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ABSTRAKT

Bakalafska prace je vénovana moznosti vyuziti luminiscencni spektroskopie pro stanoveni
riboflavinu v syrovatce. Teoretickd Cast prace byla zamétena na charakteristiku syrovatky,
jeji ziskavani a vyuziti v potravinarském priamyslu. Déle byla pozornost vénovana vysveét-

leni zakladnich principti luminiscencni spektroskopie a jeji vyuzitelnosti v potravinaistvi.

Prakticka cast prace byla zaméfena na ziskani luminiscen¢nich spekter vzorkl syrovatky a
jejich vyhodnoceni v zavislosti na mnozstvi riboflavinu. Pozornost byla vénovana vybéru
vhodnych podminek méfeni — volbé excitacni a emisni vinové délky a form¢e vzorki, které

byly métfeny v pevném a kapalném stavu.

Kli¢ova slova: syrovatka, riboflavin, luminiscen¢ni spektroskopie, emisni a excitacni vl-

nova délka.

ABSTRACT

The bachelor thesis is devoted to the possibility of using luminescence spectroscopy for de-
termination of riboflavin in whey. The theoretical part of the thesis was focused on the cha-
racteristics of whey, its production and use in the food industry. Further attention was paid
to the explanation of basic principles of luminescence spectroscopy and its application in the

food industry.

The practical part was focused on obtaining the luminescence spectra of whey samples and
their evaluation depending on the amount of riboflavin. Attention was paid to the selection
of appropriate measurement conditions - the choice of excitation and emission wavelengths

and the form of samples that were measured in a solid and liquid state.

Keywords: whey, riboflavin, luminescence spektroscopy, emission and excitation wavelen-

gths.
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UvVOD

Syrovatka byla vyuzivana jiz feckym lékafem Hippokratem, ktery ji doporucoval k 1éCeni
tiplavice. Také obyvatelé starého Rima vyuZivali syrovatku k 1é¢ebnym uéelim. Lécebny
dopad syrovatky se udrzel i ve stiedovéku. Rovnéz Indové a Turci davétovali pozitivnimu
dopadu syrovatky a pouzivali ji zejména pfi otravach, souchotinach a vnitinim krvéceni.
Syrovatka se vyuzivala nejen k 1éCenti lidi, ale 1 nékterych zvirat. Sladka syrovatka se vyuzi-
vala pii léCeni ZaludeCnich a stievnich katarti, objevujicich se u odstavenych telat. Pozd¢ji
se syrovatka zacala vyuzivat i v potravinafstvi. Pfed 30 lety potravinafstvi spotfebovalo
pouze 5 % celkové produkce syrovatky, zbytek slouzil jako krmivo. Od roku 2000 zna¢né
vzrostla vyuzitelnost syrovatky pro potravinarské ti¢ely. Syrovatka jako krmivo slouZzila pte-
vazné k vykrmu vepit. Krmné hodnota syrovatky spoc¢iva hlavné v obsahu bilkovin. Vedle
nepatrného mnozstvi kaseinu je to v podstaté rozpustny albumin. Krmna hodnota syrovatky
je déna také obsahem mlééného cukru, coz je hlavni zdroj energie. Rovnéz obsah vitamint
ma pii zkrmovéni vyznam. Zejména pro spravny rust organismu, coZ ma velky vyznam u
mladého zvitete. Dillezitou ptednosti je také obsah soli, které do syrovatky ptechazi ze zpra-
covaného mléka. [1] Syrovatka vznikd jako vedlejsi produkt pfi vyrobé syri, tvarohd a
kaseinll. V potravinaistvi se vyuziva predevsim tzv. sladké syrovatka, ktera vznika pfi vy-
robé syru. Jeji aplikace spadéa do oblasti pekérenstvi, konzervarenstvi a mlékarenstvi. S roz-
vojem separacnich technik a jejich sou¢asnou ekonomickou dostupnosti se vyuzivaji slozky
syrovatky pro piipravu fady doplnki stravy a také 1ekti. MenSiho vyuziti nachdzi syrovatka

kysela z vyroby tvaroht a kyselého kaseinu. [2]

Syrovétka se stala hitem diky fad€ pfiznivych zdravotnich vlivli a proto je dnes v popiedi
zajmu fady odbornik i laické vetfejnosti vénujici se lidské vyzive.

Jednim z vitamind, ktery je v syrovatce prirozené obsazen, je riboflavin, ktery je fazen k
vitamintiim B-komplexu. Tento vitamin se ucastni fady dulezitych metabolickych déjt a dava
syrovatce jeji charakteristickou nazloutlou barvu. Navic jeho molekuly vykazuji flu-
orescenci, coz ho fadi k tzv. pfirozenym fluoroforim mléka a umoziuje jeho detekci v mléce

a mlé¢nych produktech pomoci luminiscenéni spektroskopie.

Cilem prace bylo ovéfit, zda metoda luminiscen¢ni spektroskopie umoznuje detekovat ri-
boflavin v syrovatce a bylo by mozné toto stanoveni pouzit pro kontrolu ptidavku ribofla-

vinu do syrovatky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA A ZISKAVANI SYROVATKY

Syrovatka je fidka, Zlutozelena tekutina, ktera je zbavena syrovych a tu¢nych casti. Jeji zbar-

veni je ddno obsahem vitamint.

Syrovatka se vzhledem ke své vysoké biologické hodnoté stala zékladni surovinou pro vy-
robu Cetnych vyrobkd, slouzicich k vyzive lidi nebo hospodarskych zvirat. Syrovatka se vy-
uziva piimo, nepiimo po predchozi Gpraveé a zpracovani. Ze syrovatky se také ziskavaji jed-
notlivé vyznamné slozky (sacharidy, bilkoviny). Tyto slozky pak nachazeji uplatnéni v riiz-

nych odvétvich, jako je potravinaisky primysl, farmacie, krmivaistvi aj. [4]

Syrovatka vznika pti vyrobé syrt, tvarohii a kaseinu. Sladka syrovatka vznika pii vyrobé
syri, kdy dochézi ke srdzeni bilkovin pomoci enzymatického syfidla. Kyseld syrovatka

vznika pti vyrobé tvarohu, kdy dochazi ke sraZeni bilkovin po okyseleni. [5]

1.1 SloZeni syrovatky
Slozeni syrovatky je zna¢né proménlivé a zavisi na nékolika faktorech.

e Velmi dilezité jsou vlastnosti mléka, ze kterého je syrovatka ziskavana.

o Sladka syrovatka je ziskavana z mléka sladkého, posyieného a jeji hodnota kyselosti
nepiesdhne 13° SH. Naopak z kyselého nebo zkysaného mléka je ziskavana kysela
syrovatka, ktera vzdy ptrevySuje kyselost 13° SH.

e Podstatny vyznam m4 také technologie vyroby syru.

o Uprava syrovatky ma zasadni vliv na jeji slozeni. Pfi odstied’ovani, dochazi k &4s-
te¢nému snizeni nebo az odstranéni tuku. Pfi svafovani nebo vyrobé mlé¢ného bilku-
albuminu, dochazi ke snizeni bilkovinného obsahu.

e Skladovani syrovatky ma taktéZ velky vliv na jeji sloZzeni. Béhem uchovavani syro-

vatka kysne, zvySuje se tedy jeji kyselost a snizuje se vyzivnost asi o 20 %. [1,8]

Obsah jednotlivych slozek kyselé a sladké syrovatky je tedy rozdilny a zavisly na fadé fak-

tord a technologickém ziskévani. [17]

Cerstva syrovatka obsahuje okolo 93-94 % vody a v praméru okolo 63-70 g/l susiny, v su-

Sin€ je nejvice zastoupena laktdza, pak bilkoviny a ostatni slozky.
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1.1.1 Bilkoviny a dusikaté latky

Nutricné nejvyznamngjsi slozku syrovatky predstavuji bilkoviny. Celkovy obsah bilkovin

v syrovatce se pohybuje v rozmezi od 14 — 24 %. [4]

V syrovatce se na celkovém obsahu bilkovin podili kasein (asi 10%) a sérové bilkoviny (asi
90%). V syrovatce zlstava vétSina sérovych bilkovin, které byly obsazeny v pivodnim
mléce. Jejich obsah v syrovatce je variabilni a zavisi na tepelném oSetfeni mléka pied sraze-

nim a na dalSich podminkéch vyrobniho procesu.
Mezi sérové bilkoviny syrovatky fadime predevsim:

» Alfa-laktalbumin, ktery tvofi v syrovatkové bilkoving 25 %.

» Beta-laktoglobulin je zastoupen v syrovatce okolo 50-60 %.

» Sérovy albumin, ktery obsahuje vysoké mnozstvi cysteinu.

» Imunoglobuliny
Po odstranéni bilkovin prechazi do syrovatky i vétSina dusikatych latek nebilkovinné po-
covina, kyselina mocova, xantin, guanin, hypoxantin, adenin, kreatin, allantoin, rhodanidy,

amoniak a nékteré volné aminokyseliny. [5]

1.1.2 Laktoza

Laktdza, Casto oznacovana jako mlécny cukr, je hlavni slozkou suSiny syrovatky. V praméru
jeji obsah v syrovatce ¢ini 46 g/l, nepatrny rozdil v obsahu je v kyselé a sladké syrovatce
(Tab. 1). Mléény cukr se v syrovatce nachazi ve dvou izomernich formach: a-laktéza a B-

laktoza. [5]

Tabulka 1: SloZeni kyselé a sladké syrovatky [17]

Slozka Kysela syrovatka (g/l) | Sladka syrovatka (g/1)
Celkova susina 63,0 - 70,0 63,0-70,0
Laktoza 44,0 - 46,0 46,0-52,0
Bilkoviny 6,0-8,0 6,0-10,0
1.1.3 Tuk

Tuk v syrovatce je pfitomen v nepatrném mnoZzstvi, anebo se nevyskytuje viibec (pii doko-

nalém odstfedéni syrovatkové smetany k dalSimu zpracovani). [5]
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1.1.4 Kyseliny

V syrovatce se vyskytuji predevsim kyseliny: citronova, mlécna, propionova, octova a mra-
venci. Nejvyssi obsah kyselin je v kyselé syrovatce z vyroby tvarohu a jejich slozeni zavisi
na aktivit¢ a sloZeni mikroorganismu pritomnych v mléce. V nejvyssi mife byva zastoupena

kyselina citronova (okolo 150 mg/100g) a kyselina mlé¢na (40-120 mg/100g). [5]

1.1.5 Vitaminy

Do syrovatky pfechazi z mléka prevazny podil vitaminl rozpustnych ve vod¢ (ca 88 % thi-
aminu, veskery riboflavin, 78 % kyseliny askorbové, 90 % kyseliny nikotinové, az 60%
kobalaminu) a jen mens$i mnozstvi vitamind rozpustnych v tucich. Obsah vitamind v syro-
vatce tedy neni z pohledu jeji nutri¢ni hodnoty zanedbatelny. Jsou obsazeny predevsim vi-

taminy skupiny B, vitamin C, vitamin A. (Tab. 2) [5]

Tabulka 2: Vitaminové sloZeni suSené syrovatky [5]

Sladka syrovatka Kysela syrovatka

Vitaminy stfedni hodnota | rozmezi |stfedni hodnota | rozmezi
Vitamin A (MJ/100 g) 136 69-240 107 47-165
Vitamin C (mg/100g) 1,41 0-9,08 0,33 0-0,99
Vitamin B,-riboflavin (mg/100g) 2,14 1,70-2,92 1,85 1,57-2,35
Vitamin B;-thiamin (mg/100g) 0,51 0,38-0,59 0,49 0,35-0,58
Vitamin B1, (ug/100g) 2,4 0,9-3,7 2,5 01,5-3,7
Niacin (mg/100g) 1,30 0,76-2,03 1,16 0,61-2,51

Vitamin B (riboflavin)

Riboflavin fadime mezi Zluta barviva, tzv. flaviny, které jsou odvozeny od alaxazinu a vy-
znacuji se Zlutou fluorescenci. Pfi vystaveni svétlu se riboflavin rychle rozklada. Byla pro-
vedena studie, kdy béhem 100 dnti bylo degradovano az 75 % riboflavinu v syru vystave-
ného na svétle. Nicméné pokud jsou potraviny ulozeny ve tmé, degradace riboflavinu je ne-
vyznamna.

Riboflavin se vyskytuje v kazdé rostlinné a Zivo€isné bunce; v o¢ni sitnici a v mléce se vy-
skytuje volny. Kravské mléko i mléko jinych piezvykavcii obsahuje znacné mnozstvi ribof-

lavinu (1,5-2 mg v 1kg kravského mléka). Kyseld mléka vykazuji zvySeny obsah riboflavinu
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v disledku metabolické aktivity pouzité mikroflory. Pii vyrobé syrii piejde prakticky vse-
chen riboflavin do syrovatky. [4]

Riboflavin se neni¢i teplem, ale oxidaci nebo kyselou reakci, snadno jej poskodi pfimé
svétlo, zvlasté jeho ultrafialova slozka. Jeho vysoké fotosenzitivita vyzaduje baleni ribofla-
vinu do neprihlednych obalt. Mléko v tetrapakovém obalu si riboflavin uchova, ke znic¢eni
dochazi pouze, je-li zabaleno v pruhledném sklenéném obalu. Biologickou vyuzitelnost ri-

boflavinu snizuji 1éky s obsahem estrogenu, siry a alkoholu.

Mezi piirodni zdroje riboflavinu patii mléko, jatra, ledviny, syry, zelenina, ryby, vajicka,
jogurt a zrniny. [14] Riboflavin se také nachazi v mase a v s6jovém mléce. Zejména v po-
slednich letech se u zapadnich spotiebitelii zna¢né zvysila spotieba sojového mléka. Zvy-
Seny zdjem je zpusoben povédomim o zdravém piinosu sdjovych vyrobki. Je zajimavé, ze
obsah riboflavinu v s6jovém mléce se pohybuje okolo 2-3 mg/ kg, coz je srovnatelné s ob-

sahem riboflavinu v kravském mléce. [16]

Fyziologické ucinky riboflavinu v organismu jsou Siroké. Je nezbytny pfi ristu a déleni bu-
nék. Chrani zdravou kiZi, nehty a vlasy, 1é¢i defekty sliznice tstni dutiny. Ma ptiznivé
ucinky na zrak, ulevuje od unavy o¢i. Pomaha pfi traveni vSech hlavnich zivin, sacharida,

tukd 1 bilkovin. Zmiriiuje bolesti hlavy pii migrénach.

Doporucena denni davka riboflavinu pro zdravé dospélé osoby se pohybuje v rozmezi od
1,2 — 1,7 mg, béhem tehotenstvi a kojeni se jeho spotfeba zvysSuje na 2 mg denné. Potieba
se zvySuje hromadénim stresovych situaci. Vzhledem k tomu, Ze je nabidka riboflavinu

v primérném jidelnic¢ku relativné omezend, byva nejcastéji postradan. [14]

Vzhledem k jeho fotochemickym vlastnostem byl riboflavin intenzivné studovan jako foto-

senzibilizator v potravinatfskych a biologickych systémech.

Vitamin C (kyselina askorbova)

Vitamin C je rozpustny ve vodé a plisobi jako antioxidant. VétSina zivocCichu je schopna
syntetizovat svij vlastni vitamin C, pouze lidé, lidoopi a morcata jsou odkazani na potravi-

nové zdroje.

Ptirodnimi zdroji jsou ptedevsim citrusové plody, jahody, listova a brukvovita zelenina, raj-

¢ata, meloun cantalup, brambory, paprika a kvétak.
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Vitamin C ma dualezitou tlohu pfi tvorbé kolagenu, ktery je nutny pro rist organizmu a
opravu poskozenych vazivovych tkani. Dale snizuje sklon k alergickym reakcim, snizuje
krevni tlak a riziko krevnich srazenin, zvysuje u¢innost 1ékii pti zdnétech mocovych cest,

ucastni se vstfebavani zeleza a pomaha pii 1é¢bé nachlazeni. [14]

Kyselina askorbova se v potravinach snadno ni¢i vafenim pfti vysokych teplotach, zejména
v pritomnosti mé&di. Ztraty vitaminu C lze minimalizovat vafenim po krat$i dobu s minimal-
nim mnozstvim vody. Vodu po vaieni nevylévat, jelikoz obsahuje cast vyluhovaného vita-

minu C.

Pti nedostate¢ném piijmu vitaminu C nastava onemocnéni zvané kurdéje. Tato choroba byla
bézna mezi ndmoiniky béhem dlouhych cest, ale také mezi vojaky béhem vale¢ného tazeni
a ve véznicich, vyzadala si velky pocet obéti. AZ v roce 1911 byla jednozna¢né prokazéna

pfi¢ina, kterou byl nedostate¢ny piijem vitaminu C.

Doporuceny denni piijem se velmi lisi, jak je uvedeno v (Tab. 3). U vitaminu C nehrozi
predavkovani, jelikoz pfebytecné mnozstvi je z té€la vylouceno. [15] Toho vyuziva fada au-
torti k doporuc¢ovani velmi vysokych davek vitaminu C v dennim piijmu jako prevence
vzniku nachlazeni, chiipky a dalSich infekénich onemocnéni. Nékteré studie uvadi i pozitivni

dopad vitaminu C pfi artritidé, revmatismu a pfi rychlejSim hojeni ran.

Vitamin A (retinol)

Vitamin A se rozpousti v tucich a proto je nutné pfitomnost tukl pro jeho fadné vstfebavani
v zazivacim Ustroji. Vitamin A se vyskytuje ve dvou forméch jednak jako retinol a také jako
provitamin A nazyvany karoten. T¢€lo je schopné tento vitamin v organismu skladovat, proto
je dulezité nepiekracovat doporuceny denni ptijem (Tab. 3), aby nedochazelo k predavko-
vani. Davka vyssi nez 50 000 1.U., uZivana po dobu vice neZ jednoho mésice, miize vyvolat
u dospélych osob toxické ptiznaky. U déti mize dojit k toxickym piiznaklim jiz pii piekro-
¢eni 18 000 1.U. Mezi ptiznaky prfeddvkovani patii nadmeérné vypadavani vlast, nevolnost,

zvraceni, priijmy, poruchy zraku, bolesti hlavy a zvétSena jatra. [14]
Svétova zdravotnické organizace udava denni doporuc¢enou davku vitaminu A pro dospélé
osoby v mnozstvi 800 pg, v dob¢ kojeni je doporuceno piijem navysit. [21]

Denni doporuceni davky navrzeny WHO jsou nékterymi odborniky kritizovany, tvrdi, Ze se

rowr v

jedna pouze o minimalni nutné davky a velka cast populace potiebuje mnohem vyssi davky.
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O tom, jaké jsou nejvhodnéjsi davky, neni tedy plné shody, to dokazuji hodnoty uvedené v
tabulce 3. Potieba se 1isi pii intenzivni praci v obdobi nemoci, ale také v zavislosti na véku,

pohlavi a dalSich faktorech. [22]

Vitamin A ucinkuje proti no¢ni slepoté, posiluje zrak a je vyuzivan pii 1€cb¢ dalSich o¢nich
poruch. Podporuje riist kosti a ukladani mineralti v nich, zlepSuje stav vlast, nehtli a désni.
Pomaha pii 1é€bé rozedmy plic a pii zvySené funkci $titné zldzy. Ma pozitivni dopad i na
ktzi, 1éci akné, kozni defekty, zanéty a spaleniny. Pfirodnimi zdroji vitaminu A a jeho pre-
kurzort je predevsim rybi tuk, jatra, vejce, mléko a mlécné produkty, listova zelenina a mr-

kev. [23]

V odborné literature je zminéna citlivost slou¢enin vitaminu A zejména na podminkach skla-
dovani, tepelném zahievu, zpracovani, ale také zalezi na typu obalového matrialu a obsahu
tuku v mléce. Nicméné zahtivani mléka pii teplotach nizsich nez 100° C ma pouze maly vliv

na obsah vitaminu A. [24]

Tabulka 3: Doporuceny denni piijem vitamini pro dospélé [15, 21]

Vitaminy WHO-DDD | Williams Allen Leibovitz Pauling
Vitamin C 80 mg 2500 mg | 1500 mg 2500 mg 1000-18 000 mg
Vitamin A 800 pg 150001V | 15000 IU 20000 1U | 20 000-40 000 IU
Thiamin, B; 1,1 mg 20 mg 300 mg 100 mg 50-100 mg
Riboflavin, B, 1,4 mg 20 mg 200 mg 100 mg 50-100 mg
Niacinamid, Bs - 200 mg 750 mg 300 mg 300-600 mg
Pyridoxin, Be 1,4 mg 30 mg 350 mg 100 mg 50-100 mg
Kobalamin, B1 2,5 g 0,09 mg 1mg 0,1 mg 0,1-0,2 mg

1.1.6 Mineralni latky a stopové prvky

Mineralni latky jsou v syrovatce obsazeny ve form¢ organickych slouenin v mnozstvi 0,1-
0,4 % a anorganickych slou¢enin v mnozstvi 0,6-0,7 %. Jedna se ptfedevsim o soli kyseliny
fosfore¢né, mlécné, uhlicité, citronové, piip. chlorovodikové a sirové. Nejvétsi podil tvoii

draselné a vapenaté soli. [5]

Velky podil vapniku je vazany na kaseinové bilkoviny a pfi zpracovani mléka ziistava v syru

nebo tvarohu.
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Tabulka 4: Obsah mineralnich latek kyselé a sladké syrovatky [17]

Slozka Kysela syrovatka (g/l) | Sladka syrovatka (g/1)
Vapnik 1,2-1,6 0,4-0,6
Fosfaty 2,0-4,5 1,0-3,0
Chloridy 1,1 1,1

1.2 Ziskavani syrovatky

Syrovatka je ziskavana obvykle jako vedlejsi produkt pii vyrobé syrii, tvaroht, ale také

kaseinu a kaseinata.

1.2.1 Ziskavani syrovatky pfi vyrobé syru

Pti vyrobé syrt se vyuziva sladkého (enzymatického) srazeni kaseinovych micel. K mléku
je pfidavano tzv. syfidlo chymozin (renin). Syfidlo hydrolyzuje k-kasein, ktery nasledné
ztraci funkci ochranného obalu, Ca?* ionty proniknou a reaguji se tfemi frakcemi ( a-s1, 0-s2
a B-kasein) dochazi ke tvorbé¢ syfeniny. Vysledkem je sladka syrovatka, ktera se dale lisuje.

[25]

Proces lisovani je velmi dilezitym krokem pfti vyrobé syrli, jehoz hlavnim tkolem je vytla-
¢eni syrovatky z kapilar mezi zrny, ale také vytlaCeni vody z kapilar v zrn€ a nésledné ze
syra. Lisovani samo o sobé& je pomérné slozitym pochodem a to vzhledem k obsahu dvou
zcela odlisnych fazi. Jednak tekutou fazi, kterou tvoii syrovatka a tuhou, kterou je syrové

zrno. [6] Pfi vyrobé syrt procesem lisovani je ziskano cca 3 % syrovatky.

Soucasti linky na lisovani syrii jsou uzaviené syraiské lisy, které z hygienického hlediska
mayji jista uskali. Ptistup pro ¢iSténi je znaéné omezen a dochazi ke zvySenému usazovani
necistot. Uzaviené lisy se tedy musi €istit po 20-50h provozu, pti 60° C, diky vysoké teploté

nasleduje energeticky narocné chlazeni. [7]

Z tohoto dliivodu nizozemsky vyrobce mlékarenskych zatizeni Bosgraaf vyvinul linku, kde
dosavadni uzaviené lisy byly nahrazeny otevienymi lisy z plastu, které umoziuji hygienické
a efektivni ziskavani syrovatky, ale také snadny pfistup pro CiSténi. Usnadnéné ¢iSténi zna-
mena mensi prostoje, snizeni spotieby chemikalii, ale také mensi zatiZzeni odpadnich vod.
Linka je instalovana v mlékarn€ v Dansku. Syrovatka se béhem lisovani syra shromazd’uje

v malych prohlubnich na dné plastovych van pod lisovacimi formami. Diky nizké teploté
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dochdzi k minimalnimu pomnozeni bakterii v syrovatce a nedochazi tedy ke zvySovani ky-
selosti syrovatky. Po lisovacim cyklu, ktery trva 60 a 180 minut, se zvlast vany a zvIast’
lisovaci formy po pfepravniku posunuji do mycky, aby se na povrchu neusadil biofilm. Vany

se pted posunem do mycky vyprazdni do sbérné nadrze se syrovatkou. [7]

1.2.2 Ziskavani syrovatky pri vyrobé tvarohii

Syrovatka je vedlej$im produktem také pii vyrobé tvarohti. Tvaroh lze definovat jako kysely,
nezrajici syr, vznikly pfevazné kyselym srazenim. Pti vyrobé tvarohu se vyuziva kyselého
srazeni. Pasobenim mikroorganismil (bakterii mlééného kvaseni) dochdzi ke zkvaSovani
laktézy na kyselinu mléénou, s pfibyvajicim mnozstvi kyseliny mlé¢né klesa pH mléka az
na hodnotu izoelektrického bodu kaseinu (4,6-4,9). Nasledn¢ dochazi ke vzniku gelu (koa-

gulatu) 3D struktury, pottebné k vyrobé tvarohu, jogurtu a tvarohovych syra. [25].

K odlouceni syrovatky dochdzi na odsttedivce. Pfi vyrobé mékkého tvarohu se syrovatka

odstranuje samovolnym odfiltrovanim pfes tkaninu, Setrnym lisovanim nebo odstfedénim.

[9]

1.2.3 Ziskavani syrovatky pri vyrobé kaseinii a kaseinati

Syrovétka vznikéd rovnéz pii vyrobé kaseind, resp. kaseinatli. RozliSujeme kysely a sladky
kasein. Kysely kasein se ziskavd z mléka zvySenim jeho kyselosti plisobenim kyseliny
mlécné, vzniklé pfi bakterialnim kvaSeni mléka. Kasein sladky se ziskava ze sladkého mléka

pusobenim sytidla.

Zvlast pii modernich a velkokapacitnich vyrobach se musi zajistit jeji zpracovani a vyuziti.

Vétsinou se susi a dale se vyuziva do potravinaiskych vyrobkd.

Technicky kasein se vyuziva jako surovina pro chemicky a jiny pramysl, zatimco kaseinaty
slouzi k potravinaiskym uceliim, jako piimés do riznych potravinaiskych vyrobki. V nej-
vétsim mnoZzstvi se vyrabi kaseinat sodny, ktery se uplatiiuje jako emulgaéni a pénici ptisada
na vyrobu majonéz, omacek, kavové smetany, zmrzliny, pudinki, tavenych syrt a tvaroht.
Méné¢ se vyrabi kaseinat draselny, ktery se vyuziva v dietnich masnych vyrobcich a ve vy-
robcich s nizkym obsahem sodiku. Kombinace kaseinatu sodné¢ho, draselného a vapenatého
se vyuziva k emulgaci, stabilizaci a fortifikaci pti vyrobé masnych vyrobki, jogurtl a jinych

kysanych mléénych vyrobk. [6]
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1.3 Vyuziti syrovatky pro lidskou vyzivu

Vzhledem k obsahu nutri¢n¢ vyznamnych latek v syrovéatce je snaha o jeji dalsi vyuziti. Na-
vic likvidace syrovatky jako odpadu neni viibec snadné a piedstavuje hrozbu pro zivotni
prostfedi. Dostane-li se syrovatka do pudy, ovliviiuje jeji chemickou a fyzikalni strukturu,
coz vede ke snizeni Grodnosti. V prostiedi vod redukuje vodni zivot vyCerpanim rozpusté-
ného kysliku. [3] Zvlast’ pfi modernich a velkokapacitnich vyrobach se musi zajistit jeji

zpracovani a vyuziti. VétSinou se susi a dale se vyuziva do potravinaiskych vyrobku.

Syrovéatka je nutriéné velmi kvalitni potravina, jeji pravidelna konzumace ma tedy prokaza-
teln€ pozitivni vliv na lidské zdravi. Obsahuje fadu vitaminti, minerdlnich latek a lehce stra-

vitelnych bilkovin. Je tedy stale Cast&ji vyhledavana Sirokou vetejnosti.

Syrovatka je nizkokalorické potravina a proto se v poslednich letech s oblibou vyuziva pfi
redukci hmotnosti. Pliisobi detoxikaéné€, podporuje ¢innost ledvin, stfev, obnovuje stfevni
mikrofloru, snizuje tvorbu zanéti prevazné zaludku a stfev. Snizuje hladinu LDL choleste-
rolu v krvi a reguluje hypertenzi. ZvySuje imunitu, zmiriiuje metabolicky stres, zvysuje fy-

zickou silu, zlepSuje svalové funkce a vstiebatelnost zivin. [14]

VyuZiti syrovatky ve zdravotnictvi a potravinarském primyslu

Syrovatka byla jiz v historii hojné vyuZivana ve zdravotnictvi. Recky lékat Hippokrates ji
doporucoval k 1é¢bé uplavice. V novoveéku se francouzsky 1€kar Tissot a Svycarsky profesor

Schonlein zaslouzili o vznik specialnich lazenskych stiedisek s tzv. syrovatkovou ktirou.

V minulosti byla syrovatka dokonce podavana injekéné aplikaci pod kiizi, pouzivala se pii

sniZeni horecky, k podpoteni tvorby bilych krvinek a k mocopudnym uceltim. [1]

Dnes je syrovatka hojné vyuZivana pifi vyrobé potravin, prevazné v pekafském, mlékaren-

ském a v men$i mife 1 v masném primyslu napf.

» Pekarenské vyrobky - prevazné se syrovatka vyuziva do chleba a peciva. Kysela sy-
rovatka se v pekarenstvi pouziva spise do kvasu.
» Masné vyrobky - vyuziti koncentratu syrovatkovych bilkovin a vody, I1ze nahradit

¢ast masa v masnych vyrobcich, napt. v parcich, docili se niz§iho obsahu tuku 1 ener-

gie. [5]
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» Mlékarenské vyrobky

v

rovatky se ziskd syrovatkova smetana, ktera se nasledné stlouka.

Syrovdtkové syry jsou stale Castéji vyhledavany, mezi syry vyrabéné ze syrovatky
patii napf. ricotta a urda. [25]

Syrovdtkové ndpoje obsahuji vysoky obsah proteint a diky jejich nutri¢ni hod-
not¢ jsou idealnim zdrojem energie a zivin pii fyzické namaze, jsou tedy idealni
pro kulturisty a atlety. Jsou vhodné i pro malé déti a seniory, jelikoz zlepsu;ji

absorpci vapniku a jsou vhodné pii osteoporoze. [26]
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2  ZAKLADNI PRINCIPY LUMINISCENCNI SPEKTROSKOPIE

Luminiscen¢ni (fluorescencni) spektroskopie je analytickou metodou, kterd je velmi citliva,
rychla a nedestruktivni. Béhem nékolika sekund poskytne spektralni signatury, které jsou
charakteristické pro testovanou latku a mohou byt vyuzity napft. také pro hodnoceni potravi-
natskych vyrobki. Ukolem luminiscenéni spektroskopie je rozlozit studované luminiscenéni

zéfeni ve spektrum, které Ize nasledné vyhodnocovat. [10,11]

Pozorovani luminiscence ma dlouhou historii. Svitici ztrouchnivélé pafezy ¢i n¢které druhy
luminiskujictho hmyzu a ryb jsou v pfirodé znamé od nepaméti, v antické literatufe je mozné
nalézt popisy svétélkujiciho mofe. Pfed vice ne tisicem let znali Cifiané a Japonci luminis-
cencni barvy. V 17. stoleti byl popsan ,,boloiisky kdmen*®, ktery v temnot¢ vysilal Cervené
svétlo po piedchozi excitaci slune¢nim zafenim. Zadhadny jev luminiscence (svétélkovani)
ptitahoval pozornost lidi vzdy, ale plné porozuméni tomuto jevu umoznil az rozvoj kvantové

mechaniky pocatkem 20. stoleti. [11, 12]

Luminiscenci pevnych latek je prebytek elektromagnetického (svételného) zéteni, které
latka vysila, nad zafenim rovnovaznym popsanym Planckovym vyzafovacim zdkonem. Po-
jem svétlo je zde tifeba chapat nejen jako viditelné zéfeni, ale i blizkou infra¢ervenou a ul-

trafialovou oblast. Z termodynamického hlediska je luminiscence nerovnovaznym zatrenim.

Pro vznik luminiscence je zapotiebi latce dodat energii (nadbytecnou oproti té, kterou si
téleso reciprocné vymeénuje se svym okolim pomoci rovnovazného elektromagnetického za-
feni). Dodana energie se v latce pfeméni na svételné luminiscenéni zafeni. Nazyva se exci-
tac¢ni C¢i budici energii, dle zplisobu jakym je dodavana klasifikujeme luminiscenéni déje na
fotoluminiscence, elektroluminiscence, chemiluminiscence, katodoluminiscence, mechano-

luminiscence, termoluminiscence a bioluminiscence.

e [Elektroluminiscence vznika v dusledku pfiloZeni elektrick¢ého pole a priichodu
elektrického proudu latkou.

e Chemiluminiscence doprovazi urcity typ exotermnich chemickych reakci. Uvol-
néné reakeni teplo €i jeho Cast se vyzati ve forme svétla.

e Katodoluminiscence vznika pii dopadu vysokoenergetického elektronového svazku
na stinitko.

e Mechanoluminiscence je svétlo, které se v jistych ptipadech uvoliiuje pti mecha-

nické deformaci pevné latky.
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e Termoluminiscence je stav, kdy je t€leso nejprve ochlazeno na nizkou teplotu, poté
ozafeno kratkovinnym elektromagnetickym zatfenim, dojde ke zvySovani teploty,
¢imz dochazi k emisi luminiscen¢niho zéfeni.

e Bioluminiscence je d¢j, kdy je energie pro vyzareni svétla dodéna prostiednictvim
déja biologického ptivodu (napt. svétélkovani svétlusek ¢i parezil). [11]

e Fotoluminiscence je jev, pfi kterém u vybranych molekul nastava pohlceni fotonu,
¢imz se molekula dostava do excitovaného stavu. V tomto stavu mize dojit k celé
fad¢ procest, které se souhrnné oznacuji jako relaxace a molekula se velmi rychle
dostane na nejniz§i energetickou hladinu prvniho excitovaného stavu. Odtud potom
prechazi zpét do zakladniho stavu, coz mize byt doprovazeno vyzarenim fotonu.
Vzhledem k tomu, Ze relaxace jsou v podstaté ztratami energie, ma vyzareny foton
mensi energii a tedy vétsi vinovou délku nez foton absorbovany, jinymi slovy do-

chéazi ke zméné barvy svétla (Obr. 1). [12]

2.1 Emisni a excitacni spektra

Pro zjisténi spektralniho slozeni luminiscenéniho zafeni jsou v luminiscencni spektroskopii
pouzivany monochromatory, které v ptipadé¢ fotoluminiscence mohou byt pouzity také k vy-
béru vhodné budici vlnové délky z excitatniho svételného zdroje. Dle toho mluvime o emis-

nich a excita¢nich spektrech.

Zdroj svétla dodava excitacni energii testovanému vzorku, v diisledku toho dochézi k emisi
luminiscenéniho zafeni, které je nasledné detekovano. Zaznamenany opticky signdl je pie-
veden na elektricky a zpracovan pomoci ptislusného softwaru. Vystupem métent je zavislost
intenzity luminiscence /ium na vinové délce Aem luminiscenéniho zatreni nazyvané jako emisni

spektrum.

Vzhledem k tomu, Ze luminiscence vystupuje ze vzorku ve vSech smérech, byva pro zachy-
ceni emitovaného svétla pouzivano riizné uspotfaddani experimentalni geometrie (uspotadani

na priichod svétla nebo na odraz v ur¢itém thlu). [11]

Pro volbu vhodné excitacni vinové délky jsou ziskavana tzv. excitacni spektra, jako zavislost
intenzity luminiscence na excitacni vinové délce pfi konstantni emisni vinové délce. V ex-
citatnim spektru je vyhledano maximum, které se pak pouzije jako excita¢ni vinova délka

pro ziskani emisniho spektra testované latky.
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3 VYUZITI LUMINISCENCNI SPEKTROSKOPIE PRO
HODNOCENI MLEKA A MLECNYCH VYROBKU

Fluorescenc¢ni spektroskopie je rychla, citlivd metoda pro charakterizaci molekularniho pro-
sttedi a d¢ju. Tato spektroskopickd metoda je rozsitena do celé fady obora, kde se vyuziva
pro studium struktury molekul a jejich zapojeni do funkénich celkt. Jedna se predevsim o
studium proteint a dalSich biologicky vyznamnych molekul v biomedicinskych aplikacich,
ale také napft. o vyzkum syntetickych polymert. Vyuziti fluorescencni spektroskopie v po-
travinarstvi ma obdobny potencial jako v biologickych disciplinach a pomalu se za¢ina roz-

vijet. [13]

Jako ptirozené fluorofory v mléce, tzn. molekuly vykazujici luminiscenci, jsou oznacovany
aminokyselina tryptofan, riboflavin a vitamin A. Prostfednictvim téchto slozek je mozné

monitorovat zmény v mléku a mléénych vyrobcich pomoci luminiscenéni spektroskopie.

Vyhody fluorescencni spektroskopie

Nejvétsi prednosti fluorescencni spektroskopie je vysoka citlivost metody, je 100-1000 cit-

v

liv&jsi neZ jiné spektrofotometrické techniky.

Fluorescence n€kterych molekul je vyrazné ovlivnéna prostiedim, které je obklopuje. Napfi-
klad tryptofan, ktery je zanotfen do vnitiniho hydrofobniho prostfedi proteinu, ma jinou flu-
orescenc¢ni charakteristiku nez tryptofan, ktery se nachdzi na hydrofilnim povrchu proteinu.
Tato citlivost fluorescence molekul v zavislosti na prostfedi umoznuje napt. sledovat kon-
formacni zmény proteind, jejich denaturaci, pfip. interakci proteinii s dal§imi slozkami po-

travin.

Dalsi vyhodou fluorescen¢nich technik je rychlost, béhem kratké chvile je mozné ziskat

velké mnozstvi informaci. [13]

3.1 Odborné studie

V literatute je mozné nalézt n¢kolik praci, které se zabyvaly pouzitim fluorescencni spek-

troskopie pro charakterizaci n€kterych mléénych vyrobki.

Herbert a kol. (2000) pouzivali fluorescen¢ni spektroskopii tryptofanu a vitaminu A ve s po-
jeni s chemometrickymi technikami k rozliSeni mezi mékkymi syry, coZ mélo za nésledek

miru klasifikace vétsi nez 90 %. [24]
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Fluorescenc¢ni spektroskopie se také pouziva pti sledovani zmén suSeného mléka béhem vy-
roby a skladovani (Liu a Metzger, 2007). Bylo zjisténo, ze je mozné zachytit zmény v di-

sledku Maillardovy reakce, modifikace prostiedi tryptofanu, ale také degradace riboflavinu.

Herbert a kol. (1999) sledovali vyvoj fluorescence tryptofanu, ktery je vysledkem koagulace
mléka. Uvedli, ze bylo mozné zjistit stadia koagulace a rozdily mezi gely s riznymi reolo-

gickymi charakteristikami.

Vyvoj fluorescence vitaminu A, riboflavinu a tryptofanu béhem koagulace mléka a synere-
zeje zobrazen na Obr. 2. Béhem koagulace se zvysila fluorescence vSech tii fluorofort o 5,
7,10, 6 a 6,5 %. Toto zvyseni v procentech dezvy byla mensi, nez bylo diive pozorované za
stejnych podminek kombinovanou technologii koagulace a synerezy zalozeném na 1éhkém

zpétném rozptylu blizké infracervenému zateni (~21 £5 %, Fagan et al., 2007).

To naznacuje, ze system méfeni fluorescence miize byt méné citlivy na zmény ke kterym

dochazi v mléce béhem koagulace, nez snimac zpetného rozptylu svétla.
Fluorescenc¢ni spektroskpie se pouziva také k monitorovani oxida¢nich zmeén v riboflavinu.

Predpoklada se, ze fluorofory mléka, vitaminu A, tryptofanu a dalsi fluorescence riboflavinu
mohou byt pouzity jako vnitini znackovaci procesy synereze, protoze kazda z nich bude

pfednostné interagovat s urcitymi fazemi a strukturami smési syrovatky. [24]
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mléka a synereze [24]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILBAKALARSKE PRACE

Hlavnim cilem bakalatské prace bylo ovéfit, zda je mozné pomoci luminiscencni spektros-

kopie detekovat riboflavin a jeho jednotlivé ptidavky v syrovatce.

Pro hlubsi pochopeni celé problematiky byla v teoretické ¢asti vénovana pozornost zkouma-
nym latkam, jako je syrovatka a riboflavin a jejich fluorescen¢nim schopnostem. Ale také
principtim luminiscen¢ni spektroskopie a vyuziti luminiscencnich spekter pro hodnoceni

mléka a mléénych vyrobki.

Prakticka ¢ast byla zaméfena na ptipravu vzorkl syrovatky s rostoucim podilem ptidaného
riboflavinu, ziskani luminiscencnich spekter syrovatky a riboflavinu a zavéreéné vyhodno-
ceni intenzity luminiscence syrovatky v zavislosti na rostouci koncentraci ptidavki ribofla-

vinu.
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5 MATERIALY A PRISTROJE

5.1 Material a chemikalie
e Riboflavin (C17H20N4Os) Sigma Life Science
mnozstvi riboflavinu > 98 %
e SuSena syrovatka Mogador s. r. 0., CR

Prumérné vyzivové hodnoty ve 100g syrovatky

Energetickd hodnota 1532 kJ

Tuky 0,5g ; z toho nasycené mastné kyseliny: 0,3g
Sacharidy 76g ; z toho cukry: 68g

Bilkoviny 13g

Sal 2,8g

e Destilovana voda

5.2 Pomiicky a pristroje

e Analytické vahy GR-200 (Labicom, CR)

e Susarna (Venticell 55, BMT Medical Technology s.r.o., CR)

e Lyofilizator (ALPHA 1-4 LSC, Christ, Némecko)

e PC- 1 PhotonCounting 001 Steady-StateSpectrofluorometer

e Software VINCI — Multidimensional Fluorescence Spectroscopy

e B¢&zné laboratorni sklo a pomucky

Veskeré vzorky syrovatky byly méfeny na ptistroji PC- 1 PhotonCounting 001 Steady-State
Spectrofluorometr (Obr. 5). K vyhodnoceni byl pouzit software VINCI-Multidimensional
Fluorescence Spectroscopy. Jako zdroj svétla byla pouzita xenonova vybojka (40 mW). Mo-

nochromatory maji rozsah vinovych délek 200-1200 nm. Detektorem je fotonasobic.
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e Xenonova vybojka

Zdrojem svétla u spektrofluorimetru je xenonova vybojka. Xenonové a rtutové plazmové
vybojky s kratkym obloukem zobrazuji nejvyssi intenzitu jasu a diky jejich vlastnostem se
blizi k ide4lnimu modelu pro bodovy zdroj svétla. Xenonova vybojka se odliSuje od ostat-
nich zdroju svétla tim, ze vytvaii jednotné a nepietrzité spektrum v celé viditelné spektralni
oblasti. Emisni profil xenonové lampy vykazuje barevnou teplotu ptiblizné¢ 6000 K (blizké

slune¢nimu zéfeni) a postradd vyznamné emisni linky, z tohoto diivodu je xenonova vybojka

vhodnym zdrojem. (Obr. 3) [18]
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Obr. 3 Xenonovd lampa [18]

e Fotonasobic

Fotonasobice se pouzivaji u vétSiny fluorimetrd. Musi mit linearni odpovéd’ vuci intenzité
svétla. Spektralni odpovéd’ zavisi na kovu fotokatody, z n€hoZ je aktivni plocha vyrobena.

Vétsina fotokatod je citliva v oblasti od UV az do 900 nm. (Obr. 4) [18]

800 900 1000




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

32

Incoming Photomultiplier Tube

Fhotos N\ Window
Photo-

Focusing
Electrode

‘l'."oltage Dropping

Resistors
. Output
Figure 1 Meter
Power Supply

Obr. 4 Fotonasobic [18]

Obr. 5Pristroj PC-1 Photon — counting 001 Steady-StateSpectrofluorimeter [19]
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e Popis schéma pristrojePC — 1 PhotonCounting 001 Steady-StateSpectrofluoro-

meter.

Paprsek z vybojky putuje pfes excitaéni monochromator, ktery vymezi jednu pozadovanou
vlnovou délku. Vinova délka dopadé na kyvetu se vzorkem, nasledné zateni prochdzi pies
emisni monochromator, kde dojde k detekci vyzafeného svétla vybrané vinové délky. Inten-
zita luminiscence je detekovana detektorem- fotondsobicem, ktery zvEétsi méteny signal. Na-

sledné dochazi k vyhodnoceni ve vyhodnocovacim zatizeni (Obr. 6).
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Obr. 6 Schéma- PC1 Photon-counting 001 SteadyStateSpectrofluorimeter [19]
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6 METODIKA

6.1 Priprava vzorki

Pro ptipravu vzorki byla pouzita susend syrovatka. Ze které byla pfipravena smeés o vysledné
koncentraci 100g syrovatky/1000 ml destilované vody. Bylo pfipraveno 2000 ml této smési,

ktera byla zahtfivana na vafici po dobu 3 minut pro dokonalé rozpusténi.

Dale bylo ptipraveno 100 ml zasobniho roztoku riboflavinu o koncentraci 5 mg/ 100 ml.
Z tohoto roztoku bylo fedénim ptipraveno 100 ml roztoku riboflavinu o koncentraci 0,5 mg/
100 ml. Zasobni roztok o objemu 1, 2, 3, 4, 5, 6 ml byl pfidavan do 100 ml ban¢k syrovatky
k dosazeni koncentra¢ni fady ptidavka 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 mg B2/100 ml (Tab. 5).
Baiika s riboflavinem byla uzaviena a obalena alobalem, pro snizeni fotodegradace ribofla-

vinu.

Tabulka 5: Koncentra¢ni fady s pfidavky riboflavinu

vit. B, [mg/100ml] syrovatky 0,05 |0,1 0,15 (0,2 0,25 |0,3

pridavky zasobniho roztoku o objemu 1 2 3 4 5 6

Nasledné byly pfipraveny roztoky, stejnym zplisobem, ale 10x zfedény. Byly zvoleny pfi-
davky zasobniho roztoku o objemu 1, 2, 3, 4, 5, 6 ml. Vysledna koncentrace ptidavkl byla
0,005; 0,01; 0,015; 0,02; 0,025; 0,03 mg B2/100 ml (Tab. 6).

Tabulka 6: Koncentra¢ni fady s ptidavky riboflavinu 10x zfedéno

vit. B, [mg/100ml] syrovatky 0,005|0,01 |0,015|0,02 |0,025 0,03

pridavky zasobniho roztoku o objemu 1 2 3 4 5 6

Uprava vzorku pired mérenim

Ptipravené vzorky v uvedenych koncentracnich fadéch byly pfed méfenim prevedeny zpét
do pevného stavu. Jelikoz geometrie usporadani méfeni na spectrofluorimetru odpovidd me-
feni predevsim pevnych vzorkt, z tohoto diivodu po obohaceni vzorki riboflavinem v ka-
palné formé byly vzorky opét ptevedeny do pevného stavu. Pro pfevedeni do pevného stavu

byla vyuzita lyofilizace a suseni.
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» Lyofilizace neboli suSeni mrazem probihalo po dobu 48h, pii teploté - 40° C a tlaku
0,120 mbar. Bylo pipetovano 5ml vzorku do hlinikovych misek.

» SuSeni probihalo po dobu 2h, pii teploté 102° C. Bylo pipetovano 10ml vzorku do

hlinikovych misek.

Timto zpisobem byly pfipraveny tii skupiny vzorkt, prvni skupina vzorka byla ponechdna
v kapalné formé¢, druha skupina byla podrobena lyofilizaci a tieti skupina vzorki byla vysu-
Sena. Na obr. 7. je zobrazena syrovatka bez obohaceni riboflavinem po lyofilizaci a po su-

Seni. Jak je patrné z obrazku po uprave syrovatky doslo ke zméné barvy i konzistence.

Obr. 7 vlevo (Zluté zbarveni)-syrovatka po vysuSeni, vpravo (bilé zbarveni)- syrovatka po

lyofilizaci

6.2 Vybér vhodného zpiisobu pro méreni luminiscen¢nich spekter

6.2.1 Vybér excitacni vinové délky

Pted vlastnim méfenim bylo potfeba nejprve vybrat vhodnou excita¢ni vinovou délku, pfi
které budou vSechny vzorky méteny. Z tohoto diivodu byly nejprve naméfeny kompletni
luminiscen¢ni charakteristiky riboflavinu a syrovatky, které je mozné zobrazit jako tzv. 3D
mapy. Tyto mapy zobrazuji zavislost intenzity fluorescencniho zafeni na emisnich a exci-

ta¢nich vlnovych délkach.
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Na (Obr. 8) je uvedena 3D mapa vzorku kapalné syrovatky v trojrozmérném obraze. Na ose
x byla vynesena nezavisle proménnd skenovaci emisni vlnova délka v jednotkdch nm po
Inm od 480 do 650 nm. Na osu z byla vynesend druha nezavisle proménna excitacni vinova
délka v intervalu 350 — 450 nm po 5 nm. Na svislou osu y byla vynesena zavisle proménna
intenzita luminiscence v zavislosti na excitacni a emisni vinové délce. Na excitacnim mo-
nochromatoru byla zvolena excita¢ni vinova délka 350nm a emisni vinova délka, ktera byla
ménéna po 1 nm od 480 nm po 650 nm. Naméfené hodnoty intenzity byly vyneseny na
svislou osu y. Stejny proces méieni byl zopakovan pro dalsi excita¢ni vinové délky v rozsahu
350 - 450 nm po 5 nm. Vysledkem tohoto procesu je 3D mapa trojrozmérného zobrazeni

intenzity luminiscenéniho zatfeni pro dany vzorek.

Z luminiscen¢ni charakteristiky syrovatky je mozné vycist, jak syrovatka v kapalném stavu
reaguje na filtrované luminiscencni zafeni vyzaiené¢ho za excitacnim monochromatorem.
V intervalu excitaéni vinové délky 350 — 450 nm je mozné pozorovat vzristajici intenzitu
luminiscence reagujici na latku syrovatky v kapalném stavu zvysujici emisni vinovou délkou
od 480 nm. Nejvyssich hodnot intenzity emitovaného svétla, na kterou syrovatka v roztoku
reaguje, bylo dosazeno pii emisni vinové délce 530 nm. S rostouci emisni vinovou délkou
z excitacniho monochromdtoru nad 530 nm intenzita luminiscen¢niho zafeni klesa. Zkou-
mané vzorky byly podrobeny pro porovnani stejnym parametriim jako ve vzorku syrovatky

v kapalném stavu.

Nejvyraznéjsi luminiscencni maximum syrovatky bylo zaznamenano pii excita¢ni vinové
délce 450 nm. Excitaéni vlnova délka 450 nm byla pouZita pro proméfeni vSech pfiprave-
nych vzorkl syrovatky s pfidavky riboflavinu jak v kapalné, tak v lyofilizované a vysuSené

formé.

6.2.2 Usporadani méreni

Vsechna méfeni byla provedena pomoci optického kabelu, ktery byl vyveden z pfistroje a
umistén ve tmavé odstinéné komirce. Geometrie luminiscen¢ni aparatury odpovidala uspo-
fadani na odraz pod Uhlem 45°. Pti takové geometrii méfeni je eliminovan zpétny odraz
excitaéniho zareni do optického systému. Tento zpiisob méfeni umoziuje méfeni luminis-
cence 1 pro pevné vzorky. Lyofilizované a vysusené vzorky byly méfeny pfimo z povrchu

v hlinikovych misek, kapalné vzorky byly méfeny v kiemenné kyveté 10x10 mm.
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Obr. 8 3D mapa kapalné syrovatky

6.3 Emisni spektra syrovatky a riboflavinu

Po vybéru excitacni vinové délky 450 nm uz je pak mozné vzorky prométrovat jen pii této
vlnové délce, coz vyznamné zkracuje dobu nutnou pro ziskani spektra. Obrazek 9 predsta-
vuje zavislost intenzity luminiscence kapalné syrovatky na emisni vinové délce po excitaci
pii 450 nm. Na monochromatoru byla zvolena vinova délka po 1nm v intervalu 460 nm po
660 nm a na osu y byla vynesena intenzita luminiscence. Luminiscen¢ni maximum je v ob-

lasti 530 nm.
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Obr. 9 Luminiscencni spektrum syrovatky v kapalném stavu bez pridavku riboflavinu

Obrazek 10 zobrazuje stejné jako obrazek 9 zavislost intenzity luminiscence na emisni vl-
nové délce pii excitacni vinové délce 450 nm. Opét byla zvolena vinova délka po Inm v in-
tervalu 450nm po 660 nm a byla vynesena zavisle proménnd intenzita na osu y. Z obrazku
je pozorovatelné luminiscenéni maximum pii 530 nm, které dosahuje hodnot 245 000 jed-
notek. Toto maximum se vyrazné projevuje 1 u syrovatky bez ptidavku riboflavinu (Obr. 9)
a je tedy velmi pravdépodobné, Ze odpovida ptirozenému obsahu riboflavinu v syrovatce.
Na zaklad¢ proméieni vzorkl s jednotlivymi ptidavky riboflavinu bude tedy mozné potvrdit,
zda se rostouci koncentrace riboflavinu ve vzorku projevi narlistem intenzity tohoto lumi-

niscen¢niho maxima

V levé cCasti spektra syrovatky (Obr.9) v oblasti 460 — 510 nm je zachycen klesajici a na-
sledné vzristajici trend, ktery u €istého riboflavinu nebyl zaznamendén a tudiz odpovida lu-

miniscenci jiné slozky v syrovétce.
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7 VYSLEDKY A JEJICH DISKUZE

Z luminiscenc¢ni charakteristiky riboflavinu bylo zjiSténo, ze pii excita¢ni vinové délce 450
nm lezi luminiscencni maximum v oblasti 530 nm (Obr. 10). Z tohoto diivodu bylo promé-
feno spektrum vSech pfipravenych vzorki s ptidavkem riboflavinu pfi excitani vinové délce
450 nm a byla vyhodnocovana intenzita luminiscence odpovidajici emisi pfi 530 nm. Veli-
kost intenzity pak byla vyhodnocena v zévislosti na ptidavku riboflavinu do vzorku syro-
vatky. VSechny vzorky byly proméfeny 2-3x a do vysledného hodnoceni byl bran vzdy pri-
mér téchto hodnot. Takovym zpiisobem byla vyhodnocena luminiscenéni spektra vSech

vzorkd s rostoucim obsahem riboflavinu v kapalné, susené a lyofilizované formé.
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7.1 Luminiscence vzorki kapalné syrovatky s pridavky riboflavinu

Na obrazku 11 jsou zobrazena luminiscenc¢ni spektra kapalnych vzork syrovatky s ptidavky
riboflavinu v rozsahu koncentraci od 0,005- 0,03 mg/ 100 ml. Z obrazku je patrny narist

intenzity luminiscence pti 530 nm vlivem ptidavku riboflavinu.

45000
40 000
35000
30000
3 0,025
S 25000 —0,03
=
N 0,015
£ 20000 .
IS 0,02
15 000 0ol
10 000 0,005
5000

470 490 510 530 550 570 590 610 630 650

Emisni vinova délka [nm]

Obr. 11 Luminiscencni spektra kapalné syrovatky s pridavky riboflavinu- koncentrace

(0,005-0,03 mg/100ml)

Po vyneseni zavislosti intenzity emisni vlnové délky na ptidavku riboflavinu ve vzorku ka-
palné syrovatky (Obr. 12) je viditelny nariist intenzity s rostoucim obsahem riboflavinu v sy-

rovatce. Hodnoty intenzity se pohybuji v rozsahu 20 000 — 45 000 jednotek.
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Obr. 12 Luminiscence kapalné syrovatky v zavislosti na pridavku riboflavinu (0,005, 0,01;
0,015, 0,025, 0,03 mg/100ml )

Na obrazku 13 jsou zobrazena luminiscen¢ni spektra vzorki kapalné syrovatky s ptfidavkem
riboflavinu v koncentracich 0,05- 0,3 mg/100ml vcetné spektra ¢istého riboflavinu o kon-
centraci 5Smg/100 ml. Projevuje se zde vyssi koncentrace pfidavki riboflavinu, hodnoty in-

tenzity se pohybuji v rozmezi 20 000- 80 000 jednotek.

Meéfteni vzorki s ptidavky riboflavinu v koncentracich 0,2 a 0,25 mg/100 ml byly vzhledem

k vyznamné odlehlosti dat vylou€eny ze zpracovani do grafu (Obr. 13 a 14).
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Obr. 13 Luminiscencni spektra kapalné syrovatky s pridavky riboflavinu (0,05-0,3 mg/ml)
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Obr. 14 Luminiscence kapalné syrovatky s pridavky riboflavinu

(0,05; 0,1; 0,15; 0,3 mg/100ml)

Luminiscence riboflavinu v mléce a syrech byla sledovdna v nékterych studiich, které se
vénovaly zménam luminiscence téchto potravin béhem technologického zpracovani a skla-

dovani. Z téchto studii vyplyva, Ze maximalni luminiscence riboflavinu v mléce a mlé¢nych
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produktech se pohybuje v rozmezi 520-530 nm pii excitacnich vlnovych délkach 380 nm.
[27, 28]. Tomu odpovida i poloha emisniho maxima pii 530 nm, které bylo v ramci této

prace zjisténo a to s pouzitim excitac¢ni vlnové délky 450 nm.

Wold a kol. zjistovali pokles intenzity riboflavinu v syrech z koziho mléka v souvislosti

s degradaci tohoto vitaminu po vystaveni vzorkl svétlu. [27]

7.2 Luminiscence vzorki suSené syrovatky s pridavky riboflavinu

Na obrazku 15 jsou zobrazena emisni spektra jednotlivych vzorkl susené syrovatky s ros-

toucim ptidavkem riboflavinu v koncentracich od 0,05- 0,03 mg/100ml ve vzorku. Z ob-

v AAA

razku je patrny vzrustajici trend od nejnizsi koncentrace po nejvyssi. Odlisny tvar uvedenych
emisnich spekter ve srovnani se spektry kapalnych vzorki (Obr. 11 a 13) je disledkem zmén

zpiisobenych zdhfevem syrovatky na teplotu 105°C.
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Na obr. 16 je zobrazena zavislost intenzity na koncentraci riboflavinu v syrovatce. S rostouci
koncentraci je mozné pozorovat rostouci intenzitu koncentrace od 0,05 po 0,3 mg/100ml.

Opét je ziejmy velky rozptyl hodnot intenzity u vzorkt s ptidavkem 0,1 a 0,15 mg/100ml.
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Obr. 16 Luminiscence susené syrovdatky s pridavky riboflavinu 0,05-0,3 mg/100ml

Hodnota intenzity luminiscence pti 530 nm se pohybuje v intervalu 85 000 — 105 000 jed-
notek. Tyto hodnoty jsou vyssi, neZ u odpovidajicich vzorkil v kapalné formée, kdy byly na-
méteny hodnoty v rozsahu 45 000 — 80 000 jednotek. Obdobné navySeni intenzity luminis-
cence u vzorkli mléka v souvislosti s vyss§i suSinou vzorkd mléka publikovali Fagan a kol
[24]. Tento narist intenzity luminiscence byl zaznamenan u riboflavinu a jesté vyraznéji u

vitaminu A a tryptofanu.

7.3 Luminiscené¢ni spektra lyofilizované syrovatky s pridavky

riboflavinu

Na obrazku 17 jsou zobrazeny jednotlivé koncentrace od 0,05-0,03 mg/100ml vzorkd po
lyofilizaci. Je patrny narlst intenzity luminiscence pii 530 nm v zavislosti s rostoucim obsa-
hem riboflavinu ve vzorku. Vyrazné maximum v oblasti 485-505 nm odpovidd zméndm

v syrovatce, ke kterym doSlo béhem lyofilizace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

46

250 000

225000

200 000

riboflavin

175 000
150 000

125 000 — (0,2

Intenzita [a.u.]

100 000 e=—0,15
75 000 '
50 000
25 000

0
460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660

Emisni vinova délka [nm]

Obr. 17 Emisni spektrum riboflavinu a vzorkii lyofilizované syrovatky

Na obrazku 18 je v grafickém zobrazeni promitnuta zavislost intenzity na koncentraci ri-

boflavinu v syrovatce. S rostouci koncentraci miizeme pozorovat rostouci zmefenou inten-

zitu v intervalu koncentrace 0,05 po 0,3 mg/100ml vzdy po 0,05. Z obrazku 16 je patrny

rust intenzity luminiscence piiblizn€ o 6 000 a.u., pfi zvySené koncentraci o 0,05 mg. I

v tomto piipade je zfejmy velky rozptyl hodnot intenzity luminiscence.
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Obr. 18 Zavislost luminiscence lyofilizované syrovatky s pridavky riboflavinu

0,05-0,03 mg/100ml
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Také u lyofilizovanych vzorki syrovatky bylo zaznamenano navySeni intenzity luminis-
cence ve srovnani s kapalnymi vzorky stejné koncentracni fady, kdy byly naméfeny hodnoty
v rozsahu 45 000 — 80 000 jednotek. Stejné jako u susenych vzorkii odpovida tento trend
zjisténi, které bylo publikovano autory Fagan a kol. a uvadi zde navysSeni intenzity luminis-
cence u vzorkii mléka v souvislosti s vyssi susinou, viz. také kap. 7.2 [24]. Tento nartst
intenzity byl zaznamenan u vSech tfi sledovanych fluorofori v mléku — riboflavinu, vitaminu

A a tryptofanu.

7.4 Odhad chyby méreni

Pro zjisténi odhadu chyby méfeni luminiscence byl jeden ze vzorkl kapalné syrovatky pro-
méten nékolikanasobné a ze zaznamenanych dat byla vypocitana smérodatna odchylka (Obr.

19) .
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Obr. 19 Kapalna syrovatka s pridavkem riboflavinu 0,03 mg/100ml

Byly vypocteny smerodatné odchylky ze Sesti méteni jednotlivych emisnich vinovych délek
v rozmezi 470-650 nm a z nichZ byla odvozena celkova smérodatnd odchylka 1074,19 pro

kapalnou syrovatku s pfidavkem riboflavinu o koncentraci 0,03 mg/100ml.
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Z obrazku 19 je patrna odliSnost hodnot patého méteni od zbyvajicich méfeni kapalné syro-
vatky s koncentraci 0,03 mg/100ml. Po vyfazeni hodnot pro paté méteni je vypoctena cel-

kové smérodatnéd odchylka 445 a.u. .

Smérodatna odchylka byla vypoctena podle vzorce:

[29]

Ve studii X. Liu (2007) byla sledovana luminiscence riboflavinu v odtu¢néném suseném
mléce ve 3 vzorcich od 3 rGznych vyrobcl po dobu 8 tydnt za teplotnich podminek 4, 22,
35 a 50°C. VSechny vzorky byly uskladnény v temnot¢ a obcas vystaveny svétlu pii odebi-
rani vzorkl. Vystupem bylo emisni spektrum vinovych délek riboflavinu v rozmezi 400—
590 nm pii excitacni vlnové délce 380nm a excitacni spektrum vinovych délek v rozmezi
260-350 nm pfi emisni vinové délce 410 nm. Z této studie I1ze vysledovat shodu méfenti ri-
boflavinu v odtu¢néném suseném mléce s vyse uvedenym mefenim riboflavinu v syrovétce,
kde maximalni hodnota riboflavinu dosahuje vrcholu intenzity pii emisni vinové délce 520-
230 nm. Studie X. Liu (2007) prokazala, ze pii vystaveni vzorki v pribehu skladovani pii
teplotach 4, 22 a 35°C v obdobi 8 tydnil nebyly zaznamendny Zadné rozdily. AvSak proka-
zala ubytek riboflavinu pfi skladovani vzorka pfti teploté 50°C. [28]
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ZAVER
Hlavnim cilem bylo ovéfit, zda metoda luminiscencni spektroskopie je schopna zaznamenat

zmény obsahu riboflavinu v syrovatce a nasledné vyhodnotit, zda je vhodnou metodou pro

stanoveni riboflavinu v syrovatce.

Z namétenych a vyhodnocenych vysledku je patrny vliv ptfidavku riboflavinu na intenzitu
luminiscence vzorku za prezentovanych podminek métfeni. Byla pouzita excitacni vinova

délka 450 nm a vyhodnocovéna intenzita maxima emisni vinové délky 530 nm.

Za téchto podminek bylo nalezeno luminiscencni maximum u vzorku roztoku riboflavinu ve
vod¢ v koncentraci 0,5 mg/100 ml, a také ve vzorcich syrovatky v kapalné, vysusené i lyo-

filizované formé.

U vsech testovanych forem vzorkli byl zaznamenan vliv pfidavku riboflavinu na hodnotu
maxima pii 530 nm. Zmény intenzity luminiscence v zavislosti na rostoucim piidavku ribof-
lavinu na hodnotu maxima pti 530 nm byly vyneseny do grafii, byl v§ak zaznamenén velky

rozptyl dat, které nevykazovaly linearni charakter.

Z namétenych dat Ize presto konstatovat, ze pomoci luminiscenéni spektroskopie je mozné
zaznamenat zmény koncentrace riboflavinu v syrovatce. Je vSak nutné provést fadu dalSich
méteni, provétit volbu vhodné excitacni vinové délky, proméfit riizné koncentracni fady ob-

sahu riboflavinu v syrovatce a také nalézt vhodnou formu vzorkd pro méteni luminiscence.

Zavérem je, mozné konstatovat, Zze metoda luminiscencni spektroskopie je pouZzitelna pro
detekci riboflavinu v syrovatce. Vyhodou této metody ve srovnani s jinymi analytickymi
technikami je relativni rychlost méfeni (ziskani jednoho spektra trvalo cca 10 min), vysoka
citlivost, eliminace pouZiti chemikalii a tim také snizeni mnoZzstvi odpadu, mezi nevyhody

se fadi vyss$i ndklady na pofizeni ptistroje.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

RF Riboflavin

uv Ultrafialova oblast

DDD  Doporucena denni davka

WHO Svétova zdravotnicka organizace

SH Soxhlet-Henkel
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SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1 Stokesitv posun-absorpcni a emisni spektra pro chinin [20]

Obr. 2 Vyvoj fluorescence (a) vitamin A, (b) tryptofanu, (c) riboflavinu fluorescence
behem koagulace mléka a synereze [24]

Obr. 3 Xenonova lampa [18]

Obr. 4 Fotondsobic [18]

Obr. 5 Pristroj PC-1 Photon — counting 001 Steady-StateSpectrofluorimeter [19]

Obr. 6 Schéma- PC1 Photon-counting 001 SteadyStateSpectrofluorimeter [19]

Obr. 7 Syrovdatka po vysusSeni a po lyofilizaci

Obr. 8 3D mapa kapalné syrovatky

Obr. 9 Luminiscencni spektrum syrovatky v kapalném stavu bez pridavku riboflavinu

Obr. 10 Luminiscencni spektrum riboflavinu (excitacni vinova délka 450 nm)

Obr. 11 Luminiscencni spektra kapalné syrovatky s pridavky riboflavinu- koncentrace
(0,005-0,03 mg/100ml)

Obr. 12 Luminiscence kapalné syrovatky v zavislosti na pridavku riboflavinu
(0,005, 0,01; 0,015, 0,025; 0,03 mg/100ml)

Obr. 13 Luminiscencni spektra kapalné syrovatky s pridavky riboflavinu
(0,05- 0,3mg/100ml)

Obr. 14 Luminiscence kapalné syrovatky s pridavky riboflavinu
(0,05-0,3mg/100ml)

Obr. 15 Luminiscencni spektra susené syrovdtky s pridavky riboflavinu

Obr. 16 Luminiscence susené syrovatky s pridavky riboflavinu (0,05-0,3mg/100ml)

Obr. 17 Emisni spektrum riboflavinu a vzorkii lyofilizované syrovatky

Obr. 18 Zavislostni luminiscence lyofilizované syrovatky s pridavky riboflavinu
(0,05-0,03mg/100ml)

Obr. 19 Kapalna syrovatka s pridavkem riboflavinu 0,03 mg/100ml
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SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Slozeni kyselé a sladké syrovatky [17]

Tab. 2 Vitaminové slozent susené syrovatky [5]

Tab. 3 Doporuceny denni prijem vitaminu pro dospelé [15, 22]
Tab. 4 Obsah mineralnich latek kyselé a sladké syrovatky [17]
Tab. 5 Koncentracni rady s pridavky riboflavinu

Tab. 6 Koncentracni rady s pridavky riboflavinu 10x ziedeno



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

SEZNAM PRILOH

Priloha PI Hodnoty koncentraci a intenzity syrovatky v kapalné, susené a lyofilizované

podobé — tabulka namérenych hodnot



PRILOHA P I: HODNOTY KONCENTRACI A INTENZITY
SYROVATKY V KAPALNE, SUSENE A LYOFILIZOVANE PODOBE
TABULKY NAMERENYCH HODNOT

Tabulka 1:Hodnoty koncentrace (0,005, 0,01, 0,015; 0,025, 0,03 mg/100ml) a intenzity ka-

palné syrovatky
Kapalna syrovatka s pfidavky RF pfi 530 nm

C re[mg/100ml] I [a.u.]
Koncentrace Intenzita
0,005 20284,5
0,01 37478,8
0,015 43246,4

0,025 44480
0,03 43772,8

Tabulka 2:Hodnoty koncentrace (0,05; 0,1; 0,15; 0,3 mg/100ml) a intenzity kapalné syro-
vatky

Kapalna syrovatka s pridavky RF pfi 530 nm
C re[mg/100ml] I[a.u.]
0,05 45641,33333
0,1 71428
0,15 79471,2
0,3 80256,8

Tabulka 3:Hodnoty koncentrace (0,05-0,3 mg/100ml) a intenzity susené syrovatky

Kapalna syrovatka s pridavky RF pfi 530 nm
C re[mg/100ml] I[a.u.]
0,05 89105,6
0,1 85894,4
0,15 99538,4
0,2 97953,6
0,25 100393,6
0,3 104818




Tabulka 4:Hodnoty koncentrace (0,05-0,3 mg/100ml) a intenzity lyofilizované syrovatky

Kapalna syrovatka s pridavky RF pfi 530 nm
C re[mg/100ml] I [a.u.]
0,05 120124,3
0,1 135404,5
0,15 163875,6
0,2 145500,4
0,25 139721,6
0,3 165635,5
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