalaninovy pik o vlno&tu 1006 cm™ (viz kapitola 6.3). Normovanim byla
zjisténa relativni intenzita, ktera byla vynesena do grafu v zavislosti na zjis§téné tucnosti

standartnimi metodami.

Trend korelujici s obsahem tuku ve vzorku se podafilo prokazat u vrcholi o vinoétech
1083 cm™, 1268 cm™, 1306 cm™, 1440 cm™, 1658 cm™ a 1747 cm™. Podle Thiago O.
Mendes et al. [51] byly identifikovany stejné spektralni vrcholy. Ve zminéné literatuie byla
pouzita metoda parcialnich nejmensich ¢tverct pro identifikovani vrcholt, které se méni

V zavislosti na obsahu mlé¢ného tuku.

Chemicka struktura mlé¢ného tuku mize byt charakterizovana esterovou vazbou C = O,
jenz je soucasti vSech triacylglycerolt, které jsou soucasti mlééného tuku z 98 %. Pro tuto
vazbu je charakteristicky pik pii vinodtu 1747 cm™. Pro pik identifikujici mléény tuk byla
sestrojena kalibra¢ni kiivka, na zéklad¢ které je mozné odecitat obsah tuku. Zjisténi obsahu
tuku je podminéno konstantnim obsahem fenylalaninu respektive bilkovin. Tato kalibra¢ni
kiivka mlzZe byt pouZita pouze u mléka, které obsahuje stejné mnozstvi fenylalaninu. Po-
kud je obsah fenylalaninu jiny nez u vzorki, které byly pouzity pro sestrojeni kalibracni

ktivky, pak uz by byla zjisténa tu¢nost s chybou.

Tuénost pomoci Ramanovy spektroskopie by se dala takto kontrolovat v ptipadé, kdyby byl

stale stejny zdroj mléka a kolisani bilkoviny v mléku by bylo zanedbatelné. Primérny ob-
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sah bilkovin v mléce se pohybuje okolo 3,3 %. Koncentrace bilkovin se méni v zavislosti
na ro¢nim obdobi, plemeni a jinych faktorech jen mirn¢ [52]. Nejvyraznéj$im vlivem, ktery
ovliviiuje obsah bilkovin je laktace. S dobou laktace vykazuje obsah bilkovin rostouci ten-

denci [53].
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na stanoveni obsahu mlééného tuku v mléku a mlécnych
vyrobcich s vyuzitim Ramanovy spektroskopie. Méfenim byla ziskana Ramanova spektra
pro jednotlivé koncentrace mléka s obsahem tuku v rozmezi 0,1 — 3,5 %. Ve spektrech byly
identifikovany piky odpovidajici vibracim vazeb typické pro mléény tuk. Byly hodnoceny
piky pii vlnodtech 1083 cm™, 1268 cm™, 1306 cm™, 1440 cm™, 1658 cm™ a 1747 cm™.
Nejvyznamnéjsi korelace byla nalezena u vlnodtu 1747 em™, 1440 cm™ a 1306 cm™. Pik
1747 cm™ odpovida vibraci C = O vazby, ktera se podili na esterové vazbé mezi mastnou
kyselinou a glycerolem v molekule triacylglycerolu. Narust intenzity Ramanova signalu pfi
vlno&tu 1440 cm™ je typicka pro ntizkovou — CH; — vazby a pik pii vino¢tu 1306 cm™ na-
lezi vibraci C — H. Tyto dva dominantni pasy pii vlno&tu 1306 cm™ a 1440 cm™ odpovidaji
obsahu nasycenych mastnych kyselin v molekule TAG, které v mléce pfevazuji. Pro cha-
rakteristické piky byl stanoven vliv obsahu tuku ve vzorku na hodnotu relativni intenzity,
ktera byla vynesena do grafu zavislosti relativni intenzity na tu¢nosti stanovené¢ béznymi
laboratornimi metodami. Po prolozeni naméfenych dat byly stanoveny kalibra¢ni kiivky,
které je mozné pouzit pro zjistovani obsahu mlécného tuku. Tyto kalibraéni kiivky je
mozné pouzit pouze tehdy, zname-li obsah fenylalaninu resp. bilkovin. V ptipadé, Ze by u
kontrolovaného mléka bylo kolisani obsahu bilkoviny, resp. fenylalaninu zanedbatelné,

mobhla by se tato metoda pouzivat pro pramyslové zjistovani mlé¢ného tuku.

Hlavni vyhodou této metody je rychlost, zadna nebo jen mala piiprava vzorku a v kombi-
naci s vzorkovaci stanici by mohla byt vhodna pro primyslové stanoveni mlééného tuku

popt. jinych komponent mléka.

Ramanova spektroskopie mé potencidl nahradit klasické metody pouzivané ke stanoveni
obsahu mlé¢ného tuku, avSak v tomto pfipad€ musi byt tyto metody zachovany pro kalibra-

Ci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

TAG

DAG

MAG

MFGM

PC

PE

PS

Pl

CLA

UHT

RRS

SERS

Triacylglycerol

Diacylglycerol

Monoacylglycerol

Membrana mlééné tukové kulicky
Fosfatidylcholin
Fosfatidyletanolamin

Fosfatidylserin

Fosfatidylinositol

Konjugovana kyselina linolova

Ultra — high temperature (vysokoteplotni uprava)
Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie

Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie
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PRILOHA P I: RAMANOVO SPEKTRUM MLEKA O
KONCENTRACI 0,1 % TUKU

Spektrum naméfené ve
vysuSeném vzorku

Intensity [a.u.]

Spektrum naméfené
v tekutém vzorku
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PRILOHA PIl: NAMERENA RAMANOVA SPEKTRA PRO
JEDNOTLIVE KONCENTRACE MLECNEHO TUKU
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Intenzita [a.u.]

Intenzita [a.u.]

Ramanovo spektrum mléka s koncentraci 1,5 %
mlécného tuku
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Intenzita [a.u.]

Intenzita [a.u.]

Ramanovo spektrum mléka s koncentraci 2,5 %
mlécného tuku

35000

30000 m

25000

g
g

15000

10000

5000

0
300 400 500 600 700 800 9S00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

VInoéet [cm?]

Ramanovo spektrum mléka s koncentraci 3,5 %
mlécného tuku
80000

70000
60000

50000

40000

30000

20000

10000

: A

300 400 500 600 700 800 9S00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Vinoéet [cm™]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 83

Ramanovo spektrum smetany s koncentraci 10 %
mlécného tuku
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