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ABSTRAKT

Tato prace je vénovana stanoveni laktdézy v mléku metodou Ramanovy spektroskopie.
V teoretické Casti je popsana laktdza (,,mlécny cukr), jeji nutriéni vyznam a moznosti sta-
noveni. Cast prace je vénovana teorii Ramanovy spektroskopie s diirazem na stanoveni
laktézy. V praktické ¢asti prace byla naméfena spektra vzorkd mléka, ve kterych byly vy-
hledany piky charakteristické pro laktozu, glukozu a galaktdézu. Pro vyhodnoceni intenzity
vybranych pika byly vyuzity dvé metody normovani spekter — normovani na fenylalanin a
normovani na krystalovou violet. Nejvyznamnéjsi korelace s obsahem laktozy ve vzorku
mléka byla nalezena u piku pii 1085 cm™ s pouzitim krystalové violeti. Pro kontrolni sta-
noveni obsahu laktozy, glukozy a galaktdzy v testovanych vzorcich mléka byla pouzita

metoda HPLC.

Kli¢ova slova: laktoza, mléko, Ramanova spektroskopie, vibra¢ni spektroskopie, HPLC

ABSTRACT

This thesis is dedicated to the determination of lactose in milk by the Raman spectroscopy.
In the theoretical part, lactose (,,milk sugar®) and its nutrition value is described, as well as
possibilities of lactose determination. Part of this study is focused on the theory of Raman
spectroscopy and application of this method for the lactose determination. In the practical
part of the thesis, spectra of milk samples were obtained and characteristic peaks for lacto-
se, glucose ans galaktose were found. Two methods for spectra normalization were used —
using phenylalanine peak and crystalline violet peak. Maximum at 1085 cm™ showed a
very strong correlation with lactose concentration in the sample using crystalline violet
normalization. The HPLC method was applied for parallel determination of lactose, gluco-

se and galactose content in milk samples.

Keywords: lactose, milk, Raman spectroscopy, vibrational spectroscopy, HPLC
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UvoD

MIéko je ¢lovékem konzumovano jiz tisice let a i v dnesni dobé ma ve vyziveé svij vy-
znam. Pfestoze se jedna o potravinu, kterou obestira celd fada myt, jak je mozné se pre-
svédcit nejen na nejriznéjsich internetovych strankach a diskuzich, je nepopiratelnym fak-
tem, ze je cennym zdrojem bilkovin, vapniku, fosforu, hot¢iku a dal$ich nutrientd. Neza-
nedbatelné jsou také ptijemné senzorické vlastnosti mléka 1 vyrobkti z n¢j. Ne vSichni lidé
jsou vSak schopni mléko konzumovat bez potizi. Kromé alergii vyvolanych mléénymi pro-
teiny muze zpusobovat zdravotni komplikace porucha vstfebavani laktézy. Vzhledem
k tomu, Ze odbornici na vyzivu diirazné varuji pted naprostym vylouc¢enim mléka a mléc-
nych vyrobkl z jidelni¢ku, reaguji na to producenti vyrobou produktl bez laktozy ci

s jejim snizenym obsahem. Monitorovani obsahu laktdzy je zde zasadni.

Stanoveni laktézy v mléku ¢i vyrobcich z néj je mozné nékolika zptisoby. Pro vyuziti
v béZné praxi je vSak kladen diiraz na rychlost a jednoduchost. Jednou z metod, ktera tyto
pozadavky spliluje, je Ramanova spektroskopie, jejiz popularita diky tomu nejen

Vv potravinafstvi roste.

Teoreticka ¢ast diplomové prace ,,Stanoveni laktozy v mléku metodou Ramanovy spektro-
skopie“ je vénovana popisu a vyznamu ,,mlécného cukru® spolu s ptehledem moznosti jeho
detekce a kvantifikace. Popsan je dale princip Ramanovy spektroskopie a interpretace zis-
kanych dat. Praktickd Cast je vénovana stanoveni laktézy v béZzném a bezlaktézovém mlé-
ku a ve vzorcich pfipravenych jejich smisenim. Jako referen¢ni metoda je zde pouZita vy-
sokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC). Pro vyhodnoceni Ramanovych spekter
byly zvoleny dvé metody — prvni, zaloZena na konstantnim obsahu fenylalaninu ve vzor-
cich a druha, ktera spociva ve vyuziti krystalové violeti coby interniho standardu. Metoda
s pouzitim krystalové violeti jiz byla publikovana, v této praci jsou jeji vysledky ovéfova-
ny. Diraz je kladen zejména na testovani fenylalaninu jakoZto standardu, jelikoz pouziti

krystalové violeti s sebou nese jista uskali (nutnost ptidani dal§i chemicke latky ke vzorku,

urcitd mira toxicity).
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I. TEORETICKA CAST
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1 LAKTOZA

Laktoza, oznacovana také jako mlécny cukr, pfedstavuje hlavni sacharidovou slozku mlé-
ka. Minoritné jsou v mléku zastoupeny i dalsi sacharidy, ke kterym patii zejména glukoza,

fruktoza, galaktoza, glukdézaminy, galaktézaminy, neutralni a kyselé oligosacharidy [1].

Koncentrace laktozy v mléku je specifickd v zévislosti na Zivo¢isném druhu, viz Tab. 1
Mezi faktory, které dale ovliviuji obsah laktézy v mléku, patii zdravotni stav a vyZziva sa-
mice, stddium laktace aj. Obsah laktéozy je nepfimo umérny obsah lipidi a kaseinu

v mléku, nejvyssi je v kolostru a v pribehu laktace postupné klesa [1, 2].

Tab. 1 Koncentrace laktozy v mléku vybranych druhii savcii [1]

Laktoza Laktoza Laktoza

Druh [9] Druh [9] Druh [96]
Lachtan kaliformsky 0.0 MyE 30 Eocka 48
Eﬁepculhfebenatj‘ 0.0 Morée 30 Praze domaci 3.3
MMedvédbarbal 0.4 Pez 3l Enn 6,2
Delfin 0.6 Jelen zika 34 ESJ'mpanz 7.0
Jezura 0.9 Eoza 4.1 Makak 7.0
Plejtvalk obrovsky 1.3 Slonmdicky 4.7 Clovék 7.0
Eralik 21 Erava 48 O=el 74
Jelen lesni 26 Orwvee 4.8 Zebra 74
Tulefi kuzelozuby 26 Buvol 4.8 Eonfkodan 102

zeleny

Eryza 26

Zasadni vliv na obsah laktdézy v mléku ma mastitida. V piipadé tohoto onemocnéni dochazi
k poskozeni tkané, coz vede ke snizeni aktivity enzymut v sekre¢nich bunkach, a tedy k
omezeni biosyntézy laktézy. Z tohoto diivodu muze byt monitorovani obsahu laktozy

v mléku pouZito coby indikator probihajiciho zanétu [3].

Laktéza je syntetizovana v sekrecnich vaccich Golgiho komplexu buné€k mlécné zlazy po-
moci enzymu laktézasyntdzy z molekuly glukozy a UDP-galakt6zy. UDP-galaktoza vznika
z glukoézy sledem enzymaticky katalyzovanych reakei a do Golgiho komplexu je aktivné
transportovana, na rozdil od glukézy, pro jejiz prostup prostfednictvim specifického nosice

GLUTI neni zapottebi energie [2, 4].
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Spolu se sodnymi, draselnymi a chloridovymi ionty ma laktéza zasadni vyznam pro udrzo-
vani osmotické rovnovahy mléka. Rychlost jeji syntézy tak predstavuje vyznamny faktor

ovliviujici objem produkovaného mléka v dusledku snahy o zachovani osmolarity [4].

Vyznam laktézy spoc¢iva primarné ve vyzive sajicich mlad’at, kdy slouzi jako zdroj ener-
gie. Dulezitou roli sehrava také v technologii vyroby celé fady mléénych vyrobku. Laktéza
predstavuje substrat pro bakterie mlécného kvaseni, které jsou z ni schopny vytvofit kyse-
linu mlé¢nou, jez je nezbytnd pro vyrobu kysanych mlécnych vyrobkua a syrii. U zahusté-
nych, mrazenych a suSenych vyrobkii ovliviiuje jejich texturni vlastnosti. Pti pouziti vyso-
kych teplot pro vyrobu mlécnych produkti se podili na zménach jejich barvy a chuti. Zme-
ny stavu (amorfni x krystalickd lakt6za) maji zdsadni vliv na produkci dehydratovanych

mlécnych vyrobki [1].

Znacna cast lidské populace (pies 70 %) je postizena malabsorpcei laktézy. Tato porucha

vrwe

galaktozidazy), ktery §tépi laktozu v tenkém stievé [1, 2].

1.1 Chemicka struktura a vlastnosti

Laktéza, chemicky O-B-D-galaktopyranozyl-(1—4)-D-glukopyranéza (Ci2H2,011), je di-
sacharid, ktery se sklada z glukozy a galaktdézy. Molekuly téchto jednoduchych sacharidi
jsou spojeny B 1—4 glykosidickou vazbou, viz Obr. 1. Laktoza se fadi mezi tzv. redukujici
sacharidy v diisledku pfitomnosti volného poloacetalového hydroxylu na C1 uhliku gluko-
zy, ktery se vyznacuje redukujicimi u¢inky. Na zéklad¢ polohy tohoto hydroxylu jsou roz-
liSovany dva anomery laktézy — o a  [5].

CH5—OH H OH

OH  H S H(OH)
H o
CH,~OH

Obr. 1 Molekula laktozy [6]
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Vlivem podminek prostiedi podléha laktéza mutarotaci. Pti teplote 20 °C se asi 62 % disa-
charidu nachazi ve form¢ f-anomeru. S rostouci teplotou se v§ak pomér obou forem méni
ve prospech a-anomeru. Na rychlost mutarotace ma vliv také pH. Pti pH 4,0-6,0 dochazi
k nejméné intenzivnim zménam, avsak pokud dojde k vychyleni mimo rozsah téchto hod-

not, cely proces se vyznamné urychluje [1, 5].

Jednotlivé anomery se li§i svymi vlastnostmi, pfedevsim se jedna o:

rozpustnost

e tvar a velikost krystalil

e hygroskopicitu

e schopnost stacet rovinu linedrné polarizovaného svétla

e sladivost [1]

Rozpustnost a-laktozy je pii 20 °C asi 7 g a v ptipadé B-laktézy 50 g na 100 ml vody.
V systému vsak soubézné probihaji procesy mutarotace a rozpousténi, a to do ustaleni rov-
novahy pfiblizn€ v poméru p/a = 1,60. Celkova rozpustnost laktozy pti 20 °C tak odpovida
hodnoté 18,2 g na 100 ml vody (7 g a-laktozy + 1,60 x 7 g B-laktézy = 18,2 g). Rozpust-
nost a-anomeru vyrazné roste v zavislosti na zvysujici se teploté prostredi. Pfi dosaZeni
teploty 93,5 °C je rozpustnost obou forem shodné. Po piekonani této hodnoty je jiz roz-

pustnéj§im anomerem a-laktoza [1].

Zahustovanim vodného roztoku laktozy pii teplotach do 93,5 °C za vzniku ptesyceného
roztoku mohou byt krystaly a-laktdzy ziskany jako monohydrat. Krystaly jsou pevné a
malo rozpustné. Jejich primérna velikost by pii vyrobé mlécnych vyrobkli neméla prekro-
¢it 10 um, aby nedoslo ke vzniku senzorické vady, tzv. pisCitosti. Pti teplotdch nad 93,5 °
krystalizuje laktéza jako p-anhydrid (bezvodd forma). Optickd otacivost je u a-
monohydratu +89,4 ° a u B-anhydridu +35,0 °. V ptipad¢ pfili$ rychlého suseni pfesycené-
ho roztoku laktozy krystalizace nemusi probéhnout, vznika tak tzv. amorfni forma. Amortf-
ni laktéza se vyznaCuje vysokou viskozitou a znacnou hygroskopicitou, coz vede

v ptitomnosti vzdusSné vlhkosti k tvorbé hrudek v susenych produktech [1, 7].
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Mezi jednotlivymi anomery existuje také rozdil ve sladivosti. Zatimco a-laktdza se vyzna-
cuje sladivosti 16 % standardu, u B-laktozy je tato hodnota dvakrat vyssi. Vysledna sladi-
vost po ustaveni rovnovahy mezi obéma formami se odhaduje na 27 — 32 % standardu roz-

toku sacharozy [1].

1.2 Metabolismus laktozy u clovéka

Laktéza prochazi travicim traktem v nezménéné podobé az do tenkého stieva, kde se po-
drobuje $tépeni enzymem laktazou (P-galaktosidaza,laktaza-phlorizin hydroldza). Tento
enzym je vazan ke slizni¢ni membrané enterocytli. Po rozStépeni vznikaji z laktézy mole-
kuly glukézy a galaktézy. Tyto monosacharidy jsou nasledné aktivné vstiebavany a pte-
pravovany do jater portalni zilou. Galaktdza je poté v jatrech pfevedena na glukézu pro-
sttednictvim tzv. Leloirovy drahy. Pokud dojde vlivem deficience jednoho nebo vice en-
zymu této drahy k blokovani konverze galaktézy na glukézu, dochazi k vyvoji galaktose-
mie. Galaktosemie je vrozend porucha, jejiz jedinou moznosti 1é€by je naprostd absence
laktozy ve straveé. Pokud vynechdna neni, mize dojit k fatdlnimu posSkozeni jater, ¢i do-
konce slepoté. Cast galaktozy, ktera vznika po rozstépeni laktozy, je také vyuZita pro tvor-
bu glykoproteinti a glykolipidl, coz jsou vyznamné stavebni prvky bunéénych membran

[1,8,9].

1.3 Vyznam laktézy a jejich derivdtii ve vyzivé ¢lovéka

Laktéza je pro €loveka vyuzitelnd jako zdroj energie, jeji pfijem vede ke zvySeni hladiny
glukozy v krvi. Ve srovnéni s ostatnimi jednoduchymi sacharidy se vyznacuje niZsi sladi-
vosti, z tohoto diivodu je povazovana za vhodné sladidlo pro vyrobu kojenecké vyzivy,
nebot’ se predpokladd, Ze konzumace vysoce sladké potravy v tomto obdobi muze vést

k ptejidani a rozvoji preference sladké chuti v pozdéjsim véku [10].

Fermentace sacharidi v ustni dutiné vede ke vzniku organickych kyselin, které poskozuji
vazovana sachardza, jelikoz Streptococcus mutans, dominantni bakterie ustni mikroflory,
je z ni schopen tvofit dextrany, které pfispivaji k tvorbé zubniho plaku. Naopak laktdza je,

spolecné s galaktozou, kariogenni v mnohem mensi mite [10, 11].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

Laktéza je davana do souvislosti také se vstiebavanim véapniku. Ackoli byla provedena
fada studii, tento vztah zatim neni zcela objasnén. Zatimco u zvitat byl pozitivni vliv lakto-
zy pro vstfebavani vapniku v tenkém stievé prokazan, vysledky experimentii zamétenych
na Clovéka jsou rozporuplné. Pozitivni vliv laktézy byl zaznamenan u kojenct, u dospélych
je zminovan spise probioticky vliv laktézy uniklé st€peni v tenkém stieveé, kdy dochazi ke
zvySeni transportu mineralu pies epitelidlni sténu bunék tlustého stteva. Jednim z moznych
vysvétleni rozdilnych zavéra studii je fakt, ze kromé laktdzy se na vstiebavani vapniku
podili fada dalSich slozek potravy, proto je pomérné komplikované ziskat relevantni vy-

sledky u dospélych ve srovnani se zvitaty nebo kojenci [10, 12, 13].

Nékteré studie davaji do souvislosti konzumaci mléka a mlécnych vyrobkl s rozvojem
nekterych typl rakoviny. Laktoza, respektive galaktdza coby produkt jejiho metabolismu,
je spojovana s rakovinou ovarii. Na tuto asociaci poukazuji vysledky experimentti prove-
denych na zvitatech, které nicméné pfi testovani lidi nebyly potvrzeny, za coz mize i mul-

tifaktoridlni charakter onemocnéni tohoto typu [10, 14].

V poslednich letech je pozornost zaméfovana také na derivaty laktozy s prebiotickym
ucinkem. Jedna se predevsim o laktulozu, laktitol, laktosachar6zu, ¢i galaktooligosachari-
dy. Tyto latky nejsou hydrolyzovany v tenkém stievé, pokracuji proto do tlustého stieva,

kde jsou metabolizovany bakteriemi mlé¢ného kvaseni a bifidobakteriemi [10].

Prebiotika jsou tak definovéna jako ,,nestravitelné slozky potravy, které ptiznivé ovliviuji
zdravi hostitele tim, ze selektivné stimuluji rast a / nebo aktivitu bakterii v tlustém streveé™.
Na pozitivnim vlivu prebiotik se podileji také konecné produkty jejich metabolismu, pie-
devsim laktat a mastné kyseliny s kratkym fetézcem. Mléko ptezvykavcl se vyznacuje ve
srovnani s mlékem matefskym mensim poctem oligosacharid, které maji bifidogenni vliv.
Aplikace prebiotik do nahradni détské vyzivy vSak vede k vyrovnani poctu bifidobakterii
ve stfeveé ve srovnani s kojenymi détmi. Tyto latky se tak podileji na sniZeni nezadouci
mikrobidlni kolonizace v détském travicim traktu a mohou také stimulovat imunitni systém

v

v disledku své protizanétlivé aktivity [10, 15].
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1.4 Intolerance laktozy

Jak jiz bylo vySe zminéno, pro vstiebani laktozy je stézejni jeji enzymatické Stépeni
v tenkém stfeve, které je zajisténo prostfednictvim enzymu laktazy. Aktivita tohoto enzy-
mu je jiz pii porodu znacné vysoka a jest¢ n¢jakou dobu po ném stoupa. V pozdnim dét-
ském veéku vSak u velké ¢asti lidské populace dochazi ke znaénému poklesu produkce lak-
tazy. Nedostatek enzymu, nezbytného pro Stépeni laktdzy se nazyva hypolaktazie a zapii-
¢ifluje poruchy vstfebavani (malabsorpci), které mohou vést k nesnasenlivosti laktozy.
Laickou vetejnosti je laktézova intolerance ¢asto zaménovana s alergii na mléko, v pripade
intolerance vSak nedochazi k imunitni odezvé organismu, jako je tomu u alergie, ktera je

vyvolavana mléénymi bilkovinami [1, 14, 16].

Hypolaktazie miize byt také vrozend, coz znamena, ze k produkci laktazy nedochézi ani
v kojeneckém véku. Takovyto deficit je vSak velmi vzacny a byl zdokumentovan pouze u
nckolika desitek jedinct, zejména ve Finsku. Za urcitych okolnosti mize dojit ke vzniku
sekundérni hypolaktazie. Jedna se o ptipady, kdy je plocha stfeva zmenSena, napt. resekci,
nebo poskozena. K poskozeni stfevniho epitelu dochazi v ptipadé n€kterych onemocnéni,
jako je nelécend celiakie nebo stfevni zanéty. Pokud je stievni epitel zahojen, produkce

laktazy je opét obnovena [17].

Vyskyt primérni hypolaktazie, tedy stav, kdy po skon¢eni kojeni dochéazi ke snizovani pro-
dukce laktazy, je z geografického hlediska rozdilny. Prevalence nad 50 % byla zazname-
nana v Jizni Americe, Africe a Asii, pficemz v nékterych asijskych statech je to 100 %.

V Evropé je to od 2 % (skandinavské zemé&) do 70 % (Sicilie) [17].

Primarnim mechanismem, ktery urcuje, zda bude aktivita enzymu laktdzy zachovana i
v pozdéj$im veku, je regulace genové transkripce. Gen pro lidskou laktdzu (LCT) je lokali-
zovan na dlouhém raménku druhého chromozomu, jeho kone¢ny produkt ma velikost 220
kDa a je siln¢ glykosylovan. Rozdily v produkci laktazy jsou zplisobeny mutacemi — ne
vSak v genu LCT, ale v blizce sousedicim genu MCM6, ktery reguluje genovou expresi
LCT. Pfedevsim se jednd o zaménu tyminu za cytosin v pozici 13910, ¢astecné se uplatiu-
je také vyména adeninu za guanin v pozici 22018. Homozygoti (genotyp TT, AA) jsou
schopni pfijimat a $té€pit laktozu po cely Zivot. Tuto schopnost maji také heterozygoti (ge-

notyp CG/AT), tito jsou vSak nachylnéjsi ke vzniku intolerance v dasledku onemocnéni
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tlustého stfeva apod. Naopak homozygoti (genotyp GG, CC) se vyznacuji nonpersistenci

laktozy, ztraceji tedy schopnost §tépit mlécny cukr mimo détsky veék [18, 19, 20].

Zékladni hypotézy o tom, pro¢ je schopnost travit laktézu v dospélém véku u nékolika po-
pulaci na svété bézna, existuji celkem tfi. Prvni z nich, kterou podporuji vysledky fyloge-
netickych analyz, pfedpoklada, ze se jednd o evolucni adaptaci ke konzumaci mléka jako
dostupného zdroje energie, ktera souvisi s domestikaci zvitat. Dale je konzumace mléka
davana do souvislosti s piijmem vapniku v populacich, jez se potykaji s nedostatkem vita-
minu D. Tteti hypotéza potom mléku pfisuzuje vyznam ndhradniho zdroje vody ve vyprah-

lych oblastech [21].

Intolerance laktozy je definovéna jako soubor piiznakl (bolest a distence stfev, barboryg-
mus, plynatost, prijem), které jsou zpusobeny piitomnosti laktéozy v tlustém stieve
v disledku hypolaktazie. NesnaSenlivost laktozy vsak zptisobuje i dalsi potize, jako je ne-
volnost nebo zvraceni, ale vyznacuje se i celou fadou systémovych ptfiznakl, mezi které
patfi napft. bolesti a toceni hlavy, ztrata koncentrace, inava, bolesti svali a kloubi, bolest

v krku, ztrata koncentrace [22].

Vyse popsané piiznaky vznikaji z nékolika diivodt. Laktdza, jakozto sacharid, je osmotic-
ky aktivni, coz zapficifluje vyssi sekreci elektrolytii a vody do stfeva. Dilatace tenkého
stieva, zpisobend osmoézou, vede ke zrychleni pohybu traveniny tenkym stfevem a nasled-

nému prijmu. V tlustém stievé je pak laktdza rozkladana pritomnymi bakteriemi za vzniku

plynt [17].

Diagnostika lakt6zové intolerance je moZna né€kolika zptsoby. Orienta¢ni expozicni test je
snadno proveditelny i v domécich podminkach. Jeho princip spociva ve sledovani priznaki
4 hod po poziti 1 litru mléka. Dalsi moznosti je tzv. laktozovy toleran¢ni test, kdy je pero-
raln€ podan roztok 50 g laktézy a nasledné je sledovana hladina glukézy v krvi. V tomto
ptipad¢ vSak mohou vést nékterd onemocnéni, napi. diabetes k faleSné negativnim vysled-
kiim. Dechovy vodikovy test pfedstavuje neinvazivni, jednoduchou metodu, kdy je poda-
van testovaci roztok laktézy a nasledné se po dobu 3 hodin v 30 minutovych intervalech
méfi mnozstvi vodiku v dechu. I tento zplsob miize piinést falesné vysledky v ptipadé

kouteni, plicnich poruch, nedostate¢ném hladovéni apod. Informace o aktivité laktazy je
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mozné ziskat také pfi biopsii sliznice tenkého stfeva s naslednym imunohistochemickym

vySetfenim. Nejspolehlivejsi metodou je vsak genetické vysetieni, pomoci kterého jsou

stanoveny polymorfismy odpovédné za deficit laktazy [20, 23, 24].

Lid¢ trpici laktézovou intoleranci museji snizit piijem laktozy. Nejsou vSak nuceni zcela se
vzdat mléka a mléénych vyrobki. V dnesni dob€ jsou jiz dostupné produkty, do kterych je
pridavéna laktaza, a kde tudiz dochazi k hydrolyze lakt6zy za vzniku glukozy a galaktédzy.
Takto upravené mléko se vyznacuje sladsi chuti, kterd mtize byt spotiebiteli vnimana jako
nepiirozena. Proces je také pomérné finan¢né narocny, coz se odrazi na maloobchodni ce-
né bezlaktézového mléka. Alternativu tak predstavuji chromatografické procesy, které
umoznuji separaci laktdozy. Aby byl vysledny produkt svou chuti co nejpodobnéjsi bézné-

mu mléku, mohou byt pfi vyrobé kombinovany oba postupy [25].

Obsah laktozy se v jednotlivych druzich vyrobkl znacné lisi. Zatimco jeji nejvyssi obsah
se vyskytuje v mléku jako takovém, a to i suSeném, v masle ¢i dlouho zrajicich syrech se

jedné o vyrazn€ mensi mnozstvi [26].
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2 PREHLED METOD POUZIVANYCH PRO STANOVENI
LAKTOZY

Rané pokusy o stanoveni obsahu laktéozy v mléku vychdzely z jednoduché matematické
operace, a sice rozdilu. Laktoza byla vypoctena odectenim obsahu bilkovin, tuki a popela
od celkového obsahu pevnych latek. Tato metoda byla nespecifickd a neptesna. Jelikoz
byla lakt6za povazovana za jediny mlé¢ny sacharid a dalsi sacharidické slozky nebyly uva-
zovany, dochazelo k mylnym interpretacim vysledki. Od téchto prvotnich pokust uplynu-
lo jiz bezmala 100 let, které s sebou pfinesly technologicky pokrok a rozvoj metod, takze
je v soucasné dobé¢ k dispozici Siroka Skala moznosti pro detekci a kvantifikaci laktdzy

v mléku, potazmo mlécnych vyrobcich [27].

2.1 Polarimetrie a refraktometrie

Obé tyto metody jsou zalozeny na meéfeni optickych fyzikalnich vlastnosti laktozy.
V piipad¢ refraktometrie je méfen index lomu. Index lomu je pomér rychlosti svétla ve
dvou optickych prostfedich, je méfen refraktometrem a u mléka nabyva hodnot 1,3440 —
1,3485. Na namétené hodnoté ma podil zejména obsah vody a laktézy. Z tohoto diivodu je

pii analyze pouZivana voda jako slepy vzorek [28].

Laktoza ve své molekule obsahuje chiralni (asymetricky) uhlik, tudiz se fadi mezi opticky
aktivni latky. Tyto latky charakterizuje schopnost stacet rovinu polarizovaného svétla. Tato
vlastnost je vyuzivana pti méfeni polarimetrem. Uhel stadeni roviny polarizovaného svétla

je pak ptimo umeérny koncentraci laktdzy, coZ je mozné vyjadfit nasledujicim vztahem:

z0 i
[a]z =100 *1l#xc

20
kde o je naméfeny thel stoceni, [a] 2 mérnd otaCivost méiené latky pii teploté 20 °C a

dané vinové délce D (obvykle je vyuzivana sodikova vybojka — 589 nm), I Sitka vrstvy
stanovovan¢ latky, respektive Sitka kyvety v dm a ¢ koncentrace stanovované latky v g*ml

20
! Hodnota [o] o pro bezvodou laktozu odpovida +55,4 ° [2, 28].
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Pted samotnym méfenim musi byt vzorek mléka upraven odstranénim lipid a proteint,
¢ehoz je dosazeno pomoci precipitace a filtrace. Je nezbytné, aby byl vzorek po tomto pro-

cesu Ciry, jelikoz 1 malé mnozstvi srazeciho ¢inidla negativné ovliviiuje méteni [28].

2.2 Gravimetrie

Princip této metody spociva ve vyuziti redukujicich vlastnosti n¢kterych sacharidl véetné
laktozy. Pii tomto typu stanoveni dochéazi k vyredukovani oxidu méd’natého z Fehlingova
¢inidla, nasledn¢ probihd suSeni a vazeni. Obsah laktozy koreluje s obsahem Cu,0 a je

uréovan pomoci Munsen-Walkerovych tabulek [27].

2.3 Kolorimetrie

Kolorimetrické stanoveni je zalozeno na reakci laktéozy coby redukujiciho sacharidu
s urcitymi latkami v silné€ kyselém nebo zasaditém prostiedi za vzniku barevnych roztokda.
Intenzita tohoto zbarveni je méfena a ndsledn€ srovndvéana s hodnotami standardf. Reak-
tanty vyuzivané pro kolorimetrické stanoveni a vlnova délka jejich absorpénich maxim

jsou uvedeny v Tabulce 2 [29].

Tab. 2 Reaktanty pro kolorimetrii a vinova délka pro jejich stanoveni [29]

Reagencie VInova délka [nm]
antron 580
fenol 480
metylamin 540
hexakynoZelezitan draselny 420
3,5 — dinitrosalicylova kyselina 570

Kolorimetrie je citlivd metoda, je vSak nezbytné, aby probihala za piesné stanovenych
podminek. Kromé samotné laktdzy je mozné soucasné stanovovat také produkty jeji hydro-

lyzy - glukézu a galaktézu. Podminky jsou nastaveny tak, aby slou¢eniny jednotlivych
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sacharidi mély absorpéni maxima pii odliSnych vlnovych délkach a nedochéazelo tak

k vzajemnym interferencim [30].

2.4 Oxido-redukcni titrace

Pro stanoveni laktézy pomoci oxido-reduk¢ni titrace je opét vyuzivana ptitomnost volného
poloacetalového hydroxylu na jeji molekule, ktery je schopen redukce, v tomto ptipadé
obvykle médi. Pro analyzu je vyuzivano Fehlingovo ¢inidlo nebo chloramin—T. Ze vzorku
museji byt predem odstranény lipidy a proteiny, proto je upravovan stejn¢ jako pro polari-

metrické stanoveni, viz vyse [1, 2].

Pii vyuziti Fehlingova €inidla dochéazi k redukci CuSOy4 za varu na Cu,O. Siran méd’naty,
ktery se nachazi v bance je postupné redukovan laktézou ptidavanou z byrety az do bodu
ekvivalence, kdy dojde ke zméné barvy pfitomného indikatoru. Objem roztoku laktdzy
pottebny pro dosazeni tohoto bodu je zaznamenavén a ze ziskaného vysledku je vypoctem
stanoven obsah laktozy. Tato metoda je oznacovéana jako Lane-Eyonova. JelikoZ stanoveni
komplikuje nizka ostrost bodu ekvivalence pti pouziti CuSO4, je dnes preferovan chlora-

min-T [1, 2].

2.5 Enzymatické stanoveni

Na biochemickych reakcich enzymi je zaloZena fada metod pro stanoveni laktozy. Jejich
zakladem je tzv. Boehringer-Manheimova metoda, kdy dochazi k hydrolyze laktdzy ve
vzorku na galaktozu a glukézu za ucasti enzymu [-galaktosiddzy ve vodném prostiedi. D-
galaktoza je nasledné oxidovana na galaktonovou kyselinu pomoci NAD" za pfitomnosti
B-galaktozodehydrogenazy. Poté je spektrofotometricky pii 340 nm stanovovana koncen-
trace NADH, ktera dle stechiometrického poméru odpovida koncentraci kyseliny galakto-
nové. Tato metoda je jednoducha, specifickd a levnd, limitujici je ale prace

s termolabilnimi enzymy [31].

Dalsi snizeni finan¢ni narocnosti pfinaseji modifikace piivodni metody, napt. pii pouZiti

thio-NAD" namisto NAD" je ziskany thio-NADH mozné analyzovat pii 405 nm. Tento
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posun vlinové délky je zcela zasadni, jelikoz pfistroje pro analyzu ve viditelné oblasti spek-

tra jsou levnéjsi nez UV analyzatory [32].

V poslednich letech se do centra pozornosti dostavaji také biosenzory s imobilizovanymi
enzymy a naslednou elektrochemickou detekci. Nékteré jsou zaloZzeny na hydrolyze lakto-
zy na glukoézu a galaktéozu. Glukéza je pomoci enzymu glukézaoxidézy pfeménéna na glu-
konat a peroxid vodiku, ktery mize byt méfen napi. pomoci platinové elektrody nebo re-

dukovan pomoci peroxidazy a detekovan argentchloridovou elektrodou [33, 34].

Na vyuziti enzymatickych reakci je postavena také tzv. diferenciaéni pH metoda. Laktdza
je stanovovana méfenim zmén pH v disledku reakce glukozy a ATP za ptitomnosti he-
xokinazy po piidani B-galaktozidazy ke vzorku. Zména pH je pfimo imérnd obsahu lakto-

zy [35].

2.6 Chromatografie

Chromatografické metody jsou zalozeny na separaci slozek obsazenych ve vzorku. Po roz-
déleni je mozné identifikovat a stanovit mnoho anorganickych 1 organickych latek. Svym
uréenim jsou to predev§im metody kvalitativni a kvantitativni analyzy, jsou vSak také vyu-
zitelné coby metody preparativni, kdy slouZi k ziskani vy§§iho mnoZstvi €istych latek. Tyto
metody jsou zaloZeny na nanaSeni vzorku mezi dvé vzijemné nemisitelné faze. Prvni
z nich je stacionarni (nepohyblivd), na jejiz zacatek je umistovan vzorek a pies kterou pro-
chéazi faze druhd — mobilni. Mobilni fazi mtze byt kapalina nebo plyn. Svym pohybem
unasi vzorek soustavou. Slozky vzorku, které jsou zachycovany stacionarni fazi, se pfi
pohybu zpozd'uji, v disledku ¢ehoz dochézi k rozdéleni jednotlivych slozek v zavislosti na

sile této interakce [36].

Chromatografickych metod existuje cela fada, je mozné je rozdélit podle skupenstvi mo-
bilni faze, uspotadani faze stacionarni, ¢i podle povahy déje, ke kterému béhem separace
dochazi. Pro stanoveni laktézy v mléku jsou vyuzivany predevSim dvé metody, a to plyno-

va a vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) [29, 36].
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2.6.1 Plynova chromatografie

Vzorek je u této metody aplikovan do proudu tzv. nosného plynu, ktery jej unéasi kolonou a
predstavuje tak mobilni fazi. Slozky vzorku se béhem prostupu kolonou rozdé€luji a pii
vystupu z kolony jsou postupné zaznamenavany detektorem v podobé elucniho piku. Veli-
¢iny charakterizujici tento pik (plocha, vyska, Sitka v polovicni vySce) koreluji

s koncentraci analyzované slozky [36].

Aby bylo mozné analyzovat nedostatené tékavé latky, tedy i laktozu, je nutné do ptipravy
vzorku zaradit derivatizaci. Ta spociva v pfevedeni analytu na jeho derivat, jenz se vyzna-
Cuje vyssi tékavosti. Nejpouzivanéjsi metodu derivatizace predstavuje silylace, kdy je ky-

sely vodik nahrazen alkylsilyl- nebo halogensilyl- skupinou [37].

2.6.2 HPLC

Pti HPLC neboli vysokoucinné kapalinové chromatografii je, jak uz ndzev napovida, mo-
bilni faze tvofena kapalinou. V klasické kapalinové chromatografii je pohyb mobilni faze
realizovan pouze prostfednictvim gravitacni sily. Tento zplsob vSak neposkytuje potieb-
nou ucinnost, proto je zafazovano vysokotlaké cerpadlo, které umoznuje prostup kapaliny

drobnymi zrni¢ky sorbentu, jeZ kladou mobilni fazi znaény odpor [36].

2.6.2.10becny princip

VW

Nejbézngjsi technikou, kterd je provadéna za konstantnich podminek, je tzv. elucni meto-
da, kterd je zaloZena na vymyvani vzorku nosnou kapalinou. Vzorek je davkovan jednora-
zov€ do proudu nosné kapaliny pted vstupem do kolony. Jednotlivé slozky jsou postupné
zachycovany riiznou mérou ve stacionarni fazi. Doba setrvani latky v této fazi je zavisla na
velikosti interakci a je urCujici pro potadi, ve kterém latky opoustéji kolonu. Z kolony tak
nejdiive vychazi slozka, ktera je zachycovana nejméné. Cas, za ktery analyzovana slozka
projde kolonou, je pro ni za danych experimentalnich podminek charakteristicky. Signal
z detektoru je zaznamenavan v zavislosti na case, piipadné¢ objemu proteklé kapaliny.

Vznikly zaznam se nazyva chromatogram, viz Obr. 2 [36, 38].
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Obr. 2 Ukazka chromatogramu [38],
kde: t,,- mrtvy Cas kolony, t, - reten¢ni Cas slozky vzorku, Y - Sitka piku pfi zékladné, h - vyska piku, A -

plocha piku

Chromatogram je tvofen sérii eluc¢nich kiivek neboli pikii. Plocha uzaviena pikem koreluje
s kvantitativnim zastoupenim dané slozky. Doba, po kterou se nachdzi molekula analyzo-
vané slozky v kolon¢, se oznacuje jako retencni ¢as tg. Tuto dobu je mozné rozdélit na dvé
¢asti — Cas, po ktery molekula setrvava v mobilni fazi, tzv. mrtvy retencni ¢as ty a ¢as stra-
veny ve stacionarni fazi neboli redukovany retencni ¢as —t'r. Retencni data vyjadiuji umis-

téni maxima daného piku a jsou tak nezbytna k jeho identifikaci [36, 38].

2.6.2.2Instrumentace

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie je instrumentalné naro¢nou technikou kapalino-
vé chromatografie. K Gi€inné separaci je zapotitebi dostatecné malych zrni¢ek sorbentu. Ta
ale kladou prostupujici kapaliné znacny odpor, proto je nutné pracovat pii vysokém tlaku

[38].
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Obr. 3 Zakladni schéma pristroje pro HPLC [38]

Transport mobilni faze zajistuje vysokotlaké Cerpadlo. Materidl ¢erpadla je volen tak, aby
nedoslo k naruSeni mobilni faze, ptipadné jeji kontaminaci uvoliiujicimi se latkami. Jedna
se tak napt. o nerezovou ocel, keramiku nebo plast. Pro davkovani vzorku je bézn¢ vyuzi-
van Sesticestny ventil s davkovaci smyckou definovaného objemu. Pii davkovani nesmi

dojit k ptilisSnym fluktuacim pratokové rychlosti mobilni faze [39].

Samotna separace sloZzek probihd v ndpliiovych kolonach. Ty museji odolat vysokému tla-
ku mobilni faze, jsou proto vyrobeny z ocelové nebo tlustosténné sklenéné trubice. Kolony
pro analytické vyuziti jsou pomérné kratké: 3 — 30 cm, jejich vnitfni pramér je 2 — 5 mm.
Stacionarni fazi byva obvykle oxid kfemicity. Dale jsou pouzivany také hydrofobni faze

s navazanymi uhlovodikovymi funkénimi skupinami, granulované iontoménice apod. [39].

Nejpouzivangj$im typem detektor pro analyzu sacharidd jsou detektory zaloZené na mé-
feni refrakéniho indexu. Je tomu tak proto, Ze tento typ detektoru nevyzaduje pouziti flu-
oroforu nebo chromoforu, tudiz neni nutné ani derivatizace vzorkd. DalSimi typy detektorti
v HPLC jsou fotometrické, fluorimetrické, ¢i elektrochemické detektory. Stale Castéji je
vyuZzivan také hmotnostni detektor s mozZnosti identifikace jednotlivych latek vychazejicich

z kolony na zéklad¢ ziskanych hmotnostnich spekter [40].
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2.6.2.3Stanoveni sacharidu

Metoda HPLC je pro stanoveni sacharidli v potravinaiské praxi bézné vyuzivana, at’ uz se
jedna o mono-, ¢i oligosacharidy, potazmo polysacharidy, které vSak museji byt pred me-
fenim podrobeny hydrolyze. Kazda analyza vzdy zacina ptipravou vzorku, coz obvykle
zahrnuje extrakci a precisténi. Extrakce je takovy proces, ktery vede k prechodu stanovo-
vané slozky z piivodni smési, ve které se nachazi, do rozpoustédla. Idealnim rozpousté-
dlem pro mono- a disacharidy se zda byt voda, jeji nevyhoda vSak tkvi v tom, Ze pii jejim
pouziti dochazi k extrakci také dalSich polarnich latek nachazejicich se v mléku a dalSich
potravinach, napt. aminokyselin nebo proteini, které mohou v chromatografickém procesu
interferovat. Z tohoto diivodu jsou vyuzivany extrakéni smési, napt. etanol s vodou [39].

V ziskaném cukerném roztoku se stile nachazi cast rozpusténych latek nesacharidového
ptvodu, ktera se spolu se zakalem ze vzorku odstrafiuje v procesu &iteni. Cifici ptipravky
reaguji s koloidnimi latkami za vzniku srazeniny, kterd je v néasledujicim kroku odstranéna
filtraci za vzniku ¢irého roztoku. Cifici prostiedky jsou voleny na zakladé metody stano-
vovani, vzdy ale tak, aby dochazelo k co nejmensi adsorpci sacharidi. Siroce pouZivanym
¢ifidlem je octan olovnaty ¢i Carrezovy reagencie (siran zine¢naty a hexakyanozeleznatan

draselny) [39].

K samotné separaci mize dojit nékolika zptisoby v zavislosti na dé&ji, ktery béhem rozdélo-
vani prevlada:

e gelova chromatografie — rozdé€leni sloZzek podle velikosti v pdérovité stacionarni fa-
z1, je zde uplatiiovan ,,efekt molekulového sita®, kdy jsou nejmensi molekuly v gelu
zadrzovany nejdéle

e iontové vyménna chromatografie — rozdé€leni na zaklad¢ rizné velikosti elektrosta-
tickych pfitazlivych sil mezi funkénimi skupinami staciondrni faze, které jsou
oznacovany jako iontoménice, a ionty vzorku

e rozdelovaci chromatografie — rozdéleni na zakladé odlisné rozpustnosti slozek ve
staciondrni a mobilni fazi

e adsorp¢ni chromatografie — rozdéleni na zékladé¢ rtizné schopnosti jednotlivych slo-

zek poutat se na stacionarni fazi [36, 39].
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3 Ramanova spektroskopie

Spektroskopie je studium interakce elektromagnetického zatfeni se sledovanou latkou.
Spektroskopické metody jsou zalozeny na fyzikalnich jevech, jako je absorpce, emise, flu-
orescence nebo rozptyl. Jedna se o metody vyuzitelné v kvalitativni 1 kvantitativni analyze

vzorku.

Zaklady Ramanovy spektroskopie byly polozeny ve 20. letech 20. stoleti, kdy byl Adolfem
Smekalem pozorovan a popsan jev neelastického optického rozptylu dopadajiciho paprsku
svétla. Rakousky védec publikoval svou teoretickou praci v roce 1923, experimentalni di-
kaz tohoto jevu ziskal o 5 let pozdé&ji indicky védec Chandrasekhara Venkata Ramanovi,
ktery byl za sviij objev v roce 1930 ocenén Nobelovou cenou a jehoz jménem byla tato

metoda vibra¢ni molekulové spektroskopie nazvana [41].

Obr. 4 C. V. Raman [42]

Ptes veskeré vyhody, které analyza pomoci Ramanovy spektroskopie nabizi, se do poptedi
z4jmu analytickych chemikl dostala tato metoda az na konci 80. let. Jeji rozsiteni pro ru-
tinni praxi bylo limitovano ptedev§im naro¢nosti vyroby vyuzivanych pfistroji a z toho
plynouci vysokou cenou analyz. Technologicky pokrok, ktery piinesl rozvoj zdroja svétla,
detektort, ale také vypocetni techniky nezbytné pro interpretaci ziskanych dat, vedl ke

znacnému roz$ifeni vyuzivani Ramanovy spektroskopie. Potravinafstvi piedstavuje pouze



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

jednu z mnoha oblasti vyuziti této metody. Své uplatnéni nalézd v medicinském a farma-

ceutickém vyzkumu, kriminalistice, ale také napf. ve strojirenstvi [43].

3.1 Obecny princip

Principem Ramanovy spektroskopie je méfeni rozptyleného zateni vzniklého v dasledku
interakce excita¢niho zafeni s molekulami vzorku za soucasné zmény jejich vibracnich a
rotacnich stavii. Ramaniv efekt popisuje stav, kdy se frekvence malého zlomku rozptyle-
ného zéfeni 1isi od frekvence dopadajiciho monochromatického zéieni. Zdrojem svétla jsou
lasery. Pfi dopadu fotonu na vzorek mize dojit k pruzné¢ nebo nepruzné srazce. VétSina
fotoni svou energii po interakci s molekulou vzorku nezméni, pouze velmi malé mnozstvi
ano. Rozdil energii dopadajictho a rozptyleného fotonu vzdy odpovidd nékterému

z rotacnich nebo vibrac¢nich energetickych ptechodt v molekule [36, 41].

Atomy a molekuly z nich slozené mohou ménit sviij energeticky stav ptijmutim nebo vyza-
fenim energie, pficemz tato energie muze nabyvat pouze urCitych diskrétnich hodnot.
V atomech za tyto interakce zodpovidaji elektrony. Elektronové hladiny existuji takeé
v molekulach, jejich energie je vSak ovliviiovana také kmitanim atomt kolem rovnovaz-
nych poloh. I tato energie je kvantovana a jednotlivym vibra¢nim staviim odpovida urcita
energie. Krom¢ tohoto molekula vykonava dals$i pohyb jako celek, a to pohyb rotaéni.
Kromé elektronovych energetickych hladin tak v molekule vznikaji vibra¢ni a rotacni

energetické podhladiny [38].
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Obr. 5 Schématické znazornéni pochodii spojenych
s vymeénou energie mezi zkoumanou latkou

a zarenim [38]
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3.1.1 Pruzny rozptyl

Pruzny rozptyl, oznacovan jako Rayleightiv, pfedstavuje takovy stav, kdy molekula po
srazce s fotonem piejde do vyssiho energetického stavu a po navratu do stavu zakladniho
emituje stejné mnozstvi energie. Foton vyzareny vzorkem ma tak stejnou vinovou délku

jako foton pochazejici ze zdroje svétla [41, 43].

3.1.2 Nepruzny rozptyl

Nepruzny rozptyl je oznacovan jako Ramantiv. Dochazi k nému po neelastické srazce fo-

tonu s molekulou. Existuji dvé moznosti vzniku tohoto jevu:

1) Stokesiiv posun
Molekula po srdzce s fotonem piejde na vyssi energetickou hladinu, ale pii zpétném
piechodu se nevrati do stavu zakladniho, ale zGstane v nékterém vibra¢nim nebo rotac-
nim mezistavu. Vyslany foton je proto charakterizovan nizs$i energii a delsi vinovou
délkou.

2) Anti — Stokesiv posun
Molekula se nachéazi v nékterém z energeticky vyssich stavi jiz pfed srazkou s fotonem
a v disledku této srazky se vraci do stavu zakladniho. Vyslany foton ma tedy vyssi

energii a nizs$i vinovou délku [36, 41, 43].

Virtualni hladiny

1 Vibracni hladiny

4

m
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Obr. 6 Diagram energetickych hladin po interakci fotonu a molekuly [36]
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3.2 Instrumentace

Ramanovy spektrofotometry je mozné rozd¢lit na disperzni a nedisperzni. Disperzni spek-
trofotometry vyuzivaji pro rozklad svétla hranol nebo difrakéni miizku. Druhou skupinu
ptredstavuji spektrofotometry s interferometry. Tento typ pfistrojii pracuje na principu in-
terference svétla, pro ziskani klasického spektralniho zdznamu vyzaduje matematickou

metodou Fourierovy transformace [44].

Jako zdroj svétla byly ptivodné vyuzivany rtutové lampy, v 60. letech se vSak dostaly do
popiedi laserové zdroje, které tyto lampy postupné zcela nahradily. Laserové zdroje posky-
tuji stabilni a intenzivni paprsek zafeni. V Ramanové¢ spektroskopii je vyuzivana Siroka
Skala lasertl, napt. argonovy iontovy, krypton iontovy, ¢i helium-neonovy laser. K oddéleni

relativné slabych Ramanovych ¢ar od silnych Ralyeighovych jsou vyuzivany filtry [44].

Jako detektory byly v minulosti vyuzivany termoelektricky chlazené fotonasobice a fotodi-
odova pole. Byly vSak nahrazeny zafizenimi vyznacujicimi s vyssi citlivosti, tzv. CCD

Cipy [44].

V laboratornich podminkach byva k Ramanové spektrofotometru pfipojen mikroskop, kte-
ry se pouziva pro zaostfeni paprsku na vzorek a jeho vizualni kontrolu. Soucésti je pocita-
cova technika umoznujici ovladani. Existuji vSak také pfistroje pfenosné a kapesni, které
jsou nezastupitelné napt. pii zkoumani velmi kiehkych vzorkid. Vyuziti kratkovinnych la-
serovych zdroj v Ramanovych spektrofotometrech otevird dvete vyuzivani telekomunikac-
nich typl optickych vladken, kdy mohou byt sondy provozovany na velké vzdalenosti (né-
kdy az >10 m) a Ramanovo spektrum tak mize byt zaznamenano, aniz by doslo k ohrozeni

vyzkumnika v nebezpecném prostredi [44].

3.3 Interpretace Ramanovych spekter

V ziskanych Ramanovych spektrech je moZzné identifikovat strukturni jednotky
v molekuldch pomoci charakteristickych frekvenci a jejich intenzit. Tato spektra poskytu;ji

informace o vibra¢nich pohybech viceatomovych €astic a jsou pro kazdou latku jedinecna,
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ptredstavuji proto ekvivalent k lidskému ,,otisku prstu“. V Ramanové spektru intenzita na-
méfenych past odpovida druhé mocniné zmény polarizovatelnosti béhem vibra¢niho po-
hybu. Vzhled spekter je tak silné ovlivnén symetrii molekul a symetrii jednotlivych vib-

racnich pohybu [45].

Ramanova spektroskopie umoziuje identifikaci chemickych individui, €asto je vSak vyuzi-
vana jako doplitkovd metoda k jinym analytickym metodam, pfedevSim infracervené spek-
troskopii, kdy je vyuzivana ke stanoveni nepoldrnich skupin (C=C, C-C, C-S, S-S), které

jsou v infracerveném spektru malo intenzivni.

3.4 Ramanova spektroskopie pro stanoveni laktozy

Ramanova spektroskopie predstavuje ekonomicky vyhodny, rychly a jednoduchy zptisob
analyzy biologickych vzorktl, tedy i komponent mléka véetné laktozy. Jakozto vibracni
metoda spektroskopie nabizi moznost rozliSeni strukturné podobnych molekul, jako jsou

galaktoza a glukdza [46].

Jako charakteristickd oblast Ramanova spektra pro mlé¢né sacharidy byl ur€en rozsah vl-
no&tu 1200 — 800 cm™. Vznik pikii v této oblasti souvisi s protahovanim vazeb C=0 a C-C

a deformaci C-O-C, coz odkazuje na glykosidickou vazbu [47].

Na determinaci laktozy v mléku se ve svém vyzkumu bliZze zaméfili Li a kol. [46] Pro ana-
lyzu bylo nezbytné namétit Ramanova spektra laktozy jako takové, ale také jejich samot-
nych sloZzek — monosacharidl glukézy a galaktdzy, viz Obr. 3. Roztoky jednotlivych sa-
charida stejné jako vzorky mléka neni nutné pted vlastnim méfenim specialné upravovat.
Detekce laktéozy ve vodném prosttedi je vSak komplikovana. Z tohoto divodu bylo
z piipravenych cukernych roztoki a vzorkd pred samotnym méfenim odpafovano rozpous-
tédlo. Mléko ve své suSené podobé byva pii méfeni Ramanovych spekter vyuzivano bézné

z dtivodu eliminace nezadouci fluorescence [46, 48].

Aby bylo mozné kvantifikovat laktézu v mléku, je potfebné zméfit standardy jednotlivych
sacharidi v SirSim rozsahu koncentraci a ziskat tak kalibra¢ni kiivku, se kterou je mozné

srovnat data analyzovanych vzorkli mléka a stanovit tak obsah laktézy v nich. Vzorky 1
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standardy ve studii Li a kol. byly méfeny Ramanovym spektrofotometrem, ktery byl napo-
jen na software umoznujici vizualizaci a uklddani obrazii ziskanych spekter. Jako zdroj

svétla byl pouzit 785 nm helium-neonovy laser [46].

0 g5 1085 1929 Jaktoza [0,1 mol/1]

Eind
919 1oz 1423
glukéza [0,1 mol/l]

galaktoza [0,1 mol/l]

Raman intensity / cps
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Obr. 7 Ramanova spektra laktozy,
glukozy a galaktozy [46]

Jak je patrné z Obrazku 7, spektrum laktézy ma 5 hlavnich pika — pti 869, 940, 1015, 1085
a 1121 cm™, které chybgji u glukozy i galaktozy. Také oba tyto monosacharidy maji své
charakteristické piky, na zaklad¢ kterych je mozné je od sebe pomérné snadno odlisit. Jed-
notlivé piky odpovidaji jednotlivym funkénim skupindm v molekulach. Piky pti 940, 1015
a 1121 cm™ u laktozy pravdépodobné odpovidaji protahovéani vazby C-C, pti 840 cm™ de-
formacim vazby O-C-O a pii 869 cm™ vibraénimu protahovani vazby C-O-C. Piky pfi
1015 a 1121 cm™'se viak prekryvaji se spektrem glukozy [46].

Na Obrazku 8 jsou naméfena Ramanova spektra roztoku lakt6zy, mléka a mléka bez obsa-
hu laktézy. Na tomto obrazku je pik pii 940 cm™ piitomen i ve vzorku bezlaktézového
mléka, ke vzniku tohoto piku tedy patrné piispéla pfitomnost jiné slozky mléka. Intenzita
piku pii 869 cm™ se neménila s rostouci koncentraci laktézy, z tohoto divodu se tak pro
kvantitativni méfeni ukazalo vhodné sledovani piku pii 1085 cm™. Vliv ménici se koncen-

trace laktozy na intenzitu tohoto piku je zobrazen na Obr. 9 [46].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

111?&3] 1085

v\\_aj\ laktoza [0,1 mol/l]

mléko [50%]

Raman intensity /

mléko bez obsahu

laktézy [50%]

800 QEEI 1 DlI}I] 1 IIIII[] 12IEIEI 1 E:DI]
Vinodet [cm™]
Obr. 8 Ramanova spektra laktozy, mléka
a mléka bez obsahu laktozy [39]

Pro kvantitativni stanoveni laktdzy byla ke vzorktim ptidana krystalova violet’ coby interni
standard. Metoda vnitini standardizace spociva v pfidani zndmého mnoZstvi standardu ke
vzorku. Jako standard je volena takova latka, kterd ve vzorku neni obsazena a tvoii ve
spektru samostatny pik v blizkosti piku stanovované slozky. Koncentraci této slozky je
poté mozno urcit pomoci pfimého srovnani. Pik odpovidajici krystalové violeti je na Obr. 9
mozné pozorovat pii 1173 cm™. Ve smési mléka, piipadné roztoku laktozy a krystalové
violeti o koncentraci 0,1 mmol/l nebyly zjiStény Zadné interference. Mezi relativni intenzi-
tou piku p¥i 1085 cm™ a koncentraci laktozy byl pozorovan linearni vztah s limitem detek-
ce 0,019 mol/l laktézy ve vzorku. Ziskany vysledek koreloval také s hodnotami méfeni
stejnych vzorkd pomoci HPLC a Lane-Eynonovy metody, pik pti 1085 cm™ je tedy mozné

povazovat za charakteristicky pro laktozu, a tedy vhodny pro jeji determinaci [46].
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Obr. 9 Ramanova spektra vzorkit mléka s konstantnim obsahem

krystalové violeti pri riizné koncentraci laktozy [46]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIL PRACE

Cilem této prace bylo ovéieni pouziti Ramanovy spektroskopie pro stanoveni laktozy
v mléku. Aby bylo mozné tohoto hlavniho cile dosahnout, bylo stanoveno nékolik cili

dil¢ich:

e navrh a pfiprava vzorkl s proménlivou koncentraci laktozy

e stanoveni koncentrace laktozy ve vzorcich pomoci metody HPLC coby metody re-
feren¢ni

e stanoveni koncentrace fenylalaninu ve vzorcich

e nameéfeni Ramanovych spekter ptipravenych vzorki

e vyhleddni jednoho ¢i vice pikli odpovidajicich laktéze, potazmo glukéze a ga-
laktoze

e vyhodnoceni spekter, srovnani normovani na fenylalanin a krystalovou violet a
diskuze vysledkii
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5 Material a metody

5.1 Charakteristika vzorkii

Pro stanoveni laktézy bylo vybrano trvanlivé polotucné mléko bézné¢ dostupné
v distribucni siti a jeho bezlaktézova varianta. Jednalo se o mléko znacky Meggle, kon-
krétn¢ ,, Trvanlivé mléko polotucné® a ,,Bezlaktézové mléko*. Na obalech obou vyrobkii

byly shodné uvedeny nasledujici udaje:

Prumérné vvzivové hodnoty ve 100 ¢ mléka

Energetickd hodnota: 200 KJ/48 kcal

Tuky: 1,5 %

- z toho nasycené mastné kyseliny: 0,9 %

Sacharidy: 4,9 %
- z toho cukry: 4,9 %

Bilkoviny: 3,4 %

Sal: 0,15 %

Bezlaktozova varianta mléka byla vyrobena enzymatickym Stépenim laktozy, jejiz koncen-
trace v mléku by dle vyrobce neméla pfevySovat hodnotu 0,01 %, ktera je stanovena vy-
hlaskou ¢. 54/2004 Sb. pro dany typ vyrobku, a jejiz dodrZeni deklaruje vyrobce na obalu
[49].

5.2 Chemikalie

a-Lakt6za monohydrat (Sigma-Aldrich, USA)

Acetonitril pro HPLC (= 99,9 %; Sigma-Aldrich, USA)

Azid sodny (ZMBD Chemik s.r.0., CR)

Carrez I (30% ZnSOy; Penta, CR)

Carrez II (15% K4[Fe(CN)g]; Penta, CR)

Citronova kyselina (Lach-Ner s.r.0., CR)

Citran sodny (ZMBD Chemik s.r.o., CR)

D-(+) gluko6za (Sigma-Aldrich, USA)
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D-(+) galaktdza (Sigma-Aldrich, USA)

Hydroxid sodny (ZMBD Chemik s.r.0., CR)
Kyselina boritd (ZMBD Chemik s.r.0., CR)

Kyselina chlorovodikova (ZMBD Chemik s.r.0., CR)
Thioglykol (ZMBD Chemik s.r.0., CR)

Ultra ¢istad voda pro HPLC (piecisténa systémem Aqua MaxTM Ultra 370 Series; Young
Lin, Korejska republika)

5.3 Pristroje a pomiicky

Ramaniiv spektrofotometr inVia Basis (Renishaw, Velkd Britdnie)
Termoblok Evaterm (Labicom, CR)
Analytické vahy GR-200 (Labicom, CR)
Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400 (Ingos, CR)
Kapalinovy chromatograf LC-20AD Prominence

—  kvartérni pumpa

— pctikanalovy degaser DGU-20A5R

— autosampler SIL-20ACHT

— diferencidlni refraktometricky detektor RID-20A (vSe Shimadzu, Japonsko)
Kolona Zorbax NH2 (4,6 x 250 mm x 5 um) (Agilent, USA)
Ptedkolonovy cartridge filtr 0,2 um (Optimize Technologies, USA)
Sttikackové filtry 0,22 um Cronus (SMI Labhut, Velk4 Britanie)

Laboratorni sklo

5.4 Priprava vzorkii

Pro méteni byla pfipravena fada vzorkd o objemu 100 ml s rostouci koncentraci laktozy
smichanim bézného a bezlaktozového mléka, viz Tab. 3. Aby byla vyloucena ptipadna
zbytkova aktivita enzymu piitomnych v mléku, byly oba typy mléka zahtaty na 72 °C po
dobu 20 s.
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Tab. 3 Pomeér bézného a bezlaktézoveho mléka ve vzorcich

IM[%] | O | 20| 40 [ 50 | 60 | 80 | 100

BM [%] | 100 | 80 | 60 | 50 | 40 | 20 | O

* LM = ml¢ko s ptirozenym obsahem laktdzy (b&ézné mléko)

BM = mléko s enzymaticky rozstépenou laktézou

Pro métfeni na Ramanové spektrofotometru se kapalné vzorky mléka bez jakékoli upravy
ukdzaly jako nevhodné v disledku vzniku fluorescence. Z kazdého vzorku byla odebrana
kapka o objemu 150 pl, ktera byla kapnuta na alobal. Dale byl odebran objem potiebny pro
HPLC, viz nize a ke zbytku vzorkl byla pfidana krystalova violet’ tak, aby jeji vysledna
koncentrace ¢inila 0,002 mol/l. Po promichani na magnetické michacce bylo odebrano 150
pl z kazdého obarveného vzorku mléka. Alobal s kapkami byl ponechan pii laboratorni
teploté do dalsiho dne, ¢imz doslo k vysuseni kapek. Byly tak ziskany dvé varianty vzorku

pro nasledné hodnoceni spekter [46, 50].

Vzorky pro HPLC byly pfipraveny odebranim 20 ml z ml¢k ¢i jejich smési (Tab. 3) do
100ml odmérné baiiky. K tomuto objemu bylo pfidano 5 ml ¢inidla Carrez I a 5 ml ¢inidla
Carrez II a odmérné baiika byla po rysku doplnéna vodou. Takto pfipravené vzorky byly
ponechany 15 min pii laboratorni teploté za obcasného promichani a nésledné zfiltrovany
ptes filtrani papir a dale jesté pies stiikackovy mikrofiltr (velikost port 0,2 pm). Kazdy
vzorek byl takto ptipraven dvakrat [S1].

5.5 Kontrolni stanoveni sacharidii pomoci HPLC

Vsechny vzorky byly analyzovany za stejnych podminek pomoci kapalinového chromato-
grafu s refrakénim detektorem. Jako mobilni faze byl pouzit 70% roztok acetonitrilu ve
vodé. Vzorky byly eluovany izokraticky pfi rychlosti pritoku mobilni fize 1,4 ml.min™.
Doba trvani analyzy €inila 15 minut. Kazdy vzorek byl analyzovéan dvakrat. Hodnota kon-
centrace sacharidi glukézy, galaktdézy a laktdzy (Ptiloha I, Tabulka 1) byla stanovena
z regresnich rovnic jejich kalibracnich kiivek. Kalibra¢ni kiivky (Ptiloha II, Obr. 1-3) byly
ziskany proméfenim roztokd vySe uvedenych sacharidl v rozsahu koncentraci 0,1 — 20 g.I’

! pticemz kazdy z roztoki byl proméfen tiikrat.
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5.6 Stanoveni obsahu fenylalaninu

Pro stanoveni fenylalaninu, a také dalSich aminokyselin, které vSak nebyly bodem zajmu
tohoto méfeni, byla vyuzita iontové-vymeénna kapalinovéa chromatografie na automatickém
analyzatoru aminokyselin s postkolonovou ninhydrinovou derivatizaci a spektrofotome-

trickou detekei pti 570 nm (440 nm pro prolin) [52].

Nejdiive bylo do vialky s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista odvazeno 50 mg vzorku, ke
kterému bylo poté pridano 6 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 6 mol/l, aby mohlo
dojit k uvolnéni vézanych aminokyselin prostfednictvim kyselé hydrolyzy. Ze vzorku byl
vytésnén vzduch s naslednym pouzitim argonu po dobu 1 minuty. Posléze byl vzorek po-
nechdn po dobu 23 hod pti 117 °C v termobloku a po vyjmuti pfenesen do 25ml odmérné
banky a zfedén pufrem. Takto pfipravend smés byla zfiltrovana ptes 0,45mm filtr.
Z filtratu bylo odebrano a vstiikovano do automatického analyzatoru aminokyselin vzdy
100 pl. Program pro eluci aminokyselin z kolony a slozeni sodno-citratovych pufri je uve-
deno v Tab. 4. Regenerace kolony probihala po dobu 10 min pomoci hydroxidu sodného o
koncentraci 0,2 mol/l s naslednou stabilizaci po dobu 17 min pomoci pufru A. Teplota ko-

lony ¢inila 60 °C (0 — 60 min, 90 — 120 min) a 74 °C (60 — 90 min).

Tab. 4 Slozeni pufrii a program pro eluci aminokyselin z kolony

Pufr
Chemikalie A B C D davkovaci pufr
Citronova kyselina - monohydrat | 11,11 | 10,00 | 7.53 0 14,00
Citran sodny - dihydrat 4.04 | 5,60 | 9.06 | 19.60 0
Chlorid sodny 929 | 836 | 18.00 | 52.60 11.50
Kyselina borita 0 0 0 2.05 0
Azid sodny 0.10 | 0,10 | 0,10 | 0.10 0.10
Hydroxid sodny 0 0 0 0.50 0
Thioglykol [ml] 2,50 | 2.50 | 2.50 0 5.00

5.7 Ramanova spektroskopie

Pro méfeni Ramanovskych spekter byl vyuzit pfistroj Renishaw in Via Basis s pfipojenym
mikroskopem Leica. Systém je ovladan pomoci pocitace prostiednictvim softwaru WIRE

3.0. Tento program umoznuje také tipravu a hodnoceni spekter, aby vSak bylo mozné data
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zpracovavat mimo laboratof, byl pro vyhodnocovani a tvorbu grafii pouzit program MS

Excel.
Pro samotné méfeni byly nastaveny nasledujici parametry:
e zdroj excitaniho zafeni — diodovy NIR laser s vinovou délkou 785 nm
e vykon laseru - 100 %
e pocet akumulaci - 20
e cxpozicnicCas-5s
e spektralni rozsah - 300 - 1 800 cm™

e zvétSeni objektivu - 20 x

5.8 Normovani spekter

JelikoZ zaznamendvana intenzita miiZze kolisat, miiZze byt celé spektrum posunuto k vysSSim
nebo niz§im hodnotdm. Proto, aby bylo mozné vyhodnocovat jednotlivé piky, je vyuzivano
tzv. normovani spektra, tj. vyjadieni spektra pomoci relativni intenzity. Pro upravu spektra
je nezbytné nalézt pik, ktery by mél ve vSech vzorcich odpovidat konstantni hodnot¢ analy-
tu a vSechny ostatni piky jsou vii¢i nému vztahovany. Na ose y je pak ve spektru vynaSena
relativni intenzita. Konstantni analyt mize byt ve vzorcich pfitomen nebo k nim miize byt
pridan. V této praci byly vyuzity oba zplisoby — v prvnim z nich byla spektra normovéna
na aminokyselinu fenylalanin, ktera je v mléku pfirozené ptitomna (Pfiloha III, Obr. 4-10).

Pfi druhém zplsobu byla ke vzorkiim pfidavana krystalova violet’ (Ptiloha IV, Obr. 11-17).
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Stanoveni laktozy v mléku pomoci HPLC

HPLC byla v této praci vyuzita jako referenéni metoda pro stanoveni laktozy a produkta
jejiho Stépeni, sacharidi glukézy a galaktdzy ve vzorcich mléka a mléka s pridavkem krys-
talové violeti. Jak je patrné z Obr. 10, nejvyssi koncentraci mlééného cukru vykazoval vzo-
rek bézného mléka, pticemz koncentrace klesala s rostoucim podilem bezlaktdézové varian-
ty ve smési. U samotného bezlaktézového mléka koncentrace laktézy nepiekrocila detekc-
ni limit 0,01 g/100 ml vzorku a oznaceni tohoto mléka tedy odpovida pozadavkiim platné
legislativy. Dle poméru bézného a bezlaktézového mléka ve vzorku se s klesajici koncen-

traci laktozy zvySovala koncentrace glukdzy a galaktozy.

6 -
5 -
Koncentrace
sacharidd (g/1003 B Glukéza
ml) .
7 - W Galaktoza
M Laktéza
1 -
O -]
100:0 80:20 60:40 50:50 40:60 20:80 0:100
Pomér LM:BM

Obr. 10 Graf vysledku stanoveni sacharidii ve vzorcich pomoci HPLC

6.2 Ramanova spektra sacharidii

Aby bylo mozné ve spektrech mléka identifikovat piky odpovidajici jednotlivym sachari-
dam, byly nejdiive proméfeny laktdza, glukdza a galaktoza ve své krystalické podobé. Na
Obr. 11 je mozné pozorovat odlisnosti ziskanych spekter. Ve spektrech 1ze nalézt piky cha-
rakteristické pro jednotlivé sacharidy obdobné jak byly popsany v literatufe. Ve spektru
galaktozy jsou nejvyrazngjsi piky pti 416, 662, 706, 830, 888, 1069 a 1248 cm™, u glukozy
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jsou to piky pti 405, 542, 841, 914, 1072, 1120 a 1138 em’ a pro laktézu piky pii 359,
377,477, 851, 1087, 1262 a 16359 cm™ [46, 53, 54].

Intenzita
[a.u]
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1248
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362

Galaktoza

424 525 1348

Glukéza

357

Laktoza
555 633

300

T T T T T T T
500 700 900 1100 1300 1500 1700

Vinocet [cm™]

Obr. 11 Ramanova spektra laktozy, glukozy a galaktozy

Na zakladé méfeni &istych latek byl vybran rozsah vinovych délek 300 — 1800 cm™. Tato

v

oblast je z hlediska potieb této prace nejvyznamné;jsi, jelikoz obsahuje vétSinu dostupnych

informaci o vibracich molekul. Oblasti 2 800 — 3 000 cm™ a 3 100 a 3600 cm'l, které od-
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povidaji protahovani vazeb C-H a O-H nebyly vyuzity, nebot” dle literatury maji vibracni

pasy v této oblasti tendenci byt Siroké a Spatné definované [55].

6.3 Stanoveni laktozy v mléku pomoci Ramanovy spektroskopie

s vyuzitim normovdni na fenylalanin

Na vysledném Ramanové spektru mléka participuji vSechny jeho slozky. Interpretace spek-
ter a identifikace pika pfislusejicich laktoéze (potazmo glukoéze a galaktoze) je tak ztizena
v dtsledku piekryvu pikl pfitomnych bilkovin a tukd. V ziskanych spektrech byly hledany
vlnocty piki, které jsou charakteristické pro bézné a bezlaktézové mléko v disledku pii-
tomnosti odpovidajicich sacharidi, viz Obr. 12. Vyznamné rozdily se objevily v oblasti
350 — 600 cm™, kdy piky zde vyskytnuvsi odpovidaji deformacim endocyklickych a exo-
cyklickych vazeb. Oblast vlnové délky do 500 cm™ odpovida endocyklickym a 500 — 700
cm™ exocyklickym deformacim, rozdily jsou patrné také v oblasti 800 — 1 200 cm™, ktera
odpovida deformaci vazeb C-O, C-C a deformacim C-O-C v tahu, coZ odkazuje na glyko-

sidickou vazbu [55, 56].

Bezlaktozové miéko
(Bn)

Intenzita
[a.u]

/\\ Miéko (L)
300 500 700 200 1100 1300 1500 1700

Vinoéet [em1]

Obr. 12 Ramanova spektra bezného a bezlaktozového mléka
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Pti vyhodnocovani Ramanova spektra mléka jako takové byly jiz dfive zjistény dva piky
odpovidajici laktéze — 357 a 445 cm™. Tyto piky je mozné nalézt také ve spektru mléka
(LM) naméfeném v ramci této prace. Problémem vSak je vyskyt pika v této oblasti 1
v mléku bez laktézy, jelikoz zde dochazi k piekryvani signalti odpovidajicich jednotlivym
sacharidim. V dusledku tohoto mize dojit ke zkresleni vysledkl a nespravné interpretaci,

coz vede k vystaveni se riziku faleSné negativity ¢i pozitivity [48, 57].

Idedlni pik, ktery by byl vyuzitelny pro stanoveni koncentrace laktdozy v mléku, by tedy
kromé vyskytu ve spektru mléka a absence ve spektru mléka bezlaktozového mél vykazo-

vat co mozna nejvyssi korelaci s koncentraci laktézy stanovenou pomoci metody HPLC.

Fenylalaninu, jedné z aminokyselin nachazejicich se v mléku, odpovidd v Ramanové spek-
tru vyrazny pik pfi 1006 cm™. Pokud se v jednotlivych vzorcich koncentrace fenylalaninu
vyrazné nelisi, je mozné jej vyuzit pro tzv. normovani spekter, coz spociva v pfisouzeni
konkrétni hodnoty intenzit¢ fenylalaninového piku (v tomto ptipadé¢ 100 %) a intenzita
ostatnich pikl ve spektru je pak k této hodnoté vztazena, viz Kapitola 5.8. Koncentrace
fenylalaninu ve vzorcich, které byly ziskany pomoci iontové-vymeénné kapalinové chroma-
tografie, jsou uvedeny v Tab. 5. Jak je z této tabulky patrné, hodnoty vykazuji jistou varia-
bilitu. Zanedbanim tohoto rozptylu je tak do vyhodnoceni vnéaSena chyba, ktera muze

ovlivnit vyslednou korelaci relativni intenzity a koncentrace laktozy.

Tab. 5 Obsah fenylalaninu ve vzorcich

Vzorek LM:BM Obsah fenylalaninu (g/kg)
100:0 0,90 £ 0,03
80: 20 1,02 + 0,04
60 : 40 1,00 + 0,04
50:50 0,94 + 0,04
40 : 60 0,85 + 0,04
20 : 80 0,80 + 0,03
0:100 0,97 £ 0,04
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Na Obr. 13 je ze spektra vybrana oblast 300 — 600 cm™, ve které je mozné pozorovat tii
piky — pfi 357 cm™, ktery je piisuzovan laktoze, dale pak piky pii 424 a 525 cm’', které
piky spojovany s pfitomnosti glukozy v analytu. [58].

120 + 525 —20:80
—40:60
100 - 50:50
60:40
b —80:20
80 A —100:0=LM
. —0:100=BM
Relativni
intenzita 60 B
40 -
20 4
0 \ G \ T T . :
300 350 400 450 500 550 600

Vinocet [cm'1]

Obr. 13 Ramanovo spektrum vzorkii pri normovani na fenylalanin v rozsahu vinoctu 300 —

600 cm™

Pfi porovnani spekter bézného a bezlaktozového mléka bylo dile mozné sledovat rozdily
v oblasti 800 — 1200 cm™, viz Obr. 14. V tomto spektru je jasné vidéet pik pti 1006 cm™,
ktery odpovida fenylalaninovému kruhu. Daéle se jednd o piky pftislusejici glukodze (pti 919
a 1072 cm™) a pik pii 1085 cm-1, ktery byl ve studii Li a kol. pfifazen laktoze [46, 58].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48
—40:60
120 - 50:50
1006 60:40
100 | —80:20
—100:0=LM
—0:100=BM
Relativni S0 7
intenzita

60

[%]
40

20

800 850 900 950 1000

Vinoéet [cm™]

1150

Obr. 14 Ramanovo spektrum vzorkii pri normovani na fenylalanin v rozsahu vinoctu 800 —

1200 cm’!

Hodnota relativni intenzity jednotlivych pikti byla vynesena do grafu v zdvislosti na

koncentraci laktozy zjisténé pomoci HPLC. Vysledny graf pro pik 357 cm™ je zobrazen na

Obr. 15, stejné bylo postupovano u vyse zminénych pikd. Zjisténé korelacni koeficienty

jsou zaznamenany v Tab. 6. Jak je z vysledki patrné, pik pro laktozu pii 357 cm™ a pik pro

glukézu pii 424 cm’ vykazovaly silnou, pik pti 525 cm™ dokonce velmi silnou korelaci,

coz odpovida poznatkéim dosud publikovanych v literatuie. Pik pti 1085 cm™, ktery Li a

kol. oznacili za charakteristicky pro laktozu vSak koreloval pouze stfedné. Jak je ale patrné

z Obr. 14, oblast tohoto piku neni jasn¢ definovana, nebot’ vibracni pasy jsou zde Siroké a

dochazi k piekryvani v diisledku blizkosti piku pii 1072 cm™, ktery se nachézi ve spektru

glukozy [46, 58].
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Obr. 15 Zavislost relativni intenzity piku pii 357 cm™ na koncentraci laktézy

Tab.6 Vyjadreni korelace mezi relativni intenzitou pikii a koncentract sacharidu

Sacharid Pik Rovnice pfimky Korela¢ni koeficient

Laktoza 357 | y=6,1039x +31,323 | R*=0,8817

1085 |y=3,8305x + 109,66 |R*=0,4128

Glukéza 424 y=17,861x+31,333 |R*=0,8914

525 | y=41,921x+ 12,799 |R*=0,9671

6.4 Stanoveni laktozy v mléku pomoci Ramanovy spektroskopie

s vyuZzitim normovdni na krystalovou violet’

Jelikoz pfi vyuZziti normovani na fenylalanin nebyla potvrzena velmi silna korelace u piku
1085 cm™, jako tomu bylo u Li a kol., bylo pro srovnani pouZito normovani na krystalovou
violet, dle metodiky ve zminéné praci. Na Obr. 16 je mozné vidét rozdily v Ramanove
spektru mléka a krystalové violeti. Pti 1173 cm’™ se nachazi charakteristicky pik krystalové

violeti. Jelikoz se v této oblasti nenachazeji piky odpovidajici mléku, byl tento pik vybran
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coby referen¢ni. Na Obr. 17 je Ramanovo spektrum mléka s piidavkem krystalové violeti

[46].
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Obr. 17 Ramanovo spektrum bézného mléka s normovanim na krystalickou violet
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Pfi normovani bylo postupovano stejné jako v pripad¢ fenylalaninu. V tomto piipadé vSak
byla hodnota 100 % pfisouzena piku 1173 cm™. Ziskané spektrum pro oblast 800 — 1200

cm™ je zobrazeno na Obr. 17.

Graf zavislosti relativni intenzity na koncentraci laktozy pro pik 1085 cm™ je vynesen na
Obr. 18. Korela¢ni koeficient piku pti 1085 cm-1 je velmi silny, coz odpovida zjisténi Li a

kol. [46].
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Obr. 18 Zavislost relativni intenzity piku pii 1087 cm™ na koncentraci laktézy

6.5 Souhrnna diskuze

Lakt6zova intolerance je onemocnéni s genetickym zakladem spojené s deficitem enzymu
laktazy. Jelikoz jsou v produkci tohoto enzymu zasadni rozdily mezi jedinci, neni v podsta-
t¢ mozné stanovit prahovou koncentraci laktdzy, ktera by zarucovala jeji konzumaci bez
jakychkoli negativnich dasledkti. Aby ¢lovek postizeny intoleranci laktézy nebyl nucen
z jidelnicku mléko, které je spojovano s fadou zdravotnich benefiti, zcela vynechat, vyviji
mlékérensky primysl vyrobky bez laktdzy. Oznacovani téchto vyrobki je legislativné da-
no a odviji se od koncentrace laktozy v daném produktu. Spolehlivé stanoveni obsahu

»mlécného cukru®“ ma tedy velky vyznam [49, 59, 60].
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Moznosti detekce a kvantifikace laktézy v mléku je celé spektrum, jak je popséano v teore-
tické ¢asti této prace. Tradicni metody, jako je napi. HPLC — referen¢ni metoda pro tuto
praci, se vyznacuji vysokou presnosti. Stanoveni je vSak ¢asové narocné, vyzaduje pouziti
chemickych cinidel a neumoziuje ,,on-line” provedeni. Ramanova spektroskopie oproti
tomu predstavuje metodu rychlou a jednoduchou a je tedy vyuzitelna v potravinaiském

primyslu [46, 48, 56, 60, 61].

Oproti jinym modernim a rychlym metodam, jako je napf. vyuziti biosenzorti, ma Rama-
nova spektroskopie vyhodu v moznosti rozliSeni jednotlivych molekul, coz bylo také po-
tvrzeno v této praci, kdy pro kazdy ze stanovovanych sacharidii (glukdza, galaktoza, lakto-
za) bylo naméfeno spektrum, které obsahovalo i piky charakteristické pro jednotlivé sacha-
ridy. Tyto rozdily se pak odrazily také na spektrech bézného a bezlaktézového mléka [46,
58].

Oproti infracervené spektroskopii mé Ramanova spektroskopie vyhodu v mozZnosti stano-
vovéani vzorkii s vysokym podilem vody, jelikoz v IC spektroskopii ma voda vyrazné ab-
sorp¢ni pasy. V rdmci této prace se vSak méfeni tekutého mléka neukazalo jako vhodné
v disledku vysokého zasuméni. Stejny problém se na pracovisti objevil pfi stanovovani
mlécného tuku, na zakladé drivéjSich zkuSenosti byly tedy vzorky nejdiive vysuSeny pfi

laboratorni teploté ponechdnim na hlinikové folii do dal§iho dne [50].

Pro stanoveni laktdzy byly v této praci vyuzity dv€ metody normovani spekter. V prvni
z nich bylo vyuzito toho, ze aminokyselina fenylalanin v disledku svého chemického cha-
rakteru poskytuje ve spektru mléka dobie identifikovatelny pik pii 1006 cm™. Je vyhodou,
Ze pro tento typ stanoveni neni potieba ptidani Zddnych chemickych ¢inidel. Podminkou je
naopak to, aby vSechny meétené vzorky vykazovaly konstantni obsah fenylalaninu, po-
tazmo konstantni obsah bilkovin. V namétenych spektrech byly nalezeny piky pro glukézu
pti 424 a 525 cm™, které korelovaly s obsahem gluk6zy ve vzorcich stanovenym HPLC a
udaji dostupnymi v literatufe, stejné jako tomu bylo u piku pro laktozu pii 357 cm™. Pies-
toze tento pik vykazoval silnou korelaci s obsahem laktozy, nachéazi se pik v dané oblasti
vlnoctu také u spektra bezlaktozového mléka, v disledku ¢ehoz mize dojit k chybné inter-

pretaci a nespravnému kvalitativni stanoveni. VySe uvedené udaje by mohly poukazovat na
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dobrou vypovidajici hodnotu normovani spekter na fenylalanin i v ptipad¢, ze jeho obsah
ve vzorcich vykazuje jistou variabilitu. Pik pfi 1085 cm™, ktery Li a kol. oznagili jako cha-
rakteristicky pro laktézu vykazoval pouze stfedni korelaci. Jelikoz je mozné sledovat vy-
skyt tohoto piku u bézného mléka a absenci u bezlakt6zové varianty, je mozné usuzovat na
prekryvani piku pfi 1085 cm™ a pii 1072 cm™, ktery dle literatury odpovida glukéze [46,
58].

Pro srovnani bylo vyuzito také normovani na krystalovou violet’. Po jejim ptfidani do mléka
je mozné sledovat charakteristicky pik pfi 1173 cm™, coz koresponduje s vysledkem Li a
kol. Viditelnost respektive intenzita tohoto piku ve spektru byla vyrazné nizsi, nez tomu
bylo u piku fenylalaninu. Rozdily mezi vzorky z riiznym obsahem lakt6zy tak nebyly na
prvni pohled pfili§ patrné. Pti blizSim vyhodnoceni spekter vSak bylo mozné sledovat i
drobné odli$nosti, piky byly dobtfe definované a nedochazelo k jejich ptekryvani. Korelac-
ni koeficient pro pik 1085 cm™ byl vyrazn& vyssi neZ pii normovani na fenylalanin. Velmi
silna korelace pfi méteni tak odpovida zavérim Li a kol., tedy Ze je tento pik vhodny pro

determinaci lakt6ézy v mléku [46].
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ZAVER

Tato diplomova prace byla vénovéna stanoveni laktézy v mléku metodou Ramanovy spek-
troskopie. Tato metoda predstavuje rychlou, jednoduchou a ekonomicky vyhodnou alterna-
tivu ke klasickym metodam stanoveni, jelikoz s sebou nese vyhody v podobé malého
mnozstvi vzorku potiebného k analyze ¢i moznosti méteni pres obal. Pfestoze byla dfive
Ramanova spektroskopie doménou spiSe farmacie, (forenzni) chemie ¢i geologie, nachazi

si cestu také do oblasti potravinarstvi.

Popisu Ramanovy spektroskopie byla vénovana teoreticka Cast této prace, ve které byla
dale popséna laktdza, jeji vyznam a problémy, které s sebou jeji konzumace muze ptinaSet.

Prostor byl vénovan laboratornim metoddm pouzivanym pro jeji stanoveni.

V ramci praktické ¢asti byly pfipraveny vzorky bézného a bezlaktézového mléka a jejich
smési, které byly podrobeny analyze pomoci HPLC. S rostoucim podilem béZného mléka
ve vzorku byla potvrzena zvysujici se koncentrace lakt6zy a naopak klesajici koncentrace

produktt jejiho Stépeni — glukozy a galaktozy.

V namétenych Ramanovych spektrech byly nalezeny piky, které s udaji zjisténymi pomoci
HPLC korespondovaly. Pfi normovani na fenylalanin byly nalezeny piky odpovidajici
glukéze (pii 424 a 525 cm™), dale byl nalezen pik pii 357 cm™, ktery siln& koreloval
s koncentraci laktézy ve vzorcich. Tento pik se vSak nachézi také ve spektru bezlaktdzove-
ho mléka, na rozdil od piku 1085 cm™, ktery byl nalezen pomoci normovani na krystalo-
vou violet’. Tento pik vykazoval velmi silnou korelaci s hodnotami zjisténymi HPLC. Me-
toda normovani na krystalovou violet’ se ukazala jako citlivéj$i a pro determinaci laktozy

v mléku tedy jako vhodnéjsi.

Ramanova spektroskopie se jevi jako vhodna metoda pro stanoveni laktézy v mléku, jeli-
koz byla nalezena korelace mezi intenzitou vybranych piki a koncentraci sledovanych

sacharida.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLIOJ' A ZKRATEK
A Adenin

ATP Adenosintrifosfat

BM Bezlaktézové mléko

C Cytosin

CCD Charge-coupled device (elektronicka soucastka pouzivana pro snimani obrazové
informace

Cu,O Oxid méd'ny

CuSO4  Siran médnaty

G Guanin

GLUT! Transportér glukozy 1

HPLC  Vysokoucinna kapalinova chromatografie
LCT Gen pro lidskou laktazu

LM Bézné mléko

MCM6  Gen regulujici expresi genu LCT
NAD+  Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADH Nikotinamidadenindinukleotid

T Thymin

UDP Uridin-5-difosfogalaktdza
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Priloha P I: Stanoveni koncentrace sacharidu ve vzorcich

mléka pomoci HPLC - tabulka namérenych hodnot

Tabulka 1 Hodnoty koncentrace sacharidit ve vzorcich stanovené pomoci HPLC

Vzorek LM:BM | Laktoza [g/100 ml] | Galaktéza [g/100 ml] | Glukdza [g/100 ml]
100:0 5,56+ 0,11 NS* NS*

80 : 20 4,17 £0,09 0,48 £0,01 0,46 = 0,01

60 : 40 2,97 +0,07 0,85+ 0,02 0,94 +0,03

50 : 50 2,46 +£0,07 1,18 £ 0,03 1,05 +£ 0,04

40 : 60 1,92 £ 0,05 1,48 £ 0,04 1,47 £0,04

20 : 80 1,04+ 0,03 2.06 + 0,06 1,93 £ 0,05

0:100 NS* 2,39 £ 0,06 2,36+ 0,07

Vzorek LM:BM | Laktoza [g/100 ml] | Galaktéza [g/100 ml] | Glukdza [g/100 ml]
+CV

100:0 5,57+ 0,19 NS* NS*

80 : 20 4,62 +0,10 0,14 £ 0,00 0,58 0,01

60 : 40 2,13+0,07 0,63 £0,01 0,81 +0,01

50 : 50 2.09 £ 0,05 1,50 £ 0,04 1,31 £ 0,04

40 : 60 1,49 £ 0,40 2,02 + 0,05 1,57 £ 0,05

20 : 80 0,94 £ 0,03 2,61 +0,07 1,86 £ 0,05

0:100 NS* 3,39+0,08 2,37 +£ 0,04

* pod mezi stanovitelnosti

CV — krystalova violet




Priloha P II: HPLC - kalibracni krivky
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Obr. 1 Kalibracni kiivka laktozy
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Obr. 2 Kalibracni kifivka glukozy
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Obr. 3 Kalibracni krivka galaktozy
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Priloha P III: Namérena spektra - normovani na fenylalanin
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Obr. 4 Ramanovo spektrum bezlaktozového mléka (normovano na fenylalanin)
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Obr. 5 Ramanovo spektrum mlék v pomeru 20 (LM):80 (BM) (normovano na fenylalanin)
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Obr. 6 Ramanovo spektrum mlék v pomeru 40 (LM):60 (BM) (normovano na fenylalanin)
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Obr. 7 Ramanovo spektrum mlék v pomeru 50 (LM):50 (BM) (normovano na fenylalanin)
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Obr. 8§ Ramanovo spektrum mlék v pomeéru 60 (LM):40 (BM) (normovano na fenylalanin)
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Obr. 9 Ramanovo spektrum mlék v pomeru 20 (LM):80 (BM) (normovano na fenylalanin)
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Obr. 10 Ramanovo spektrum bézného mléka (normovano na fenylalanin)



Priloha P IV: Namérena spektra - normovani na krystalovou

violet
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Obr. 11 Ramanovo spektrum bezlaktozového mléka (normovano na krystalovou violet)
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Obr. 12 Ramanovo spektrum mlék v pomeéru 20 (LM):80 (BM)(normovadno na krystalovou

violet)
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Obr. 13 Ramanovo spektrum mlék v pomeéru 40 (LM):60 (BM)(normovadno na krystalovou

violet)
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Obr. 14 Ramanovo spektrum mlék v pomeéru 50 (LM):50 (BM)(normovadno na krystalovou

violet)
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Obr. 15 Ramanovo spektrum mlék v pomeéru 60 (LM):40 (BM)(normovadno na krystalovou

violet)
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Obr. 16 Ramanovo spektrum mlék v pomeéru 80 (LM):20 (BM)(normovadno na krystalovou

violet)
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Obr. 17 Ramanovo spektrum mlék v poméru bézného mléka)(normovano na krystalovou

violet)



