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ABSTRAKT

Diplomova prace je vénovana moznostem vyuziti metody luminiscen¢ni spektroskopie pro
sledovani zmén mléka a mléEného tuku béhem zahievu. Teoreticka Cast prace je vénovana
popisu chemického slozeni mléka a mlééného tuku, zménam jejich chemického slozeni

v prubehu tepelného zahievu a obecné charakteristice luminiscencni spektroskopie.

Prakticka Cast je orientovana na naméteni luminiscencnich spekter mlééného tuku a mléka
s riznou tucnosti, zachyceni a vyhodnoceni jejich zmén v zavislosti na teploté a délce za-
hievu vzorkl. U vzorki mlééného tuku byly vyhodnocovany piky s emisi pfi vinové délce
410 nm a 525 nm s pouzitim excitacni vinové délky 315 nm. U sledovanych pika byla za-
znamenana vyznamna zména intenzity luminiscence v intervalu 120-140 °C, ktery odpovi-
da hodnotadm koufového bodu masla. U vzorkli mléka byla interpretace vysledkl ztiZena
jeho viceslozkovou strukturou poskytujici Siroké prekryvajici se fluorescencni pasy. Byl
hodnocen pik s emisi 345 nm pfi pouziti excitacni vinové délky 280 nm, ktery vykazoval

s rostouci teplotou pokles intenzity emise.

Klicova slova: mléko, mlécny tuk, luminiscencni spektroskopie, lumifory, emisni spektrum

ABSTRACT

This thesis deals with the possibilities of using the luminescence spectroscopy method for
monitoring of milk and milk fat changes during heating. The theoretical part of the thesis is
a summary description of chemical composition of milk and milk fat, changes in their
chemical composition during the thermal heating and also the general characteristics of

luminescence spectroscopy.

The practical part of the thesis is focused on the measurement of milk fat luminiscence in
milk samples with different fat content; interception and evaluation of changes depending
on the temperature and time of sample heating. For milk fat samples, peaks at 410 nm and
525 nm were observed using an excitation wavelength of 315 nm. For these specific peaks,

a significant change in luminescence intensity was observed when the temperature of



samples was within the range of 120 — 140°C, which corresponds to the smoke point of
butter. But there was a difficulty in interpretation of the milk samples results, caused by
milk multicomponent structure providing broad overlapping fluorescent bandwidths. Using
an excitation wavelength of 280 nm, a specific 345 nm peak was evaluated; and it was

found out, that increasing temperature causes emission intensity decrease.

Keywords: milk, milk fat, luminescence spectroscopy, lumifors, emission spectrum
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UvVOD

V soucasné dob¢ existuje na trhu stale se rozsifujici nabidka rozmanitych mléénych vyrob-
kt. V souvislosti s timto trendem vSak zaroven dochazi k nezadoucimu nahrazovani jejich
slozek napf. rostlinnymi tuky, bilkovinami a dal§imi piisadami. Vzhledem k této situaci
vzrista potfeba nalezeni vhodnych metod pro analyzu chemického slozeni, respektive kon-

trolu kvality mléénych vyrobkii s dirazem na rychlost a Setrnost téchto metod.

Klasické metody mikrobiologické a chemické analyzy mléka poskytuji presné a objektivni
vysledky, jejich zasadni nevyhodou vsak zlstdva ¢asova narocnost analyzy a nutnost che-

mickych uprav vzorkd, tudiz jejich znehodnoceni.

Vzhledem k témto skutecnostem se jevi pouziti optickych metod jako vhodnd alternativa
ke klasickym postuplim analyzy. Fluorescenéni spektroskopie je rychld a nedestruktivni
technika, jejiz pomoci lze ziskat informace o nejriznéjSich zménach ve slozeni mléka a
mlécnych vyrobku.

Tato prace se zabyva vyuZzitim fluorescencni spektroskopie k detekci stupné tepelného
oSetfeni mléka a mlécného tuku. Teoreticka ¢ast popisuje chemické slozeni mléka a mléc-
ného tuku, jeho zmény zplisobené tepelnym osetfenim a objasnénim principd luminiscen-

¢ni spektroskopie. Praktickd ¢ast prace se zabyvd naméfenim luminiscencnich spekter a

sledovanim jejich zmén v zévislosti na teploté a dobé zahtevu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA MLEKA A MLECNEHO TUKU

Z fyziologického hlediska 1ze mléko definovat jako tekuty sekret mlécné Zlazy samic sav-

cu, ktery primarné slouzi jako zdroj vyzivy mlad’at [1,2].

Na zéklad¢ poméru zastoupeni kaseinovych a syrovatkovych bilkovin 1ze mléka délit na
kaseinova a albuminova. Majoritni skupina savcil v ptirodé produkuje mléka albuminova,
avSak pro potravinarské vyuziti maji nepochybné vétsi vyznam mléka kaseinova, mezi

ktera patii zejména mléko kravské, ov¢i nebo kozi [1,2].

Mléka produkovana v pribeéhu laktacni periody zvifat maji riznorodé chemické slozeni a
vlastnosti. Na zaklad¢ téchto charakteristik je mozné rozd¢lit je na mléka nezrald, ke kte-
rym se fadi pfedev§im mlezivo — sekret bohaty na sérové bilkoviny (zejména imunoglobu-
liny) slouzici k vyzivé mlad’at v prvnich dnech po porodu — a mléka zrala s typickym che-

mickym slozenim a vlastnostmi [1,2].

1.1 Chemické sloZzeni kravského mléka

Chemické slozeni kravského mléka je podminéno mnozstvim faktort, ke kterym lze zara-
dit naptiklad plemeno skotu, genetickou vybavu, prostiedi, druh krmiva, zdravotni stav,

sezonnost, geografickou piislusnost a fadu dalSich [1,2,3.,4].
Prumérné slozeni kravského mléka lze definovat takto:

- voda 86,0 — 88,0 %
- suS$ina 12,0 — 14,0 %

- obsah dusikatych latek 3,1 — 3,8 %
- obsah tuku 3,5 -5,5%
- obsah laktézy 4,5 — 5,0 %

- mineralni latky, vitaminy, hormony, enzymy a dalsi [1].

1.1.1 MIlécné proteiny

Proteiny jsou vysokomolekularni latky (biopolymery), které jsou tvofeny polypeptidovymi

fetézci. Jsou nejkomplexnéjsi slozkou mléka a urcuji jeho nutriéni hodnotu. Mlécéné pro-
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teiny lze na zakladég jejich rozpustnosti v izoelektrickém bodé kaseinu (pii pH 4,6) roz¢le-

nit na proteiny kaseinové a syrovatkové [1,5,6].
Kaseiny

Kaseinové bilkoviny tvoii ptiblizné 80 % cistych bilkovin mléka. Jednd se o komplex fos-

foproteinti. Pii pH 4,6 se kaseinové bilkoviny srazi. Radi se k nim tyto zakladni frakce:

- o4 — kasein
- o ¢ —kasein
- P —kasein

- Kk —Xkasein

Biologické funkce kaseinl jsou uréovany jejich slozenim, pruznou konformaci a tim jak
mezi sebou tyto polypeptidové fetézce interaguji. Tyto faktory rovnéz rozhoduji o tom, jak
se kaseiny chovaji pfi vyrobé mlécnych vyrobkil nebo jakym zplisobem je lze pouZzit jako
funk¢ni slozky v jinych potravinach. Kaseiny se v mléce pfi teplotach nad 5 °C shlukuji do
komplexti v pfitomnosti koloidniho fosfore¢nanu vapenatého za pomoci vodikovych vazeb

a elektrostatickych interakci [1,6,7]. Na obrazku 1 je mozné pozorovat ukdzku takového

komplexu - tzv. kaseinové micely.

Obrazek 1: Zobrazeni kaseinové micely elektronovym rastrovym mikroskopem (meéritko

200 nm) [8]
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Syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové (sérové) bilkoviny jsou zastoupeny v bilkoviné mléka ptiblizné dvaceti pro-
centy. Na rozdil od kaseinii neobsahuji atomy fosforu, které maji dtleZitou roli pti srazeni
mléka. Z tohoto divodu sérové bilkoviny zlstdvaji po vysraZeni mléka v syrovatce

[1,2,5,9].
Mezi syrovatkové bilkoviny se fadi:

- a— laktalbumin

- B —laktoglobulin
- imunoglobuliny
- sérovy albumin

- transferin

- laktoferin

- proteozo — peptony [1].

V tabulce 1 je uvedeno zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakei v mléku i v samotném

proteinu.

Tabulka 1: Zastoupeni bilkovinnych frakci v mléku [10]

Protein obsah v g kg™ mléka obsah v g.100g" proteinu
celkovy kasein 26 78,3
a1-kasein 10,7 32
0sz-kasein 2,8 8.4
B-kasein 8,6 26
k-kasein 3,1 9,3
v-kasein 0,8 2.4
syrovatkove bilkoviny 6,3 19
p-laktoglobulin 3,2 9,8
a-laktalbumin 1,2 3,7
sérovy albumin 0,4 1,2
proteozo-pepton 0,8 2,4
Imunoglobuliny 0,8 2,4
IgG,, IgG, 0,65 1,8
IgA 0,14 0,4
IgM 0,05 0,2
minoritni proteiny 0,9 2,7
Laktoferin 0,1

proteiny membran tuko- 0,7 2,0
vych kuli¢ek
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1.1.2 Sacharidy

Hlavnim sacharidem v mléce je redukujici sacharid laktéza. Tento disacharid slozeny
z D-galaktozy a D-glukézy spojenych B 1-4 glykosidickou vazbou, ¢asto také oznaCovany
jako mlécny cukr, ma v mléce fadu vyznamnych funkci. V prvni fad¢ slouzi jako zdroj
energie, mléko ma diky nému charakteristickou sladkou chut’ a ovliviiuje senzorické vlast-

nosti fady mlé¢nych vyrobki [1,2,3,5].

Laktéza se v mléce vyskytuje ve dvou izomernich formach alfa a beta, které jsou ve vza-
jemné rovnovaze. Pro lepsi stravitelnost je v travicim traktu hydrolyzovdna enzymem
3 -galaktozidazou (viz Obr. 2) zndmou rovnéz jako laktaza. Pti deficitu laktazy dochézi ke

vzniku laktézové intolerance [1,5].

laktoza
CHxOH glukbéza
cHoH AoH e
on H galaktéza
- H A A oH
o Q| CHaOH H
H H OH OH
OH ! OH H
H | B-galaktozidiza oHA OH | o
H OH o H
H H
D-galaktoza-(p 1—4)-D-glukdza
H OH

Obrazek 2: Stépeni laktézy 3-galaktoziddazou [11]

Kromé laktézy obsahuje mléko menSinové mnozstvi monosacharidl, jako jsou:
D-galaktoza, D-gluk6za, D-fruktéza, deoxycukr napf. L-fukdéza, aminocukri:
D-glukosamin, D-galaktosamin, kyselina neuraminova, a rovnéz rizné oligosacharidy fun-

gujici jako prebiotika [1,2,12].

1.1.3 Vitaminy

Primarni funkci vitaminti obsazenych v mléku je zajiSténi optimalniho rastu a funkce me-
tabolismu u mlad’at. Tyto nizkomolekuldrni latky ptsobi jako katalyzatory biochemickych

reakci organismu a napomahaji regulaci metabolismu [1,2,5,12].
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Vitaminy se déli do dvou zdkladnich skupin na zaklad¢ svych fyzikdlnich vlastnosti - na
vitaminy rozpustné v tucich, které jsou soucasti tukovych kulicek a vitaminy rozpustné ve
vod¢. V mléku jsou v riznych koncentracich zastoupeny obé skupiny vitamind, jejich kon-

krétni koncentrace v mléku pfiblizuje tabulka 2 [1,2,3,5,12].

Tabulka 2: Koncentrace jednotlivych vitamint v mléku [12]

vitamin chemicky nazev koncentrace pfitomnost
v mléce kg v mléce
A Retinol 0,7-1,3 mg Tuk
B; Thiamin 0,5 mg Sérum
B, Riboflavin 1,8 mg Sérum
B; Niacin 8 mg Plasma
Bs kys. pantothenova 3,5 mg Sérum
Bs Pyridoxin 0,5 mg Sérum
B Biotin 20-40 pg Sérum
Bo kyselina listova 50-60 pg Protein
B, kobalamin 4,5 ug Protein
C kyselina askorbova 10-25 mg Sérum
D kalciferoly 0,1-0,8 ng Tuk
E tokoferoly 1-1,5mg Tuk
K menachinon 10-50 pg Tuk

1.1.4 Mineralni latky

Mineralnimi latkami se rozumi anorganické prvky. Podle mnoZzstvi v potraviné se déli na
makrobiogenni, jejichz mnozstvi v potraviné Ize vyjadfit ve stovkéach az tisicich mg/kg,
mikrobiogenni, vyskytujici se v desitkdch mg/kg a stopové, jejichz mnozstvi Ize vyjadrit
v mg/kg ¢i méné. Na zaklad¢ fyziologického vyznamu lze mineralni latky rozlisit na prvky
esencialni, jez jsou dulezité pro zajisténi biologickych funkci organismu, neesencialni a
toxické. V mléku se mineralni latky vyskytuji vétSinou ve forme soli, v koloidni forme, v
pravém roztoku nebo navazany na dalsi slozky mléka. Ve vétSim mnozstvi 1ze zaznamenat
obsah vapniku, sodiku, hot¢iku, drasliku ¢i fosforu. Minoritnimi mineralnimi slozkami
jsou napt. zelezo, zinek, selen. Lidsky organismus dokdze velmi dobte absorbovat mine-

ralni latky obsazené v mléku a to predevsim véapnik [1,2,3,5,12,13].

1.1.5 Enzymy

Enzymy jsou rovnéZz fazeny k minoritnim slozkdm mléka. Jedna se o makromolekularni

bilkovinné latky, jejichz hlavni funkci je katalytickd aktivita potfebna pro fadu biochemic-
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kych reakei. V kravském mléce se nachazi rozsahld skupina piiblizné 100 nejriznéjsich
enzym, které jsou obsazeny ve velmi nizké koncentraci. Tyto enzymy se déli na dvé za-
kladni skupiny — enzymy nativni a enzymy mikrobidlni. Vyskyt mikrobidlnich enzymu
v mléce zpravidla ukazuje na sekundarni kontaminaci a je v mléce nezadouci pro mozny
negativni vliv na vyslednou kvalitu mléénych vyrobkli. Nativni enzymy jsou vazany na
ruzné slozky mléka, pfipadné se vyskytuji volné¢ v mlé€ném séru. VéEtSina enzymil nema
pro zpracovani mléka zasadni vyznam, vyjimkou jsou enzymy pisobici jako pfirozena
antimikrobialni ochrana, napt. lysozym, pfipadné enzymy slouzici jako ukazatele sprav-

nosti tepelného oSetfeni mléka (alkalicka fosfataza) [1,2,12].

1.2 Chemické slozeni mlééného tuku

Lipidy lze obecné charakterizovat jako organické slouceniny rostlinného ¢i ZivociSného
puvodu zahrnujici ve své struktufe esterové vazané mastné kyseliny s minimalnim poctem
¢tyt uhlikti v molekule, jejichz spoleénym znakem je nepolarni charakter. Z nutri¢niho
hlediska jsou lipidy vyznamnou slozkou potravin ovliviiyjici zdravy vyvoj a ¢innost lid-
ského organismu. Dulezitou soucasti mlééného tuku je obsah doprovodnych latek, napf.
antioxidantl ¢i vitaminll a rovnéz esencialnich mastnych kyselin, zejména kyseliny linolo-
vé. Obsah a sloZeni tuku v mléce je velmi variabilni a je ovlivnéno fadou vnéjSich 1 vniti-

nich faktora [5,12,14].
Na zaklad& chemického slozeni se lipidy fadi do Etyt zakladnich skupin:

- Homolipidy

- Heterolipidy

- Komplexni lipidy

- Doprovodné latky lipidi

Homolipidy, nebo také jednoduché lipidy, jsou estery mastnych kyselin a alkohold. Napro-
ti tomu heterolipidy obsahuji mimo mastné kyseliny a alkoholu dalsi slouceniny vézané
kovalentni vazbou. V komplexnich lipidech se vyskytuji mimo kovalentni vazby rovnéz

vazby vodikové ¢i hydrofobni interakce [5,14].
V kravském mléce tvoii prevaznou cast (97 — 98 %) homolipidy. Nejzakladné;si slozku
lipidi kravského mléka tvofi triacylglyceroly — estery mastnych kyselin a glycerolu. V

mensi mife se vyskytuji rovnéz diacylglyceroly a monoacylglyceroly [1,2,12].
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V mensi mife jsou zastoupeny heterolipidy a dalsi elementy: volné mastné kyseliny, cho-
lesterol, estery cholesterolu, fosfolipidy, vitaminy rozpustné v tucich, karotenoidy, laktony

[1,2,12].

1.2.1 Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou slouceniny, jejichz zékladni slozku tvoii glycerol, na ktery jsou va-
zany esterovou vazbou tfi mastné kyseliny (viz Obr. 3). Tyto navazané kyseliny se mohou

vyskytovat v riznych kombinacich. Mohou byt v§echny stejné, nebo rtizné [5,12].

I
H,C—OH H,C—O———cC R
]
O
HC—OH HC O C R
HO—C—R ﬁ
H.C—OH H,C—O——C—R
glvcerol mastna kyselina triacylglycerol

Obrdazek 3: Obecny vzorec triacylglycerolu [15]

1.2.2 Mastné kyseliny

MIécny tuk obsahuje Siroké spektrum mastnych kyselin, vétSina z nich se vSak vyskytuje
pouze ve stopovych koncentracich. V tabulce 3 je uvedeno zastoupeni vybranych mastnych
kyselin v mlééném tuku. VéEtSinove jsou v mlééném tuku zastoupeny nasycené mastné Ky-
seliny (nejvice kyselina palmitova), Typickym znakem mlécného tuku u piezvykavci je
vysoky obsah mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které dodavaji mléku typickou chut’ a

viini [2,12,16].
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Tabulka 3: Obsah mastnych kyselin v mlééném tuku [12]

mastné kyseliny mastna kyselina mastna kyselina kravské mléko
trivialni nazev systematicky nazev [mg/g mlécného
tuku]

nasycené

C4:0 maselna butanova 3,7

C6:0 kapronova hexanova 2,4

C8:0 kaprylova oktanova 1,5

C10:0 kaprinova dekanova 3,2

C12:0 laurova dodekanova 3,6

C14:0 myristova tetradekanova 11,1

C16:0 palmitova hexadekanova 28,3

C18:0 stearova oktadekanova 11,8

nenasycené

monoenove

C14:1n-5 myristoolejova 9-cis-tetradecenova 0,9

C16:1n-7 palmitoolejova 9-cis-hexadecenova 1,6

C18:1n-9 olejova 9-cis-oktadecenova 18,8

C18:1n-9 elaidova 9-trans-oktadecenova

C18:1n-7 vakcenova 4,2

nenasycené

polyenové

rada n-6

C18:2n-6 linolova 9-cis-,12-cis- 0,9-3,7
oktadekadienova

C18:3n-6 y-linolenova 6,9,12—-all-cis- 0,1-1,4
oktadekatrienova

C20:4n-6 arachidonova 5,8,11,14-all-cis- 0,8-3,0
eikosatetraenova

rada n-3

C18:3n-3 a-linolenova 9,12,15-all-cis- 0,4-0,6
oktadekatrienova

1.2.3 Fosfolipidy

Ackoliv fosfolipidy predstavuji méné nez 1% celkovych lipidd, maji dileZitou roli. Obsa-
huji esterové vazanou kyselinu fosforeCnou (viz Obr. 4) a jsou piitomny hlavné
v membranach tukovych kuli¢ek. Jejich tkolem je zajiSténi stability tukové emulze. Pii
nizké koncentraci jsou rozpustné ve vodé, nad hranici kritické micelarni koncentrace se

shlukuji do tzv. micel [2,5,12].
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Na zakladé chemického slozeni se fosfolipidy déli do ¢tyt zakladnich skupin:

- Fosfatidy

- Lyzofosfatidy

- Sfingofosfolipidy
- Plazmalogeny [5].

I
O H,C —O0—C—R,
o)

R,—C—O—CH

H,C—O

O—7T

Obrazek 4: Obecny vzorec fosfolipidii [17]

1.2.4 Doprovodné latky lipidi

V mléku jsou obsazeny kromé lipidi také dalsi latky lipofilni povahy, jeZ byvaji souhrnné
oznacovany jako lipoidy. K této skupiné se fadi zeyména uhlovodiky a alifatické alkoholy,
steroidy, lipofilni barviva a vitaminy. K nejzndméj$im sterolim patii cholesterol
(viz Obr. 5). Jeho obsah v mléce je ve srovnani s ostatnimi potravinami velmi nizky. Vét-
Sina cholesterolu (az 90%) je ve volné formé, zbyvajicich ptiblizné¢ 10% se vyskytuje ve

formée esterti cholesterolu [2,5,12].

CH

3 CH

HO

Obrazek 5: Vzorec cholesterolu [18]
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Dalsi vyznamnou skupinu doprovodnych latek tvoii karotenoidy. NejrozsitenéjSim karote-
noidem v mléku je B — karoten. Tento provitamin vitaminu A je ptivodcem typické nazlout-
1é barvy mléka. Jeho obsah v mléku je velmi kolisavy a to v zavislosti na vyzivé dojnice a

ro¢nim obdobi [2,5,12].

1.2.5 Tukové kulicky

Tuk se v mléce vyskytuje ve form& emulze typu olej ve vodé. Vodnou fazi tvoii mlécna
plazma, olejové faze je tvorena tukovymi kulickami. Jadro tukové kulicky je tvofeno tria-
cylglyceroly, tyto jsou obaleny membranou. Hlavni funkce membrany spociva ve stabili-
zaci tukovych kuli¢ek ve vodné fazi mlécné plazmy a obrané proti nezadoucimu plisobeni
lipolytickych enzymii. Uspotadani membrany je komplikovany systém sestavajici z protei-
nt, fosfolipidl, neutralnich lipidd, cerebrozidi, cholesterolu, enzymii, ostatnich minorit-
nich slozek a vody (viz Obr. 6). VSechny tyto slozky vytvaii tzv. protein — fosfolipidovou
trojvrstvu [2,12].
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! ndipedliin

o Stinpaliplgye omaa ey
Glykefodnlgioy
'_ Eercbiosichy, gengiaoc=2y¢i
&7 Warkin debpdmgondas )
-': et nrsdublica
s R
e SR oyl ol grodeineg

F=mbira=a i
o ol Bk Dy l

Cholestorolig b

L

G 2

g SlinpalipEdy o dornedng oot d
\ rea rhalesbernl

sl v

mrmibrarszam i h
Iip=din

Obrazek 6: Slozeni membrany tukové kulicky [19]
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2 VLIV ZAHREVU NA CHEMICKE SLOZENI MLEKA A
MLECNEHO TUKU

MIéko slouzi jako jedna ze zakladnich surovin urcenych pro lidskou vyzivu uz dlouha sta-
leti. V minulosti bylo zvykem zpracovavat mléko doma a uchovavat jej v chladnych a
temnych sklepech. Prestoze Cerstvé nadojené mléko obsahuje inhibi¢ni latky slouzici jako
pfirozeny obranny systém proti patogennim mikroorganismim, nelze tyto obranné mecha-
nizmy povazovat za dostacujici. S rozvojem mlékarenstvi rostou naroky na zachovani mi-
krobiologické nezavadnosti a prodlouzeni tidrznosti mléka a mléénych vyrobkli. Na zakla-
dé¢ téchto pozadavki se tepelné oSetteni stalo bézné€ pouzivanym postupem pii zpracovani
mléka. V soucasnosti je pouzivano nékolik typa tepelného oSetfeni mléka v zavislosti na

délce a teploté zahievu — termizace, pasterace, sterilace a UHT zahtev [2,20].

V porovnani s fadou jinych potravin vykazuje mléko velmi dobrou tepelnou stabilitu. Bé-
hem tepelného oSetfeni ovSem piesto dochazi k fad¢ fyzikdln¢ — chemickych zmén u jed-
notlivych slozek mléka, které ovliviiuji jeho organoleptické, nutricni i technologické vlast-

nosti [2,12,20].

2.1 Vliv zahfevu na proteiny mléka

SloZkou mléka, ktera je pravdépodobné nejvice ovlivnéna tepelnym oSetfenim, jsou protei-

ny.

2.1.1 Vliv zahfFevu na kaseiny

Kaseinové bilkoviny disponuji velmi dobrou tepelnou stabilitou, diky které je mozné vyra-
bét Siroké spektrum tepelné upravenych mléénych vyrobkl bez vyznamnéjsich zmén fyzi-
kalnich vlastnosti. Tato skute¢nost je zplisobena velmi malym procentem vyskytu sekun-
darnich a tercidlnich struktur v kaseinové molekule. Nicméné vzhledem ke schopnosti
kaseini navéazat vysoké mnoZzstvi vapenatych iontli zpiisobené jejich fosforylaci, mize
behem zéhievu nad 140°C dochazet k jejich koagulaci. V ptitomnosti redukujicich sacha-
ridd mizZe rovnéZ v pribéhu tepelného oSetieni dochédzet k Maillardovym reakcim, pfi kte-

rych vznika fada senzoricky aktivnich latek [2,12].
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2.1.2 Vliv zahFevu na syrovatkové bilkoviny

Na rozdil od kaseinii jsou syrovatkové bilkoviny typické globularni proteiny s vysokym
obsahem sekundarnich a tercidlnich struktur, diky ¢emuz jsou velmi citlivé k denaturaci
riznymi ¢inidly, vcetné tepelného zahfevu. K denaturaci syrovatkovych bilkovin dochazi
jiz pti teplotach 70°C a vyssSich. Nejcitlivéjsi k plisobeni vyssich teplot je B-laktoglobulin
denaturujici jiz pfi zminiované teplot¢ 70°C. Denaturovany fB-laktoglobulin ma klicovou
ulohu pfi zménach vlastnosti tepelné oSetfeného mléka. Na obrazku 7 lze vidét, jak pies
volné —SH skupiny tvoii komplexy s k-kaseinem. Tyto komplexy maji zdsadni vliv na syii-
telnost mléka, jeho tepelnou stabilitu a vaznost vody. K denaturaci imunoglobulinti docha-
zi pii teplotach presahujicich 74°C. Vyjimkou mezi sérovymi bilkovinami je
a-laktalbumin, k jeho denaturaci dochazi az pti teplotach nad 100°C. Z nutri¢niho hlediska
je denaturace syrovatkovych bilkovin vyznamnym procesem ke zlepSeni jejich stravitel-

nosti [1,20,21].

Denaturovany
B-laktoglobulin

k-kasein

Obrazek 7: Interakce p-laktoglobulinu s x-kaseinem [22]

2.2 Vliv zahfevu na sacharidy

Rovnéz sacharidy v mléce béhem plisobeni vysoké teploty mohou vstupovat do fady reakci
zpusobujici zmény v jejich chemickém sloZeni, jako jsou mutarotace, rizné izomerace,
hydrolyza, vznik t€kavych aromatickych slouc¢enin. Tyto zmény se vSak pii béZzném tepel-

ném oSetieni mléka zpravidla nevyskytuji [1,20,23].
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2.2.1 Vliv zah¥evu na laktézu

Béhem zahievu dochazi minimalné ke tfem vyznamnym reakcim zpasobujicim zménu
chemickych vlastnosti laktézy — vznik laktulozy, tvorba organickych kyselin a soubor

Maillardovych reakci [24].
Vznik laktulozy

Laktuloza (viz Obr. 8) se bézné v syrovém kravském mléku nevyskytuje. Vznikd izomera-
ci laktozy, presnéji premeénou glukozy obsazené v laktéze na jeji izomer fruktézu. Tento
epimer vznikd vlivem ptlisobeni tepelného zahievu za mirné alkalickych podminek sledem
reakci nazyvanych Lobry de Bruyn- Alberda van Ekenstein drahou, pti které dochazi
k pfesmyku ald6z na ketézy. Z vyzivového hlediska je laktuléza povazovana za ucinné
prebiotikum napomahajici spravnému fungovani mikroflory tlustého stieva. Z tohoto di-
vodu je jako potravinovy doplnék pfidavana do fady potravin. V technologické praxi je
laktuléza vyuzivana jako ukazatel tepelného poskozeni mléka, jeji pfitomnost napomaha

rozlisit mléko pasterované od sterilizovaného[ 1,2,20,25,26,27].

HO
OH

OH OH H
o)

HO O
OH

OH

Obrazek 8: Chemicka struktura laktulozy [28]

Vznik organickych kyselin

Reakce, pii kterych se z laktozy tvoii organické kyseliny, probihaji pouze pii teplotach
vyS$8ich nez 100°C. Zahtatim mléka dochazi k tbytku oxidu uhli¢itého a tim zvySeni pH.
Za téchto podminek laktoza degraduje na kyseliny — v prvni fadé na kyselinu mravenci,

v minoritnim mnozstvi vznika také kyselina mlé¢na [1,20,25].
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Maillardovy reakce

Béhem zahtfevu mléka mize dochazet ke vzniku Maillardovych reakei za ucasti laktozy
jakozto redukujiciho sacharidu s aminokyselinami. Tyto reakce jsou Castéjsi u mléka oset-
fen¢ho velmi vysokou sterila¢ni teplotou. Maji negativni vliv na organoleptické vlastnosti

mléka, pfedevsim na jeho barvu a chut’ [1,29].

2.3 Vliv zahfevu na vitaminy a mineralni latky

Vitaminy rozpustné v tucich maji relativné dobrou tepelnou stabilitu, pfi zahfevu kolem
100°C nedochézi k jejich vyznamnym ztratdm. Jind situace nastava u vitaminl rozpust-
nych ve vod¢. Velka vétsina téchto mikronutrientl je velmi citliva k zdhfevu a pisobenim
vysokych teplot dochézi k jejich citelnym ztratdm. Vyjimku v tomto ptipadé tvoii vitamin
B, — Riboflavin. Pfi pouziti pasteracnich teplot nedochazi k zadnym ztratdm vitaminu, bé-

hem UHT zahtevu jsou pozorované zmény jen minimalni [2,30].

Prestoze jsou mineralni latky zastoupeny v mléku pomérné nizkym procentem, maji vliv
na velké mnozstvi procest, které v mléku probihaji. Zahfev mléka mé jen minimalni vliv
na pfitomné formy mineralnich soli, vyjimku vSak v tomto ptipadé¢ tvofi uhli¢itany a fosfo-
reCnan vapenaty. VétSina potencionalniho uhlicitanu se vyskytuje v mléku ve formé CO,
ktery se zdhifevem odpatuje a dochazi k poklesu pH mléka. V ptipadé fosforecnanu vape-

natého dochazi pii zvyseni teploty k jeho vysraZeni a vzniku jeho koloidni formy [1,2].

2.4 Vliv zahfevu na enzymy

Tepelnym oSetfenim mléka dochdzi k inaktivaci vétSiny pfitomnych enzymt a to jak nativ-
nich, které jsou pfirozenou soucésti mléka, tak i exogennich, které byly syntetizovany kon-
taminujicimi mikroorganismy. Inaktivaci pfitomnych enzymi dochazi ke zvyseni stability
mléka a nasledné také mlécnych vyrobkl. Vzhledem k velkému mnozstvi a rozmanitosti
enzymi obsaZenych v mléku existuje mnozstvi kombinaci rtiznych teplot a ¢asti potieb-
nych k jejich inaktivaci. Zvlastni skupinu tvofi enzymy, jejichZ inaktivace je pouZzivana
jako ukazatel spravnosti provedeni tepelného oSetieni. Je to predev§im alkalicka fosfatdza,
jejiz inaktivace potvrzuje spravnost provedeni pasterace mléka a laktoperoxidaza jako in-

dikator potvrzeni uspé$ného pribéhu vysoké pasterace [2,12,31].
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2.5 Vliv zahrevu na lipidy

Tepelné oSetfeni mléka ma na strukturu mlécnych lipidi zpravidla jen minimalni vliv.
Vzhledem k rozdiltim v hustoté mezi tukovou a vodnou fazi vyplouvaji tukové kulicky na
povrch, kde dochazi k jejich agregaci podporované specificky u kravského mléka kry-
oglobuliny (skupina imunoglobulintl), a vznika tak povrchova vrstva smetany. Pokud vSak
aplikujeme zahiev nad 70°C, dochazi k nevratné denaturaci kryoglobulinti a naruseni tvor-

by této povrchové vrstvy [2].

Dalsi zmény pozorované béhem tepelného oSetfeni mléka u lipidd se odehravaji
v membranach tukovych kuli¢ek. Michdnim zejména teplého mléka, v némz je tuk tekuty,
muze zpusobit zmény ve velikosti tukovych kuli¢ek v disledku jejich koalescence nebo
naruseni. K vyznamnému naruSeni dochéazi zejména pii UHT oSetfeni. Béhem zahtevu nad
70°C dochézi k denaturaci membranovych proteinti a jejich interakcim s riznymi amino-
kyselinami, zejména cysteinem. V takovém piipadé mize dojit k uvolnéni H,S zapticinuji-
ci vznik nepfijemné chuti, nebo interakcim se syrovatkovymi bilkovinami prostfednictvim
disulfidovych mustkii. V tomto ptipad€ dochazi pfi teplotach vyssich nez 100°C ke vzniku
vrstvy denaturovanych syrovatkovych bilkovin na povrchu tukovych kulicek. Membranové

proteiny mohou rovnéz podléhat Maillardovym reakcim [1,2,32,33,34].

V disledku ptsobeni vysokych teplot miize dojit k separaci Cu a tim zvySeni oxidacni sta-
bility mlééného tuku. Béhem plisobeni velmi vysokych teplot dochédzi k tvorbé volného

tuku, ktery je mnohem nachylnéjsi k oxidaci zpasobujici zluknuti tuku [1,2,35].

Pisobenim velmi vysokych teplot dochazi ke konverzi hydroxykyselin na laktony (viz

Obr. 9) ¢imZ dochézi k vyvoji Zadoucich organoleptickych vlastnosti mlééného tuku [1].

H0
) [cm,],

R—CH—[ CH,|—COOH Lol i T—
OH L

Obrazek 9: Obecné schéma vzniku laktonu [36]

Muze také dojit k uvolnéni mastnych kyselin a jejich interesterifikaci, ale tyto zmény nena-
stavaji v pritbéhu klasického tepelné¢ho osetfeni. Polynenasycené mastné kyseliny (ptede-
v§im kyselina linolovd) mohou byt pfeménény na konjugované izomery pouze béhem pii-

sobeni velmi vysokych teplot [1].
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3 LUMINISCENCNi SPEKTROSKOPIE

Luminiscenc¢ni spektroskopie patii k modernim analytickym metoddm vyuZzivanym v nej-
ruznéjsich védnich oborech vcetné potravinaistvi. Jeji pouziti nabizi benefity v podobé
jednoduchosti, spolehlivosti a rychlosti analyzy a charakterizace potravin bez nutnosti je-
jich poruseni ¢i rozkladu. Cilem luminiscenéni spektroskopie je vyhodnoceni spektra

vzniklého luminiscen¢nim zafenim [37,38,39].

3.1 Luminiscence

Luminiscence je charakterizovana jako stav, kdy pevné, kapalna nebo plynna latka vydava
elektromagnetické zafeni, které znacné pievysSuje tepelné vyzatovani molekul dané latky.
K vyvolani luminiscence je nezbytna absorbce energie. Tuto prvotni energii oznacujeme
jako budici ¢i excitacni energii, kterd se dale déli na zékladé toho, jakym zptsobem je latce
dodana. Nasledkem dodani piisluSné energie se latka dostava do excitovaného elektrono-
vého stavu charakteristického vyssi hladinou energie. Pfi navratu z excitovanych elektro-
novych stavi zpét na pivodni hladinu energie dochazi ke zminované luminiscenci

[38,39,40].
Podle zdroje excitacni energie rozliSujeme nasledujici druhy luminiscence:

- Chemiluminiscence - energii poskytuje zpravidla exotermni chemicka reakce

- Bioluminiscence — v tomto piipadé€ je zdrojem biochemické reakce, je typicka pro

Zivé organismy, napt. svétluSky

- Radioluminiscence — jako zdroj slouZzi radioaktivni zafeni

- Krystaloluminiscence — vznik luminiscence v priibéhu krystalizace anorganickych

sloucenin

- Elektroluminiscence — energii poskytuje elektricky proud

- Fotoluminiscence — zdrojem excitacni energie je viditelné zafeni nebo UV zafeni.

Luminiscence se dale déli na:

- Fluorescenci — béhem fluorescence nedochazi ke zméné spinu v prubehu ener-
getického prechodu. Emise zéfeni je vyvoldna jednim nebo vice spontannimi ptechody

a je typickd velmi kratkou dobou dohasinani.
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- Fosforescenci — v priibéhu fosforescence dochazi k zakdzanému ptechodu, kte-
ry je charakteristicky zménou spinu. Navrat z excitovanych stavil se vyznacuje delsi

dobou dohasinani, fadoveé > 10°%,

- Zpozdénou fluorescenci — tento povoleny zafivy prechod probihd ze stejné
energetické hladiny jako v ptipadé fluorescence ale s podstatné del§i dobou dohasina-

ni, ktera je ptiblizné stejna jako beéhem fosforescence [39,40,42].

To jak tyto elektronové piechody probihaji, pfiblizuje Jablonského diagram
(viz Obr. 10) [43].

3

Vibradnirelaxace (nezafivé piechody)

X

Ss vﬁ??ﬁ"**
konverze

S —

1 Mezisystémova 4
konverze T
1

Fluorescence

Excitace
Fosforescence

Obrazek 10: Jablonského diagram [43]

3.1.1 Excitované stavy

cvwr

v tomto zakladnim stavu absorbuje foton, dochazi k vybuzeni valen¢niho elektronu, tzv.

excitaci elektronu do orbitalu s vyssi energii a vznika tzv. excitovany stav [41,44,45].
Existuji dva typy excitovanych stavi:

- Singletovy stav je takovy, ve kterém jsou vSechny spiny sparovany. Tento stav je

typicky pfi fluorescenci.
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- Tripletovy stav se vyznacuje dvéma neparovymi elektrony s rovnobéznymi spiny,

typicky pro fosforescenci.

Rychlost absorbce fotonti je velmi rychla a probihd v rozmezi 10" — 10™"° s. Naopak flu-
orescenéni emise se vyznaluji vyrazn& pomalejsi rychlosti, v priméru asi 10° — 107% s,
Vzhledem k tomu, Ze pfechod z tripletového do singletového stavu je podstatné pomalejsi

nez piechod singlet — singlet, fosforescenéni emise trvaji v fadu 10 — 10 a vice s. [41,45].

3.1.2 Zhasinani excitovanych stavu

Excitovany stav molekuly je pfechodnym jevem. Vzhledem k tomu, Ze molekula pfijatou
energii emituje, nastava navrat z vybuzeného stavu zpét do stavu zdkladniho. K tomuto

navratu muze dochazet ttemi zakladnimi zpisoby:

- Zafivé prechody — jedna se o pfechod molekuly z vyssi energetické hladiny do nizsi

emisi fotonu. K tomuto pfechodu dochazi bud’ spontanné, nebo je vyvolan plsobe-
nim vnéjsiho ucinku elektromagnetického zareni.

- Nezétivé prechody — nedochézi ke zméné energie systému a z tohoto diivodu neni

emitovano zafeni.

- Fotochemické reakce — v tomto pfipadé dochazi diky absorbci svétla ke vzniku

riznych organickych latek — typickym ptikladem je fotosyntéza [42,45].

3.1.3 Charakterizace luminiscence
Luminiscenci lze charakterizovat nékolika zdkladnimi znaky. Patii k nim zejména:

- Emisni spektrum je mozZné vyjadiit jako zavislost intenzity emitovaného zéfeni na

vlnové délce. Emisni spektrum je méfeno pii konstantni vinové délce.

- Excitacni spektrum je vyjaddienim zavislosti absorbce zéfeni fluoroforu na vinové

délce, méteno rovnéz pii konstantni vinové délce.

- Zrcadlové pravidlo vyjadiuje skutecnost, Ze emisni a excitani spektra u organic-

kych sloucenin maji téméf stejny tvar, jsou vSak zrcadloveé obracena.

- Stokesliv posun porovnava energii absorbovaného zéateni s energii emitovanou pii

pfechodu molekuly zpét do zakladniho stavu. Na obrazku 11 lze pozorovat, ze vl-

nova délka emisniho zafeni je vétsi nez vinova délka zéafeni excitacniho [38,46].
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Obrazek 11: Stokesitv posun [43]

- Kvantovy vytézek @f je veli¢ina, kterou Ize vyjadfit u¢innost luminiscence, je de-

finovan jako zavislost poctu vyzarenych fotonll k poctu fotonl absorbovanych.

- Vaviloviiv zdkon — Doba trvani vybuzeného stavu molekul v roztoku a kvantovy

vytézek nezavisi na vlnové délce excitacniho zafeni, z ¢ehoZ je odvozena standard-
ni vlastnost fluorescence, Ze emisni spektra jsou nezavisla na vinové délce excitace

[40,41,46,47].

K charakterizaci spektralniho sloZzeni emitovaného zafeni jsou pouzivany monochromato-
ry. Zpravidla je pouzivan jeden pro emisi a druhy pro excitaci. Budici zdroj dodava exci-
tacni energii do zkouseného vzorku za vzniku luminiscenéniho zateni. Za pomoci detekto-
ru je nasledné zaznamenany opticky signal pfeménén na signal elektricky. Tento elektricky
signal je poté zpracovan prisluSnym softwarem. Vysledkem méfeni jsou vySe zminovana
emisni a excitacni spektra. Jednoduché schéma fluorescen¢niho spektrometru je zndzorné-

no na obrazku 12 [39,42].

a4 w

Vzhledem ke skutecnosti, Ze luminiscen¢ni zafeni se ze vzorku §iii vS§emi sméry, je pouZi-

vano k jeho zachyceni riznych uspotfaddani meéftici aparatury. K nejbé€znéji pouzivanym

patii usporadani na priichod a uspofadani na odraz [41].
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Obrazek 12: Schéma fluorescencniho spektrometru [39]

3.2 Lumifory

Zakladnim ptedpokladem vzniku luminiscence u sledovaného vzorku je schopnost jeho
molekul absorbovat viditelné nebo UV zateni. Cim vétsi schopnost ma dana latka absor-

bovat energii, tim vyrazné&jsi luminiscenci 1ze pozorovat [38,44].

Jako lumifory jsou oznaCovany latky, které maji schopnost absorbovat energii a nasledné ji
emitovat ve formé svétla. Takovéto latky pfitomné ve slouCenindch jim pak dodavaji
schopnost fluorescence, ktera je pozorovana prevazné u organickych sloucenin. Vyznam-
nou Ulohu v8ak maji rovnéz funkéni skupiny, které jsou s lumifory vazany. V zavislosti na
druhu navéazané skupiny je intenzita luminiscence zesilovana nebo zeslabovéana. Lumifory

se d¢li do dvou hlavnich kategorii:

- Vnitini lumifory jsou takové, které se ve sloucening ptirozené vyskytuji.

- Vnéjsi lumifory jsou zamérné piidavany ke vzorku testované latky. Tyto lumifory

jsou téz oznacovany jako fluorescen¢ni znacky ¢i fluorescencni sondy [48,49].

Molekuly zpiisobujici vlastni fluorescenci testovaného vzorku jsou pfedevSim aromatické
aminokyseliny, redukované formy NADH, lipofilni vitaminy, hemoglobin ¢i chlorofyl.
Vnéjsi neboli nevlastni fluorofory pouZivané pro znaceni biomolekul jsou vétSinou flu-

orescencni barviva jako napf. fluorescein nebo dansyl chlorid [48,49].
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3.3 Aplikace fluorescencni spektroskopie pri hodnoceni kvality mléka a
mléénych vyrobku

Mlécné vyrobky obsahuji fadu sloucenin, které maji schopnost luminiscence. Diky obsahu
téchto latek je mozné pouzit metodu luminiscencni spektroskopie ke sledovani pribéhu
nejruznéjSich zmeén v mléku a mlécnych vyrobecich. Mezi lumifory mléka patii zejména
vitaminy rozpustné v tucich a to predevsim vitamin A, dale produkty Maillardovych reak-
ci, riboflavin, tryptofan, chlorofyly, nikotinamid adenin dinukleotid (NADH), produkty
oxidace lipidi. Kazdy z téchto fluorofori mé jedinecné excitacni a emisni spektrum, jehoz

pomoci je mozné identifikovat strukturalni zmény molekuly [50].

Mezi chemické reakce vyvolané piisobenim vysokych teplot na mléko a mlééné vyrobky
patii denaturace proteinti, Maillardovy reakce a degradace termolabilnich vitamint uvede-
nych v kapitole 2.3. Za pomoci urcitych fluorescencnich markert lze sledovat zmény zpt-
sobené riznym stupném tepelného zpracovani. Jedna se zejména o riboflavin, tryptofan a

produkty Maillardovych reakei [50,51,52].

Na obrazku 13 jsou zndzornéna spektra mléka s obsahem tuku 1,5 % naméfena pii riznych
excita¢nich vlnovych délkach. U vSech vzorkl 1ze zaznamenat vyrazné piky v oblasti ko-
lem 335 nm a 373 nm, které lze pficitat pfitomnosti aromatickych aminokyselin, nukleo-
vych kyselin a tryptofanovych zbytkd. U jednoho vzorku je patrny slaby vrchol v oblasti
kolem 500 nm pravdépodobné v disledku fluorescence riboflavinu. Vyssi odezva byla

zaznamenana pii pouziti excitacnich vlnovych délek 275nm, 285 nm a 305 nm [53].
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Obrazek 13: Fluorescencni spektra mléka s tucnosti 1,5% mérena pri ruznych excitacnich

vinovych délkach [53]

Na obrazku 14 je zobrazen zdznam fluorescenéniho spektra masla ghee naméfena pii exci-
tani vinové délce 280 nm. Jsou zde uvedena emisni spektra vzorkl pied zahfevem a po
zahtevu na teploty v rozsahu 140°C — 250°C po dobu 5 minut. Pro srovnani jsou zde rov-
néZ zobrazena emisni spektra pro konjugovanou kyselinu linolenovou (CLA) a vitaminy A,
D, E a K rovnéz méfend pii excitacni vinové délce 280 nm. Fluorescen¢ni spektrum CLA
vykazuje maxima v oblasti 450 — 480 nm, pii 490 nm je zfetelnd emise vitaminu A. Ma-
ximani emise vitaminu K jsou zaznamenany pii 390 nm, pro vitamin D je to maximum pfii

390 nm, vitamin E vykazuje nejvyssi hodnoty emise pii 420 nm [51].

U zahratych vzorki lze sledovat vyznamné spektralni zmény. Fluorescencni pasy pfi vino-
vé délce 390, 440, 460 a 490 nm vykazuji postupné snizovani intenzity pfi teploté¢ nad
150 ° C, coz ukazuje na tepelnou oxidaci mononenasycenych mastnych kyselin, vitamint a
isomert CLA. V oblasti od 350 do 490 nm je pozorovan celkovy pokles intenzity piku,
ktery miize byt spojen s oxidaci vitamini K, D a E rozpustnych v tucich, zatimco v dalsi
oblasti 490- 650 nm lze pozorovat celkové zvySeni intenzity, které mize byt spojeno s oxi-

daci izomert vitaminu A vznikem oxidac¢nich produkti pii 552 a 620 nm [51].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem prace bylo vyuziti metody fluorescencni spektroskopie pro sledovani zmén mlécné-

ho tuku, popt. mléka, ke kterym dochézi béhem zahievu.

Teoreticka ¢ast byla orientovana na:

zékladni interpretaci chemického slozeni mléka a mlééného tuku a jejich zmény
probihajici v diisledku tepelného zédhievu

popis zékladnich principt luminiscen¢ni spektroskopie

moznost pouziti luminiscen¢ni spektroskopie pro sledovani zmén, ke kterym do-

chazi u mléka béhem zahievu

Praktickd cast prace byla orientovana na méfeni luminiscencnich charakteristik mlééného

tuku a mléka s riznou tuénosti, coz zahrnovalo:

Ptipravu vzorka mléka s rozdilnou dobou a teplotou zahfevu

Piipravu vzorkli mlé¢ného tuku s rozdilnou dobou a teplotou zahievu

Ziskani luminiscen¢niho profilu mléka a mlééného tuku

Ziskani emisnich spekter tepelné oSetfenych vzorki mléka a mlééného tuku
Sledovani zmén luminiscen¢nich charakteristik s narustajici teplotou zéhfevu vzor-

ku a délkou piisobeni konkrétni teploty.
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5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Material

Maslo Krajanka (zakoupeno v obchodnim fetézci LIDL)
Hodnoty uvedené vyrobcem na obalu: susina 84 % (w/w), mlécny tuk 82 % (w/w)

Vyrobce
MIlékarna Cejeticky, spol. s. r.o., Nadrazni 14, 293 01 Mlada Boleslav

MlIéko cerstvé polotu¢né Krajanka (zakoupeno v obchodnim fetézci Coop — Terno)

Hodnoty uvedené vyrobcem na obalu: tuky 1,5 g/100 ml, sacharidy 4,7 g/100 ml, bilkovi-
ny 3,3 g/100 ml, sil 0,1 g/100 ml

MIéko cerstvé plnotuéné Krajanka (zakoupeno v obchodnim fetézci Coop — Terno)

Hodnoty uvedené vyrobcem na obalu: tuky 3,5 g/100 ml, sacharidy 4,4 g/100 ml, bilkovi-
ny 3,3 g/100 ml, sl 0,1 g/100 ml

Vyrobce

Miékarna Cejeticky, spol. s. r.0., Nadrazni 14, 293 01 Mlad4 Boleslav

5.2 Pristroje a software

PC — 1 Photon Counting 001 Steady-State Spectroscofluorometer (ISS, USA)
VINCI — Multidimensional Fluorescence Spectroscopy (software)
Magnetické michadlo s ohfevem MSH 20 D

Bézné laboratorni sklo a pomtcky
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6 METODIKA

6.1 Priprava teplotnich rad vzorki

Postup pripravy vzorki masla

Vzorky pro ucely méteni luminiscencnich charakteristik masla vystaveného stoupajicimu
zéhfevu byly pfipraveny nasledujicim zptisobem. V prvnim kroku bylo nutné pfipravit
zdrojovy tepelné neupraveny vzorek masla. Ten byl pfipraven tak, Ze tepeln¢ neupravené
maslo bylo pouze rozpusténo do kapalné podoby, prefiltrovano pres gazu do hlinikové

misti¢ky a schlazeno.

V dal$im kroku byly pfipraveny fady vzorkl vystavené zéhfevu na teploty 80°C, 100°C,
120°C, 140°C, 160°C a 180°C nasledovng:

- Maéslo bylo rozpusténo do kapalné podoby.

- Na ptedvazkach bylo navazeno 100 g kapalného maésla.

- Maslo bylo zahtivano do dosaZeni teploty 80°C.

- Thned po dosazeni pozadované teploty byl odebran vzorek o objemu 10 ml, prefil-
trovan do hlinikové misti¢ky, uzavien hlinikovou f6lii a okamzité schlazen na ledu.

- Za udrZovani dosazené teploty byly odebirany dalsi vzorky v ¢asovych tsecich 5,
10, 15 a 20 minut od dosaZeni poZadované teploty.

-V dal$im kroku bylo opét odebrano 100 g masla a proveden zahiev na 100°C, na-
sledné kroky probihaly stejné€ jako u prvniho zdhfevu.

- Timto postupem bylo finalné pfipraveno pro kazdou teplotu 5 vzorkil, celkem tedy
tficet vzorkil vystavenych zahfevu na teploty 80°C, 100°C, 120°C, 140°C, 160°C a
180°C a jeden zdrojovy vzorek.

- Vzorky byly pted provedenim méfeni uchovavany pfi teploté 4 — 8°C.

Postup pripravy vzorki mléka
Pro méfeni luminiscencnich spekter mléka byly vzorky piipraveny nasledovné:

- Byly pfipraveny tepelné neupravené vzorky polotucného 1 plnotucného mléka a to
tak, ze mléko bylo vytemperovano na teplotu 20°C a poté byl odebran do zkumav-
ky vzorek o objemu 10 ml.

- Dale byly pfichystany fady vzorkl vystavené ohfevu na teploty 70, 80 a 90 °C.
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- MiIéko o objemu 150ml bylo zahtivano do dosazeni teploty 70 °C.

- Thned po dosazeni pozadované teploty byl odebran vzorek o objemu 10 ml do zku-
mavky.

- Za udrzovani dosazené teploty byly odebirany do zkumavek dal§i vzorky
v asovych usecich 5, 10, 15, 20 a 30 minut od dosazeni pozadované teploty.

- Pro dalsi teplotni fadu bylo opét odméteno a zahfivano 150 ml mléka.

- Touto metodou bylo postupné ptipraveno 6 vzorkl pro kazdou teplotu.

- Celkem bylo tedy pfichystano 18 vzorkl polotu¢ného mléka a 18 vzorkl plnotuc-
né¢ho mléka vystaveného zahtevu, jeden vzorek polotuéného mléka a jeden vzorek
plnotu¢ného mléka bez zahtevu.

- Vzorky byly uchovavany pfi teploté 4 — 8 °C, pfed samotnym méfenim byly tempe-

rovany na okolni teplotu.

6.2 Meéreni luminiscenénich charakteristik vzorka

Veskera méfeni luminiscencnich spekter byla realizovéana na pfistroji PC — 1 Photon Coun-
ting 001 Steady-State Spectrofluorometer (viz Obr. 15). Tento vysoce citlivy, kompaktni,
pocitacem fizeny fotonometricky spektrofotometr je urceny pro aplikace ve fyzikalni che-
mii, biochemii, fyziologii, molekularni biologii ¢i environmentdlni analyze. Nasledné
zpracovani namétenych dat pro vyhodnoceni intenzity fluorescence probéhlo v programu

VINCI - Multidimensional Fluorescence Spectroscopy.

Funkci budiciho zdroje excitace plni vysokotlaka xenonova obloukova lampa, kterd vytvo-
i dostateCnou energii pro excitaci méfen¢ho vzorku. Budici paprsek prochazi ptes excitac-
ni a emisni monochromator. Monochromatory jsou optické miizky, jejichz ota€enim do-
chézi k nastaveni excitacni a emisni vinové délky. Funkci detektoru plni fotonasobi¢ pra-
cujici v rezimu Citani jednotlivych fotont.

Samotné méfeni vzorkl probihalo v uspotfddani na odraz. Vzorky byly umistény v hliniko-
vych misti¢kach ve vodorovné poloze do temné komory tak, aby métfeni probéhlo bez vli-

vu vnéjsiho svétla. Do této komory byl vyveden z pfistroje opticky kabel (viz Obr. 16).
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Obrazek 15: PC — 1 Photon Counting 001 Steady-State Spectrofluorimeter [54]

Obrazek 16: Mereni vzorkii v temné komore
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Vybér vhodné excitaéni vinové délky

Prométenim tepelné neupravenych vzorkli mléka a masla spektrofotometrem byla ziskana
jejich luminiscen¢ni charakteristika, tzv. 3D mapa. Jednd se o zavislost intenzity flu-
orescence na excitacni a emisni vinové délce. Na ose y je vynesena intenzita (counts), na
ose x emisni vinova délka (nm) a na ose z excitacni vinova délka (nm). Na obrazku 17 je
zobrazena 3D mapa masla. Na zakladé této luminiscencni charakteristiky byla zvolena
takova excitacni vinova délka, ktera poskytuje nejvhodnéjsi podminky pottebné k méfeni
intenzity luminiscence. Jedna se o takovou excita¢ni vlnovou délku, pii které intenzita

emise dosahuje nejvyssich hodnot.

Z obrazku je zfejmé, Ze maximalni emise probiha v rozsahu vinovych délek 310 — 320 nm.
Z tohoto dlivodu byla pro naméteni spekter mlééného tuku zvolena excitac¢ni vinova délka
315 nm. Obdobnym zplisobem byly prométeny rovnéz vzorky polotu¢ného a plnotu¢ného
mléka. Jejich luminiscen¢ni charakteristiky jsou uvedeny v ptilohach PI a PII. Pro nasledné
meéfeni vzorkll mléka byla na zaklad¢ charakteristik zvolena optimalni excita¢ni vlnova

délka 280 nm, aplikovana rovnéz ve studii Dimitrova et al.(2014) [53].

Obrazek 17: Luminiscencni charakteristika masla
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7.2 Luminiscen¢ni spektra masla
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Obrdazek 18: Emisni spektrum cerstvého masla

Obrazek 18 ukazuje emisni spektrum tepelné neupraveného vzorku Cerstvého masla, ktery
byl zméfen pii excitacni vlnové délce 315 nm v rozmezi emisnich vinovych délek 340 —
600 nm. Pfi bliz§im pohledu lze na této luminiscen¢ni kiivee vysledovat nékolik vyraznych
vrcholll. Nejvyrazngj$i pik lze pozorovat vrozmezi vinovych délek 350 — 490 nm
s maximalni emisi pfi hodnoté vinové délky 410 nm. Dals§i méné vyrazny pik je mozné
rozlisit v oblasti 360 — 370 nm s maximem 368 nm, velmi nevyrazny piky lze pozorovat
pfi 393 nm a v rozmezi hodnot 494 — 505 nm s maximem pii hodnoté emise 500 nm. Jes-
té jeden pik lze sledovat v oblasti 520 — 540 nm, jeho maximum mé hodnotu 525 nm. Stu-
die Dimitrova et al.(2014) uvadi, Ze piky v oblasti kolem 370 nm lze pficist pfitomnosti

aromatickych aminokyselin, nukleovych kyselin a tryptofanovych zbytki [53]. Vlastni
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fluorescence mlécnych proteini je zpisobena tfemi aromatickymi aminokyselinami: tryp-
tofanem, tyrosinem a fenylalaninem, pfi¢emz nejvétsi intenzitu fluorescence vykazuje
tryptofan Podle studie Ahmad et al.(2018) rovnéz v oblasti 380 — 500 nm fluoreskuji
izomery CLA a oblast kolem 380 - 390 nm odpovid4d zejména vitaminim rozpustnym
v tucich. Koncentrace lipofilnich vitamint obsazenych v mlééném tuku ptiblizuje kapitola
1.1.3 v tabulce €. 2. Vyrazné vrcholy v této oblasti jsou pozorovany piedevs§im pro vitami-
ny D (375 nm) a K (390 nm). Je tedy pravdépodobné, ze piky, které byly naméieny pii
hodnotach emise 368 nm a 393 nm odpovidaji t¢émto vitaminim [51,55]. Lze také porovnat
se spektry jednotlivych vitamini zobrazenych na obrazku 14. Pro pfesnéjsi interpretaci
spekter by bylo potfebné pouzit softwaru k vyhodnoceni pikt, ktery umozni jejich zvyraz-
néni.

Vitamin E vykazuje emisi v Sirokém pasmu od 350 — 600 nm s vrcholem pii 420 nm
(Ahmad et al., 2018), jina studie naopak uvadi maximum emise pfi 525 nm (Kongbonga et

al.), coz se shoduje s namétenou hodnotou vzorku masla (viz Obr 18) [51,56].

Ze studie Kongbonga et al. (2011) lze usuzovat, Ze oblast mezi 400 — 500 nm odpovida

ptitomnosti produktl oxidace, zejména aldehydl a ketonli [51,56].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

7.2.1 Zavislost intenzity luminiscence na dobé zahfevu
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Obrdazek ¢. 19: Emisni spektrum madsla po zahievu na 140°C po dobu 0 — 20 minut

Cilem tohoto experimentu bylo sledovat zmény luminiscenénich spekter v souvislosti s
nartistajici teplotou zéhfevu vzorki masla a dobou pilisobeni dané teploty pro teploty
v rozsahu 80 — 180°C. Na obrazku 19 je zobrazen graf zavislosti intenzity luminiscence
masla po zdhfevu na teplotu 140 °C na dob¢ pisobeni této teploty. Jednotlivé luminiscen-
¢ni kiivky piredstavuji fluorescencni spektra péti vzorki, jez byly vystaveny dané teploté
v riaznych Casovych intervalech. Prvni vzorek byl odebran ihned po dosazeni teploty
140°C, nasledoval odbér dalsich ¢tyt vzorkl vzdy po péti minutach, v ¢asech 5, 10, 15 a 20
min od zéhtevu. Z grafu je patrné, Ze s narlstajici dobou expozice vzorku dané teploté do-
chazi k poklesu intenzity luminiscence. Maximalni hodnoty intenzity zatreni tedy vykazuje
vzorek, ktery byl odebran ihned po dosaZeni pottebné teploty. Maximalni namétené hod-
noty ptfesahovaly 105000 countd. Po zéhfevu v trvani 20 minut je patrny prudky pokles

intenzity luminiscence. Maximalni hodnoty u tohoto vzorku neptesahuji 24000 countt.
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Pro nésledujici vyhodnoceni zavislosti intenzity luminiscence na dob¢ zahievu byly vy-

brany dva nejvyrazngjsi piky s emisi 410 nm a 525 nm.

Na obrazku 20 je znazornéna zavislost intenzity luminiscence na dob¢ zahievu pro pik na
410 nm. Z grafu je zfejmy postupny pokles intenzity, nejednd se ovsem o linedrni zavis-
lost. Mezi ¢asy 0 min a 5 min je parny prudky pokles intenzity z hodnoty 105540 countt
na 56553 countll. V ¢ase 10 min uz pokles neni tak strmy, rozdil ¢ini jen 22654 countd.
Mezi dobou zahfevu 10 min a 15 min dochazi k urcité stabilizaci luminiscence, hodnoty se
lisi jen o 15089 countii. Po dvaceti minutach zahfevu dochéazi opét k prudSimu poklesu
intenzity zatfeni na kone¢nou hodnotu 23628 countii. Velmi podobny trend poklesu lumi-

niscence je zfejmy také u druhého sledovaného piku s emisi na 525 nm (viz Obr 21).
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Obrazek 20: Zavislost intenzity luminiscence masla na dobé zahrevu pri teploté 140°C —

pik na 410 nm
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Obrazek 21: Zavislost intenzity luminiscence masla na dobé zahrevu pri teploté 140°C —

pik na 525 nm

U sledovanych piki je tedy zfeteln& patrny pokles intenzity luminiscence s nartstajici do-
bou zahtevu. Lze tedy predpokladat, ze s nardstajicim ¢asem dochazi k postupné tepelné
oxidaci slozek mlééného tuku. Tento pokles v dané oblasti je pozorovan také ve studii
Ahmad et al.(2018), pfi zahievu trvajicim 5 minut [51]. Soucasné je ve vSech ptipadech

patrnd jista stabilizace intenzity fluorescence mezi ¢asy 10 a 15 minut zdhfevu.

U obou vrcholil je vSak mozné rozlisit dvé oblasti s patrnou linedrni zavislosti, kdy jedna
oblast zahrnuje délku zahtfevu 0 — 10 minut, druha oblast probihad v ¢asovém intervalu za-
hievu 10 — 20 minut.( viz Obr 20 a 21). Tento trend je patrny u vSech sledovanych teplot.
V ptipadé teploty zahifevu na 80°C je patrnd linearni zavislost v celém rozsahu méfenych
Casti. Na obrazku 22, 23, 24 a 25 jsou vyneseny grafy téchto oblasti pro sledované piky
pii teploté zahfevu 140°C. Z téchto grafl je patrné, ze byly zachyceny dva procesy, ke kte-
rym béhem zahtevu vzorkl dochazi. Tyto dvé oblasti grafu byly vyhodnocovany oddé€lené.
Vysledky byly proloZeny ptimkou pro ziskédni smérnice trendu ( viz Obr. 22, 23, 24, 25).
Tato smérnice miZe byt povaZzovana za charakteristiku daného dil¢iho procesu, kde odpo-
vidé rychlosti poklesu luminiscence béhem tepelného zdhfevu. Takovym zpisobem byly
vyhodnoceny vSechny grafy zavislosti intenzity emise pikit 410 nm a 525 nm, kdy u kaz-
dého grafu byly oddélen¢ vyhodnoceny dvé oblasti vykazujici linedrni zavislost. Tyto gra-

fy jsou uvedeny v piiloze P III pro pik na 410 nm a v pfiloze P IV pro pik na 525 nm. Pro
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zachyceni poklesu luminiscence se projevil odbér vzorka v intervalu 5 minut jako nedosta-
Cujici pro presnéjsi interpretaci vysledkii. Pro uptfesnéni vysledk by bylo potieba vétsi
mnozstvi namétenych hodnot. Tento problém by bylo mozné fesit napt. odbérem vzorkl

v intervalu jedné minuty.
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Obrazek 22: Zavislost intenzity luminiscence masla na dobé zahrevu pri teploté 140°C —

pik na 410 nm cas 0 — 10 min
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Obrazek 23: Zavislost intenzity luminiscence masla na dobé zahrevu pri teploté 140°C —

pik na 410 nm cas 10 — 20 min



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

¢as 0 - 10 min

18000
16000
14000
12000 -
10000 -
8000 -
6000 -
4000 -
2000 -

y =-983,92x + 16476
R?=0,9713

intenzita (count)

¢as (min)

Obrazek 24: Zavislost intenzity luminiscence masla na dobé zahrevu pri teploté 140°C —

pik na 525 nm cas 0 — 10 min
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Obrazek 25: Zavislost intenzity luminiscence masla na dobé zahrevu pri teploté 140°C —

pik na 525 nm cas 10 — 20 min
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Rychlost zmény luminiscence

Jako dal$i moznost, ktera se nabizi pro vyhodnoceni méfeni, je sledovani zavislosti zazna-
menanych smérnic na teploté zahfevu vzorkl. Tyto zaznamenané smérnice vyjadiuji rych-
lost zmény luminiscence. Smérnice sledovanych linearnich oblasti pro piky na 410 nm a
525 nm byly vyneseny do grafli v zavislosti na teplot¢ zahievu (viz Obr 26 a 27).
Z grafického znazornéni zavislosti smérnice obou linearnich oblasti na teploté zahtevu je
ziejmé, zZe zde neni patrny trend, ktery by bylo mozné jednoduchym zpiisobem vyhodnotit.
Interpretace tohoto déje a moznych chemickych zmén ve vzorcich je velmi komplikovana
a vyzadovala by dalsi soucasné provedené analyzy jednotlivych slozek ve vzorku. Presto
lze z grafi zaznamenat vyraznou zménu smérnice u teploty 140 °C pro oba sledované

emisni piky.
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Obrazek 26: Zavislost smérnice poklesu intenzity luminiscence na teploté zahrevu béhem

0-10 min trvani zahrevu.
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Obrazek 27: Zavislost poklesu intenzity luminiscence na teploté zahrevu behem 10-20 min

trvani zahrevu.

7.2.2 Zavislost intenzity luminiscence na teploté zahfevu

maslo zahrev 20 minut
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Obrazek 28: Zavislost intenzity luminiscence mdsla na teploté

zahrevu v ¢ase 20 min
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Na zmény luminiscence mlééného tuku nema vliv pouze doba zahievu pfi konstantni teplo-
té, ale jak je patrné z grafu na obrazku 25, vyznamné rozdily v luminiscen¢ni odezvé jsou
patrné rovnéz pii pouziti rtiznych teplot. Pti zahfivani mlé¢ného tuku dochazi k celé fade
soubézn¢ probihajicich oxida¢nich a hydrolytickych reakci. S nartstajici teplotou a dobou
zahtevu, jak je patné z grafu, dochazi ke snizovani intenzity luminiscence. Pii srovnani
s dostupnou literaturou [51] by tato zména mohla poukazovat na postupnou degradaci tu-
ki, vitamint a izomertd CLA. Z grafu je ziejmé, ze pii teplotach do 120°C si maslo zacho-
vava tepelnou stabilitu a nedochdzi k vyznamnym zméndm luminiscence ve srovnani
s tepelné€ neupravenym vzorkem. V rozmezi teplot 121°C — 149 °C se nachazi tzv. koutovy
bod masla. Koufovy bod souvisi s tepelnou oxidaci volnych mastnych kyselin. V tomto
bod¢é dochazi k prepalovani tuku, uvoliiovani sekundarnich oxida¢nich produktti a vzniku
koufe. Hodnota koufového bodu je zavisla na tad¢ faktord, jako jsou objem pouzitého
tuku, velikost nadoby, pfitomnost vzdusnych produkti a predevsim obsah volnych mast-
nych kyselin. Cim vice volnych mastnych kyselin tuk obsahuje, tim rychleji degraduje a
dochazi k produkci koute. Také ¢as plsobeni teploty hraje vyznamnou roli. Pfi déletrvaji-

cim zahtevu dochazi ke snizovani hodnoty koufového bodu. [57,58].

Z grafi zavislosti intenzity fluorescence na teploté zahfevu pro pik pii 410 nm pii dobé
zahtevu 10 a 20 minut (viz Obr. 26 a 27) je zfejmé, Ze plsobenim nartistajicich teplot do-
chéazi k poklesu intenzity fluorescence. Nejednd se vSak o linedrni zavislost, nelze tedy

potvrdit korelaci mezi zménou intenzity luminiscence a teplotou zahfevu.

Na zminénych grafech ovSem lze vysledovat velmi vyrazny skokovy pokles intenzity a to
od teploty zahfevu 140 °C a vySe. Tento trend je mozné pozorovat u vSech méfenych Casii
zéhfevu (viz Obr 26 a Obr 27). V souladu s literaturou, kterd uvadi hodnoty koufového
bodu pro maslo v rozmezi 121 — 149 °C lze tedy zaznamenat také vyrazny pokles hodnot

luminiscence vzorku pti dosazeni koutového bodu [58].
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maslo zahrev 10 minut
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Obrazek 29: Zavislost intenzity luminiscence masla na teploté zahievu v case 10 min -

pik na 410 nm.
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Obrazek 30: Zavislost intenzity luminiscence masla na teplote zahievu v case 20 min - pik

na 410 nm.
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7.3 Luminiscen¢ni spektra mléka

Cerstvé plnotucné mléko
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Obrazek 31: Emisni spektrum cerstvého plnotucného mléka

Ziskana spektra vzorkil Cerstvého polotuéného a Cerstvého plnotuéného mléka vykazuji
vyraznou podobnost s nepatrné vyssi emisi v pfipadé plnotuéného mléka. Graf na obrazku
28 je vysledkem méfeni luminiscence tepelné neupraveného vzorku cerstvého plnotucneé-
ho mléka. Tento vzorek byl méfen pii excitacni vinové délce 280 nm v rozmezi emisnich
vinovych délek 300 — 450 nm. Toto fluorescen¢ni spektrum je velmi jednoduché a hladké,
témef bez identifikovatelnych pika. Jediny vyrazny pik je mozné sledovat v rozmezi emis-
nich vlnovych délek 300 — 400 nm s vrcholem v hodnoté 345 nm. Interpretace korelace
chemického sloZeni s fluorescencnimi signaly neni v tomto piipad¢ jednoduchd. Vzorky
mléka totiz obsahuji komplexni proteiny, které typicky poskytuji Siroké ptrekryvajici se
fluorescenéni pasy odvozené od fady aminokyselinovych zbytkd, piedevS§im tryptofan,
tyrozin a fenylalanin. Studie Dimitrova et al.(2014) uvadi, ze piky v oblasti kolem 370 nm
lze pficist pfitomnosti aromatickych aminokyselin, nukleovych kyselin a tryptofanovych

zbytkli [53]. Vlastni fluorescence mléénych proteintl je zplsobena tfemi aromatickymi
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aminokyselinami: tryptofanem, tyrosinem a fenylalaninem, pficemz nejvétsi intenzitu flu-

orescence vykazuje tryptofan. [59].

Pik odpovidajici emisni vlnové délce 345 nm lze pricitat emisi tryptofanu. Podle studie
Dufour et Kulmyrzaev (2002) maximalni emise tryptofanu odpovidda hodnoté¢ 335 nm.
Rovnéz Dimitrova et. al (2014) uvadi ve své studii hodnotu maximalni emise tryptofanu
335 nm. Jelikoz jsou fluorescenéni produkty Maillardovych reakci navazény na proteiny,
muze dochézet k pfenosu fluorescence mezi zbytky tryptofanu v proteinech a molekulami
vykazujicimi maximalni emisni vinovou délku pfiblizné 340 nm ( Birlouez-Aragon et al,

1998). [53,60,61].
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7.3.1 Zavislost intenzity luminiscence na dobé zahfevu
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Obrazek 32: Emisni spektrum plnotucného mléka po zahievu na 90°C po dobu 0 — 30 min

Spektralni zmény plnotuéného mléka pti teploté 90°C miZeme sledovat v grafu na obrazku
29. Vzorky mléka byly pii dosaZeni poZadované teploty odebirany v intervalech 0, 5, 10,
15, 20 a 30 min. V grafu je zfeteln€ pozorovatelnd zména intenzity emisnich spekter jed-

notlivych vzorki s rostouci dobou vydrze pti dané teploté v intervalu 330 — 360 nm.

Tepelné zpracovani vede k mnoha chemickym a strukturnim zménam v mléku, které zavisi
na teploté a délce ohfevu. Jednim z mechanismi podilejicich se na negativnich disledcich
tepelného oSetteni je Maillardova reakce, kterd vede ke sniZeni nutricni hodnoty proteinil a
tvorb& hnédych sloucenin v mléce. Rozsah reakce miize byt hodnocen stanovenim obsahu
furosinu a laktul6zy. Furosin a laktul6za mohou byt pouzity jako indikatory tepelného po-
Skozeni mléka a pro rozliSeni mléka UHT, pasterizovaného mléka a sterilizovaného mléka

v nadobach. Studie Andersen et al. (2008) a Dufour et Kulmyrzaev (2002), nastifiuji moz-
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nost detekce furosinu a laktulézy pomoci tryptofanové fluorescence. Furosin a laktuldza
nejsou luminiskujicimi slouceninami, byla vSak potvrzena silnd korelace mezi zménou
tryptofanové fluorescence a zménou koncentrace furosinu a laktulozy. Naopak Birlouez-
Aragon et al.(1998) zjistili pouze vysoké korelace u mléka osetieného UHT. U pasterizo-
vaného nebo sterilizovaného mléka nedoslo k zadné korelaci s obsahem laktul6zy nebo
furosinu. Vzhledem k rozdilnym vysledkiim je vyuziti fluorescence tryptofanu k detekci

tepelného oseteni mléka predmétem dalSich vyzkumi [60, 61].

Plnotucné miléko zahrev 90°C

360000
355000 l

< 350000 -
3 *
S 345000 -
©
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Obrazek 33: Zavislost intenzity luminiscence plnotucného mléka na dobé zahievu pri tep-

lote 90°C — pik na 345 nm

Z grafu zévislosti intenzity luminiscence na dobé zahievu pfi teploté¢ 90°C pro pik na
emisni vlnové délce 345 nm (viz Obr. 29) je patrny klesajici trend intenzity emitovaného
zafeni. Podobné jako u vzorkl masla lze vysledovat dvé linearni oblasti v ¢asech 0 — 15
min a 15 — 30 min. Luminiscence tryptofanu poskytuje informace o struktufe proteinu
(Dufour et Kulmyrzaev, 2002). Na zaklad¢ téchto namétenych dat 1ze usuzovat na postup-
nou degradaci tryptofanu s narlstajici dobou zéhfevu. Intenzita fluorescence ma klesajici
trend pii vystaveni teplotni zatézi po dobu 15 minut, pfi dalSim trvani zatéze pozorujeme

spise konstantni hodnotu emise [60].
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7.3.2 Zavislost intenzity luminiscence na teploté zahifevu
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Obrdazek 34: Zavislost intenzity luminiscence na teploté zahievu plnotucného mléka v case

20 minut

Na obrazku 34 je zndzornéna zavislost intenzity luminiscence na teploté zdhfevu v case 20
minut. Je mozné zaznamenat klesajici trend intenzity fluorescence pii zvySujici se tepelné
zatézi. Vzorky mléka byly vystaveny zdhfevu na teploty 70, 80 a 90°C. Vzhledem
k tomuto nizkému poctu bodii v hodnych k vyhodnoceni je obtizné interpretovat miru za-
vislosti intenzity fluorescence tryptofanu pii pisobeni narastajicich teplot. Dal$im omezu-
jicim faktorem pifi hodnoceni probihajicich zmén ve vzorcich je viceslozkova struktura
mléka. Jednou z pfi€in se jevi i fakt, ze tepelné oSetieni zpusobuje ¢asteCnou denaturaci
mlécnych proteinli a tvorbu fluorescencnich produkti Maillardovy reakce, které rovnéz
vykazuji vyznamnou fluorescenci ve sledované oblasti. V disledku denaturace je ¢ast tryp-

tofanového prostiedi v proteinech modifikovana ( Dufour et Kulmyrzaev, 2002) [60].
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ZAVER
Tato diplomova prace je zaméfena na sledovani luminiscen¢nich spekter mléka a mlééného
tuku a posouzeni moznosti vyuziti metody fluorescencni spektroskopie k identifikaci zmén

jejich luminiscence v zavislosti na teploté a dob€ zahievu. Pro méteni byly zvoleny vzorky

masla, cerstvého polotuéného mléka a cerstvého plnotuéného mléka.

Nejprve byly pfipraveny teplotni fady vzorkii urcené k méieni. Maslo bylo zahfivano na
teploty 80, 100, 120, 140, 160 a 180°C. Po dosazeni pozadované teploty byly odebirany
vzorky v ¢asech 0, 5, 10, 15 a 20 min. Mléko bylo zahtivano na teploty 70, 80 a 90°C,
vzorky byly odebirany v ¢asech 0, 5, 10, 15, 20 a 30 min. Nasledovalo proméfeni vSech

ziskanych vzorkd.

Vzorky maésla byly prométfeny na excitaéni vinové délce 315 nm v rozmezi emisnich vino-
vych délek 340 — 600 nm. Pfi bliz§im pohledu je na luminiscen¢nich spektrech vzorkl pa-
trny vyskyt nékolika identifikovatelnych pikt. Tyto vrcholy se nachazi na vinovych dél-
kach 368, 393, 410, 500 a 525 nm a odpovidaji predevS§im oxida¢nim produktim, lipofil-
nim vitaminim a aromatickym aminokyselindm obsaZenym v mlé¢ném tuku. U vSech pikii
je zaznamenan viditelny pokles intenzity emise s nartstajici teplotou zdhfevu. Pro piesnéjsi
interpretaci vysledk by bylo vhodné pouziti vétsiho poctu meéteni a zpracovani pomoci

ptislusnych statistickych metod.

Dalsi zfetelng viditelnd zména v intenzité emise jednotlivych sloZzek masla byla zazname-
nana pii sledovani zavislosti intenzity fluorescence na teploté zahievu. Zpocatku pozvolné
klesajici intenzita luminiscence vzorku vykazovala pifi dosazeni teploty 140°C prudky po-
kles. Tato skokova zména koreluje s teplotou odpovidajici hodnoté kourového bodu masla.

Tento trend bylo mozné pozorovat u v§ech métenych casu.

Me¢éfteni vzorkli mléka probihalo na excita¢ni vinové délce 280 nm v rozmezi emise 300 —
450 nm. Emisni spektrum mléka je prosté, nevykazuje dil¢i piky. Jediné vyrazné maximum
v namé&fenych spektrech predstavuje pik s emisi na vlnové délce 345 nm. Tento vrchol je
v literatuf'e pfifazovan luminiscenci tryptofanu a mastnych kyselin. Piekdzku znesnadnuji-
ci identifikaci spektralnich signatur jednotlivych sloZek ptedstavuji komplexni proteiny
obsazen¢ v mléku. Tyto poskytuji typické Siroké prekryvajici se fluorescencni pasy. Pres-
né&jsi popis spekter by bylo mozné provést pii vétSim poctu méteni a za pouziti softwaru

schopného zvyraznit polohy jednotlivych pika.
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Z provedeného méteni je mozné vysledovat sestupnou tendenci emise tryptofanu v zéavis-
losti na Case zdhtevu. Interpretace miry zavislosti intenzity fluorescence béhem plisobeni
narustajicich teplot je ztizena nedostaCujicim poctem meéteni, viceslozkovou strukturou

mléka a ¢asteCnou denaturaci proteinti zpiisobujici modifikaci tryptofanového prostiedi.

Fluorescencni spektroskopie se fadi k modernim analytickym metodam, které se nabizi
jako rychla alternativa ke klasickym analytickym postupim. Jeji nespornou vyhodou je
rychlost, vysoka citlivost a pouziti bez predchozi chemické upravy vzorkl. Tyto benefity
jsou divodem, pro ktery je metoda stale Castéji cilem vyzkumi pro aplikaci v nejriznéjsich

oborech.

Na zékladé provedenych méfeni a posouzeni vysledkll z dosud zvefejnénych studii, které
se zabyvaji danou problematikou je ziejmé, ze jednoznacna interpretace zmén probihaji-
cich béhem zdhfevu v mléku a mlééném tuku je komplikovana. Ptesto je vSak mozné i bez
doplnujicich a upfesiujicich metod pouzit luminiscencni spektroskopii k zachyceni zmén

v mléku a mlééném tuku zaptic¢inénych tepelnou zatézi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
CLA Konjugovana kyselina linolova

UHT  Ultra-high temperature

NADH Nikotinamid adenin dinukleotid

mg/kg Jednotka koncentrace miligram na kilogram

nm Nanometr

min Minuta
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PRILOHA P II: LUMINISCENCNI CHARAKTERISTIKA
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