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ABSTRAKT

V teoretické casti diplomové prace je pojednano o chemickém a nutricnim slozeni krav-
ského mléka, zejména se zaméfenim na vitamin D. Dale je popséan princip HPLC — Vyso-
koucinné kapalinové chromatografie. Cilem praktické ¢asti byla izolace a stanoveni vita-
minu D pomoci HPLC a stanoveni zakladnich slozek syrového kravského mléka na ptistro-

j1 MilkoScan.

Klicova slova: mléko, HPLC, vitamin D, MilkoScan

ABSTRACT

In the theoretical part of the graduation theses is treated of chemical and nutritional struc-
ture of cow's milk, especially vitamin D. Next there is a description of the high perform-
ance liquid chromatography method. The aim of the experimental part was isolation and
determination of vitamin D by HPLC and the determination of basic chemical structure of

raw cow's milk by MilkoScan appliance during six months.

Keywords: milk, HPLC, vitamin D, MilkoScan
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UvVOD

MIéko patii mezi jednu ze zdkladnich potravinovych komodit. Jde o produkt mlécné zlazy
savcl, jehoz prvofadym ukolem je plnohodnotnd vyziva narozenych mlad’at, kterd jsou
krmena pouze matefskym mlékem. To znamend, Ze musi obsahovat vSechny nutri¢né vy-
znamné latky. Pro lidskou vyzivu je nejvice vyuzivané mléko kravské, z néhoz se ptipra-
vuje také mlé¢na kojenecka vyziva.

Mezi jednu ze zékladnich slozek patii bilkoviny, jez se fadi spolu s bilkovinami vajec mezi
nejkvalitnéjsi z nutriniho hlediska, protoZe obsahuji vSechny esencidlni aminokyseliny,
zejména leucin, izoleucin a valin. Ml€ko obsahuje také laktozu, tuk a vyznamné mnozstvi
vapniku. Diky kombinaci energie (z laktdzy) a triacylglyceroli s pfisunem bilkovin
je podminkou pro riist organizmu. Zaroven mléko obsahuje enzymy, minerdlni latky
(zeyjména Ca, P) a vitaminy, jak rozpustné ve vod¢ (vitaminy skupiny B), tak rozpustné

v tuku (A, D, E, K).

Rychlé stanoveni zékladnich sloZek mléka (stanoveni suSiny, tukuprosté suSiny, bilkovin,
laktozy a tuku) lze provést pomoci ptistroje MilkoScan, jez pracuje na principu interfero-

metrie.

Vitamin D, ktery je rovnéz soucasti mléka, se podili na spravném metabolizmu vapniku
a fosforu, ¢imz vyznamné ovlivituje spravny vyvin kosti a zubti. Také hraje vyznamnou
ulohu v imunitnim systému ¢lovéka. V letnim obdobi byva v lidském organizmu dostatek
tohoto vitaminu, protoZe se syntetizuje v téle z provitaminu 7-dehydrocholesterolu pomoci
UV — zafeni (290 — 310 nm). V zimnich mésicich, kdy je nedostatek slunecniho zatfeni

je tfeba doplnovat vitamin D piedevSim stravou.

Stanoveni vitaminu D neni jednoduché. Je tfeba zvolit vhodnou metodu pro izolaci
z mléka, coz je jedna z nejobtiznéjSich matric, vzhledem k dal§im latkdm, které jsou v mlé-
ce pritomné a ztézuji stanoveni. Pfi stanoveni vitaminu je tfeba brat v ivahu také to, Ze je
citlivy na svétlo a oxidaci. Jednou z moznosti, jak stanovit vitamin D v mléce, je alkalické
zmydelnéni, extrakce pomoci nepolarniho rozpoustédla a ndsledné stanoveni pomoci

HPLC s obracenymi fazemi, jez je popsano v praktické casti.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 SLOZENI MLEKA

MIéko je produkt mlécné zlazy savct, urCeny pro vyzivu mladat, a proto musi obsahovat
v dostateéném mnozZstvi vSechny potfebné ziviny. Kravské mléko patii mezi zakladni sku-
piny potravin. Je to komplexni potravina, obsahujici zédkladni ziviny jako jsou proteiny,
lipidy a sacharidy, prakticky celé spektrum vitamind, je diileZitym zdrojem dobte vstieba-

telné formy vapniku a dalSich dilezitych mineralnich latek [1,2].

Tabulka 1 Primérné sloZeni kravského mléka [3]

Slozeni mléka 2.100 g
Energie (kJ) 268,00
Voda 87,69
SuSina 12,31
Proteiny 3,28
Lipidy 3,66
Sacharidy 4,65
Mineralni latky 0,72

1.1 Proteiny

Proteiny jsou polymery aminokyselin, které vznikly procesem proteosyntézy. Obsahuji
v molekule béZzné vice nez 100 aminokyselin vzajemné vazanych peptidovou vazbou.
Kromé peptidovych vazeb se na struktuie bilkovin podileji 1 disulfidové, esterové a jiné

typy amidovych vazeb [4].

Bilkoviny mléka jsou z nutricniho hlediska nejvyznamnéjsi slozkou mléka. Jejich obsah
v mléce se nejcasteji pohybuje v rozmezi 3,2 — 3,6 %. Jsou to plnohodnotné proteiny, které
dodévaji mléku vyznamnou biologickou hodnotu. Jsou vyslednym produktem biosyntetic-
kych procesti v mlécné zlaze, kdy je syntetizovano a dale vylu¢ovano Sest hlavnich mléc-
nych protein. Mezi né patii asi-kasein (0s;-CN), asz-kasein (agx-CN), B-kasein (B-CN)
a K-kasein (k-CN), dale B-laktoglobulin (B-LG) a a-laktalbumin (a-LA). Ostatni proteinové

frakce (bovinni sérovy albumin nebo imunoglobuliny) pfechazeji do mléka z krve [5,6].
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Hlavni slozkou kaseinové frakce mléka jsou as-kaseiny. Ty se v mléce vyskytuji jako fos-
foproteiny ag;-CN a as;-CN (oba ve Ctyfech genetickych variantach A, B, C, D). Dalsi
asi-kaseiny obsahuji ve variant¢ B polypeptidové fetézce slozené ze 199 aminokyselin
a 8 fosfoserinovych zbytkll, diky nimz se tato ¢ast molekuly stdva polarni. Postranni fetéz-
ce aminokyselin jsou nepolarni. S vapenatymi ionty tvoii ag;-CN nerozpustnou vapenatou
stil. as2-CN maji podobnou strukturu, nejsou ale tak citlivé k ptitomnosti vapenatych iont
jako ag;-CN. Polypeptidové fetézce B-kaseini se skladaji z 209 zbytkd aminokyselin
a obsahuji 5 fosfoserinovych zbytkd, fadi se rovnéZ mezi fosfoproteiny. S vapenatymi ion-
ty vzniké B-CN stl rozpustna pti teplotach 1 °C a nizSich, pti vysSich teplotach nerozpust-
na. Za produkty degradace B-CN proteolytickymi enzymy mléka jsou povazovany
v-kaseiny.

Ve dvou genetickych variantach (A a B) se v kravském mléce vyskytuji k-kaseiny. Mole-
kula varianty B se sklada ze 169 zbytkii aminokyselin, tyto molekuly se vyskytuji jako
trimery a vyS$i oligomery spojené vzadjemné pomoci disulfidovych vazeb. S vapenatymi
ionty vznikaji z k-kaseinu rozpustné soli stabilizujici asi-kasein a B-kasein v mléce v pfi-

tomnosti vapenatych iontt [7,8].

Sérové proteiny tvoti asi z 50 % globularni protein B-laktoglobulin, jehoz fetézec je tvoten
162 aminokyselinami. V mléce se nachazi jako dimer, ktery pti zahfevu nevratné denaturu-
je. Termicky ¢asteCné denaturovany protein reaguje prostrednictvim zptistupnéné jediné
thiolové skupiny s dal§imi mlécnymi proteiny (k-kaseinem a o-laktalbuminem), tim vzni-
kaji dimery spojené disulfidovou vazbou. Nejméné& se vyskytujici, ale biologicky vyznam-
né proteiny jsou vysokomolekularni globularni glykoproteiny imunoglobuliny, které mayji
uc¢innost protilatek. Shlukovani tukovych globuli v syrovém mléce ma za nasledek vznik
vrstvy smetany na povrchu mléka, jez neni zpiisobeno pouhou koalescenci globuli, nybrz
pak specifickym minoritnim proteinem makroglobulinem, ktery vytvoii pficné vazby mezi
membranami téchto globuli. Dal§im zndmym proteinem syrovatky je a-laktalbumin, ktery
plni biologickou funkci jako soucast nékterych enzymii. V men$im mnozstvi je v syrovatce

zastoupen také sérovy albumin (sérumalbumin) [9].

MIécné proteiny jsou tvoreny dvéma hlavnimi typy proteintl, kaseiny (tvoii asi 80 % mléc-

nych proteinl) a sérové proteiny (zbyvajici proteiny mléka). Slozeni uvadi tabulka 2.
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Tabulka 2 Primérné slozeni proteinti kravského mléka [9]

Proteiny Podil v % Obsah v g.dm”
Kasein celkem 80 25,6
o-kasein 42 13,4
B-kasein 25 8,0
v-kasein 4 1,3
k-kasein 9 2,9
proteiny syrovatky celkem 20 6,4
o-laktalbumin 4 1,3
sérovy albumin 1 0,3
B-laktoglobulin 9 2,9
imunoglobuliny 2 0,6
polypeptidy 4 1,3

1.2 Lipidy

Lipidy jsou ptirodni nepolarni slouceniny, které jsou témét nebo zcela nerozpustné ve vo-
dé, avSak rozpustné v jinych nepolarnich rozpoustédlech, napt. chloroformu, etanolu, éteru
apod. Lipidy maji n€kolik biologickych funkci. Jsou souc¢ésti biologickych membran, tvoti
hlavni zasobni formu energie. Mohou byt prekurzory dalSich dtlezitych latek, jako jsou
vitaminy a hormony. Zaroven slouzi jako ochranny obal organizmu a buné¢k proti dehydra-

taci ¢i infekei [10].

Z chemického hlediska jsou to estery (nebo amidy) mastnych kyselin a alkoholi (glycerolu
nebo sfingozinu). Lipidy se rozd¢€luji podle svého chemického sloZeni na homolipidy (ob-
sahuji pouze mastnou kyselinu a alkohol), heterolipidy (navic od homolipid obsahuji jeste
dalsi slozku navic, pt. zbytek kyseliny fosfore¢né¢, sacharidy...), komplexni lipidy (tzv.
slozené lipidy, které jsou tvotfeny asociaty homo- a heterolipidil) a doprovodné latky lipida

(tzv. lipoidy) [11].

Mastné kyseliny jsou alifatické monokarboxylové kyseliny, obvykle obsahujici sudy pocet

atomil uhliku. Podle mnozstvi a druhu vazeb se rozdéluji na nasycené a nenasycené. Nena-
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sycené¢ mastné kyseliny mohou obsahovat jednu a vice dvojnych vazeb, poté je oznacuje-

me jako monoenové, dienové, trienové atd. [12,13].

Obsah tuku v mléce je zavisly predevsim na piivodu a energetické hodnoté stravy dojnice,
coz dokladaji jeho pomérné velké rozptyly z rtznych farem. NejCastéji se setkdvame
s rozmezim mezi 3,5 — 4,5 %. V mléce se nachazeji lipidy z 98 % ve formé triacylglycero-
Ia (ester glycerolu a tfi riznych ¢i stejnych mastnych kyselin). Dale se v mléce nachazeji
lipidy ve formé monoacylglyceroli, diacylycerold, steroly, fosfolipidy nebo jako volné
mastné kyseliny. Lipidy tvofi v mléce tukové kulicky o velikosti 1 — 20 pm (nejCastéji
3 — 4 um), jejichz obal tvofi piedev§im bilkoviny a fosfolipidy a jadro obsahuje latky
s hydrofobni povahou [14,15].

Oznaeni ®—3 a ®—6 mastné kyseliny pfislusi polynenasycenym MK, které maji prvni
dvojnou vazbu na tietim respektive Sestém uhliku od metylové skupiny. Z pohledu vyzivy
jsou vyznamné piedevsim w—3 MK (napt. EPA — eikosapentaenovd nebo DHA — dokosa-
hexaenova kyselina), které plisobi jako protizanétlivé faktory a snizuji riziko kardiovasku-
larnich chorob, zatim co ®—6 MK (napf. y-linolenova) plsobi opacné. Jejich pomér ve

strave Clovéka by mél byt pfiblizné v poméru 5 : 1 ve prospéch ®—6 MK [16].

Zastoupeni MK v kravském mléce uvadi tabulka 3.
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Tabulka 3 Zastoupeni vybranych mastnych kyselin mlé¢ného tuku [17]

Mastné kyseliny nasycené (% vSech mastnych kyselin)
Cao maselna 2-5
Ce:0 kapronova 1-=5
Cs:o kaprylova 1-3
Cio0 kaprinova 2-4
Cia0 laurova 2-5
Ciao myristova 8 —14
Cig0 palmitova 22 -35
Ciso stearova 9-14
Monoenové nenasycené

Ciei1 palmitolejova 1-3
Cis:i olejova 20-30
Polyenové nenasycené

Cis:2n6 linolova 1,5-2.6
Cis3ns a-linolenova 0,716
Ca0:4n6 arachidonové 0,09 - 0,12
Cao0:5n3 eikosapentaenové (EPA) 0,05 -10,09
Ca2:6n3 dokosahexaenova (DHA) 0,01

> ®3 1,1-2,5
2 w6 2,4—44

1.3 Sacharidy

Sacharidy je nazev pro mono-, oligo-, polysacharidy a heteroglykosidy. Nazev ,,cukry*
je v obecné terminologii vyhrazen sacharidiim, které¢ se vyznacuji sladkou chuti. V mléce
se nachazi redukujici disacharid lakt6za. Lakt6éza obsahuje glukdézovou a galaktéozovou
jednotku spojenou B-(1-4)-glykosidovou vazbou. Je to mén¢ sladka latka, ktera je vétSinou
kvasinek nezkvasitelna, bakterie ji vSak dokazi zkvasit na kyselinu mlécnou. Toho se vyu-
ziva hlavné pfi vyrobé zakysanych mléénych vyrobki a syri. Laktoza se ziskava ze syro-
vatky. Z hlediska nutricniho je vyznamnym zdrojem energie. Kojené déti maji v travicim

traktu pfitomen enzym B-D-galaktosidazu neboli laktazu, kterd hydrolyzuje laktozu na jeji
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monosacharidy. U nékterych lidi tento enzym schazi nebo ho maji malo, coz zplsobuje
pruchod laktézy do tlustého stieva, kde se fermentuje za vzniku CO,, H, a organickych
kyselin. Tim se zvySuje obsah a tlak v tlustém stfeve za soucasné vazby molekul vody, coz
se v konecné podobé projevuje vznikem vodnatého priymu. Obsah laktdézy v kravském

mléce se pohybuje v rozmezi 4,6 — 4,8 % [2,5,18].

1.4 Mineralni latky

MIéko je velmi vhodnym zdrojem hlavné véapniku, fosforu a drasliku. Pomér mezi vapni-
kem a fosforem v mléce je 1 : 1,3. Tento pomér je idedlni z hlediska vyzivy. Véapnik
z mléka je Iépe stravitelny nez z potravin rostlinného ptivodu. Resorpci podporuje fada
mlécnych slozek, naptiklad laktoza, lyzin, valin, histidin, vitamin D a kyselina citronova.
Pti konzumaci zakysanych mléénych vyrobkl se miize resorpce vapniku zvysit 1 dvojna-
sobng. Strava, ve které se nenachazi mlécné vyrobky, zajistuje denn€ 0,4 az 0,5 g vapniku.
Pro udrzeni rovnovahy mezi ptijmem a vydejem vapniku a nasledné také stavu kosti je ale
tfeba u zen pfed menopauzou a u muzit do 65 let denni ptivod 1 g vapniku, coz znamena,
7e je tfeba zajistit dalSich 0,5 g vapniku (ptl litru nizkotuéného mléka, 65 g tvrdého tvaro-
hu nebo eidamského syra nebo ctvrt litru bilého jogurtu). Pouze pii nesndsenlivosti mléka
je vhodnéjsi zajistit piijem vapniku 500 mg denné¢ medikamenty (nejlépe s jidlem) [8,19,

20].

Mineralni latky 1ze v mléce nalézt v rizné form€. Mohou byt v mlé€ném séru v roztoku
nebo koloidni formé a jsou také vazany na nékteré organické soucasti mléka. Obsah mine-
ralnich latek v mléce je znazornén v tabulce 5. Minerdlni latky jsou do mléka prendseny
z krve. Zastoupeni jednotlivych forem vapniku a fosforu v mléce je siln€ zavislé na obsahu
proteinil, hlavné kaseinu, proto mize pomérove zastoupeni vyznamné ovliviiovat zdravotni
stav dojnic, stadium laktace, zastoupeni ostatnich mineralnich latek atd. Obsah mineralnich
latek je vyznamny jak z nutriéniho hlediska, tak pro regulaci acidobazickych rovnovah
v mléce, tj. pro udrZeni pH mléka (zejména K, Na, Ca), udrZeni osmotického tlaku (K, Na

a lakt6za) apod. [5].

Vzhledem k tématu a zaméteni diplomové prace, budou dale blize charakterizovany pouze

vapnik a fosfaty, na jejichz metabolizmu se vitamin D bezprostifedné podili.
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Tabulka 4 Obsah mineralnich latek v 1 1 mléka [5]

Mineralni latky celkem (jako popeloviny) 6,00 - 8,00 g
Vépnik 1,20-1,40 g
Hot¢ik 0,10-0,13 g
Sodik 0,50 g
Draslik 1,45-1,50¢g
Fosfaty (jako PO4”) 2,10 g
Chloridy 1,00 g
Sirany 0,10 g
Citraty (jako kys. citronova) 2,00 g
Laktaty 0,02 g
Zinek 1,00 — 6,00 mg
Kiemik 0,87 —2,27 mg

1.4.1 Vapnik

Celkoveé mnozstvi v téle Cloveka je 1200 — 1300 g. Z toho se nachdzi 99 % v kostech jako
hydroxyapatit. Koncentrace v séru, resorpce 1 vylu¢ovani kalcia jsou regulovany PTH (pa-
rathormonem), kalcitoninem a vitaminem D. Ca>" m4 prvotni vyznam pro nervové vedeni
vzruchu, svalovou kontrakei, vylu¢ovani hormonti, hemokoagulaci aj. Snizenou kalcémii
nachdzime u nékterych onemocnéni (téZké pankreatiny, hypotyredzy, renalni insuficience),
také u hypomagnezémie, hypoproteinémie, deficitu D-vitaminu, dale u nékterych kostnich
onemocnéni a nadori spojenych s novotvorbou kosti, u tézké alkaléozy a po masivnich
transfuzich. Projevuje se neurologickymi ptiznaky (tetanie), bfiSnimi kolikami a dusnosti.
Hyperkalcémii nachdzime u hypertyre6zy, hypervitaminézy D, metastaz naddoru kosti
a hyperproteinémie. Projevuje se slabosti, zmatenosti, nechutenstvim, inavou, zvracenim

a zménami EKG (ElektroKardioGram — zaznam srdecni ¢innosti) [4].
Mléko je jednim nejvyznamng&jsich zdrojii vapniku, obsahuje pramérng 1,2 — 1,37 g.I”
vapniku. Vapnik se v mléce nachdzi jako kaseinat vapenaty a fosfore¢nan vapenaty nebo

v rozpustné form¢ jako citraty a fosforeCnany. Pokryva ptiblizné 60 % potieby lidského
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organizmu. K jeho dokonalému vyuziti pfispiva pfitomnost fosforu, hotc¢iku, vitaminu D
a laktozy. Pro organizmus je jednoznacné piirozenéjsi a mnohem vyhodnéjsi ziskavat vap-
nik z potravy neZ farmakologickou suplementaci tabletami. Mezi potraviny bohaté na vap-
nik patii v soucasné dobé zejména mléko a mlééné vyrobky. Stépy mlééného cukru ab-
sorpci pritomného vapniku stfevni sliznici vyznamné zvysuji. Ve vztahu ke skeletu vSak
nejde jen o vapnik. Mléko obsahuje celou fadu dalSich sloZek, které maji podle naSich sou-
casnych poznatkl na kostni hmotu pfiznivy vliv: zasadité mlécné proteiny, fosfoproteiny
z kaseinu a peptidy po fermentaci mléka mohou modifikovat regulaci, diferenciaci a aktivi-
tu bun¢k chrupavky i kostni tkang. Laktoferin podporuje tvorbu a prezivani osteoblast —
bunék tvoficich kostni hmotu. Proto nechybi na seznamu latek, pozadovanych za slibné
v budoucim vyvoji novych anabolickych ptipravka k l€cbé osteopordzy. Nutno konstato-
vat, ze piinos mléka a mlé¢nych vyrobki k udrzeni kostniho skeletu je dosud ¢asto podce-

fovan [2,21].

1.4.2 Fosfor

Celkové mnozstvi v lidském téle je 600 — 800 g, 80 % z toho je ulozeno v kostech jako
hydroxyapatit, zbytek se nachazi v bunikach. Fosfatové anionty jsou dulezité pro udrzeni
acidobazické rovnovahy v ledvinach. Fosforylované molekuly sacharidd, lipidd a proteinti
tvotfi vyznamny podil organického fostatu v organizmu. Fosfaty se ve stievé vstiebavaji
ve vazb€ na organické slouceniny. Rozsah jejich resorpce ve stievé zavisi na ptitomnosti
nekterych iontl, které tvoti s fosfaty malo rozpustné ¢i nerozpustné soli (Fe, Al, ale 1 Ca).
Regulace metabolizmu fosfath je fizena hormonalné. Paratyrin a kalcitonin plisobi na me-
tabolizmus fosfatii opacng, pti poklesu Ca®" fosfaty obvykle klesaji a naopak. Hypofosfa-
témii nalézame u alkal6ézy stimulujici glykolyzu, provazenou piesunem fosfatti do bunék,
kde jsou potiebné pro fosforylace, dale u chronické 1écby antacidy (vazou fosfaty) a ma-
labsorpce, hypertyre6zy a deficitu vitaminu D. Dlouhodob4d metabolickd aciddéza vede
k trvalym ztratdm fosfatl, stejné jako alkoholizmus a parenterdlni vyziva bez tihrad fosfa-
ta. Pfi hypofosfatémii vznikd z nedostatku makroergnich fosfatl svalovéa slabost, hrozi
srdecni a dechové selhavani. Pfi¢iny hyperfosfatémie jsou akutni renalni selhani a chronic-
ka renalni insuficience, hojeni fraktur, zvySend sekrece ristového hormonu, ptredavkovani
vitaminem D, nadmérny piivod fosfatl pfi zhorSenych rendlnich funkcich, uvolnéni fosfat
z bungk. P¥i hyperfosfatémii klesa Ca’" a dochéazi k ukladani kalcium-fosfatovych soli
do mékkych tkdni. Mize vznikat tetanie 1 zavazné klinické komplikace z kalcifikace tkani

organt, véetné akutniho selhani ledvin. U chronického selhani ledvin vede retence fosfati
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k sekundarnimu hypertyreoidizmu, kalcifikaci mékkych tkani i cévni stény a k dalsi pro-

gresi renalni nedostateCnosti [4].

V kravském mléce se nachazi vapnik a fosfor v poméru 1 : 1,3. Ve stravé se doporucuje
vapnik a fosfor vpoméru 1:1az 1 : 1,5, coZ mléko idedIné€ splituje. Obsah fosforu v mléce
je asi 95 mg ve 100 g mléka. Fosfor se v mléce nachdzi jak ve formé organicke (esterifiko-
vany serinem, vazany fosfatidylcholinem, s n¢kterymi koenzymy a lipidy), tak ve formé
anorganické. Ve form¢ anorganické se vyskytuje v mnozstvi priblizné¢ 200 mg ve 100 g
mléka. Témer 45 % anorganického fosforu je vazano v kaseinovych miceldch v podobé
fosforeCnanu vapenat¢ho, zbytek se v mléce nachdzi v podobé pravého roztoku, jsou

to pfedev§im KHQPO4, K2HPO4, MgHPO4, CaHPO4 a Ca3(PO4)2 [19]

1.5 Vitaminy

Vitaminy jsou organické, exogenni biokatalyzatory, které jsou mnohdy nepostradatelné
(esencialni) pro spravny metabolizmus. Lidsky organizmus je nedokaze syntetizovat vitbec
nebo jen v nedostatecném mnozstvi (az na neékteré vyjimky, napt. vitamin D), proto se mu-
si doplnovat potravou. Nékteré vitaminy jsou potravou piijimany ve forme tzv. provitami-
nd, coZ jsou inaktivni prekurzory, které se v organizmu méni na vlastni u¢innou latku, zva-
nou vitamin. Vitaminy jsou strukturné velmi riiznorod¢ latky, rozdéluji se podle své roz-
pustnosti na vitaminy rozpustné v tucich — lipofilni (A, D, E, K) a vitaminy rozpustné
ve vodé — hydrofilni (hlavné B-komplex a vit. C). Lipofilni vitaminy se mohou v téle ukla-
dat do zasoby (v jatrech a tukové tkani) a mtize proto dojit k pfedavkovani. Naproti tomu

nadbytek ptijatych hydrofilnich vitamin je vyluovan bezprostfedné moci [12,22].

Tabulka 5 Obsah vitamint v kravském mléce [7]

Vitamin A 0,3-1,0 Vitamin Bs 0,8-35,0
Provitamin A 0,1 -0,6 Vitamin By 0,2-2,0
Vitamin D 0,001 Vitamin Bs 0.4-4,0
Vitamin E 0,2-1,2 Biotin 0,01 —0,09
Vitamin K 0,01 -0,03 Vitamin By 0,03 -0,28
Vitamin B, 0,3-0,7 Vitamin B, 0,003 - 0,038
Vitamin B, 0,2-3,0 Vitamin C 5,0-20,0
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Vitamin A (retinol) pfijimame v potravé ptimo nebo ve forme provitaminu A (B-karotenu).
Vyznamné se podili na fotorecepci v o¢ni sitnici. Mlezivo obsahuje 10 krat vice karotenti
a vitaminu A neZ mléko, coZ zpisobuje typické zbarveni mleziva pfitomnymi karoteny.
Pti pasteraci, UHT (Ultra High Temperature — sterilace pti vysoké teplot¢) a pii suSeni se
ztraci 6 % tohoto vitaminu, k dal$im ztratdm dochazi pti skladovani. V UHT mléce tyto
ztraty ¢ini 3 — 7 % za 4 tydny. V pfitomnosti kysliku a na svétle (pii skladovani
v nevhodnych obalech) pak €ini ztraty vitaminu 20 az 30 % za hodinu. V suSeném mléce
je vitamin velmi stabilni, pf1 dlouhodobém skladovani nepfesahuji ztraty 10 %. V syrech
byva obsah vitaminu vys§i nez v mléce (o 50 % 1 vice, podle obsahu tuku). Pti skladovani

masla dochézi k jen malym ztratam karotenoidi i retinolu [7,23].

Vitamin D se vyskytuje ve dvou formach — jako cholekalciferol (vitamin D), ktery se tvofi
v kiizi u€inkem ultrafialového zateni ze 7-dehydrocholesterolu, a jako vitamin D, (ergo-
kalciferol), ktery se tvofi po ozéafeni rostlinného ergosterolu. Vzhledem k zaméfeni diplo-

mové prace, bude vice podrobné pojednano o vitaminu D v samostatné kapitole.

Vitaminy E (tokoferoly) jsou skupina 8 pfirodnich derivatd, z nichz je biologicky nejucin-
néjsi a nejvyznamnéjsi a-tokoferol. Patii mezi vyznamné ptirozené antioxidanty, které pl-
sobi jako ochrana polynenasycenych vysSich karboxylovych kyselin proti poskozeni vol-
te€ném piijmu. Ke spravné funkci vitaminu napomaha selen, ktery je soucasti enzymu glu-
tationperoxidazy. Tokoferol a selen se vzajemné podporuji pii plisobeni vii¢i peroxidim
lipid. Selen je dale duleZity pro normalni ¢innost pankreatu, jehoZ ¢innost je nezbytna
pro traveni tukii a s nim 1 vitaminu E. Jejich koncentrace v kravském mléce je 5 — 10 krat

niz$i ve srovnani s mateiskym mlékem [7,24].

Vitaminy K (naftochinony, farnochinony) jsou nezbytné pro tvorbu faktord srazeni a pro-
trombinu. Vsttebavani vitaminu K z potravy zavisi na ptijmu tuka a funkci zluce. Vstieba-
va se vtenkém stfevé a do jater se transportuje vazany v chilomikrach. Malé zasoby se
ukladaji v jatrech a slezing. V mléce, stejné jako v ostatnich Zivoc¢iSnych produktech jsou
zjistovany jen ve stopach. SuSené mléko pak obsahuje 30 — 70 % plivodniho mnozstvi vi-
taminu. K vy$§im ztratdm dochdzi, podobné¢ jako u riboflavinu, je-li mléko vystaveno

uc¢inkiim slune¢niho zareni. [7,24]

Vitamin B, (tiamin) je soucasti koenzymu dekarboxyldz. V mléce se tiamin vyskytuje pie-

dev§im volny a jako difosfat, z ¢asti vdzany na proteiny. V kravském mléce je asi
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50 —75 % volného a 18 — 45 % fosforylovaného tiaminu a 5 — 17 % vazaného na proteiny.
Vézana forma v mléce vykazuje ptiblizné 90 % aktivity volného vitaminu. Pfi pasteraci
a sterilaci (véetn€ UHT zahfevu) nebo suSeni mléka za béZznych technologickych podminek
se ztraty tiaminu udrzuji v rozmezi 10 — 20 %. Béhem skladovani tepeln¢ oSetfeného mlé-
ka nejsou ztraty nijak vysoké a samoziejme jsou umérné dobé¢ skladovani a teploté Stabili-
ta tiaminu v suSeném mléce zavisi na podminkach pii skladovéani, zejména na teploté

a pritomnosti kysliku. Ztraty vSak vétSinou neptesahuji 20 % [7,23,24].

Vitamin B, (riboflavin) je soucasti kofaktoru FMN (flavinmononukleotidu) a FAD (flavi-
nadenindinukleotidu) pfi dehydrogenacénich reakcich. Je produkovan mikroflérou zazivaci-
ho traktu skotu a ztoho divodu je v kravském mléce ve vyraznéj$i koncentraci nez
v mléce matetském. Odhaduje se, ze témet 40 % vitaminu ziskavaného potravou zajistuje
mléko a mlécné vyrobky. Pfi béznych technologickych operacich (napf. pii pasteraci
a sterilaci) je riboflavin v mléce velmi staly, ztrdty nedosahuji ani 5 %. Napft. retence vita-
minu v UHT mléce je asi 80 %. Také ztraty béhem skladovani trvanlivého mléka jsou po-
mérné malé (asi 10 %). K zna¢nym ztratdm riboflavinu v mléce ale dochazi ptimym ozéte-
nim sluneénim svétlem. Pii skladovani mléka na slunci degraduje za 1 hodinu asi

20 — 40 % riboflavinu [7,24,25,28].

Vitamin Bg (pyridoxin) je nazev, ktery zahrnuje skupinu strukturné podobnych latek, jako
jsou pyridoxin, pyridoxal a pyridoxamin. Vitamin Bg je kofaktorem enzymu, které se
ucastni metabolizmu aminokyselin. V mléce je pouze asi 10 % vazaného vitaminu. Obsah
v mléce a syrech je relativné maly. Pti béznych zplisobech zpracovani mléka jsou ztraty
vitaminu pouze malé. Pfi pasteraci €ini asi do 5 % obsahu vitaminu a pii pouziti UHT
technologie nedosahuji ani 10 %. VysS$i ztraty vznikaji az naslednym skladovanim, pak
jsou celkové ztraty v UHT mléce asi 40 — 45 %. Béhem tepelného zpracovani mléka pie-
chéazi pyridoxal ¢astecné na pyridoxamin. V Cerstvém mléce se nachazi hlavné kyselina
pyridoxova (38 %), potom pyridoxal-fosfat (32 %), pyridoxal (24 %), pyridoxamin (4 %)
a pyridoxamin-fosfat (2 %). V pasterovaném mléce je hlavni formou pyridoxal (41 %),
pak pyridoxalfosfat (24 %), pyridoxova kyselina (20 %), pyridoxamin-fosfat (9 %) a pyri-
doxamin (6 %). Béhem pasterace a hlavné pii suSeni mléka reaguje pyridoxal s cysteinem
a lyzinem (volnymi aminokyselinami 1 aminokyselinami véazanymi v proteinech)

[7,23,24,26,29,30].

Vitamin Bs (kyselina nikotinova a jeji amid) jsou nazyvany také jako niacin. Do organizmu

se vitamin B; pfivadi zejména ve formé NAD' (nikotinamidadenindinukleotidu) nebo
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NADP" (nikotinamidadenindinukleotidfosfatu). Niacin je sou¢asti kofaktord mnoha dehyd-
rogenaz. Mléko obsahuje pfekvapivé nizké mnoZstvi niacinu. Ztraty pii zpracovani mléka
jsou velmi malé (do 5 %). Pii vyrobé syri piechdzi znacna ¢ast niacinu do syrovatky.

P11 skladovani syrl jsou jiz ztraty pouze minimalni [25].

Vitamin Bs (kyselina pantotenova) je vyznamnym faktorem v biochemickych systémech
metabolizmu mastnych kyselin, pfedev§im koenzymu A. U pfezvykavct je kyselina panto-
tenova syntetizovana mikroflorou zazivaciho traktu. Pasterace mléka ma na obsah vitami-
nu minimdlni vliv. U UHT mléka ¢ini ztraty vitaminu po zahtevu asi 5 % puvodniho
mnozstvi a ztraty po 6 tydnech skladovani UHT mléka tvoii celkem 20 — 35 %. Pfirozeny
obsah vitaminu ve fermentovanych mlécnych vyrobcich nebyva fermentaci ovlivnén nebo
jen nepatrné. Béhem suSeni a skladovani suSeného mléka jsou ztraty rovnéz nizké

[25,26,28].

Vitamin By (kyselina listovd) obsahuje v molekule pterin, kyselinu p-aminobenzoovou
a jednu (nebo vice molekul) kyseliny glutamové. Kyselina listova se redukuje na metabo-
licky u¢innou formu — tetrahydrofoldt (THF) a zlcCastiiuje se pfenosu jednouhlikatych
zbytkl. Stabilita folacinu v mléce zavisi na pritomnosti kysliku. Obvyklé ztraty pii paste-
raci dosahuji 5 %, ztraty pti vyrobé UHT mléka byvaji 10 — 20 %, pii1 vyrobé kondenzova-
n¢ho mléka az 75 %. Obsah folacinu v jogurtech zavisi na druhu pouZitych mikroorgani-

zmu. Muiize byt nizsi, ale 1 vyssi nez v pouzitém mléce [7,24,27].

Vitamin Bj, (kyanokobalamin) je vitamin, ktery obsahuje jako centralni atom uprostied
porfyritového kruhu kobalt. Je nepostradatelny pro tvorbu nukleovych kyselin a pro déleni
bunck. Pti béZnych technologickych podminkach zpracovani mléka se obsah vitaminu pfi-
11§ neméni. Pi1 pasteraci jsou ztraty do 10 %, v UHT mléce o néco vice, asi 10 — 20 %.
Pii vyrobé tvrdych syrG zlstava asi 60 — 90 9% plvodniho obsahu vitaminu.
Pii vyrob¢ fermentovanych mlécnych vyrobkii za pouziti bakterie Propionibacterium
shermanii nartista obsah vitaminu oproti pouzitému mléku az tficetinasobné [7,24,25,28,

30].

Biotin je cyklicky derivat mocoviny. Plsobi jako kofaktor karboxylaz a uplatiiuje se
pi1 pienosu karboxylu. Nedostatek biotinu je méné Casty, doprovazi ho deprese, nauzea
a Cast&j$i zancty. Pii bézné pasteraci mléka dochazi k 10 — 15% ztratam. Béhem suSeni
jsou ztraty o néco vyssi, ale skladovadnim se vSak jiz podstatnym zpiisobem nezvysuji.

V syrech se koncentrace biotinu snizuje asi o 20 — 35 % ve srovnani s pouzitym mlékem.
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Obsah biotinu v zakysanych mlé¢nych vyrobcich je ovlivnén pouzitou mikroflorou (Lacto-
bacillus spp.) a byva o 45 — 60 % niz$i nez obsah v mléce. Oproti tomu nékteré bakterie
(rodu Micrococcus aj.) biotin naopak produkuji a tim se obsah v jogurtu mize zvysit

05— 25%[7,24,25].

Vitamin C (kyselina L-askorbové a L-dehydroaskorbovd) je odvozen od glukodzy, z této se
pak syntetizuje. Vyjimku tvoii napt. ¢lovek, primati a morcata, ktetfi kyselinu askorbovou
nedokaZi syntetizovat. Hraje diileZitou ulohu v oxida¢né redukénich systémech. Pfiznaky
nedostatku jsou znat hlavné na podparnych tkénich (kosti, chrupavka, vazivo),
k ptiznaktim nedostatku patii krvacivost, uvolilovani zubt, sucha pokozka, such¢ sliznice,
pomalé hojeni ran a lehka ldmavost kosti. Z divodu tepelného oSetfeni mléka je obsah ky-
seliny askorbové v mléce maly. Ztraty askorbové kyseliny jsou jiz pti skladovani syrového
mléka zna¢né. Pti béZném chladirenském skladovani ¢ini asi 50 % a zvySuji se s rostouci
teplotou skladovani. Pii tepleném zahifevu mléka klesa obsah vitaminu C v zavislosti
na teploté a dobé zahfevu o 20 — 50 %. Pti kratkodobé pasteraci a pti vysoké teploté (napf.
v UHT mléce) jsou ztraty kolem 10 — 30 %. Relativné dobré je stabilita askorbové kyseliny
u suSen¢ho, vitaminem C obohacen¢ho mléka, které je baleno v inertni atmosféie

[5,7,26,30].

1.6 Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory, které umoZiiuji nebo urychluji biochemické pfemény urcité-
ho typu reakci. Obsahuji bilkovinny nosi¢ (apoenzym) a mnohdy 1 kofaktor (prostetickou
skupinu ¢1 koenzym), jez je uCinnou slozkou. V mléce se nachdzeji nativni enzymy
z leukocytl a z bun€k mlécné Zlazy. VEtSi mnozZstvi enzymi se nachazi v mlezivu, Cerstvé
pravé mléko od zdravych dojnic obsahuje enzymi malo. V mléce se nachazi krom¢ nativ-
nich enzymt také enzymy mikrobidlni z pfitomnych mikroorganizmii. Technologickym
zpracovanim (pasterace) dochdzi k denaturaci a inaktivaci enzymi. Rozdilné citlivosti
k zdhfevu se vyuziva pii prikazu pasterace mléka. Mezi oxidoreduktdzy nachazejici se
v mléce patii laktoperoxidaza, xantinoxidaza a kataldza. Z hydrolaz jsou to pak lipazy,

fosfatazy, proteazy, amyldzy a lysozym [5].

1.7 Fyzikalni vlastnosti mléka

Specificka hmotnost kravského mléka se pohybuje mezi 1,026 — 1,036 g.cm™. Hodnota je

zavisla na obsahu bilkovin, laktézy a tuku, protoze zvySeny obsah tuku hmotnost snizuje
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a tukuprosta suSina (bilkoviny, laktdéza a min. latky) naopak hmotnost zvysuje. Celkovou
suSinu tvofi veskeré latky obsazené v mléce kromé vody a plynd. Tukuprostd suSina pak
tvofi rozdil mezi celkovou suSinou a obsahem tuku. Bod mrznuti se nachdzi v intervalu
- 0,540 az - 0,579 °C. Pouziva se pifedevsim ke kontrole poruSenosti mléka (ptidavek vo-
dy). Titracni kyselost mléka dle Soxhlet-Henkela udava spotiebu NaOH o koncentraci
0,25 mol.dm™, ktery je potieba k neutralizaci kysele reagujicich latek ve 100 ml mléka
na indikator fenolftalein, u Cerstvého syrového mléka byva v rozmezi 6,2 — 7,8 SH. Aktivni
kyselost (koncentrace vodikovych iontl) syrového mléka se pohybuje v intervalu

6,4 — 6,8 pH [15].
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2 VITAMIN D

2.1 Fyziologie vitaminu D

Vitamin D patii mezi steroidni prohormony. Zékladem jsou steroidy nachézejici se u zivo-
¢icht, rostlin a také kvasinek. Z téchto steroidii pak riznymi metabolickymi pochody vzni-
ka v téle hormon kalcitriol s antirachitickym ucinkem, ktery je nepostradatelny zejména

pfi metabolizmu vapniku a fosforu [25].

Samotny vitamin D vzniké z provitamina ergosterolu a 7-dehydrocholesterolu plisobenim
slune¢niho zafeni. Ergokalciferol (vitamin D,) vznikd v rostlindch z ergosterolu, zatimco
u zivoCichii se pak vkazi vystavené slune€nimu zafeni (290 — 310 nm)
ze 7-dehydrocholesterolu tvofi cholekalciferol (vitamin Ds;). Oba vitaminy maji stejné
uc¢inky a vedou ke vzniku Dj-kalcitriolu nebo Ds-kalcitriolu. Oba dva se vzdjemné 1isi
pouze svym postrannim fetézcem, jenz je u ergosterolu nenasyceny a obsahuje vedlejsi

metylovou skupinu [25,27].

Vitamin D3 vznikajici plisobenim slune¢niho zafeni i vitamin D; (nebo D,) z potravy
po vstiebavani z micel ve stifeve dale koluji v krvi, kde jsou navdzany na specificky globu-
lin. D3 se zachycuje v jatrech, ve kterych se hydroxyluje na 25-hydroxycholekalciferol
enzymem Ds-25-hydroxylazou z endoplazmatického retikula, ktery mulzZe byt limitujici
pro vznik vitaminu D. 25-hydroxycholekalciferol je nej€astéjsi formou vitaminu D v ob&hu
a zaroven také tvori veétSinu jaternich zasob tohoto vitaminu. Dal§i nemén¢ vyznamna Cast
25-hydrocholekalciferolu vstupuje do enterohepatalniho ob&hu, takze naruSeni tohoto pro-

cesu miize rovnez zpusobit nedostatek vitaminu D [31].

V ledvinovych kanalcich, kostech a placenté¢ je 25-hydroxy-D; dale hydroxylovan
v pozici 1 mitochondridlnim enzymem 25-hydroxy-Ds;-1-hydroxyldzou. Takto vznikly
1-a-25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol) je zatim nejucinnéj$i metabolit vitaminu D.
Jeho produkce se reguluje pomoci jeho vlastni koncentrace, hormonem ptistitnych télisek

a hladinou fosfata v séru [7,30].
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Obr. 1 Regulace hladiny vitaminu D [32]

25-hydroxy-D3; muze byt také hydroxylovan i1 na uhliku 24 mitochondrialnim enzymem,
ktery se nachazi v ledvinovych tubulech, stievu, chrupavce a placenté. Mnozstvi vysledné-
ho produktu 24,25-dihydroxy-D; vséru je vreciproCni rovnovaze s mnozstvim
1,25-dihydroxy-Ds. Z novych poznatkil vyplyva, Ze vit. D (podobné jako vit. A) mize pl-
sobit prostfednictvim aktivace specifickych genti [33,34].

Biologicky aktivni formy tohoto vitaminu zasahuji do nitrobunéénych receptorfi v kostech
a ve sttevé. V kostech plisobi zejména na osteoklasty, ale 1 osteoblasty. Umoziiuji mobili-
zaci vapniku ze starSich ¢asti kosti, a tim zvySuji hladinu vapniku v plazmé. Pti udrZeni
dostate¢né hladiny vapniku v plazmé naopak zajist'uji ukladani vapniku do kosti. Ve stievé
kalcitriol zajiStuje syntézu vazebného proteinu pro pienos vapniku ze stfevniho lumen
do plazmy. ZvySuje vstfebavani vapniku a také fosfatu. V ledvinach zvySuje reabsorpci

Ca”" [29].

Nedostatek vitaminu D se projevuje kiivici neboli rachitis. Toto onemocnéni mize vyrazné
postihnout zejména déti a mladistvé, v obdobi intenzivniho rastu. Pfi nedostatecném ukla-
dani vapniku dochazi k méknuti kosti (osteomalacii) a dal§im poruchdm vyvinu kosti. Me-

zi hlavni ptiznaky rachitidy proto patii znacnd mékkost lebe€nich kosti v zahlavi, zdufeni
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zeber v misté styku s hrudni kosti (hrudni kost vy¢niva kuptedu, z boku je hrudnik oplosté-
1y) a ptili§ propadly nebo vpaceny hrudnik v misté Giponu branice. Kiivice se mize také
projevit opozdénym profezavanim zubil (u déti), neklidem, nervozitou a nespavosti. Vzris-
ta rovnéz riziko opakovanych infekénich onemocnéni dychacich cest. Kiivici lze
(vptipadé vcasné diagnozy) lécit dlouhodobé zvySenym piijmem vitaminu D.
V matetském mléce neni koncentrace vitaminu D dostatecna, proto se u kojenct vyzivova-
nych pouze matefskym mlékem doporucuje v prubéhu prvniho roku zivota provadét anti-
rachitickou profylaxi. Proto se détem, které jsou kojeny vyhradn€ matefskym mlékem,
podéava malé mnoZstvi vitaminu D pomoci medikamentl (napf. Vigantol). U kojenci, ktefi
jsou vyzivovani pocatecni a pokracovaci kojeneckou stravou, neni tato profylaxe potiebna,
jelikoz tato strava je jiz fortifikovana. Nadbytek vitaminu D se projevuje nechutenstvim,
zvracenim, ndpadnou bledosti a zna¢né rychlym poklesem télesné hmotnosti. Pfedavkova-
ni ve vétsi mife mize byt 1 zivotu nebezpecné. Doporucena denni davka pro dospélého

Clovéka je 10 — 15 pg [35,36].

Pfijem vitaminu D neni dostateCny v Evropé ani v naSem geografickém pasu, nebot’
v potravé ziskavame nejvyse 100 IU denné. Vitamin D Ize ve vét§Sim mnozstvi nalézt pou-
ze vrybim oleji, jatrech, fortifikovanych margarinech nebo vajecném Zloutku. Zaroven
slune¢ni zafeni postacuje tvofit dostatek vitaminu D v kiiZi jen béhem 3 — 4 mésici v roce.
Doporuceny denni piijem 400 IU vitaminu D by proto bylo vhodné zajistit zejména
v zimnich mésicich. U starSich lidi se doporucuje az 800 IU. Piijem vitaminu D
az do 2000 IU denn¢ se povazuje za zdravotné bezpe¢ny. IU je mezinarodni jednotka, jez
odpovida 0,025 pg vitaminu D. Vitamin D se uplatiluje jak pfimym G€inkem na kostni

buiiky, tak také tipravou svalové slabosti v disledku hypovitamindzy vitaminu D [20].

OH
hv ij::ng jatra, ledviny |
HO HO o T
7-dehydrocholesierel HO HO OH
cholekalciferol Kalcitriol

Obr. 2 Syntéza vitaminu Ds [37]
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2.2 Stanoveni vitaminu D

Pfi stanoveni vitaminu D je nutné vychazet z jeho fyzikalnich a chemickych vlastnosti.
Identifikovat Ize teoreticky 64 moZnych sférickych konfiguraci izomert, z nichZ asi polo-
vina vykazuje charakteristické spektrum v UV oblasti (Amax = 264 nm). Vitaminy vykazuji
citlivost na teplo a vzduch, pficemz dochazi ke katalyze, kterd vede k izomeraci a zaroven

k oxidaci molekuly.

2.2.1 Zmydelnéni

Vlastni chromatografické stanoveni je tieba provést po zmydelnéni a extrakci. V piipadé
mléka se nejcastéji pouziva ke zmydelnéni alkoholicky (metanol, etanol) nebo vodny roz-
tok KOH, ktery slouzi k odstranéni neutralnich tukti. Zmydelnéni mize probihat za tepla
nebo za studena. Za tepla se nejcastéji pouziva ultrazvukova lazen pii teploté 60 — 80 °C
nebo po zahfivani na teplotu varu pod zpétnym chladicem po dobu 30 minut. Oxidaci se
zabrafniuje pomoci pyrogalolu, BHT (butylhydoxytoluenu), kyseliny askorbové, hydrochi-
nonu nebo sulfidu sodného, vhodné je také zmydeliovat pod proudem dusiku. Dilezité je
rovnéZ zabranéni ptistupu svétla, nebot’ vitamin D je fotolabilni. Zmydelnéni za studena
probiha pii1 pokojové teploté ptiblizné 12 — 18 hodin (idedln€ na tfepacce), pf1 tomto zpl-

sobu zmydelnéni nedochézi k izomeraci vitaminu D na jeho previtamin [38,39,40].

2.2.2 Extrakce a ¢isténi vzorku

Ptipravy vzorku pro stanoveni vitaminu D zahrnuji obvykle dva kroky, a to extrakci roz-
poustédlem a poté Cistici fazi na chromatografické SPE (Solid Phase Extraction, extrakce
na tuhé fazi) kolonce. Dulezita je polarita pouzitého rozpoustédla, jestli lipidova extrakce
obsahuje vitamin D 1 s metabolity nebo zda je orientovana selektivné. Pro extrakcei celko-
vého vitaminu D se pouzivaji smési chloroform a metanol nebo dichlormetan a metanol,
pro dalsi déleni vitaminu D jsou vhodna extrak¢ni ¢inidla s nizkou polaritou jako je hexan
nebo cyklohexan a jejich smési s etylacetaitem nebo alkoholem, které se pouzivaji pro izo-
laci metabolitl a zajiSt'uji také uvolnéni vazby z komplexu vitaminu D a proteinu. Podobné
se pouzivaji k extrakci dietyléter, dichlormetan, benzen-toulen. SPE umoziiuje jednak od-
stranit interferujici lipidy, ale také predseparovat frakce metabolitii vitaminu D. Néaplnémi

kolon mohou byt napt. Sephadex LH-20, alumina, NH»- nebo C;s [41].
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2.2.3 Chemické metody se spektrofotometrickou detekci

Lze vyuzit ptimé¢ UV-VIS spektrometrické stanoveni vitaminu D, které je ovSem limitova-
no koncentraci a ¢istotou vzorku. Ten nesmi obsahovat dalsi vitaminy rozpustné v tucich.
V jedné ze starSich fotometrickych metod je hodnocena absorbance (500 nm) barevného
produktu vznikajiciho reakci mezi vitaminem D a chloridem antimonitym. Pfi této reakci
vSak interferuje pifedevSim pritomnost vitaminu A. Dalsi fotometrické postupy vyuzivaji
jako dehydratacni Cinidlo trifluoroctovou nebo trichloroctovou kyselinu. Fluorometrické
ani fotometrické (barevné reakce s chloridem antimonitym nebo s trifluoroctovou kyseli-

nou) nejsou pro dneSni ucely dostatecné citlivé a specifickeé [30].

2.2.4 Chromatografické metody

TLC (Thin Layer Chromatography, tenkovrstvd chromatografie) a varianta HPTLC (High-
Performance Thin Layer Liquid Chromatography — vysokouc¢inna tenkovrstva chromato-
grafie), slouzi jako levné¢jsi podoba kapalinové chromatografie predevsim pro fazi ¢isténi
a predseparaci extraktti vzorkd pted dal§i chromatografickou nebo ligandovou analyzou
metabolitl vitaminu D, a to zejména v biologickych materialech. Pouziti TLC pro pfipravu
vzorki je stale vice nahrazovano LC (Liquid Chromatography, kapalinova chromatografie)

s pouzitim SPE kolonek [30].

Stanoveni vitaminu D a jeho metabolitti pomoci GC (Gas Chromatography, plynova chro-
matografie) je provazeno fadou nepiijemnych doprovodnych jevl (adsorpce v kolon€, de-
hydratace 25-hydroxy derivati, tepelnd degradace apod.). Vhodnym feSenim byva deriva-
tizace vyuZivajici acylchloridy nebo acylanhydridy. Usp&sné je predevsim spojeni GC

s hmotnostni detekci (GC-MS).

LC, HPLC (High-Performance Liquid Chromatography — Vysokouc¢inna kapalinova chro-
matografie) velmi dobfe separuje metabolity vitaminu D. Nejcastéji se vyuziva technika
s reverzni stacionarni fazi a s mobilnimi fizemi obsahujicimi vodu-metanol nebo vodu-

acetonitril. Detekce se bézné provadi v UV oblasti absorpéniho maxima 264 nm [30,40].

2.2.5 Radioimunoanalyza

Ke stanoveni se pouziva '*I. Je to y-zafi¢, polo&as rozpadu je 60 dni. Je to metodika &asto
naro¢na na rucni praci a zkuSenost laborantek, ale také je tieba zohlednit 1 veskeré problé-
my a povinnosti plynouci z prace s radioaktivitou. Jeji vyhodou je ovSem cena, kterd je

vétSinou pfizniva a nendrocnost na sloZit4 zafizeni. Vlastni stanoveni se provadi po imuno-
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extrakci kontrolnich a nezndmych vzorkl. Kalibratory a extrahované kontrolni a nezndmé
vzorky se inkubuji se znagenym '*’I-D;. B&hem inkubace probihd kompetitivni imunore-
akce za vzniku imunokomplexi. Po separaci imunokomplexii precipitaénim ¢inidlem, na-
sledné centrifugaci a odsati supernatantu se zméfi radioaktivita sedimenti na a-pocitaci
a vyhodnoti koncentrace D3 ve vzorcich. Namétena radioaktivita je nepfimo umérna kon-

centraci Ds [42,43].
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3 CHROMATOGRAFIE

Vsechny separacni metody jsou odvozené od néjaké fyzikdlni vlastnosti analyti.
V chromatografii se vzorek umisti mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, kde stacionarni
faze je nepohyblivd a mobilni fize je pohybliva. Vzorek se aplikuje na zacatek stacionarni
faze. Pohybem mobilni faze pfes staciondrni fazi je vzorek unaSen pies tuto soustavu.
Slozky vzorku jsou stacionarni fazi rozdiln€ zachycovany, a proto se pii priichodu chroma-
tografickym systémem zadrzuji riiznou dobu. Vice se zadrzi slozky, které jsou pevnéji pou-
tany stacionarni fazi a tim se postupné slozky od sebe oddé€luji. Ty slozky vzorku, které

maji slabé interakce se stacionarni fazi, vyplavuje systém jako prvni [44,45].

Chromatografii 1ze rozdélit podle skupenstvi mobilni faze, podle uspofadani stacionarni
faze a podle povahy d¢je, ktery pii separaci prevlada. Bézné se vSak pii separaci uplatiiuje
vice d&ji souCasné. Podle polarity lze chromatografii rozliSovat na chromatografii
v systémech s normalnimi fdzemi (NP — Normal Phase), kde je stacionarni faze polarné;jsi
nez faze mobilni. Dale pak na chromatografii v systémech s obracenymi fdzemi (RP - Re-
verse Phase), kde je stacionarni fdze méné polarni nez fdze mobilni. Toto rozdéleni plati
jednak pro chromatografii kapalina-kapalina, kapalina-tuha faze, zaroven pro kolonovou

chromatografii 1 pro chromatografii v ploSném uspotadani [46].
Rozdéleni metod chromatografie popisuje tabulka 6. Barevné odliSend metoda v této tabul-
ce je vyuzita v praktické ¢asti stanoveni vitaminu D. Pro tcely této prace bude dale popsa-

na zejména HPLC s adsorpénim mechanismem déleni.
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Tabulka 6 Rozd¢leni chromatografickych metod [46]

Mobilni fAze | Stacionarni faze Mechanizmus déleni Metoda
Kanalin rozdélovani, rozdélovaci | plynova rozdélovaci chro-
paliny rovnovaha matografie (GLC)
Ivn adsorpce, adsorp¢ni plynova adsorp¢ni chroma-
Py izoterma tografie (GSC)
pevna latka
sitovy efekt plynova chromat. na mole-
vy kulovych sitech (GSC)
rozdé€lovani, rozdélovaci kapalinova rozd¢lovaci
) rovnovaha chromatografie (LLC)
kapalina
sitove efekt gelova permeacéni chroma-
vy tografie (GPC)
kapalinova chromatografie
eypaltiie] adsorpce, adsorpcni adsorpcni (LSC)
1zoterma tenkovrstva chromatografie
(TLC)
pevna latka :
lontova vyména, ionexova chromatografie
vymeénna rovnovaha (IEC)
biospecificka chemicka afinitni chromatografic
reakce
3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie umoziuje déleni témét vSech latek, zejména organickych. Lze
Ji provadét v uzavieném systému (kolonova chromatografie, pt. HPLC) nebo v otevieném
(tenkovrstva, pt. papirova chromatografie). Kapalinova chromatografie se vyuziva zejména
k separaci riiznych smési latek, jako jsou netékavé nebo Spatné t€kavé a termicky labilni
latky. Podle mechanizmu separace se pouzivaji rozpoustédla riizné polarity. Tyto vlastnosti
mobilni faze jsou v systému s danou staciondrni fazi rozhodujicim faktorem, ktery ovliviu-

je retenci jednotlivych slozek smési a tim 1 jejich vzajemné rozdéleni [47].

3.2 Adsorpéni kapalinova chromatografie

Pti adsorp¢ni chromatografii dochazi k adsorpci molekul analytu na povrch tuhé faze —
adsorbentu. Rozhodujici vyznam pii adsorpci ma velikost a jakost povrchu adsorbentu, kde
se nachdzi adsorp¢ni centra. Separacni funkci popisuje adsorpcni koeficient a adsorpcni

izoterma délenych slozek pro dany sorbent, kterd udava zavislost adsorbovaného mnozstvi
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latky na koncentraci téZe latky v okolnim prostiedi. Obecné se pouZzivaji porézni, pevné
materidly s velkym povrchem, jako je silikagel, oxid hlinity nebo aktivni uhli. Volba roz-
poustédla je velmi dilezita pro eluci analytu, protoze rozpusténé latky si s rozpoustédlem

konkuruji na povrchu stacionarni faze [44,48].

3.3 RP-HPLC

V soucasné dobé se pouziva vysokolUc€inna kapalinova chromatografie (High-Performance
Liquid Chromatography, HPLC). Jako vyhodu HPLC lze uvést ptedevS§im Sirokou oblast
pouzitelnosti. Touto metodou Ize analyzovat ionty, latky polarni i nepolarni, mélo tékavé,
tepelné nestabilni 1 vysokomolekularni latky (cca 80 % veskerych znamych latek 1ze ana-
lyzovat metodou HPLC). Mezi dalsi vyhodu patii moznost ovliviiovat separaci slozenim
mobilni faze, ktera na rozdil od GC neni inertni, ale vyznamné se podili na separaci. Kro-
meé analyzy lze HPLC pouzit také k preparacim. Jedinou nevyhodou ve srovnani s GC je

naro¢n€j$i instrumentace a slozité¢j$i mechanizmus separace [49,50].

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie déli latky ve dvoufazovém délicim systému
na zakladé adsorpce, vymény iontll, fyzikalni distribuce latek mezi kapalnou mobilni fazi
a sni nemisitelnou kapalnou stacionarni fazi, nebo na principu pronikéni molekul z mobilni
faze do port tuhych &astic, které maji funkci molekulového sita. Uginnost chromatografic-
kych kolon je vysoka, dosahuje i1 n¢kolika set tisic pater destilacni kolony. HPLC pracuje
s uzkymi ocelovymi, sklenénymi nebo kiemennymi kolonami, které¢ obsahuji nosné ¢astice
(< 5 um) se stacionarni fazi. Pritok mobilni fadze probihd obvykle pod tlakem
0,1 — 40 MPa. Vysokotlaka HPLC vyzaduje specialni ventil s ddvkovaci smyckou, dnes uz
jsou b&zné autosamplery, které lze vybavit termostatovanim vzorkii. Moderni ptistroje vy-
uzivaji obvykle dvé pulzni pistova Cerpadla, jejichz ¢innost je fAzoveé posunuta a pohybuji
se tak, aby doSlo k maximalnimu potlaceni pulzace toku mobilni fdze. Elu¢ni Cas je doba,
ktera uplyne od nastfiku vzorku do dosaZeni maxima elu¢ni kiivky a elu¢ni objem je objem
protekly za tuto dobu. Na vystupu u kolony je pfipojen detektor UV-VIS, detektor diodo-
vého pole (DAD), fluorimetricky, ptip. elektrochemicky, kde se sleduje coulometricky
oxido-redukéni reakce stanovovanych latek na pracovni elektrodé. Dale se pouzivaji RID
(Refractive Index Detector) nebo MS. Jako detektor lze také pouzit jiz zminény hmotnostni
spektrometr, coz je analyticky vynikajici, ale technicky naro¢né feSeni, protoze je nutné
propojit vysokotlakou HPLC ¢ast s hmotnostnim spektrometrem, kde je naopak vysoké

vakuum. Pokud po celou dobu analyzy je sloZzeni mobilni faze stejné a neméni se ani jeji
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prutok, potom hovotime o eluci izokratické. Pokud se vSak sloZeni mobilni fdze a mnohdy

1jeji pritok méni v Case analyzy, potom se hovoti a tzv. gradientové eluci [51,52].

Blokové schéma HPLC
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Obr. 3 Blokové schéma HPLC [53]

3.4 Instrumentace pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Ptistroje pro kapalinovou chromatografii se nazyvaji kapalinové chromatografy. Skladaji
se ze zatizeni pro odplynéni mobilni faze, z vysokotlakych cerpadel, kterd zabezpecuji
transport mobilni faze kolonou, davkovace vzorki, chromatografické kolony, kde se sloz-
ky vzorku separuji a detektoru, poskytujiciho elektricky signal pii prichodu separovanych

latek jako odezvu iimérnou zméné sledované vlastnosti eluatu, ktery vytéka z kolony.

Separacni kolona je zpravidla umisténa v termobloku, kdy lze separaci slozek analytu
ovlivnit 1 teplotou. Pfistroj je napojen na zatizeni pro zdznam a ukladani signalu detektoru,
vyhodnocovani chromatografii a zpracovani chromatografickych dat. Casova zavislost
elektrického signalu se po Upravé zaznamena jako chromatogram pomoci integratoru
¢1 pocitace s analogoveé — digitalnim prevodnikem a sbérnici dat, kde se signal automaticky
vyhodnocuje a zpracovava pomoci chromatografického softwaru (chromatografické datové

stanice). Piky separovanych latek vyuzivame k jejich identifikaci, kazda slozka analytu
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v dané metod¢€ ma sviij typicky retencni €as (ukazatel kvalitativni), plocha piku je imérna

koncentraci této slozky (ukazatel kvantitativni) [54,55].

3.4.1 Zafrizeni pro odplynéni mobilni faze

Mobilni fazi je tieba odplynit, aby po uvolnéni tlaku v kolon€¢ nebo na vystupu kolony ne-
dochazelo k uvolnéni rozpusténych plynti. Mobilni fazi lze odplynovat ultrazvukem, pro-
bublavanim heliem, pomoci vakua (vakuové odplynéni a vakuova filtrace) a ohfevu. Dnes
se pro odplynéni pouzivaji hlavné degaséry. Tyto metody lze pouzit samostatné nebo

v kombinaci [56].

3.4.2 Cerpadlo

Kapalina se bézn¢ Cerpd do kolony pistovymi nebo membranovymi Cerpadly. Pouzit 1ze
také pneumaticka &erpadla nebo &erpadla injekéniho typu. Cerpadla musi byt piedeviim
vysokotlaka (kolony s velikosti ¢astic okolo 2,5 — 10 pum a mensi kladou velky odpor pri-
toku mobilni fdze a k dosazeni optimdlnich pritokll jsou nutné vysoké vstupni tlaky,
az desitky MPa). Pritok musi byt staly, reprodukovatelny a bez pulzt. Kvalitni ¢erpadlo
dosahuje pritoku v rozsahu od mikrolitii do mililitrG za minutu s méné nez 1% kolisanim
pratoku. Material Cerpadla (nerezova ocel, keramika, plast) nesmi byt naruSovan agresivni
mobilni fazi a ta je nesmi nijak ovliviiovat. Ventily, které tidi tok eluentu, jsou obvykle
vyrobeny z pryZe nebo safiru. Jsou pouzivéana Cerpadla dvoj€inna, v sérii zapojena cerpadla
nebo &erpadla vyuZivajici dvou nebo vice pistil. Rizeni ¢erpadla mikroprocesorem umoz-

fluje vyhlazeni tlakovych pulzt [47,49,54,57,58].

3.4.3 SméSovaci zarizeni

Slouzi k tizeni slozeni mobilni faze. Jeji slozeni muze zlstavat stalé (izokratickd eluce)
nebo se béhem separace méni (gradientova eluce). Naprogramované sméSovaci zafizeni
muze s vyuzitim zasobniku riznych kapalin ptipravovat smés kapalin stal¢ho slozeni nebo

fidit zmény ve sloZeni vysledné mobilni faze v priibéhu celé doby separace [56].

3.4.4 Davkovani vzorka

Dévkovani 1ze provadéet injekéni stiikackou, to vSak ptfindsi nevyhody z hlediska tésnosti,
udrzeni tlaku a predevSim vnaSeni stop materialu injek¢éni sttikacky. Jestlize je pouzito
injek¢énich zatizeni, musi byt zhotovena z inertnich materialii (nerezova ocel, titan, nékteré

polymery). Injekéni zatizeni miZe byt ovladano bud’ ruéné nebo automaticky (autosample-
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ry). Byly vyvinuty dalsi techniky ozna¢ované jako davkovani pfi zastaveni toku (stop-flow
injection). Injekéni davkovani se v nich provadi za bézného tlaku pti pferuseni toku eluen-
tu. V soucasné dob¢ byvaji injek¢ni systémy nahrazeny davkovanim obtokovym davkova-
cim kohoutem. Davkovaci smycka ma objem cca 5 az 50 pl. Smycka je ptipojena na ko-
hout a plnéna pomoci injekéni stiikacky. Davkovani je reprodukovatelné a lze je snadno
automatizovat. Nejnovejsi ptistroje obsahuji vestavené autosamplery, které jsou spojené se

zasobnikem vzorku, v némz jsou ulozeny vialky uzaviené septem [56].

T o=d b = |
Fd F3

A B G

Obr. 4 Princip davkovani autosampleru Agilent [57]

A - separace - mobilni faze kontinudln¢ protékd z Cerpadla (1) pies Sesticestny ventil (3)
a davkovaci jednotkou (6) na chromatografickou kolonu (2). Timto je zajiStén kontinualni
oplach jehly. B - plnéni jehly vzorkem - po pfepnuti ventilu dochazi k naplnéni jehly
(smycky) na poZzadovany objem pies krokovy motor (5), ktery ovlada pist injekéni stiikac-
ky davkovace (4). C - davkovani vzorku - po opétovném piepnuti ventilu (6) je proudem
mobilni faze vzorek vytlacen na kolonu (2), jednotka se dostane do stavu (A) a soucasné

dojde k vyprazdnéni injek¢ni stiikacky davkovace do odpadu (7).

3.4.5 Kolony

Kolony pro HPLC pouzivame pouze néaplhoveé. Pro vétSinu béznych analyz byvaji kolony
zhotoveny z nerezové oceli, nékdy mohou byt sklenéné nebo plastové. Kolony pro analy-
tické vyuziti byvaji pomérné kratké (zpravidla 5 — 25 cm). Vnitini primér je 2 — 4,6 mm.
BéZny pritok eluentu je 0,5 — 2 ml za minutu. Pro rychlé separace, staci-li i€innost

do 4000 teoretickych pater, postacuji kratké analytické kolony délky jen 3 cm. Jsou levné;j-
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$1 a pottebuji malé mnozstvi mobilni faze. Objemovy pritok eluentu je 4 ml za minutu.
Naplnovy material pro analytické kolony ma velikost Castic stacionarni faze 2,5 az 5 pm
(krat$i kolony jsou plnény jemnéjsi ndplni). Kolony s velmi malym vnitinim primérem
maji vnitini primér 1 — 2 mm a délku 25 — 50 cm. Maji vysokou t¢innost, jsou levng;si

a spotfebuji malo rozpoustédla (10 — 100 pl za minutu) [47,48,49,58].

Nejcastéji pouzivané HPLC kolony jsou na bazi silikagelu s chemicky vazanou fazi Cig
popt. Cg. Pro zlepSeni separace je nutné upravovat pH mobilni faze, aby se potlacila diso-
ciace molekul separovanych latek. Pfi hodnotach pH 7,5 a vySSich (u modernich typl nosi-
¢t az pii pH 10) dochazi k rozpusténi a destabilizaci silikagelové matrice. Pfi pH 3 a niz-
$im miiZe dochéazet k jeho hydrolyze. Pokud je nutné pouzit mobilni fdze s hodnotou pH
mimo doporucené rozmezi, je 1épe se témto kolonam vyhnout a pouzit jiné nahradni nosi-
¢e. VsouCasné¢ dobé to mohou byt hlavné kolony na bazi oxidu zirkoniCitého (ZrO,)
s nepolarnimi stacionarnimi fdzemi jako je Discovery Zr-PS (zesitovany polystyren), Dis-
covery Zr-PBD (zesitovany polybutadien), Discovery Zr-Carbon (souvisld vrstva uhliku)
nebo Discovery Zr-CarbonC,g (souvisla vrstva uhliku, kterd je poté modifikovana kova-
lentn¢ vazanymi oktadecylovymi skupinami). Kolony Discovery Zr jsou na rozdil od sili-
kagelovych stabilni v celém rozsahu hodnot pH, navic jsou tepelné stabilni az do 100 °C
a pii specialni upravé plasté kolony a tésnéni dokonce az 150 °C popt. 200 °C. Zatimco

silikagel je tepelné stabilni do teplot 60 — 70 °C [60,61].

Pro separace v mobilnich fazich s vysokym obsahem vody se osvédcCily napt. stacionarni
faze s alkylovym ftetézcem s vloZenou polarni skupinou, materialy s fluorovanymi alkylo-
vymi a arylovanymi skupinami, a nebo napt. fdze obsahujici polyetylenglykol. Tyto alter-
nativni sorbenty maji ve srovnani s fazi oktadecylovanou (C;g) jinou selektivitu, coz se
vhodné vyuzivé pii déleni analyt, které nelze separovat na béznych oktadecylovych fazich

[62].

3.4.6 Detektory

Signal detektoru by mél byt stabilni a reprodukovatelny, linearn¢ zavisly na koncentraci

-----

zéavislosti odezvy na koncentraci) by méla byt co nejvétsi, mez detekce (obvykle se vyja-
dfuje jako koncentrace latky, ktera zplsobi signdl, jenz je urCitym ndsobkem pramérné

svvr

co nejmensi a neobsahovat drift (pomaly inik nulové linie). K detekci se vyuziva analytic-
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ka vlastnost systému, kterd je ve znamém a reprodukovatelném vztahu ke koncentraci ana-
lytu. HPLC vyuzivd zejména tyto typy detektort: spektrofotometricky (UV-VIS), fluo-
rescencni detektor, hmotnostni spektrometr, refraktometricky detektor, elektrochemicky
a dalSi. Nejcastéji pouzivanym detektorem je detektor spektrofotometricky (UV-VIS)
a fluorescen¢ni. Pokud analyt sdm o sobé neabsorbuje zafeni v UV-VIS nebo neemituje
fluorescencni zéteni, je pouziti téchto detektorii podminéno derivatizaci vzorku (vzorek je
chemickou reakci preveden na slou€eniny, které maji potrebné vlastnosti — absorpce UV-
VIS, fluorescence). V soucasnosti je také pouzivan detektor s diodovym polem (DAD —
photoDiode Array Detector), ktery umoznuje snimat UV-VIS spektrum kazd¢ latky v sepa-
rované smési v nastaveném rozsahu vinovych délek. Hmotnostni spektrometr lze pouZit
jako detektor umoziujici kromé bézné registrace zon latek eluovanych z kolony umoznit
také jejich identifikaci na zédklad€ zaznamenaného hmotnostniho spektra. Refraktometrické
detektory se fadi mezi univerzalni detektory. M¢ti se rozdil indexti lomu solutu v mobilni
fazi proti mobilni fazi. Tyto rozdily jsou ale malé, takze refraktometricky detektor je malo

citlivy [47,49,50,63,64].
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4 VSTUPNI KONTROLA A ZAKLADNI PARAMETRY PRI PRIJMU
SYROVEHO MLEKA

Pii pfijmu mléka dochazi k pfejimce jak kvantitativni, tak kvalitativni. Pfejimka mléka
zacina jiz pti odbéru mléka z prvovyroby. Pracovnik povéteny svozem mléka na misté
zjistuje mnozstvi, teplotu a kyselost pomoci lakmusového papirku. Zaroven u prvovyrobce
odebira 2 vzorky pro dalsi kontrolu (jeden na mikrobialni kontrolu a druhy na analytickou).
Dalsi kontrola probihd v mlékarné, kde se kontroluje opé€t mnozstvi, teplota, titracni kyse-
lost a pfitomnost inhibicnich latek (napt. pomoci Delvotestu). Nasleduje vypusténi cister-
ny, za soucasn¢ho odebirani vzorku vzorkovacim zafizenim, které je umisténo na piijmo-

vém potrubi a Ize u n&j nastavit rychlost odkapavani (tzv. cisternovy vzorek) [15, 65, 66].

Pracovnik svozu odevzdd odebrané vzorky od jednotlivych prvovyrobcti v mlékarné.
Vzorky z jednotlivych farem 1 cisternové vzorky jsou po piedchozim nahtati na 42 °C
podrobeny analyze na MilkoScanu, ktery kontroluje obsah bilkovin, tuku, lakt6zy, suSiny
a tukuprosté susiny. Vzorky urcené k mikrobiologickému rozboru jsou podrobeny vySetie-

ni na pocet somatickych bun¢k a celkovy pocet mikroorganizma.

Kromé vstupni kontroly v mlékarné probihd soubézné stanoveni v referencni laboratofi.
Vysledky z této laboratofe slouzi k hodnoceni kvality dodaného mléka a klasifikaci jakosti
dodan¢ho mléka. Zaroven slouzi pro kontrolu sprédvnosti stanoveni v laboratofi mlékarny.
V této referencni laboratofi je mléko podrobeno nékolika analyzam. Zjist'uje se obsah tuku,
bilkovin, lakt6zy, suSina, tukuprostd susina, navic obsah kaseinu a mocoviny a stanoveni

bodu mrznuti [67, 68].

Z mikrobiologického hlediska se stanovuje SOM (pocet somatickych bun¢k) a CPM (cel-
kovy pocet mikroorganizmil). Pfedmétem zpenézeni mléka byva kromé& mikrobiologického
hlediska (tfida jakosti — tfida Q, I, II a III) nejcastéji obsah bilkovin a obsah tuku. Kazda
mlékarna ma vSak vlastni systém zpenézovani mléka. Vykupuje 1 mléko s nestandardnim
slozenim, avSak v smlouvé jsou uvedeny rozmezi pro ptiplatky nebo ptipadné srazky. Vy-
louceno je mléko obsahujici RIL (rezidua inhibi¢nich latek) nebo mléko s nevyhovujici
kyselosti. Minimalni obsah tuku je dle CSN 570509 33 g.I', obsah bilkovin min.
28 g.I' a obsah tukuprosté susiny min. 8,5 %. Obsah SOM < 400 000.1 ml" a obsah
CPM < 100 000 KTJ.1 ml" (kolonie tvofici jednotky) [15,65,66,67,68].
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4.1 Analyza pomoci pristroje MilkoScan

Hlavnimi sou¢astmi MilkoScanu FT 120 jsou: vibracni pipeta, vyménik tepla, homogeni-
zator, kyveta, peristaltické Cerpadlo, sbérna nddoba pro odpad s ¢idlem hladiny ptfepInéni,
zasobniky kapaliny pro ¢iSténi a nastaveni nuly s ¢idlem pro spodni hladinu a interferometr

[67].

Princip interferometrie

Podle interference svétla, kterou se méni amplituda signalu jako funkce rozdilu délky
dréhy mezi dvéma interferujicimi zdroji, zaznamena interferometr intenzitu svétla zachy-
cené¢ho detektorem jak funkci rozdilu drah, vytvofenim otacenim pohyblivého zrcadla.
Me¢éieni nepatrného posunu tohoto zrcadla se provadi pomoci laserového paprsku, ktery
sleduje stejnou drahu jako IR paprsek. Infracerveny paprsek z IR zdroje dopada na deli¢
paprsku, ktery paprsek rozdéluje na polovinu. Prvni polovina dopad4 na pevné zrcadlo
a druhd na pohyblivé zrcadlo. IR paprsky se odrdzi od zrcadel a nez dosdhnou detektoru,
tak se rekombinuji. VSechny IR frekvence prochéazeji interferometrem ve stejnou dobu

a rychlé malé zmény zrcadla umoziuji vyvolat soucasné celé IR spektrum [67,68,69].

Princip Fourierovy transformace vychazi z toho, Ze kazda periodickéd funkce mize byt roz-
lozena do souboru sinusovych funkci, pfiCemz kazda sinusova funkce je urena dvéma
hodnotami, a to jeji frekvenci (vlnovou délkou) a jeji amplitudou (intenzitou). Jde o mate-
maticky postup, ktery umoziiuje rozloZit interferogram do souboru sinusovych funkci,
z nichz kazda reprezentuje urcitou vinu. Jeji frekvence a amplituda se vypocita z udaja
interferogramu. V nékolika sekundach je spektrometrem ziskan interferogram, ktery je pak
rozpracovan Fourierovou transformaci a pteveden na celé spektrum vzorku. Odtud pokra-
cuje postup na bazi obecné teorie spektrometrie, intenzity svétla, transmitance, absorbance

a jejich rozsahu k slozeni komponent urcitého vzorku [67,68,69].

4.2 Dalsi moznosti stanoveni zakladnich slozek mléka

Kromé infracervené spektrometrie se v mlékarnadch vyuziva 1 fada dalSich, pfevazné pro-
voznich metod pro zjisténi obsahu zékladnich sloZzek mléka. Pro stanoveni n€kterych hod-

not Ize vyuzit 1 vypoctu.

Ke stanoveni suSiny lze vyuZit vdzkové (rozhod¢i metody), kterd spocivad ve vysuSeni

vzorku pfi teploté 102 + 2 °C do konstantni hmotnosti. Jako provozni metodu lze pouzit
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vypocet z hustoty a obsahu tuku, kdy su$ina je podil vSech slozek mléka zjistény vypoctem
z hustoty stanovené laktodenzimetricky a obsahu tuku stanoveného acidobutyrometricky.
Vypoctem lze také zjistit tukuprostou suSinu mléka, coz je beztukovy podil mlé¢né suSiny.
K vypoctu je tteba znat bud’ obsah celkové suSiny a obsah tuku nebo obsah tuku a mérnou

hmotnost (L,¢ — laktodenzimetrické ¢islo) [66].

Provozni metodou pro stanoveni tuku je acidobutyrometrickd metoda. Jeji princip spociva
v rozpusténi bilkovin kyselinou sirovou s piidavkem amylalkoholu s naslednym odstiedé-
nim a oddélenim tukové vrstvy. Obsah tuku se odecitad pfimo na butyrometru. Rozhod¢i
metodou je metoda gravimetrickd podle Rose-Gottlieba, pti které se bilkoviny rozpousti
amoniakem a za pfidavku etanolu se extrahuje tuk smési dietyléteru a petroléteru, pak se
zvazi mnozstvi tuku. Mezi instrumentalni metody lze také zatradit metodu turbidimetric-
kou, jez spoc¢iva v turbidimetrickém méfeni zakalu tukovych kulicek homogenizovan¢ho

mléka fedén¢ho vhodnym rozpoustédlem [65,66].

Pro stanoveni obsahu bilkovin v mléce je referenéni metodou stanoveni podle Kjeldahla,
tato metoda spociva v mineralizaci vzorku koncentrovanou kyselinou sirovou a naslednym
stanovenim obsahu dusiku ve zmineralizovaném vzorku a pfepoctem na obsah bilkovin
(koeficient 6,38). Jako instrumentalni metody lze vyuzit kromé infracervené spektrometrie
také spektrofotometrii nebo metody s vyuzitim iontové selektivni elektrody. Spektrofoto-
metrickd metoda vyuZiva schopnosti bilkovin mléka vazat barvivo (amidocernn 10B), jehoz

ubytek je tmérny obsahu bilkovin [65,68].

Koncentrace laktozy lze vypocitat z velikosti uhlu stoceni roviny polarizovaného svétla.
Obsah laktozy se stanovuje po filtraci z vyCefeného mléka polarimetrem se sodikovym

spektrem [66,68].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem praktické Casti této prace bylo odebrat reprezentativni vzorky mléka z péti svoznych

linek z Olomouckého kraje. Mezi dan¢ vzorky zatfadit 1 svoznou linku s bio mlékem.

U téchto odebranych vzorkil stanovit obsah bilkovin, tuku, laktozy, celkové suSiny a tu-
kuprosté suSiny pomoci piistroje MilkoScan FT 120, ktery pracuje na principu absorpéni

infraervené spektrometrie. Tento pfistroj je pfitomen v piijmové laboratofi mlékarny.

Déle pak u odebranych vzorka stanovit obsah vitaminu D kapalinovou chromatografii
po zmydelnéni za tepla pomoci 1,9 mol.dm™ etanolického roztoku hydroxidu draselného
a extrakci pomoci n-hexanu. Samotnou analyzu provést za pomoci ptistroje HPLC Dionex
Ultimate 3000 s pouzitim reverzni faze v analytické laboratofi UTB. Formulovat a zpraco-

vat vysledky préce.
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6 METODIKA

Metodika pro stanoveni vitaminu D byla propracovdna na zdklad¢ diplomové préace stu-
dentky Vandy Stranské, ktera ve své praci uvefejnila optimalni zpisob pfipravy vzorku
pro HPLC analyzu v podminkéach analytické laboratote FT-UTB. Na zéklad¢ této prace
bylo zvoleno zmydeln&ni za tepla pomoci 1,9 mol.dm™ etanolického roztoku hydroxidu
draselného, ktery na rozdil od vodného a metanolického roztoku hydroxidu draselného
nasledn¢ umozioval optimalni extrakci pomoci n-hexanu. Samotné analyza vSak probihala

na nov¢j$im chromatograftu HPLC Dionex Ultimate 3000 [70].
Stanoveni ostatnich zdkladnich slozek mléka bylo provedeno na pfistroji MilkoScan FT

120, ktery pracuje na principu absorp¢ni infraervené spektrometrie.

6.1 Chemikalie
Stanoveni vitaminu D:
Hydroxid draselny (Ing. Petr Lukes, Osvoboditelti 1815, Uhersky Brod, CR)
Etanol (Ing. Petr Lukes, Osvoboditeli 1815, Uhersky Brod, CR)
Kyselina askorbova (Ing. Petr Luke§, Osvoboditeli 1815, Uhersky Brod, CR)
n-hexan (Ing. Petr Lukes, Osvoboditelti 1815, Uhersky Brod, CR)
Metanol (Fischer Scientific)
Stanoveni zakladnich sloZzek mléka:
Cistici piipravek S-470, FOSS Analytical A/S, Hillerod, Dansko
Liquid concentrate S-6060 - nulovaci roztok, FOSS Analytical A/S, Hillerod, Dansko
FTIR Equalizer — kalibra¢ni roztok, FOSS Analytical A/S, Hillerod, Dansko

Dichroman draselny (Ing. Petr Lukes, Osvoboditeli 1815, Uhersky Brod, CR)

6.2 Pomiicky a pristroje
Stanoveni vitaminu D:
Analytické vahy Adam (AFA — 210 LC, Schoeller instruments)
Ultrazvukova vodni lazenn Powersonic PS 04000A (Notus — Powersonic, Vrable, SR)

Filtry LUT Syringe filtres Nylon (pramér 13 mm, velikost port 0,45 pm)
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HPLC Dionex Ultimate 3000
Kolona Discovery C;g, velikost ¢astic 5 um, priomér 4,6 mm, délka 25 cm
Detektor DAD UV-VIS

Software HyStar Post Processing

Mobilni faze

ST

———

B —
'

UV-detektor

Obr. 5 Chromatograf Dionex Ultimate 3000
Stanoveni zakladnich sloZzek mléka:

MilkoScan FT 120, Foss electric, Dansko
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Obr. 6 MilkoScan FT 120, Foss electric

6.3 Vzorky syrového mléka

Pro analyzu byly vybrany vzorky syrového kravského mléka z péti svoznych linek (€. 6, 7,
8, 9 a 30) v Olomouckém kraji. Svozné linky svazely 18 000 — 25 000 1 mléka. Svozné
linky byly smésné z vice farem, z toho jedna linka (€. 30) obsahovala mléko v bio kvalité.
Po kontaktovani jednotlivych farem bylo zjisténo, Ze dojnice, jejichz mléko pochazelo
ze svozu €. 6, 7, 8 a 30 (bio), jsou od fijna do dubna umistény v uzaviené staji. Jedna farma
ze svozné linky 9 méla uzptisobeny chov dojnic tak, Ze jim byl umoZnén pohyb na volném
prostranstvi, druhd farma ze stejné svozné linky méla dojnice opé€t v uzaviené staji. Pomér
mléka z obou farem z linky €. 9 byl v poméru 2 : 1 (ve prospéch farmy s venkovnim pohy-

bem).
Odbér vzorku pro chemické analyzy

Vzorky byly odebrany pomoci vzorkovaciho zafizeni, které je umisténo na ptijmovém vy-
poustécim potrubi mléka, kde po celou dobu ¢erpani mléka odkapava, v nastavenych inter-
valech, ¢ast pfijimaného mlé¢ka. Béhem jedné hodiny Cerpani (25 000 1) je mozné odebrat
100 az 1000 ml. Vzorkovaci zatizeni bylo pomérné zastaralé a nebyla k nému nalezena
kvalitni dokumentace. Odbér spocival v otevieni ventilu a nastaveni velikosti jeho otvoru

vrozmezi 0 — 100 (hodnoty nemaji zadnou jednotku, jde pouze o rozpéti min. a max.),

A4

v

Odebran¢ mnozstvi zaroven zavisi na vypousténém objemu mléka. Vzhledem ke kombina-
ci mnozstvi vypousStén¢ho mléka a vhodného nastaveni otvoru ve vzorkovacim ventilu, je

nastaveni zavislé pfedevSim na zkuSenostech obsluhy. Pro bézné kazdodenni stanoveni je
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dostacujici mnozstvi 100 ml, pro ucely této prace bylo odebrano piiblizn€ 500 ml syrového

mléka.

Cast vzorki (pfiblizné 40 — 50 ml) byla podrobena analyze na piistroji MilkoScan FT 120,
zbytek vzorkii byl uchovan v nepriihlednych lahvich v lednici a do 24 hodin pievezen
do laboratofe v chladici tasce tak, aby teplota nepfesahla 8 °C. Poté byly vzorky ihned

zpracovavany pro nasledné chromatografické stanoveni vitaminu D.

6.4 Priprava a méreni vzorki pomoci MilkoScanu

Cisternové vzorky odebrané vzorkovacim zafizenim, byly uloZeny do vodni laznég, kde
doslo k zahtati na 42 °C. Ptistroj byl uveden do chodu po zapnuti a nastaveni nuly (pomoci
roztoku S-6060, se kterym provedl ptistroj 5 méfeni). Nasledné probéhla kalibrace pomoci
tzv. pilotnich vzork, které jsou uchovany v lednici a konzervovany dichromanem drasel-
nym. Jednou mésicné je také provadéna kalibrace pomoci FTIR Equilizer. Po nahtati
a homogenizaci promichanim byly vzorky podrobeny vlastni analyze na MilkoScanu. Ana-
lyza probiha u kazdého vzorku v praxi pouze dvakrat a vysledkem je pramér z téchto sta-
noveni. Vysledky byly odecteny za pouziti softwaru Windows Menu bar a néasledné vy-

tisknuty.
6.5 Priprava a zpracovani vzorki ke stanoveni vitaminu D

6.5.1 Priprava vzorku

Vzorky byly umistény do tfepaci vodni 14zné o teploté 45 °C, aby doSlo k homogenizaci
syrového mléka, zejména k rovnomérnému rozptyleni tuku v celém objemu vzorku.
U kazdého vzorku probihalo duplicitni stanoveni, vysledkem pak byl primér téchto sou-

béZznych stanoveni.

6.5.2 Priprava etanolického roztoku hydroxidu draselného

Pro dané mnozstvi vzorkd bylo tieba 600 ml 1,9 mol.dm™ etanolického roztoku hydroxidu
draseln¢ho. Aby byla vytvofena rezerva, bylo namichano 700 ml, a to ve dvou odmérnych
bankach na 500 ml a 200 ml. Vypocitané mnoZzstvi pevného hydroxidu draselného bylo
pievedeno do kadinky s etanolem a michano do rozpusténi pomoci magnetického micha-
dla. Po rozpusténi byl roztok kvantitativné pfeveden do odmérné banky a doplnén etano-

lem po rysku.
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6.5.3 Zmydelnéni

Ke stanoveni bylo odpipetovano vzdy po 30 ml syrového promichaného mléka do 1€kovek
z tmavého skla. K nim bylo pfidano 30 ml 1,9 mol.dm™ etanolického roztoku hydroxidu
draseln¢ho a malé¢ mnozstvi sypké kyseliny L-askorbové, aby se zabranilo piipadné oxidaci
vitaminu D. Lékovky byly umistény do ultrazvukové 1azné po dobu 2 hodin, kde probihalo
zmydelnéni pti teploté 60 °C. Po uplynuti dvou hodin, byly vzorky umistény do vodni laz-

né, kde byly zchlazeny.
6.5.4 Extrakce

K extrakci bylo pouzito nepolarni rozpoustédlo n-hexan. Vychlazeny zmydelnény vzorek
byl kvantitativné pfeveden do délici nalevky spolu se 30 ml n-hexanu. D¢lici nalevkou
bylo intenzivné tfepano piiblizn€¢ 2 minuty, nasledné byla ponechdna v klidu az do rozd¢€lni
obou fazi (ptiblizn€¢ 5 — 7 minut). Spodni zmydelnénd cast byla oddélena do kadinky
a po té opét kvantitativné pifevedena do délici ndlevky, tentokrat jiz jen s 20 ml n-hexanu.
Odloucena n-hexanova cast byla slita do banky s kulatym dnem. D¢lici nalevkou bylo opét
ttepano asi 2 minuty, po ponechani v klidu opét doSlo k oddéleni vrstev. Spodni vrstva
byla odpusténa, vrstva s n-hexanem byla spojena s prvnim odlou¢enym podilem, ktery jiz
byl v bance s kulatym dnem. Po odpafeni rozpoustédla byly odparky rozpustény v 5 ml

metanolu a prefiltrovany ptes nylonovy filtr o velikosti pora 0,45 um do tmavych vialek.

6.5.5 Chromatografické stanoveni vitaminu D3

Separace probihala na kapalinovém chromatografu Ultimate 3000 firmy Dionex, za pouziti
kolony s reverzni fazi Discovery C;g (4,6 mm x 25 cm, 5 um,). Mobilni faze byla sloZena
z metanolu a redestilované vody v poméru 95 : 5. Stanoveni probihalo v izokratickém re-
7imu, pritok mobilni fize byl nastaven na 1 ml.min™, termostat kolony byl nastaven na
30 °C. Cas analyzy byl nastaven na 35 minut. Tlak se pfi zvoleném priitoku pohyboval
kolem 17 MPa. Z kazdého extraktu vzorku byly provedeny dva nasttiky na kolonu a tyto
poté vyhodnoceny. Detekce byla provedena pomoci detektoru diodového pole (DAD)

pti vlnové délce 254 nm.

6.5.6 Kalibra¢ni kiivka pro chromatografické stanoveni vitaminu D

K ptipravé kalibracni fady byl pouZit standard cholekalciferol. Bylo navazeno 0,01 g cho-

lekalciferolu s presnosti na 0,0001 g a kvantitativné byl pfeveden do odmérné banky
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na 10 ml, ta byla doplnéna po rysku metanolem, ¢imz vznikl zasobni roztok o koncentraci
1 mg.ml". Ten byl nasledné nafedén na pracovni roztok o koncentraci 20 pg.ml”. Z tohoto
zasobniho roztoku byla postupné nafedéna kalibracni fada roztokl o koncentracich 0,25;
0,5;1,0; 2,0 a 5,0 ug.ml’l. Méfteni kalibracni fady roztoki probéhlo za shodnych chroma-
tografickych podminek jako méfeni vitaminu D v mléce. Odecet byl podveden u vinové

delky 254 nm.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledky stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych parametru
syrového mléka
Meéieni zékladnich parametri syrového mléka probihalo na piistroji MilkoScan, ktery pra-
cuje na principu infracervené spektrometrie. Vysledky méfeni zakladnich slozek mléka

uvadi nasledujici tabulky 7 - 17. Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel

a Statistica 7.

Tabulka 7 Zakladni rozbor syrového mléka v zavislosti na ¢ase u svozné linky €. 6 [%]

Mésic Tuk Bilkoviny Laktoza Susina TPS
fijen 2012 3,74 3,67 4,77 12,97 9,19
listopad 2012 3,92 3,42 4,8 12,93 8,95
prosinec 2012 4,07 3,58 4,81 13,24 9,12
leden 2013 3,87 3,36 4,86 12,88 8,94
unor 2013 4,04 3,55 4,88 13,29 9,15
btezen 2013 3,94 3,47 4,92 13,13 9,11

Tabulka 8 Popisna statistika zdkladnich slozek mléka u svozné linky €. 6 [%]

Slozka N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.
Tuk 6 3,93 3,74 4,07 0,120
Bilkoviny 6 3,51 3,36 3,67 0,113
Laktoza 6 4,84 4,77 4,92 0,056
Susina 6 13,07 12,88 13,29 0,171
TPS 6 9,08 8,94 9,19 0,106
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Tabulka 9 Zakladni rozbor syrového mléka v zavislosti na ¢ase u svozné linky €. 7 [%]

Mésic Tuk Bilkoviny Laktoza Susina TPS
fijen 2012 3,78 3,42 4,85 12,82 9,00
listopad 2012 3,7 3,31 4,89 12,66 8,91
prosinec 2012 3,75 3,26 4,87 12,61 8,85
leden 2013 3,58 3,24 4,88 12,47 8,84
unor 2013 3,68 3,24 4,97 12,65 8,92
btezen 2013 3,57 3,21 4,95 12,49 8,87

Tabulka 10 Popisna statistika zakladnich sloZzek ml¢ka u svozné linky €. 7 [%]

Slozka N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.
Tuk 6 3,68 3,57 3,78 0,086
Bilkoviny 6 3,28 3,21 3,42 0,076
Laktoza 6 4,90 4,85 4,97 0,048
Susina 6 12,62 12,47 12,82 0,128
TPS 6 8,90 8,84 9,00 0,059

Tabulka 11 Zakladni rozbor syrového mléka v zavislosti na case u svozné linky €. 8 [%]

Meésic Tuk Bilkoviny Laktoza Susina TPS
fijen 2012 3,71 3,42 4,9 12,79 9,05
listopad 2012 3,79 3,36 4,88 12,82 8,99
prosinec 2012 3,72 3,34 4,86 12,67 8,92
leden 2013 3,95 3,55 4,89 13,2 9,17
unor 2013 3,7 3,28 4,89 12,66 8,89
btezen 2013 3,71 3,27 4,96 12,71 8,95
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Tabulka 12 Popisna statistika zakladnich sloZzek ml¢ka u svozné linky €. 8 [%]

Slozka N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.
Tuk 6 3,76 3,70 3,95 0,097
Bilkoviny 6 3,37 3,27 3,55 0,104
Laktoza 6 4,90 4,86 4,96 0,034
SuSina 6 12,81 12,66 13,20 0,202
TPS 6 9,00 8,89 9,17 0,102

Tabulka 13 Zakladni rozbor syrového mléka v zavislosti na case u svozné linky €. 9 [%]

Meésic Tuk Bilkoviny Laktoza Susina TPS
fijen 2012 3,6 3,3 4,89 12,56 8,90
listopad 2012 3,86 3,31 4,87 12,82 8,91
prosinec 2012 3,92 3,35 4,86 12,87 8,93
leden 2013 3,7 3,26 4,9 12,63 8,87
unor 2013 3,91 3,33 4,87 12,9 8,92
brezen 2013 4,12 3.4 4,86 13,18 8,98

Tabulka 14 Popisna statistika zakladnich sloZzek ml¢ka u svozné linky €. 9 [%]

Slozka N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.
Tuk 6 3,85 3,60 4,12 0,182
Bilkoviny 6 3,33 3,26 3,40 0,048
Laktoza 6 4,88 4,86 4,90 0,016
SuSina 6 12,83 12,56 13,18 0,220
TPS 6 8,92 8,87 8,98 0,037
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Tabulka 15 Zakladni rozbor syrového mléka v zavislosti na case u svozné linky €. 30 [%]

Meésic Tuk Bilkoviny Laktoza Susina TPS
fijen 2012 4,1 3,42 4,87 13,15 9,03
listopad 2012 4,17 3,41 4,81 13,19 8,97
prosinec 2012 43 3,43 4,78 13,28 8,93
leden 2013 4,09 3,35 4,83 13,06 8,79
unor 2013 4,12 3.4 4,86 13,18 8,98
birezen 2013 4,05 3,42 4,84 13,13 8,99

Tabulka 16 Popisna statistika zdkladnich slozek mléka u svozné linky ¢. 30 [%]

Slozka N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.
Tuk 6 4,14 4,05 4,30 0,088
Bilkoviny 6 3,41 3,35 3,43 0,029
Laktoza 6 4,83 4,78 4,87 0,033
Susina 6 13,17 13,06 13,28 0,073
TPS 6 8,95 8,79 9,03 0,084

Spole¢né vyhodnoceni zakladnich sloZek mléka

Tabulka 17 Souhrnna popisna statistika méteni u vSech svoznych linek [%]

Slozka N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.
Tuk 30 3,87 3,57 4,30 0,196
Bilkoviny 30 3,38 3,21 3,67 0,109
Laktoza 30 4,87 4,77 4,97 0,047
Susina 30 12,90 12,47 13,29 0,254
TPS 30 8,97 8,79 9,19 0,100
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U zadné ze slozek mléka nebyla nalezena souvislost mezi obsahem slozky v zavislosti
na meésici odbéru. Vsechny slozky byly namétfeny v hodnotach odpovidajicich kvalitnimu
syrovému kravskému mléku. Vysledky méfeni a statistické zpracovani jednotlivych svoz-
nych linek je uvedeno v tabulkach 1 — 16, souhrnna statistika vSech méfeni je uvedena
v tabulce 17. Nejvyssi tucnost 4,3 % byla naméfena u svozné linky €. 30, rovnéz nejvyssi
prumérna tucnost 4,14 % za celé obdobi byla u této svozné bio linky. U této jediné linky
zaroven nepoklesla tucnost pod 4,05 % (viz. tab. 16). Bézna primérna tucnost mléka se
pohybuje v rozmezi 3,5 — 4,5 % [6], coz spliuji vSechny odebrané vzorky. Grafické rozlo-

zeni vSech namétenych hodnot tuénosti je zndzornéno na obr. 7.
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Obr. 7 Grafické rozlozeni vSech naméfenych hodnot tu¢nosti

Primérny obsah bilkovin vSech vzorka byl 3,38 + 0,109 %. Nejvyssi obsah bilkovin
3,67 % byl naméten v fijnu u svozné linky ¢. 6 (viz. Tab. 7), coz je hodnota pomérné vy-
soka. Ostatni hodnoty vSech vzorka odpovidaji béZznému obsahu bilkovin v mléce, jejichz
mnozstvi byva uvadéno mezi 3,2 — 3,6 % [19]. Grafické rozlozeni vSech naméfenych hod-

not bilkovin je zndzornéno na obr. 8.
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Obr. 8 Grafické rozloZeni vSech naméfenych hodnot bilkovin

Primérny obsah laktdzy ve vSech namétenych vzorcich byl 4,87 + 0,047 %. MnoZzstvi lak-
tozy bylo vyrovnané vzhledem ke svoznym linkdm i vzhledem k ¢asovému obdobi. Pri-
mérny obsah laktéozy vsyrovém kravském mléce je nejcastéji uvadén v rozmezi
4,7 — 4,8 % [6,8]. Ve studii Hejtmankové se vSak obsah laktozy v kravském mléce pohy-
boval v rozmezi 4,3 — 5,14 % [18]. Nam&fené¢ hodnoty jsou mirné nad uvadénym prime-
rem. Hodnoty naméfené pomoci ptistroje MilkoScan (jeZ pracuje na principu adsorpcni
infraCervené spektrometrie) v laboratofi mlékarny a hodnoty naméfené na novéjSim typu
MilkoScanu v Laboratofi pro rozbor mléka Brno — Tufany, se vSak dlouhodobé shoduji,
tento rozdil nelze tedy pfisuzovat nepiesnosti méteni. Obsah laktdzy vSak nebyva predme-
tem zpenézovani syrového mléka. Grafické rozlozeni vSech naméfenych hodnot laktozy je

znazornéno na obr. 9.
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Obr. 9 Grafické rozloZeni vSech naméfenych hodnot laktozy

Obsah susiny vSech vzorkt byl 12,9 + 0,254 %. Nejvyssi suSina 13,29 % a 13,28 % byla
naméfena u linky €. 6, resp. linky €. 30. Tyto dvé svozné linky zaroven udrzely primérny
12,47 % byl analyzovan u svozné linky ¢. 7 v lednu 2013, v celém obdobi nedosahla suSina
této svozné linky hranice 13 %. Obsah suSiny vsyrovém kravském mléce se uvadi
v pruméru 12,3 — 12,8 % [3,8]. Primér naméfenych hodnot se nachazel mirné nad bézné
uvadénym primérem syrového kravského mléka, pficemz bylo naméifeno 10 hodnot
z celkovych 30, které vykazovaly suSinu vyssi nez 13 %. Tyto hodnoty svéd¢i o vysoké
kvalit¢ analyzovaného mléka a jsou umérné vysSimu obsahu tuku. Grafické rozlozeni

vSech namétenych hodnot celkové susiny je zndzornéno na obr. 10.
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Obr. 10 Grafické rozlozeni vSech namétenych hodnot suSiny

U obsahu tukuprosté susiny dle CSN 570529 je dolni hranice 8,5 % [65] . Praim&my obsah
tukuprosté susSiny ve vSech analyzovanych vzornich byl 8,97 + 0,10 %. Tato hodnota je
pomérné konstantni a pfili§ se neméni ani v €ase, ani v riiznych svoznych linkach. Grafické

rozloZeni v§ech namétenych hodnot tukuprosté susiny je znadzornéno na obr. 11.
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Obr. 11 Grafické rozlozeni vSech namétenych hodnot tukuprosté susiny
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Stanoveni zakladnich slozek mléka pomoci MilkoScanu probihalo v laboratofi mlékarny.
Kontrola ptesnosti je méfeni je provadéna nékolikrat béhem dne pomoci tzv. pilot vzorki
(vzorek mléka o zndmych hodnotéach, konzervovany dichromanem draselnym). Nulovani
piistroje probihd kazdou hodinu pomoci S-6060. Kalibrace pracovniky laboratofe probiha
4 x ro¢né pomoci roztoku FTIR Equalizer. Externi kalibrace probihd jedenkrat ro¢né. Vy-
sledky rozborti lze zaroven nasledné kontrolovat s vysledky Laboratofe pro rozbor mléka —

Brno. Vysledky dlouhodobé prokazuji presnost meieni tohoto piistroje.

Z vysledkl lze posoudit, Ze rozdily mezi jednotlivymi svoznymi linkami a v ramci nékoli-
ka mésicti nejsou pftili§ rozdilné. Celkové l1ze hodnotit nejlépe svoznou linku €. 6 a €. 30
(bio), které po celou dobu vzorkovani vykazovaly nejvyssi hodnoty tuku a bilkovin a tim
la svozna linka &. 7. Zadna naméfena hodnota ze viech méfeni nevykazovala znamky po-
ruSenosti mléka ani jiné znamky nekvalitni suroviny. Tento rozbor neni rozhodujici
pro zpenéZeni mléka, pro zpenézeni se vyuziva jednotlivych stanoveni z odebraného mléka
u prvovyrobce, jez se stanovuje v referencni laboratofi pro rozbor mléka v Brné€. Stanoveni
slozek u jednotlivych svoznych linek je dulezité pro zajisténi, zda byla kvalita zachovana

1 béhem svozu mléka, kdy mohlo dojit k poruseni mléka vinou dopravce.

Norma CSN 570529 uvadi pouze minimalni mnoZstvi tukuprosté susiny 8,5 % hmotnosti,
obsah tuku nejmén& 33,0 g.I'" a obsah bilkovin pro zpendZovani nejméng 28,0 g.I'[65].
Kazda mlékarna ma sviij systém zpenézovani, ve kterém jsou zpravidla pfesné definované
ptiplatky a srazky vzhledem k mlékarnou vhodné stanovenym hodnotdm u jednotlivych

ukazatelu.

Celkovou suSinu mléka tvofi 3 zakladni slozky, jsou to tuk, laktdéza a bilkoviny, dale je
potieba do susiny zahrnout mineralni latky, které se vyskytuji v mléce piiblizn€ v mnozstvi
0,7 — 0,8 %. Tyto slozky se jen malo méni a tvoii celkovou suSinu, proto je lze vyuZzit pro
orientacni vypocet obsahu celkové susiny a tukuprosté susiny, které maji vyznam pro zjis-
téni poruSenosti mléka. Tukuprosta susina (TPS) je pak rozdilem mezi celkovou suSinou

a obsahem tuku. Vztah mezi sloZkami mléka je uveden na obr. 12.
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Obr. 12 Vztah mezi zdkladnimi slozkami mléka

Zpracovani vysledki pomoci absorp¢ni infraervené spektroskopie, je nendrocné na obslu-
hu a pouziti chemikalii. Béhem nékolika minut lze ziskat vysledky nékolika zakladnich
sloZzek mléka, zatim co stanoveni béZnymi metodami, jako je naptiklad stanoveni suSiny
suSenim do konstantni hmotnosti, probihd nékolik hodin. Tim se sniZuji 1 nédklady na jed-
notliva stanoveni. Tento pfistroj je vhodny zejména v laboratotich, kde je tieba analyzovat

velké mnozstvi vzorka béhem kratkého Casu.

7.2  Vysledky chromatografického stanoveni vitaminu D v syrovém

mléce metodou HPLC

Obsah vitaminu D v mléce, byl méfen v péti svoznych linkdch vzdy 1x za mésic v obdobi
fijen 2012 — bfezen 2013. Vysledky jednotlivych méteni svoznych linek jsou uvedeny
v nasledujicich tabulkach 18 - 22.

Doba zmydelnéni byla prodlouzena z ptivodnich 30 minut na 120 minut, protoze ptivodni
cas zmydelnéni se ukazal jako nedostacujici, nebot’ po odpateni rozpoustédla a rozpousténi
odparkt vznikaly ve vzorku kousky nezmydelnéného tuku, zmydelnéni tudiz nebylo kvan-
titativni. Po dal$im prodluzovani ¢asu byl zvolen ¢as zmydelnéni 2 hodiny, kdy se jiz Zad-

né nezmydelnitelné zbytky v rozpusténych odparcich nevyskytovaly.
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Tabulka 18 Obsah vitaminu D u svozné linky €. 6
. mnoZstvi plc?cha koncentrace | _ . obsah . obsah . obs:ah Smeérodatna
mésic vzorku piku [ug.ml'] Vltamn}luD Vltamn}luD Vltamn}luD odchylka
[ml] [mA.V.s] [nel’] [nel’] [nel’]
397,1 0,1604 13,3667
60 13,2292
392,2 0,1571 13,0917
tijen 2012 12,9 0,32
381,7 0,1502 12,5167
60 12,5792
384 0,1517 12,6417
388,5 0,1547 12,8917
60 13,0167
listopad 393 0,1577 13,1417
2012 13,06 0,04
390,3 0,1559 12,9917
60 13,1125
394,7 0,1588 13,2333
394,2 0,1585 13,2083
60 13,3167
prosinec 398,2 0,1611 13,425
2012 12,77 0,54
377 0,147 12,25
60 12,2209
3759 0,1463 12,1917
355.,8 0,1329 11,075
60 11,175
3594 0,1353 11,275
leden 2013 11,48 0,30
366,8 0,1403 11,6917
60 11,7834
370,1 0,1425 11,875
350,7 0,1296 10,8
60 10,9459
356 0,1331 11,0917
unor 2013 10,81 0,13
351,6 0,1302 10,85
60 10,6792
345,5 0,1261 10,5083
359,7 0,1355 11,2917
60 11,475
366,3 0,1399 11,6583
biezen 2013 11,57 0,09
367 0,1404 11,7
60 11,6709
365,9 0,1397 11,6417
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Tabulka 19 Obsah vitaminu D u svozné linky ¢. 7
mnozstvi plocha Koncentrace pramérna . obsah . obsah Smérodatna
mesic vzorku piku [ugml"] koncenq?ce Vltamn}}l D Vltamn}}l D odchylka
[ml] [mA.V.s] [pgml] [nel’] [nel’]
357,2 0,1339 11,1583
60 11,1
355,2 0,1325 11,0417
fijen 2012 11,28 0,17
365 0,1391 11,5917
60 11,4584
360,2 0,1359 11,325
362,7 0,1375 11,4583
60 11,7167
listopad 372 0,1437 11,975 s 002
2012 3673 0,1406 11,7167
60 11,775
369,4 0,142 11,8333
3441 0,1252 10,4333
60 10,375
prosinec 342 0,1238 10,3167
10,17 0,20
2012 341,2 0,1232 10,2667
60 9,9625
330,2 0,1159 9,6583
338,7 0,1216 10,1333
60 10,1625
339.,8 0,1223 10,1917
leden 2013 9,86 0,29
330,1 0,1159 9,6583
60 9,5667
326,8 0,1137 9,475
339,1 0,1219 10,1583
60 10,1333
338,2 0,1213 10,1083
unor 2013 10,12 0,01
336 0,1198 9,9833
60 10,1083
340,6 0,1228 10,2333
337,7 0,1209 10,075
60 10,1459
340,2 0,1226 10,2167
biezen 2013 9,96 0,19
334,1 0,1185 9,875
60 9,7667
330,1 0,1159 9,6583
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Tabulka 20 Obsah vitaminu D u svozné linky ¢. 8
o mnozstvi plc?cha Koncentrace pramérna . obsah . obsah Smérodatna
meésic vzorku piku [ugml"] koncenq?ce Vltamn}}l D Vltamn}}l D odchylka
[ml] [mA.V.s] [pgml] [nel’] [nel’]
359,1 0,1351 11,2583
60 11,0458
3514 0,13 10,8333
fijen 2012 11,07 0,02
360 0,1357 11,3083
60 11,0917
352,1 0,1305 10,875
373,5 0,1447 12,0583
60 11,9125
listopad 368,2 0,1412 11,7667
11,39 0,51
2012 351,2 0,1299 10,825
60 10,875
353 0,1311 10,925
362,4 0,1373 11,4417
60 11,5667
prosinec 366,8 0,1403 11,6917
11,19 0,38
2012 346,3 0,1266 10,55
60 10,8042
355,4 0,1327 11,0583
347,8 0,1276 10,6333
60 10,5583
345 0,1258 10,4833
leden 2013 10,89 0,33
362 0,1371 11,425
60 11,225
354,9 0,1323 11,025
375,4 0,146 12,1667
60 12,0667
371,9 0,1436 11,9667
unor 2013 11,71 0,36
357,1 0,1338 11,15
60 11,3459
364,2 0,1385 11,5417
377,1 0,1471 12,2583
60 12,1333
372,6 0,1441 12,0083
biezen 2013 11,87 0,26
364,9 0,139 11,5833
60 11,6125
366 0,1397 11,6417
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Tabulka 21 Obsah vitaminu D u svozné linky €. 9
mnozstvi plocha Koncentrace pramérna . obsah . obsah Smérodatna
meésic vzorku piku [ugml"] koncenq?ce Vltamn}}l D Vltamn}}l D odchylka
[ml] [mA.V.s] [pgml] [nel’] [nel’]
4447 0,192 16
60 15,7584
436 0,1862 15,5167
fijen 2012 15,54 0,21
433,9 0,1848 15,4
60 15,3209
430,9 0,1829 15,2417
420,7 0,1761 14,675
60 14,9667
listopad 431,2 0,1831 15,2583 506 000
2012 430,7 0,1827 15,225
60 15,1625
428 4 0,1812 15,1
394,2 0,1585 13,2083
60 13,3167
prosinec 398,2 0,1611 13,425
13,67 0,35
2012 412,4 0,1706 14,2167
60 14,0292
405,7 0,1661 13,8417
388,7 0,1548 12,9
60 13,1375
397,2 0,1605 13,375
leden 2013 13,37 0,23
402,1 0,1637 13,6417
60 13,6084
400,9 0,1629 13,575
406,2 0,1664 13,8667
60 14,0209
411,7 0,1701 14,175
unor 2013 14,19 0,16
412 0,1703 14,1917
60 14,3584
418,1 0,1743 14,525
399,2 0,1618 13,4833
60 13,65
405,3 0,1658 13,8167
biezen 2013 13,74 0,08
402,8 0,1642 13,6833
60 13,825
408 0,1676 13,9667
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Tabulka 22 Obsah vitaminu D u svozné linky ¢. 30
mnozstvi plocha Koncentrace pramérna . obs_ah . obs_ah Smérodatna
mesic vzorku piku [ugml'] koncentli'cllce Vltamn}}l D Vltamn}}l D odchylka
[ml] [mA.V.s] [pgml] [nel’] [nel’]
428.3 0,1811 15,0917
60 15,1625
430,8 0,1828 15,2333
fijen 2012 14,84 0,32
416 0,173 14,4167
60 14,5209
419,8 0,1755 14,625
373,1 0,1444 12,0333
60 12,1375
listopad 376,8 0,1469 12,2417
12,11 0,02
2012 3715 0,1434 11,95
60 12,0834
376,4 0,1466 12,2167
368 0,1411 11,7583
60 11,625
prosinec 363,2 0,1379 11,4917
11,41 0,21
2012 3554 0,1327 11,0583
60 11,1917
360,2 0,1359 11,325
363,9 0,1383 11,525
60 11,2792
355 0,1324 11,0333
leden 2013 11,43 0,15
367.8 0,1409 11,7417
60 11,5834
362,1 0,1371 11,425
372,2 0,1438 11,9833
60 11,8958
369 0,1417 11,8083
unor 2013 11,83 0,06
367,1 0,1405 11,7083
60 11,7583
368.,9 0,1417 11,8083
370,2 0,1425 11,875
60 11,9709
373,7 0,1448 12,0667
biezen 2013 11,64 0,33
360,1 0,1358 11,3167
60 11,3084
359.,8 0,1356 11,3
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Obsah vitaminu D [pg.l'1] v zavislosti na case
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Obr. 13 Obsah vitaminu D v mléce dle jednotlivych svoznych linek

Tabulka 23 Souhrnné popisné statistiky obsahu vitaminu D dle jednotlivych linek [pg.l’1]

linka N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.
linka ¢&. 6 6 12,10 10,81 13,06 0,932
linka ¢&. 7 6 10,52 9,86 11,75 0,790
linka. ¢ 8 6 11,35 10,89 11,87 0,379
linka ¢&. 9 6 14,26 13,37 15,54 0,860
linka ¢. 30 6 12,21 11,41 14,84 1,315

Vzijemné porovnani obsahu vitaminu D u jednotlivych svoznych linek je znidzornéno

na obr. 13 a souhrnné statistiky v tabulce 23. Z vySe uvedenych vysledkii je patrné, Ze

dlouhodobé¢ nejvyssi obsah vitaminu D byl analyzovan u linky €. 9 v primérném mnozstvi

14,26 + 0,860 [pg.l’1] (viz. tab. 23). U této linky byla také naméfena nejvyssi hodnota vi-
taminu D 15,54 + 0,21 [pg.l'1], a to viijnu 2012 (viz. tabulka 21). Tato linka obsahovala

cast mléka dojnic, kterym je umoznén celoro¢ni venkovni vybéh. Slune¢ni zafeni umoziu-
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je syntézu vitaminu D a tim 1 vyS$§i hodnoty vitaminu D v mléce, které¢ byvaji u dojnic
s venkovnim vybéhem v letnim obdobi vys$i nez v zimnim obdobi [71,72]. Naopak nejniz-
$1 mnozstvi vitaminu D 9,86 + 0,29 [pg.l’1] bylo naméfeno u linky ¢. 7. U linky €. 30 (bio)
byla v fijnu namétena jesté vyssi hodnota 14,84 + 0,32 [pg.l’1] (v tijnu se jesté pii pckném
pocasi dojnice pasou, pozdé&ji jsou jiz jen v uzavieném stani), avSak v nasledujicich mési-
cich jiz byla hodnota srovnatelna s hodnotami z ostatnich linek. Vhodnéjsi porovnani bio
mléka ve srovnani s béznym mlékem by bylo tfeba uskutecnit v letnim obdobi, kdy jsou
dojnice z biofarem na pastvach. V zimnim obdobi lze fici, Ze mezi obsahem vitaminu D
v bézném mléce a v mléce bio nebyly na hladiné vyznamnosti 0,05 shledany vyznamné

rozdily.

Tabulka 24 Souhrnné popisné statistiky obsahu vitaminu D v danych mésicich [ pg.l’1]

mesic N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.
fijen 2012 5 13,13 11,07 15,54 2,028
listopad 2012 5 12,67 11,39 15,06 1,472
prosinec 2012 5 11,84 10,17 13,67 1,379
leden 2013 5 11,41 9,86 13,37 1,277
unor 2013 5 11,73 10,12 14,19 1,541
btezen 2013 5 11,76 9,96 13,74 1,344

Z hlediska €asového (viz. tabulka 24) byla nejvyssi primérnd hodnota namétena v fijnu a

nasledné v listopadu, v dalSich mésicich jiz byly hodnoty srovnatelné.

Tabulka 25 Souhrnné statistiky mnozstvi vitaminu D v syrovém kravském mléce [pg.I"]

N platnych Primeér Minimum Maximum Sm. odch.

obsah vitaminu

: 12 15,54 1,51
D [ugl'] 30 ,09 9,86 5,5 519

Naméfené primérné mnozstvi vitaminu D vsyrovém kravském mléce bylo
12,09 + 1,519 [pg.l’1], toto mnozstvi je vSak o néco vyssi, nez je uvadéno v odbornych
literaturach a clancich. Statistické zpracovani uvadi tabulka 25. Hodnota vitaminu D

v syrovém kravském mléce by se méla pohybovat v rozmezi 0,5 — 10 j,tg.l'1 [39,73].
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Stanoveni vitaminu D metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie v syrovém mléku
v pribéhu 6 mésict prokéazalo vyssi hodnoty tohoto vitaminu pouze v mésici fijnu oproti
jinym meésicam. Tento vysledek lze ptiCist pfedevS§im svoznym linkam ¢. 30 (bio), kde
byly dojnice jesté Cast mésice na pastvé a svozné lince €. 9, kde Cast mléka pochazela
od dojnic, kterym je umoznén pohyb na volném prostranstvi. Diky tomu Ize doporucit,

pro zvySeni obsahu vitaminu D v mléce, pobyt dojnic na pfimém slune¢nim zafeni.

Celkové stanoveni touto metodou je pomérné narocné, zmydelnéni bylo provedeno
1,9 mol.dm™ etanolickym roztokem KOH. Zmydeln&ni po 30 minutach neprobihalo zcela
optimalng, proto byl ¢as prodlouzen aZ na 2 hodiny, protoZe vzorek nebyl dostatecné zmy-
delnén. V diplomové praci Vanda Stranskd uvedla, Ze vysledky méfeni po zmydelnéni
1,9 mol.dm™ a 3,8 mol.dm™ neptineslo rozdilné vysledky [70]. Norma pro stanoveni vita-
minu D metodou HPLC v potravinach CSN EN 12821 (560047) uvadi moznosti zmydel-
néni pomoci KOH v rozmezi koncentrace piiblizng 1,3 — 1,5 mol.dm™ [74]. Michal Dousa
vSak uvadi koncentrace alkalického roztoku KOH az 40 - 50 hm. % (coz odpovida piibliz-
né 7,5 — 10 mol.dm™) [38]. Tato koncentrace, popiipadé zvyseni zmydeliiovaci teploty, by
celou pfipravu znaéné urychlilo. Extrakce probihala pomoci n-hexanu, kdy dochazelo
k optimalnimu rozdéleni obou vrstev. Po odpateni rozpoustédla a rozpusténi v metanolu

nasledovala HPLC analyza.

Chromatogram cholekalciferolu ve vzorku, po pfidani standardu je zndzornén na obr. 14.

Obr. 15 znazoriiuje chromatogram z lednového vzorku svozné linky €. 6.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

68

[ERDatafile: 25tDE_vzorek _11.3_RB6_01_345%.unt

UV (210 Onen] *1.000 0¥ (230 Onem): *1.000 IV (254 Onenf *1.000 ¥ (280 Onej: *1.000

=0l

Intens.
)
400
5
H
g
H
i
a1 ¢
E
g
§
£
‘ .
cholekalciferol
20 i
H
g
g
3
§
% o
£ 2 I
8 g £ A
! .
£ H i s g
E 2 4
: g ; 2 %?é ! £
100 ¢ 3 iR M
) i L oToghler £
R E iF o 3et o f 2 i 2 g
FoEs B ominllEe 3 2 i £
i < & 3 @ hskilise F B H ERE] A £ ¢
AgE s Y ErdllE® s i Ei i £ g
g fa 5l s Y £ I\ = g
2 i g e EE £ L fal £ a
- - E £ Nt £
A g2 AARE . N g §
\ ; g g £ ¢
\ ; : ;o :
U L An | pay L e /A L
nn 0 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 Tirne [min]

K Cholekalciferol
0 \E £ :
L
i;/l‘i
LI 00 25 5.0 75 100 125 150

=TS [Emeiiie

T [EFpataiie)

=T

Obr. 15 Chromatogram svozné linky €. 6 - leden



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

7.3  Vysledky méreni kalibra¢ni kiivky pro chromatografické stano-

veni vitaminu D metodou HPLC

Na zakladé¢ méfeni standardu a vzorku po ptidani standardniho ptfidavku cholekalciferolu
byl identifikovan reten¢ni ¢as vitaminu D 14,56 min., vinova délka detekce byla 254 nm.
Vyhodnoceni probihalo pomoci software Hystare-Post processing, kde probihala integrace
jednotlivych ploch pikii. Odectené plochy piki [mA.V.s] byly dosazeny do rovnice regrese
kalibra&ni kiivky a byl vypo&ten obsah vitaminu D v pg.I"".

Tabulka 26 Vysledky méfeni kalibracni fady

Koncentrace | 0,2 [pg.ml™] | 0,5 [ug.ml™] | 1,0 [ug.ml"] | 2,0 [ng.mI"] | 5,0 [ug.ml™]
Mgfeni 1. 456,76 890,61 1806,11 3257,27 7605,42
[m.A.V.s]
Mgfeni 2. 471,76 899,29 1796,67 3259,56 7612,48
[M.A.V.s]
Méfeni 3. 452,73 884,2 1787,42 3270,61 7627,42
[M.A.V.s]

Pramér 1-3. 460,41 891,36 1796,73 3262,48 7615,10
[M.A.V.s]

Vysledek byl piepocitan pomoci rovnice regrese (viz. obr. 16), kterda méla tvar

y = 1504,8x + 155,74.
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Obr. 16 Kalibra¢ni ktivka cholekalciferolu v metanolu
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo popsat chemické slozeni syrového kravského mléka, popis

principu kapalinové chromatografie, stanoveni vitaminu D a stanoveni zakladnich slozek

mléka v syrovém kravském mléce u péti svoznych linek v prab&hu Sesti mésicu.

Stanoveni zakladnich slozek mléka bylo provedeno na principu absorpéni infracervené
spektrometrie na ptistroji MilkoScan FT 120 danské firmy Foss electric. Na rozdil od sta-
noveni vitaminu D, nepotiebuji vzorky téméf zadnou ptipravu. Vzorky byly pouze vytem-
perovany na 42 °C, promichdny otacenim a vlozeny do sampleru. Piistroj pracoval zcela

samostatné a vysledky byly ode¢teny na monitoru za pouziti softwaru Windows Menu bar.

Vysledky stanoveni zakladnich slozek mléka byly uvedeny v ¢asti 7.1. VSechny zkouSené
vzorky vykazovaly vysledky vrozmezi béZného sloZzeni mléka. Nebyly shleddny zadné
extrémni hodnoty, které by naznacovaly poruSenost mléka. Nejlepsi vysledky sloZeni byly
zaznamenany u svozné linky €. 6 a linky €. 30, jez vykazovaly nejvyssi hodnoty celkové
Z celkovych vysledki méfeni byly vypocitany prumérné hodnoty tuku 3,87 £ 0,196 %,
bilkovin 3,38 + 0,109 %, laktozy 4,87 + 0,047 %, celkové suSiny 12,9 + 0,254 % a tu-
kuprosté susiny 8,97 + 0,100 %.

Stanoveni vitaminu D v mléce je sloZité na pfipravu vzorku a Casoveé ndrocné. Piiprava
vzorku spocivala ve zmydelnéni za tepla a extrakci nepolarnim rozpoustédlem, dale
v odstranéni rozpoustédla a rozpusténi odparkli v polarnim rozpoustédle a piefiltrovani

do vialek, které jsou ndsledné pouzity k HPLC analyze.

Ke zmydelnéni mléka bylo pouzito 1,9 mol.dm™ etanolického roztoku KOH po dobu 120
minut pii 60 °C vultrazvukové lazni. Zmydelnéni probihalo vtmavych I€kovkach
s ptidavkem kyseliny askorbové, aby bylo zabranéno oxidaci vitaminu D. K extrakci bylo
pouzito n-hexanu, extrakce probihala dvakrat, nejdiive se 30 ml a podruhé se 20 ml
n-hexanu. Po odpateni rozpoustédla byly odparky rozpustény v 5 ml metanou a priefiltro-
vany pies nylonovy filtr (13 mm x 0,45 mm) do vialek, ze kterych je autosamplerem ode-

biran vzorek pro vlastni separaci.

Vlastni analyza probihala na vysoceti¢inném chromatografu firmy Dionex Ultimate 3000.
Byla pouzita mobilni fize metanol : voda v poméru 95 : 5. K analyze byla vyuzita izokra-

ticka eluce. Prittok mobilni faze byl nastaven na 1 mL.min™. K separaci slozek bylo vyuZito
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kolony s reverzni fazi Discovery Cis (velikost Castic 5 um, primér 4,6 mm, délka 25 cm).
Vysledky byly odeteny za pouziti software Hystare — Post processing. Reten¢ni Cas vita-
minu D byl vyhodnocen v ¢ase 14,56 min. Detektor DAD UV-VIS byl nastaven na méfeni

pti vlnové délce 254 nm.

Vysledky méfeni vitaminu D byly zndzornény formou tabulek a obrazk v Casti 7.2.
Po celou dobu méfeni vykazovala nejvyssi hodnoty vitaminu D svozna linka €. 9, jejiz
aritmeticky pramér Sesti stanoveni byl 14,26 + 0,860 pg.I". Celkovy pramér viech stano-

veni vitaminu D byl 12,09 + 1,519 pg.I".

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena na zaklad¢ kalibra¢ni fady roztoka cholekalciferolu
o koncentracich 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 ug.ml'l. Jako standard byl pouzit cholekalciferol,
ktery byl rozpustén v metanolu. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy

piku na koncentraci cholekalciferolu.

Zavérem lze konstatovat, ze v dne$ni dob¢ zaujimaji moderni instrumentalni metody neza-
stupitelnou roli v chemickych analyzach. Jejich citlivost umoziiuje stanovit i stopové
mnozstvi analyzovanych latek. Jejich vysoké potizovaci ndklady kompenzuji nizké nakla-

dy na personal, chemicka Cinidla, rychlost a ptresnost stanoveni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BHT
CPM
DAD
DHA
EPA
FAD
FMN
GC

GC - MS

HPTLC

HPLC

IR
KTJ
LC
MK
NAD"
NADP"
NP
PTH
RID

RIL

Butylhydroxidtoluen

Celkovy pocet mikroorganismi

Detektor diodového pole

Dokosahexaenova kyselina
Eikosapentaenova kyselina
Flavinadenindinukleotid
Flavinmononukleotid

Gas chromatography - Plynova chromatografie
Plynova chromatografie s hmotnostni detekci
High Thin Layer Liquid Chromatography
Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
High-Performance Liquid Chromatography
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Infrared - infacervené

Kolonie tvoftici jednotky

Kapalinova chromatografie

Mastné kyseliny
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidfostat

Normal Phase — normalni faze

Parathormon

Refractive Index Detector — Refraktometricky detektor
Rezidua inhibi¢nich latek

Reverse phase - obracena faze
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SPE

SOM

TLC

TPS

THC

UV

UHT

Solid Phase Extraction — extrakce na tuh¢ fazi

Pocet somatickych bun&k

Thin Layer Chromatography — tenkovrstva chromatografie
Tukuprosta suSina

Tetrahydrofolat

Ultraviolet - ultrafialové

Ultra High Temerature — vysoka teplota
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