Vyuziti Ramanovy spektroskopie pro stanoveni
vybranych kvalitativnich parametru syrovatky

Lenka Kourilova

Bakalaiska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2020 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie potravin

Akademicky rok: 2019/2020

ZADANI BAKALARSKE PRACE
(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno apfijmeni:  Lenka Kourilova

Osobni dslo: T16841

Studijni program:  B2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Chemie a technologie potravin

Forma studia: Kombinovana
metri syrovatky
Lasady pro vypracovani

1. Syrovétka — chemickeé sloeni, technologie ziskavani, viznamné technologické parametry.
2. MaoZnosti pouZiti syrovatky v potravinafstvi.

3. Zakladni princip Ramanovy spektroskopie.

4. VyuZiti Ramanovy spektroskopie pro stanovenl jednotiivich sloZek syrovitky.



Forma zpracovani bakalaiske prace: Tisténd/elektronicka

Seznam doporudené literatury:

[1] FO¥, P F., McSWEENEY, PLH. Diairy Chemistry and Biochemistry. Blackie Academic and Professional, 1998, 478 p.

[Z] SMITH, Ewen a Geoffrey DENT. Modem Raman spectrascopy: a practical approach. Chichester: lohn Wikey, 2005, 210 p.

[3] SUKONA Dagmar. Syrovitka v potravindfstvi. Praha: Ustav zemédilskjch a potravindfskych informaci, 2006. s 60. I5BN
B0-TIT1-173-3.

[4] L-CHAN, E. C Y. Vibrational spectroscopy applied to the study of milk proteins. Le Lait INRA Editions, 2007, 87 (4-5), 443-458.
[5] ALVES DA ROCHA, B, PAIVA, 1. M., ANJOS, V., FURTADO, M. A. M. a M. 1. ¥. BELL. Quantification of whey in fluid milk using
confocal Raman microscopy and artificial neural network. Journal of Dairy Sdence, 2015, 98 (6), 3559-3567.

Vedoud bakaliské prace: Mgr. Martina Bugkova, Ph.D.
Ustav analjzy a chemie potravin

Datum zadani bakalaiské prace:  17. dnora 2020
Termin odevzdani bakalaiské prace: 22. kvétna 2020

LS.

prof. Ing. Roman Cermik, Ph.D. doc. RNDr. Iva Buresova, Ph.D.
dEkan Teditel dstavu

Ve Zliné dne 17. dnara 2020



PROHLASpNi AUTORA
BAKALARSKE PRACE

Beru na védomi, ze:

bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé v univerzitnim informac¢nim systému a
dostupna k nahlédnuti;

na moji bakalafskou praci se pln€ vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech
souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakonl (autorsky zakon) ve znéni
pozdéjsich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

podle § 60 odst. 1 autorského zakona ma Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ pravo na uzavieni
licen¢ni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zékona;

podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — bakalatskou praci nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase Bati ve
Zling, ktera je opravnéna v takovém piipadé ode mne pozadovat pfimefeny ptispévek na thradu
nakladu, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ na vytvoteni dila vynalozeny (az do jejich
skute¢né vyse);

pokud bylo k vypracovani bakalafské prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase
Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucelim (.
k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky bakalaiské prace vyuzit ke komerénim uceltim;
pokud je vystupem bakalaiské prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za soucast prace
rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti
muze byt davodem Kk neobhajeni prace.

Prohlasuji,

Ze jsem na bakalafské praci pracoval samostatné a pouzitou literaturu jsem citoval. V piipadé
publikace vysledkti budu uveden jako spoluautor.

ze odevzdana verze bakalarské prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahové
totozné.

Ve Zliné€, dne:

Jméno a ptijmeni studenta:

podpis studenta



ABSTRAKT

Tato prace se zabyva vyuzitim Ramanovy spektroskopie pro stanoveni kvalitativnich
parametrii syrovatky. Prvni ¢ast je zaméfena na popis syrovatky, jeji chemické slozeni,
zakladni rozdéleni dle zptsobu ziskavani, technologii ziskdvani a praktické pouziti
syrovatky v potravinafstvi. Dale je stru¢né charakterizovdna Ramanova spektroskopie, jeji
historie, obecny princip a techniky zesileni. Na zavér se prace zabyva interpretaci spekter se

zam¢ienim na bilkoviny syrovatky a také laktozu.

Kli¢ova slova: syrovatka, Ramanova spektroskopie, vibra¢ni spektroskopie, bilkoviny,

laktoza

ABSTRACT

This thesis is focused on application of Raman spectroscopy to determine the
qualitative parameters of whey. First part describes the chemical composition of whey, the
methods of processing and the practical use of whey in the food industry. Second part is
focused on the Raman spectroscopy, the history, the general principle and the technology of
increase. Finally, the work explains the interpretation of spectra with a focus on whey
proteins and lactose.

Key words: whey, Raman spectroscopy, vibrational spectroscopy, proteins, lactose
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UvVOD

Blahodarné uc¢inky syrovatky jsou zndmé uz od staroveku, jiz ve 4. stoleti pi.n.l. byla
doporucovana Hippokratem jako posilujici napoj. V mlekarenské vyrob¢, kde syrovatka
vznikala pfi vyrob¢ syrt, tvarohu a kaseinu, byla dlouhou dobu znama pouze jako vedlejsi
produkt, slouzici ke krmnym Gc¢elim. Tento pohled se postupem ¢asu zménil a to diky
rozvoji poznatkl ohledné nutri¢nich benefitli, separacnich a zpracovatelskych technologii.
V dnesni dobé je syrovatka povazovana za koprodukt pii vyrobé syrt s fadou moznych

vyuziti v potravinarském primyslu i farmacii.

V potravinafstvi se ze syrovatky stala slozka vyuzivand v mnoha odvétvich, at’ uz se
jednd o vyrobu mléénych nebo masnych vyrobki, cukrovinek, népojii nebo kojenecké
vyzivy. Diky svym funkénim vlastnostem lze syrovatku vyuzit také jako emulgator,
zahust'ovadlo, pro jeji schopnost vazat tuk, tvofit gel a pénu, pouziti syrovatky ma vliv na

chut’, aroma a texturu.

Syrovatka se stava stale popularnéj$i pro jeji piiznivy vliv na zdravi, je
nizkokalorickd, obsahuje mnoho vitamini a mineralnich latek, pasobi detoxikacné a
podporuje ¢innost ledvin, kladné ovliviuje ¢innost stiev a obnovuje stievni mikrofloéru, ma

vliv na sniZeni hladiny cholesterolu v krvi.

Cilem této prace je popsat moznosti analyzy syrovatky pomoci Ramanovy
spektrokopie. Jedna se o vibraéné spektroskopickou metodu pojmenovanou po indickém
fyzikovi Chandrasekharu Venkatau Ramanovi, ktery za svoji praci ziskal v roce 1930
Nobelovu cenu. Tato metoda slouzi k identifikaci latek, pro urovani jejich slozeni a
struktury. Na strankach této prace lze najit struéné shrnoutou historii Ramanovy
spektroskopie, stejné tak jako princip metody, zplsoby zesileni a v z&véru interpretaci

spekter se zaméfenim na bilkoviny a také laktozu.
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1 ZISKAVANI SYROVATKY A JEJIi CHEMICKE SLOZENI

Syrovatka byla tradi¢né povazovana za vedlejsi produkt, odpadni latku vhodnou pouze
ke krmnym uceliim. Tento pohled se postupem c¢asu zménil a to diky rozvoji poznatkl
ohledné nutri¢nich benefitl, separacnich a zpracovatelskych technologii. V dnesni dobé¢ je
syrovatka povazovana za koprodukt pii vyrobé syri s fadou moznych vyuziti v

potravinaiském pramyslu i farmacii. [1]

Dle vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. lze syrovatku definovat jako mlé¢ny vyrobek vznikajici
jako vedlejsi produkt pfi vyrob¢ syri, véetné tvarohti a potravinarskych kaseinti; syrovatkou
muze byt i mlé¢na slozka uvoliiovana po fermentaci pii vyrob¢ jinych mlécnych vyrobki,
zejména u jogurt ¢i mléénych dezertd. [2]

Syrovétka obsahuje pfiblizné 50 % Zivin obsazenych v mléce, hlavni slozkou je mlé¢ny
cukr, laktoza, predstavujici ptiblizné 77 % z celkové susiny, dalsi dilezitou slozkou jsou
bilkoviny zaujimajici 12 %, mineralni latky, jejichz obsah se pohybuje okolo 10 %, dale

malé mnozstvi tuku a vitaminy. [1]

Tab.1 Chemické slozeni tekuté syrovatky [1]

Slozka (%) Sladka syrovatka Kysela syrovatka Kaseinova
syrovatka

Susina (%) 6,20 5,70 6,10
Laktéza (%) 4,80 4,60 4,70
Bilkoviny (%) 0,75 0,30 0,50
Tuky (%) 0,05 <0,01 <0,01
Mineralni latky 0,60 0,80 0,90
(%)
pH 6,1 4,6 4.4

1.1 Ziskavani syrovatky

Mezi zakladni dva typy syrovatky patii syrovatka sladka a kyseld. Toto rozdé¢leni
vychézi ze zptsobu zpracovani vedouci k odstranéni kaseinu z ml¢ka. Hlavni rozdily mezi
témito dvéma typy syrovatky jsou v obsahu mineralnich latek, kyselosti a sloZeni
syrovatkovych bilkovin. Ackoli tyto rozdily jsou relativné malé, mohou mit dopad na

technologické i nutri¢ni vlastnosti syrovatky.
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1.1.1 Sladka syrovatka

Jedna se o typ syrovatky, s niz se lze setkat nejéastéji. Vznika pti vyrobé syri nebo
pramyslovych kaseinovych produktl, kde je zpracovani zaloZeno na koagulaci kaseinu
pomoci syfidla, primyslového piipravku slouziciho na sraZeni kaseinu, ktery obsahuje

chymosin nebo jiné enzymy.

Vzhledem k tomu, Ze tento proces a nasledné odvadéni syrovatky probiha pii hodnoté

pH 6,0-6,5, je tento typ syrovatky oznacovan jako sladka syrovatka.

Pfi  srdzeni vznikaji fragmenty molekuly  kappa-kaseinu  nazyvané
glykomakropeptidy, které ziistavaji v syrovatce a predstavuji piiblizné 20% z celkového
obsahu bilkovin. [3]

1.1.2 Kysela syrovatka

Druhy typ syrovatky, kyseld syrovatka, je vysledkem procesli vyuZivajicich
fermentaci bakteriemi mlééného kvaseni nebo pfidavani organickych kyselin ke srazeni
kaseinu. [3] Vznika pii vyrobé Cerstvych syra a tvarohu a ma rozdilné slozeni oproti sladké
syrovatce. Obecné lze fici, Ze kyseld syrovatka ma nizsi pH, niZz8i obsah bilkovin (oproti
sladké syrovatce neobsahuje glykomakropeptid), ale na druhou stranu vyssi obsah vapniku,
fosforu a kyseliny mlé¢né. Vzhledem ke kyselé a slané chuti je také omezeno jeji vyuziti v

potravinarstvi. [4]

1.2 Dusikaté latky v syrovatce

Mléko obsahuje dva primarni zdroje proteinii - kasein a syrovatkové bilkoviny.
Kaseiny jsou definovany jako fosfoproteiny, které lze vysrdzet z odstfedéného mléka
okyselenim na pH hodnotu 4,6 pfi 20 °C a tvofi 80 % bilkovin pfitomnych v mléce.
Syrovatkové proteiny zlstavaji rozpustné i po vysraZeni a tvoti zbyvajicich 20 % bilkovin.
Jedna se o globularni slouceniny, mezi jejichz hlavni pfedstavitele patii -laktoglobulin,
a-alaktalbumin, sérum albumin, laktoferin, imunoglobuliny, enzym laktoperoxidaza a

glykomakropeptidy. [5]

Syrovétkové bilkoviny oproti kaseinu prochazi rychleji pasazi Zaludku a ve stfeve jsou

pomaleji hydrolyzovany, takzZe k jejich traveni a absorpci dochézi po vétsi délce streva.

Syrovatka obsahuje vysoké mnoZzstvi aminokyselin s rozvétvenym fetézcem

(isoleucin, leucin, valin), aminokyseliny obsahujici siru (cystein, methionin), také esencialni
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aminokyseliny (lysin, treonin, methionin), které jsou limitujici pro nekteré rostlinné zdroje
bilkovin a tim se syrovatka stava jejich idealnim doplitkem. [6]

Krom¢ bilkovin se na celkovém obsahu dusiku podili také dusikaté latky
nebilkovinné povahy, jedna se zejména o puriny. Patfi mezi n¢€ nepatrné piimési mocoviny,
xantinu, hypoxantinu, guaninu, adeninu, kreatinu, kreatininu, amoniaku, alantoinu aj. Na

celkovém obsahu dusiku se podili z5— 7 %. [7]

Tab.2 Prehled syrovatkovych bilkovin [8]

Syrovatkova Obsah Vlastnosti
slozka Z celkovych
bilkovin
p-laktoglobulin 50 -55% zdroj esencialnich rozvétvenych aminokyselin
a-laktalbumin 20-25% bilkovina lidského matefského mléka
zdroj esencialnich rozvétvenych aminokyselin
imunoglobuliny 10-15% bilkovina obsazena v kolostru
imunitni modulace
laktoferin 1-2% antioxidant
antibakterialni, antiviroticka, antimykoticka
funkce

podporuje rast zdravi prospéSnych bakterii
vyskytuje se v mléce, slzach, slinach, zluci,

krvi a hlenu
laktoperoxidaza 0,50 % inhibuje rist bakterii
sérum albumin 5-10% zdroj esencialnich aminokyselin
glykomakropeptid 10-15% zdroj rozvétvenych aminokyselina

nizky obsah aromatickych aminokyselin -
fenylalaninu, tryptofanu a tyrosinu

Stabilita tercidrni struktury syrovatkovych proteini je wurena rUznymi
nekovalentnimi interakcemi a disulfidovymi vazbami, které jsou tvofeny dvéma
cysteinovymi zbytky. Oproti kaseinu jsou syrovatkové bilkoviny vice ndchylné na teplotu.
je denaturovano okolo 95 % bilkovin. Pfi neutralnim pH syrovatkovy protein denaturuje pii
teplotnim rozmezi 64 - 85 °C, alfa-laktalbumin denaturuje pii 64 °C a beta-lakalbumin pfi

78 °C, pokud teplota pfesahne 85 °C, syrovatkovy protein zacne agregovat a nasledné tvoftit

gel. [9]
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1.2.1 p -laktoglobulin

Tato bilkovina je pfitomna v mléce vétSiny savci a predstavuje asi 50 %

syrovatkovych bilkovin a ptiblizné 10 % z celkového obsahu bilkovin v kravském mléce.

B-laktoglobulin ma vice vazebnych mist a je schopny na sebe vazat a ptenaSet
hydrofobni ligandy, mezi které naptiklad patii vitamin A a D, mastné kyseliny a fosfolipidy.
Slouzi také jako zdroj cysteinu, ktery je dilezity pro syntézu glutathionu. [10]

1.2.2 a-laktalbumin

Druhy nejvyssi obsah bilkovin v syrovatce spada na a-laktaloumin, jeho obsah se
pohybuje okolo 25 %. Tato bilkovina ma vyznamnou roli pro produkci mléka, ptisobi totiz
na syntézu laktézy v mlécné zlaze. Je dilezitym zdrojem bioaktivnich peptidi a esencidlnich
aminokyselin, vcetn€ tryptofanu, lysinu, aminokyselin s rozvétvenym fetézcem a
aminokyselin obsahujici siru. Vzhledem ke svym vlastnostem, které zahrnuji dobrou
rozpustnost ve vod¢ a tepelnou stabilitu je pfidavan do potravinatrskych produktti. Vyuziva
se napiiklad k preformulovani kojenecké vyzivy tak, aby méla snizeny obsah bilkovin a
sloZzenim se vice pfiblizila k matefskému mléku. Diky jedinecnému obsahu tryptofanu ma
také potencial jako dopln€k vyZivy pro podporu neurologickych funkci a spanku u
dospélych. Mezi dalsi slozky a-lactalbuminu, které mohou byt uzitecné v dopliicich stravy,
patii aminokyselina s rozvétvenym fetézcem, leucin, ta zvySuje syntézu proteinti ve svalech
a tim podporuje jejich rist a bioaktivni peptidy, které maji prebiotické a antibakterialni

vlastnosti. [11]

1.2.3 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny se v nejvyssi koncentraci vyskytuji v mlezivu, pfi¢emz praveé
prostiednictvim matefského mléka dochdzi k pienosu pasivni imunity na kojence. V
syrovatce lze nalézt imunoglobuliny ve formé protilatek: IgG, IgM a sekrecni IgA. Z
celkového obsahu bilkovin zaujima 10 — 15 %. [12]

1.2.4 Laktoferin

Glykoprotein, diive znamy jako laktotransferin, byl poprvé izolovan z kravského
mléka v roce 1939 a po dvou desetiletich byl stanoven jako hlavni protein vazajici zelezo v

lidském mléce.
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Praveé schopnost vézat Zelezo, které je nezbytnym substratem potfebnym pro rist
vétSiny bakterii, je principem bakteriostatického ucinku, ktery lze oznacit za prvni
mechanismus antimikrobialni aktivity laktoferinu. Druhy mechanismus pak zahrnuje pfimou
interakci laktoferinu a infek¢éniho agens, kdy se laktoferin vdze na lipopolysacharid
bakteridlnich stén, prostfednictvim peroxidu katalyzovanych ionty Zeleza poskozuje bakterie

- ovliviiuje propustnost jejich membrany a vede k lyze bakterialnich bungk.

Na druhou stranu laktoferin podporuje rtist bakterii s nizkymi pozadavky na Zelezo,

jako jsou Lactobacillus a Bifidobacteria, které se obecné povazuji za prospesné.

Kromé¢ antimikrobidlni aktivity laktoferin zastava v organismu dalsi fyziologické a

vvvvv

antioxida¢n¢ a imunomodula¢né. [13]

1.2.5 Laktoperoxidaza

Tento enzym, spadajici do skupiny oxidoreduktaz, se vyskytuje jak v mlé¢nych, tak
v syrovatkovych vyrobcich. Stépi peroxid vodiku na vodu a atomarni kyslik, je
termostabilni, neni inaktivovan pasteraci, a proto je pouzivan jako metoda kontroly
spravného provedeni této operace, pusobi antimikrobialné a lze jej vyuzit jako slozku v

dentalnich vyrobcich slouzicich k omezeni kazivosti zubu. [6]

1.2.6 Sérovy albumin

Jedna se o bilkovinu, kterd neni syntetizovana mléénou zlazou, ale do mléka
pfestupuje z vemene krevnim feciStém. Jeji koncentrace se zvySuje b&hem infek¢nich
onemocnéni, napiiklad béhem mastitidy. Je schopnéd na sebe vézat mastné kyseliny a jiné

malé molekuly. [6]

1.2.7 Glykomakropeptid

Mezi biologicky aktivni slozky syrovatky beze sporu patii glykomakropeptid, ktery
se ziskava enzymatickym §tépenim kappa-kaseinu a ptestavuje 15— 20 % sérovych bilkovin.
Podporuje zdravi skrze svoji antimikrobialni, antikariogenni funkci, stimuluje
cholecystokinin, vede k prebiotické a imunitni modulaci. Tento peptid ma také slibné vyuziti
v potravinaiském pramyslu, a to diky jeho nutri¢ni hodnot€, schopnosti tvofit pénu a gel a
emulgacnim vlastnostem. Glykomakropeptid ma velmi nizky obsah aromatickych

aminokyselin, mezi kter¢ mimo jiné patii fenylalanin. Vzhledem k jeho nizkému obsahu
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muze byt glykomakropeptid pouzit jako slozka potravy pro osoby s dédi¢nou metabolickou
poruchou - fenylketonurii. [14]

1.3 Lipidy
Koncentrace tuku v syrovatce je velmi nizka, jeho obsah zavisi na technice zpracovani.

Mezi zékladni pfedstavitele patii triacyglyceroly, nasledované fosfolipidy, diacylglyceroly,
volnymi mastnymi kyselinami a monoacylglyceroly. Z fosfolipidii Ize zminit zejména
sfingomyelin, fosfatidylcholin a fosfatidylethanolamin. Volné mastné kyseliny obsahuji

pomérove vyssi mnozstvi kyseliny maselné, olejové a kaprylové nez v mléce. [6]

1.4 Mléény cukr

Laktoza je hlavnim sacharidem v mléce vSech savcl, mimo tento sacharid lze v mléce
nalézt také stopové mnozstvi dalSich sacharidu, jako je fruktoza, glukosamin, galaktosamin,

kyselina neuraminova a neutrdlni a kyselé oligosacharidy.

Koncentrace laktézy se mezi jednotlivymi druhy zna¢né lisi, v kravském mléce je
ovlivnéna plemenem, krmivem, stadiem laktace a moznymi nemocemi, napiiklad infekci
vemene. Obsah laktdzy se béhem roku postupné snizuje, naopak obsah bilkovina a lipid v
druhé poloviné stoupaji, infekce vemene - mastitida zplsobuje zvySeny obsah chloridu

sodného a potlacuje vylu¢ovani laktozy.

Mlé¢ny cukr je disacharid skladajici se z D — galaktézy a D - glukozy
s B — glykosidickou vazbou 4 — 0 — B D — galaktopyranosyl — D glukopyranodza. [15]

Rozpustnost a sladivost laktdzy je ve srovnani s jinymi cukry nizka. Ze syrovatky ji
lze ziskat procesem krystalizace. Lze ji pouzit v potravinaiském primyslu, napiiklad se
vyuziva jako slozka kojenecké vyzivy, protoZze ve srovnani se sachardézou je méné
kariogenni, ve farmaceutickém pramyslu se pak pouziva jako plnivo nebo potahovaci ¢inidlo

na tablety. [16]

1.5 Kyseliny

Mezi nejcastéji se vyskytujici kyseliny v syrovatce patii kyselina citronova, mlécna,
propionova, octova a mravenci. Jejich obsah se mtize zna¢né lisit, pfi¢emz zaleZi na zptisobu
zpracovani syrovatky a také na tom, zda bylo stanoveno mnozstvi celého spektra kyselin

nebo zda byly veskeré kyseliny stanoveny jako jedna urcita.
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Vyssi obsah kyselin byva v kyselé syrovatce, ve které vznikaji pii vyrobé tvarohu
aktivitou mikroorganismu. Nejvyssi mnozstvi Ize ptisoudit kyselin€ citronové, jeji obsah se
pohybuje okolo 150 mg/100 g, druhou nejcastéjsi byva kyselina mlééna s obsahem
40 — 120 mg/100 g.

Na druhé strané, pii vyrobé kaseinu, dochazi k ptechodu malého mnozstvi mineralnich

kyselin do syrovatky, napiiklad se mize jednat o kyselinu chlorovodikovou. [7]

1.6 Vitaminy

Z mléka do syrovatky ptechazi velka ¢ast vitaminl rozpustnych ve vodé€, v mensim
mnozstvi pak i vitaminy rozpustné v tucich. Jedna se zejména o vitaminy skupiny B (By, B,

kyselina pantotenova, biotin, Be, B12), vitamin C a vitamin A. [7]

Tab.3 Vitaminy sladké a kyselé syrovatky [7]

Vitamin Sladka syrovatka Kysela syrovatka
Vitamin A (MJ/100g) 136 107
Vitamin C (mg/100g) 1,41 0,33
Vitamin Bs (mg/100g) 0,59 0,62
Vitamin B12 (ng/100 g) 2,4 2,5
Vitamin E (ng/100 g) 63 71
Vitamin B1 (mg/100g) 0,51 0,49
Vitamin B2 (mg/100g) 2,14 1,85
Kyselina pantotenova 11,5 114
(mg/1009)

Biotin (ng/100 g) 43,0 11,4
Niacin (mg/100g9) 1,30 1,16
Kyselina listova (ng/100 g) 11,6 33,2
Cholin (mg/100g9) 104 101

1.7 Mineralni latky

V syrovatce jsou mineralni latky obsazeny ve formé organickych (0,1 — 0,4 %) a
anorganickych (0,6 — 0,7 %) slou¢enin. Jejich zdrojem jsou pifedevS§im soli kyseliny

fosfore¢né, mlécné, uhlicité, citronové, chlorovodikové a sirové. [7]
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Z makroelementil nejvétsi ¢ast tvori draslik a vapnik, dale je pfitomen fosfor, sodik a

hoi¢ik, z mikroelementi pievlada zinek a Zelezo.

Mineralni slozeni sladké a kyselé syrovatky je velmi podobné, nejvyssi rozdil v
hodnotach lze vidét u zinku, kterého je az 20krat vice v kysel¢ syrovatce, v té Ize také nalézt
az trikrat vyssi obsah véapniku nez ve sladké syrovatce. Je to dano tim, ze pfi vyrob¢ syru se
¢ast vapniku vaze s kaseinem a tvoii nerozpustnou slouceninu, kterd zlstava v syru, pfi

vyrob¢ tvarohu naopak prechazi vapnik do syrovatky a proto je jeho hodnota zde vyssi. [17]

Tab.4 Mineralni latky obsazené v kyselé a sladké syrovatce [17]

Mineralni latka Kysela syrovatka Sladka syrovatka
Makroprvky (mg/100g)
Ca 92,8 36,5
Mg 9,0 6,5
Na 39,8 45,5
K 153,0 123,0
P 58,0 43,0
Mikroprvky (ng/100g)
Zn 234,0 11,0
Fe 106,0 89,0
Cu 6,8 3,5

Mn 2,8 0,6
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2 TECHNOLOGIE ZPRACOVANI SYROVATKY

Syrovatka musi byt zpracovana co nejdiive po jejim ziskani, jeji teplota a sloZeni totiz
podporuje rust bakterii, jejichz ¢innost vede k degradaci bilkovin a tvorb¢ kyseliny mlécné.
[18]

2.1 Predbézna priprava syrovatky

2.1.1 Cisténi

Nezadouci zbytky srazenin (syraisky prach) by mohly negativné ovlivnit prubéh
dalSich procest (ucpavani tepelnych vyménikii, poskozovani a ucpdvani membran) a proto
se pii modernich postupech zpracovani syrovatky témét vzdy provadi ¢isténi. Tyto srazeniny
by navic také mohly ovlivnit chut’ a viini vysledného produktu. Pti procesu ¢isténi se vyuziva
kombinace procesti usazovani, scezovani a odstifed’ovani nebo pouze samotné odstfed’ ovani,
metoda se vybird podle velikosti a mnozstvi pevnych ¢astic. Pokud je v syrovatce pfitomno
velké mnozstvi necistot, pro €isténi se pouzivaji samoodkalovaci odstiedivky s kontinualnim

odstranovanim kald. [7]

2.1.2 QOdstranéni tuku

Pokud syrovatka pochdzi z vyroby syru, miiZze obsahovat vy$§i mnozstvi tuku, které
je vhodné odstranit kviilli moZnosti dal§iho zpracovani a udrZeni kvality a stability produktu.

Pro tento ucel se syrovatka odstied’uje, idealni je dosahnout obsahu tuku pod 0,5 %. [7]

Syrovatkova smetana, ktera vznika pii vyrobé syra, mize obsahovat az 30 % tuku,
castecné ji lze pouzit pro standardizaci mléka nebo u syrt s kratkou dobou dozravani,
napiiklad u mozzarelly, nevyhodou vSak je del§i doba dozrdvani a mirnd zména chuti, v

nékterych piipadech l1ze syrovatkovou smetanu vyuzit na vyrobu syrovatkového masla. [18]

2.1.3 Pasterace

Syrovatka, ktera ma byt skladovéana ptfed zpracovanim, musi byt bud’ chlazena nebo
pasterizovana a nasledné chlazena, a to ihned po odstranéni tuku a jemnych ¢astic. Pro
kratkodobé skladovani (do osmi hodin) je obvykle pro sniZeni bakterialni aktivity dostate¢né

chlazenina<5° C.

Pro pouziti pasterace se obvykle pouziva kombinace teploty 72 - 78 °C po dobu

15 - 20 s, v né€kterych ptipadech se vak pouZziva teplota v rozsahu 62 — 95 °C. Dochazi ke
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snizeni poc¢tu zivych mikroorganismii a inaktivuje se alkalickd fosfatdza a chymozin.

Pasterace se doporucuje pro vyhovéni stale ptisnéj$im pozadavkim na kvalitu produktu.[7]

2.2 Demineralizace syrovatky

Odstranéni mineralti ze syrovatky je dalS$i moznosti jak zvysit zpracovatelnost a
vyuzitelnost tohoto produktu. Demineralizani operace spociva v odstranéni nékterych
kovovych iontl a kyseliny mlé¢né. Tato operace se obvykle provadi elektrodialyzou nebo
iontovou vymeénou. Vysledkem je produkt, ktery obsahuje malé mnoZzstvi mineralt a jehoz
organoleptické vlastnosti byly zachovany. Pii néasledném okyseleni na hodnotu pH 4,5
dochazi k odstranéni 99 % bakterii a 90 % zbytkovych lipid, coz vede ke zlepSeni

emulgacnich schopnosti a stability pfi skladovani.

Demineralizovanéd syrovatka se pouziva v kojenecké vyzive, dietnich potravinach,
cukrovinkach a pekatskych vyrobcich a mize ¢astecné nahradit suSené odstredéné mléko.
[19]

2.3 Krystalizace laktozy

Problémy pii zahustovani a suSeni miize zpisobovat vysoky obsah laktdzy v syrovatce
¢i permeatu. Koncentrat a permeat, ktery obsahuje vice nez 55 % susSiny, je totiZ pii 38 °C

nasycen roztokem lakt6zy.

Predkrystalizace laktdzy se provadi pro usnadnéni suSeni a pro zabranéni lepivosti
vysledného prasku. Samotna krystalizace probiha napf. pii 20 — 35 °C po dobu 2 - 24 hod. v
krystaliza€nim tanku, nasledné je rychle zchlazena. Asi 70 % laktozy vytvofi malé krystaly,
které nijak nevadi pfi nasledném rozpraSovacim suSeni, dojde totiz ke sniZeni podilu bezvodé
amorfni laktdzy vznikajici pfi rychlém suSeni. Bezvod4d amorfni laktéza totiz mulzZe
zpusobovat lepeni teplého prasku na stény, hygroskopicnost vysledného préasku, jeho

tvrdnuti a obtizné rozpousténi.

Pti vykrystalizovani 85 - 90 % laktozy vznikne pfi rozprasovacim suSeni vyrobek
s 60 % suSiny. Existuje vice zplsobil krystalizace, tradi€ni postup se nazyvéa SarZova
krystalizace, v dneSni dob¢ se vSak spiSe pouziva rychlejsi kontinualni krystalizace. Tento

proces lze také vyuzit pro ziskani laktézy samotné, s cilem jejiho dalsiho vyuziti. [7]
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2.4 ZahuStovani syrovatky

Prvni krok pii zahuStovani syrovatky obvykle zahrnuje zvyseni susiny z ptiblizné 6 %
na 18 — 25 % a to pomoci reverzni osmozy nebo kombinaci reverzni osmozy s nanofiltraci.
Nasledné miize byt syrovatka bud’ transportovana na misto pro dalsi zpracovani (odpatovani

a suSeni) nebo susena ptimo na misté. [18]

K predbézné koncentraci veSkerych slozek se v syrarnach vyuzivda membranovy
proces - reverzni osmoéza, kterd vede jak k zakoncentrovani vysledného vyrobku, tak ke
snizeni piepravnich nakladi. Mira zahusténi zavisi na viskozité pivodni suroviny. Tento

postup je vhodny jako predstupenn odparovani.

Pro oddéleni vody se pouziva tlak 30 - 40 bar a teplota 25 - 33 °C a to vzhledem k
malé velikosti port. Se stoupajici koncentraci stoupa 1 osmoticky tlak syrovatky, ktery musi
byt vnéj$im tlakem prekonan.

vvvvvv

celul6zové membrany nesnasely teploty nad 30 °C a byly choulostivé na ¢isténi a sanitaci.
Membrany z kompozitu naopak snasi teploty i nad 80 °C, jsou stabilni v celém spektru pH

a jsou odolné vici sanitacnim prostiedkiim. [7]

Pti koncentraci susiny nad 25 — 30 % je hospodarné;jsi pouzit pro odpafovani syrovatky
odparky s klesajicim filmem nebo trubkové vakuové odparky ve vicestupiiovém provedeni
s mechanickou kompresi par. Vyuziti této metody ke koncentraci syrovatky muize zvysit

susinu z 20 % az na 45 — 65 %. [18]

2.5 SuSeni

V 60. letech 20. stoleti byla vyvinuta rozpraSovaci suSicka, kterd byla poprvé
aplikovana v roce 1937 a od té doby pokracuje jeji pouzivani pii suseni syrovatky. Laktoza,
ktera je amorfni a hygroskopickd se ochladi a krystalizuje na nehygroskopicky monohydrat

a-laktozy.

Rozprasovaci zafizeni je tvofeno suSarnou a tryskovym rozprasovacem, proces
probiha v susicich komorach, kde se v prvnim stupni ziskava prasek s 10 — 14% vlhkosti. Pti
odparovani je nutné udrzet nizkou teplotu, aby bylo zabranéno denaturaci. Dale se vlhky

prasek dosusuje ve vibracnim fluidnim 16zi na vlhkost v rozmezi 3 — 5 %. [9]
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2.6 Metody separace sloZek syrovatky

2.6.1 Tontoménicova chromatografie

Pomoci této metody je mozné dé€lit nizkomolekularni a vysokomolekularni latky.
Staciondrni fazi tvori ionex, na néjZz se navazi ionty opa¢ného naboje z délené latky, poté

nasleduje promyvaci faze tak, aby doslo k postupnému uvoliiovani slozek ze smési.

Pouziti ionext se vyuziva k demineralizaci, nevyhodou vsak je, Ze pii regeneraci

ionext odpadaji siln¢ kyseliny a zasady.

Iontoménicova chromatografie se vyuziva také pro odd¢leni bilkovin. Pii tomto
procesu se nejprve syrovatka okyseli, takze vétsina bilkovin ziska pozitivni naboj. Nasledné
se ptidd negativné nabitd uméla pryskytice, dojde k navazani bilkovin na pryskyfici a vymyti
téch, které se nenavazaly. Poté se hodnota pH zvysi, bilkoviny se uvolni a miize nasledovat
jejich dalsi zpracovani ultrafiltraci. Timto zpisobem ziskany WPI (syrovatkovy proteinovy
izolat) obsahuje veskery p-laktoglobulin, na druhou stranu vSak obsah o-laktalbuminu a

imunoglobulinu je na minimalni Grovni nebo neni obsazen vibec. [7]

2.6.2 Elektrodialyza

Elektrodialyza oznacuje proces, ve kterém jsou ionty pienaSeny iontoméniCovymi
membranami za pouziti elektrického pole. Model elektrodialyzy obsahuje tfi hlavni toky:
zfedény demineralizovany proud, koncentrovany proud, ktery pohlcuje ionty z fedidla,
roztok elektrolytu, ktery vede proud systémem a chrani elektrody. Tento zplsob je vyuZivan

pro odstranovani mineralt ze syrovatky pted vyrobou syrovatkového prasku. [20]

2.6.3 Membranova filtrace

Mezi pouzivané membranové metody patii mikrofiltrace, ultrafiltrace, nanofiltrace a
reverzni osmoza. K separaci dochazi prostiednictvim semipermeabilni membrany, pfi¢emz
se vyuziva rozdilného tlaku na obou stranach. Odd€lovaci mechanismus je obecné zalozen

na prosévacim ucinku pies tenké filtry s danou velikosti pora.

Mikrofiltrace se vyuziva pro odstranéni tuku a bakterii ze syrovatky pomoci
membran s pomérné velkymi péry (> 0,1 um). Ultrafiltrace se vyuzivd pro separaci
syrovatkovych proteini a tyto membrany jsou obvykle charakterizovany separa¢nimi
schopnostmi zalozenymi na molekulové hmotnosti, ozna¢ované jako "cut-off". Nanofiltrace

se pouzivd k frakcionaci smési jeSt¢ menSich molekul, naptiklad u castecné
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demineralizované syrovatky. Reverzni osmoéza slouzi k zahustovani, pfi¢emz timto

procesem dochazi k odstrafiovani vody.

Pouzivané membrany musi splnovat nékteré pozadavky, jako je odpovidajici

propustnost, separacni u¢innost a stabilita proti samovolné hydrolyze.

Ultrafiltrace se vyuziva pro frakcionaci syrovatkovych proteinti. Pfi této metodé
latky s nizkou molekulovou hmotnosti jako je laktéza, mineralni latky a voda snadno
prochazi skrz membranu a ziistava zahustény substrat skladajici se z bilkovin a zbytkového
tuku. Syrovatka timto zpGisobem milize sniZit objem az o 95 %, vyssi stupné frakcionace

syrovatky se jiz nedoporucuji z dtivodu pfili§ vysoké viskozity retentatu.

Slozeni syrovatkového proteinového koncentratu (WPC) zéavisi na vlastnostech
membrany, délce filtracniho procesu a pouziti vody. Pomoci ultrafiltrace 1ze vyrabét vSechny

typy WPC s obsahem bilkovin v rozmezi od 25 — 80 %.
Primyslové vyrabéné koncentraty 1ze rozdélit na:
1. WPC s nizkym obsahem bilkovin (25 — 45 %)
2. WPC se sttednim obsahem bilkovin (45 — 60 %)

3. WPC s vysokym obsahem bilkovin (60 — 80 %)

Izolovana syrovatkova bilkovina (WPI) je samostatnou kategorii s obsahem proteinii

okolo 90% a jeji ptiprava probihéd procesem mikrofiltrace z odtu¢néné syrovatky.

Slozeni WPC35 odpovida slozeni suSeného odstfedéného mléka a Ize jej vyuzit jako
jeho nédhradu. Vyrobky WPC60 mohou nahradit vajecny bilek v pekéarenskych a cukraiskych
vyrobcich, WPC80 je vyuzivan v masnych a rybich vyrobcich. [26]
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3 MOZNOSTI POUZITi SYROVATKY V POTRAVINARSTVI

Vyuziti syrovatky byvalo jednim z hlavnich problémd, jeji vysoky obsah mineralnich
latek, v kombinaci s vyprodukovanymi velkymi objemy a omezenymi moZnostmi
zpracovani vytvorily ze syrovatky enviromentalni problém. Tento fakt vedl k rozvoji
technologickych procesti, diky kterym se syrovatka pfetvaii na produkty s piidanou

hodnotou a moznosti dalSiho vyuziti.

V potravinafstvi se ze syrovatky stala slozka vyuzivdna v mnoha odvétvich, at’ uz se
jednd o vyrobu mléénych nebo masnych vyrobkt, cukrovinek, népojii nebo kojenecké
vyzivy. Diky svym funkénim vlastnostem lze syrovatku vyuzit jako emulgator,
zahustovadlo, také pro jeji schopnost vazat tuk, tvofit gel a pénu, pouziti syrovatky mize

mit také vliv na chut’, aroma a texturu. [21]

3.1 Vyroba syru

Syrovatkova bilkovina je pfi vyrob¢ syri vyuzivana jako zdroj cennych aminokyselin
a také pro dosazeni vyraznégj$i chuti a jemnéjsi konzistence. Pti vyrobé syrovatkovych syrt
se vyuziva samotnd syrovatka nebo syrovatkovy bilkovinny separat, ktery je bud’ bez

pfidavku nebo s pridavkem mléka.

Tyto syry muizeme rozdélit na dva druhy, a to na Riccotu, ktera obsahuje 70-80% vody
a syrovatkové bilkoviny jsou pfi vyrobé vysrazeny teplem. Druhym je syr norského typu,
Mysost, coz je hnédy syr, ktery obsahuje 33 — 45 9% laktozy. Pii vyrobé syru Mysost je
zpracovana prakticky veskera syrovatka, z hlediska zuZitkovani syrovatky je tedy mnohem
efektivnéj§i nez Ricotta, pfi jejiz vyrobé zistava nevyuzito 80 — 85 % Casteéné

deproteinované syrovatky, ktera neni dale snadno vyuzitelna. [7]

3.1.1 Riccota

Ricottou je myslen Cerstvy, nezrajici syr bilé barvy a me¢kké konzistence, Jeho chut’
neni nijak vyrazna, avSak mtize byt polosladka v ptipad¢, kdy je vyrobena z Cerstvé sladké
syrovatky. Ricotta byla ptivodné vyrabéna v oblastech s vysokou produkci ov¢iho mléka, na
Sicilii a zejména Sardinii, pozd&ji vSak byla distribuovana po celé Italii a dokonce se

vyvazela do jinych zemi, zejména USA.
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Pti vyrobé Ricotty je hlavni surovinou syrovatka, kterd se doplni s 5 — 10 % mléka,
které bylo zahidno na 40 — 50 °C. Nasledné se ptidava 0,1 % soli a pokracuje zahiivani az
na 80 - 85 °C. Po dosazeni pozadované teploty se za pomalého michani piida okyselujici
¢inidlo (obvykle vodny roztok kyseliny citronové v mnozstvi asi 0,11 kg/l). Zahtivani se
pterusi ve chvili, kdy syfenina vzejde na hladinu, smés poté odpociva 5 minut a nasledné se

odebira a nechava odtékat na sitech 4 - 6 hodin v chladné mistnosti.

Obvykle lze ziskat 1 kg ricotty z 15 - 20 litra syrovatky, vytéznost se tedy pohybuje
okolo 6 %. [22]

3.1.2 Mysost

Nejznaméjsim syrovatkovym syrem v Norsku je Mysost. Vyrabi se jako tvrdy nebo
pomazankovy syr ze sladké kravské nebo kozi syrovatky. Existuje nékolik variant, a to:

Brunost, Gjestot, Primost, a Grubransdalsost.

Na pielomu stoleti do klasického Mysostu zacali vyrobci pfidavat smetanu, to vedlo
ke zméné ndzvu na Brunost. Pokud bylo pro vyrobu pouzito pouze kozi mléko, pak se jedna
o Gjestot, tento syr je tmaveé hnédy, tvrdé struktury. Pro zlepSeni senzorickych charakteristik
se do tohoto syru zacala ptidavat smetana, diky tomu doslo ke zmén¢ pivodni barvy na
svétle hnédou, struktura se stala hladkou a krémovou, tento produkt se nazyva Primost.
Grubransdalsost je nejoblibenéjsi norsky syrovatkovy syr. Pro jeho vyrobu se vyuziva smés,
ktera se sklada z 88 % z kozi syrovatky a z 12 % kravského mléka, obvykle se piidava

smetana v mnozstvi, aby se celkova tu¢nost vyrobku pohybovala okolo 3 %. [22]

3.2 Jogurty

V poslednich letech byl pozorovan nariist v konzumaci mléénych vyrobku.
Nejmarkantnéj$i z nich je nariist ve spotfebé jogurtu. Z toho diivodu je kladen diiraz na
kvalitativni vlastnosti, pficemz lze tyto vlastnosti modifikovat pomoci syrovatkového

préasku.

Do jogurti lze syrovatku pfidavat v riznych formach a to bud’ sladkou syrovatku,
WPC, WPI nebo demineralizovanou syrovatku.
V prvnim piipad¢ se nahrazuje 2,0 - 2,5 % suseného odstiedéného mléka praskem ze

sladké syrovatky. Vyrobci nejcastéji pouzivaji WPC, ktery se ptidava v mnozstvi 0,7 - 2,0 %
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v ptipadé WPC34 a 0,5 - 0,8 % u WPCS80, nahrazeni susen¢ho odstiedéného mléka za WPC
zvysuje u vysledného produktu viskozitu a pevnost gelu. Tietim typem je WPI, které se
vzhledem k nizkému obsahu laktézy a mlécného tuku pouziva do jogurti se snizenym
obsahem lakt6zy. Poslednim druhem je demineralizovany syrovatkovy prasek se snizenym
obsahem minerdlnich latek, ktery urychluje proces fermentace, avSak nizky obsah
minerdlnich latek oslabuje strukturu gelu, proto je nutné ptidat hydrolyzaty mlécnych

bilkovin.

Vseobecné lze ftict, ze syrovatkové bilkoviny u jogurtd zlepSuji chut, zvySuji
viskozitu, zlepSuji texturu, maji probioticky efekt a také se podileji na vys$i nutriéni

hodnoté. [23]

3.3 Zmrzlina a mraZené krémy

Syrovatka a syrovatkové bilkoviny jsou ve vyrobé zmrzliny a mrazenych krému
vyuzivany jiz 60 let. Na globalnich trzich vyuziti syrovéatky do mrazenych mlécnych dezertt
stale stoupd, coz lze pricist veétsi dostupnosti vysoce kvalitnich syrovatkovych vyrobkt a

zvysené znalosti o aplikaci a vyhodach syrovatkovych produkti.

Pro vyrobu zmrzliny a mrazenych mléénych vyrobkil se nejcastéji vyuziva sladka
syrovatka, syrovatka se sniZzenou lakt6zou, demineralizovand syrovatka, kysela syrovatka

(ta se pouziva pouze pro vyrobu sorbetu), WPC v rozmezi 34 — 89 %, WPI 90 %,

Vyhodou vyuziti syrovatky tkvi ve schopnosti vazat velké mnozstvi vody, coz vede ke
zvyseni viskozity, ale také napomdha udrzet stabilitu pfi zmrazeni a rozmrazovani, kdy
udrzuje ve smési ledové krystalky, které zvySuji odolnost proti tepelnému Soku a umoziuji
udrzet hladkou a krémovou konzistenci. Také snadno tvofi stabilni emulze a mohou zcela

nebo ¢astecné nahradit jiné emulgatory. [24]

3.4 Kojenecka vyziva

Syrovéatkova bilkovina se jako zdroj esencidlnich bilkovin casto vyuziva pro
kojeneckou vyzivu. Matetské mléko je povazovano za optimalni zdroj vyzivy pro kojence,
pokud vSak neni kojeni mozné, pak se vyrobky pro kojeneckou vyZzivu stavaji vhodnou

alternativou. Pomoci syrovatkovych bilkovin je mozné pozménit pomér syrovatkové
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bilkoviny : kasein z 20 : 80, coz je pomér odpovidajici kravskému mléku, na pomér 60 : 40,

ktery jiz napodobuje slozeni lidského matefského mléka.

Bylo zjisténo, ze oproti klasické formuli, kojeneckd vyziva s pifidavkem
syrovatkového hydrolyzatu podporuje kojenecky imunitni systém, je méné alergenni a
pravdépodobné snizuji riziko vzniku alergii u novorozencu, byl také zjistén nizsi vyskyt

atopické dermatitidy a lepsi snasenlivost u déti s diagnostikovanou kolikou [25]

3.5 Masné vyrobky

Vysoké vyrobni naklady masnych vyrobkl vedou vyrobce k zavadéni nemasovych
bilkovin patii zadrzovani vody a vazat tuk. Libové maso obsahuje asi 75 % vody, 20 %
bilkovin a 5 % tuku. Vice nez 70 % vody se nachazi ve tkanich a je vdzana masovymi
proteiny. Piedpoklada se, ze mnozstvi vody a rozsah, v jakém je vazana ovliviuje strukturu
a Stavnatost masnych vyrobkt. Po porazce je ¢ast vody vylouena béhem faze rigor mortis.
Tato ztrata mize byt obnovena pomoci soli a mléénych bilkovin, jako jsou WPC, diky
syrovatkovym bilkovindm také ziistdva zachovana vaznost tuku a obvykld struktura

masného vyrobku.

Obohacovani Sunek syrovatkovymi bilkovinami probiha pomoci vicejehlového
systému, kdy dochazi ke vsttikovani roztoku syrovatkovych bilkovin do masa. Po injekci je
maso masirovani nebo opakované omildno v roztoku syrovatkovych bilkovin nebo ve

slaném nélevu. Nasledn¢ se Sunka plni do oballi a vaii se na teplotu jadra mezi 70 — 75 °C.

Nejvhodnéjsi WPC pro tento ucel je nizkoteplotni WPCS80, ktery je dobie rozpustny
ve 2% solnych roztocich. PouZity koncentrat by mél mit nizkou viskozitu, aby nedochézelo
k ucpavani jehel, také by nemél mit nepfiznivy vliv na chut, barvu, vzhled a strukturu

vysledného vyrobku. [26]

3.6 Napoje

Vyroba syrovatkovych napojii byla zahajena v 70. letech 20. stoleti a dodnes je
vyvijena Sirokd Skala riznych syrovatkovych napoji. Mohou byt vyrobeny ze sladké nebo
kyselé syrovatky, deproteinizované syrovatky, nativni syrovatky, kterd byla zfedéna vodou,

syrovatkovym praSkem nebo fermentaci syrovatky.
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Nealkoholické syrovatkové napoje zahrnuji Sirokou Skdlu produktl ziskanych
smichanim sladké, zfedéné nebo kyselé syrovatky s riznymi ptisadami, jako jsou tropické
ovoce (ale také jiné ovoce, jako jsou jablka, hrusky, jahody nebo brusinky), plodiny a jejich
produkty (hlavné otruby), izolaty rostlinnych bilkovin, CO2, cokolady, kakaa, vanilkovych
extraktli a jinych aromatizac¢nich ¢inidel.

Zvlastni pozornost je vénovana vyvoji syrovatkovych napoji fermentaci syrovatky
ucelem vytvofeni funkéniho napoje s vysokou vyZzivnou hodnotou a piijatelnymi

senzorickymi vlastnostmi.

Nealkoholické syrovatkové napoje také zahrnuji dietetické napoje, napoje s
hydrolyzovanou laktézou, mlééné ndpoje a praskové napoje. Syrovatka je velmi dobra
surovina pro vyrobu alkoholickych ndpoji vzhledem k tomu, ze hlavni slozkou je laktéza
(asi 70 %). Alkoholické syrovatkové napoje zahrnuji napoje s malym mnozstvim alkoholu
(do 1,5 %), syrovatkové pivo a syrovatkové vino. Syrovatkové napoje jsou vhodné pro
Sirokou $kalu spottebiteld - od déti po nejstarsi. Maji velmi vysokou nutri¢ni hodnotu a dobré

terapeutické vlastnosti. [27]

3.7 Pekarstvi

Syrovéatka mize byt vyuZivana v pekatfském a cukrarském primyslu k vyrobé chlebi,

kolacku, biskuitt, cookies, mufint,...

Pekatské vyrobky jsou obvykle bohaté na uhlovodiky, ale chudé na bilkoviny, proto
je zde prostor pro zvyseni jejich biologické hodnoty. Cast mléka a dalsi slozky lze nahradit
jak kyselou, tak sladkou syrovatkou, mize se vyuzit WPC nebo WPI. Naptiklad WPC34
muze slouzit jako ¢aste€na ndhrada za vejce 1 tuk pii vyrobé susenek, WPC80 se pak vyuziva
jako nahrada vejce ve vyrobcich jako je chleba, kolace, biskuity a mufiny. Vyuzitim

koncentratu Ize snizit obsah tuku az o 50 % a zaroven zvysit obsah vlhkosti. [23]

3.7.1 ZvySovani obsahu bilkovin ve vyrobcich

Pouzitim syrovatky v pekatskych vyrobcich docilime zvyseni hladiny bilkovin, navic
diky obsahu lyzinu syrovatka kompenzuje nizky obsah této aminokyseliny v pSenici, coz je

uzitecné zejména pro sportovce a seniory. [7]
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3.7.2 Zadrzovani vlhkosti

Na zlepSeni zpracovatelnosti tésta a na zadrzovani vlhkosti ma ptiznivy vliv laktéza,
diky jejimu pomalému $tépeni, diky kterému zlstava pfitomna i béhem peceni. Dohromady

s bilkovinami ma tak vliv na sniZeni rychlosti vysychani pii starnuti peciva. [7]

3.7.3 ZlepSeni textury

Bilkoviny susené syrovatky nebo syrovatkovych koncentrati mohou tvofit gel, ktery
se teplem zhutiiuje, to vede ke zvySeni sily lepku, naopak ostatni slozky syrovatky texturu
sttidky zmékcuyji.

Rychlejsi nastup kynuti a lepsi zadrzovani plynu je pak zprosttedkovano pomoci

laktozy. [7]

3.7.4 Emulgovani

Syrovatkové bilkoviny maji velmi dobrou emulgacni schopnosti, ¢imz umoznuji
snizit pouziti tuku. Lze je také vyuzit pro vyrobu polev, naplni a pti povrchové dekoraci
vyrobkl. Jako nahrazku vajecného bilku lze pouzit nativni a modifikované syrovatkové

bilkoviny. [7]

3.7.5 Hnédnuti

Kombinace syrovatkovych bilkovin a laktézy vede k hnédnuti pekatskych vyrobki,
coZ je ocenovano zejména u vyrobki s nizkym obsahem cukru. Zlatohnéda barva se neméni
ani béhem mrazirenského skladovani u vyrobkt, které se prodavaji ihned po rozmrazeni.
Schopnost hnédého zabarveni je vyuZivana také u toustového chleba a také u predpeceného

peciva, uréeného k dohotoveni v mikrovinné troubg. [7]

3.7.6 Uchovani aromatu a chuti

SuSena syrovatkova bilkovina mize byt také pouzita misto fermentovatelnych cukri
u vyrobkd s kratkou dobou kynuti, jednd se naptiklad o tésta na pizzu. Kromé odpovidajiciho
hnédého zabarveni je zachovana i rezidudlni sladkost vyrobku. Pomoci drozdi lze docilit
pomalejsi fermentace, kterd vede k rozvoji chuti a aroma a zaroven prodluzuje dobu

pouzitelnosti. [7]
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3.7.7 Nutnost zmén receptury

Pokud je pfi vyrobé chleba nebo peciva pouzita syrovatka, je nutné v receptuie
proveést ur¢ité¢ zmeény. V ptipadé, kdy je pouzito 2 —5 % syrovatky v celkové receptute, musi
se snizit mnozstvi sladidla, coz mize vést ke zmén€ v zabarveni. Pro dosazeni zadanych
vysledku je zapotiebi pouzit typ syrovatky, ktera odolava vysokym teplotam. Pti ptidani
syrovatky do receptury je potteba snizit dobu hnéteni tésta, vysledny vyrobek ma lepsi

N 24

zlepSeni vlastnosti pfi zmrazovani a rozmrazovani. [7]
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4 RAMANOVA SPEKTROSKOPIE

4.1 Historie

Pruzny rozptyl svétla byl studovan od 19. stoleti znamymi fyziky, napt. A. Einsteinem,
lordem Rayleighem a dalSimi, pfi jejich pozorovani vSak nezaznamenali zmény frekvenci
zafeni. Ramaniv jev byl teoreticky popsan v roce 1923 rakouskym kvantovym fyzikem A.
Smekalem a o pét let pozdé&ji bylo provedeno prvni experimentalni pozorovani neelastického
rozptylu svétla sirem Chandrasekharem Ramanem a jeho studentem K. S. Krishnanem v
Kalkatég, témét ve stejnou dobu byl experiment proveden 1 v Moskvé fyziky Landsberg a
Mandelstam. V roce 1930 Raman obdrzel za svoji praci a pfinos v oblasti fyziky Nobelovu

cenu a obor spektroskopie byl pojmenovan pravé po ném. [28]

Obr. 1 C. V. Raman [30]

VylepSeni jednotlivych komponent Ramanova spektometru pfichdzelo postupné. Ze
zaCatku Ch. Raman vyuzival svételné zafeni jako zdroj, dalekohled jako sbéra¢ paprskii a
jako detektor oCi. Vyzkum se nejprve zamétil na vylepSeni excitaéniho zdroje. Nejdiive se
vyuzivaly riizné lampy, ty byly vSak nepouzitelné z diivodu nizké intenzity. V roce 1914
byla vytvofena rtutova vybojka, kterd byla pozdéji upravena pro pouziti v Ramanoveé
spektroskopii. Pielom nastal v roce 1960, kdy doSlo k vyvinuti prvniho laseru T.
Maimanema, jeho vyuziti pii spektroskopii vyfeSil problém s nizkou intenzitou
neelastického rozptylu. K detekci se nejprve pouzivaly fotocitlivé materidly, po druhé

svétové valce se zaCaly vyuzivat pristroje fungujici na fotoelektrickém jevu. V Sedeséatych
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letech se zacal pouzivat dvojity monochromator, ktery byl schopen odstraiiovat 1épe
rozptylené svétlo, pozdé&ji se preslo na jesté ucinngjsi trojity monochromator. V dnesni dobé

se k ziskani Ramanovych spekter vyuziva také Fourierovy transformace. [29]

4.2 C.V.Raman

Chandrasekhara Venkata Raman se narodil v Tiruchirappalli v jizni Indii 7. listopadu
1888. Jeho otec byl ucitelem matematiky a fyziky, takze se jiz od détstvi pohyboval v
akademické atmosféie V roce 1902 nastoupil na President College v Madrasu, kde mu byla
udélena zlata medaile jako vyznamenani pro nejlepSiho studenta fyziky, o pét let pozd¢ji
ziskal titul M. A. a také nejvyssi vyznamenani. V letech 1917 - 1948 pusobil jako profesor
nejdiive na Kalkatské univerzité, pozdé¢ji na Indickém tstavu védy v Bangalore. v roce 1948

se stal feditelem Ramanova vyzkumného tstavu v Bangalore, ktery sdém zalozil.

Jiz jako student se vénoval vyzkumu v oblasti optiky a akustiky, také se zabyval

elektrickou a magnetickou anizotropii a fyziologii lidského vidéni.

Nékteré Ramanovy rané monografie byly vydané jako Buletiny Indické asociace pro
kultivaci védy, zabyval se v nich teorii vibraci smyccovych hudebnich nastrojii. V roce 1922
publikoval dilo o molekularni difrakci svétla (“Molecular Diffraction of Light”), prvni z fady
studii, které nakonec vedly k vyslednému zpracovani vyzkumu “A new radiation” z

28. inora 1928, za ktery ziskal v roce 1930 Nobelovu cenu za fyziku. [30]

4.3 Princip Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektrospie vychazi z neelastického rozptylu ultrafialového (o vlnové délce
piiblizn& 250 - 400 nm, tj. 25000 - 40 000cm™), viditelného (o vinové délce piiblizng
400 - 700 nm, tj. 14 300 - 5000 cm™) nebo také blizkého IC zaieni molekulou, p¥i¢emz rozdil
mezi energii dopadajiciho a rozptylené¢ho zéateni vzdy odpovida nékterému z vibracnich

energetickych prechodi v molekule:
AE = h (vo- vr) [31]
kde hvo je energie dopadajiciho fotonu a hvy je energie rozptyleného fotonu. [31]

Jestlize viditelné nebo blizké infracervené monochromatické zafeni o vlnoctu vo
(jehoz energie je nizsi nez energie vedouci k excitaci valen¢nich elektrontl) dopadne na
vzorek, Cast zatfeni je propusténo, Cast absorbovano a cast rozptyleno. Pokud je zatfeni

rozptylovano makroskopickymi ¢asteckami ve vzorku (Tyndaltiv rozptyl) nebo molekulami
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(Rayleightiv rozptyl), je vlnocet rozptyleného zareni stejny Vo jako vlnocet zafeni
dopadajiciho. Mala ¢ast zafeni (107 - 10°®) ziska vinocet jiny, coz znamen4, Ze mezi vzorkem
a zarenim doslo k vymeéné energie. Tento jev se nazyva nepruznd srazka fotont s vibrujicimi
molekulami, tato molekula piijme od fotonl cast energie a pfechazi do nekvantovaného

stavu.

Molekula se z piivodné zékladniho elektronového a vibracniho stavu po vyzateni
nadbytecné energie nemusi do tohoto stavu vratit, avsak mtize ptejit do vyssich vibracnich
stavl, jedna se o tzv. Stokesovy Cary. V tomto pfipad¢ bude vyzafena energie mensi nez

energie piijata a rozptylené zareni bude mit mensi vinocty nez zéieni absorbované.

Naopak pokud se molekula nalézala ve vyS$$im vibracnim stavu jiz pted pfijetim
energie od fotonll, mizZe se po vyzafeni vratit do stavu nizSiho nebo zakladniho. Energie
vyzéfena je poté vyssi nez energie pfijata a rozptylené zafeni ma vétsi vinocty nez zareni
absorbované, jedna se o anti-Stokesovy ¢ary. Intenzita téchto Car je nizsi oproti Stokesovym,
jelikoz pti normalni teploté neni mnoho molekul pied excitaci ve vys$sim vibracnim stavu.
[32,33]

Virtual

Slales

n Vibrational

Slales

m
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Obr. 2 Diagram energetickych hladin po interakci fotonu a molekuly
[33]

4.4 Vibrace

Podminkou aktivity vibraci v Ramanové spektru je zména polarizovatelnosti
molekuly, tu 1ze definovat jako schopnost elektrickych naboji v molekule posouvat se
vlivem elektrického pole v pribéhu vibrace. Vzhledem k faktu, Ze tuto schopnost maji

zejména nepolarni ¢asti molekul, v Ramanové spektru se projevuji intenzivni pasy zejména
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pro tyto vazby, kdy dochazi pii vibraci k vyrazné zméné polarizovatelnosti, naopak polarni

¢asti jsou velmi malo polarizovatelné. [33]

4.4.1 Dvouatomova molekula

Pti vibracich dvouatomové molekuly dochazi k periodickym zménam mezijaderné
vzdalenosti. Lze jej popsat jako oscilator tvofeny dvéma hmotnymi body na pruzing, kdy
dochdzi k vychyleni atomti z rovnovazné polohy. Frekvence zavisi na sile poutajici atomy,
tedy na druhu chemické vazby a také na hmotnosti vibrujicich atomt. Pokud molekule
dodame energii ve formé elektromagnetického zafeni s energii rovnou rozdilu energetickych
hladin, dojde k pfechodu mezi nimi, frekvence absorbovaného zéfeni tedy musi byt rovna
frekvenci vibrace molekuly. Pti absorpci energie se zvysi amplituda vibraci, frekvence vSak

zustava témét nezménéna. [31]
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Obr. 3 Model dvouatomové molekuly [31]
4.4.2 Viceatomova molekula

Viceatomovou molekulu 1ze popsat jako soustavu hmotnych bodd, vazanych silami
chemickych vazeb. Vibrace viceatomové molekuly je forma kmitavého pohybu, kterou lze
popsat jako soucet jednoduchych harmonickych pohybi, tzv. normdlnich vibraci. Tato
vibrace molekuly je charakterizovana frekvenci, smérem a velikosti vychylky jednotlivych

A%

vibra¢nich stupnii volnosti.

Zakladnim typem vibraci jsou valencni vibrace (periodickd zména vazebnych délek)

a deformacni vibrace (periodicka zména vazebnych uhlu).

Naptiklad u molekuly vody existuji tf1i mozné normalni vibrace. Pfi prvnich dvou se
vychyluji atomy ve sméru vazby a tak dochazi ke zméné délky, jedné se o vibraci valencni.
Deformacni vibraci miZeme nazvat stav, kdy se atomy vychyluji pfiblizné kolmo na smér
chemickeé vazby a dochézi pfi ni ke zméné valenéniho thlu, tyto vibrace maji niZsi energii a

z toho duvodu se nalézaji ve spektru pii nizSich frekvencich nez vibrace valenéni. [31]
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Obr. 4 Priklad vibrace molekuly vody [31]
4.5 Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie (RRS)

Tento efekt, ktery se nazyva rezonanéni Ramantv rozptyl, vyuziva laserové svétlo,
které ma frekvenci blizkou energii potfebné na ptrechod elektronu v molekule zkoumané
latky do elektronového excitovaného stavu a rezonuje s nim. Vzorek vyzadovany pro RRS

muze byt pevny, vlaknity, gel nebo roztok.

Mezi hlavni vyhody RRS patfi zlepSeni citlivosti, které umoznuje detekci vzorku pfi
mikromoléarni koncentraci, je tedy mozné ziskat spektra vzorkt s velmi nizkou koncentraci

ato10®az 108,

Nevyhodou této techniky je to, Ze laserové svétlo pouzité pro excitaci mize poskodit
vzorek, tento problém miZze byt vyfeSen protfepanim vzorku nebo pomoci pritokovych

metod.

Rozdil mezi IR, Ramanovou a rezonan¢ni Ramanovou spektroskopii jsou zndzornény

na obrazku nize: [34]

Resonance Raman

Excited
electronic
state

L

Virtual Raman
state

Ground
electronic
IR f state

Obr. 5 IR, Ramanova a rezonancni spektroskopie [34]
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4.6 Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Povrchem zesilenym Ramanovym rozptylem (Surface—Enhanced Raman Scattering)
se rozumi vyrazné zesileni Ramanova rozptylu (typicky 10°-10°) pro molekuly adsorbované
na vhodné kovové (nejcastéji stiibrné nebo zlaté) nanosubstraty (elektrody, ostriivkové
filmy, koloidy aj.). K tomuto zesileni dopomahaji dva mechanismy: elektromagneticky,
zesilujici intenzitu dopadajiciho i rozptyleného zateni, a to diky excitaci povrchovych
plasmonit v kovu. Druhym mechanismem je molekularni (chemicky), ten zvySuje

polarizovatelnost molekuly v dasledku silné interakce s kovovym povrchem.

Povrchové zesileny Ramaniv rozptyl (SERS) byl poprvé demonstrovan
Fleischmannem a jeho kolegy v roce 1974. Ve studii adsorpce pyridinu na sttibrné elektrodé
zaznamenali, ze Ramanuv rozptyl byl zna¢né silnéjsi, kdyz byly molekuly adsorbované na

zdrsnéném povrchu kovu.

Vyhodou této metody je moznost pracovat s koncentracemi, které byly dfive pro
Ramanovu spektroskopii nedostupné, dalsi vyhodou je, Ze potlacuje fluorescenci, ktera casto
u latek zcela prekryvala signal Ramanova rozptylu. Nevyhodou SERSu je S$patna

reprodukovatelnost dat, v pfipad¢ pouziti nehomogennich a nestabilnich aktivnich povrchi.

Mezi nej¢astéji pouzivané SERS aktivni povrchy patii stiibrné nebo zlaté koloidy, a
to predevsim diky levné a snadné pfipraveé a relativné uzké distribuci ¢astic. Nevyhodou
téchto povrchtl je nestabilita povrchovych vlastnosti, jako je typ a koncentrace rezidualnich

iontl a povrchovy potencial.

V poslednich letech je zna¢nd pozornost vénovana také kovovym nanocasticim
imobilizovanym na pevnych substratech, které Cerpaji benefity jak z kovovych koloidil (tzka
a dobfe definovand distribuce velikosti Castic) tak z pevnych povrchi (stabilita a
reprodukovatelnost samotnych povrchii a nasledng SERS spekter z nich ziskanych). Uginné
imobilizace zlatych nanocastic 1ze dosahnout naptiklad pouZzitim vhodného organosilanu,
ktery na sklenénych podlozkach vytvaii samouspotadanou vrstvu a pres funkéni skupiny na

konci fetézcli na sebe vaze zlaté nanocastice. [35]

4.7 Interpretace spekter

Ramanova spektra stejné tak jako infracervena spektra davaji informace o vibra¢nich
(a rotacnich) pohybech polyatomovych ¢astic (molekul, krystal). Frekvence vibraci se

odviji od hmotnosti za¢astnénych atoma a na sile vazeb mezi nimi. Vibracni frekvence
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molekul jsou nezévislé na tom, zda je studovana infracervena nebo Ramanova
spektroskopie, avSak 1isi se v intenzité spektralnich linii. V Ramanové spektru je intenzita
pastt imérna druhé mocniné zmény polarizovatelnosti béhem vibraci, na druhou stranu

infraervené spektrum je umérné druhé mocniné zmény dipdélového momentu.

V infraervenych spektrech jsou intenzivni pasy pro vibrace s vyraznou dipdlovou
zménou momentu (OH, -C=C-, -C=C-, -N=N-). V Ramanonovych spektrech intenzita pasii
souvisi se zmeénou polarizovatelnosti, intenzivnéjsi pasy jsou pro symetrické vibrace a pro
vicenasobné symetrické vazby (-C=C-, -N=N-), méné pak pro antisymetrické vibrace.
Vzhled spekter pro obé dvé metody je tedy silné ovlivnén symetrii molekul a vibra¢nich
pohybt. Pasy molekul s nizkou symetrii lze pozorovat v obou typech spekter, avSak s
odli$nou intenzitou. U molekul s vysokou symetrii se stavaji spektra navzajem doplitkovymi

(komplementarnimi).

V Ramanovych spektrech se vyrazné projevuje dvojna vazba, s valen¢ni vibraci v
oblasti cca 1690-1630 cm™ pro nekonjugované a v oblasti 1660 — 1580 cm™ pro konjugované
alkeny.

Pouze slabymi vazbami se projevuje C=0, a to v ketonech, esterech, amidech atd.
Avsak pokud se zkombinuje Ramanova a infracervena spektra, 1ze pak ptiradit pasy v oblasti
1750 — 580 cm™! pravé pro vibrace C=0 nebo C=C nebo je také mozno identifikovat odlisny

puvod pasu.

V ptipadé trojnych vazeb je mozné sledovat symetricky substituovanou trojnou vazbu,
kterd se projevuje velmi silnym pasmem v oblasti 2260 - 2160 cm™, ¢imZ je mozné jeji

odligeni od nesymetricky substituované, ktera se nachazi v oblasti 2180 - 2100 cm™. [36]

4.8 Ramanova spektroskopie pro stanoveni syrovatky

Ramanova metoda je nedestruktivni a Ize ji analyzovat celou $kalu slozek potravin,
vcetné makroslozek (proteiny, lipidy, uhlohydraty a voda) jakoZ i minoritni slozky,
karotenové pigmenty nebo syntetickd barviva, dokonce i mikroorganismy nebo obalové
materialy ptichazejici do styku s potravinami. Ramanova spektroskopie miize byt pouzivana
jako nastroj pro kontrolu kvality, pro identifikaci sloZeni nebo pro detekci falSovani, jakoz
pro zékladni vyzkum strukturalnich nebo konformac¢nich zmén, ke kterym dochazi b&éhem

zpracovani potravin. [37]
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Prestoze je syrovatka bohatd na ziviny a tudiz ma vysokou nutriéni hodnotu, je
ctyfikrat az pétkrat levnéjsi nez mléko. Pfidavani syrovatky do mléka se stal jeden z
moznych zpiisobt falSovani obsahu mléka. Diky syrovatce je totizZ mozné zvysit objem bez

vyznamné zmeény celkového obsahu bilkovin a bez zmény senzorickych kvalit.

K detekci obsahu syrovatky v mléce se pouzivaji rizné metody, vétSina z nich se
soustied’'uje na obsah glykomakropeptidu, mezi tyto metody patii chromatografie, kapilarni
elektroforéza a ELISA pro kvalitativni i kvantitativni analyzu. Tyto metody maji fadu vyhod,
avSak ve vétSin¢ piipadl je pfiprava vzorku a analyza k ziskani vysledki velmi ¢asové
narocna, z toho divodu se vylucuje vyuziti v potravinaiském pramyslu a v hygienickych

laboratoftich.

Pouziti Ramanovy spektroskopie s sebou nese fadu vyhod. Na rozdil od vyse
uvedenych, se tato metoda fadi mezi Casové nendrocné, nevyzaduje prakticky Zzadnou
ptipravu vzorku a samotnd analyza probih4 velmi rychle. Také je mozné zkoumat Sirokou

Skalu vzorkt riizného skupenstvi, bez nutnosti pouzivat chemicka ¢inidla a rozpoustédla.

Prave na ptidavky syrovatky do mléka a detekci glykomakropeptidu se ve své praci

zamé&fil R. A. da Rocha z roku 2015. Tato studie byla provedena v Brazilii.

Jako materidl byly pouzity vzorky mléka od regiondlni znacky Marvim Produtos
Agropecuarios Ltda. Obsah Zivin deklarovany vyrobcem zahrnoval proteiny (3,5 %),
tuk (3,0 %) a sacharidy (5,0 %). Dale byla pouzita sladka syrovatka, ktera byla pfidana do
mléka tak, aby vznikly roztoky o rizném procentualnim obsahu syrovatky (0 — 100 %),

celkové bylo pfipraveno 30 vzorki.

Pro sledovani byla pouzita konfokalni Ramanova spektrospie, kterd ma stejny princip
jako Ramanova spektroskopie, avSak pouziva opticky mikroskop k zaostfeni laseru na
konkrétni roviny a skvrny podél vzorku. Oblast pro ziskavani dat se pohybovala od 1200 do

1600cm™. Jako zdroj svétla byl pouzit 514,5 nm argonovy iontovy laser.

Na obrazku ¢.6 1ze vidét 5 vybranych vzorki v oblasti 1200 - 1600 cm™, tyto vzorky
se 1i§i dle obsahu ptfidané syrovatky. Lze rozeznat dva vyznamné piky a to pfi
1430 a 1540 cm™. Tyto Ramanovy posuny byly identifikovany také Almeidou a kol. ve
studii z roku 2011, ktery je oznacil za dva hlavni signaly pro detekci syrovatky v mléce,
kromé toho uvedl oblast asi 3000 cm?, jez mize poukazovat na zvyseny obsah

syrovatky. [38]
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Obr. 6 Ramanova spektra 5 vzorki mléka falsovaného
syrovatkou (0 - 100%) sledované v oblasti 1200 - 1600cm™ [38]

Ramanova spektroskopie je také uzite€na pro interpretaci proteinovych struktur v
syrovatce. Lze nimi pozorovat vibra¢ni pfechody pfifazené riznym aminokyselinovym
postrannim fetézclim, jako je vazba S-S a S-H pro cystin a cystein, aromatické kruhy
tryptofanu, tyrozinu a fenylalaninu, vazbu C-H pro alifatické aminokyseliny, skupiny COO"
a COOH kyseliny asparagové a glutamové a imidazolové kruhy histidinu. Pasy odpovidajici
amidu I, amidu III a natahovéani vazeb poskytuji informace o sekundarnich strukturach v

polypeptidech a proteinech.

Disulfidové a sulthydrylové skupiny mohou byt detekovany v rozmezi
500 — 550 cm™ a 2550 - 2580 cm'™.

Postranni fetézce aromatickych aminokyselin vykazuji charakteristické piky, z nichz
jsou nekteré uzitecné pro sledovani polarity mikrosprosttedi nebo ptitomnost vodikové
vazby. Naptiklad pokud jsou tryptofanové zbytky vystaveny polarnimu vodnému
rozpoustédlu, intenzita jejich pasma miize byt blizko 760 cm™. P¥itomnost tryptofanovych

zbytki byla detekovana v zahiivanych gelech alfa-laktalbuminu a beta-laktoglobulinu. Pasy
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odpovidajici tyrozinu lze nalézt v oblasti blizko 850 cm™ a 830 cm™, ktery je dobrym
indikatorem fenolickych hydroxylovych skupin.

Na rozdil od tryptofanu a tyrozinu je napiiklad fenylalanin méné citlivy na
konformaéni zmény a mikroprostiedi, proto 1ze jeho vyrazny pik v oblasti 1006 cm™ pouzit

jako vychozi bod pro urceni proteint.

Zbytky alifatickych  aminokyselin  vykazuji  protahovani vazeb C-H
v oblasti 2800 — 3000 cm™ a 1440 - 1465 cm™. Druha oblast byla n&kterymi studiemi
popsana jako referencni, jini informaci o zménach intenzity pasma popsali jako funkci
polarity rozpoustédla nebo mikroprostredi, coz by mohlo byt vyuzito ke sledovani interakci
mezi alifatickymi zbytky. Naopak umisténi piku odpovidajiciho vazbé C-H v oblasti vinoctu
blizko 2940 cm™ miize naznacovat jeho citlivost k polarité mikroprostiedi nebo denaturaci

proteint. [39]

Tab.5 Prirazeni typickych pasem v Ramanové spektru bilkovin [39]

Zdroj Vinoéet (cm™)
S-S cystin 510, 525, 545
S-H cystein 2550 - 2580

C-S cystin, cystein, methionin 630 - 670, 700 - 745
Tryptofan 760, 880, 1360
Tyrozin 850/830
Fenylalanin 1005

C=0z COO—-, COOH 1400, 1730

C-H 1453

-C-H nebo =C-H 2880, 2930, 3060
a-Helix 938

Amide | 1650 — 1685
Amide 111 1235 -1270
O-H 3200

Byla publikovana komplexni analyza Ramanovych spektem pro a-lactaloumin v

vvvvvv

(1665 cm™ 1) a amid 111 (pasy okolo 1260 cm ~ 1), jsou také pozorovany vibrace S — S pobliz
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512 cm™ ! a intenzivni pik charakteristicky pro fenylalanin (1009 cm™ 1), mimo to Ize také
nalézt skupiny tyrozinu 858/841 cm™1. [40]

Ramanovou spektroskopii 1ze také sledovat pfitomnost mlééného cukru v syrovatce.
Laktéza se vyuzivd v mnoha pramyslovych vyrobcich, a to zejména v potravinaistvi a
l1é¢ivech. Monohydrat laktozy je pak hlavni slozkou syrovatkového permeétu a pouziva se

jako ptisada do pomazanek, instantnich napojt, pekarenskych vyrobkii a do dezerta.

V syrovatkovém prasku se laktdza vyskytuje prevazné v krystalické formé, mimo to
vSak 10 % tvoii amorfni laktéza, kterd byva v nékterych potravinach a farmaceutickych
vyrobcich nezadouci. Ramanova spektroskopie se zacCala pouzivat z divodu vysoké
poptavky po zvySeni kvality potravinarskych vyrobkl s rychlym stanovenim kvalitativnich

parametrii.

Laktozou se zaobiral ve své praci z roku 2004 Norgaard a kol. Pro studii byla pouzita

Ramanova spektroskopie s Fourierovou transformaci.

Bylo sledovano Ramanovo spektrum dvou vybranych smési syrovatky s50 % a
98 % krystalické laktozy. Nejvyraznéjsi byly tfi spektralni oblasti s intenzivnimi piky:
325 — 490cm™, 845 — 1480 cm™ a 2860 — 3000 cm™. V oblasti 820 — 900 cm™ jsou
lokalizovany  symetrické  kruhy, které jsou indikativni pro anomery a
oblast 900 — 1500 cm™ odpovida vazbam C-O a C-H, které jsou typické pro sacharidy. [41]

Intensity

.
3400 3200 3000 2804’ 1400 1000 600 200

Raman shift cm™!

Obr. 7 FT-Raman spektra pro vzorek s 50 % a 98 % krystalické
laktozy [41]
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ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyvala vyuzitim Ramanovy spektrokopie pro stanoveni
nékterych slozek syrovatky. Uvodni &ast prace byla vénovana charakteristice syrovatky,
popisu zpusobu jejiho ziskdvani a vyuziti. Syrovatka v dneSni dob¢ jiz neni bezcennym
produktem mlékarenského primyslu, jak tomu bylo v minulosti, kdy byla vyuzivdna
vicemén¢ ke krmeni zvitat. Uplatiiuje se pti vyrob¢ velké skaly vyrobki. Pii vyrob¢ syru,
naptiklad i u néas oblibené Riccoty, jogurtli, zmzliny a mrazenych krému, masnych vyrobkii,

napoji, kojenecké vyzivy a dalSich.

Pouziti Ramanovy spektroskopie s sebou nese fadu vyhod. Tato metoda je
nedestruktivni, nevyzaduje prakticky zadnou pfipravu vzorku a samotnd analyza probiha
velmi rychle. Také je mozné zkoumat vzorky rizného skupenstvi, bez nutnosti pouzivat
chemicka cinidla a rozpoustédla. Diky tomu se minimalizuje spotieba chemikalii,
jednorazové pouzitelnych analytickych setli, a tim se snizuje mnozstvi odpadu zatézujici
zivotni prostfedi. Ramanovou spektroskopii je mozné méfit i vodné roztoky, coz je pro
potravindiské aplikace velmi dulezité. Naopak nevyhodou je vysokd pofizovaci cena

pristroje pro Ramanovu spektroskopii a vyskytujici se fluorescence.

Ramanovou spektroskopii 1ze analyzovat celou Skalu slozek potravin, vcetné
makroslozek, jakoz i minoritni slozky, karotenové pigmenty nebo syntetickd barviva,
dokonce 1 mikroorganismy nebo obalové materidly pfichazejici do styku s potravinami.
Ramanova spektroskopie mize byt pouzivana jako ndstroj pro kontrolu kvality, pro
identifikaci sloZzeni nebo pro detekci falSovani, jakoz pro zakladni vyzkum strukturalnich

nebo konformac¢nich zmén, ke kterym dochazi béhem zpracovani potravin.

Ramanovu spektroskopii 1ze vyuzit k analyze bilkovin nebo laktézy v syrovatce.
Touto metodou je mozné také detekovat ptitomnost zvySeného mnozstvi syrovatky v mléce

a tim odhalit jeho falSovani.

Jako hlavni signaly pro detekci syrovatky v mléce byly oznaceny piky
1430 a 1540 cm, jako ukazatel obsahu syrovatkovych bilkovin byl pouzit pik 1665 cm™ !,
pasy okolo 1260 cm™ a pik 1006 cm™ typicky pro fenylalanin, ktery je ¢asto vyuZivan pro

normovani  spekter.  V pfipadé¢ laktozy se jako nejdilezitéjSi  projevila

oblast 900 — 1500 cm™, ve které 1ze pozorovat vazby typické pro sacharidy.
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